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RESUMO

RODRIGUES, Maria Clara Coutinho; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro; julho de 2025; Respostas hormonais e antioxidantes na
indugcdo do enraizamento adventicio de miniestacas juvenis de Cordia trichotoma
(Vell.) Arrab. ex Steud. tratadas com peréxido de hidrogénio e acido indolbutirico;
Orientadora: D.Sc. Deborah Guerra Barroso.

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., conhecida como louro-pardo, é uma
espécie florestal nativa de interesse econdmico e ecoldgico. Sua propagacao por
miniestaquia para material com menos de um ano de idade é conhecida, mas limitada
pelo longo tempo de tratamento de enraizamento (20 horas) e baixa responsividade
em materiais mais maduros. Este estudo teve como objetivo avaliar na primeira etapa
o efeito da combinagao entre peréxido de hidrogénio (H202: 0 e 50 mmoles.L") e acido
indolbutirico (AIB: 0, 2000, 4000, 6000 e 8000 mg L™') sobre o enraizamento
adventicio de miniestacas oriundas de minicepas com dois e cinco anos de idade,
utilizando tempo reduzido de tratamento. Na segunda etapa, investigou-se a atividade
das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(POD), ascorbato peroxidase (APX), monodehidroascorbato redutase (MDHAR),
dehidroascorbato redutase (DHAR) e glutationa redutase (GR), além dos horm&nios
acido indolacético (AIA), acido indolbutirico (AIB), acido abscisico (ABA), acido
jasmoénico (AJ), acido salicilico (AS) e do precursor etilénico acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), em materiais de diferentes idades e origens
tratados ou ndo com indutores de enraizamento. Os resultados demonstraram que o
envelhecimento da idade dos materiais reduziu a sobrevivéncia das miniestacas,
sendo o tratamento com AIB a 4000 mg L™" mais eficaz na indugédo do enraizamento
no material de dois anos de idade. Nao houve efeito de H20: isolado para as
caracteristicas avaliadas, mas sua associagdo com 300 mg L' de AIB aumentou o
comprimento de raizes de primeira ordem em miniestacas oriundas de minicepas com
dois anos de idade. Na quantificacdo de enzimas e hormoénios, o tratamento com H20:2
+ AIB elevou os niveis de AS, ABA, AlA e AIB, enquanto o controle apresentou maior
acumulo de AJ, CAT e POD. As analises multivariadas revelaram padrdes fisioldgicos
integrados, nao detectados por analises univariadas. Conclui-se que o protocolo com
H202 + AIB pode servir como base para a miniestaquia de C. trichotoma, desde que

ajustado ao tipo de material.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Maria Clara Coutinho; D.Sc.; Universidade Estadual do Norte
Fluminense; July 2025. Hormonal and antioxidant responses during the induction of
adventitious rooting in juvenile mini-cuttings of Cordia trichofoma (Vell.) Arrab. ex
Steud. treated with hydrogen peroxide and indole-3-butyric acid; Advisor: D.Sc.
Deborah Guerra Barroso.

Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., known as louro-pardo, is a native forest
species of economic and ecological interest. Its propagation by mini-cuttings for
material less than one year old is known, but limited by the long rooting treatment time
(20 hours) and low responsiveness in more mature materials. This study aimed, in the
first stage, to evaluate the effect of the combination between hydrogen peroxide
(H202: 0 and 50 mmoles.L-1) and indole-3-butyric acid (IBA: 0, 2000, 4000, 6000 and
8000 mg L™") on adventitious rooting of mini-cuttings from two- and five-year-old stock
plants, using a reduced treatment time. In the second stage, the activity of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POD),
ascorbate peroxidase (APX), monodehydroascorbate reductase (MDHAR),
dehydroascorbate reductase (DHAR) and glutathione reductase (GR) was
investigated, along with the hormones indole-3-acetic acid (IAA), indole-3-butyric acid
(IBA), abscisic acid (ABA), jasmonic acid (JA), salicylic acid (SA), and the ethylene
precursor 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), in materials of different ages
and origins, treated or not with rooting inducers. Results showed the aging reduced
the survival of mini-cuttings, with treatment with IBA at 4000 mg L™ being the most
effective in inducing rooting in two-year-old material. No isolated effect of H,O, was
observed for the evaluated traits, but its association with 300 mg L™" IBA increased the
length of first-order roots in mini-cuttings from two-year-old stock plants. In the
quantification of enzymes and hormones, treatment with H202+ IBA raised the levels
of SA, ABA, IAA and IBA, whereas the control showed higher accumulation of JA, and
activity of CAT and POD. Multivariate analyses revealed integrated physiological
patterns not detected by univariate analyses. It is concluded that the H202+ IBA
protocol can serve as a basis for the mini-cutting propagation of C. trichotoma,
provided it is adjusted to the type of material.

Keywords: Cordia trichotoma; vegetative propagation; hormonal regulation;

antioxidant system.



INTRODUGAO

A espécie Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud., conhecida como louro-
pardo, é considerada prioritaria para a silvicultura econémica (Rolim et al., 2020), além
de ser fundamental em trabalhos de restauracéo. Destaca-se pelo rapido crescimento,
qualidade da madeira e potencial paisagistico (Kielse et al., 2013; Wille et al., 2017),
entretanto, apresenta alta variabilidade genética e fenotipica (Santos et al., 2021).
Como consequéncia, obtém-se plantios ndo homogéneos (Radomski et al., 2012;
Santos, 2018).

A propagagao vegetativa surge como alternativa para a clonagem de
gendtipos superiores, mas os protocolos disponiveis ainda apresentam restrigdes,
especialmente em materiais fisiologicamente maduros. Ha mais de 15 anos, estudos
com diferentes técnicas de propagacao vegetativa de C. trichotoma vém sendo
conduzidos. Experimentos iniciais com micro e miniestaquia resultaram em taxas
satisfatorias de sobrevivéncia, mas o enraizamento era extremamente limitado,
mesmo com a aplicagcao de auxinas (Fick, 2007).

Avancos posteriores indicaram que estacas radiculares de plantas juvenis
com cerca de trés anos podem atingir até 45% de enraizamento com AIB (Kielse et
al., 2013). Miniestacas clonais, oriundas de plantas jovens, também apresentaram
melhor desempenho rizogénico em relagdo as seminais, independentemente do uso
de reguladores (Kielse et al., 2015). Ja em estacas semilenhosas, o aumento da
concentracdo de AIB elevou o enraizamento em até 28,9%, mas comprometeu a
emissdo de brotagdes e aumentou a mortalidade (Fick, 2007; Faganello et al., 2015).

Além disso, os entraves associados a maturagcao do material vegetativo foram
evidenciados. Estacas de raizes e ramos de plantas adultas mostraram-se incapazes
de formar raizes, embora fossem capazes de emitir brotagdes. Em contraste, estacas
de raizes de plantas jovens apresentaram enraizamento mesmo sem aplicagdo de
AIB, reforgando a importancia da juvenilidade na resposta rizogénica (Bisognin et al.,
2020).

Considerando os avancos e limitagdes na propagacgéao vegetativa de C. trichotoma, foi
desenvolvido um protocolo baseado na imerséo da base das miniestacas em perdxido
de hidrogénio (H202), seguida da aplicagdo de AIB, em um tratamento com duragéo
total de 20 horas. Esse método se mostrou altamente eficiente em materiais juvenis
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com menos de um ano de idade, alcangcando até 90% de enraizamento (Silva et al.,
2022). No entanto, ao estender o protocolo para miniestacas provenientes do resgate
vegetativo de arvores adultas, ndo foi observado enraizamento. Esses resultados
motivaram a condu¢ao dos experimentos que serdo apresentados a seguir, com foco
na reducdo do tempo de exposi¢cao ao tratamento e na investigacdo dos fatores

fisiolégicos associados a perda da competéncia rizogénica.



OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito de combinagdes de peroxido de hidrogénio (H202) e acido
indol butirico (AIB) sobre o enraizamento de miniestacas obtidas de minicepas de
Cordia trichotoma, com diferentes graus de juvenilidade e descrever as alteragdes

enzimaticas e hormonais causadas pelos tratamentos.

Objetivos especificos

v' Avaliar o efeito da combinacdo de AIB em diferentes concentragoes,
associada a pré-imersao em H202 de miniestacas obtidas em minicepas de diferentes
idades e origens;

v Determinar a atividade das enzimas ascorbato peroxidase, catalase,
monodehidroascorbato redutase, dehidroascorbato redutase, glutationa redutase,
peroxidade e superdxido desmutase em miniestacas obtidas em minicepas de
diferentes idades e origens;

v Quantificar os fitohormoénios acido abscisico, acido indolacético, acido
idolbutirico, acido jasmoénico, acido salicilico e o precursor do etileno acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico, em miniestacas obtidas em minicepas de diferentes

idades e origens.



REVISAO DE LITERATURA

Louro-pardo

Pertencente a familia Cordiaceae, Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. ex Steud, o
louro-pardo € uma das 400 espécies que estdo distribuidas nos dois géneros dessa
familia (Cordia e Varronia), que estdo mundialmente distribuidos em regides tropicais
e subtropicais (Reflora, 2025).Apesar de muitas fontes ainda classificarem louro-pardo
como membro da familia Boraginaceae, em razdo das caracteristicas unicas como
cotilédones plicados e estilete duas vezes dicotdmico, com quatro ramos estigmaticos
encontradas no género Cordia, garantiram a classificagao de uma nova familia (Hilger
e Zippel, 2001, Luebert et al., 2016). Além disso, semelhangas genéticas foram
encontradas no género Varronia, indicando parentesco com o género Cordia (Miller e
Gottschling, 2007) e garantindo classificagdo dentro da familia Cordiaceae,
nomenclatura atualmente aceita.

Trata-se de uma arvore caducifélia, de tronco reto, com fuste bem definido,
apresentando madeira de 6tima qualidade (Carvalho, 2003a). O incremento médio
anual varia de 5 a 23 m® ha'ano™ em solos de fertilidade média ou alta (Carvalho,
2003b), com possibilidade de primeira coleta aos 15 anos de cultivo. Na Mata
Atlantica, observou-se ampla variabilidade no crescimento da espécie, com diametro
a altura do peito oscilando de 3 a 28 cm e altura estimada de 3,2 a 17,8 m aos 21 anos
de cultivo (Barroso et al., 2018b).

Suas folhas sao simples, dispostas de forma alternada e espiraladas no eixo
do ramo, subcoriaceas, asperas e com apice acuminado. Apresentam variagdo quanto
ao tamanho, tonalidade e grau de pilosidade, podendo ser muito ou pouco pilosas ou
totalmente lisas (Freitas et al., 2006). Seu peciolo é cilindrico, delgado e de coloragéo
esbranquigada (Lopes, 2011). Sua inflorescéncia é constituida por pequenas flores
esbranquicadas, cismoso-paniculada e disposta de forma terminal nos ramos. As
flores possuem calice gamossépalo esverdeado, assimétrico, sdo perfumadas, e de
ocorréncia natural de janeiro a julho (Carvalho, 2003a; Felippi et al., 2012).

C. trichotoma esta naturalmente distribuido na Argentina e no Paraguai. No
Brasil, ocorre nos estados Bahia, Ceara, Paraiba, Sergipe, Pernambuco, Piaui, Goias,
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Distrito Federal, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Espirito Santo, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Santa Catarina (Scheeren et al., 2002;
Carvalho, 2003b, Pina-Rodrigues et al., 2021). Ecologicamente, € descrita como
especie secundaria com tendéncia a pioneirismo. Em sucessao, sua presenga é
comum como vegetagcado secundaria no estagio de capoeira e capoeirbes (Scheeren
et al., 2002; Carvalho, 2003a; Carvalho, 2003b). Em razdo dessas caracteristicas,
pode ser utilizada em projetos ligados ao paisagismo, reflorestamento com destaque
a reserva legal, recuperacdo de areas degradadas e sistemas agroflorestais
(Carvalho, 2003a; Felippi et al., 2012; Faganello et al., 2015).

Sua madeira possui cerne com coloragao pardo claro amarelada, com boa
usinabilidade, facilitando o processo de laminag&o e sendo empregada na confecgao
de revestimentos decorativos, persianas, construcdo de pequenas embarcagdes e
movelaria de luxo (Trianoski e Iwakiri, 2018). Além disso, apresenta resisténcia ao
ataque de cupim subterraneo (Nasutitermes corniger Motsch.) e possui compostos
como a-cadinol com atividades antifungicas e antideteriorativas (Paes et al., 2007;
Wille et al., 2017), aumentando o interesse comercial por sua madeira.

Trata-se de uma espécie promissora e ja com existéncia de plantios
comerciais em Araraquara-SP, Concordia-SC, Linhares-ES e Foz do Iguacu-PR
(Carvalho, 2002). Radomski et al. (2012) trabalhando com plantio de C. trichotoma em
linhas inseridas em sistema silvipastoril, obtiveram, aos 10 anos de cultivo, arvores
com didmetro médio de 18,2 cm, altura média 9,6 m e incremento anual médio em
diametro de 1,82 cm. Esses autores ressaltaram ainda que a espécie possui alta
capacidade de rebrotar a partir das cepas e formar brotagcdes nas raizes superficiais.
Esse fato indica que € uma espécie com viabilidade de clonagem a partir de genétipos
superiores.

Santos et al. (2021) estudando a interacdo gendtipo x ambiente em progénies
de C. trichotoma, obtiveram didmetro médio de 12,8 cm e observaram uma variagao
de 4 a 26 cm, indicando a heterogeneidade dos plantios e reforcando a necessidade
de selecdo e multiplicacdo de materiais superiores para a implantacdo de plantios
uniformes.

A respeito de selecao de individuos superiores de C. frichotoma, Nunes et al.
(2024), avaliando a seleg¢ao precoce em um teste de progénie da espécie, concluiram
que para cada 10 progénies selecionadas aos 3 anos, 7 permaneceram entre as

melhores classificadas aos 8 anos. Nesse mesmo ensaio, os autores observaram, em
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média, incremento volumétrico de 18 m® ha™ ano™. Os gendtipos mais produtivos,
aqueles que podem ser precocemente selecionados para propagagao vegetativa,

apresentaram volumes superiores a 30 m® ha™ ano™.

Propagacao Vegetativa via miniestaquia

A propagacdo vegetativa resulta em individuos geneticamente idénticos a
planta matriz, através de técnicas especificas que propiciem o enraizamento
adventicio (Hartmann et al., 2011). No setor florestal, a obtencéo de individuos clonais
atende a diversos interesses, desde a formagcao de povoamentos homogéneos e
altamente produtivos até a conservacao de individuos ameagados, em plantios de
restauracédo, bancos de germoplasma e pomares clonais de sementes. Uma das
principais técnicas utilizadas na silvicultura clonal € a miniestaquia (Xavier et al.,
2009), testada com sucesso para varias espécies florestais nativas (Carvalho et al.,
2021; De Deus et al., 2021; Silva et al., 2022).

Desenvolvida na década de 90 para espécies do género Eucalyptus, a
miniestaquia consiste na utilizagdo de propagulos denominados miniestacas, oriundos
de plantas crescidas sob condicbes de viveiro. Tais plantas sao denominadas
minicepas € o conjunto delas forma o minijardim clonal (Xavier et al., 2009). As
minicepas podem ser obtidas através de propagacdo sexuada ou assexuada e,
conforme a espécie, a coleta periddica de brotacdes estimula a producao constante
de miniestacas.

Silva et al. (2022) trabalhando no enraizamento de material obtido de
minijardim multiclonal e tratado com combinag¢des de AIB e H202, relataram que a
imersao da base de miniestacas de louro pardo por 8 horas em 50 mmoles.L"de H202,
seguidas de 300 mg L' de AIB, por 12 horas, foi capaz de aumentar expressivamente
o enraizamento da espécie. As miniestacas utilizadas por Silva et al. (2022) foram
obtidas de minicepas com aproximadamente 1 ano de idade. Além disso, esses
autores observaram que apenas H202 ndo exerceu aumento significativo sobre o
enraizamento da espécie e relataram que, independente dessa substancia, a
utilizacao de AIB favoreceu a qualidade do sistema radicular. Contudo, na propagagao

a partir de brotacées induzidas em galhos adultos, a aplicagao de 1500 mg L-'de AIB
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resultou em apenas 10% de enraizamento (Silva et al., 2021), evidenciando as
dificuldades impostas pela maturagdo do material.

Outros métodos de propagacdo como estaquia de brotagdes de plantas
adultas, estaquia de raizes de plantas adultas e estaquia de raizes de plantas jovens
(Bisognin et al., 2020), com a utilizagao de AIB também foram testados sem sucesso
para a especie.

Desta forma, o entendimento dos efeitos fisioldgicos da interagcdo H202 x AlB
pode viabilizar o resgate clonal de gendtipos superiores, superando as limitagdes
impostas pela maturagao ontogenética e ampliando as possibilidades de aplicagao da

silvicultura clonal em outras espécies nativas.

Enzimas antioxidantes e seu papel no enraizamento adventicio

Durante a indugao, estagio inicial do enraizamento adventicio, a miniestaca
entra em um estado de intensa atividade metabdlica, caracterizado pela produgao de
espécies reativas de oxigénio, como H20:2 (Steffens e Rasmussen, 2016; Zhang et al.,
2017). Inicialmente entendido como componente toxico ao metabolismo celular, niveis
moderados de H202 podem atuar como sinalizadores moleculares, ativando rotas de
reprogramacao celular associadas a rizogénese (Neill et al., 2002).

Para que esse processo ocorra com sucesso, € necessario um delicado
equilibrio entre a producéo e a remogao de H202, seja ele produzido ou adicionado
nas etapas de enraizamento. Esse procedimento pode ser garantido por enzimas
antioxidantes que metabolizem H202. Nesse contexto, enzimas como catalase (CAT),
peroxidase (POX), superéxido dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX),
monodeidroascorbato redutase (MDHAR), dehidroascorbato redutase (DHAR) e
glutationa redutase (GR) assumem papel central na manutengdo da homeostase,
consequentemente, na competéncia rizogénica dos tecidos vegetais.

A CAT, enzima presente em quase todos os organismos vivos, tem como
funcdo a decomposi¢cao de H202 em H20 e O2. Sua atuagédo é independente de
cofatores redutores, ou seja, moléculas que doam elétrons durante as reagdes de
oxirredugao. Essa evidéncia a torna critica na fase inicial da rizogénese, logo apés o

corte da miniestaca (Zhang et al., 2001). Li et al. (2009), estudando o papel de H20:2
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na formacdo de raizes adventicias em Vigna radiata, observaram que a aplicagao
exdogena de CAT reduziu drasticamente a formacdo de raizes adventicias,
confirmando que H202 € um mediador essencial desse processo.

A POX tem ampla distribuicdo em células vegetais e participa tanto da
eliminacao de H202 quanto da lignificagdo e diferenciagdo celular. Sua atividade
aumenta sob estresse quimico, fisico ou biético, podendo atuar como marcador de
estresse celular (Pisa et al., 2003; Soares et al., 2009). Em espécies como
Cinnamomum kanehirae, observou-se reducdo da atividade da peroxidase em
estacas tratadas com 2 g L™" de AIB, indicando que sua inibigdo pode favorecer a
plasticidade celular necessaria a formagcao de primérdios radiculares (Cho et al.,
2011).

A SOD também atua na desintoxicacéo das células, dismutando Oz~ em H20:2
(Alscher et al.,, 2002). Essa enzima esta presente no citossol, mitocondrias,
cloroplastos e peroxissomos, € € classificada de acordo com seus cofatores metalicos
(Cu/Zn-SOD, Fe-SOD, Mn-SOD), os quais influenciam sua localizacdo e atividade
especifica. Sua expressao pode variar conforme o estado nutricional e o grau de
juvenilidade do tecido (Bhattacharjee, 2012; Gill e Tuteja, 2010), sendo mais
pronunciada em tecidos jovens com alta atividade meristematica. Liu et al. (2022)
estudando o efeito do estresse salino no enraizamento adventicio de Cucumis sativus,
observaram que o estresse salino reduziu a formacao de raizes, aumentou a atividade
de SOD e reduziu o teor de H202. Esses autores destacam que o desenvolvimento de
raizes adventicias nas condi¢des avaliadas se deu por meio do aumento da atividade
da SOD nos propagulos.

As enzimas do ciclo ascorbato-glutationa sdo essenciais para o controle fino
do H20z2 intracelular. A APX utiliza o acido ascébico (AsA) como substrato para reduzir
H202 a agua, desencadeando ciclo regenerativo onde o AsA consumido por APX é
restaurado pelas enzimas MDHAR e DHAR. No fechamento do ciclo iniciado pela
APX, esta a enzima GR, atuando na regeneracéao da glutationa reduzida (GSH) a partir
de sua forma oxidada (GSSG). A GSH, por sua vez, atua como doador de elétrons
durante a atividade de DHAR, tendo como produtos AsA e GSSG (Matos, 2021),
completando assim o ciclo redox fundamental a homeostase celular durante a

rizogénese conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema ilustrativo das principais enzimas envolvidas no metabolismo de
peroxido de hidrogénio (H20:2), destacando o ciclo ascorbato—glutationa. As setas
pretas continuas representam o fluxo de elétrons ao longo das reagbes de
oxirredugao, enquanto a seta tracejada indica uma rota alternativa de transformacao.
Os produtos principais do processo sao a regeneracao de antioxidantes como
ascorbato (ASA) e glutationa reduzida (GSH), bem como a conversao de H202 em
agua (H20). Ja os subprodutos incluem espécies reativas de oxigénio (O2™ e H202)

formadas durante o metabolismo. Adaptado de Matos (2021).

No contexto da propagacao clonal de Cordia trichotoma, o monitoramento das
alteracbes enzimaticas antioxidantes nas miniestacas pode fornecer respostas

fundamentais sobre os efeitos combinados da aplicagao exdégena de AIB e H20:.

Fitohorménios e seu papel no enraizamento adventicio

O enraizamento adventicio € um processo regulado por interagées hormonais
complexas e dindmicas, nas quais auxinas e outros fitohormonios atuam de maneira
fase-especifica e, muitas vezes, interdependente. Os efeitos desses fitohorménios
podem variar conforme a espécie, o tipo de tecido e o estadio fisiolégico. Por
conseguinte, podem ser mimetizados via uso de reguladores de crescimento (Druege
et al., 2016; Steffens e Rasmussen, 2016).
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Estudos classicos da década de 30 identificaram o acido indolacético (AlA)
como o principal composto com efeito estimulador sobre a formagao de raizes em
segmentos caulinares, que ocorrem naturalmente nos vegetais. Tal substéncia é
majoritariamente produzida em tecidos meristematicos e transportada de forma
polarizada em direcdo a base das estacas. Na mesma época, outras substancias
auxinicas foram sintetizadas e utilizadas de forma mais eficiente no enraizamento
adventicio. Uma delas € o acido indolbutirico (AIB), que pode ocorrer naturalmente
em plantas, embora de forma menos abundante que AlA (Bartel et al., 2001; Hartmann
et al., 2011). As auxinas sintéticas, principalmente na forma de AIB, sdo os
estimuladores exdgenos mais eficazes no enraizamento de propagulos de diferentes
espécies (Gutierrez et al., 2012; Pacurar et al., 2014). No entanto, muitas espécies
florestais ndo respondem positivamente a estes estimulos nas concentracdes
testadas (Pessanha et al., 2018; Bisognin et al., 2020). No processo de regeneragao
vegetativa de Cinnamomum parthenoxylon, uma espécie arbdérea asiatica, foi
observado um aumento rapido nos niveis de AlA e AIB durante as fases iniciais do
enraizamento, seguido por uma queda acentuada, sugerindo que a formagao radicular
requer um ajuste fino na disponibilidade dessas auxinas ao longo das diferentes fases
do processo (Luo et al., 2024).

O etileno, horménio gasoso produzido a partir do aminoacido precursor acido
1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), tem sua sintese estimulada por ferimentos,
senescéncia e estresse oxidativo (Taiz et al., 2017). Apds o corte do propagulo, sua
producao se intensifica na base de miniestacas, onde também estdo sendo
estimuladas respostas de defesa a geracéo de espécies reativas de oxigénio, como o
H202 (Steffens e Rasmussen, 2016). Em niveis moderados, o etileno atua
positivamente na formagao de raizes adventicias ao promover a desdiferenciagao
celular e a reprogramacao genética necessaria a formagao dos primoérdios radiculares,
especialmente sob hipoxia. Contudo, em concentragdes elevadas, exerce efeito
inibitério sobre o alongamento das raizes e ativa rotas associadas a lignificagéo e
defesa celular (Druege et al., 2016). Essa dualidade é reforgada pelos achados de
Villacorta-Martin et al. (2015) que, ao estudarem o enraizamento adventicio em
Dianthus caryophyllus, observaram niveis mais elevados de ACC em uma cultivar com
baixa capacidade de enraizamento. Os autores sugerem que esse acumulo decorre
da baixa conversdao de ACC em etileno, enquanto a cultivar com alta competéncia

rizogénica apresentou menor acumulo de ACC, sugerindo maior eficiéncia na
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producao de etileno. Ainda, o etileno influencia a atividade da enzima SOD, que
converte o radical superoxido (O,7) em H202, estabelecendo uma ligagéo entre a
sinalizagao hormonal e o sistema antioxidante celular (Bhattacharjee, 2012).

Outro hormdnio que pode modular o enraizamento € o AJ. Ele é sintetizado
principalmente nas folhas, apos estimulos como ferimentos, ataque de patogenos,
cortes e estresses abioticos. Lischweski et al. (2015), ao estudarem o papel de AJ no
enraizamento de petunia, descobriram que 10 uM reduziu significativamente a
formacgao radicular, enquanto 100 uM inibiu completamente o enraizamento. Essa
visdo é reforgada por Gutierrez et al. (2012), que descobriram que a aplicagéo
exégena de 0,001 pyM reduziu em 50% o numero médio de raizes de Arabidopsis
thaliana. Ja Lee et al. (2024), que demonstraram que o AJ induz a expressao de
fatores que, por fim, vao ativar a biossintese local de AIA em explantes de Arabidopsis.
Esses trabalhos reforcam que a sinalizagdo e participacdo de AJ no enraizamento
adventicio € complexa e precisa ser mais bem compreendida.

Ainda revisando a fisiologia hormonal do estresse, tem-se o ABA, que é
sintetizado principalmente nas folhas e raizes, e tem sua produgédo fortemente
induzida por seca, salinidade, frio e ferimentos (Steffens, 2014; Steffens e
Rasmussen, 2016). Um estudo realizado em plantas de arroz deficientes na
biossintese ou sinalizagdo de ABA, demonstrou que quando as plantas nao
conseguem produzir esse horménio adequadamente, o etileno perde seu efeito
inibitério (Ma et al., 2014), podendo desencadear uma cascata bioquimica que
interfere no enraizamento adventicio, uma vez que etileno tem efeito ambiguo sobre
0 mesmo.

O AS é produzido principalmente nas folhas, a partir do aminoacido
fenilalanina, e sua sintese € estimulada pelo ataque de patdgenos, estresse oxidativo
e lesdes mecanicas, interagindo com etileno e AJ integrando uma rede de defesa
vegetal (Hartmann et al., 2011). Gutierrez et al. (2012) também demonstraram que a
exposicdo a luz aumentou o conteudo de AS livre em plantas de Arabidopsis
inicialmente cultivadas no escuro. Ademais, AS pode influenciar a atividade das
enzimas CAT, POX, SOD, GR e reduzir niveis de H202 em situacdes de estresse
bidtico (Hayat et al., 2010).

Diante do revisado nesta secao, pode-se concluir que existe uma sinalizagao
hormonal complexa que desencadeia o enraizamento adventicio, na qual diferentes

horménios atuam de maneira integrada e fase-dependente.
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MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos em casa de vegetacéo localizada em
Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Brasil (21°45" S, 41°17' W) entre os meses
de junho de 2024 e margo de 2025. A temperatura do ar e a umidade relativa foram
monitoradas por meio de um datalogger modelo AK 174 (Akso). A temperatura média
na camara de nebulizag&o variou de 24 a 27 °C e a umidade relativa do ar oscilou
entre 85 e 98%. Na casa de vegetagcdo a temperatura variou de 26 a 41° e foi

registrada a oscilacao de umidade relativa entre 49 e 97%.

Formacgao das minicepas

As minicepas utilizadas foram obtidas a partir de trés origens distintas: duas
provenientes de semeaduras realizadas em épocas diferentes e uma resultante de
resgate vegetativo de arvores com 7 anos, em um teste de progénie. As minicepas
com cinco anos foram originadas de sementes coletadas em arvores matrizes
localizadas em Magé, RJ (22°44' S, 43°07' W). As minicepas com dois anos foram
produzidas a partir de sementes de Cordia trichotoma coletadas em Linhares, ES
(19°22" S, 40°03" W). O material resgatado foi obtido em um teste de progénie
instalado em 2012, em Linhares, Espirito Santo (19°23' S, 40°03" W) (Santos et al.,
2021).

O resgate envolveu 17 arvores superiores, originadas de sementes coletadas
na reserva da empresa Vale em fragmentos florestais localizados entre os municipios
de Linhares e Sooretama, ambos no Espirito Santo. As brotagdes epicérmicas, obtidas
de galhos da copa, foram tratadas com AIB a 1500 mg L™ para indugdo do
enraizamento. As plantas enraizadas foram cultivadas em vasos de 7 L, contendo
mistura de Basaplant®, areia e composto organico na proporgao 2:1:1 (v/v/v).

Na tentativa de multiplicar as minicepas do minijardim multiclonal, ensaios
preliminares envolvendo o método de propagagao proposto por Silva et al. (2022)

indicaram que miniestacas provenientes de minicepas com cinco anos apos a
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semeadura, bem como aquelas obtidas de materiais resgatados, nao responderam ao
protocolo (dados nao publicados), o que motivou desenvolvimento de novos

protocolos de enraizamento.

Experimento 1: Miniestaquia de dois materiais de origem seminal e diferentes

graus de maturacgao de C. frichotoma

Coleta e preparo das miniestacas

A fim de realizar a miniestaquia de materiais de origem seminal de diferentes
idades, para cada material foram coletadas miniestacas de 5 a 7 cm de comprimento,
contendo uma folha reduzida a metade. Foram confeccionadas 400 miniestacas do
material de dois anos de idade e 400 do material de cinco anos de idade. As bases
das miniestacas foram desinfetadas com hipoclorito de sédio a 0,5% por 5 minutos,
sendo posteriormente enxaguadas em agua deionizada. A coleta, preparo e
separagao das miniestacas foram realizadas imediatamente antes do inicio dos

tratamentos, visando garantir uniformidade experimental.

Delineamento experimental

Foi instalado um experimento em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), em esquema fatorial 2x2x5, com quatro repeticbes e 10 miniestacas por
parcela. O fator 1 correspondeu as idades das minicepas, dois e cinco anos. O fator 2
correspondeu as concentragdes de H202 (0 e 50 mmoles.L"), aplicadas por imersao
da base das miniestacas por 8 horas. O fator 3 correspondeu as concentragdes de
AIB: 0, 2000, 4000, 6000 e 8000 mg L™". A aplicagao de AIB foi realizada por imerséo

da base das miniestacas por 15 segundos e as solugdes de AIB foram preparadas a
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partir de solugao estoque, diluindo-se o regulador previamente solubilizado em

hidroxido de sédio (0,5 mol L-1) e completando-se o volume com agua deionizada.

Analises biométricas

O estaqueamento foi realizado em tubetes de 280 cm?, preenchidos com
substrato Basaplant® previamente adubado com fertilizante de liberagc&o lenta (NPK
15-9-12, 8 g kg™). Os tubetes foram dispostos em camara de nebulizacédo, onde
permaneceram por 60 dias. Em seguida, o material foi transferido para casa de
vegetacao por mais 120 dias, totalizando 180 dias até o momento da avaliagao final.

Em fungédo da baixa sobrevivéncia observada nas miniestacas provenientes
de minicepas com cinco anos de idade, o esquema fatorial 2x2x5 (ldade x H202x AIB)
foi ajustado. Para garantir os pressupostos da analise de variancia, analises
estatisticas foram realizadas exclusivamente com o material proveniente de minicepas
de dois anos, utilizando um delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes e 10 miniestacas por parcela, em um fatorial 2x5 (H202x AlB).

Na expedicdo da camara de nebulizagdo, aos 60 dias, foram avaliadas a
sobrevivéncia e enraizamento ao leve toque, que consiste no movimento suave da
miniestaca e se € percebido resisténcia, considera-se enraizamento. Em seguida, o
material foi transferido para casa de vegetagdo por mais 120 dias. Ao fim dos
experimentos, foram quantificadas a sobrevivéncia e emissao de brotagdes. De forma
adicional, foi realizada remog¢ao cuidadosa do substrato das raizes com o uso de
peneiras e agua corrente a fim de evitar perdas. Em seguida, foi contado o numero de
raizes de primeira ordem (NRPO) e medido seu comprimento total (CTRPO),
considerando-se apenas as raizes originadas diretamente da base das miniestacas
(Barroso et al., 2018a). Também foram obtidas as medidas de altura da parte aérea
(A) e didametro do colo (DAC), com régua milimetrada e paquimetro digital,
respectivamente. Por fim, as porcbes aérea e radicular das miniestacas foram
separadas e secas em estufa com circulacéo de ar forgcada a 70°C por 72 horas, para
determinacao da massa seca da parte aérea (MSPA) e do sistema radicular (MSSR),

respectivamente.
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A partir dessas variaveis, foi calculado o indice de Qualidade de Dickson
(IQD), que expressa a qualidade das mudas com base na robustez do sistema

radicular e na distribuigdo equilibrada da biomassa (Dickson et al., 1960).

MST

1QD = ——1552 (Eq.1)

DAC  MSSR

Onde:

|QD- indice de desenvolvimento de Dickson;

MST- Massa seca total (g); A-Altura (cm);

DAC) Diametro a altura do colo (cm);

MSPA - massa seca da parte aérea (g);

MSSR- massa seca do sistema radicular seca da raiz (g).

As etapas listadas nessa subsegao encontram-se esquematizadas na Figura
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Figura 2. Esquema das etapas adotadas no experimento de enraizamento de

Camara de nebullzagéo —
por 60 dias

miniestacas de Cordia trichotoma oriundas de minicepas com dois e cinco anos de
idade. (1) Coleta de 400 miniestacas de cada material, com folha reduzidas a metade
e comprimento de 5 a 7 cm; (2) desinfecgdo em solugao de NaClO (0,5%) por 5min;
(3) imersao em H202 (0 e 50 mmoles.L™") por 8h; (4) imersdao em AIB (0, 2000, 4000,
6000 e 8000 mg L™) por 15s; (5) estaqueamento em tubetes de 280 cm?®, mantidos
em camara de nebulizagao por 60 dias; e (6) expedi¢cdo a casa de vegetagao por 120

dias, com avaliagdes realizadas aos 180 dias apds a instalagéo do experimento.

Analise de dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para isso, os
pressupostos do modelo foram inicialmente verificados por meio do teste de
verossimilhanga maxima (Box-Cox), utilizando o pacote MASS (Venables e Ripley,
2002). Quando indicado, foram realizadas as transformacgdes sugeridas pelo teste. Em

seguida, foi realizada a ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do pacote
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agricolae (De Mendiburu, 2019). As concentragdes de AIB, quando significativas,
foram submetidas a ajustes de regressao e a ANOVA dos modelos ajustados. Os
coeficientes de determinacéo, quando calculados, foram inferiores a 30%. Todas as

analises estatisticas foram realizadas no software R (R Core Team, 2019).

Experimento 2: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes em

materiais de diferentes graus de maturagao de C. trichotoma

Coleta e preparo das miniestacas

As miniestacas coletadas foram padronizadas com 5 a 7 cm de comprimento
e uma folha reduzida a metade. Apds a desinfeccdo da base das miniestacas em

hipoclorito de sédio a 0,5% por 5 minutos, o experimento foi definido.

Delineamento experimental

As miniestacas foram organizadas em um experimento em delineamento
inteiramente casualizado (DIC), com cinco repetigbes e 20 miniestacas por parcela.
Os materiais foram caracterizados quanto a atividade de enzimas antioxidantes e
quantificacdo de hormdnios em funcao da idade e origem da matriz. Para tanto, foram
coletados materiais de trés diferentes idades, os quais constituiram os tratamentos
considerados no experimento: (i) minicepas de origem seminal 2 anos, (ii) minicepas
de origem seminal 5 anos, e (iii) minicepas de origem clonal 5 anos apds resgate. Tais
materiais foram cortados e macerados em nitrogénio liquido e em seguida
armazenados em ultrafreezer a -80°C para posterior analise laboratorial, conforme

estabelecido por Rodrigues et al. (2023).
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Analises hormonais

As analises hormonais foram feitas conforme proposto por Oliveira et al.
(2022), com adaptagdes. Em funcédo da dureza do material, ele foi remacerado para
obtencao de um po fino para cada amostra, adequado para a extragao dos hormonios.
As quantificagbes foram realizadas por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia
(UPLC), e os resultados expressos em nanogramas por grama de massa fresca (ng
g~ MF).

Analises enzimaticas

Nas analises enzimaticas, foi confeccionado um extrato unico por amostra, no
qual foram determinadas as atividades de todas as enzimas em meios reacionais
especificos. Para isso, 500 mg de tecido vegetal previamente macerado em nitrogénio
liquido foi homogeneizado com polivinilpolipirrolidona (PVPP) a 30% e 5 mL de
tampao de extracao [fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8; acido etilenodiamino tetra-
acético (EDTA) 0,1 mM; fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 1 mM; ditiotreitol (DTT)
1 mM], utilizando almofariz e pistilo. O homogenato obtido foi filtrado em quatro
camadas de gaze e, em seguida, centrifugado a 10.000 g por 20 minutos a 4°C. O
pellet foi descartado e o sobrenadante utilizado para as determinagdes das atividades
enzimaticas.

As enzimas antioxidantes foram avaliadas conforme os seguintes autores:
DHAR e APX segundo Nakano e Asada (1981); MDHAR conforme Arrigoni et al.
(1981); GR segundo Sagisaka (1982); POX conforme Kar e Mishra (1976); CAT de
acordo com Havir e Mchale (1987); e SOD segundo Giannopolis e Reis (1977). Todas
elas foram quantificadas por espectofotometria e suas atividades foram ajustadas pela
quantidade de proteina presente na amostra quantificada pelo método de Bradford

(1976). Os procedimentos experimentais encontram-se resumidos na Figura 3.
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Figura 3. Esquema das etapas de preparo e analises bioquimicas em miniestacas de
Cordia trichotoma. Apo6s desinfecgdo em NaClO (0,5%) e maceragdo em nitrogénio
liquido, as amostras foram submetidas a leitura enzimatica por espectrofotometria,
avaliando as enzimas dehidroascorbato redutase (DHAR), glutationa redutase (GR),
ascorbato peroxidase (APX), monodeidroascorbato redutase (MDHAR), peroxidase
(POD), catalase (CAT) e superéxido dismutase (SOD). Paralelamente, a quantificagao
hormonal foi realizada por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia (UPLC),
incluindo acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC), acido indolbutirico (AIB),
acido indolacético (AlA), acido salicilico (AS), acido abscisico (ABA) e acido jasménico
(AJ).

Analise de dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA). Para isso, os

pressupostos do modelo foram inicialmente verificados por meio do teste de
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verossimilhanga maxima (Box-Cox), utilizando o pacote MASS (Venables e Ripley,
2002). Quando indicado, foram realizadas as transformacdes sugeridas pelo teste. Em
seguida, foi realizada a ANOVA e teste de Tukey (p < 0,05), com o auxilio do pacote
agricolae (De Mendiburu, 2019).

De modo complementar, a fim de integrar as informagdes obtidas e identificar
padrdes de variagao entre os tratamentos, foi realizada uma analise de componentes
principais (PCA), que possibilitou visualizar a estrutura multivariada dos dados e
agrupar padrdes associados a idade e a origem das miniestacas. Foram considerados
os escores dos dois primeiros componentes principais, responsaveis pela maior
propor¢ao da variancia explicada. Os graficos obtidos foram plotados no ambiente R
com uso do pacote ggbiplot (Vu, 2011). Todas as analises estatisticas foram

conduzidas no software R (R Core Team, 2019).

Experimento 3: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes sob

efeito de tratamentos de enraizamento em miniestacas de C. trichotoma

Coleta e preparo das miniestacas

As miniestacas utilizadas foram coletadas, padronizadas com 5 a 7 cm de
comprimento e uma folha reduzida a metade. Também foi realizada a desinfecgéo da
base em hipoclorito de sodio a 0,5% por 5 minutos, conforme descrito nos

experimentos anteriores.

Delineamento experimental

As miniestacas foram alocadas em delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com cinco repeticoes e 30 miniestacas por parcela. Foram adotados trés
tratamentos: (i) imersdo da base em 50 mmoles.L-! de H202 por 8 horas, seguida de

12 horas em 300 mg L™" de AIB com aeracao forcada na ultima etapa; (ii) imersdo em
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agua deionizada por 20 horas, com aeragao nas ultimas 12 horas; e (iii) controle, com
miniestacas recém-coletadas. No momento do estaqueamento, um terco das
miniestacas de cada tratamento foi destinado a analise hormonal e outro terco a
analise enzimatica. As analises enzimaticas e hormonais seguiram 0s mesmos
procedimentos metodologicos descritos no experimento anterior. As demais
miniestacas foram estaqueadas em ambiente de nebulizagdo intermitente para

posterior avaliacdo de variaveis morfologicas e de crescimento das mudas.

Analises biométricas

As analises biométricas foram realizadas conforme descrito no Experimento
1, seguindo o mesmo procedimento para coleta, estagueamento, condugado em
camara de nebulizacdo e casa de vegetagdo, bem como para a avaliacdo das

variaveis de sobrevivéncia, enraizamento, crescimento e qualidade das mudas.

Analises enzimaticas e hormonais

Foram adotados os mesmos procedimentos descritos no experimento 2 para
as anadlises enzimaticas e hormonais. Os procedimentos adotados no presente

experimento estdo esquematizados na Figura 4.



22

Miniestacas
com folha
reduzida pela
metade

5-7cm

&

£ )
Tratamento 1 Tratamento 2 Controle

m m Miniestacas recém

8h+12hc/ coletadas
aeracgio

12h
¢/ aeragdo

S 19 1

Andlise Andlise

enzimatica hormonal nebullzag&o

. SOB

mﬂuln
. DA( 4 « SOB
« NRPO « ENR
« CTRPO
* MSPA i ' i
« MSSR

Figura 4. Esquema dos tratamentos e etapas experimentais adotados no
enraizamento de miniestacas de Cordia trichotoma. Os tratamentos consistiram em:
Tratamento 1 — imersdo em H202 (50 mmoles.L") por 8 horas seguida de imersdo em
AIB (300 mg L™") por 12 horas, com aeracao forgada na ultima etapa; Tratamento 2 —
imersdo em agua deionizada por 8 horas seguida de 12 horas, com aeragéao forcada
na ultima etapa; e Controle — miniestacas recém-coletadas. Apds os tratamentos, dois
tercos das miniestacas foram destinadas as analises enzimaticas e hormonais, € um

terco foi destinado a etapa de enraizamento.

Analise de dados

Os dados biométricos foram submetidos a ANOVA, adotando o mesmo

procedimento descrito nos experimentos anteriores. Os dados obtidos nas analises
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enzimaticas e hormonais também foram submetidos @ ANOVA. Para visualizar a
estrutura multivariada dos dados fisiolégicos e agrupar padrdes associados a idade, a
origem das miniestacas ou aos tratamentos de enraizamento aplicados as miniestacas

juvenis, foi aplicada uma PCA conforme procedimento descrito no experimento 2.
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RESULTADOS

Experimento 1: Miniestaquia de dois materiais de origem seminal e diferentes

graus de maturacgao de C. frichotoma

Com base em testes preliminares, a sobrevivéncia das miniestacas de C.
trichotoma foi significativamente influenciada pela idade das minicepas, conforme
ilustrado na Figura 5.

100
90-
BO-M
70-

60 - a

S
. !
S 50-
«@
= 1
u>_) 40
'8 30 -
n ] b
20 T
10 4 [
0 - T
2 anos 5 anos

Idade

Figura 5. Sobrevivéncia de miniestacas de Cordia trichotoma oriundas de minicepas
com 2 e 5 anos apoés a semeadura, tratadas com diferentes concentracdes de AIB (O,
2000, 4000, 6000 ou 8000 mg L™") e H202 (0 ou 50 mmoles.L-"). Os valores
representam a média geral dos tratamentos com AIB e H202 para cada idade. Barras
finas indicam erro-padrao da média. Letras distintas indicam diferengas significativas
pelo teste F (p<0,05).
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As miniestacas provenientes de minicepas com dois anos de idade
apresentaram maior taxa de sobrevivéncia (44,5%) em comparagao aquelas oriundas
de minicepas com cinco anos (14%). Os dados sugerem que o aumento da idade
afetou a capacidade de enraizamento das miniestacas. Assim, é possivel inferir que o
avanco da idade nao atua negativamente somente no enraizamento de propagulos de
plantas adultas, conforme ja reportado (Silva et al., 2021), mas também em materiais
juvenis da espécie.

Na Tabela 1 encontram-se os resultados da analise de variancia (ANOVA)
para as caracteristicas biométricas avaliadas nas mudas produzidas a partir de

minicepas de dois anos.
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Tabela 1. Caracteristicas avaliadas no enraizamento de miniestacas de Cordia trichotoma produzidas a partir de minicepas com 2 anos apés a

semeadura, submetidas a diferentes concentragbes de perédxido de hidrogénio (H2O2) e acido indolbutirico (AIB). Médias seguidas de ns (hao

significativo) na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Tratamento Variaveis
H202
(mmoles.L™")  AIB (mg.L") SE (%) SCV(%) ST(%) Brotacéo(%) NRPO CTRPO(cm) MSSR(g) IQD
0 0 60 ns 88,8 ns 52,5 ns 25,00 ns 1,33 ns 28,25 ns 0,11 ns 0,08 ns
0 2000 77,5 ns 60,6 ns 50 ns 22,50 ns 2,25 ns 35,90 ns 0,76 ns 034 ns
0 4000 80 ns 788 ns 62,5 ns 27,50 ns 2,96 ns 47,66 ns 0,87 ns 040 ns
0 6000 45 ns 83,3 ns 40 ns 22,50 ns 2,38 ns 50,29 ns 0,63 ns 030 ns
0 8000 62,5 ns 58,0 ns 37,5 ns 32,50 ns 2,92 ns 57,12 ns 0,51 ns 0,29 ns
50 0 55 ns 771 ns 40 ns 22,50 ns 1,50 ns 46,15 ns 0,42 ns 025 ns
50 2000 47.5 ns 66,9 ns 27,5 ns 22,50 ns 1,61 ns 26,80 ns 0,47 ns 0,26 ns
50 4000 80 ns 67,2 ns 525 ns 37,50 ns 350 ns 49,48 ns 0,77 ns 0,37 ns
50 6000 65 ns 739 ns 475 ns 22,50 ns 2,92 ns 52,29 ns 1,01 ns 050 ns
50 8000 40 ns 83,3 ns 35 ns 25,00 ns 3,28 ns 64,03 ns 0,92 ns 043 ns
Coeficiente de Variagao (%) 18,57 16,26 24,3 19,76 31,82 21,4 24,8 25,68

SE= Sobrevivéncia na expedi¢cdo da cAmara de nebulizagio (60 dias apds o estaqueamento); SCV= Sobrevivéncia na casa de vegetacao (120 dias na
casa de vegetacao); ST=Sobrevivéncia total, aos 180 dias; Brotagcao= porcentagem de plantas que emitiram novas brota¢des; NRPO=Numero de raizes
adventicias de primeira ordem; CTRPO= comprimento total de raizes adventicias de primeira ordem, MSSR=massa seca do sistema radicular; IQD=
indice de qualidade de Dickson (IQD)
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Nao houve efeito significativo para as caracteristicas da Tabela 1. A maior
mortalidade das miniestacas foi registrada na expedicdo da cadmara de nebulizagéo,

aos 60 dias. Nessa mesma época foi avaliado o enraizamento ao leve toque (Figura
6).
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Figura 6. Enraizamento de miniestacas de Cordia trichotoma oriundas de minicepas
com 2 anos de idade submetidas a diferentes concentragdes de acido indolbutirico
(AIB) aos 60 dias. Barras finas representam erro-padrao da média. Médias seguidas

pela mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A aplicacao de AIB promoveu incremento no enraizamento das miniestacas,
nas concentragdes de 2000 e 4000 mg L™'. O enraizamento aumentou de
aproximadamente 12% para quase 30% nessas concentragdes, indicando efeito
positivo da auxina no estimulo ao enraizamento. A altura das mudas, aos 180 dias,

também foi afetada pelas concentracdes de AIB (Figura 7).
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Figura 7. Altura média de mudas de Cordia trichotoma oriundas de minicepas com 2
anos de idade, submetidas a diferentes concentragcées de acido indolbutirico (AIB),
aos 180 dias. Barras finas indicam o erro-padrao da média. Médias seguidas por letras

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

A altura das mudas foi positivamente influenciada pela aplicagao de AlIB, com
resposta maxima observada na concentracédo de 4000 mg L™'. A concentracado de
8000 mg. L' também diferiu do controle, embora represente uma queda de
aproximadamente 21% na altura das plantas em relagdo a concentracdo o6tima.
Variagdes nas concentracbes de AIB também impactaram o didmetro das mudas

(Figura 8).
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Figura 8. Didmetro a altura do colo de mudas de Cordia trichotoma oriundas de
minicepas com 2 anos de idade, submetidas a diferentes concentragdes de acido
indolbutirico (AIB) aos 180 dias. Barras finas indicam o erro-padrdao da média. Médias

seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

No caso do didametro do caule, apesar das varia¢des indicadas no teste de
Tukey, as concentracdes de AIB testadas ndo promoveram incrementos significativos
em relacdo ao controle (0 mg L™). Houve diferengas na massa seca da parte aérea

das mudas em fungao das concentracdes de AIB (Figura 9).
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Figura 9. Massa seca da parte aérea (MSPA) de miniestacas de Cordia trichotoma
oriundas de minicepas com 2 anos de idade, submetidas a diferentes concentragdes
de acido indolbutirico (AlIB) aos 180 dias. Barras finas indicam o erro-padrao da média.

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

A aplicacao de 4000 mg L™ de AIB triplicou a MPSA em comparagao ao grupo
controle, evidenciando a eficacia do tratamento sobre a alocagdo de biomassa na
parte aérea. Esse incremento pode estar associado ao maior enraizamento promovido
por essa concentracdo, o que favoreceu o estabelecimento das miniestacas e,
consequentemente, o crescimento vegetativo. O mesmo foi observado na variavel
altura, sugerindo que formacéao radicular contribuiu para a alocagao de biomassa na
parte aérea. Dessa forma, a concentragao de 4000 mg L™ reforca sua influéncia no
impulsionamento do crescimento das mudas.

De modo geral, os resultados demonstram que a aplicagao de 4000 mg L™" de
AIB promoveu efeitos positivos sobre o enraizamento, altura e massa seca da parte

aérea de miniestacas juvenis de C. trichotoma.
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Experimento 2: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes em

materiais de diferentes graus de maturagao de C. trichotoma

Os graficos que representam o teste Tukey para cada variavel estédo
representados na Figura 10.
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Figura 10. Conteudo enddégeno dos hormdnios acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB); acido indolacético (AlA); acido salicilico
(AS); acido abscisico (ABA) e acido jasménico (AJ) em miniestacas de Cordia
trichotoma oriundas de trés tipos de matrizes: (i) origem seminal 2 anos, (ii) origem
seminal 5 anos, e (iii) origem clonal 5 anos apos resgate. As concentracdes foram
quantificadas em nanograma por grama de massa fresca (MF). Barras finas
representam o erro-padrdo da média. Letras distintas indicam diferencga estatistica
significativa entre os tratamentos para cada hormdnio, segundo o teste de Tukey a

5% de probabilidade de erros.

O material seminal com dois anos apresentou destaque para as

concentracdes mais elevadas de ABA e AJ, enquanto os niveis de AS, AIB, AIAe ACC
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permaneceram baixos. Ja o material seminal com cinco anos foi caracterizado pelo
maior acumulo AlA, associado ainda a concentracdes mais baixas de ABA, AJ e AS.
Por sua vez, o material de resgate vegetativo destacou-se pela maior concentragao
de AS e do precursor do etileno, ACC, além de menores concentragdes de AlA e ABA,
configurando um perfil hormonal distinto em relagdo aos demais materiais.

A PCA permitiu separar os trés materiais avaliados com base em seus perfis
hormonais, explicando 72,3% da variancia total nas duas primeiras componentes

principais (Figura 11).
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Figura 11. Analise de Componentes Principais com base no conteudo endégeno dos
horménios acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB);
acido indolacético (AlA); acido salicilico (AS); acido abscisico (ABA) e acido jasmonico
(AJ) em miniestacas de Cordia trichotoma de trés tipos de matrizes: (i) origem seminal
2 anos, (ii) origem seminal 5 anos, e (iii) origem clonal 5 anos apds resgate. As elipses
coloridas representam os agrupamentos por material, e os vetores indicam a
contribuicdo dos horménios para a variacao explicada nas duas primeiras dimensdes
principais (Dim 1 = 37,3%; Dim 2 = 35%).

As miniestacas oriundas do material de dois anos formaram um agrupamento
bem definido no quadrante superior esquerdo do grafico, com associagao a AJ e ABA,
conforme indicado pela direcdo e magnitude dos vetores. Esse padrao sugere a
presenca de um perfil hormonal caracterizado pela ativacdo de vias relacionadas a
maturagao e ao estresse, mesmo em tecidos juvenis, o que pode refletir que aos dois
anos ja ha perfil recalcitrante ao enraizamento adventicio.

Por outro lado, o material resgatado foi agrupado no quadrante inferior direito,
associado ao AS e ao ACC, hormdnios frequentemente relacionados a sinalizacao de
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estresse e senescéncia. Esse padrao sugere que esses reguladores tendem a se
acumular em materiais com menor competéncia ao enraizamento. A baixa
proximidade do vetor de AIA em relagdo ao grupo resgatado indica um reduzido
acumulo enddégeno dessa auxina nos tecidos, o que reforca a hipétese de que a
limitacdo ao enraizamento nesse material pode estar associada ao balango hormonal
desfavoravel a inducao de raizes adventicias.

O material oriundo das minicepas de cinco anos agrupou-se no quadrante
inferior esquerdo, associado ao vetor de AIA, o que nao era esperado dado a idade
do material e achados para o material juvenil, que nao foi associado a nenhuma
auxina. A relativa proximidade de AIB com o centro da PCA, sem associagdo com
nenhum grupo confirma que sua presenga nos tecidos é naturalmente baixa.

A Figura 12 reafirma os agrupamentos observados no teste de médias e
reforca que os materiais mais juvenis apresentam maiores niveis de ABA e AJ. Por
outro lado, o material resgatado € caracterizado pelo acumulo de AS e ACC, que séo
horménios classicamente associados ao estresse, defesa e senescéncia, refletindo
um estado fisioldgico desfavoravel a rizogénese. O material com cinco anos de idade
ocupa uma posigao de transigdo, com destaque para o acumulo de AIA, mas com
reducao geral dos demais horménios.

As mesmas analises foram feitas considerando os dados obtidos das

atividades das enzimas antioxidantes (Figura 12).
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Figura 12. Atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX); catalase
(CAT); dehidroascorbato  redutase  (DHAr); glutationa redutase (GR);
monodehidroascorbato redutase (MDHAr); peroxidase (POD) e superéxido dismutase
(SOD) em miniestacas de Cordia trichotoma oriundas de trés tipos de matrizes: (i)
minicepas com 2 anos de idade; (ii) minicepas com 5 anos de idade; e (iii) minicepas
resgatadas vegetativamente. As atividades enzimaticas foram expressas em unidades
especificas por miligrama de proteina, de acordo com o substrato e a reagao de cada
enzima. Barras finas representam o erro-padrdao da média, e letras distintas indicam
diferenca estatistica significativa entre os tratamentos para cada enzima, segundo o
teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Miniestacas de minicepas de origem seminal e dois anos de cultivo
apresentaram maior atividade de POD, indicando uma atuagdo mais eficiente na
eliminacdo de H202. A enzima SOD teve maior atividade nos materiais de minicepas
com cinco anos de idade e das oriundas de resgate vegetativo de plantas adultas,
sugerindo acumulo inicial de superdoxidos nesse grupo. Esse fato pode justificar a
baixa responsividade observada nos tratamentos de enraizamento com H202 como
coadjuvante, sugerindo a necessidade de testar outros antioxidantes para estes
materiais.

Assim como no ensaio de horménios, foi conduzida PCA que reafirmou os

padrdes encontrados no teste de Tukey (Figura 13).
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Figura 13. Analise de Componentes Principais com base nas médias das atividades
das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT);
dehidroascorbato redutase (DHAr); glutationa redutase (GR); monodehidroascorbato
redutase (MDHAr); peroxidase (POD) e superéxido dismutase (SOD) em miniestacas
de Cordia trichotoma oriundas de trés tipos de matrizes: (i) minicepas com 2 anos de
idade; (ii) minicepas com 5 anos de idade; e (iii) minicepas resgatadas
vegetativamente. As elipses representam o agrupamento dos tratamentos conforme
similaridade, e os vetores indicam a contribuicdo das enzimas para a variacao total

explicada nas duas primeiras componentes (Dim 1 = 35,5%; Dim 2 = 20,5%).

Foi possivel observar tendéncia de separagdo entre os materiais com base
nas atividades das enzimas antioxidantes (Figura 13). As miniestacas de dois anos e
as provenientes do resgate vegetativo apresentaram agrupamentos parcialmente
distintos, enquanto o material de cinco anos mostrou maior dispersao e sobreposi¢cao
em relagdo aos demais. A elipse correspondente ao grupo de cinco anos abrange

pontos localizados nas regides ocupadas pelos outros dois grupos, indicando que
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esse material apresenta respostas enzimaticas mais heterogéneas. Observa-se que
as enzimas CAT e POD, associadas a detoxificagdo direta do H202, apresentaram
maior correlagdo com o grupo de dois anos, sugerindo uma resposta antioxidante mais
eficiente neste material. Por outro lado, GR, MDHAR e APX estiveram associadas ao
grupo resgatado. A observagéao restrita aos horménios ndo permitiu identificar essa
relacdo de forma clara (Figura 1).

Foi possivel observar tendéncia de separagdo entre os materiais com base
nas atividades das enzimas antioxidantes (Figura 13). As miniestacas de dois anos e
as provenientes do resgate vegetativo apresentaram agrupamentos parcialmente
distintos, enquanto o material de cinco anos mostrou maior disperséo e sobreposigao
em relacédo aos demais. O agrupamento das enzimas presentes no material de cinco
anos foi mais amplo abrangendo aos outros dois grupos. Esta observacao indica que
esse material apresenta maior amplitude no tipo de enzima antioxidante envolvida no
desenvolvimento radicular das miniestacas. Vale destacar, porém, que apesar dessa
amplitude, o nivel de atividade dessas enzimas antioxidantes no material de cinco
anos nao foi superior em relagado aos demais materiais (Figura 13). Observa-se que
as enzimas CAT e POD, associadas a detoxificagao direta do H202, apresentaram
maior correlagdo com o grupo de dois anos, sugerindo uma resposta antioxidante mais
eficiente neste material. Por outro lado, SOD, GR, MDHAR e APX estiveram
associadas ao grupo resgatado.

A atividade de enzimas de miniestacas provenientes de resgate vegetativo foi
agrupada na regiao central do grafico, com leve deslocamento a direita, apresentando
maior proximidade com GR e MDHAr. Essa associagdo sugere que, no material
resgatado, a atividade do ciclo ascorbato-glutationa pode estar mais envolvida na
resposta antioxidante do que as enzimas diretamente envolvidas na eliminagcéo de
H202. Esse resultado pode refletir um metabolismo mais lento ou uma regulagao
oxidativa menos eficiente.

Os pontos referentes as miniestacas de minicepas com cinco anos de idade
se distribuiram amplamente no quadrante esquerdo, sendo associadas a SOD. A
predominancia dessa enzima, que atua na dismutacédo do radical superoxido, pode

ser um indicativo de que esse material apresenta acumulo inicial desse ion.
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Experimento 3: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes sob

efeito de tratamentos de enraizamento

As caracteristicas dendrométricas obtidas na etapa de enraizamento estao

apresentadas na tabela a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas dendrométricas de mudas de Cordia trichotoma produzidas a partir de minicepas com dois anos apés a semeadura,
submetidas a trés tratamentos: imersdo em agua deionizada (H20), imersdao em 50 mmoles.L™" de H,O, seguida de 300 mg-L™* de AIB (H.O, +
AIB) e miniestacas recém-coletadas (Controle), aos 6 meses apds o estaqgueamento. Médias seguidas pela mesma letra na linha n&o diferem
entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tratamentos

Variavel H.0 H202+AIB Controle CV(%)
SE (%) 44,00 a 60,00 a 52,00 a 19,80
E (%) 20,00 a 38,00 a 30,00 a 29,89
SCV (%) 92,67 a 95,00 a 80,83 a 7,84

ST (%) 40,00 a 56,00 a 42,00 a 20,00
Altura (cm) 15,20 a 12,74 a 8,45 a 36,28
DAC (mm) 5,15 a 4,08 ab 3,79 b 14,57
B (%) 14,00 a 18,00 a 14,00 a 45,48
CTB (cm) 12,58 a 16,55 a 14,18 a 48,36
NRPO 1,83 a 3,30 a 1,67 a 47,88
CTRPO (cm) 31,58 ab 34,37 a 18,58 b 31,34
MSPA (g) 2,16 a 2,08 a 0,98 a 45,92
MSSR (g) 1,59 a 0,90 b 0,89 b 13,14
IQD 0,88 a 0,55 b 0,56 b 9,14

SE = sobrevivéncia na expedicdo da cAmara de nebulizacio (60 dias); E = enraizamento ao leve toque na expedi¢cao da camara de nebulizagao
(60 dias); SCV = sobrevivéncia na casa de vegetacao (120 dias); ST = sobrevivéncia total (180 dias); A = altura da parte aérea; DAC = didmetro
do colo; B = brotagao; NB = numero de brotagdes; CTB = comprimento total de brotagdes; NRPO = nimero de raizes de primeira ordem; CTRPO
= comprimento total de raizes de primeira ordem; MSPA = massa seca da parte aérea; MSSR = massa seca do sistema radicular; IQD = indice
de qualidade de Dickson; CV= coeficiente de variagao.
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Conforme Tabela 2, ndo houve efeito significativo entre os tratamentos para a
maioria das variaveis avaliadas. Os tratamentos de enraizamento (H20 e H202 + AIB)
promoveram o mesmo efeito no didmetro das mudas, sendo detectada diferenga entre
o tratamento com agua e o controle. Estas pequenas diferengas nao influenciaram a
qualidade das mudas produzidas.

O tratamento com H202 + AIB estimulou o crescimento em comprimento das
raizes, sinalizando que ajustes no protocolo de indugdo podem potencializar os
ganhos ja observados em materiais mais jovens (Silva et al., 2022). Assim, a escolha
do tratamento pode ser orientada de acordo com os objetivos de produ¢ado de mudas,
priorizando a qualidade geral das plantas ou favorecendo o comprimento de raizes
com a combinagao de H202 + AIB.

A Figura 14 representa as diferengas significativas encontradas nos niveis

hormonais em funcéo dos tratamentos via teste de médias.
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Figura 14. Conteudo endégeno dos horménios acido 1-aminociclopropano-1-
carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB); acido indolacético (AlA); acido salicilico
(AS);bacido abscisico (ABA) e acido jasménico (AJ) em miniestacas de Cordia
trichofoma submetidas a trés diferentes condigdes: (i) imersdo em agua deionizada
por 20h, com aeracgao forgada nas ultimas 12 horas (H20), (ii) imersao por 8 horas em
50 mmoles.L-! de H20:2 seguida de 12 horas em AIB 300 mg L™" com aeragao forgada
(H202+IBA), e (iii) miniestacas recém-coletadas. O conteudo enddgeno dos
horménios foi quantificado em nanogramas de massa fresca (MF). Barras finas
representam o erro-padrdo da média. Letras distintas indicam diferenga estatistica

significativa entre os tratamentos para cada hormdnio, segundo o teste de Tukey a
5% de probabilidade de erros.

O tratamento com H,O, + AIB resultou no acumulo significativamente maior de

AIB, e AS, indicando ativagao coordenada destas vias. Esse resultado é contrastado
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com o material recém-coletado que apresentou maior acumulo de AJ e baixos teores
de auxinas, refletindo sinalizagdo hormonal associada apenas ao estresse. O grupo
tratado apenas com agua deionizada n&o foi estatisticamente diferente dos demais
em nenhum dos hormdnios avaliados. Essas evidéncias confirmam o potencial do
protocolo combinado de H202 e AIB em favorecer o enraizamento no momento do
estaqueamento. No entanto, esse efeito ndo foi visto na expedicdo da camara de
nebulizagdo (Tabela 2), podendo indicar que o material aos dois anos de idade ja
apresenta recalcitrancia que nao € superada mesmo na ativagao de vias hormonais
favoraveis ao enraizamento.

As variaveis sobrevivéncia aos 180 dias (SOB), enraizamento na expedi¢cao
da camara de nebulizacdo (ENR), e emisséo de novas brota¢des aos 180 dias (BROT)
foram juntadas aos dados de horménios (Figura 15) e enzimas (Figura 17) para avaliar

como essas variaveis se relacionam entre si e aos tratamentos.
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Figura 15. Andlise de Componentes Principais baseada no conteudo endoégeno dos
horménios Analise de Componentes Principais com base no conteudo enddégeno dos
horménios acido 1-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB);
acido indolacético (AlA); acido salicilico(AS); bacido abscisico (ABA) e acido
jasmoénico (AJ) em miniestacas de Cordia trichotoma e nas variaveis da etapa de
enraizamento sobrevivéncia total aos 180 dias (SOB); enraizamento ao leve toque aos
60 dias (ENR); emissao de novas brotacdes aos 180 dias (BROT) de miniestacas de
Cordia trichotoma submetidas a trés diferentes condigdes: (i) imersdo em agua
deionizada por 20h, com aeracao forgada nas ultimas 12 horas (H20), (ii) imersao por
8h em 50 mmoles.L! de H20:2 seguida de 12 horas em AIB 300 mg L™" com aerag&o
forcada (H202+IBA), e (iii) miniestacas recém-coletadas. As elipses indicam o
agrupamento por tratamento, e os vetores representam a contribuicdo de cada
variavel para a variancia explicada nas duas primeiras componentes principais (Dim 1
=47,4%; Dim 2 = 24,9%).
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A PCA permitiu separar os trés tratamentos testados com base no perfil
hormonal e nas respostas morfolégicas (Figura 15). O tratamento com H202 + AIB foi
agrupado no quadrante inferior direito, em associagao direta com AlA, AIB e ACC e,
principalmente, com as variaveis ENR, SOB e BROT. Essa evidéncia indica que a
aplicagdo combinada induziu o acumulo de horménios classicamente associados a
rizogénese, 0 que representa uma resposta hormonal fisiologicamente favoravel ao
enraizamento.

As variaveis analisadas das miniestacas submetidas ao tratamento com agua
apresentaram maior dispersao grafica na PCA. Esse padrao pode estar relacionado
ao efeito diluente da imersdo prolongada em agua deionizada, que, embora nao
contenha reguladores exdgenos, pode ter interferido no balango hormonal enddgeno,
resultando em respostas fisioldgicas menos consistentes. Por outro lado, o tratamento
constituido por miniestacas recém-coletadas (controle), apresentou agrupamento
mais coeso, ainda que associado a hormoénios inibitérios, como ABA e AJ. Esses
resultados complementam o que foi observado nas analises univariadas (Tabela 1),
indicando que a sinalizacdo hormonal néo foi suficiente para promover ganhos
efetivos na rizogénese.

As variaveis obtidas das miniestacas recém-coletadas se concentraram no
quadrante superior esquerdo com associagdo ao ABA e ao AJ. Esse agrupamento
sugere que, em propagulos estaqueados sem nenhum tratamento adicional
predomina uma sinalizagdo negativa para enraizamento. A distancia desses pontos
em relagdo as variaveis morfolégicas também sugere baixa capacidade de
enraizamento, uma vez que a PCA também representa o quéo relacionadas as
variaveis estao entre si.

A Figura 16 representa as diferengas significativas encontradas nos niveis

hormonais em funcao dos tratamentos via teste de médias
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Figura 16. Atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX); catalase
(CAT); dehidroascorbato  redutase (DHAr); glutationa redutase (GR);
monodehidroascorbato redutase (MDHAr); peroxidase (POD) e superéxido dismutase
(SOD) em miniestacas de Cordia trichotoma submetidas a trés diferentes condicoes:
(i) imersdao em agua deionizada por 20 horas com aeragao forgcada nas ultimas 12
horas (H20), (ii) imers&o por 8 horas em 50 mmoles.L! de H202 seguida de 12 horas
em AIB 300 mg L™ com aeracgdo forcada (H202+ AIB), e (iii)) miniestacas recém-
coletadas. As atividades enzimaticas foram expressas em unidades especificas por
miligrama de proteina, conforme o substrato e reagdo de cada enzima. Barras finas
representam o erro-padrédo da meédia. Letras distintas sobre as colunas indicam
diferenga estatistica significativa entre os tratamentos para cada enzima, segundo o

teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Embora existam variagbes consideraveis nas médias entre tratamentos, nao
foram detectadas diferengas estatisticas para a atividade das enzimas DHAR,
MDHAR, SOD, APX e GR. Esses dados sugerem que, mesmo que seja feita uma
maior uniformizagao das miniestacas entre as parcelas no momento da coleta, outros
fatores como a alta variabilidade genética e fenotipica entre os individuos de C.
trichotoma (Santos et al., 2021) podem dificultar a agdo dos tratamentos.

Em contrapartida, foram observadas diferencas nas atividades de CAT e
POD, enzimas com papéis centrais na desintoxicagdo do H202. Nesses casos, muito
embora os tratamentos de enraizamento nao tenham diferido entre si, a aplicagao de
50 mmoles.L-! H202 por 12 horas seguida de 300 mg L' de AIB resultou em menores
atividades destas enzimas, quando comparada as miniestacas recém-coletadas. Esse
achado pode indicar que, sob as condi¢oes testadas, a regulacdo do H202 ocorreu de
forma nao enzimatica ou que a concentracido de H20:2 utilizada excedeu a capacidade
de resposta, inibindo CAT e POD. Outra possibilidade é que a atividade da SOD, unica
enzima avaliada cuja atividade resulta na produgao de H202, tenha gerado acumulo
endégeno ao ponto que a aplicagdo exdgena nao promoveu efeitos adivionais
significativos.

As mesmas caracteristicas avaliadas na etapa de enraizamento foram
analisadas em conjunto com os dados de enzimas antioxidantes, conforme ilustrado

na figura a seguir (Figura 17).
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Figura 17. Analise de Componentes Principais baseada nas enzimas antioxidantes
ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT); dehidroascorbato redutase (DHAr);
glutationa redutase (GR); monodehidroascorbato redutase (MDHAr); peroxidase
(POD) e superoxido dismutase (SOD) em miniestacas de Cordia trichotoma e nas
variaveis da etapa de enraizamento sobrevivéncia total aos 180 dias(SOB);
enraizamento ao leve toque aos 60 dias(ENR); emissdo de novas brotacées aos 180
dias (BROT) de miniestacas de Cordia trichotoma submetidas a trés diferentes
condigdes: (i) imersdo em agua deionizada por 20h, com aeragao forgada nas Ultimas
12 horas (H20), (ii) imersdo por 8 horas em 50 mmoles.L-! de H202 seguida de 12
horas em AIB 300 mg L™ com aeracao forgcada (H202+IBA), e (iii) miniestacas recém-
coletadas. As elipses indicam o agrupamento por tratamento, e os vetores
representam a contribuicdo de cada variavel para a variancia explicada nas duas

primeiras componentes principais (Dim 1 = 31,3%; Dim 2 =18,8%).
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A PCA indicou uma separagao parcial entre os tratamentos aplicados as
miniestacas de C. frichotoma, explicando 50,1% da variancia total nos dois primeiros
componentes. Embora haja agrupamento, houve sobreposigédo de tratamentos, o que
pode ser atribuido a variabilidade dos dados e ao fato de que parte substancial da
variancia (cerca de 49,9%) estar distribuida em dimensdes néo representadas no
grafico. A sobreposigao entre os tratamentos Controle e H202 + AIB, por exempilo,
indica que algumas amostras desses grupos compartilham padrdes similares de
resposta, dificultando uma distingdo categdrica apenas com base nos dois primeiros
componentes principais.

Ainda assim, observam-se padrdes relevantes: as variaveis coletadas dos
individuos submetidos ao tratamento com agua tendem a se distribuir de forma mais
dispersa, sugerindo menor coordenagao bioquimica frente ao estresse ou auséncia
de estimulo. Em contrapartida, os tratamentos H202 + AIB e Controle apresentaram
distribuicdo mais concentrada, com pontos préximos aos vetores de enzimas
antioxidantes como CAT, POD, GR e APX, bem como as variaveis da etapa de
enraizamento SOB, ENR e BROT. Esse agrupamento sugere que, mesmo com
sobreposi¢ao parcial, esses tratamentos induziram respostas fisiolégicas alinhadas
com a sobrevivéncia, enraizamento e emissao de brotagdes das plantas.

Outro aspecto importante é o posicionamento isolado da enzima SOD, no
quadrante inferior esquerdo da PCA. Diferentemente das demais enzimas
antioxidantes, que apresentaram comportamento agrupado e correlagao positiva entre
si, a SOD demonstrou um padrao divergente, que pode ser explicado pela sua fungéo
especifica de converter o radical superoxido em H202 que diverge das demais
enzimas analisadas. Sob esse aspecto, a limitada separacao entre os grupos pode
também ser explicada pela complexidade das respostas fisioldgicas envolvidas ou até
mesmo a ativagao de outras rotas metabdlicas que n&do foram objeto deste estudo.

Portanto, os dados reforcam que, embora o tratamento com H202 + AIB tenha
favorecido o agrupamento de variaveis antioxidantes na PCA, esse padrdao nao se
refletiu com clareza em todas as variaveis. Essa resposta evidencia que analises
complementares como a quantificagao direta de H202 nas miniestacas de C. tritotoma,
ou ainda acompanhamento da atividade das enzimas antioxidantes nas diferentes
etapas do enraizamento poderao rastrear o efeito bioquimico do protocolo

desenvolvido por (Silva et al., 2022).
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DISCUSSAO

Experimento 1: Miniestaquia de dois materiais de origem seminal e diferentes

graus de maturacgao de C. frichotoma

A comparacado entre sobrevivéncia de miniestacas de C. trichotoma com
diferentes idades (Figura 5), permitiu estabelecer que materiais mais velhos, ainda
que juvenis, apresentam maior mortalidade. A taxa de perdas de parcelas no material
de cinco anos foi elevada (27,5%), comprometendo as analises estatisticas para as
demais variaveis. A mesma dificuldade foi percebida em outros ensaios anteriores do
grupo, principalmente para materiais mais maduros, com destaque para tentativa de
enraizamento de miniestacas oriundas de material clonal (Silva et al., 2021). Dessa
forma, os dados obtidos indicam que os limites fisioldgicos do material propagativo
tém papel mais determinante do que a presencga de indutores exdgenos. Apesar disso,
na literatura também foram relatados maiores valores de sobrevivéncia e
enraizamento de miniestacas oriundas de minicepas clonais em comparagao aquelas
obtidas de minicepas seminais com um ano de idade, como evidenciado por Kielse et
al. (2015), sugerindo que a elevada variabilidade genética (Santos et al., 2021) e a
procedéncia do material também podem interferir nos protocolos de propagacao.

Houve efeito das concentragdes de AIB sobre o enraizamento (Figura 6), com
melhor resposta na concentragdo de 4000 mg L™"'. Faganello et al. (2015) relataram
aumento no enraizamento de estacas semilenhosas de C. trichotoma com AlB, onde
8000 mg L™" aplicado por 10 segundos na base das estacas, resultaram em 28,9 %
de enraizamento e aumento do numero de raizes. No entanto, os autores também
observaram que o aumento das concentragdes de AIB (0, 2000, 4000, 6000 e 8000
mg. L") apresentou correlagéo positiva com o aumento da mortalidade das estacas,
gerando perdas de até 32,3% na maior concentracao testada. Dessa forma, ao mesmo
tempo em que houve efeito promotor do enraizamento houve efeito nocivo a
sobrevivéncia com o aumento das concentragdes de AIB. Esses resultados reforgam
que a eficacia do AIB depende de compatibilidade entre concentragdo, tempo de

exposicao e estado fisioldgico do tecido.
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Ainda sobre as caracteristicas de raizes, Avinio et al. (2022) verificaram
aumento do enraizamento de miniestacas de C. frichofoma com a base imersa em 10
segundos em solugdo de AIB a 3000 mg.L"". Apesar de afetar o enraizamento, o AIB
nao afetou o numero e comprimento de raizes obtidos para as concentragdes
testadas. No presente estudo, embora o AIB tenha promovido efeito significativo sobre
o percentual de enraizamento, ndo foram observadas diferengas estatisticamente
significativas nas variaveis morfolégicas associadas ao sistema radicular, como
NRPO, CTRPO, MSSR e 1QD, indicando que os tratamentos empregados foram
insuficientes para modular tais caracteristicas (Tabela 1).

Embora o H20:2 seja reconhecido como molécula sinalizadora envolvida na
diferenciacao celular e na ativagdo de respostas antioxidantes (Neill et al., 2002;
Garcia-Mata e Lamattina, 2020), sua eficacia pode ser limitada pela idade do
propagulo. No trabalho de Silva et al. (2022), por exemplo, o uso de 50 mmoles.L-'de
H202 promoveu enraizamento superior a 90% em miniestacas juvenis de C.
trichotoma, tal experimento foi conduzido em propagulos de minicepas com menos de
um ano de idade e em combinagdo com AIB a 300 mg L™ (com imersao da base por
12 horas). No presente estudo, por outro lado, o material utilizado provinha de
minicepas com dois anos de idade e foi submetido a concentragées mais elevadas de
AIB, em imersédo por periodo mais curto, com o objetivo de reduzir a duragdo do
tratamento. Essa diferenga metodologica ndo resultou em efeito do H202, uma vez
que sua acado depende ndo apenas da presenga, mas também da integracdo com
rotas hormonais ativas e da sensibilidade oxidativa do tecido, que sao fatores
modulados pela idade da planta matriz (Hartmann et al., 2011).

Além do mais, estudos como os de Kielse et al. (2013) e Bisognin et al. (2020)
mostraram que a resposta ao AIB varia conforme o tipo de estaca (caulinar ou
radicular), a posigao da gema e a origem do material (juvenil ou adulto). Assim, é
possivel que o material com dois anos de idade, embora jovem, ja apresente algum
grau de recalcitrancia ao enraizamento.

Outro aspecto a ser considerado é a resposta integrada das variaveis
morfolégicas. Enquanto o enraizamento depende diretamente da capacidade
rizogénica, caracteristicas como altura e MSPA estao ligadas a qualidade morfoldgica
e a robustez das mudas, influenciando diretamente o sucesso de campo. A altura das

mudas foi positivamente influenciada pela aplicagcdo de AIB (Figura 7), com ganhos
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na concentragdo de 4000 mg L™" que resultou em média superior a 14 cm. Esse valor
representa aumento de cerca de 100% em relacdo ao controle, o que reforca a
relevancia da auxina no crescimento vegetativo inicial, fase critica para o
estabelecimento de mudas a campo. Ainda sobre a aplicagdo de de 4000 mg L™" de
AIB, houve efeito positivo sobre MSPA que registrou o triplo de biomassa em relagéo
ao grupo controle. Em estudos anteriores, como o de Avinio et al. (2022), esse
acumulo foi associado ao tempo de cultivo e tipo de substrato utilizado, os resultados
obtidos neste experimento apontam a aplicacdo de auxina como o principal fator
determinante para o incremento da parte aérea, indicando uma resposta coordenada
entre a emissao de raizes adventicias e o desenvolvimento vegetativo das mudas de
C. trichotoma.

Por outro lado, no caso do didmetro do caule, as concentragcdes de AIB
testadas ndo promoveram incrementos significativos. Neste parametro, os ganhos
relatados por Avinio et al. (2022) foram atribuidos ao tempo de cultivo e ao uso de
substrato misto com vermiculita, reforcando que o diametro tende a ser mais
influenciado por condi¢des fisicas e tempo de desenvolvimento do que pela aplicagao
de reguladores exdgenos.

Observa-se assim, que a combinacado entre H202 e AIB ndo potencializou
formacao de raizes adventicias em miniestacas de C. frichotoma, independentemente
da idade das plantas matrizes. Embora tenha sido observada efeito positivo do AIB
sobre o0 enraizamento e o crescimento vegetativo de miniestacas oriundas de
minicepas com dois anos de idade, ndo houve efeito significativo do H202 ou interagao
entre H2O2 e AIB sobre as variaveis avaliadas. Além disso, o elevado indice de
mortalidade no material com cinco anos inviabilizou as analises morfolégicas para
esse grupo, evidenciando que o avango ontogenético limita substancialmente a
capacidade de regeneragao vegetativa da espécie, mesmo na presenga de estimulos
exogenos utilizados. Assim, o estudo confirma a eficiéncia do AIB em promover a
rizogénese e o crescimento de miniestacas juvenis, mas também evidencia que a
superagao das restrigdes fisioldgicas impostas pela maturagdo ainda representa um
desafio para a clonagem de gendtipos superiores de C. trichotoma. Estudos que
investiguem mapeamento hormonal e bioquimico podem ser alternativas para ampliar

a resposta em materiais em idade mais avangada.
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Dessa forma, os resultados aqui apresentados reforcam a importancia de
protocolos especificos e adaptativos para a silvicultura clonal de C. trichotoma, uma
vez que tanto o desempenho morfolégico quanto o sucesso rizogénico estado
condicionados a interagdo complexa entre fatores exdgenos e enddgenos, cuja

compreensao plena exige o uso integrado de ferramentas fisiolégicas e bioquimicas.

Experimento 2: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes em

materiais de diferentes graus de maturagao de C. trichotoma

Os resultados apresentados mostram que o estado de maturacéo e a origem
do material influenciam no conteudo hormonal e na atividade de enzimas
antioxidantes em miniestacas de C. trichotoma. A analise hormonal mostrou padrdes
de acumulo distintos entre os diferentes tratamentos, com miniestacas provenientes
de minicepas com dois anos apresentando associagao ao AJ e ao ABA, horménios
relacionados com processos de defesa e desenvolvimento vegetal (Devi et al.,2024).
A proximidade entre esses reguladores sugere que, mesmo em tecidos juvenis, vias
de sinalizacao de defesa podem estar ativas, modulando negativamente a indugéo de
raizes. O acumulo de AS e o precursor do etileno, ACC, no grupo oriundo de resgate
vegetativo de plantas adultas esta associado a vias de estresse e senescéncia, o que
se relaciona ao menor desempenho no enraizamento observado para materiais mais
maduros (Silva et al., 2021). O baixo nivel de AIA no material oriundo de resgate
vegetativo sugere que a limitagdo ao enraizamento pode estar ligada a redugao de
auxina enddgena.

Com relacdo a fungéo de AlA na rizogénese adventicia, Ahkami et al. (2013)
demonstraram que o sucesso do enraizamento em estacas de Petunia hybrida
depende de um pico precoce de AlA na base das estacas que, por sua vez, induz os
eventos celulares iniciais e direciona a energia necessaria ao processo. De forma
semelhante, Rasmussen et al. (2015), estudando a influéncia da mudanga do estado
de desenvolvimento (de vegetativo para reprodutivo) sobre o enraizamento de estacas
de Pisum sativum, observaram que a aplicagdo exégena de AIA e AJ promove o

enraizamento apenas em estacas vegetativas, sendo ineficaz em tecidos maduros.
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Esse resultado indica que ha um estado fisioldgico, relacionado a idade do tecido, que
nao pode ser superado apenas pela aplicacdo de indutores de enraizamento.

No presente estudo, a direcdo dos vetores de AIA e as miniestacas
provenientes de minicepas com dois anos em orientagao oposta aos vetores de ACC
e AS na PCA hormonal (Figura 11), reforca a discussao sobre a dependéncia do
estado fisiolégico do tecido na diferenciacdo de raizes. Com base nos resultados, €
possivel inferir que o enraizamento adventicio depende ndo apenas da presenca de
auxinas, mas também da supressao de vias hormonais associadas a inibidores do
crescimento como ABA e AJ. A sobreposicao parcial dos agrupamentos nas PCAs
com os hormdnios e com enzimas antioxidantes (Figuras 11 e 13) indica que a
maturacao fisioldgica influencia de forma integrada a regulagdo hormonal e o sistema
antioxidante, influenciando diretamente na competéncia rizogénica.

Com relagao a atividade enzimatica e a idade fisiolégica dos materiais (Figura
4), observou-se que a enzima SOD apresentou niveis similares entre as miniestacas
oriundas de minicepas com cinco anos de cultivo e aquelas provenientes de resgate
vegetativo de plantas adultas. No entanto, houve aumento da atividade de SOD no
material seminal de minicepas com cinco anos em relagao as minicepas de dois anos.
Esse padrao sugere que, a medida que o tecido se torna mais maduro, ha uma maior
tendéncia a produgédo de espécies reativas de oxigénio (ROS), particularmente o
radical superoxido (O27), cuja dismutagédo € catalisada pela superdxido dismutase
(SOD). As ROS séo produzidas majoritariamente nas mitocdndrias durante o processo
respiratorio, 0 que estabelece uma conexao entre a geragado de energia celular e a
regulacao do estresse oxidativo ao longo da rizogénese (Gupta et al., 2016), assim
como nos peroxissomos € nos cloroplastos, principalmente durante a atividade
fotossintética e a fotorrespiracdo em tecidos foliares.

Ao contrario do proposto por Ahkami et al. (2013), que apontam o pico inicial
de AIA como determinante para a distribuicdo de energia necessaria para a ativagao
celular na base das estacas, aparentemente, a maior concentragcao de AIA no material
de cinco anos (Figura 11) nao foi suficiente para estimular outras enzimas como CAT
e POD, que sao mais frequentemente associadas ao enraizamento. Esse achado é
consistente com estudos que demonstram uma queda acentuada na capacidade de

enraizamento adventicio em materiais de C. trichotoma com mais de trés anos de
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idade fisioldégica, mesmo diante de estimulos hormonais exdégenos (Bisognin et al.,
2020; Silva et al., 2021).

A atividade da enzima SOD pode ser regulada por ABA e AlA,
desempenhando papel fundamental na tolerancia ao estresse oxidativo e na
decomposicdo do H202 (Pan et al., 2019). No presente estudo, embora o conteudo
de ABA tenha sido reduzido com o envelhecimento do material, observou-se um
aumento nos niveis de AIA em miniestacas oriundas de minicepas com cinco anos.
Este acumulo hormonal coincidiu com o aumento da atividade de SOD, sugerindo que
nesse material de C. trichotoma o AIA module positivamente a atividade de SOD. No
entanto, estudos recentes como o de Lee et al. (2024) indicam que a ativagéo da via
da auxina pode ocorrer por supressao de sinais de AJ. Essa relacao foi reforgcada tanto
pelos dados obtidos neste estudo quanto pelos obtidos por Oliveira et al. (2022) em
Cedrela fissilis, onde foi observado que em subcultivos sucessivos houve queda do
enraizamento, acompanhada da queda nos niveis de AIA e ABA em contraste do
aumento de AJ e AS. Essa evidéncia reforga a necessidade de tratamentos exdégenos
capazes de superar o declinio na capacidade rizogénica causada pela maturidade.

Luo et al. (2024) ao estudarem Cinnamomum parthenoxylon, relataram que
genes relacionados a formacgao de raizes adventicias sao regulados por AlA, AJ e AS.
No presente estudo, as analises de componentes principais mostraram que as
miniestacas provenientes de minicepas com dois anos se associaram ao ABA e ao
AJ, enquanto o material de cinco anos apresentou maior proximidade ao vetor de AlA,
0 que posteriormente também foi confirmado no teste de médias. Ja o grupo resgatado
apresentou clara associagao aos vetores de ACC, precursor do etileno, e ao AS,
hormdnios tipicamente relacionados ao estresse e a senescéncia.

Essa distribuicdo sugere que apenas o grupo proveniente de minicepas com
dois anos de idade apresenta sinais integrados de resposta ao estresse e auséncia
de acumulo de inibidores como ACC e AS. Esse equilibrio € compativel com um
ambiente fisiolégico favoravel a indugao radicular, tal como descrito por Luo et al.
(2024), em que a combinacdo de auxinas com reguladores de defesa controla a
ativagao da rizogénese. Em contraste, os demais grupos apresentaram perfis parciais
ou desbalanceados: o material de cinco anos acumulou AIA, mas sem suporte de

outros reguladores necessarios e 0 material resgatado acumulou ACC e AS, o que
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indica um contexto hormonal mais relacionado a defesa e senescéncia do que a
regeneragao.

Em diversos momentos do trabalho, a interpretacdo das PCAs evidenciou
padrées de variagdo entre os grupos, que nao foram detectados pelos testes de
média. Por exemplo, nos dados hormonais, a PCA separou os materiais com base na
associagao entre auxinas e etileno (Figura 11), conforme comentado anteriormente,
mesmo quando algumas dessas variaveis ndo apresentaram diferengas significativas
isoladamente (Figura 10). Situagdo semelhante foi observada na PCA de enzimas
antioxidantes, em que o agrupamento de miniestacas provenientes de minicepas com
dois anos de idade ao lado de POD, CAT e APX, conforme com base na literatura era
esperado para materiais com maior capacidade de enraizamento, ainda que nao
tenham sido encontradas diferencas para essas enzimas entre materiais (Figura 12).
Esses resultados reforcam que o uso de analises multivariadas, como a PCA, permite
mostrar relagées complexas entre variaveis que atuam de forma integrada no sistema
biolégico, oferecendo uma visdo mais ampla e sensivel dos efeitos da idade fisiologica
das minicepas.

Diante desse contexto, em que o envelhecimento do material compromete o
equilibrio hormonal e a regulagdo bioquimica necessaria a rizogénese, torna-se
necessario discutir estratégias para mitigar os efeitos da maturagdo. Uma das
alternativas podera ser a miniestaquia seriada, que visa recuperar o vigor vegetativo
de materiais mais maduros ja resgatados (Wendling et al., 2014), ou ainda a coleta
continua de galhos de copa, com o objetivo de induzir brotagdes epicormicas (Xavier
et al., 2009). No entanto, ambas as abordagens apresentam limitagdes significativas.
A baixa competéncia rizogénica de materiais adultos de C. trichotoma, com taxas de
enraizamento em torno de 10% (Silva et al., 2021), compromete a multiplicagéo via
miniestaquia seriada de propagulos viaveis nas fases iniciais do processo, dificultando
sua aplicagao em escala comercial.

Por outro lado, Nunes et al (2024 ), estudando a sele¢ao precoce de individuos
superiores de C. trichotoma em teste de progénie, concluiram que aos 3 anos de idade
€ possivel selecionar precocemente, com 70% de chances de acerto, individuos
superiores. Esse marco etario representa uma janela promissora para coleta de
galhos visando a indugcdo de brotagbes epicérmicas e posterior formagdo de

matrizeiros. A partir desses individuos resgatados, pode-se empregar o método
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proposto por Avinio et al. (2023), que recomenda o uso do numero de miniestacas
enraizadas e do didmetro do caule das mudas de C. trichotoma como critérios eficazes
para a selegao de clones superiores com maior aptidao a propagacéao vegetativa. Essa
abordagem integrada otimiza os ganhos genéticos e operacionais ao combinar
selecao precoce e revigoramento dos materiais. Ademais, nesse momento de maior
vigor dos genotipos superiores, podem ser testados outros agentes antioxidantes
como carvao ativado, acido ascorbico, 6xido nitrico, visando modular o estresse

oxidativo e por consequéncia melhorar a eficiéncia rizogénica.

Experimento 3: Niveis hormonais e atividade de enzimas antioxidantes sob
efeito de tratamentos de enraizamento

Li et al. (2009) demonstraram que o H202 atua como sinalizador chave na
formacdo de raizes adventicias, sendo seu efeito neutralizado na presenca de
catalase, o que evidencia a necessidade de uma regulacédo redox fina para que o
enraizamento ocorra. No presente estudo, a combinagao de H202 e AIB resultou em
maior ativagdo de enzimas antioxidantes (Figura 7), sugerindo uma interagao positiva
entre estimulo ao enraizamento e ativacido das vias de detoxificacdo. No entanto, os
agrupamentos da PCA mostraram a SOD como principal vetor associada as
miniestacas sem tratamento de enraizamento, sem correlagdo expressiva com CAT e
POD, indicando uma ativagao redox incompleta e possivelmente insuficiente para
sustentar a sequéncia bioquimica da rizogénese. Essa limitagdo foi sustentada pelo
teste de médias (Figura 16), que mostrou reducdo na atividade de CAT e POD no
tratamento com de H202 e AIB, enzimas essenciais na neutralizagao do H202.

A elevagdo de SOD sugere detoxificagédo do radical superdxido (O27), com
consequente acumulo de H202. Esse acumulo potencial de H202 pode ter
desencadeado o aumento compensatorio nas atividades de POD e CAT nas
miniestacas que nao receberam tratamento de enraizamento, sugerindo uma resposta
ao estresse oxidativo excessivo (Figura 16). Em contraste, Li et al. (2009) relataram
que a aplicacdo de H202 em plantulas de Vigna radiata promoveu o enraizamento

adventicio, evidenciando que os efeitos do H202 podem ser espécie dependente, uma
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vez que nao foi observado aumento do enraizamento no estudo desenvolvido com
Amburana cearensis utilizando H20:2 (Silva, 2022).

Essa diferenga de resposta pode explicar por que, no presente estudo, o
protocolo proposto por Silva et al. (2022), baseado na aplicagdo combinada de H20:2
e AIB, nao resultou em aumento significativo nas taxas de enraizamento, apesar de
ativar vias bioquimicas semelhantes. A idade dos materiais também pode ter afetado
a resposta, uma vez que Silva et al. (2022) utilizaram materiais com menos de um ano
de idade. Neste experimento, mesmo as miniestacas de dois anos de idade
apresentaram sinais de recalcitrdncia ao enraizamento (Tabela 2). Assim, os
resultados sugerem que, embora o uso de H202 e AIB induzam vias antioxidantes
relevantes, a eficiéncia da rizogénese depende da sincronizagdo entre fatores
hormonais, oxidativos e ontogenéticos, cuja interagcdo precisa ser mais bem
compreendida em estudos futuros.

Ha ainda outras razdes para inativacido de enzimas. A baixa atividade das
enzimas CAT e POD observada no presente estudo, mesmo diante da maior atividade
de SOD, nao pode ser atribuida unicamente a auséncia de substrato, uma vez que o
conteudo de H202 nos tecidos nao foi mensurado. Diversos mecanismos podem
explicar essa inatividade como a inibicdo mediada por hormdnios como ABA,
modificagcdes oxidativas diretas nas proteinas enzimaticas por excesso de ROS,
alteragdes no microambiente celular (como pH e disponibilidade de cofatores), ou
ainda a compartimentalizagdao do H202 (Desikan et al., 2001; Murata et al., 2001;
Zhang et al., 2001; Baxter- Burrel et al., 2002; Bolwell et al., 2002). Além disso, outras
moléculas antioxidantes como o acido ascorbico podem reduzir diretamente, de forma
nao enzimatica, o H202 (Noctor e Foyer, 1998), ainda que de forma limitada. Esses
achados ressaltam a necessidade de conduzir analises complementares que incluam
quantificacdo direta de H202, e avaliagdo do conteudo interno de antioxidantes nao
enzimaticos, como acido ascorbico. Tais analises poderiam auxiliar na escolha de
outros agentes antioxidantes como estimuladores ao enraizamento.

Conforme se observa na PCA (Figura 15), o tratamento com H202 + AIB foi
associado ndo apenas as caracteristicas avaliadas na etapa de enraizamento, mas
também aos horménios AIA, AIB e o precursor do etileno, ACC, confirmando o
estimulo a producdo de auxinas e do ACC na presenca destes agentes. Essa

interacao entre AIA e ACC ja foi descrita por Steffens e Rasmussen (2016), que
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sugerem que o etileno atua sinergicamente com as auxinas durante os primeiros
estagios do enraizamento, estimulando a desdiferenciagéo celular. No entanto, a agcéo
do etileno & altamente dependente do equilibrio hormonal, ja que concentragbes
elevadas de ABA e AJ podem inibir o processo de enraizamento.

Por conseguinte, o conteudo enddgeno de AlA pode variar significativamente
em funcdo do local de produgcdo e do tempo decorrido apds a coleta das estacas.
Ahkami et al. (2013), ao monitorarem o conteudo enddégeno desse horménio em
estacas de Petunia hybrida, relataram um aumento tardio de AIA na folha mais baixa
(entre 72 e 192 horas ap0s a excisao), enquanto o pico na producao de AlA na base
da estaca foi precoce, ocorrendo nas primeiras 24 horas. Paralelamente, esses
autores observaram altera¢des na atividade das enzimas invertases da parede celular,
citosdlica e vacuolar, além da glicose-6-fosfato desidrogenase (GIc6PDH), que se
correlacionaram positivamente com a disponibilidade de glicose, frutose, sacarose e
acgucares soluveis, na base das estacas.

Em algumas espécies, como o crisantemo, ja foi estabelecido que a maior
capacidade de enraizamento esta associada as maiores razdes sacarose/amido nas
folhas no momento da coleta das estacas (Druege et al., 2000), refletindo
disponibilizacdo de assimilados ao processo de formagdo de novas raizes. No
contexto do presente trabalho, que avaliou os efeitos do H202 e do AIB sobre o
enraizamento de miniestacas de C. trichotoma, esses achados indicam que
avaliacbes complementares, como a quantificacao temporal de agucares soluveis e a
atividade enzimatica relacionada ao metabolismo energético, poderiam esclarecer se
a recalcitrancia ao enraizamento ocorre em razdo, ou nao, da disponibilidade de
energia na base das miniestacas.

Chen et al. (2023), trabalhando com a aplicagdo de 800 mg L™ de acido
indeno naftalenoacético para o enraizamento de estacas de amoreira (Morus alba),
observaram que houve pico inicial da atividade da enzima POD, seguido por queda
durante a inducado do enraizamento. Além disso, os autores relataram que a razéo
AIA/ABA foi caracterizada por um declinio inicial seguido de estabilizagao, sugerindo
que o equilibrio entre esses hormdnios é favoravel apenas nos estagios iniciais da
inducéo de raizes adventicias. No presente trabalho, no momento do estaqueamento,

observou-se menor atividade da POD e um aumento nas concentragdes de AlA no
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protocolo de enraizamento proposto por Silva et al. (2022), que pode ter sido

influenciada por uma possivel conversédo do AIB em AIA (Strader et al.,2010).
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CONCLUSOES

Os resultados deste estudo destacam a influéncia da idade no enraizamento
de C. trichotoma, evidenciando que, ainda que na fase juvenil, 0 aumento da idade
das minicepas reduz a capacidade de enraizamento de miniestacas. O AIB na
concentracdo de 4000 mg L™ aumentou o enraizamento de miniestacas e o
crescimento de mudas oriundas de matrizes com dois anos de idade. Nao houve efeito
do H202 ou de sua interacdo com AIB sobre as variaveis avaliadas. A respeito da
investigacao bioquimica dos materiais e dos métodos de enraizamento, foi observado
que o protocolo promoveu acumulo de auxinas e ACC, suprimiu sinalizadores

inibitérios (AJ e ABA) e ativou o sistema antioxidante.
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APENDICE: Analises de variancia e testes de média

Tabela 3. Analise de variancia da sobrevivéncia aos 180 dias de miniestacas de Cordia
trichotoma oriundas de minicepas com 2 e 5 anos apos a semeadura, tratadas com
diferentes concentragdes de AIB (0, 2000, 4000, 6000 ou 8000 mg L™") e H202 (0 ou

50 mmoles.L™).

Quadrado
Fonte de variagao GL Médio
ST (%)
H20:2 1 3,12
ldade 1 205,87*
AIB 4 6,49
H2022 x Idade 4 4,81
H202 x AIB 4 5,92
Idade x AIB 4 0,61
H20:2 x Idade x AIB 4 0,25
Residuo 60 205,78
Coeficiente de variacao (%) 31,87

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
A variavel ST (%) foi transformada em +/x.
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Tabela 4. Analise de variancia das caracteristicas avaliadas no enraizamento de miniestacas de Cordia trichotoma produzidas a
partir de minicepas com 2 anos apos a semeadura, submetidas a diferentes concentragdes tratadas com diferentes concentragdes
de AIB (0, 2000, 4000, 6000 ou 8000 mg L") e H202 (0 ou 50 mmoles.L"). SE= Sobrevivéncia na expedicdo da cadmara de
nebulizagdo; SCV= Sobrevivéncia na casa de vegetacado; ST=Sobrevivéncia total, aos 180 dias; E= enraizamento ao leve toque aos
60 dias; A= altura; DAC= diametro do colo; Brotagdo= porcentagem de plantas que emitiram novas brotagdes; NRPO=Numero de
raizes de primeira ordem; CTRPO= comprimento total de raizes de primeira ordem; MSPA= massa seca da parte aérea;

MSSR=massa seca do sistema radicular; IQD= indice de qualidade de Dickson (IQD).

Quadrado Médio

Fonte de

o GL S scv ST E A DAC Brotagao CTRPO MSPA MSSR
variagéo NRPO

(%) (%) (%) (%) (cm) (mm) (%) (cm) (9) (9)

H202 1 256 001 301 053 017 0,003 0,16 0,00 0,29 0,02 0,03 0,03
AlB 4 454 199 352 10,13* 1,59* 0,012* 1,66 0,04 4,37 0,23* 0,09 0,04
H:02xAIB 4 339 192 147 216 029 0,003 0,67 0,00 0,58 0,10 0,07 0,03
Residuo 30 266 249 326 267 802 0,003 1,31 0,04 2.86 0,07 006 0,93

Coeficiente de

_ 18,57 16,26 24,30 31,87 14,20 7,65 19,76 31,82 21,40 26,74 24,80 25,68
variagao (%)

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. As variaveis SE (%), SCV (%), ST (%), Brotagao (%) e MSSR(g) foram
transformadas em +x, E (%) foi transformado em +/x + 1.
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Tabela 5. Andlise de variancia do conteudo enddégeno dos hormoénios acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB); acido indolacético
(AIA); acido salicilico (AS); acido abscisico (ABA) e acido jasmoénico (AJ) em
miniestacas de Cordia trichotoma oriundas de trés tipos de matrizes: (i) origem seminal
2 anos, (ii) origem seminal 5 anos, e (iii) origem clonal 5 anos apds resgate. As

concentragdes foram quantificadas nanograma por grama de massa fresca (MF).

Quadrado Médio

Fonte de GL AIB AlIA AS ABA AJ
variagao ACC (ng.g (ng.g (ng.g (ng.g (ng.g
(ng.g"MF)  "MF) MF) MF) TMF) MF)
Tratamento 2 0,01* 0,01 1,34* 0,08* 0,54* 0,18*

Residuo 12 0,0004 0,5486 0,0060 0,0040 0,02 0,01
Coeficiente de
variacao (%) 14,29 38,25 6,33 11,46 6,61 13,62

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.
As variaveis ACC e AS foram transformadas em x + 1 AlA, AIB, ABA e AJ foram

1
transformadas em T
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Tabela 6. Analise de variancia da atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT);
dehidroascorbato redutase (DHAr); glutationa redutase (GR); monodehidroascorbato redutase (MDHAr); peroxidase (POD) e
superoéxido dismutase (SOD) em miniestacas de Cordia trichofoma oriundas de trés tipos de matrizes: (i) minicepas com 2 anos de

idade; (ii) minicepas com 5 anos de idade; e (iii) minicepas resgatadas vegetativamente.

Quadrado Médio

GR
(nmoles
Fonte de SOD POD CAT APX MDHAr DHAr
L GL NADPH.
variagéo (U.mg™. (umoles H202. (nmoles AsA. (nmoles AsA.  (nmoles NADH.  (nmoles ASA. .
min-
ptn) min-1. mgt.ptn) min".mg’ ptn) Min".mg"' ptn) min-1.mg" ptn) min-1.mg" ptn) ] 1
.mg
ptn)
Tratamento 2 0,03* 2288,10* 11339,00 5882,00 129,90 1609,00 2,27
Residuo 12 0,01 195,70 3433,00 4049,00 136,40 1685,00 7,32
Coeficiente de
variacéo (%) 11,48 45,16 91,26 88,72 49,58 73,34 74,67

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
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Tabela 7. Analise de variancia das caracteristicas avaliadas no enraizamento de miniestacas de Cordia trichotoma produzidas a partir
de minicepas com 2 anos submetidas a trés diferentes condigdes: (i) imersao em agua deionizada por 20 horas com aeracgéao forgada
nas Ultimas 12 horas (H20), (ii) imersao por 8 horas em 50 mmoles.L-! de H202 seguida de 12 horas em AIB 300 mg L' com aeragao
forcada (H202+ AIB), e (iii) miniestacas recém-coletadas. SE= Sobrevivéncia na expedicdo da camara de nebulizagdo;SCV =
Sobrevivéncia na casa de vegetacdo; ST = Sobrevivéncia total, aos 180 dias; E = enraizamento ao leve toque aos 60 dias;A = altura;
DAC = diametro do colo; Brotagao = porcentagem de plantas que emitiram novas brotagdes; CTB = comprimento total das brota¢des
aos 180 dias; NRPO = Numero de raizes de primeira ordem ; CTRPO = comprimento total de raizes de primeira ordem; MSPA =

massa seca da parte aérea; MSSR=massa seca do sistema radicular; IQD = indice de qualidade de Dickson (IQD).

Quadrado Médio
Fonte de

variagao SE Scv ST E A DAC Brotagio CTB __ ~ CTRPO MSPA MSSR ab
(%) (%) (%) (%) (cm) (mm) (%) (cm) (cm) (9) (9)

Tratamento 2 2013 090 221 5,74 58,33 2,55* 1,18 19,91 4,04 355* 2,16  0,80* 017"

Residuo 12 1,996 0,55 1,77 2,46 19,36 0,40 287 48,76 1,18 78 0,64 0,08 0,012

Coeficiente de

_ 19,8 7,84 20 29,89 36,28 14,57 4548 48,36 47,88 31,34 4592 13,14 9,14
variagao (%)

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F
As variaveis SE (%), SCV (%),ST (%), Brotagéo (%) foram transformados em +/x e E(%) foi transformado em vx + 1
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Tabela 8. Andlise de variancia do conteudo enddégeno dos horménios acido 1-
aminociclopropano-1-carboxilico (ACC); acido indolbutirico (AIB); acido indolacético
(AIA); acido salicilico(AS);acido abscisico (ABA) e acido jasmoénico (AJ) em
miniestacas de Cordia trichotoma submetidas a trés diferentes condigdes: (i) imersao
em agua deionizada por 20 horas com aeracao forgada nas ultimas 12 horas (H20),
(i) imers&o por 8 horas em 50 mmoles.L"' de H202 seguida de 12 horas em AIB 300

mg L™' com aeracgéao forgada (H202+ AIB), e (iii) miniestacas recém-coletadas.

Quadrado Médio

Fonte de GL ACC AIB AlA AS ABA AJ
variagdo (ng.g" (ng.g (ng.g (ng.g (ng.g” (ng.g
T-MF) T-MF) T-MF) -MF) -MF) -MF)
Tratamento 2 0,07 2,46 0,15 0,70 0,63 0,34
Residuo 12 0,01 0,01 0,002 0,10 0,02 0,01
Coeficiente de
variacao (%) 24,38 15,49 11,35 15,86 14,30 34,84

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

AlA, AIB e AJ foram transformadas em x + 1 e ABA transformada em %
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Tabela 9. Anadlise de variancia da atividade das enzimas antioxidantes ascorbato peroxidase (APX); catalase (CAT);
dehidroascorbato redutase (DHAr); glutationa redutase (GR); monodehidroascorbato redutase (MDHAr); peroxidase (POD) e
superéxido dismutase (SOD) em miniestacas de Cordia trichotoma submetidas a trés diferentes condigdes: (i) imersdo em agua
deionizada por 20 horas com aeracgao forgada nas ultimas 12 horas (H20), (ii) imers&o por 8 horas em 50 mmoles.L-' de H202 seguida

de 12 horas em AIB 300 mg L™ com aeragao forgada (H202+ AIB), e (iii) miniestacas recém-coletadas.

Quadrado Médio

GR
POD CAT APX MDHAr DHAr (nmoles
Fonte de variacao GL
SOD (umoles (nmoles (nmoles (nmoles (nmoles NADPH.
(U.mg'. H202. min'.  AsA. min- AsA. min NADH. min- ASA.min- min"'.mg"’
ptn) mg.ptn) "mg'ptn) '.mg’ ptn) T.mg" ptn) 1.mg ptn) ptn)
Tratamento 2 0,003 993,80* 11708,00* 13948,00 2,21 223,90 348,30
Residuo 12 0,005 217,20 2581,00 5284,00 492,60 690,60 91,20
Coeficiente de variagao
(%) 11,47 33,16 81,85 73,83 68,38 49,69 114,73

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F



