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RESUMO - A araucaria ou pinheiro-brasileiro é uma espécie de alto valor econémico, madeireiro, resinifero e alimentar. Pode
ser propagada via semente, porém possui problemas em virtude da baixa viabilidade. A micropropagacdo pode ser uma
alternativa para a producdo de mudas. Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar o estabelecimento in vitro
de segmentos caulinares de A. angustifolia coletados em diferentes posi¢des da muda, mantidos em diferentes meios de cultura
e suas diluigdes. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, utilizando-se o esquema bifatorial (3 x 4), trés
posicOes de coleta na muda x quatro concentra¢@es dos meios nutritivos 100% MS; %2 MS; 100% WPM e ¥ WPM. Utilizaram-
se seis repeti¢des de cinco explantes cada. Ap6s 60 dias de cultivo in vitro avaliaram-se a porcentagem de estabelecimento das
plantulas, contaminacéo e formacéo de calos, além do nimero de brotos/explante e comprimento das brotagfes formadas. A
formacéo de calos foi menor com o uso do meio nutritivo 100% MS e % MS. Observou-se maior formagdo de brotacdes e
maior comprimento de brotagbes com a utilizacdo de explantes coletados da posicdo basal. O estabelecimento in vitro de
araucéria a partir de explantes de origem seminal tem maior sucesso quando se faz uso de meio nutritivo adequado e
observando-se a posicao de coleta na muda.

Palavras-chave: Araucariaceae, cultura de tecidos, micropropagac¢do, pinheiro-brasileiro, silvicultura de nativas.

In vitro establishment of araucaria (Araucaria angustifolia) stem segments

ABSTRACT - The Araucaria or Brazilian pine is specie of high economic, timber, and food values. It can be propagated by
seed, but there are problems because of its low viability. Micropropagation can be an alternative for the production of
seedlings. The aim of this study was to evaluate the in vitro establishment of stem segments of A. angustifolia collected in
different positions of switches, maintained in different culture media and their dilutions. The experimental design was
randomized using a factorial (3 x 4 ) scheme , three positions in the collection changes x four concentrations of nutrient media:
100% MS, ¥ MS , 100% WPM and %2 WPM. Six replicates were used with five plants each. After 60 days of in vitro were
evaluated the percentage of seedling establishment, contamination and callus formation, and the number of shoots / explant and
length of shoots. Callus formation was lower with the use of medium 100% MS and %2 MS. We observed increased formation
of shoots and shoots length with the use of explants collected from the basal position. The in vitro establishment of Araucaria
from explants of seminal origin is most successful when it makes use of suitable nutrient medium and observing the position of
the collection changes.

Key words: Araucariaceae, tissue culture, micropropagation, Brazilian pine, native forestry.
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INTRODUCAO

Araucaria  angustifolia  (Bert) O. Kitze
(Araucariaceae) é uma das mais importantes esséncias
florestais do Sul do Brasil e uma das coniferas mais
valiosas de ocorréncia natural no pais. A espécie estd
inserida no dominio da Mata Atlantica, classificada como
Floresta Ombrofila Mista, e tem grande importancia
econdmica e ecoldgica (MATTOS, 1994).

Por se tratar de uma espécie de alto valor
econdmico, madeireiro, resinifero e alimentar, ao longo
dos anos houve uma progressiva exploracdo das
populacBes naturais (EIRA et al., 1994). A espécie foi
incluida na lista brasileira de espécies ameagadas, na
categoria em perigo de extincdo (BRASIL, 2008) e em
perigo critico de extincdo segundo a International Union
for Conservation of Nature (IUCN, 2013). Durante a maior
parte do século XX, A. angustifolia foi a espécie lenhosa
mais importante do Sul do Brasil. Nas Gltimas décadas, a
demasiada exploracdo de sua madeira causou uma reducédo
dréstica das populac¢des naturais, restando cerca de 2%-4%
da populacéo original (ASTARITA et al., 2003).

Outro fator que vem contribuindo para a
vulnerabilidade da espécie é a curta longevidade natural
das sementes, com perda total de viabilidade em até um
ano apés a coleta (DAVID; SILOCHI, 2010). Além disso,
a regeneracdo natural da araucéria pode ser comprometida
devido a predacdo dos pinhdes pela avifauna e por
roedores e primatas (LORENZI, 1992).

Para a maioria das espécies do género Araucaria,
0s métodos de propagacdo convencional sdo lentos,
considerando que a propagacdo vegetativa por estaquia é
dificil devido a topdfise, além da dificuldade de
enraizamento A incompatibilidade é um problema quando
se utiliza a enxertia (SARMAST et al., 2009).

Métodos de propagacdo vegetativa in vitro podem
auxiliar a producdo de mudas com vistas a conservagdo da
espécie e também para a formagdo de novos plantios com
0 objetivo de producdo de madeira. A cultura de tecidos
vegetais e métodos de transformagdo genética oferecem
uma opcdo importante para a multiplicacdo eficaz e
melhoria de 4arvores dentro de um prazo limitado.
Entretanto, a micropropagacdo também é considerada uma
técnica dificil para a espécie (OLIVEIRA et al., 2013).

As primeiras tentativas de micropropagar A.
angustifolia por meio da cultura de tecidos foram feitas
por Handro (1986). Contudo, essa abordagem né&o
demonstrou ser a mais indicada para a propagacédo clonal,
apresentando respostas limitadas. Conforme o mesmo
autor, a micropropagacao da A. angustifolia é dificil por
apresentar uma elevada recalcitrdncia na formacdo de
brotos e raizes.

O éxito de um protocolo de micropropagacéao
depende claramente da fase de estabelecimento in vitro.
Isso porque as etapas seguintes de multiplicacdo e
posterior transferéncia para condi¢Bes ex vitro s6 podem
ser executadas ap6s o estabelecimento de culturas
assépticas e providas de bom vigor vegetativo (GEORGE;
DEBERGH, 2008).

Diversos critérios sdo importantes para ©
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estabelecimento de cultivos in vitro como, por exemplo, a
contaminacdo por fungos e bactérias, a oxidagao fendlica e
fatores como a escolha do tipo de explante e do meio
nutritivo. Embora, teoricamente, qualquer tecido possa ser
utilizado como fonte de explante, alguns aspectos devem
ser considerados e testados quanto a escolha do mais
adequado aos processos morfogénicos de interesse
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Dentre os meios de cultura mais empregados na
cultura de tecidos vegetais de espécies lenhosas estdo o
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e 0 WPM (LLOYD;
McCOWN, 1981). O meio WPM, em raz8o da sua menor
concentragdo de nitrogénio e potassio e menor forca idnica
total (HARRY; THORPE, 1994), promove bons resultados
em espécies lenhosas (PEREZ-PARRON et al., 1994).
Além da composicdo do meio de cultura, suas diluicGes
tém sido estudadas em diversas fases da micropropagacéao
(SOUZA et al., 2003). A concentracdo de sais pode ser
adequada a cada espécie, com a redugdo da concentracdo
ibnica favorecendo, muitas vezes, a micropropagacao
(GUERRA; NODARI, 2006).

Dessa forma, objetivou-se com o presente estudo
avaliar o estabelecimento in vitro de segmentos caulinares
de A. angustifolia coletados em trés diferentes posi¢des na
muda e em diferentes meios de cultura e suas dilui¢des.

MATERIAL E METODOS

As sementes utilizadas para a realizagdo do
experimento foram coletadas de arvores matrizes com 30
anos de idade em darea de coleta de sementes particular,
localizada no municipio de Santo Antdnio do Palma — RS.
As sementes de 10 &rvores matrizes foram misturadas,
selecionadas as melhores (maiores e mais firmes) e 15 dias
apos a coleta foram colocadas para germinar em bandejas
plasticas brancas de polietileno contendo areia média
como substrato. As bandejas foram mantidas em casa de
vegetacdo pertencente a Universidade Federal de Santa
Maria (RS) até a utilizacdo das mudas no experimento. A
cada dois dias de intervalo foi realizada a irrigacdo nas
bandejas.

Apo6s o inicio da germinagdo (+ 20 dias ap0s a
semeadura) efetuaram-se aplicacdes semanais do fungicida
Captan® (3 g L) e trés dias antes da implantacdo do
experimento, aplicacBes diarias deste fungicida. Dois
meses ap6s a semeadura, as mudas, contendo em torno de
20 cm de altura, foram seccionadas na base e
imediatamente colocadas em béquer de polietileno
contendo agua esterilizada, duas gotas de detergente neutro
e fungicida Captan® (3 g L™), permanecendo sob agitacéo
constante por 20 min, a qual foi efetuada com auxilio de
bastdo de vidro. Decorrido esse periodo, os segmentos
caulinares obtidos foram lavados em &gua corrente durante
10 min e enxaguados em agua esterilizada.

A desinfestacdo superficial foi efetuada em
camera de fluxo laminar, sendo os segmentos caulinares
imersos em solucdo de etanol a 70% (v/v), por 30
segundos, enxaguados com 4agua esterilizada e, apds,
imersos em solugdo de hipoclorito de sédio a 1,5% (v/v)
durante 10 min, com posterior enxague triplo com agua
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esterilizada. Na sequéncia, os segmentos caulinares foram
divididos em segmentos sem aciculas/folhas, com
aproximadamente 2-3 ¢cm de comprimento, oriundos de
trés posicBes: apical, mediana e basal, as quais
constituiram os tratamentos (Figura 1).

Na sequéncia, os segmentos caulinares foram
inoculados individualmente, na posicao vertical, em tubos
de ensaio (20 x 150 mm) com capacidade para 100 mL,
contendo 25 mL dos meios nutritivos (tratamentos) +
vitaminas, sacarose (30 g L™) e 6 g L™ de agar (Sigma®).

Apical

Mediana

Basal
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Adicionaram-se, ainda, 100 mg L™ de mio-inositol e 250
mg L™ de polivinilpirrolidona (PVP), com a finalidade de
controlar a oxidacdo fendlica. Apds, o pH dos meios foi
ajustado para 5,8. Os tubos de ensaios foram vedados com
papel aluminio e na sequencia o meio nutritivo foi
previamente esterilizados em autoclave por 20 minutos a
121°C (1,5 kgf cm™).
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FIGURA 1 - Muda de araucéria e delimitacéo das posic¢des de coleta dos segmentos
caulinares para posterior estabelecimento in vitro, em diferentes meios de cultivo.

Santa Maria - RS/2012.

Ap0s inoculacdo, os tubos de ensaio contendo 0s
meios e 0s segmentos caulinares foram mantidos na sala
de crescimento sob temperatura de 25 + 3 °C, fotoperiodo
de 16 horas diarias e intensidade luminosa de 20 pmol m™
s, fornecida por lampadas fluorescentes brancas frias.
Ap6s 60 dias de cultivo in vitro avaliaram-se a
porcentagem de estabelecimento (segmentos reativos e
sem  oxidagdo), porcentagem de  contaminacdo
(contaminacdo geral por micro-organismos), porcentagem
de formacdo de calos (avaliacdo visual da formacéo de
calo em qualquer parte do explante).; nimero de
brotos/explante e comprimento médio das brotagdes (mm).

O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema bifatorial 3 x 4 (trés
posices de coleta — apical, mediana e basal x quatro
concentragdes de meios de cultivo — 100% MS; ¥ MS;
100% WPM e ¥ WPM). Utilizaram-se seis repeticfes de
cinco explante cada.

Em caso de ndo obtida a normalidade dos erros e

homogeneidade de varidncia, os dados foram
transformados, para a fun¢do ,/x + 0,5, sendo “x” o valor

observado, e submetidos a anélise de varidncia. Quando
significativas, as médias foram comparadas pelo teste de

Scientia Agraria Paranaensis — SAP;

Tukey, a 5% de probabilidade. Os resultados apresentados
s80 as médias originais obtidas. Utilizou-se o programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011) para a andlise
estatistica dos dados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo dos segmentos caulinares de A.
angustifolia objetivando o estabelecimento in vitro
mostrou efeito significativo para a formagdo de calos em
relacdo ao meio nutritivo e interacdo para o nimero de
brotos. O comprimento destas brota¢des foi influenciado
pelo meio nutritivo e pela posigéo de coleta (Tabela 1).

A formacéo de calos em segmentos caulinares foi
influenciada pelo meio nutritivo (Tabela 2). O meio MS
completo ou reduzido a 50% da concentragdo de sais ndo
ocasionou o0 aparecimento de estruturas calogénicas. O
meio WPM reduzido a 50% da concentracdo de sais
resultou uma reduzida formacdo destas estruturas, ndo
diferenciando do meio MS completo e reduzido. O meio
nutritivo WPM foi responsavel por um elevado
aparecimento de calos, sendo esse aparecimento superior
em um quarto dos explantes.

ISSN: 1983-1471
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Em geral, o meio nutritivo WPM é mais eficiente
em espécies arboreas, pois foi desenvolvido para este
grupo de plantas (FERMINO JUNIOR; PEREIRA, 2012),
entretanto algumas caracteristicas deste meio nutritivo e
algumas relacdes hormonais enddgenas podem explicar a
maior formacdo de calos no estabelecimento de araucéria
in vitro. Além disso, a elevada juvenilidade do material
(explantes de origem seminal) pode elevar o aparecimento
de calos. Um exemplo poderia ser a concentragdo de
vitaminas no meio WPM. Este apresenta na sua
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formulacdo maior disponibilidade de vitaminas, o que na
maioria dos casos € benéfico para espécies arboreas.
Entretanto, algumas vitaminas presentes no meio WPM
podem promover um grande crescimento celular (LOPES
et al., 1997). Este crescimento celular pode, em alguns
casos, ocorrer de forma desordenada, ocasionando a
formacdo de calos, fato presenciado neste estudo com A.
angustifolia.

TABELA 1. Resultado da andlise de variancia para estabelecimento (%) contaminagdo geral (%), formagdo de calos (%),
nimero de brotos por explante e comprimento das brotagdes (mm) em segmentos caulinares de A. angustifolia coletados em
quatro diferentes posi¢Ges na muda e cultivados em quatro diferentes meios nutritivos, apds 60 dias de cultivo in vitro.

Quadrado médio

" o Estabelecimento (%) Contaminacao Calos Brotos Comprimento(mm)
MC 3 0,6667™ 0,444"™ 23,889* 2,387* 175,36*

PC 2 20,0™ 35,00™ 11,667 ™ 5,029* 123,89*
MC*PC 6 33,33™ 12,778 "™ 13,889™ 2,428* 6,894 "
Residuo 48 20,833 16,667 5,83 0,423 12,319
Média geral - 70,0 20,0 8,33 2,47 9,27

CV(%) - 22,09 26,07 16,66 26,26 37,82

" F ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro; * F significativo ao nivel de 5% de probabilidade de erro. MC = meio de cultivo, PC = posigéo

de coleta.

TABELA 2. Médias da formacdo de calos (%) em segmentos caulinares de A.
angustifolia cultivadas em diferentes meios nutritivos, ap6s 60 dias de cultivo in

vitro.

Meio nutritivo

Formacéo de calos (%6)

Y% MS
MS

¥ WPM
WPM

0,0 a*
0,0a
6,67 ab
26,67 b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

A formacdo de calos resulta do processo de
desdiferenciacdo das células dos tecidos dos explantes, e
progride, por meio de divisdes celulares, basicamente pela
presenca de reguladores de crescimento, ou da prdpria
constituicdo quimica deste meio nutritivo (WAREING;
AL-CHALABI, 1985).

Em relagio ao numero de gemas axilares
originados no processo de estabelecimento obteve-se
interacdo entre o fator posicdo de coleta e meio nutritivo,
ou seja, 0 numero de brotos varia conforme se altera um
dos fatores estudados.

O maior nimero de brotos por explante foi obtido
utilizando o meio nutritivo MS completo com explantes
coletados da posicdo basal (Tabela 3). Em geral, a
utilizagcdo de explantes da posi¢do basal resultou na maior

formacdo de brotos por explante, a excecdo do meio
nutritivo %2 MS que apresentou maior formacao na posicdo
mediana. Em relacdo ao meio nutritivo, o meio MS obteve
em média a maior formacdao de brotos por explante.

A exemplo da varidvel formagéo de calos, 0 meio
WMP completo ou reduzido ndo apresentou resultado
superior a0 meio MS quanto a formagdo de brotos por
explante. Isso pode indicar que o balanco nutricional do
meio WPM néo é o mais adequado para o cultivo in vitro
de araucéria em comparagdo ao meio MS, sendo que a
espécie requer um potencial osmético maior, aumentando
o0 crescimento in vitro. A menor formacéo de brotos com a
utilizacdo do meio WPM pode estar relacionada a menor
concentragdo dos macronutrientes, que em araucaria sdo
esséncias para o crescimento, podendo ser muitas vezes
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limitante, como é o caso do nitrogénio (BREDEMEIER;
MUNDSTOCK, 2000).

O nitrogénio é um dos mais importantes
elementos que contribuem para o crescimento de plantas in
vitro e in vivo, sendo que a forma do nitrogénio, como
amonia ou nitrato tem uma influéncia dréstica na resposta
morfogénica de tecidos vegetais in vitro (BOJWANI;
RAZDAN, 1996). O meio MS e WPM apresentam ambnio
similar, ou seja, doses de nitrato, mas a concentracéo total
de am6nio no meio WPM é 45% da encontrada no meio
MS. O efeito da fonte de nitrogénio sobre o
desenvolvimento de orquidea-da-restinga (Epidendrum
fulgens Brong) foi verificado em estudo onde a forma e a
concentragdo do nitrogénio tiveram uma influéncia
significativa na sintese de citocininas enddgenas
(MERCIER; KERBAUY, 1991).

A maior formacdo de brotacdes nas posicdes mais
préximas a base pode estar relacionada ao gradiente de
juvenilidade. Em algumas plantas, especialmente lenhosas,
hd um gradiente de juvenilidade em direcdo a base da
arvore, 0 que promove um aumento da maturacdo em
funcdo da maior proximidade com o meristema apical
(WENDLING; XAVIER, 2001). Segundo Hartmann et al.
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(2011), a maior juvenilidade da regido basal das plantas se
deve ao fato de que os meristemas mais proximos da base
formaram-se em épocas mais proximas a germinacdo que o
das regides terminais.

O numero de brotos por explante observado no
presente estudo foi superior ao registrado por Bertholdo et
al. (2009), trabalhando com araucéria no qual houve, em
média, 0,45 brotos por explante ap6s 60 dias de cultivo em
meio nutritivo WPM, suplementado com 1,0 mg L™ de
acido 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA), um inibidor do
transporte de auxina.

O comprimento das brota¢des foi influenciado de
maneira independente pela acdo dos fatores testados
(Tabela 4). O meio MS completo, a exemplo das outras
variaveis, obteve melhor resposta de cultivo in vitro no
estabelecimento da araucédria. A média de comprimento
das brotacdes (14,50 mm) encontrada para este tratamento
difere dos demais avaliados. O meio nutritivo WPM
apresentou resultado inferior ao MS, mas superior a ambos
0S meio nutritivos na metade das concentragdes de sais.
Pode-se inferir que h& um maior comprimento das
brotacGes com a utilizagdo dos meio nutritivos completos,
principalmente o MS.

TABELA 3. NUimero de brotos em segmentos caulinares de A. angustifolia cultivadas em
funcdo de diferentes meios nutritivos e diferentes posicdes de coleta, apos 60 dias de cultivo in

vg:)c;.i(;éo de coleta Y2 MS 100% MS > WPM 100% WPM
Apical 1,40b B 3,33ab A 2,00bB 1,40b B
Mediana 350aA 2,40b A 2,00b A 2,00b A
Basal 2,75a AB 400aA 3,66a A 3,50aB

*Médias em minUsculo seguidas pela mesma letra na coluna e em maitsculo na linha ndo diferem entre si pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

TABELA 4. Médias do comprimento das brotagfes em segmentos caulinares de
A. angustifolia cultivadas em diferentes meios nutritivos e em diferentes
posicOes de coleta, apds 60 dias de cultivo in vitro.

Meios nutritivos

Comprimento das brotag6es (mm)

Y2 MS 6,58 bc*
MS 14,50 a
¥ WPM 534c
WPM 9,99b
Posices de coleta

Apical 6,26 b
Mediana 10, 48 a
Basal 11,89a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

Pode-se afirmar que o meio MS foi mais
adequado ao desenvolvimento in vitro de araucaria. A

Scientia Agraria Paranaensis — SAP;

maior adaptacdo dos explantes a este meio demonstrou a
preferéncia da espécie pelo cultivo em meio nutritivo com
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concentragdo idnica completa em comparacdo ao meio
WPM e meios reduzidos. Além disso, as relacGes
nutricionais também sdo importantes, pois definem a
dissociacdo dos nutrientes e a disponibilidade para
absorcdo pelo tecido vegetal. O meio WPM possui cerca
de 45% da forca ibnica do meio MS (NUNES et al., 2002;
VENGADESAN et al., 2003). O meio ¥ MS, por sua vez,
possui 22,5% da capacidade ibnica do MS, explicando os
resultados inferiores visualizados com o emprego dos
meios nutritivos ¥2 MS, WPM e ¥2 WPM.

Comportamento semelhante foi observado na
micropropagacdo de Melia azedarach L. (Meliaceae), por
exemplo, destacando-se os efeitos positivos do meio MS,
com sua constituicdo completa de sais, especialmente no
nimero e comprimento de brotacGes emitidas, ao serem
testados 0s meios MS, 2 MS, WPM e B5 (HUSAIN;
ANIS, 2009).

As posicdes basais e medianas apresentaram o
maior comprimento dos brotos, diferenciando da posi¢édo
apical, a qual obteve resultado bem inferior as posicoes
mais basais de origem dos explantes (Tabela 4). Da mesma
forma que foi obtido o maior nimero de brotagbes na
posicdo basal e mediana, também foi observado maior
comprimento nestas posi¢des. O gradiente de juvenilidade
que exerce grande influéncia no enraizamento das estacas
(BITENCOURT et al.,, 2009) também pode explicar o
maior nimero e comprimento das brotagdes.

No presente estudo, a formagéo de gemas axilares
foi induzida diretamente na haste principal do explante de
araucaria. Na maioria das coniferas, as gemas axilares se
formam em pouco nimero em relagéo a grande quantidade
de folhas (SARMAST et al., 2012). Segundo 0 mesmo
autor, espécies do género Agathis, Araucaria e Wollemia
(pertencentes familia Araucariaceae) possuem uma
estrutura axilar aparentemente Unica, composta de celulas
indiferenciadas e meristemas axilares que ndo tém folha
primordial, nem conexdes vasculares Estes meristemas sdo
inicialmente formados em um local exdgeno, mas sdo
transferidos para um local endégeno por meio da atividade
de um felogénio localizado (BURROWS et al., 2003).

A. angustifolia é uma espécie recalcitrante para a
micropropagacdo, apresentando uma baixa taxa de
formacéo de brotos in vitro. A utilizacdo de um meio
nutritivo mais adequado para a espécie pode servir para
futuros trabalhos no ambito da propagacdo clonal da
espécie, seja para fins de conservacdo ou manipulacéo
genética.

A propagagdo da espécie por mudas da origem
seminal também pode auxiliar na produgdo de mudas,
principalmente em intervalos no ano que nao ha
disponibilidade de sementes vidveis da espécie. A elevada
ocorréncia de diferenciacdo celular e a formagéo de calos
nos tecidos cultivados in vitro desta espécie representam
uma dificuldade a mais para o processo de
micropropagacdo (HANDRO, 1986), podendo muitas
vezes inviabilizar o cultivo in vitro se métodos adequados
de cultivo ndo forem adotados.
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CONCLUSOES

A formacdo de calos foi menor em explantes
estabelecidos em meio nutritivo MS completo ou reduzido
a metade da concentracdo de sais.

Segmentos da posi¢do basal e cultivados em meio
nutritivo MS promoveram maior nimero de brotacdes com
maior comprimento no estabelecimento in vitro da
araucaria através de segmentos caulinares.
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