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RESUMO

PEREIRA, Samara Linhares, M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, julho de 2025. EFEITOS DA AUXINA E DO COMPOSTO
ORGANICO ORIUNDO DO LODO DE ESGOTO NO DESENVOLVIMENTO DE
RAIZES ADVENTICIAS DE Albizia lebbeck (L.) BENTH., E NO CONTEUDO
ENDOGENO DE POLIAMINAS LIVRES Orientadora: Profa. Dra. Claudete
Santa-Catarina, Coorientadora: Dra. Yrexam Rodrigues de Souza Ribeiro.

Albizia lebbeck (L.) Benth é uma espécie arbérea da familia Fabaceae. E
amplamente utilizada para fins farmacologicos, uso medicinal e fitorremediacéo
de areas contaminadas por metais potencialmente toxicos. Embora existam
estudos sobre a morfogénese in vitro dessa espécie, o enraizamento ex vitro de
brotagdes provenientes de segmentos nodais nao foi explorado. Nesse contexto,
o &cido indol-3-butirico (AIB) associado ao composto organico oriundo do lodo
de esgoto (1:2; v/v de lodo de esgoto e cavaco de madeira), pode representar
uma alternativa promissora para otimizar essa etapa. O objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do composto organico oriundo de lodo de esgoto associados
com AIB, no enraizamento de brotacdes micropropagadas de A. lebbeck e no
contetdo endogeno de poliaminas (PAs). Para isso, brotacdes cultivadas in vitro
em meio contendo 1 uM de benziladenina (BA) foram utilizadas como explantes
para o0 enraizamento ex vitro. As bases das brotacdes foram tratadas com
diferentes concentragcbes (0, 10, 50, 100, 250 e 500 uM) de AIB. Na etapa
seguinte, brotacdes submetidas a concentracdo mais responsiva de AIB foram
transferidas para substrato florestal e vermiculita (1:1; v/v) suplementados com
diferentes proporcdes (0, 25, 50, 75 e 100%) de composto organico. Apos 55
dias, avaliaram-se a porcentagem de inducao de raizes, nUmero, comprimento
de raizes, comprimento da parte aérea e o conteudo enddgeno de PAs livres. Os
resultados indicaram que 250 uM de AIB promoveu maior taxa de inducdo de
raizes (37%), niamero de raizes, comprimento radicular e, comprimento da parte
aérea, enquanto 500 uM de AIB foi inibitério. A adicdo de 25% de composto
organico potencializou a inducdo de raizes (78%), numero de raizes,
comprimento radicular e comprimento da parte aérea, 0 que representou
aumento de aproximadamente 110% em relacdo ao controle. Esse desempenho
esteve associado a reducdo nos conteudos enddgenos de Putrescina,
Espermidina, Espermina e PAs totais comparado ao controle. Conclui-se que a
combinacdo de AIB e composto organico favoreceu significativamente o

enraizamento ex vitro, modulando o contetdo de PAs livres, otimizando o



enraizamento e aclimatizagdo das mudas de A. lebbeck. Este estudo apresenta
contribuicbes inéditas ao revelar aspectos do metabolismo de PAs durante o

enraizamento ex vitro de brotacées micropropagadas de A. lebbeck.

Palavras-chave: Brotacbes micropropagadas; acido indol-3-butirico;

enraizamento ex vitro; composto orgéanico; poliaminas.



ABSTRACT

PEREIRA, Samara Linhares, M.Sc. Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro, July 2025. EFFECT OF AUXIN AND ORGANIC COMPOUND
FROM SEWAGE SLUDGE ON THE DEVELOPMENT OF ADVENTITIOUS
ROOTS OF Albizia lebbeck (L.) BENTH., AND ON ENDOGENOUS POLYAMINE
CONTENT. Advisor: Profa. Dra. Claudete Santa-Catarina, Co-advisor: Dra.
Yrexam Rodrigues de Souza Ribeiro.

Albizia lebbeck (L.) Benth., is a tree species belonging to the Fabaceae family. It
is widely used for pharmacological purposes, medicinal applications, and
phytoremediation of areas contaminated with potentially toxic metals. Although
studies on the in vitro morphogenesis of this species are available, the ex vitro
rooting of shoots derived from nodal segments has not yet been explored. In this
context, indole-3-butyric acid (IBA) combined with an organic compost derived
from sewage sludge (1:2; v/v of sewage sludge and wood chips) may represent
a promising alternative to optimize this stage. The objective of this study was to
evaluate the effect of sewage sludge—based organic compost in association with
IBA on the rooting of micropropagated A. lebbeck shoots and on the endogenous
content of polyamines (PAs). For this purpose, shoots cultured in vitro in medium
supplemented with 1 uM benzyladenine (BA) were used as explants for ex vitro
rooting. The basal portion of the shoots was treated with different concentrations
of IBA (0, 10, 50, 100, 250, and 500 uM). In the subsequent step, shoots treated
with the most responsive IBA concentration were transferred to a mixture of forest
substrate and vermiculite (1:1; v/v) supplemented with different proportions (0,
25, 50, 75, and 100%) of organic compost. After 55 days, the percentage of root
induction, number and length of roots, shoot length, and the endogenous content
of free PAs were evaluated. The results indicated that 250 uM IBA promoted the
highest root induction rate (37%), number of roots, root length, and shoot length,
whereas 500 uM IBA was inhibitory. The addition of 25% organic compost
enhanced root induction (78%), root number, root length, and shoot length,
representing an increase of approximately 110% compared to the control. This
performance was associated with a reduction in the endogenous contents of Put,
Spd, Spm and total PAs compared to the control. It can be concluded that the
combination of IBA and organic compost significantly improved ex vitro rooting
by modulating the free PA content, thereby optimizing rooting and acclimatization

of A. lebbeck plantlets. This study provides novel contributions by revealing



aspects of PAs metabolism during the ex vitro rooting of micropropagated A.
lebbeck shoots.

Keywords: Micropropagated shoots; indole-3-butyric acid; ex vitro rooting;
organic compost; polyamines.



1. INTRODUCAO

A Albizia lebbeck (L.) Benth € uma espécie arbérea da familia Fabaceae,
conhecida pelo nome de “Albizia”, nativa das regides tropicais do sul da Asia e
amplamente cultivada em outras regides tropicais e regides subtropicais (Kirtikar
e Basu, 1999). No Brasil, € encontrada em diferentes estados, em todas as
regides do Brasil (Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul) (Chagas e
Dutra, 2020). Esta espécie é utilizada para o manejo ambiental, podendo ser
testada em areas contaminadas por metais potencialmente toxicos (Perveen et
al., 2012; Naveed et al., 2023). Além de suas propriedades ambientais, estudos
mostram que essa espécie possui potencial farmacolégico (Kamala et al., 2020;
Sharma et al., 2022) e aplica¢gdes medicinais voltadas ao tratamento de diversas
enfermidades, como diarreia, asma brénquica, gripe, tosse, bronquite, febre e
dor (Obika e Obika, 2023)

Métodos de propagacédo alternativos aos convencionais, como a
micropropagacao, torna-se relevante para propagacao de arboreas (Sharma et
al., 2023). A propagacao in vitro apresenta diversas vantagens em comparacao
aos metodos convencionais, destacando-se pela elevada taxa de multiplicacéo
e pela possibilidade de obtencéo de plantas em larga escala a partir de um unico
explante, em um intervalo de tempo relativamente curto (Bhojwani e Dantu 2013;
Mehbub et al. 2022). Estudos iniciais de propagacao in vitro realizados para A.
lebbeck mostram a inducdo de brotacbes obtidas a partir de segmentos do
epicétilo (Perveen et al., 2013). Pesquisas conduzidas em nosso grupo
demonstraram a viabilidade da multiplicacdo in vitro dessa espécie, utilizando
segmentos nodais, provenientes de plantulas germinadas em condi¢des
controladas, com a aplicacdo de 1 uM de 6-benziladenina (BA) (Marinho, 2025).
No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre o enraizamento ex vitro de
brotac6es obtidas in vitro, a partir de segmentos nodais, para esta espécie.

O enraizamento pode ser in vitro ou ex vitro. No enraizamento in vitro, o
regulador de crescimento € adicionado diretamente ao meio de cultura durante
a fase de enraizamento. J& no ex vitro, as microestacas sdo imersas em um curto
periodo, em solucdo contendo auxina antes de serem transferidas para o solo, e
posteriormente para casa de vegetagcdo ou campo (Yan et al., 2010).
Adicionalmente, no enraizamento in vitro, € seguido da aclimatizacdo de mudas,

como em Cariniana legalis (Mart.) Kuntze (Lerin et al., 2020), ou diretamente ex
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vitro, ocorrendo o enraizamento simultaneo a aclimatizacdo, como em Cedrela
fissilis Vell (Ribeiro et al., 2022). Estudos indicam que 0 enraizamento ex vitro
possui custos de até 71% inferiores em comparacdo ao método de enraizamento
in vitro (Ranaweera et al., 2013). Considerando o menor tempo necessario para
0 estabelecimento das mudas, 0 enraizamento ex vitro apresenta-se como uma
alternativa mais vantajosa em comparacdo ao in vitro (Martin, 2003). Nesse
sentido, as raizes que se formam a partir de tecidos ndo radiculares séo
chamadas de raizes adventicias (RAs) (Steffens e Rasmussen, 2016). Essas
raizes podem se originar tanto durante os processos fisiol6gicos de crescimento
e desenvolvimento, quanto em reacdo a ferimentos, ou em varios tipos de
estresses ambientais (Khanam et al., 2022).

Nesse contexto, a indugdo radicular € comumente promovida por
reguladores de crescimento vegetal, como as auxinas, frequentemente utilizadas
para estimular a iniciacdo das RAs (Tahir et al., 2022). Entre as auxinas
disponiveis, o acido indol-3-butirico (AIB) € amplamente o mais utilizado devido
a sua maior eficacia e estabilidade (Pacurar et al., 2014).

Adicionalmente, metodologias eficientes de enraizamento sdo essenciais
para a propagacao de espécies arbdreas, sendo a compostagem do lodo
proveniente de estacdes de tratamento de esgoto, uma alternativa eficaz para
sua utilizacdo como substrato (Song e Lee, 2010). Esse processo promove a
estabilizacdo da matéria organica, originando um material final seguro para uso,
gue atende aos critérios estabelecidos por normas nacionais e internacionais
para ser classificado como fertilizante organico (Silva et al., 2022).

O composto organico oriundo de lodo de esgoto apresenta melhoria das
propriedades microbiolégicas e bioquimicas do solo (Xue e Huang, 2013),
possuindo uma gama de macronutrientes e micronutrientes, que fornecem
inimeros beneficios (Curci et al., 2020). A utilizacdo do composto organico a
base de lodo de esgoto compostado com o residuo estruturante bagaco de cana-
de-acucar e suplementado com superfosfato triplo a 3%, em hibrido Eucalipto
Urograndis (Eucalyptus grandis W. Hill ex Maiden e Eucalyptus urophylla
S.T. Blake), proporcionou os maiores valores de altura, diametro, numero de
brotos e biomassa total das mudas. Além disso, essa combinacéo resultou em
valores estatisticamente superiores de indice de qualidade de Dickson e

biomassa de raiz (Manca et al., 2020).

15



Investigacdes sobre os niveis das poliaminas (PAs) podem fornecer
informacgdes importantes sobre seu papel na sinalizacdo molecular e na
regulacao do enraizamento de brotagdes. Dessa forma, os processos de divisdo
celular, diferenciacdo e crescimento radicular (Couée et al.,, 2004), sao
influenciados por estes compostos policatibnicos, de baixa massa molecular,
formados por bases nitrogenadas alifaticas, contendo grupos amina (Nandy et
al., 2022). Nas plantas, as PAs mais estudadas sdo a putrescina (Put),
espermidina (Spd) e espermina (Spm), as quais estdo envolvidas nos processos
de crescimento e desenvolvimento (Kusano et al., 2008). Em Pinus virginiana
Mill foi observado que as PAs estdo envolvidas no desenvolvimento de RASs,
promovendo o alongamento radicular (Tang e Newton, 2005). Em Withania
somnifera L. (Dunal), a Put aumentou o nimero de raizes (Sivanandhan et al.,
2011). Similarmente, em Quercus suber L. e Vitis vinifera L., houve aumento
significativo nos niveis de Put livre durante o enraizamento ex vitro (Neves et al.,
2002). Neste sentido, a investigacdo do conteudo de PAs durante o
enraizamento pode fornecer informacbes sobre o envolvimento dessas
moléculas na sinalizacdo e inducéo do enraizamento.

A combinacdo de compostos organicos, como aqueles obtidos da
compostagem de lodo de esgoto, com auxinas pode representar uma alternativa
promissora para estimular o enraizamento, reduzir custos e aumentar a
sustentabilidade na producdo de mudas. Para compreender os efeitos dessa
interacao, analises bioquimicas, como niveis enddgenos de PAs sdo essenciais,
a fim de elucidar mecanismos fisiolégicos envolvidos na inducdo do
enraizamento em uma espécie arbérea com potencial farmacologico e uso

medicinal.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Espécie de estudo
A. lebbeck é uma espécie arboérea da familia Fabaceae, conhecida pelo
nome de “Albizia”, nativa das regibes tropicais do sul da Asia (india, Sri Lanka,
Bangladesh e Mianmar) e amplamente cultivada em outras regides tropicais e
regides subtropicais (Kirtikar e Basu, 1999). O género Albizia compreende 150

espécies taxonomicamente aceitas (He et al., 2020).
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Esta espécie é naturalizada no Brasil, sendo encontrada em diferentes
Estados, em todas as regides do Brasil (Figura 1), tais como, Norte (Tocantins),
Nordeste (Bahia, Ceard, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte), Centro-Oeste (Distrito Federal, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito

Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana, Santa Catarina)
(Chagas e Dutra, 2020).

|| Regido Nordeste

- Regido Norte
- Regidao Sudeste
E Regido Centro - Oeste

B Regido sul

Figura 1: Mapa de ocorréncia da A. lebbeck no Brasil (Chagas e Dutra, 2020).

Sua morfologia é caracterizada por possuir folhas bipinadas e compostas,
de 3 a 9 pares, as flores amarelo-claras perfumadas e as vagens podem conter
de 8 a 12 sementes, que podem permanecer na arvore por bastante tempo apos
a maturacao, muitas vezes até a floracdo subsequente (Parrotta 2006; Azma et
al. 2020).
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Figura 2: Aspectos morfologicos de individuo adulto (A), dos frutos (B), flores (C) e sementes
(D) de A. lebbeck. Barra = 1 cm (Fonte das imagens: A, B e C = (Correa, 2022); D = Autora).

Esta arborea é utilizada para manejo ambiental, podendo ser testada para
reflorestamento ou fitorremediacdo de areas contaminadas por metais
potencialmente toxicos (Perveen et al., 2012).

A. lebbeck é valorizada ndo apenas por suas propriedades ambientais,
mas também por seu significativo potencial farmacologico e medicinal, sendo
utilizada em varios paises do mundo para tratar uma variedade de doencas e
deficiéncias. E comumente utilizada no sistema ayurvédico e unani de
medicamentos (Mishra et al., 2010; Bajpai et al., 2024). O uso medicinal é
relatado por quase todas as partes da planta, principalmente a casca do caule e
as folhas, em tratamentos psicolégicos e inflamatorios, supostamente sem

produzir efeitos colaterais significativos (Waseem et al., 2020). Diversos estudos
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mostraram o efeito da A. lebbeck na a¢ao antinociceptivo, anti-inflamatério (Babu
et al.,, 2009; Saha e Ahmed, 2009; Avoseh et al.,, 2021), anticarcinogénico
(Malaikolundhan et al., 2020), antimalarico (Kalia et al., 2015), antialérgico
(Venkatesh et al., 2010), anti-hiperglicémico (Patel et al., 2015), antidiabético
(Ahmed et al., 2014), cicatrizacao de ferimentos (Bobby et al., 2012), atividades
nootrépicas (Chintawar et al., 2002), antibacterianas (Shahid e Firdous, 2012) e
doencas neurodegenerativas como Parkinson (Saleem et al.,, 2019). Esta
espécie produz véarios fitoquimicos, incluindo os principais alcal6ides,
flavonodides, saponinas e terpendides, com utilizacao farmacoldgica (Balkrishna
et al., 2022).

Dessa forma, considerando a importancia ambiental, potencial
farmacologico e medicinal significativo da A. lebbeck, torna-se relevante explorar
alternativas eficientes, como a propagacao in vitro, que permite a producado em
larga escala de plantas, além de contribuir no aprofundamento e conhecimento

dos mecanismos subjacentes as propriedades medicinais da espécie de estudo.

2.2 Propagacao in vitro

A propagacéo in vitro ou micropropagacao, € a propagacao clonal de
plantas pelo método de cultura de tecidos, onde células ou 6rgaos sao inseridos
em um meio de cultura nutritivo sob condi¢cdes assépticas e, em ambientes
controlados (Debnath e Arigundam, 2020; Cardoso et al., 2022). Segundo
Haberlandt, 1902, o potencial que uma célula possui para crescer e desenvolver-
se em uma estrutura multicelular € denominado totipoténcia celular. Este
potencial € amplamente demonstrado em diversos estudos, sendo o principio
basico da micropropagacao, conservacdo de germoplasma e obtencédo de
plantas geneticamente modificadas (Thorpe, 2007; Bidabadi e Jain, 2020).

A micropropagacao proporciona vantagens comparativamente aos
métodos convencionais de propagacao, pois permite a producdo de um grande
namero de plantas a partir de um dnico individuo em um periodo de tempo
relativamente curto. Além disso, possibilita a conservacao de recursos genéticos,
a obtencdo de material vegetal livre de doencas, e a producdo de mudas
independente de fatores climaticos e estacdes do ano (Moraes et al., 2021;
Thiem et al., 2023).
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O processo de micropropagacédo divide-se em varias fases, incluindo a
selecdo do explante, o estabelecimento da cultura in vitro, multiplicacdo de
brotacdes, enraizamento e aclimatizacao (Singh e Singh, 2021). Além do tipo de
explante, a composicao dos meios de cultura, especialmente os sais minerais e
reguladores de crescimento vegetal, sdo fundamentais para obtencao de altas
taxas de propagacao (Leva, 2011; Radomir et al., 2023).

Entre os reguladores de crescimento vegetal, as auxinas e as citocininas
destacam-se por seu papel fundamental na regulacdo da morfogénese. De modo
geral, altas proporg¢des de auxina em relagdo a citocinina favorecem a indugéo
radicular, enquanto a predominancia de citocinina estimula o desenvolvimento
de brotacdes (Kaszler et al., 2021). Nesse contexto, o uso de citocininas €
necessario para estimular o desenvolvimento das gemas axilares em diversas
espeécies. Em C. fissilis e Dalbergia nigra (Vell.) Allem&o ex Benth, a
suplementacao com 2,5 yM de BA promoveu o desenvolvimento de brotacdes in
vitro a partir de segmentos nodais apicais e cotiledonares (Aragéao et al., 2016;
Pessanha et al., 2022). Além disso, o uso de segmentos nodais contendo gemas
axilares obtidos de plantulas germinadas in vitro tem-se mostrado uma estratégia
amplamente empregada para obtencdo de brotacbes em varias espécies
arboreas (Aragéo et al., 2016; Aragéo et al., 2017; Lerin et al., 2019; Oliveira et
al., 2020; Pessanha et al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Estudos iniciais de propagacdo in vitro realizados para A. lebbeck
mostram a inducéo direta de gemas adventicias de brotacdes obtidas a partir de
segmentos do epicétilo cultivadas em meio de cultura Murashige e Skoog (MS)
(Murashige e Skoog, 1962) com 5,0 uM de thidiazuron (TDZ) (Perveen et al.,
2013). Estudos realizados em nosso grupo mostram a propagacao in vitro desta
espécie a partir de segmentos nodais obtidos de plantulas germinadas in vitro,
com o uso de 1 yM BA (Marinho, 2025)

Entretanto, o enraizamento ex vitro de brotacdes obtidas a partir de

segmentos nodais ainda néo foram realizados para esta espécie.

2.3 Enraizamento de brotacdes propagadas in vitro
As brotacbes propagadas in vitro precisam desenvolver raizes para
finalizar o processo de producdo de mudas. Nesta fase, ocorrem a formacéo de

RAs, um processo de organogénese pos-embriondria, que se inicia a partir de

20



células localizadas proximas ao xilema ou de seus elementos constituintes,
incluindo células do floema, do tecido lenhoso, do cambio vascular ou de células
gue estabelecem conexao entre o cambio e o floema, geralmente posicionadas
em regides ricas em hormonios e carboidratos (Pizarro e Diaz-Sala, 2019;
Jagietto-Kubiec et al., 2021). Essas raizes, pds-embrionarias, sdo estruturas que
podem surgir de caules, folhas ou 6rgdos vegetativos nédo radiculares, tanto sob
condi¢des normais quanto em resposta ao estresse (Gonin et al., 2019).

A formacdo de RAs é um processo de desenvolvimento altamente
regulado, dividido em trés fases principais. Primeiramente, ocorre a
especificacdo e reprogramacdo celular de células diferenciadas do caule,
conhecidas como células similares ao periciclo (pericycle-like cells) as quais
entram em diviséo celular e reprogramadas para células fundadoras de RAs. Em
seguida, durante a fase de iniciacdo, essas células fundadoras sofrem multiplas
divisbes celulares, originando os primérdios radiculares. Finalmente, ocorre a
diferenciacdo e crescimento desses primoérdios formando as RAs (Lakehal e
Bellini, 2019). Esse processo é desencadeado e regulado por uma combinacéo
de fatores endogenos e ambientais, incluindo temperatura, luminosidade,
fitormbnios, em especial a auxina, nutrientes minerais e outras substancias
bioativas. Os reguladores de crescimento vegetal podem atuar de forma direta,
promovendo divisdo e alongamento celular, ou indireta, por meio da interacéo
com outros hormdnios ou compostos sinalizadores (Pop et al., 2011;
Rademacher, 2015).

Além disso, 0s hormdnios vegetais atuam como sinais quimicos
essenciais para diversos processos de crescimento e desenvolvimento das
plantas, regulando suas respostas ao ambiente (Bari e Jones, 2009; Jiang e
Asami, 2018). Durante a formacdo do sistema radicular, a planta demonstra
elevada plasticidade, resultando da conducéo seletiva dos fitohorménios. Essa
conducdo ativa vias genéticas e epigenéticas que favorecem respostas
adaptativas, promovendo tanto a sobrevivéncia quanto o crescimento eficiente
da planta (Brunoni et al., 2022)

O enraizamento de brotacBes micropropagadas pode ser realizado de
duas formas: in vitro e ex vitro. No enraizamento in vitro, a indug&o radicular é
realizada em um meio de cultura, com o uso ou ndao de auxina, seguido da

posterior transferéncia da brotacdo enraizada para o substrato visando a
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aclimatizacdo. Por outro lado, no ex vitro, as brotagbes sao transferidas
diretamente para o substrato, sendo previamente tratadas com auxinas em
maiores concentragcdes e por tempos curtos, geralmente minutos. Neste
processo ocorre 0 enraizamento simultaneamente ao processo de aclimatizacéo
das mudas (Leitzke et al., 2009; Yan et al., 2010).

A aclimatizacao é um processo crucial na propagacao in vitro de plantas,
pois envolve a transicao gradual das condi¢cdes controladas de cultivo in vitro,
marcado por um ambiente estéril e com alta umidade relativa, para a condicdo
ex vitro, com reduzida umidade e presenca de microrganismos diversos. Durante
essa fase, é fundamental assegurar condi¢cdes ideais de temperatura e umidade
até ocorrer o enraizamento e aclimatizacdo, permitindo altas taxas de
sobrevivéncia (Clapa et al., 2013; Rescalvo-Morales et al., 2019).

O enraizamento ex vitro oferece inUmeras vantagens em comparagao
com o enraizamento in vitro. Além de ser mais econdmico, requer menos mao
de obra, economia de tempo no processo e, reduz a necessidade de produtos
guimicos e equipamentos (Yan et al., 2010). Ademais, estudos mostram que as
plantas enraizadas ex vitro possuem bom desempenho na aclimatizacéo devido
ao desenvolvimento de pelos radiculares e conexdes vasculares eficientes entre
raiz e parte aérea, o que melhora sua adaptacéo (Arora et al., 2022).

O sucesso na transicao in vitro para ex vitro vai depender de espécie para
espécie, e dos fatores associados, como a concentracdo ideal de auxina para
promover o enraizamento. As auxinas sdo compostos de baixa massa molecular
induzem sinais bioquimicos, fisioldgicos, moleculares e genéticos que resultam
na iniciacdo, inducdo e formacdo das RAs (Dinesh et al., 2019; Gomes e
Scortecci, 2021), atuando em processos como a formacdo de RAs e dominancia
apical, desenvolvimento embrionario além de mediar repostas a estimulos
ambientais, como gravitropismo e fototropismo (Du et al., 2020).

O acido indol-3-acético (AlA), € a auxina predominante nas plantas,
sendo conhecida como regulador chave no processo de inducdo de
raizes(Woodward e Bartel, 2005), atuando no controle da organizacdo do
meristema radicular e nos processos de divisdo e diferenciacdo celular que
formam novos tecidos (Brunoni et al., 2022), incluindo RAs. A aplicacédo de
auxinas exogenas torna-se essencial quando os niveis enddégenos de AlA nao

sao suficientes para induzir o enraizamento (Ribeiro et al., 2022). As etapas
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iniciais da formacéo do sistema radicular adventicio envolvem a formagéo de um
gradiente de AIA e seu acumulo em células especificas, através do transporte
polar de auxina, da biossintese, conjugacdo e degradacdo local da auxina
(Adamowski e Friml, 2015; Lakehal e Bellini, 2019). O transporte do AIA acontece
no sentido basipeto, que pode ocorrer por difusdo passiva, quando a molécula
esta protonada, entrando facilmente nas células (auxiliada por transportadores
AUX/LAX), ou por transporte ativo secundario, responsavel pela movimentagéo
da forma ionizada do AIA. J4 o efluxo da auxina € mediado por proteinas
transportadoras de membrana, chamadas PIN-FORMED (PIN), que direcionam
seu fluxo celular (Kramer e Bennett, 2006; Van Berkel et al., 2013).

Entre as auxinas sintéticas o AIB, é a mais utilizada para inducdo do
enraizamento adventicio, devido a sua alta estabilidade a fotodegradacdo em
relacdo as outras auxinas, além da sua facil translocacao através dos tecidos
vegetais (Hartmann, 1997; Pacurar et al., 2014, Fattorini et al., 2017). A aplicacéo
do AIB, favorece tanto a porcentagem quanto a qualidade do enraizamento. A
necessidade de auxina para o enraizamento depende de espécie para espécie,
sendo essencial para aquelas que possuem dificuldades de enraizamento das
brotacbes, como C. legalis (Lerin et al., 2020). Entretanto, espécies como C.
fissilis e D. nigra apresentam facilidade de desenvolvimento de RAs, nao
havendo necessidade da aplicacdo de AIB para que seu enraizamento seja
induzido (Aragéo et al., 2016; Aragao et al., 2017; Pessanha et al., 2022; Ribeiro
et al., 2022).

Estudos prévios mostram que brotacdes micropropagadas de A. lebbeck,
obtidas a partir de epicoétilos necessitam de auxinas para induzir o enraizamento
(Perveen et al., 2013). Novos estudos testando diferentes concentracdes de AlB
em brotacdes oriundas de segmentos nodais no enraizamento ex vitro, e de
aditivos ao substrato de enraizamento, como 0 composto organico, s&o

importantes para otimizacdo desta etapa de propagacao para esta espécie.

2.4 Composto organico oriundo de lodo de esgoto
No enraizamento, o substrato € essencial e um dos principais insumos no
processo de producdo de mudas (Pessanha et al., 2022; Ribeiro et al., 2022). A

escolha do substrato define a disponibilidade de agua, ar e nutrientes para as
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raizes, sendo crucial para o manejo adequado das plantas cultivadas em
recipientes (Schafer e Lerner, 2022).

Nesse contexto, a escolha do substrato de cultivo é determinante para
garantir mudas de elevada qualidade, ao mesmo tempo que contribui para a
reducdo dos custos totais de producéo, uma vez que essa fase exerce grande
impacto sobre elas (Manca et al.,, 2020). De forma geral, estudos com
enraizamento ex vitro em arb6reas mostram que o substrato florestal e
vermiculita (1:1; V/V) tem sido utilizado em algumas espécies, como C. fissilis
(Ribeiro et al., 2022) e D. nigra (Pessanha et al., 2022).

O lodo de esgoto é um subproduto gerado nas esta¢cfes de tratamento de
efluentes, originado a partir de processos fisico-quimicos e bioldgicos
empregados no tratamento de aguas residuais (Fijatkowski e Kwarciak-
Koztowska, 2021). Estudos indicam que, o lodo de esgoto quando compostado
juntamente com materiais estruturantes, apresenta grande potencial como
substrato na producdo de mudas de espécies florestais e arboreas, sendo
essenciais para a producdo de mudas de qualidade (Silva et al., 2018; Silva et
al., 2021). Dessa forma, oaproveitamento do lodo de esgoto como substrato
alternativo pode reduzir custos de producdo e contribuir para conter a
degradacdo dos biomas brasileiros, sendo uma alternativa relevante para a
producdo de mudas destinadas a recuperacdo de areas degradadas e a
recomposicao florestal (Melo et al., 2021).

A compostagem é um processo biotecnoldgico que transforma residuos
organicos, como o lodo de esgoto, em material seguro, higiénico e rico em
matéria organica, visando objetivos como sanitizacdo, digestdo aerobica,
desidratacdo e geracdo de composto utilizavel comercialmente e
ambientalmente (Picariello et al., 2020; Kosobucki, 2024). Além de ser
amplamente reconhecida como uma alternativa eficiente para o gerenciamento
de lodo de esgoto, a compostagem contribui significativamente para a reducéo
de seu volume no ambiente (Nguyen e Shima, 2019). Esta metodologia pode ser
empregada no tratamento do lodo antes do seu descarte, ajudando a reduzir o
risco de poluicdo ambiental, ameacas a saude publica e custos elevados
associados ao seu gerenciamento (Vrablova et al., 2024).

Com tratamento e tecnologias adequadas, o lodo de esgoto pode ser

convertido em um recurso Gtil, como fertilizante, o qual pode ser utilizado para
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recuperacdo de areas ambientais ou como fonte de energia, sendo essencial
garantir sua qualidade por meio de controle e monitoramento quimico (Janaszek
et al., 2024).

As possibilidades de sua utilizag&o estéo diretamente relacionadas a sua
composigdo e volume, aos métodos utilizados na estacdo de tratamento onde é
gerado, além de normas e diretrizes estabelecidas em nivel nacional (Delibacak
e Voronina, 2020). O aproveitamento do lodo de esgoto em atividades produtivas
requer a conformidade com normas legais especificas, tais como a Resolucao
CONAMA n° 498/2020 no Brasil (CONAMA, 2020), a regulamentacao norte-
americana 40 CFR Part 503 (USEPA, 1994) e a Diretiva 86/278 da Uni&o
Europeia (ECC, 1986). Dessa forma, o uso do lodo de esgoto apos
compostagem representa uma alternativa mais segura para aplicacdo em areas
agricolas e florestais, bem como na formulacdo de substratos para producao de
mudas, contribuindo para a reducéo dos riscos de contaminacédo no ambiente e
favorecer a fertilidade do solo e o crescimento das plantas (Cardoso et al., 2022).
O papel fertilizante do lodo de esgoto, sdo relatados em muitos estudos
(Chojnacka et al., 2023; Sugurbekova et al., 2023).

Adicionalmente, estudos com o0 uso do composto organico proveniente do
lodo de esgoto para compor os substratos de enraizamento sédo importantes para
a sua utilizacdo como fonte alternativa de nutrientes no substrato, uma vez que
esse composto é rico em matéria organica (Delgado et al., 2017). Seu alto teor
de matéria organica contribui significativamente para a melhoria da estrutura
fisica do solo, favorece retencdo de umidade, promove sistemas radiculares mais
saudaveis e um importante papel como condicionador de solo (Balkrishna et al.,
2025). Por ser uma fonte rica de nutrientes, como nitrogénio (N), fosforo (P) e
potassio (K), pode representar uma alternativa sustentavel aos fertilizantes
minerais, com aplicacfes potenciais na agricultura e silvicultura, ou como um
componente para melhorar a qualidade do solo (Gabira et al., 2021; Tymchuk et
al., 2021). Ademais, esse componente € uma fonte de macro e micronutrientes
essenciais ao crescimento vegetal, colaborando para a recuperacdo da
fertilidade e da saude do solo de forma gradual e eficiente (Usman et al., 2012a).

Em espécies arboreas, especialmente em estudos que avaliam o uso de
composto organico oriundo de lodo de esgoto como substrato foi mostrado um

crescimento significativo das mudas (Manca et al., 2020). Na espécie Acacia
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mangium C. L. Willdenow (Fabaceae), um estudo mostra que, a aplicacdo de
40% lodo de esgoto compostado combinado com 60% vermiculita proporcionou
0 crescimento expressivo das mudas, destacando-se em caracteristicas
biométricas como altura do caule, didmetro do caule e produ¢éo de matéria seca
da raiz. Os resultados indicaram que o uso de composto organico oriundo de
lodo de esgoto como componente do substrato demonstrou ser eficaz,
melhorando as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas, resultando em
mudas de melhor qualidade (Caldeira et al., 2018).

Adicionalmente, estudos mostram que plantulas de C. fissilis oriundas de
sementes cultivadas em substratos a base de composto orgéanico obtido de lodo
de esgoto compostado com residuos estruturantes, como casca de Eucalyptus
(1:3 v:v) apresentaram maior diametro do caule e maior massa seca da parte
aérea e raizes, além de uma maior taxa de assimilacado de carbono e eficiéncia
no uso da agua, indicando melhor desenvolvimento fisiologico e morfologico das
mudas (Gabira et al., 2021).

Ainda, cabe ressaltar que a aplicacdo do composto organico no solo a
fim de compor substratos de espécies arbodreas e florestais, atende ao Objetivo
de Desenvolvimento Sustentavel 12 da Agenda 2030 para o desenvolvimento
sustentavel, da Organizacdo das Nacbes Unidas, que visa reduzir
substancialmente a geracdo de residuos por meio da prevencao, reducao,
reciclagem e reuso (ONU, 2015).

Embora diversos estudos tenham elucidado os efeitos da aplicacdo do
composto organico proveniente de lodo de esgoto em espécies arbéreas e
florestais, pesquisas utilizando este composto no enraizamento em A. lebbeck
ainda nao foram realizados. Ademais, além de elucidar o uso deste composto
para o desenvolvimento de RAs de A. lebbeck, destaca-se a importancia de
conhecer alteracbes no conteudo enddégeno de compostos sinalizadores
envolvidos em processos de crescimento e desenvolvimento, como as PAs. Esta
abordagem pode ser uma estratégia para compreender 0s processos fisioldgicos

envolvidos no enraizamento de brotagdes micropropagadas.

2.5 Poliaminas (PASs)
As PAs sdo compostos organicos alifaticos, policatibnicos que contém

dois ou mais grupos amino, presentes em todos 0s organismos vivos (Rakesh et
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al., 2021). As PAs tiveram suas funcdes biologicas inicialmente atribuidas a
habilidade de interagir com macromoléculas de carga negativa sendo, por isso,
classificadas como policétions, com funcdes estruturais distintas (Alcazar et al.,
2010; Tiburcio et al., 2014) Contribuem para a estabilizacdo de membranas, do
DNA e de diversas biomoléculas, além de desempenharem papéis importantes
na compactacao da cromatina, no processamento do RNA, na traducdo e na
ativacao de proteinas (Amiri et al., 2024).

Estas moléculas sdo essenciais no crescimento e no desenvolvimento,
assim como na germinacao, embriogénese, organogénese, no florescimento, em
brotacfes propagadas in vitro e enraizamento (Kumar et al., 2008; Aragéo et al.,
2016; Aragao et al., 2017; Lerin et al., 2019; Killiny e Nehela, 2020; Ajithan et al.,
2022; Ribeiro et al., 2024). Nas plantas, as PAs mais envolvidas nos processos
de crescimento e desenvolvimento sé&o a Put, Spd e Spm (Kusano et al., 2008).

A Put é sintetizada a partir dos aminodacidos arginina e ornitina, através da
acao das enzimas arginina descarboxilase (ADC) e ornitina descarboxilase
(ODC), respectivamente. Para a biossintese de Spd e Spm, sdo necessarios
grupos aminopropil provenientes do aminoacido metionina, obtidos via a rota da
S-adenosil-metionina (SAM), sob a acdo da enzima SAM descarboxilase
(SAMDC). Assim, a Spd é formada a partir da Put, com a adicdo de um grupo
aminopropil, catalisada pela enzima Spd sintase (SPDS). A Spd € entdo
convertida em Spm pela adicéo de outro grupo aminopropil, pela acdo da enzima
Spm sintase (SPMS). O catabolismo de Put, Spd e Spm ocorre através da acao
das enzimas diamina oxidase (DAQO) e PA oxidase (PAO) (Kusano et al., 2008).

Assim como as auxinas, as PAs estdo envolvidas em processos
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, atuando no
crescimento das raizes primarias e na formacéao de raizes laterais e adventicias
(Naija et al., 2009; Tisi et al., 2011). Evidéncias mostram que as PAs, estédo
envolvidas no desenvolvimento de RAs, como demonstrado em Pinus virginiana
Mill., onde Spd, Spm e Put, promoveram o alongamento radicular (Tang e
Newton, 2005b). Em C. fissilis, foi mostrado que Put aumentou significativamente
o comprimento das RAs (Ribeiro et al., 2024).

Dada a importancia das PAs no processo de enraizamento, estudos
relacionados ao metabolismo destas moléculas sédo cruciais para elucidar a

atuacao no enraizamento de brotagoes.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar o efeito do composto orgéanico oriundo de lodo de esgoto
associados com AIB, no enraizamento de brotagbes micropropagadas de A.

lebbeck e no contedado enddgeno de PAs.

3.2 Objetivos especificos

A. Avaliar o efeito de diferentes concentracdes de AIB no enraizamento ex vitro
de brotagbes micropropagadas;

B. Verificar a influéncia do composto organico no desenvolvimento radicular e
a qualidade das mudas durante o enraizamento ex vitro;

C. Identificar alteragcdes no conteudo endogeno de PAs no enraizamento ex

vitro de mudas micropropagadas tratadas ou ndo com composto organico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Material Vegetal e Composto Organico

O material vegetal utilizado para os experimentos de enraizamento foram
brotac6es micropropagadas com 30 dias de cultura in vitro. Para a obtencao das
brotacfes, sementes de A. lebbeck foram obtidas do viveiro Caicara, localizado
na cidade de Brejo Alegre - SP, e germinadas in vitro. Plantulas com 30 dias
foram utilizadas como fonte de explantes (segmentos nodais) para a obtencao
das brotacdes.

O composto organico foi adquirido através da bioconversédo do lodo de
esgoto gerado na Estacdo de Tratamento de Esgoto da Esplanada,
Concessionaria Aguas do Rio, em Campos dos Goytacazes — RJ. Este composto

organico contém proporc¢ao de 1 parte de lodo para 2 de cavaco de madeira.

4.2 Germinacdo das sementes e inducao das brotacdes in vitro
A escarificacdo mecanica das sementes foi realizada com cortador tipo
unha e a assepsia foi realizada conforme (Marinho, 2025). Para tanto, as
sementes foram lavadas cinco vezes com &gua deionizada (Gehaka®)

autoclavada em autoclave, e posteriormente lavadas em camara de fluxo laminar
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(200 mL). As sementes foram transferidas para tubos de cultura (30 mL),
contendo 10 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com (20 gL™") de sacarose e (2 gL™") de Gellan Gum (Phytagel™).
O pH foi ajustado para 5,7 antes de ser autoclavado a 121 °C por 15 minutos.
ApOs a inoculacdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento sob
fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa de 45 pmol m2 s e a 25 +
2 °C.

Plantulas com 30 dias de germinacgdao in vitro (Figura 3A) foram utilizadas
para separacdo de segmentos nodais (Figura 3B) e utilizados como fonte de
explantes para a inducdo de brotacdes (Figura 3C). Os explantes foram
inoculados em meio de cultura MS suplementado com (20 gL') de sacarose, e
(2 gL™") de Gellan Gum (Phytagel™) e 1 uM de benziladenina (BA). O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 121 °C, a 15 atm
por 20 minutos. Apos a inoculacao, os explantes foram incubados por 30 dias
em sala de cultura, com fotoperiodo de 16 h de luz, a 45 umolm2?s'ea25+2
°C.

Apos 30 dias, as brotagdes com 2,5 a 3,5 cm de comprimento contendo o

meristema apical e trés folhas principais foram isoladas e utilizadas para o

enraizamento (Figura 3D).

Figura 3: Aspectos morfologicos de plantulas de A. lebbeck aos 30 dias de germinacao in vitro (A);
segmento nodal utilizado como explante para o desenvolvimento de brotos in vitro (B); brotac¢des in vitro
aos 30 dias de cultura (C) e, brotacdo isolada para o enraizamento, contendo 3 folhas mais jovens (D).
Barra = 1 cm. Fonte imagens: Autora.

4.3 Efeito do AIB no enraizamento ex vitro das brotacdes
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Para o enraizamento, a base das brotagcbes com (2,5 a 3,5 cm) foi imersa
em diferentes concentragdes (0, 10, 50, 100, 250 e 500 uM) de AIB (Sigma-
Aldrich®), por 1 minuto. Em seguida, as brotacdes foram transferidas para copos
plasticos (50 mL) contendo substrato florestal (Basaplant®) e vermiculita na
proporgéo de 1:1 (v/v). Os tratamentos foram homogeneizados manualmente de
forma repetida, assegurando a uniformidade dos componentes.

Apo6s a transferéncia, os copos foram inseridos em bandejas plasticas, e
mantidas em sala de enraizamento. As bandejas foram inicialmente seladas com
plastico filme PVC para garantir uma elevada umidade relativa, contendo uma
fina espessura de agua no fundo da bandeja. Ap6s 25 dias, iniciou-se
gradualmente a reducdo da umidade interna das bandejas. Esse procedimento
consistiu na perfuragao controlada do filme de PVC, iniciando-se com dois furos
padronizados. Em seguida, novos furos foram realizados em dias alternados,
acrescentando-se sempre dois furos por vez, até atingir o total de 10 furos. Esse
método foi conduzido de forma progressiva até a remocado completa do
revestimento plastico, realizada no 35° dia apdés o inicio da fase de enraizamento.

A fase de enraizamento ocorreu simultaneamente a fase de aclimatizacao
em sala de enraizamento, em condi¢cdes controladas, com fotoperiodo de 16
horas de luz, intensidade luminosa de 55 pmol m2 s temperatura de 25 + 2 °C.

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 1 x 5, sendo brotacdes oriundas de tipos de explantes (segmentos
nodais) e cinco concentracdes de AIB. Cada tratamento foi composto por 10
repeticdes, cada repeticdo contendo 5 brotacdes, totalizando 50 brotacdes por
tratamento.

Ap6s 55 dias foram avaliados a inducdo, nimero e comprimento de raizes

e da parte aérea das brotacdes durante o enraizamento.

4.4 Efeito do composto organico oriundo do lodo de esgoto no
enraizamento ex vitro
Foram utilizadas brotacdes com (2,5 a 3,5 cm). A base das brotacdes foi
imersa na concentracdo mais responsiva de AIB previamente identificada, por 1
minuto para cada brotacdo. Em seguida, as brotacbes foram transferidas para
copos plasticos (50 mL) contendo substrato florestal (Basaplant®) e vermiculita

na proporgéao de 1:1 (v/v), adicionado a diferentes concentracdes (0, 25, 50, 75
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e 100%) do composto organico (Figura 4A). Os tratamentos foram
homogeneizados manualmente de forma repetida, assegurando a uniformidade
dos componentes.

Ap6s a transferéncia das brotacdes, os copos foram inseridos em
bandejas plasticas, e mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16
horas de luz, intensidade luminosa de 55 pmol m? s e temperatura de 25 + 2
°C (Figura 4B).

As bandejas foram inicialmente seladas com plastico filme PVC para
garantir uma elevada umidade relativa, contendo uma fina espessura de agua
no fundo da bandeja (Figura 4C). ApGs 25 dias, iniciou-se gradualmente a
reducdo da umidade interna por meio da perfuracdo do plastico. Esse
procedimento consistiu na perfuracdo controlada e padronizada do filme de PVC,
iniciando-se com dois furos. Em seguida, novos furos foram realizados em dias
alternados, acrescentando-se sempre dois furos por vez, até atingir o total de 10
furos. Esse método foi conduzido de forma progressiva até a remoc¢éo completa
do revestimento plastico, realizada no 35° dia apds o inicio da fase de
enraizamento.

Apos 55 dias foram avaliados a inducdo, nimero e comprimento de raizes
e da parte aérea das brotacdes durante o enraizamento.

O experimento seguiu um delineamento inteiramente casualizado em
arranjo fatorial 1 x 5, sendo brotacdes oriundas de tipos de explantes (segmentos
nodais) e cinco concentracbes de composto organico, associada com a
suplementada com a concentracao de AIB mais responsiva. Cada tratamento foi
composto por 10 repeticdes, cada repeticdo contendo 5 brotagdes, totalizando
50 brota¢Bes por tratamento.

Amostras do tratamento controle e do tratamento com composto
organico que proporcionaram melhor resposta ao enraizamento, foram coletadas

para analises de PAs.
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Figura 4: Aspectos da etapa de enraizamento ex vitro e aclimatizag&o de A. lebbeck, mostrando a brotagdo
transferida para copo plastico contendo substrato (A), e em seguida, mantidas em bandejas plasticas sob
condic¢8es controladas de crescimento (B) e em bandejas cobertas com filme plastico PVC para manutencao
da umidade durante os primeiros dias da aclimatizac¢éo (C). Barra = 1 cm. Fonte: Autora.
4.5 Analise de PAs livres
As PAs foram extraidas de acordo com Silveira et al., 2004, com
modificacdes. Amostras (200 mg de massa fresca - MF), em triplicata bioldgica,
foram maceradas com nitrogénio liquido. Em seguida, foram adicionados em
cada amostra 1 mL de acido perclorico a 5%, mantidas em gelo por 1 hora e
centrifugadas a 20.000xg por 20 minutos a 4 °C. Foi obtido o sobrenadante que
contém as PAs livres. Em seguida as PAs livres foram dansiladas. Para tanto,
40 uL da amostra do sobrenadante obtido contendo as PAs foram misturados
com 20 uL de 0,05 mM de 1,7- diaminoheptano (DAH) utilizado como padréo
interno, 50 pL de solugao saturada de bicarbonato de sédio (NaHCO3) e 100 uL
de cloreto de dansil (5 mg mL* de acetona; 1,8 mM). Apds a mistura, as amostras
foram incubadas no escuro por 50 minutos a 70 °C. O excesso de cloreto de
dansil foi removido pela adicdo de 25 pL de solugéo de prolina (100 mg mL™)
com posterior incubacdo por 30 minutos no escuro, em temperatura ambiente.
As PAs dansiladas foram particionadas com 200 pL de tolueno, e 175 pL da fase
apolar (organica) que contém as PAs foi coletada, seca sob jato de nitrogénio, e
ressuspendida em 175 pL de acetonitrila absoluta. A identificacdo e
guantificacdo das PAs foi realizada por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
com coluna C18 de fase reversa (Shimadzu Shim-pack CLC ODS) de 5 um.
Como solvente foram utilizados acetonitrila 10% em agua, pH 3,5 ajustado com
HCl 1N (solvente A) e acetonitrila absoluta (solvente B). O detector de
fluorescéncia foi ajustado para excitagdo a 340 nm e emissdo em 510 nm. As
areas dos picos e os tempos de retencdo de cada PAs foram avaliados por

comparagao com PAs padrdo em concentragcdes conhecidas Put, Spd e Spm.
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4.6 Anédlise estatistica
Os experimentos foram realizados utilizando um planejamento
inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as médias foram comparadas utilizando o teste de Tukey (5%)
(Tukey, 1949). Antes da ANOVA, o teste de Shapiro-Wilk foi realizado para
avaliar a normalidade dos dados. Foi utilizado o software R Core Team (2024)

(R Foundation for Statistical Computing, versdo 4.4.2, 2024, Viena, Austria).

5. RESULTADOS

5.1 Efeito do AIB no enraizamento ex vitro das brotagcdes
micropropagadas
A inducdo de RAs foi maior (37%) na concentracdo de 250 uM de AIB
(Figura 5A), néo diferindo significativamente da concentragéo de 100 yM. Quanto
ao numero de RAs, as brotacbes também apresentaram maior namero no
tratamento com 250 uM de AIB, néo diferindo significativamente de 50 e 100 uM
(Figura 5B). Comprimentos significativamente superiores de RAs foram obtidos
nas concentracbes de 10 e 250 uM de AIB (Figura 5C). Em relacdo ao
comprimento da parte aérea, a concentracao de 250 uM de AIB resultou no maior
crescimento, nao diferindo significativamente de 50 e 100 uM (Figura 5D). Por
outro lado, a auséncia de AIB e a concentracdo 500 uM mostraram-se menos
eficientes para a formacdo e desenvolvimento de RAs em comparacao as
demais, mostrando efeito inibitério na maior concentracéo de AIB (Figura 5A-D).
As brotagdes cultivadas com 250 uM de AIB apresentaram maior
desempenho morfologico, evidenciado pelo aumento significativo no
comprimento radicular, maior numero de RAs e maior comprimento da parte

aérea, em comparacao com as demais concentracoes testadas (Figura 6).
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Figura 5: Inducdo de enraizamento (A), nimero (B) e comprimento de raizes (C) e comprimento da
parte aérea (D) de mudas de A. lebbeck aos 55 dias de enraizamento com diferentes concentracdes
de AIB. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste
Tukey (P < 0,05). CV = coeficiente de variacdo (n = 10, CV A = 33,67%, CV B =36,66%, CV C= 51,95%,
CV D= 25,79%).
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Figura 6: Aspecto morfolégico de mudas de A. lebbeck apods 55 dias de enraizamento e aclimatizacdo em
diferentes concentracdes de AIB. Barra= 1 cm.

5.2 Efeito do composto organico no enraizamento ex vitro
As concentracdes de 25 e 50% de composto organico promoveram a
inducéo significativa de RAs nas brotacbes micropropagadas (Figura 7A). O
namero (Figura 7B) e o comprimento (Figura 7C) de RAs foi significativo nas
brotacfes incubadas com 25% de composto organico no substrato, evidenciando
a eficacia dessa concentracdo na promocdo do desenvolvimento de raizes. O
comprimento da parte aérea também foi superior nas concentracdes de 25 e
50% de composto organico (Figura 7D).
As brotacGes apresentaram maior desenvolvimento morfolégico quando
enraizadas com 25% de composto organico no substrato, em comparacdo com

as demais concentragdes testadas, evidenciado pelo aumento significativo no
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comprimento radicular, maior nimero de RAs e maior comprimento da parte

aérea, em comparacao com as demais concentragdes testadas (Figura 8).
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Figura 7: Percentagem de enraizamento (A), nimero (B) e comprimento de raizes (C) e comprimento
da parte aérea (D) das mudas de A. lebbeck oriundas de brotac6es micropropagadas aos 55 dias de
enraizamento em substrato contendo diferentes concentracdes de composto organico oriundo do lodo
de esgoto. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si de acordo com o teste
Tukey (P < 0,05). CV = coeficiente de variacdo. (n = 10, CV A = 32,50%, CV B =37,39%, CV C= 36,28%,
CV D= 50,69%).
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Figura 8: Aspectos morfol4gicos das mudas de A. lebbeck apos 55 dias de inducéo do enraizamento de

brotacdes micropropagadas em diferentes concentra¢des de (0, 25, 50,75 e 100%) de composto organico
no substrato florestal com vermiculita (1:1; v/iv). Barra=1 cm.
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5.3 Conteudo endogeno de PAs livres de brotagdes no enraizamento ex vitro

Mudas enraizadas sob o efeito do tratamento com AIB (250 pM) e cultivado em
substrato comercial misturado com vermiculita, apresentaram um contetdo endoégeno
significativamente maior de Put, Spd, Spm e PAs totais em comparacao ao tratamento
com 25% de composto organico oriundo de lodo de esgoto (Figura 9A-D).
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Figura 9: Contetdo (ug g* MF) de Put (A), Spd (B), Spm (C) e PAs livres totais (D) em durante o
enraizamento ex vitro de A. lebbeck, oriundas dos segmentos nodais, mantidas nos tratamentos
controle (250 uM de AIB) e composto organico oriundo do lodo de esgoto (25%) associado com a
melhor concentracdo (250 uM) de AIB. Tratamentos com asteriscos (*) diferem pela andlise de variancia
(ANOVA) (P < 0,05). CV = Coeficiente de variagdo. (n = 3, CV A = 24,63%, CV B = 5,67%, CV C =
8,11%, CV D = 8,04%)).

6. DISCUSSAO

Em espécies com baixa capacidade de enraizamento, € comum a
utilizacdo de tratamentos hormonais prévios das brotacdes para estimular a
formacdo de RAs, sendo a aplicacdo de auxinas, como o AIB, uma das
estratégias mais recorrentes (Wang et al., 2022). Esse tipo de abordagem se
justifica pelas altera¢cdes no balanco hormonal endégeno que ocorrem durante o
processo de enraizamento, tornando a aplicacdo exdgena de reguladores de
crescimento vegetal uma das estratégias mais eficazes para induzir a formacao
de RAs (Zhao et al., 2022).

Verificou-se que brotacfes oriundas de segmentos nodais de A. lebbeck
necessitam de AIB para o enraizamento, ocorrendo melhor resposta com o0 uso

de 250 M de AIB. Resultados similares foram obtidos para a espécie utilizando
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brotacdes oriundas de segmentos do epicatilo, utilizadas para o enraizamento ex
vitro, obtendo 82% de enraizamento com a concentragao 250 yM de AlB, por 30
minutos (Perveen et al., 2013). Em contraste, em C. legalis o uso do AIB né&o
apresentou resposta significativa no enraizamento ex vitro (Lerin et al., 2020). Ja
em espécies como D. nigra e C. fissilis, a formagdo de RAs ocorreu sem a
necessidade de aplicagdo de AIB, indicando que a exigéncia por auxina exdgena
pode variar entre as espécies, conforme seu balanco hormonal e fisiolégico
(Pessanha et al., 2022; Ribeiro et al., 2022).

Concentragdes elevadas de AIB, como 500 uyM, apresentaram efeito
inibitério no desenvolvimento de RAs em A. lebbeck. Nos estudos de
DesRochers e Thomas, 2003, foram avaliados quatro hibridos de Populus:
‘Walker’ (P. deltoides x P. nigra, P. x euramericana), ‘P38P38’ (P. balsamifera x
P. simonii), ‘Jackii10’ (P. balsamifera x P. deltoides, P. x jackii) e ‘Berlin42’ (P.
laurifolia x P. nigra, P. x berolinensis / P. x petrowskyana), em todos eles,
concentracdes elevadas 8.000 mg L? de AIB (equivalentes a 39.370 uM),
demonstraram efeito toxico, inibindo o enraizamento, enquanto doses mais
baixas favoreceram o desenvolvimento radicular. Corroborando com estudos de
Tien et al., 2020, na espécie Solanum procumbens Lour., tratamentos com
concentracOes elevadas de AIB, como 2000 ppm (equivalentes a 9.840 uM),
apresentaram efeitos inibitorios sobre o nimero, comprimento e peso de raizes.
Além disso, a medida que a concentracdo de auxina aumentou, observaram-se
reducbes no comprimento dos brotos, no nimero de pares de folhas e no
didametro dos brotos.

Por outro lado, algumas espécies necessitam de uma maior concentracao
de AIB para o enraizamento, como em Taxus cuspidata Siebold and Zucc., onde
a concentracdo 150 mg L* de AIB (equivalente a 738 uM), ndo s6 aumentou a
taxa de enraizamento, como também o namero de RAs, evidenciando um efeito
positivo tanto na inducdo quanto na proliferacéo radicular (Cai et al., 2023). Na
espécie Magnolia biondii Pamp., a concentracédo 750 mg L™ de AIB (equivalente
a 3.690 uM), apresentou uma maior taxa de enraizamento (Khan et al., 2020).

Esses dados reforcam que a resposta a inducédo e desenvolvimento de
RAs é espécie-dependente, sendo influenciado por uma concentracdo ideal de

auxina e tempo de aplicacdo a ser estabelecido para cada espécie.
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Além disso, o substrato exerce papel fundamental no enraizamento, ao
proporcionar sustentacdo as plantas, garantir aeracdo adequada e manter niveis
ideais de umidade e nutrientes, favorecendo o desenvolvimento das raizes (Real
et al., 2023). No entanto, atingir esse equilibrio de caracteristicas fisicas e
quimicas em um Unico material nem sempre é possivel. Embora seja viavel o
uso de um Unico material como substrato, este nem sempre apresenta, de forma
isolada, as caracteristicas adequadas ao desenvolvimento vegetal, sendo
recorrente a combinacdo de dois ou mais componentes com propriedades
complementares (Oliveira et al., 2013).

Neste contexto, materiais alternativos tém sido avaliados como
componentes de substratos, destacando-se o uso de composto organico obtido
da compostagem do lodo de esgoto, cuja aplicagdo em plantacfes florestais
representa uma alternativa viavel para sua reutilizacéo e reciclagem, com efeitos
significativos e sustentaveis (Mohamed et al., 2018). Além de contribuir com a
reducédo de custos, durante a cadeia produtiva, o composto organico oferece as
plantas matéria organica e elementos essenciais para o desenvolvimento
(Freitas et al., 2019). Diante disso, o papel fertilizante do composto organico
oriundo do lodo de esgoto, sdo relatados em muitos estudos (Farsang et al.,
2020; Elsalam et al., 2021; Zhang et al., 2023).

Os resultados obtidos demonstraram que concentracées moderadas de
composto organico (25%) no substrato foram mais eficazes na promocédo da
inducao radicular, no numero e comprimento das RAs e comprimento da parte
aérea das mudas obtidas de brotaces micropropagadas. Esses resultados
evidenciam a eficacia na formulacdo orgéanica do substrato na promocdo do
enraizamento de A. lebbeck. Na espécie, Mangifera persiciforma CY Wu and TL
Ming., a aplicacdo similar na concentracdo de 30% de composto organico de
lodo de esgoto no substrato de enraizamento promoveu melhores respostas
guanto a altura da muda, bem como a biomassa das RAs, das folhas e da muda
inteira (Chu et al., 2017).

O maior comprimento das RAs na concentracdo de 25% de composto
organico no substrato em A. lebbeck pode resultar da melhoria das propriedades
guimicas e fisicas do substrato, promovida pela matéria organica. De acordo com
Caldeira et al. (2008), a matéria organica melhora a retencdo de agua e

nutrientes, reduz a densidade e aumenta a porosidade. Além disso, Delarmelina
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et al.,, (2013) destacam que essas caracteristicas favorecem a aeracao do
substrato, condicao indispensavel para o desenvolvimento do sistema radicular.

Concentracdes elevadas (75 e 100%) de composto organico adicionados
ao substrato florestal e vermiculita ndo foram benéficas ao enraizamento e
crescimento das mudas oriundas de brotagdes micropropagadas de A. lebbeck.
Similarmente, mudas de Codiaeum variegatum (L.) Rumph. ex A. Juss
“Andrenum”, e Codiaeum variegatum (L.) Blume “Punctatum”, apresentaram
menor enraizamento quando utilizado o composto orgéanico puro (100%) como
substrato de enraizamento, evidenciando a importancia de misturar este
composto com substratos comerciais (Lopes et al., 2018). Neste sentido, estudos
mostram que, o acréscimo de doses de composto organico obtido do lodo de
esgoto ao substrato de enraizamento resulta em maior densidade do material,
provocando uma diminuicdo na macroporosidade e um incremento na
microporosidade, favorecendo, assim, uma maior retencdo de agua pelo
substrato (Trigueiro e Guerrini, 2014). Corroborando com os estudos de Boudjabi
e Chenchouni, (2021), quando o lodo de esgoto € incorporado ao solo, ocorre
reducéo da difuséo de oxigénio em camadas mais profundas, enquanto os niveis
de CO, tendem a se elevar em funcao da irrigacéo e do deslocamento da agua
no perfil, que modifica a porosidade.

Ademais, como o composto organico oriundo de lodo de esgoto € rico em
nutrientes e matéria organica, poréem quando aplicado em doses excessivas,
resulta na inibicdo do crescimento da muda (Usman et al., 2012). Isso ocorre
devido a diversos fatores, incluindo o excesso de nutrientes que pode levar a
desequilibrios nutricionais e fitotoxicidade (Bhat et al., 2024).

O metabolismo das PAs é altamente dindmico e esta intimamente
associado a divisdo e diferenciacdo celular, processos fundamentais para o
desenvolvimento radicular (Couée et al., 2004). No presente estudo, observou-
se que plantas do tratamento controle apresentaram acimulo significativamente
maior de Put, Spd, Spm e PAs totais em comparacdo ao tratamento com 25%
de composto organico. Esse resultado sugere que as plantas do controle
estavam submetidas a estresse por deficiéncia nutricional, enquanto aquelas
cultivadas em composto organico, apresentaram menor acumulo de PAs em

funcdo da maior disponibilidade de nutrientes.
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Estudos prévios corroboram com essa interpretacao, demonstrando que
0 aumento de PAs, especialmente de Put, constitui resposta ao estresse por
deficiéncia de nutrientes (Bouchereau et al., 1999; Minocha et al., 2014). Nessas
condigoes, a intensificagdo da expressédo da enzima Arginina Descarboxilase
(ADC) estimula a sintese de Put, precursora de Spd e Spm (Liu et al., 2015). De
fato, a Put foi proposta como biomarcador de deficiéncia de potassio (Cui et al.,
2020). Além disso, em cenarios de limitacdo de nitrogénio, o acimulo de PAs
pode modular a atividade de enzimas como a nitrato redutase e contribuir para
a reciclagem de N, auxiliando no balanco C:N e na manutencéo da homeostase
celular (Moschou et al., 2012; Gupta et al., 2013).

Por outro lado, no tratamento com 25% de composto orgénico, a maior
disponibilidade de nutrientes essenciais, como N, P e K (Gabira et al., 2021),
reduziu a necessidade de ativacdo da via de PAs. Nessas condicoes,
precursores metabolicos como arginina, ornitina e S-adenosilmetionina (SAM)
foram provavelmente direcionados para rotas primarias de crescimento,
incluindo sintese proteica e formacao de novas células, em detrimento da via das
PAs (Majumdar et al., 2013; Winter et al., 2015; Recalde et al., 2021). Esse
redirecionamento metabdlico parece ter favorecido a inducdo de RAs em A.
lebbeck, evidenciando a importancia do equilibrio nutricional na modulacao do
metabolismo vegetal.

Embora as PAs sejam reconhecidas como essenciais na rizogénese,
sobretudo por estimularem a divisao celular durante a transicdo G1/S (Tiburcio
et al., 2014), elas podem atuar em papéis distintos: como sinalizadoras em
cenarios de estresse nutricional ou como reguladoras do desenvolvimento em
condi¢cBes adequadas (Paschalidis et al., 2019; Hu et al., 2020, (Rakesh et al.,
2021).

Além disso, ha evidéncias de interacdo direta entre auxinas e PAs, uma
vez que a aplicacdo de auxina pode induzir o acimulo dessas moléculas em
tecidos vegetais, precedendo tanto a divisdo celular quanto modificacdes
morfofisioldgicas associadas ao enraizamento (Tonon et al., 2001; Yousefi et al.,
2021). Neste estudo, verificou-se que o controle apresentou maior acimulo de
PAs, enquanto o tratamento com composto organico, responsavel pelo melhor
enraizamento, ndo promoveu aumento significativo dessas moléculas. Esses

resultados indicam que, em A. lebbeck, a rizogénese pode ser desencadeada
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tanto pela via classica auxina—PAs (Mendes et al., 2011) quanto por mecanismos
alternativos modulados pelo substrato, reforcando o papel central do equilibrio
nutricional no enraizamento ex vitro.

A utilizacdo do composto organico de lodo de esgoto, destaca-se como
uma forma de descarte mais sustentavel, ao contribuir para 0 aumento da
fertilidade, ao mesmo tempo em que se alinha aos principios da economia
circular (Bai et al., 2022). Nesse contexto, a utilizagdo do composto organico
proveniente do lodo de esgoto surge como uma estratégia promissora para
compor substratos de enraizamento de espécies arbéreas, como A. lebbeck,
melhorando o desenvolvimento de RAs.

7. CONCLUSAO

O enraizamento de brotagdes micropropagadas de A. lebbeck mostrou-se
dependente da aplicacdo de AIB, sendo a concentragcdo de 250 yM a mais
eficiente. O uso de 250 uM de AIB em substrato florestal e vermiculita (1:1, v/v)
suplementado com 25% de composto organico oriundo de lodo de esgoto,
resultou em 78% de enraizamento, significativamente superior aos 37% obtidos
apenas com AIB. Essa condicao favoreceu o crescimento radicular, a formacao
das mudas e reduziu os teores de Put, Spd, Spm e PAs totais, representando
resultados inéditos para a espécie. Assim, a adicdo de 25% de composto
organico ao substrato configura-se como estratégia promissora para otimizar o
enraizamento ex vitro e, a0 mesmo tempo, constitui uma alternativa sustentavel
para o reaproveitamento de residuos provenientes de estacdes de tratamento de

esgoto urbano.
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8. PESPECTIVAS FUTURAS

Devido a importancia medicinal e farmacologica de A. lebbeck, torna-se
necessario avancar na elucidacao dos fatores que modulam seu enraizamento
ex vitro. Investigagdes futuras devem priorizar andlises nutricionais, com o
objetivo de identificar os macronutrientes e micronutrientes determinantes para
o desenvolvimento radicular em condi¢cdes de substrato enriquecido com
composto organico.

Paralelamente, a caracterizagdo da dinamica hormonal, especialmente a
interacdo entre auxinas e PAs, podera esclarecer os mecanismos regulatorios
envolvidos no processo de rizogénese. Abordagens protedmicas também se
apresentam promissoras para compreender as alteragbes moleculares
responsaveis pela aquisicdo de competéncia celular para a formacao de RAs.

Ademais, avaliacbes de médio e longo prazo, contemplando a
aclimatizacdo e o crescimento em condi¢cdes de campo, S4o essenciais para
validar a eficiéncia do composto organico como insumo sustentavel e funcional

na micropropagacao da espécie.
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