Ciéncia Florestal, Santa Maria, v. 17, n. 4, p. 343-349, out-dez, 2007 343
ISSN 0103-9954

ESTABELECIMENTO E CRESCIMENTO IN VITRO DE PLANTULAS DE LOURO-PARDO
IN VITRO ESTABLISHMENT AND GROWTH OF LOURO-PARDO (Cordia trichotoma) SEEDLINGS
Tiago Antonio Fick' Dilson Antonio Bisognin® Kenia Michele de Quadros®
Micheli Horbach* Lia Rejane S. Reiniger’

RESUMO

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um protocolo de estabelecimento e quantificar o
crescimento in vitro de plantulas de louro-pardo (Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud.) oriundas de
sementes, para a produgdo de explantes assépticos. Para o estabelecimento in vitro, estudou-se o efeito do
tempo de embebicdo e de diferentes protocolos de desinfestagdo das sementes. A embebicao fez-se em agua
destilada e autoclavada por 0, 24, 48, 72, 96 ou 120 horas. Para a desinfestagdo de sementes sem tegumento,
testou-se a imersao em alcool etilico 70% por 30 segundos, seguida da imers@o em solugdo de hipoclorito de
sodio a 2% ou 5% por 0, 5, 10, 15 ou 20 minutos. Foram avaliadas as percentagens de desinfestagdo e
germinagdo e o tempo médio de germinagdo. O crescimento de explantes de louro-pardo foi quantificado nos
meios de cultura 1/2MS e WPM, através do numero de folhas e raizes emitidas e do comprimento da parte
aérea e da raiz primaria aos 7, 14, 21 e 28 dias apos a inoculagdo. A embebicao das sementes de louro-pardo
por até 24 horas favoreceu a retirada do tegumento sem afetar a desinfestacdo e germinagdo. A retirada do
tegumento e a imersdo das sementes em solugdo de alcool etilico 70% por 30 segundos foram suficientes
para a producdo in vitro de plantulas assépticas. Plantulas de louro-pardo apresentaram melhor crescimento
em meio de cultura WPM, sem a adi¢do de reguladores de crescimento.
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ABSTRACT

The objectives of this work were to develop an in vitro establishment protocol and to
quantify growth of louro-pardo (Cordia trichotoma (Vell.) Arrab. Ex Steud.) seedlings to produce
asseptic explants. Seed imbibition and disinfection were studied for in vitro seedling establishment.
Seeds were imbibed in distilled and autoclaved water for 0, 24, 48, 72, 96 or 120 h. Seeds without
tegument were submerged in a 70% alcohol solution for 30 s and in a hypochloride solution of 2%
or 5% for 0, 5, 10, 15 or 20 min. Percentages of disinfection and germination and mean germination
time were evaluated. Seedling growth of louro-pardo was quantified in 1/2MS and WPM culture
mediums. Number of emerged leaves and roots and length of shoot and primary root were evaluated
at 7, 14, 21 and 28 days after inoculation. Imbibition of louro-pardo seeds until 24 hours made easy
tegument excision without affecting disinfection and germination. Seed-tegument excision and
immersion in a 70% alcohol solution for 30 s were enough for an acceptable production of in vitro
asseptic seedlings. Louro-pardo seedlings grow satisfactorily in a WPM culture medium without
growth regulators.
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INTRODUCAO

A crescente demanda por madeira vem aumentando a pressdo sobre espécies florestais
remanescentes. Os grandes plantios comerciais, constituidos essencialmente de espécies exoticas de rapido
crescimento, tém grande importancia na moderacdo da exploragdo e manutengdo das espécies nativas
(FERREIRA, 2000). Contudo, a produgéo de tais plantios ndo atende & demanda, especialmente da industria
de madeiras nobres, o que justifica investimentos em pesquisa e produgdo comercial de espécies nativas.

O louro-pardo (Cordia trichotoma) (Boraginaceae) ¢ uma das espécies mais tipicas € comuns nas
florestas do Alto Uruguai, ocorrendo naturalmente do Rio Grande do Sul ao Ceara. E uma espécie bastante
promissora para o emprego em reflorestamentos puros ou mistos (CARVALHO, 2003). A espécie apresenta
florescimento entre os meses de fevereiro e abril e maturagdo dos frutos entre maio e julho. A semente possui
dorméncia tegumentar e comportamento recalcitrante ao armazenamento, podendo perder a viabilidade ja aos
60 dias. A germinacgao ¢ do tipo epigea, geralmente irregular e com percentuais que variam entre 14% e 80%
(CARVALHO, 2003; MENDONCA et al., 2001). Devido a grande aceitabilidade da madeira no mercado, o
louro-pardo tem sido muito explorado, o que vem reduzindo sua disponibilidade (REITZ et al., 198S;
LORENZI, 1992; CARVALHO, 2003).

O louro-pardo apresenta alta variabilidade genética nos plantios existentes (CARVALHO, 2003). A
selecdo e multiplicagdo de individuos adultos de alta produtividade e qualidade ¢ vantajosa para o
melhoramento genético da espécie (BHOJWANI e RAZDAM, 1983). Entretanto, a propagagdo vegetativa de
plantas selecionadas ¢ dificultada pela baixa capacidade morfogenética dos tecidos (NOLETO e SILVEIRA,
2004). Assim, a cultura de tecidos constitui-se em uma alternativa para a propagacdo de plantas selecionadas,
por proporcionar o rejuvenescimento dos tecidos adultos e facilitar a multiplicagdo massal (HANDA et al.,
2005; XAVIER, 2002; MANTOVANI e FRANCO, 1998). Além disso, a cultura de tecidos permite a
propagacdao continua, independente de fatores ambientais e inerentes as diferentes épocas do ano
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Devido a dificuldade de se estabelecer em laboratoério individuos
adultos, pesquisas em cultura de tecidos podem ser desenvolvidas com plantulas obtidas em condigdes
assépticas, por meio de semeadura in vitro (NOLETO e SILVEIRA, 2004; ANDRADE et al., 2000).

Os objetivos deste trabalho foram desenvolver um protocolo de estabelecimento e quantificar o
crescimento in vitro de plantulas oriundas de sementes, para a produgdo de explantes assépticos de louro-
pardo.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos, pertencente ao
Departamento de Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Maria - RS, no periodo de setembro de 2005 a
marco de 2006. As sementes, coletadas no municipio de Cachoeira do Sul, RS, foram fornecidas pelo Banco
de Sementes da Associagdo de Fumicultores do Brasil (AFUBRA). O lote de sementes foi recebido em
agosto de 2005, com teor de umidade de 8,2% .

Para o estabelecimento in vitro, foram realizados experimentos de embebigdo e desinfestagdo das
sementes. Nos experimentos de embebigdo, as sementes foram imersas em agua destilada por 0, 24, 48, 72,
96 ou 120 horas e, posteriormente, em uma solugéo contendo 5% de hipoclorito de sédio (NaOCl) por 30
minutos. Apos a retirada do tegumento, as sementes foram imersas em solugdo contendo 70% de alcool
etilico e trés gotas de tween 20 por 100 mL de solucdo durante 30 segundos e inoculadas em meio de cultura.
Entre cada procedimento, as sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

No experimento de desinfestagdo, as sementes foram imersas em agua destilada por 12 horas e,
posteriormente, em uma solug¢do contendo 5% de NaOCI por 30 minutos. Apds a retirada do tegumento, as
sementes foram imersas em solug@o contendo 70% de alcool etilico e trés gotas de tween 20 por 100 mL de
solugdo durante 30 segundos. As sementes sem tegumento foram entdo imersas em solugdo contendo 2% ou
5% de NaOCl por 0, 5, 10, 15 ou 20 minutos ¢ inoculadas em meio de cultura. Entre cada procedimento, as
sementes foram lavadas trés vezes em agua destilada e autoclavada.

Em ambos os experimentos, as sementes sem tegumento foram inoculadas em meio de cultura
contendo 30 g L' de sacarose, solidificado com 7 g L de agar e pH ajustado para 5,8. As unidades
experimentais, frascos de 10 mL contendo 3 mL de meio de cultura e uma semente, foram expostas ao escuro
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por sete dias, seguido de fotoperiodo de 16 horas, sob densidade média de fluxo de fotons de 20 pnol m™ s™,
obtida por lampadas fluorescentes brancas, na temperatura de 25° + 3°C. Foram avaliadas as percentagens de
desinfestacdo e germinagdo em intervalos de trés dias durante um periodo de 30 dias apds a inoculagdo,

possibilitando o calculo do tempo médio de germinagdo (TMGQG) através da formula: TMG :M, onde N

ISR

¢ o nimero de sementes germinadas e T o tempo em dias (HARRINGTON, 1972). O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com seis repeti¢cdes de cinco sementes.

O crescimento dos epicotilos in vitro foi quantificado em dois meios de cultivo. A parte aérea de
plantulas com 30 dias apds a inoculacdo das sementes foi transferida para o meio MS com metade da
concentracao de sais — 1/2MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) ou Woody Plant Medium - WPM (LLOYD
e McCOWN, 1981), os quais foram acrescidos de 30 g L™ de sacarose e 7 g L' de agar. O pH foi ajustado
para 5,8 antes da esterilizacdo. Foram avaliados o numero médio de folhas, nimero médio de raizes emitidas,
comprimento da parte aérea e da raiz primaria aos 7, 14, 21 e 28 dias ap6s a inoculagdo. O delineamento
experimental foi o inteiramente casualizado, com 10 repeti¢des de quatro explantes.

Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, e as médias, comparadas por
regressdo polinomial a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A embebicdo prolongada das sementes de louro-pardo afetou a desinfestagdo, o percentual de
germinagdo e o tempo médio de germinagdo in vitro (Figura 1). Os melhores resultados foram obtidos com
24 horas de embebigdo, com percentagens de desinfestacdo e germinacdo superiores a 85% e 77%,
respectivamente, aos 30 dias apds a inoculagdo. O tempo médio de germinagdo foi de 13 dias com 24 horas
de embebicdao. A embebicdo facilitou a retirada do tegumento das sementes, em que estdo concentrados os
microorganismos que infectam as sementes. No entanto, a embebicdo por mais de 24 horas afetou
negativamente a germinacdo ¢ aumentou a contamina¢do, sendo que a embebicdo por 120 horas inibiu
completamente a germinagao até os 30 dias apos a inoculacao.
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FIGURA 1: Percentagens de desinfestagdo (0 e y2) e germinagdo ([] e y1), aos 30 dias apos a inoculacdo
(A), e tempo médio de germinacdo (TMG) (B) de sementes de louro-pardo submetidas a
diferentes tempos de embebigdo em agua destilada antes da retirada do tegumento. Santa Maria,
RS, 2006.

FIGURE 1: Percentage of disinfection (0 and y2) and germination ([ and y1) at 30 days after inoculation
(A) and mean germination time (TMG) (B) of Cordia trichotoma seeds submitted to different
times of imbibition in distilled water before tegument excision. Santa Maria, RS, 2006.

Os resultados deste trabalho concordam com os obtidos por Mendonga et al. (2001), que observaram
percentagens de 75% em teste de germinacdo de sementes de louro-pardo. Neste experimento, foram
observadas percentagens de germinagao superiores (85 a 100%) com embebicdo de até 24 horas e retirada do
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tegumento, o que indica alta qualidade fisiologica das sementes utilizadas. A maior contaminagdo observada
em embebicao prolongada deveu-se, provavelmente, ao aumento da permeabilidade das membranas, levando
a perda de soluto e favorecendo a proliferagdo de contaminantes no meio de cultivo (BEWLEY ¢ BLACK,
1994). A embebigdo de sementes de tamboril-da-mata (Platymiscium pubescens) em agua por até 300
minutos aumentou proporcionalmente a percentagem de germinagdo (LIMA ¢ BORGES et al., 2002), o que
ndo foi observado neste experimento.

Nado se observou diferenga significativa, pelo teste F, nas percentagens de desinfestacdo e
germinagdo; tanto para tempo de imersdo no hipoclorito de sédio quanto para a concentragdo da solucdo
desinfetante (Tabela 1). A percentagem de desinfestacdo variou entre 90% a 100% e a de germinacdo de 85%
a 100%. O tempo médio de germinag@o foi similar entre os diferentes tratamentos. Esses resultados mostram
que a retirada do tegumento e a imersdo das sementes em solugdo de alcool etilico 70% por 30 segundos
foram suficientes para uma efetiva desinfestacdo, visando o estabelecimento in vitro de plantulas de louro-
pardo.

TABELA 1: Percentagens de desinfestagdo e germinacio e tempo médio de germinagio (TMG') de sementes
de louro-pardo submetidas a diferentes tratamentos de desinfestacdo. Santa Maria, RS, 2006.
TABLE 1: Percentage of disinfection and germination and mean germination time of Cordia trichotoma
seeds submitted to different disinfection treatments. Santa Maria, RS, 2006.

Tempo de imersao (min.) ‘ Desinfestacao (%) | Germinagao (%) ‘ TMG"' (dias)
Solugdo de NaOCl a 2%
0 95,0 a’ 90,0 a 20,0
5 90,0 a 100,0 a 20,0
10 95,0 a 100,0 a 20,9
15 100,0 a 95,0 a 20,0
20 95,0 a 95,0 a 19,6
Meédia 95,0 96,0 20,1
CV% 9,8 8,5 -
Solugao de NaOCl a 5%
0 95,0 a 90,0 a 20,0
5 95,0 a 100,0 a 19,6
10 95,0 a 100,0 a 20,1
15 100,0 a 85,0 a 20,1
20 90,0 a 85,0a 21,4
Meédia 95,0 92,0 20,2
CV% 9,8 11,9 -

Em que: 1 = Tempo médio de germinagdo; 2 = Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F em 5%
de probabilidade de erro.

Diversos tratamentos para desinfestacdo de sementes tém sido utilizados em espécies florestais. O
tratamento de sementes de canafistula (Peltophorum dubium) com NaOCI a 2% e agua quente (95° C)
promoveu uma assepsia de 95%, resultado também obtido quando foi utilizado somente agua quente
(OLIVEIRA et al., 2003). Sementes de acacia-negra (Acacia mearnsii) tratadas com NaOCl a 10% por 10
minutos e alcool 70% por 40 segundos tiveram 100% de assepsia e germinagdo (MARTINS-CORDER e
BORGES JUNIOR, 1999). Em mogno (Swietenia macrophylla) foi detectada interagdo entre a concentracéo
de NaOCl e o tempo de imersao, porém nao ocorreu diferenca significativa entre os resultados obtidos com
alcool 70% e NaOC1 (COUTO et al., 2004), resultado parecido com os obtidos nesse trabalho.

O meio WPM proporcionou maior crescimento das plantulas de louro-pardo do que o 1/2MS, para
todas as variaveis analisadas (Tabela 2). J& aos 14 dias de cultivo, foi observado o crescimento dos explantes
cultivados no meio WPM. Contrariamente, no meio 1/2MS, nenhum crescimento foi verificado nesse
periodo. O crescimento observado no meio WPM aos 14 dias foi similar ao observado nos explantes em
meio 1/2MS aos 28 dias de cultivo (Figura 2). Portanto, o meio WPM ndo apenas proporcionou maior
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crescimento das plantulas, mas também uma resposta mais rapida dos explantes em relacdo a emissao de
folhas e raizes.

TABELA 2: Comprimento médio da parte aérea e da raiz primaria, nimero médio de folhas e de raizes
emitidas de explantes de louro-pardo cultivados em dois meios de cultura aos 28 dias apos a

inoculagdo. Santa Maria, RS, 2006.
TABLE 2: Mean length of shoot and primary root and mean number of leaves and emerged roots of Cordia
trichotoma explants cultivated in two culture mediums at 28 days after inoculation. Santa Maria,

RS, 2006.
Meios de cultivo Comprimento (cm) Numero
Parte aérea | Raiz primaria Folhas | Raizes
WPM 1,60 a' 737 a 3,06a 1,56 a
> MS 0,73 b 1,27 b 0,52 b 1,08 b
Média 1,17 4,32 1,79 1,32
CV% 27,99 28,44 35,16 19,10

Em que: 1 = Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste F em 5% de probabilidade de erro.

O meio de cultura, além de fornecer os nutrientes necessarios, preconiza o padrao de crescimento das
plantas in vitro (THORPE et al., 1991; CALDAS et al., 1998). Os meios de cultura tém sido formulados para
atender as necessidades da espécie trabalhada (MANTOVANI e¢ FRANCO, 1998), sendo o WPM
originalmente desenvolvido para plantas lenhosas de forma geral (LLOYD e McCOWN, 1981). O meio
WPM na formulagao completa foi superior ao MS para a fase de isolamento em laboratério do louro-pardo
(MANTOVANI et al., 2001). O WPM suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP) ou zeatina (ZEA) foi
superior ao meio MS igualmente acrescido de BAP ¢ ZEA, na inducdo de brotagdes de peroba-rosa
(Aspidosperma polyneuron) (RIBAS et al., 2005). A maior taxa de regeneragdo e alongamento de explantes
de caixeta (Scheffera morototoni) foi observada no meio WPM acrescido de 1,0 mg L' de BAP
(MANTOVANI et al., 2000). Em testes preliminares, a melhor resposta dos segmentos nodais de louro-
pardo foi obtida em meio de cultura MS acrescido de BAP e acido naftaleno acético - ANA (MANTOVANI
et al., 1996). O meio MS, na metade da concentragio, acrescido de ANA (0,38 mg L") e BAP (1,94 mg L™),
apresentou os melhores resultados para a producdo de explantes assépticos de mogno (Swietenia
macrophylla) (TACORONTE et al., 2004). O meio MS acrescido de BAP (22,0 uM) e ANA (27,0 uM) ou
ANA (54 uM) e cinetina (56 uM) foi o mais eficiente para a propagagdo de aroeira (Myracrodruon
urundeuva) (ANDRADE et al., 2000).
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FIGURA 2: Evolugdo do comprimento (cm) da parte aérea (m) e da raiz primaria (e) e do nimero de folhas
(A) e raizes (x) emitidas em explantes de louro-pardo nos meios de cultura WPM (A) e 1/2MS
(B) no periodo de 28 dias. Santa Maria, RS, 2006.

FIGURE 2: Evolution of length (cm) of shoot (m) and primary root (e) and number of leaves (A) and roots
(x) of Cordia trichotoma explants in WPM (A) and 1/2MS (B) culture mediums during 28-day
period. Santa Maria, RS, 2006.

As sementes de louro-pardo apresentam dorméncia tegumentar, e, para supera-la, é recomendado
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realizar escarificagdo mecanica por 2 segundos (CARVALHO, 2003). Além disso, o tegumento dificulta a
desinfestacdo das sementes por proteger e/ou manter patégenos associados. Em testes preliminares de
estabelecimento in vitro, verificou-se, sem a retirada do tegumento das sementes, uma desinfestacdo de
apenas 0% a 5%. A embebicdo das sementes por até 24 horas facilitou a retirada do tegumento e a
desinfestacdo da semente sem afetar a germinagdo. As partes aéreas das plantulas com 30 dias apds a
semeadura foram utilizadas como explantes, os quais, cultivados por 28 dias em meio WPM sem a adi¢ao de
reguladores de crescimento, tornaram as plantulas aptas para a micropropagacdo. Esses novos explantes
podem ser utilizados para multiplicagdo massal de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria,
necessarias para a implantacao de plantios comerciais.

CONCLUSOES

A embebicdo das sementes de louro-pardo por até 24 horas facilita a retirada do tegumento e
proporciona altas percentagens de desinfestagdo e germinagao.

A retirada do tegumento e a imersdo das sementes em solucdo de alcool etilico a 70% por 30
segundos promovem uma efetiva desinfestacdo, possibilitando o estabelecimento in vitro de plantulas de
louro-pardo.

Plantulas de louro-pardo apresentam melhor crescimento em meio de cultivo WPM em comparagdo
ao meio 1/2MS, sendo desnecessaria a adi¢dao de reguladores de crescimento.
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