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INTRODUCAO

Araucaria angustifolia (Bert.), popularmente conhecida como araucaria, pinheiro-brasileiro ou
pinheiro-do-parana, devido ao intenso extrativismo sofrido, foi colocada na classificacdo de espécie
“em perigo” na “Lista Nacional Oficial de Espécies da Flora Ameacadas de Extin¢do”, publicada pela
Portaria n°® 443, de 17/12/2014, do Ministério do Meio Ambiente (MMA, 2014). Entretanto, existe um
projeto de lei que institui a permissdo para o manejo consciente da espécie, permitindo plantios
comerciais e a produgdo sustentavel para o comércio de pinhdes e de sua madeira (BRASIL, 2017).

A madeira que produz é destaque em areas como a construgdo civil, moveleira e na marcenaria
(VIDOLIN; BATISTA; WANDEMBRUCK, 2011). Sua semente, o pinhdo, tem potencial comercial na
industria de alimentos e pode ser uma alternativa viavel e rentdvel para a sua exploragdo (DANNER;
ZANETTE; RIBEIRO, 2012). Ecologicamente tem importancia pelo fato do pinhdo ser o alimento
mais importante durante o inverno para os animais que vivem na Floresta com Araucaria (VIDOLIN;
BATISTA; WANDEMBRUCK, 2011).

A propagacdo da araucéaria, como para a maioria das coniferas, ¢ realizada sexuadamente,
entretanto, a produgdo de sementes depende da polinizagdo cruzada e, uma vez que sdo na maior parte
dioicas, existe a dependéncia de as arvores masculinas e femininas estarem proximas para a maior
producdo de pinhdes. Também, as condi¢des estacionais interferem na formagao dos pinhdes. Outra
desvantagem da produc¢do de mudas por sementes visando plantios comerciais ¢ a grande variabilidade
genética presente entre as arvores. (WENDLING; STUEPP; ZANETTE, 2017).

Segundo Oliveira et al. (2014), a aplicacao de técnicas de propagacdo assexuada in vitro, a
partir de segmentos do caule, pode ser uma ferramenta para elevar a produ¢dao de mudas de araucaria,
visando a conservagdo da espécie, bem como para a formacao de novos plantios com o objetivo de

producdo de madeira e disponibilizar o pinhdo. Segundo Aragdo et al. (2017), a técnica pode ser
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adotada para propagar e conservar espécies florestais ameagadas, entretanto, no Brasil, sdo poucas as
pesquisas voltadas utilizando a biotecnologia em espécies nativas e a principal dificuldade encontrada
naquelas realizadas estd na fase da desinfestagio de micro-organismos, tanto exdgenos quanto
endogenos (OLIVEIRA; DIAS; BRONDANI, 2013).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o estabelecimento in vitro de Araucaria
angustifolia, a partir de segmentos nodais coletados em duas diferentes posi¢des na muda — apical e

intermédiaria.

MATERIAL E METODOS

Em mudas de araucaria, contendo em torno de 20 cm de altura, foram realizadas aplicagdes do
fungicida Captan® (3 g L") trés dias antes da implanta¢do do experimento, quando foram seccionadas
na regido apical, obtendo-se segmentos de 6,0 cm e sem as aciculas/folhas. Estes foram esterilizados
em solugdo com Tween 20 a 0,1%, fungicida Captan® (3 g L") e amoxicilina (500 mg L™).

Na camera de fluxo laminar a, desinfestagdo superficial dos segmentos foi efetuada com a
imersdo em solucdo de etanol a 70% (v/v), por 30 segundos e em solugdo de hipoclorito de sddio
(NaOCl) a 1,5% (v/v) durante 10 min e 20 min. Na sequéncia, os segmentos foram divididos em duas
posicdes: apical e intermedidria com aproximadamente 3,0 cm de comprimento, constituindo as
microestacas apicais e basais.

As microestacas foram, entdo, inoculadas em frascos de vidro contendo 100 mL do meio
nutritivo de Murashige e Skoog (1962) (MS), acrescido de sacarose (30 g L™), agar (7 g L), mio-
inositol (100 mg L") e do antioxidante polivinilpirrolidona (PVP) (250 mg L-1). Em cada frasco
foram inoculados duas microestacas. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado a
121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Apos a inoculagdo, os frascos contendo os segmentos caulinares foram revestidos com papel
aluminio, visando impedir a oxida¢do, e mantidos na cdmara climatizada (BOD), sob temperatura de
2542°C, fotoperiodo de 16 h diarias e intensidade luminosa de 20 pmol m™ s'. Apds sete dias foi
retirado o papel aluminio e os explantes foram mantidos nas mesmas condigdes.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, totalizando 4 tratamentos em
esquema fatorial 2x2, sendo os fatores: tipos de microestacas (apical e intermediaria) e periodo de
desinfestagdo com NaOCI (10 min e 20 min). Para cada tratamento foram utilizadas 10 microestacas e
duas repeticdes. Apos 90 dias da produgdo das microestacas foram mensuradas a sobrevivéncia destas,
a porcentagem de microestacas com contaminagdo (contaminagdo geral por micro-organismos), com
oxidagdo fenolica e crescimento de brotos. Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia,

sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados mostraram que o uso de NaOCI nos dois periodos testados foi eficiente para a
assepsia dos segmentos nodais para as duas posigoes testadas, apical e intermediaria. A
descontamina¢do foi maior para as microestacas apicais, com apenas 10% destas apresentando
contaminagdo para o tratamento com NaOCI 1,5% por 10 min) e 5% para o tratamento por 20 min,
enquanto as microestacas da posi¢do intermediaria apresentaram 30% e 15%, respectivamente (Tabela
1).

A porcentagem de oxidagao foi superior para as microetacas tratadas com o NaOCI por 20 min
com 100% das microestacas apresentando-se oxidadas, o que resultou na morte destas. Para o
tratamento com NaOCI por 10 min, 20% das microestacas da posi¢ao apical apresentaram oxidagao,
enquanto para as da posi¢do intermediaria 45% estavam oxidadas, impedindo a sobrevivéncia, com
80% e 55% de microestacas vivas aos 90 dias de cultivo, respectivamente, para as da posicao apical e

intermedidria (Tabela 1).

TABELA 1 - Porcentagem de contaminacdo, de oxidacdo e de sobrevivéncia de microestacas de
Araucaria angustifolia submetidas a dois tratamentos: desinfestagdo com NaOCl 1,5% por 10 min

(T1) e por 20 min (T2), bem como a porcentagem de microestacas com brotagoes.

Posigao do Tratamentos Contaminagao Oxidagdo Sobrevivénci  Brotagdes
segmento nodal (%) (%) a (%) (%)

T1 10¢ 20 ¢ 80 a 0b
Apical

T2 5d 100 a Oc 0b

T1 30a 45D 55b 30a
Intermediaria

T2 15b 100 a Oc 0b
Média 85,00% 66,25% 33,75% 7,50%
cv 12,71% 60,81% 119,36% 200%

Médias seguidas da mesma letra mintscula na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Em relacdo a formacao de brotos, apenas 30% das microestacas da posi¢do
intermediaria sob o tratamento com NaOCl 1,5% por 10 min apresentaram as brotagdes, estas
com um tamanho médio de 15 mm (Tabela 1), resultado similar ao obtido para 4. angustifolia
por Pereira et al. (2014).

Para as contaminagdes observadas, Moraes et al. (2004) sugerem que para as espécies
lenhosas cultivadas in vitro, elas sdo geralmente de origem enddgena e os processos de

desinfestagdes comumente utilizados sdo pouco eficientes. No presente trabalho o uso de
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NaOCl na concentracao de 1,5% em um periodo de 10 min de exposi¢ao das microestacas foi
satisfatorio. A menor taxa de contaminagdo, bem como de oxida¢do, nas microestacas da
posicao apical pode ser pelo fato dos tecidos mais jovens apicais, por estarem em intenso
processo de divisdo celular, serem mais resistentes a acdo de patdgenos e de substancias
toxicas em relacdo as microestacas da posi¢do intermediaria, com tecidos com mais baixa
atividade metabolica e com concentracao de nutrientes nas células (TAIZ; ZEIGER, 2009).

A acdo toxica pelo NaOCl quando as microestacas foram submetidas a um maior
periodo de exposi¢do também foi observada para a micropropagacdo de outras arboreas
nativas, como aroeira do sertdo (NOGUEIRA et al., 2020) e falso-pau-brasil (HASS;
ORNELLAS; BITTENCOURT, 2022).

A maior formacdo de brotagdes nas microestacas intermedidrias, posi¢do mais
proximas a base do caule, pode estar relacionada ao gradiente de juvenilidade em diregdo a

base da arvore (WENDLING; XAVIER, 2001).

CONCLUSOES

Dentro das condi¢des testadas, € possivel o estabelecimento in vitro de Araucaria angustifolia
a partir de microestacas obtidas da posi¢ao intermediaria de segmentos caulinares de mudas de origem
seminal, utilizando como tratamento para desinfestacao hipoclorito de s6dio na concentracao de 1,5%

por 10 min.
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