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RESUMO

Colubrina glandulosa (sobraji) é uma espécie madeireira de rapido crescimento e tronco retilineo,
com potencial de formar reflorestamento homogéneo ou associado com outras espécies. Em vista
disso, buscou-se estabelecer um protocolo de micropropagacao, por meio de sementes e segmentos
nodais, visando a producdo de mudas em escala comercial. As sementes foram desinfestadas em
NaClO 6% por 10, 20 ou 30 minutos e semeadas em meio de cultura MS suplementado, ou ndo, com
0,5 mL L' de Comet®. Os segmentos nodais foram desinfestados em solu¢do de NaClO 2% e de PPM™
5%, introduzidos em meio de cultura WPM, suplementado com PPM™ (0; 0,2 ou 0,4%) e 0,5 mL L" de
Comet®associadocom0,75gL'de ampicilinasddicaou 2 mL L"Kasumin® Namultiplica¢do, segmentos
nodais foram cultivados em meio de cultura WPM suplementado com BAP (6-benzilaminopurina)
ou mT (meta-topolina) (2; 4; 8 ou 12 yM), combinados com a presenca ou auséncia de ANA (acido
naftalenoacético) (2 yM) em trés subcultivos. No enraizamento, utilizou-se o meio de cultura WPM/2
suplementado com AIB (acido indolbutirico) (0; 2 ou 4 uM) associado, ou ndo, com 0,15% de carvao
ativado. As mudas enraizadas foram aclimatizadas ex vitro. O maior percentual de germinagao
(78,57%) foi observado nas sementes tratadas com NaClO 6% por 10 minutos, sem fungicida no meio
de cultura. A concentracao de 0,2% de PPM™ proporcionou a maior porcentagem de sobrevivéncia de
segmentos nodais (70%). A sucessao dos subcultivos incrementa significativamente a porcentagem
de induc¢do de brotos e o maior numero de brotos por explante (3,28+1,8) ocorreu na concentragao
de 2 yM mT. A formagdo do maior nimero de raizes observou-se na auséncia do carvdo ativado sem
a necessidade de auxina exdgena e na aclimatizacdo, verificou-se alta porcentagem de sobrevivéncia
das mudas. Dessa forma, foi possivel obter um protocolo viavel de micropropagacdo, constituindo-se
de uma metodologia promissora na producdo de mudas.
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ABSTRACT

Colubrina glandulosa (sobraji) is a fast-growing timber species with a straight trunk, with the potential to
form homogeneous reforestation, either by itself or associated with other species. In the view of this,
we sought to establish a micropropagation protocol, using seeds and nodal segments, aiming at the
production of seedlings on a commercial scale. The seeds were disinfected in NaClO 6% for 10, 20 or 30
minutes and sown in MS culture medium supplemented, or not, with 0.5 mL L' of Comet®. The nodal
segments were disinfected in 2% NaClO and 5% PPM™ solution, introduced in WPM culture medium,
supplemented with PPM™ (0; 0.2 or 0.4%) and 0.5 mL L of Comet® associated with 0.75 g L' of sodium
ampicillin or 2 mL L-1 Kasumin®. In multiplication, nodal segments were grown in WPM culture medium
supplemented with BAP (6-benzylaminopurine) or mT (meta-topoline) (2; 4; 8 or 12 pM), combined with
the presence or absence of ANA (naphthalenoacetic acid) (2 uM) in three subcultures. For rooting, the
WPM/2 culture medium supplemented with IBA (indolbutyric acid) (0, 2 or 4 uM) was used, associated or
not with 0.15% activated carbon. The rooted seedlings were acclimatized ex vitro. The highest percentage
of germination (78.57%) was observed in seeds treated with 6% NaClO for 10 minutes, without fungicide
in the culture medium. The 0.2% concentration of PPM™ provided the highest percentage of nodal
segment survival (70%). The succession of subcultures significantly increases the rate of shoot induction
and the highest number of shoots per explant (3.28 + 1.8) occurred at a concentration of 2 yM mT. The
formation of the largest number of roots was observed in the absence of activated carbon without
the need for exogenous auxin and in acclimatization, there was a high percentage of seedling survival.
In this way, it was possible to obtain a viable micropropagation protocol, constituting a promising
methodology in the production of seedlings.

Keywords: Sobraji; Micropropagation; Meta-topoline; PPM™

1 INTRODUCAO

E comum encontrarem-se nas diferentes regides do Brasil centenas de espécies
de valor econdmico atual ou potencial aproveitadas no ambito local e regional. Dentre
as espécies madeireiras nativas utilizadas para os mais variados fins, destaca-se a
Colubrina glandulosa Perkins (Rhamnaceae), comumente chamada de sobraji, sobrasil
ou falso-pau-brasil (CORADIN; SIMINSKI; REIS, 2011). A madeira é pesada e apresenta
boa durabilidade natural, alcancando densidade de até 0,92 g.cm3, o que favorece
sua utilizacdo na construcao civil, naval e em obras hidraulicas. A espécie oferece
também potencial para arborizacdo urbana, sistemas agroflorestais e restauracao
de areas alteradas por exibir atributos de rusticidade e facil cultivo (BENTES-GAMA
et al., 2008). Apresenta ainda rapido crescimento de tronco retilineo e o plantio

pode ser realizado a sol pleno (SILVA et al., 2015), o que beneficia a implantacdo de
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reflorestamentos comerciais. Além disso, possui a caracteristica natural de formar
pequenos agrupamentos em vegetacdo secundaria e capoeirfes, o qual potencializa a
formacdo de reflorestamentos homogéneos, ou ainda associados com outras espécies
pioneiras, como a Miconia cinnamomifolia (jacatirdo-agu) e a Hyeronima alchorneoides
(licurana) (CARVALHO, 2005). A implantacdo de plantios florestais com duas ou mais
espécies consorciadas e baseados em esséncias florestais nativas apresenta vantagens
em compara¢ao aos monocultivos, por exibir relacdo positiva com a produtividade
(LIANG et al., 2016), proporcionar a restauracao de ambientes degradados, reduzir
impactos ecoldgicos e aumentar a resiliéncia dos sistemas de producao frente as
adversidades climaticas (ROLIM; PIOTTO, 2018).

A micropropagacdo de espécies florestais madeireiras é uma alternativa viavel
para a producao de mudas em larga escala (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013), uma
vez que ha uma crescente demanda de mudas para a formacdo de plantios florestais
comerciais. Principalmente para algumas espécies florestais nativas que podem
apresentar problemas quanto a propagac¢ao seminal (DIAS et al., 2012), como é o caso
de Colubrina glandulosa que apresenta dorméncia tegumentar (CARVALHO, 2005) e ndo
possui metodologias estabelecidas para a producdo de mudas em escala comercial.

Além disso, a micropropagacao esta entre as principais técnicas biotecnologicas
empregadas na multiplicacdo de espécies vegetais, e com aplicacdes praticas
comprovadas na micropropagacdo de espécies florestais madeireiras (PEREZ FLORES;
AGUILAR VEGA; ROCA TRIPEPI, 2012; CAMPOS et al., 2013; SILVA et al., 2014; SILVEIRA
et al., 2016; RIBAS et al., 2017; NAAZ et al., 2019). Por meio desta é possivel ainda
realizar a conservacdo de germoplasma in vitro, a reducdo do tempo de programas
de melhoramento genético, a produc¢ao clonal massiva em curto espaco de tempo e a
obtencdo de plantas livres de pragas e patégenos (PIJUT et al., 2012).

Dessa forma, os estudos de propagacao in vitro de Colubrina glandulosa
poderdao ampliar o conhecimento cientifico dessa espécie florestal nativa e possibilitar

a obtencdo de um protocolo de producdo de mudas em escala comercial. O que pode
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promover uma nova fonte de renda para pequenos e médios agricultores rurais,
além de impulsionar a diversificacao na oferta de madeira nobre no mercado. Rolim
e Piotto (2018) afirmam ainda que o futuro da silvicultura esta fundamentado no
aumento do numero de espécies florestais nativas cultivadas e na diversificacao dos
sistemas de producdo, incluindo sistemas agroflorestais e silvipastoris. Sendo assim, o
objetivo deste trabalho foi estabelecer um protocolo de micropropagacao de Colubrina

glandulosa por meio da introducao in vitro de sementes e segmentos nodais.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condic¢des de cultivo e material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia e
Micropropagacdo Vegetativa da Universidade Regional de Blumenau (FURB) - Campus
|, em Blumenau, Santa Catarina - SC. Todas as culturas in vitro foram mantidas em
sala de crescimento com a temperatura ajustada para 25°C + 2°C e fotoperiodo de
16 horas, fornecido por [ampadas LED tubulares, branco frio, com densidade de fluxo
de fotons fotossintéticos de 40 pmol.m2 s no nivel das culturas. O pH dos meios de
cultura foi ajustado para 5,8 £ 0,1 antes da autoclavagem a 121°C.

Sementes de Colubrina glandulosa foram coletadas durante o inicio da
deiscéncia das capsulas de plantas-matrizes localizadas em area florestal nativa em
Blumenau (26°50'1.98" S 49°3'13.02"” O). Plantas com idade de um ano e seis meses,
provenientes do Viveiro Florestal Mudas do Vale, em Timbd - SC, foram cultivadas
para o fornecimento dos segmentos nodais. Essas plantas foram transplantadas para
vasos de polipropileno (8 L) contendo substrato Maxfertil®, acrescido de terra de
subsolo argilosa peneirada (2:1 v/v) e transferidas para casa de vegetacdo pertencente
a FURB. As plantas foram mantidas por um periodo de 12 meses sob sistema de
irrigacdo por gotejamento e submetidas a aplicacdes mensais de 10 g por planta de

fertilizante mineral misto Osmocote Plus® 15-9-12 (3M). As plantas foram pulverizadas
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semanalmente com solu¢do contendo 2,5 uM de BAP (6-benzilaminopurina), 0,5
mL L' de Comet®e 3 mL L' Kasumin®. Oito semanas antes do experimento, foram
realizadas podas para estimular a formacdo de novas brota¢des. Quatro dias antes do
experimento, os fungicidas Comet®e Kasumin® foram aplicados diariamente de forma

alternada.
2.2 Germinacgao in vitro

Para a germinacgado in vitro, as sementes foram lavadas em agua corrente e com
cinco gotas de detergente neutro. Em seguida, foram imersas em etanol 70% (v/v) por
trés minutos, e entdo em solu¢ao de NaClO (hipoclorito de sédio) 6% (v/v) de cloro ativo,
acrescido de 0,1% (v/v) de Tween 20® durante 10, 20 ou 30 minutos. Posteriormente,
as sementes foram submetidas a trés enxagues por um minuto em agua estéril. Por
fim, estas foram imersas em solucdo estéril de 1 mL L' de Comet® por 10 minutos. As
sementes foram submetidas a superacdao de dorméncia de acordo com Melo Junior
et al. (2018) e semeadas individualmente em tubos de ensaio de 55 mL de volume
(25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
suplementado, ou ndo, com 0,5 mL L' de Comet®e acrescido de 3% (m/v) de sacarose
e 0,75% (m/v)de agar. As culturas foram mantidas por sete dias na auséncia de luz
em sala de crescimento. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado em arranjo fatorial 2 x 3 (presenca ou auséncia de fungicida no meio de
cultura e o tempo de exposicao ao NaClO), com sete repeticdes de dois tubos por
tratamento, contendo uma semente em cada. As porcentagens de germinacdo e

contaminacgdo fungica e bacteriana foram avaliadas ap6s 30 dias de cultivo.
2.3 Estabelecimento in vitro de segmentos nodais

Para a coleta dos segmentos nodais, ramos jovens contendo gemas dormentes
foram excisados das plantas na casa de vegetacdo e mantidos com a base imersa em

solugao estéril de 0,2% (m/v) PVP-40 (polivinilpirrolidona) durante duas horas. Alimpeza
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superficial dos ramos iniciou-se com lavagem por 10 minutos em agua corrente com
trés gotas de detergente neutro. Em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais
com 1,6 £ 0,2 cm (tecido de reserva) foram desinfestados em etanol 70% (v/v) por
um minuto, seguido de solucdo de NaClO a 2% (v/v) de cloro ativo, acrescido de 0,1%
(v/v) de Tween 20°®, durante 10 minutos sob agitacdo constante, e posteriormente
submetidos a cinco enxagues por um minuto em agua estéril. Em seguida, metade
dos segmentos nodais foram imersos em solucao aquosa a 5% (v/v) de PPM™ (Plant
Preservative Mixture) e a outra metade em agua estéril, ambos durante quatro horas.
Por fim, os explantes foram introduzidos verticalmente em tubos de ensaio de 55
mL de volume (25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura WPM (Woody Plant
Medium) (LLOYD; MCCOWN, 1980), suplementado com 0,5% (m/v) de PVP-40, 2 uM de
mT (meta-topolina), 3% (m/v) de sacarose e 0,8% (m/v)de agar; além da adicao de 0,2
ou 0,4% (v/v) PPM™ e testemunhas adicionais com a suplementacdao de 0,5 mL L' de
Comet® associado com 0,75 g L' de ampicilina sédica ou 2 mL L"Kasumin®, sendo que
esses ultimos foram imersos apenas em agua estéril durante quatro horas antes da
introducdo in vitro; e tratamento-controle (sem a imersao prévia em solucao de PPM™
e sem adicdo de PPM™ em meio de cultura). Todas as solu¢des utilizadas na assepsia
(etanol 70%, NaClO, PPM™ e agua estéril) contendo os segmentos nodais foram
mantidas refrigeradas em temperatura de 5°C £ 1°C até o momento da inoculacao
dos explantes.

As culturas foram mantidas por sete dias em auséncia de luz em sala de
crescimento. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizadoeorganizadoemarranjofatorial 2x3(imersdao préviaemaguaousolucdo
de PPM™ e diferentes concentracdes de PPM™no meio de cultura) e testemunhas
adicionais (Comet® e ampicilina sédica ou Kasumin®), com 10 repeticbes de trés
tubos por tratamento, contendo um segmento nodal por tubo. Apds 28 dias de
cultivo, foram avaliados os percentuais de sobrevivéncia, de oxida¢ao fendlica e de

contaminacado fungica e bacteriana.
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2.4 Multiplicacao in vitro de brotacdes

Segmentos nodais com 1 £ 0,2 cm de comprimento, obtidos de plantulas
germinadas in vitro, foram subcultivados em tubos de ensaio de 55 mL de volume
(25 x 150 mm) contendo 15 mL de meio de cultura WPM, acrescido de 3% (m/v) de
sacarose e 0,8% (m/v) de agar, suplementado com BAP (6-benzilaminopurina) ou
mT (meta-topolina) nas concentracdes de 2; 4; 8 ou 12 yM, associados ou ndo com
ANA (acido naftalenoacético) na concentracdo de 2 pM; e tratamento-controle (sem
a adicdo dos fitorreguladores).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado organizado
em arranjo fatorial 3 x 8 x 2 (subcultivos, diferentes concentracbes de citocininas, e
presenca ou auséncia de ANA no meio de cultura), com 10 repeti¢Bes de trés tubos por
tratamento, contendo um segmento nodal por tubo. As avalia¢cBes ocorreram ao longo de
trés subcultivos de cinco semanas cada, com a transferéncia para meio de cultura fresco,
com as mesmas formulacdes anteriores e individualizacao das brota¢des maiores de 1,5
cm. A cada subcultivo avaliaram-se o numero e a altura de brotos (>0,5 cm), o percentual
de inducao de brotos por meio da contagem do numero de brotos (> 0,5 cm) por explante,

considerando-se apenas brotos novos produzidos em cada subcultivo.

2.5 Enraizamento in vitro

Os brotos individualizados (2 + 0,2 cm) com quatro a seis gemas pertencentes aos
melhores tratamentos em mT do experimento de multiplicacdo foram subcultivados
em frascos (250 mL) contendo 40 mL de meio de cultura WPM com metade da
concentrac¢do de sais e suplementado com 2% (m/v) de sacarose, 0,8% (m/v) de agar,
e AIB (acido indolbutirico) nas concentracdes de 0; 2 ou 4 uM, associado, ou ndo, com
0,15% (m/v) de carvao ativado. Os brotos foram introduzidos com no minimo uma
gema imergida no meio de cultura. O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, dispostos em arranjo fatorial 2 x 3 (carvao ativado e concentrac¢des de
AIB), composto de 10 repeti¢des, contendo dois brotos em cada frasco. Apés 30 dias
de cultivo, foram avaliados a porcentagem de brotos enraizados, o comprimento da
raiz principal, o numero de raizes por broto e o local de emissdo das raizes (regido do

corte basal, gema lateral ou caule).
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2.6 Aclimatizacao das mudas

Para a aclimatizacdo, 12 mudas enraizadas (= 2,5 cm de parte aérea) obtidas
do experimento de enraizamento foram transplantadas individualmente em tubetes
(175 cm3) contendo substrato Maxfertil® e casca de arroz carbonizada na propor¢ao
de 2:1 (v/v). Os tubetes foram colocados em um suporte e armazenados em caixa
de acrilico (30 cm x 20 cm x 60 ¢cm) coberta por filme de PVC (polivinilcloreto) para
a manutencdo da umidade relativa. As condi¢des de cultivo foram mantidas por
meio do controle de temperatura (26°C = 2°C) e umidade relativa (> 60%) em casa
de vegetacdo. Ao longo de 21 dias, foram realizadas perfuracdes no filme de PVC
para promover a abertura gradativa da caixa. Apds 30 dias de cultivo, foi avaliada a

porcentagem de sobrevivéncia das mudas.
2.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos aos testes de Shapiro-Wilk para verificacdo
da normalidade dos residuos e de Bartlett para homogeneidade das variancias.
Posteriormente, foi realizada analise de variancia (ANOVA), e, quando detectadas
diferencas significativas entre os tratamentos, foi realizada a comparacao de médias
por meio do Teste de Duncan a 5% de probabilidade. Todas as analises foram realizadas

utilizando o software R Studio versao 3.6.1 (RSTUDIO TEAM, 2019).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacgao in vitro

A germinacao ocorreu em todos os tratamentos, iniciando trés dias apoés
a semeadura em meio de cultura MS. A analise estatistica indicou que o tempo de
exposicao ao NaClO e a presenca do fungicida no meio de cultura ndo resultaram

em diferencas significativas (p>0,05) na porcentagem de germinacdo das sementes.
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Apesar de estatisticamente ndo haver diferencas, observou-se que na presenca do
fungicida Comet® no meio de cultura houve queda na germinacdao das sementes e
desenvolvimento incompleto das plantulas, quando comparados aos tratamentos
sem fungicida no meio de cultura e submetidos ao mesmo tempo de exposi¢cdo ao
NaClO. A maxima porcentagem de germinacdo (78,57%) ocorreu no tratamento com
10 minutos de exposi¢cdo ao NaClO, na auséncia de fungicida no meio de cultura.
Neste tratamento, todas as plantulas obtidas desenvolveram raizes e cotilédones
normais (Figura 1A e B). A maior porcentagem de contaminac¢do das sementes foi de
14,29% por fungos no tratamento de 10 minutos a exposi¢cao em NaClO na auséncia
de fungicida no meio e 7,14% por bactérias no tratamento de 20 minutos a exposi¢ao
em NaClO na presenca de fungicida no meio e ndo apresentou diferenca estatistica
entre os tratamentos (p>0,05).

Entre as substancias empregadas na desinfestacao de sementes de espécies
arboéreas, destaca-se o NaClO (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013), devido a sua
eficiéncia na eliminacdao de contaminantes, pela facilidade operacional e da facil
obtenc¢do do agente desinfetante. Além disso, o NaClO pode auxiliar ou promover a
quebra de dorméncia das sementes devido a capacidade de estimular a atividade da
a-amilase, favorecendo a germinacao (KANEKO; MOROHASHI, 2003). Em trabalhos
anteriores, o NaClO também foi eficiente no estabelecimento de sementes in vitro
de outras espécies florestais, como a Amburana cearenses (umburana-de-cheiro)
(CAMPOS et al., 2013), Eugenia uniflora (pitanga) (SILVA et al., 2014) e Aspidosperma
polyneuron (peroba-rosa) (RIBAS et al., 2017). No entanto, o Comet®é um fungicida
que proporciona excelente acdo protetiva, devido a sua atuac¢ao na inibicao da
germinacdo dos esporos (COLOMBARI et al., 2015). Porém, no presente estudo e nas
condicdes testadas a suplementacdao em meio de cultura ndo foi eficiente e a sua
adicdo ao meio de cultura é dispensavel na maximiza¢ao do cultivo de sementes in

vitro de Colubrina glandulosa.
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Figura 1 - Fases da propagacao in vitro de Colubrina glandulosa
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Fonte: Autores (2020)

Em que: semente germinada em meio de cultura MS, sete dias apds a inoculacgao in vitro (A);
plantula formada a partir de semente, 30 dias ap6s a inoculacao (B); segmento nodal 28 dias
apos a inoculacdo, evidenciando o alongamento da brotagao (C); multiplicacdo de segmentos
nodais estabelecidos a partir de plantula germinada in vitro no subcultivo 3 em meio de cultura
WPM com 2 pM de mT, formando varias brota¢des (D); broto enraizado em meio de cultura
WPM/2, na auséncia de carvao ativado e sem aplicacdo exdgena de auxina (E); aclimatizacao
de mudas em tubetes com substrato Maxfertil® e casca de arroz carbonizada na propor¢ao

de 2:1 (v/v), armazenados em caixa de acrilico cobertas por filme de PVC (F).

3.2 Estabelecimento in vitro de segmentos nodais

Ao final de 28 dias de cultivo in vitro, as maiores porcentagens de

estabelecimento de segmentos nodais foram obtidas em meio de cultura com 0,2%
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de PPM™, atingindo até 70% de sobrevivéncia (Figura 1C). O uso do biocida PPM",
independentemente das concentracdes em meio de cultura e a imersdo prévia
em solucdo, resultou em diferencas significativas das médias de sobrevivéncia em
relacdo aos tratamentos com Comet® associado com ampicilina sédica ou Kasumin®
e o tratamento-controle (sem a imersao prévia em solu¢cao de PPM™e sem adicdo de

PPM™ em meio de cultura) (Tabela 1).

Tabela 1 - Porcentagem de sobrevivéncia, oxidagao fendlica e contaminacdo fungica
e bacteriana em segmentos nodais obtidos de mudas de Colubrina glandulosa, em
funcdo da concentracdo de PPM™ em meio de cultura e imersao prévia em solucao e
suplementac¢dao do Comet® associado com ampicilina sédica ou Kasumin®, em meio de

cultura WPM, 28 dias apo6s inoculagao in vitro

Imersao Contaminacao

Biocida no meio L. Sobrevivéncia Oxidacgao
de cultura previa em (%) (%) Fangica (%) Bacteriana (%)
PPM™ a 5%

0 - 30.00+9.23b¢ 0.00+0.00° 16.67+5.562 46.67+8.892
0 + 60.00+£10.89° 3.33+3.33 16.67+7.45° 6.67+4.44¢
PPM™ (0,2%) - 70.00+£10.48? 6.67+4.44° 6.67+4.443 13.33+£7.37"¢
PPM™ (0,2%) + 43.33+£7.11% 0.00+0.00° 10.00£5.09° 26.67+6.67%°
PPM™ (0,4%) - 63.33+7.782 0.00+0.00° 3.33+£3.33? 23.33+7.11%¢
PPM™ (0,4%) + 56.67+8.68° 16.67+7.45°  20.00+11.33° 6.67+4.44¢
Comet® + Ampicilina - 3.33+3.33¢ 50.00+£10.24% 23.33+10.00*  20.00+5.44°%
Comet® + Kazumin® - 20.00+7.37¢¢  63.33+10.48°  6.67+4.442 10.00£7.11b¢

Fonte: Autores (2020)

Em que: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan, a
5 % de probabilidade; Médias + erro padrdo da média.

A alta porcentagem de contaminag¢do bacteriana dos segmentos nodais
observados no tratamento-controle (46,67%) e porcentagens inferiores a 26,7%
quando o uso do biocida em meio de cultura e imersdo prévia em solugdo, indicou
que o biocida PPM™ ¢ eficiente no estabelecimento de culturas assépticas durante
a fase de introducdo in vitro. Além do mais, o uso de PPM™ resultou em baixos
sinais de toxicidade e oxidacao fendlica dos explantes, mesmo com o aumento das

concentragdes e a exposicdo prévia a solu¢do deste biocida.
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A eficacia do PPM™ também foi evidenciada no estabelecimento de segmentos
nodais em outras espécies lenhosas. Para Swietenia macrophylla (mogno) e Cedrela
odorata(cedro-rosa), aadicaode0,2% PPM™no meio de culturareduziu as porcentagens
de contaminaces e contribuiu para o aumento de sobrevivéncia dos explantes (PEREZ
FLORES; AGUILAR VEGA; ROCA TRIPEPI, 2012). Em Calophyllum brasiliense (guanandi), a
concentrac¢ao 0,1% de PPM™ ao meio de cultura foi suficiente para o estabelecimento
da espécie in vitro (SILVEIRA et al., 2016).

A suplementacdao do meio de cultura com o fungicida Comet® associado
com ampicilina sédica ou com Kasumin® resultou em porcentagens médias de
contaminacdo (fungica e bacteriana) inferiores a 23%. No entanto, apresentou as
maiores porcentagens de oxidacao fendlica (p>0,05), acima dos 50%, o que pode ter
prejudicado na sobrevivéncia dos explantes. Os segmentos nodais que sobreviveram,
exibiram sinais de toxicidade, evidenciada por necrose de tecidos, amarelecimento
de folhas, subdesenvolvimento e a morte de todos os explantes apos 45 dias de
cultivo in vitro.

Apesar disso, a suplementacao de substancias fungicidas e bactericidas ao
meio de cultura podem auxiliar no controle da contamina¢do por microrganismo
e o estabelecimento de espécies florestais in vitro. Na introducdo de segmentos
nodais de dois clones de Acacia mearnsii (acacia-negra), a combina¢ao de substancias
proporcionou os melhores resultados com 2 g L' Cercobin® + 2 mL L' Kasumin®
(ISHIBASHI et al., 2017). Porém, os mesmos autores afirmam que o tratamento isolado
de 2 mL L' de Kasumin® resultou em alta porcentagem de contaminacdo, ocasionada
pela termossensibilidade da substancia ao processo de autoclavagem, o que diminui
o efeito do bactericida.

O uso de antibidticos no controle da contaminacdo in vitro, na maioria das vezes,

é pouco eficaz e pode alterar o crescimento das plantas devido a sua fitotoxicidade,
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além de combater somente as bactérias, aumentar o custo do meio de cultura e,
usualmente, estes antibidticos sao termossensiveis (NIEDZ, 1998). Em funcdo disso, o
uso do PPM™ torna-se uma alternativa, pois € um poderoso biocida de amplo espectro,
composto de duas isotiazolonas (metilcloroisotiazolinona e metilisotiazolinona),
capazes de controlar contaminantes endofiticos, e apresentar baixa fitotoxicidade
(MIYAZAKI et al., 2011).

Em testes preliminares, utilizando-se segmentos nodais destas plantas, foram
observadas altas porcentagens de oxidacdo fendlica ainda na fase de assepsia ou
no decorrer do experimento, 0 que ocasionou necrose dos tecidos e a morte dos
explantes em todos os tratamentos, mesmo com o uso de PVP-40 em solu¢do e meio
de cultura. Entretanto, manter as solu¢cdes com os segmentos nodais refrigerados
em temperatura de 5°C +1°C, durante todo o processo de assepsia, resultou em
reducdo nos niveis de oxida¢ao fendlica dos explantes, possivelmente pela reducdo

dos processos metabdlicos enzimaticos nos tecidos vegetais (Dados nao publicados).

3.3 Multiplicagao in vitro de brotagdes

A suplementacdo de diferentes reguladores de crescimento ao meio de cultura
WPM promoveu a inducdo de brota¢des nos trés subcultivos. Houve aumento do
efeito das citocininas no incremento dos brotos a medida que foram sendo realizados
os subcultivos, especialmente com a dose de 2 uM de citocininas (Figura 2). Dessa
forma, verificaram-se diferencas estatisticas entre os fatores subcultivos (S1; S2 e S3),
citocininas (BAP e mT) e as concentrac¢8es de citocininas (p<0,001).

Dentre os subcultivos, o S3 produziu o maior niumero de brotos por explante,
com diferencas significativas em relacdao aos subcultivos 1 e 2 (p<0,05). No S3, as
plantas cultivadas em 2 yM de mT (Figura 1D) apresentaram a maior frequéncia de

inducao de brotos (87%) com média maxima de 3,28 + 0,18 brotos e altura média de
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1,26 + 0,09 cm, enquanto o uso de BAP na mesma concentra¢ao produziu 2,72 + 0,32

brotos com uma altura média de 0,96 + 0,05 cm (Tabela 2).

Figura 2 - Porcentagem de inducdo de brota¢bes em segmentos nodais de Colubrina
glandulosa, em fun¢do da concentracao das citocininas (BAP ou mT), na auséncia ou
presenca da auxina ANA, em meio de cultura WPM, em trés subcultivos (S1; S2 e S3),

apos 15 semanas de cultivo in vitro

S1 S2 S3
75% 1

a

[9)]

<

NS
1
>
)

'

1
"

|

[ |

[ ]

b

»

N
[« INV)
®
o[
E [ )
 JT]
?:
VNVIANTZ VNVIATQ

Inducdo de brotacdo

0 4 8§ 120 4 8 120 4 8 12
Dose de Citocinina (uM)

Citocininas == BAP -« MT

Fonte: Autores (2020)

A baixa formacao de brotos nos explantes introduzidos em meio de cultura
sem reguladores de crescimento indica que € necessaria a aplicacdo de uma fonte
exdgena de citocininas para induzir respostas morfofisiolégicas nos explantes.
No entanto, a aplicacdo de auxina ndo aumentou as porcentagens de inducdo de
brotacdo, independentemente dos subcultivos. Também ndo favoreceu o numero e
a altura de brotos regenerados. Um balanco adequado entre citocinina e auxina e
as concentracdes enddgenas nos tecidos vegetais estabelecem um controle eficiente

na morfogénese e influenciam na atividade meristematica das gemas axilares
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(MAGYAR-TABORI et al., 2010). Como foi observado no presente trabalho, o uso de
auxinas também nado induziu o aumento de taxas de regeneracao das brotacbes de
Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa), sendo que a adi¢do de 0,5 pM de AIB ou ANA
combinada com BAP nado apresentou diferencas em rela¢gdo aos tratamentos sem a

adicdo de AIB ou ANA (RIBAS et al., 2017).

Tabela 2 - Efeito da concentra¢ao de citocininas e auxina em meio de cultura WPM, no
numero de brotos e altura de brotos em segmentos caulinares da Colubrina glandulosa

no subcultivo 3

BAP (uM) mT (pM) ANA (uM) Numero de brotos (explante) Altura de brotos (cm)
Controle 1,05+0,05f 1,79+ 0,26 @

2 2,72 £ 0,32 ac 0,96 + 0,05 bedef
4 1,85 £ 0,28 bedef 1,01 £ 0,14 bede
8 1,93 + 0,38 bedef 0,93 £ 0,08 beaefe
12 1,13+£0,13 ¢ 0,85 £ 0,04 beaefe
2 2 2,07 £ 0,40 bece 0,83 + 0,08 cdefe
4 2 1,69 £ 0,25 cdef 0,62+0,08
8 2 1,56 £ 0,33 def 0,68 +0,12¢f
12 2 1,63 £ 0,24 cdef 0,59+0,068
2 3,28+0,182 1,26+0,09°
4 2,55+ 0,22 abc 1,21 +0,18 ¢
8 2,81 +£0,282 0,85 £ 0,09 beaefe
12 2,27 + 0,33 abcd 0,74 + 0,08 9¢fs
2 2 2,67 £ 0,30 abc 1,12+ 0,10 b
4 2 2,48 £ 0,52 ab«d 0,90 £ 0,11 bedegf
8 2 2,64 + 0,35 a- 1,00 £ 0,13 bede
12 2 1,93 £ 0,32 bedef 0,93 + 0,11 bedefg

Fonte: Autores (2020)

Em que: Médias + erro padrdo da média; BAP - 6-benzilaminopurina; mT - meta-topolina; ANA - &cido
naftalenoacético; Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de
Duncan, a 5% de probabilidade.

Entre as citocininas testadas, a mT influenciou positivamente no crescimento,
na qualidade dos brotos e na maior sobrevivéncia ap6s a individualizacao, no entanto,
ndo aumentou as porcentagens de regenera¢do de brotos comparativamente ao

BAP. A influéncia positiva no crescimento e a qualidade das brota¢des com uso do mT
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também foirelatada em espécies arboreas por Gentileetal. (2014), em Prunus domestica
e Prunus insititio x domestica (ameixeira-europeia). Na micropropagacdo de Syzygium
cumini (jamboldo), a concentragcdo de 5 yM de mT associado com 2 pM da auxina ANA
proporcionou o aumento na porcentagem de multiplicacdo e no comprimento dos
brotos, além de melhorar a resposta das mudas ao estresse induzido por condi¢des
ex vitro (NAAZ et al., 2019).

A superioridade da mT em comparag¢ao a outras citocininas empregadas, como
BAP, pode estar relacionada aofato de que o acimulo dastopolinas nos tecidos vegetais
das plantas é impedido por sua acelerada taxa de translocacdo e seus metabdlitos sao
facilmente degradaveis (KAMINEK; MOTYKA; VANKOVA, 1997). Por apresentar essa
caracteristica natural de menor toxicidade, a mT esta se tornando uma alternativa as
citocininas a base de purina como o BAP, para inducdo in vitro de brotacdes (AMOO;

FINNIE; VAN STADEN, 2011).
3.4 Enraizamento in vitro

Apos 30diasde cultivo, nafase de enraizamento invitro, observou-se que a adi¢cao
de carvao ativado no meio de cultura influenciou negativamente nas porcentagens de
enraizamento das brotac¢fes, por apresentar diferenca significativa (p>0,01) quando
comparado aos tratamentos com auséncia desta substancia, independentemente
do uso e das concentracdes de AIB (Tabela 3). Os tratamentos com a auséncia de
carvao ativado obtiveram a média maxima de 40% de enraizamento, enquanto foram
observados apenas 10% de enraizamento na presenca de carvao ativado.

O efeito negativo do carvao ativado no enraizamento dos brotos pode ter
ocorrido devido as propriedades fisico-quimicas capazes de promover a adsorcao de
componentes suplementados ao meio de cultura, como as vitaminas e as auxinas,
causando efeito inibitério destes componentes para as brotacbes (ERIG; SCHUCH;
BRAGA, 2004). Nesse sentido, pode-se observar que o aumento da concentragao

do AIB (4 pM) induziu a forma¢do de raizes mesmo com a presenca de carvao
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ativado, reforcando a hipdtese da adsorcdao dos componentes do meio de cultura.
A suplementacdo do carvao ativado ao meio de cultura também ndo se mostrou
eficiente para o enraizamento de Pyrus communis (pereira) como descrito por Erig,
Schuch e Braga (2004), uma vez que a adicdo de 1% de carvao ativado no meio de
cultura resultou em nenhuma das microestacas enraizadas, independentemente das

concentracdes (3,2 e 6,4 uM) de ANA empregadas.

Tabela 3 - Porcentagem de enraizamento, numero de raizes, comprimento de raizes
e o local de emissao das raizes (corte basal, gema e caule) das brotacdes de Colubrina
glandulosa submetidos aos tratamentos com AIB em diferentes concentracdes (0; 2 ou
4 uM) e presenca ou auséncia de carvao ativado em meio de cultura WPM/2, ap6s 30

dias de cultivo in vitro

Carvao . Nimero Comprimento Local de emissdo das raizes
AIB . Enraizamento B

ativado de de raizes Corte Basal Gema Caule
(LM) . (%) "

(1,5g.L" raizes (cm) (%) (%) (%)
0 - 25.00£11.18*  3.00+0.52"  1.23+0.29"  25.00+£11.06™  0.00+0.00™ 0.00+0.00"
2 - 40.00+£12.47¢  2.50+0.27"  1.57£0.11"  35.00+13.02"  0.00+0.00" 5.00+5.00™
4 - 30.00+11.06%  2.00+0.32"  0.65+0.14"  10.00£10.00"  0.00+0.00"  15.00+7.64
0 + 0.00+0.00° 0.00+0.00™  0.00+0.00" 0.00+0.00" 0.00+0.00 0.00+0.00"
2 + 0.00+0.00° 0.00+£0.00™  0.00+0.00" 0.00+0.00" 0.00+0.00 0.00+0.00"
4 + 10.00+£6.67°  1.00+0.00™  0.30+0.04 0.00+0.00" 0.00+£0.00™  10.00+6.67"

Fonte: Autores (2020)

Em que: Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Duncan, a
5 % de probabilidade; Médias * erro padrdo da média ™: ndo significativo.

O uso de diferentes concentra¢des de AIB também ndo influenciou
significativamente sobre as médias do comprimento da raiz principal e no nimero
de raizes mesmo nos tratamentos em auséncia de carvao ativado. A suplementacao
de auxina exdgena aos brotos causa altera¢des hormonais, o que pode beneficiar
ou até mesmo dificultar o enraizamento de espécies florestais lenhosas. Pode estar
relacionado ainda, dentre outros aspectos, ao grau de juvenilidade do material vegetal
empregado (DIAS et al., 2012). Em um estudo com a espécie florestal lenhosa Garcinia

quaesita (FARZANA et al., 2010), foi observado que a aplicacdo exégena de auxina teve
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um efeito negativo no enraizamento. Por outro lado, a aplicacao exégena de auxina fez-
se necessaria para a inducdo de raizes em Amburana cearenses (umburana-de-cheiro)
(CAMPOS et al., 2013) e Aspidosperma polyneuron (peroba-rosa) (RIBAS et al., 2017).

Em relagdo ao local de emissdo das raizes nas brotacdes, a maior frequéncia
foi observada na regidao do corte basal (35%) (Figura 1E) e do caule (15%) e nao foi
notada emissdo de raizes na regido das gemas laterais. A maior frequéncia de raizes
observada na regido do corte basal e caule pode ter ocorrido por meio do rompimento
dos tecidos adjacentes ao cambio vascular, que € uma regiao meristematica, o que

provavelmente facilitou a formacdo de raizes.
3.5 Aclimatiza¢ao das mudas

O procedimento utilizado na aclimatizacdao das mudas, por meio da abertura
gradativa da cobertura do filme de PVC (Figura 1F), mostrou-se adequado, uma vez
que se obteve uma porcentagem média de sobrevivéncia de 91,7% apds 30 dias de
permanéncia em casa de vegetacdo. Além disso, as mudas apresentaram retomada
de crescimento por meio do incremento no numero de folhas, sem exibir qualquer
variacao ou anormalidade morfoldgica.

A sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatizacao é dependente do controle
de varios fatores, como a umidade, temperatura, luminosidade, composicao do
substrato e a disponibilidade de nutrientes (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013). No
entanto, a manutencdo da umidade é um dos principais fatores a ser considerado
durante a aclimatizacao ex vitro, pois a alta umidade do ar encontrada no interior
dos frascos de cultura modifica a estrutura da cuticula e aumenta o ndmero de
estbmatos por area foliar, o que reduz o controle das plantas sobre a perda de agua
por transpiracao (COSTA et al., 2009). Desse modo, o processo de aclimatizacdo em
caixa de acrilico coberta com filme de PVC auxiliou a manutencdo da umidade relativa
do ambiente ap6s o transplante, o que favoreceu o estabelecimento ex vitro, além de
evitar danos e morte de plantas principalmente durante a fase inicial de aclimatizacao,

que é a fase em que ocorre a maior perda das mudas.
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4 CONCLUSOES

Na germinacdo in vitro, recomenda-se submeter as sementes a solu¢do de
NaClO a 6% de cloro ativo por 10 minutos, sem a necessidade de suplementacdo de
fungicida ao meio de cultura.

Para o estabelecimento in vitro de segmentos nodais, a concentracdo de 0,2% do
biocida PPM™ em meio de cultura proporciona melhor porcentagem de sobrevivéncia.

A sucessao dos subcultivos incrementa significativamente a porcentagem de
inducao de brotacdes, com os maiores valores obtidos no subcultivo 3. Para a producdo
do maior numero de brotos de Colubrina glandulosa é recomendada a concentracdo
de 2 uM de mT.

A auséncia de carvao ativado no meio de cultura proporciona as melhores
porcentagens de enraizamento, sem a necessidade de aplicacdo exdgena de auxina
para a inducao satisfatoria de raizes.

A aclimatizacdo em caixa de acrilico coberto com filme de PVC promove alta
porcentagem de sobrevivéncia das mudas obtidas in vitro de Colubrina glandulosa.

Os resultados obtidos demonstram que foi possivel obter um protocolo viavel
para a micropropagacdo da espécie, constituindo-se de uma metodologia promissora
na producdo de mudas de Colubrina glandulosa. No entanto, as fases de enraizamento
e aclimatizacdo necessitam de mais estudos, a fim de garantir a eficiéncia do protocolo

para a produ¢dao em escala comercial.
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