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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar um protocolo de micropropagagdo da espécie
jequitiba-branco (Cariniana estrellensis). As sementes foram incubadas em meio Murashige e
Skoog (MS). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Os tratamentos de
desinfestacdo consistiram de imersdo das sementes em solucdo de hipoclorito de sddio
(NaClO) por diferentes tempos (5, 10, 15 e 20 minutos). Para a multiplicac&o in vitro, &pices
caulinares, obtidos de vitroplantas, foram inoculados em meio de cultura MS contendo
diferentes concentragdes (0; 0,5; 1,0; 2,0 mg L™) de 6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina
(KIN). No enraizamento in vitro das brotacdes foram utilizadas diferentes concentracdes de
4cido indol-3-butirico (AIB) e &cido 1-naftaleno acético (ANA) (0; 0,5; 1 mg L™). A
incubacdo dos tubos foi realizada no claro em sala de crescimento. Observou-se que a
desinfestacdo utilizando NaClO por um periodo de tempo de 5 minutos proporcionou melhor
descontaminac&o e germinagdo das sementes. A utilizagdo de 1 mg L™ de BAP adicionada ao
meio de cultivo foi eficaz para a formacdo de brotacdes na etapa de multiplicagéo in vitro. A
adicdo de 0,5 mg L™ da auxina AIB ao meio de cultivo proporcionou melhor formacéo de
raizes nas brotagdes, que ap6s 30 dias de aclimatizacdo, tiveram uma taxa média de
sobrevivéncia de 65%. Portanto é necessaria a utilizacdo de reguladores de crescimento para a
multiplicacdo in vitro de C. estrellensis, sendo possivel obter mudas micropropagadas da
espécie nas condicBes do presente trabalho.

Palavras-chave: florestais nativas; germinagdo; micropropagacéo.

IN VITRO PROPAGATION OF “JEQUITIBA-BRANCO” (Cariniana estrellensis): AN
ALTERNATIVE FOR REFORESTATION PROGRAMS

ABSTRACT

The objective of the present work was to establish a micropropagation protocol for “jequitiba
branco” (Cariniana estrellensis). Seed explants were plated on Murashige and Skoog medium
(MS). The design was completely randomized. Disinfection treatments consisted of seed
immersion in sodium hypochlorite solution (NaClO) for different time periods (5, 10, 15 and
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20 minutes). For in vitro multiplication, apical segments obtained from vitro-plants were
inoculated into MS culture medium containing different concentrations (0; 0.5; 1.0; 2.0 mg L
1) of 6-benzylaminopurine (BAP) and Kinetin (KIN). In vitro rooting of shoots were used
different indole-3-butyric acid (IBA) and 1-naftalen acetic acid (NAA) (0; 0.5; 1 mg L™
concentrations. Incubation of the tubes was carried out inside the growth room with artificial
lighting. It was observed that disinfestation using NaClIO for 5 minutes provided better
decontamination and seed germination. One milligram per liter of BAP added to the culture
medium was effective for the shoot formation in the in vitro multiplication. The addition of
0.5 mg L™ of auxin IBA to the culture medium provided better root formation in shoots,
which had an average survival rate of 65% after 30 days of acclimatization. Therefore, it is
necessary to use growth regulators for the in vitro multiplication of C. estrellensis, making it
possible to obtain micropropagated seedlings of the specie in this work conditions.

Keywords: native forest; germination; micropropagation.

INTRODUCAO

A devastacdo das florestas tropicais
constitui um dos mais graves problemas
ecoldgicos enfrentados hoje pelo Brasil
(CANATTO et al., 2016). O pais possui
diversidade de espécies florestais com
grande potencial produtivo, no entanto, ha
caréncia de informagOes sobre 0s aspectos
de propagacdo vegetativa dessas espécies,
0 que limita a disponibilidade de mudas no
mercado, assim como o desenvolvimento
de plantios comerciais e de recomposi¢ao
florestal (HERNANDEZ et al., 2013).

A conservacdo e 0 manejo da
biodiversidade, mesmo em  &reas
protegidas nos tropicos, constituem-se em
desafios  complexos que requerem
conhecimentos basicos sobre a distribuicao
e a abundancia de espécies, suas interaces
mutualistas, sua biologia reprodutiva e a
estrutura genética de suas populagoes
(BASSAN et al., 2006). A dréastica reducgéo
das florestas tropicais elevou as taxas
estimadas de extingdo de espécies a cifras
significativamente altas. Ainda que o0s
ndmeros sejam imprecisos e, considerando
0S processos naturais de extingdo, acredita-
se que 0 homem tenha elevado estas taxas
para algo em torno de 100 a 1000 vezes
(MEDEIROS, 2003).

O  jequitibd-branco  (Cariniana
estrellensis), também conhecido por
jequitiba-rei, é uma espécie arbdrea da
familia Lecythidaceae, possuindo alto
valor econémico (SILVA et al., 2012). O

principal produto dessa espécie é a
madeira, sendo conhecida nos Estados
Unidos como brazilian mahogany -
mogno-brasileiro (CARVALHO, 2003). A
arvore possui qualidades ornamentais,
entretanto, devido ao seu grande porte é
apenas recomendada para 0 paisagismo em
parques e jardins. A casca e frutos
possuem propriedades medicinais sendo
utilizada como fortificante, contra a tosse,
asma e fraquezas pulmonares (LORENZI,
1992).

Atualmente a propagacdo de
jequitiba-branco no Brasil € feita por
sementes, situacdo que limita a
disponibilidade de suas mudas e o
desenvolvimento de seus povoamentos. A
espécie pode atingir alturas de 30 a 50
metros, com tronco de 70-100 cm de
diametro (HERNANDEZ et al., 2013). Na
literatura sdo poucos o0s trabalhos
envolvendo cultura de tecidos de C.
estrelensis. Uma importante contribuicao
foi dada por DIAS et al, (2012) em
trabalho envolvendo a desinfestagdo e
germinacao asséptica de sementes.

Alternativamente, um importante
método para a multiplicacdo de plantas
lenhosas é a propagacdo vegetativa. Este
método oferece certas vantagens quando
comparado a reproducdo sexuada, pois
aumenta o rendimento e a qualidade
genetica e fitossanitaria das mudas, em
qualquer época do ano (ASSIS &
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TEIXEIRA, 1998). A  propagacao
vegetativa surge como alternativa viavel
para a producdo de mudas de C.
estrelensis, o que permite a implantagéo de
povoamentos comerciais ou para outros
fins (HERNANDEZ et al., 2013).

Entre o0s varios processos de
propagacdo vegetativa, pode-se destacar a
cultura de tecidos in vitro ou clonagem in
vitro, também denominada
micropropagacdo. Devido ao tamanho dos
propagulos utilizados, a micropropagacéo é
a técnica de cultivo in vitro de maior
impacto dentre as diversas técnicas de
cultura de tecidos e tem mostrado enorme
importancia pratica e potencial nas areas
agricola, florestal e horticola
(GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998;
BORGATTO & HAYASHI, 2002).

Neste contexto, a micropropagacéo
permite produzir um grande ndmero de
individuos a partir de um explante inicial,
requerendo um menor espaco de tempo e
utilizando um pequeno espaco fisico
(KIRST & SEPEL, 1996). Esta ferramenta
biotecnolégica pode ser utilizada para
propagar espécies florestais ameacadas
(ARAGAO et al., 2017). Além do mais,
torna-se uma tecnologia viavel para a
regeneracdo de plantas que apresentam
dificuldade na reproducdo natural e baixo
poder germinativo, apresentando-se como
opcao impar para aquelas espécies nas
quais 0s métodos convencionais de
propagacdo vegetativa ndo sao eficientes
(THORPE et al., 1991).

Muitas  dificuldades tém  sido
encontradas na micropropagacdo de
espécies lenhosas, a exemplo da oxidagéo

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados na
empresa Fitoclone Biotecnologia Vegetal,
localizada em Vigosa-MG. O meio de
cultura utilizado foi composto pelos sais
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
meia forca, suplementado com vitaminas,
1,5 % (m/v) de sacarose e 0,01% (m/v) de
mio-inositol. Em seguida, o pH foi
ajustado para 5,8 e acrescido 0,5% (m/v)

fenolica que dificulta o estabelecimento in
vitro, e € causada pela liberacdo de
compostos fenolicos originados,
principalmente, pelo dano causado as
células durante a excisdo dos explantes
(FLORES et al.,, 1998). Outro entrave
encontrado para 0 uso extensivo da
micropropagacdo é a obtengdo de culturas
livres de contaminacéo, principalmente por
bactérias e fungos (CHAVES et al., 2005),
albm do mais, 0s processos de
desinfestacdo e desinfeccdo podem causar
danos aos tecidos ou mesmo leva-los a
morte (ANDRADE et al., 2000). Além
disso, a recalcitrancia in vitro (falta de
resposta  morfogenética)  deve  ser
observada, uma vez que entre as espécies
lenhosas esta caracteristica é comum
(SOUZA & JUNGHANS, 2006; MOYO et
al., 2011).

Apesar das adversidades encontradas
na micropropagacdo de espécies florestais
nativas, a exemplo de C. estrelensis, as
vantagens, do emprego desta técnica,
estimulam o  desenvolvimento  de
protocolos mais eficientes. Pelo exposto,
aumentam-se as chances de éxito, na
micropropagacdo de C. estrellensis, com a
utilizacdo de explantes obtidos da
germinacdo de sementes in vitro.

Este trabalho teve como o objetivo
desenvolver um protocolo de
estabelecimento, multiplicacao,
enraizamento e aclimatizacdo para a
espécie  jequitibad-branco  (Cariniana
estrellensis), visando a obtencdo de mudas
para projetos de recomposi¢cdo ambiental
de areas degradadas.

de agente gelificante agar, sendo o meio
autoclavado a 120 °C, 1,1 Pa por 20 min.
As sementes de C. estrellensis foram
desinfestadas em &lcool etilico 70% (v/v)
por 30 segundos e em seguida em
hipoclorito de sédio (NaClO) 5% (v/v) por
20 minutos. Apds esse procedimento, o
tegumento das sementes foi removido.
Essas foram levadas até a cAmara de fluxo,
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e submetidas a desinfestacdo em alcool
etilico 70% (v/v) durante um minuto e em
seguida em NaClO 2% de cloro ativo com
3 gotas de Tween® 20 por 5, 10, 15 e 20
minutos, mantendo agitacdo constante.
Posteriormente as sementes foram lavadas
3 vezes em agua deionizada e autoclavada.
A inoculagdo foi realizada em tubos de
ensaio contendo 10 mL do meio de cultivo
semi-solido. O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado totalizando
7 repeticOes por tratamento, composta por
um tubo de ensaio contendo uma semente
sem tegumento. As observacdes quanto a
contaminacdo e germinacdo foram feitas
aos 7, 14 e 21 dias apo6s a inoculagéo.
Esses intervalos de avaliacdo foram
determinados com base em ensaios
previamente realizados.

Para a organogénese in vitro, 0s
explantes foram obtidos a partir das
vitroplantas geradas da germinacdo
asséptica de sementes. Os apices caulinares
foram inoculados em frascos, contendo
aproximadamente 30 mL de meio MS meia
forca, suplementado com vitaminas, 2,0 %
(m/v) de sacarose e 0,01% (m/v) de mio-
inositol. O experimento foi composto pela
utilizacdo de diferentes citocininas, 6-
benzilaminopurina (BAP) e cinetina (KIN),
em diferentes concentracdes (0; 0,5; 1,0 e
2,0 mg L™). Em seguida, o pH foi ajustado
para 5,8 e acrescido 0,5% (m/v) de agente
gelificante agar, sendo o meio autoclavado
a 120 °C, 1,1 Pa por 20 min. O
delineamento  experimental foi o
inteiramente casualizado totalizando 6
repeticdes por tratamento, compostas por
um frasco contendo dois apices caulinares.
As observagBes, quanto o0 numero de
brotos formados e seu tamanho, foram
feitas aos 30 dias ap6s a inoculacao.

Para 0 enraizamento in vitro, 0S
explantes foram obtidos a partir das
multibrotacbes geradas da multiplicagéo
dos apices de C. estrellensis. As brotacfes
foram inoculados em frascos, contendo
aproximadamente 30 mL de meio MS,

complexo vitaminico, 2% (m/v) de
sacarose, 0,01% (m/v) de mio-inositol. O
experimento foi composto pela utilizacdo
de diferentes auxinas, &cido indol-3-
butirico (AIB) e acido 1-naftaleno acético
(ANA), em diferentes concentracbes (0;
05 e 1,0 mg L%). O pH do meio foi
ajustado para 5,8 e acrescido 0,5% (m/v)
de agar, antes da autoclavagem a 120 °C,
1,1 Pa por 20 min. O delineamento
experimental foi 0 inteiramente
casualizado totalizando 10 repeti¢Ges por
tratamento, compostas por um frasco
contendo duas brotagdes. As observacoes,
guanto ao numero de raizes formadas,
foram feitas aos 30 dias apds a inoculacao.

Nos experimentos supracitados, a
incubacéo dos frascos foi realizada em sala
de crescimento, sob temperatura de 27 £ 2
°C com fotoperiodo de 16/8h (luz/escuro),
sob irradiancia de 36 pmol m? s*
fornecida por 2 lampadas fluorescentes
tubulares de 20W (Luz do dia especial,
Osram, Brasil).

As vitroplantas enraizadas in vitro
foram utilizadas como material vegetal
para a aclimatizacdo. Apos serem mantidas
por 30 dias no meio de cultura, essas foram
lavadas e transferidas para copos plasticos
de polipropileno (300 cm® contendo o
substrato Plantmax®. Ap6s a transferéncia,
0s copos foram acondicionados em uma
bandeja plastica de polietileno, que foi
vedada com filme plastico transparente
para a formacdo de uma camara Umida. A
incubacdo da bandeja ocorreu por 15 dias
no ambiente iluminado da sala de
crescimento,  assim como  citado
anteriormente. Apo6s este periodo, a
camada de filme plastico foi removida
mantendo-se as mudas por mais 15 dias em
sala de crescimento. As mudas que
sobreviveram ao processo anteriormente
descrito, foram levadas para a casa de
vegetacdo, sob telado com sombrite 50%,
para completarem a aclimatizagdo, por um
periodo de 30 dias.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs 7 dias de cultivo, em todos 0s
tratamentos testados, foram observadas
sementes de C. estrellensis germinadas e
com formacdo de raizes (Fig. 1A). N&o foi
observada contaminacdo em nenhum
tratamento durante todo o tempo de
conducdo do experimento. A porcentagem

de germinacdo das sementes de C.
estrellensis foi crescente com o passar do
periodo de incubacdo. Ao final de 21 dias,
em média, 89% das sementes haviam
germinado e formado vitroplantas com
sistema radicular inserido no meio de
cultivo (Fig. 1B).

Figura 1: Germinagdo asséptica de sementes de C. estrellensis submetidas 4 desinfestacdo
com NaClO por 5 minutos. A: Semente aos 7 dias de incubacdo. B: Semente aos 21 dias de

incubagéo. Barras: 1 cm.

Segundo ERIG & SCHUCH (2003)

as plantas lenhosas apresentam
dificuldades para o estabelecimento in
vitro, principalmente devido a

contaminacéo por microrganismos.
Portanto, o0s resultados do presente
trabalho indicam que, para C. estrellensis,
as sementes sao uma boa alternativa para o
estabelecimento de culturas assépticas que
posteriormente podem ser utilizadas em
processos de micropropagacdo. Tais
resultados corroboram com os obtidos por
SANTOS (2016) e ARAGAO et al., (2017)
trabalhando com micropropagacédo de C.
legalis.

Na literatura, alguns autores sugerem
que a utilizacdo de determinadas
concentra¢fes de NaClO podem ser Uteis
na desinfestacdo das sementes, mas

prejudiciais a sua germinacdo e
desenvolvimento (ZAYAT & RANAL,
1997; GOLLE, 2007). Portanto, deve-se
trabalhar o binbmio tempo versus
concentragdo para a obtencgéo de resultados
satisfatorios. Para C. estrellensis, o0s
resultados apontam que o tempo maximo
de 5 minutos de exposicdo ao NaClO é
suficiente para o estabelecimento in vitro
de culturas assepticas via germinagdo de
sementes.

Ao final de 30 dias de incubacdo, em
todos os tratamentos contendo BAP ou
KIN, os apices caulinares de C. estrellensis
formaram brotacdes e calos fridveis em sua
base (Fig. 2A). Para BASSAN et al.,
(2006) a formacdo de calos na base do
explante € muito comum em espécies
lenhosas, sendo considerada desfavoravel
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para a micropropagacdo. Os apices
caulinares inoculados no meio contendo
concentracdes mais elevadas de BAP
chegaram a formar tufos de brotagdes

pequenas (Fig. 2B), diferentemente do
observado, em  concentragbes  mais
elevadas de KIN, os explantes formaram
brotages mais alongadas (Fig. 2C).

Figura 2: Caracterizagdo do processo de micropropagacdo a partir de apices caulinares de C.
estrellensis. A: Organogénese in vitro em apices caulinares. To: controle; T1: 0,5 mg L™ BAP;
T2: 1,0 mg L' BAP; Ta: 1,5 mg L™ BAP; T4: 2,0 mg L BAP; Ts: 0,5 mg L™ KIN; Tg: 1,0 mg
L KIN; T7: 1,5 mg L KIN; Tg: 2,0 mg L™ KIN. Barra: 3 cm. B: Brotagdes obtidas em meio
com 2,0 mg L™ de BAP. Barra = 1 cm. C: Brotaces obtidas em meio com 2,0 mg L™ de
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KIN. Barra = 1 cm. D: Formacdo de calos na base dos explantes apds 15 dias de incubacéo
em meio contendo 0,5 mg L™ de AIB. Barra: 1 cm. E: Emisséo de raizes adventicias ap6s 30
dias de incubacdo em meio contendo 0,5 mg L™ de AIB. Barra: 1 cm. F: Mudas apés 60 dias
de aclimatizagdo. Barra: 5 cm. G: Muda aclimatizada. Barra: 2 cm.

Diferencas  significativas  foram
verificadas entre o numero de brotos
formados por apice caulinar em funcéo das
diferentes concentracbes de BAP. As
maiores médias foram observadas com a

45
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- N w
N w ! b

o
(6]
1

o

utilizacdo de 1; 15 e 2 mg L* dessa
citocinina. Nao ocorreram diferencas
significativas no numero de brotos com a
utilizacdo de KIN adicionada ao meio (Fig.
3).

mBAP
KIN

a
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Concentracgéo do regulador (mg/L)

Figura 3: Numero de brotos de C. estrellensis gerados a partir de apices em diferentes
concentracdes de BAP e KIN. Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas
significativas (p < 0,05) de acordo com o teste Scott-Knott. Letras maiusculas indicam
diferencas significativas entre as concentracbes de BAP. Letras minusculas indicam
diferencas significativas entre as concentracdes de KIN.

Segundo OLIVEIRA et al. (2013), o
BAP é a citocinina mais utilizada nos
trabalhos de micropropagacdo de espécies
florestais, podendo ser empregada
isoladamente ou em combinagdo com
outras citocininas. GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1998) indicaram que a maior
eficiéncia do BAP em relacdo as
citocininas cinetina e 2iP pode estar na
capacidade dos tecidos vegetais
metabolizarem  0os  reguladores  de
crescimento naturais mais rapidamente do
que reguladores de crescimento sintéticos.
Portanto, a escolha do tipo de citocinina e
sua concentracdo sdo fatores que

influenciam no sucesso da multiplicacéo in
vitro, sendo indispensaveis durante o
processo de superacdo da dominancia
apical e inducédo de proliferagéo a partir de
gemas axilares.

O aumento da concentracdo de BAP
adicionado ao meio de cultivo promoveu a
diminuicdo do comprimento das brotagodes.
As menores médias foram observadas com
a utilizacdo de 1; 1,5 e 2 mg L™ de BAP.
Diferentemente do observado, com o
aumento da concentracdo de KIN
adicionada ao meio de cultivo ndo houve
reducdo no comprimento das brotagcdes
obtidas no experimento (Fig. 4).

94



Brazilian Journal of Biosystems Engineering v. 13(2):88-99, 2019

N
(6]
1

N
1

-
I

Comprimento dos brotos (cm)
o =
ol ol

a
a

A
A a
a
a
B
’ B n
B BAP
O ' T T T T
0 0,5 1 1,5 2

Concentracéo do regulador (mg/L)

Figura 4. Comprimento dos brotos de C. estrellensis gerados a partir de apices em diferentes
concentracdes de BAP e KIN. Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas
significativas (p < 0,05) de acordo com o teste Scott-Knott. Letras maiusculas indicam
diferencas significativas entre as concentracbes de BAP. Letras mindsculas indicam
diferencas significativas entre as concentracdes de KIN.

Resultados  semelhantes  foram
observados por LEITZKE et al., (2010) em
trabalho realizado com amoreira-preta
(Rubus sp. cultivar Xavante), onde maior
comprimento de brotacdes (0,8 cm) foi
obtido em meio MS na auséncia de
regulador. Em conformidade com o0s
resultados apresentados, CANATTO et al.,
(2016), trabalhando com sucupira branca
(Pterodon emarginatus VVogel) observaram
que o aumento da concentracdo de BAP
adicionada ao meio de cultivo promovia a
diminuicdo do comprimento das brotacdes,
originadas tanto de apices quanto de
segmentos nodais.

As citocininas  estimulam o
crescimento pela expanséo celular mais do
que pelo alongamento, induzindo o
desenvolvimento de partes aéreas pelo
aumento na producdo de gemas e folhas
(MAXIMO et al., 2010). Entretanto, de
acordo com a literatura (STOYNOVA et
al., 2004; TORRES et al, 1998)
concentracdes mais elevadas que a
considerada 6tima deste regulador podem
atuar inibindo esses efeitos, o que

prejudica a multiplicacdo e o crescimento
das espécies.

Decorrido 15 dias de incubacéo, foi
observado intenso calejamento na base dos
explantes que foram inoculados no meio de
cultivo contendo auxinas (Fig. 2D). Apos a
formacéo dos calos, comecaram a aparecer
as primeiras raizes adventicias nas
brotacdes (Fig. 2E).

Para GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1998), a utilizagdo de
concentragbes excessivas de auxina e
sacarose pode favorecer o aparecimento de
calos na base dos explantes, dificultando o
crescimento e desenvolvimento da parte
aérea. A formacdo de calos tem sido
relatada como uma desvantagem para a
sobrevivéncia de plantas no campo, devido
a pobre conexao vascular entre o caule e as
raizes (AJITKUMAR & SEENI, 1998;
CARVALHO et al., 2005).

Em meédia 15% das brotagdes
enraizaram em meio de cultivo sem a
adicdo de auxinas. O AIB se mostrou mais
eficiente que ANA para inducdo do
enraizamento in vitro. A melhor taxa de
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enraizamento (55%) foi observada com a
adicdo de 0,5 mg L™ de AIB ao meio de

60 -

Porcentagem de enraizamento

cultivo (Fig. 5).

ANA
= AIB

0

1

Concentracgéo regulador (mg/L)

Figura 5: Porcentagem de brotos enraizados de C. estrellensis em meio contendo diferentes
concentracdes de auxinas. Médias seguidas por letras diferentes apresentam diferencas
significativas (p < 0,05) de acordo com o teste Scott-Knott. Letras maiusculas indicam
diferencas significativas entre as concentracfes de AIB. Letras minusculas indicam diferencas

significativas entre as concentracdes de ANA.

Segundo MELO et al., (2001), o AIB
é utilizado com frequéncia em trabalhos de
propagacao vegetativa devido a sua maior
estabilidade e menor fitotoxidez as plantas
lenhosas. No presente trabalho, a maior
taxa de enraizamento em C. estrellensis foi
obtida com a utilizagdo da menor
concentracdo de AIB. Provavelmente a
existéncia de niveis elevados de
fitorménios  enddgenos,  pode  ter
estimulado a rizogénese, como discutido
por SOUZA & PEREIRA (2007) em artigo
de revisdo. Resultados semelhantes foram
obtidos por ARAGAO et al., (2017),
trabalhando com C. legalis no
enraizamento ex vitro, comprovando a
facilidade para a rizogénese em espécies
do género.

Decorridos 60 dias de aclimatizacéo,
a taxa média de sobrevivéncia das mudas
foi de 65% (Fig. 2F). As brotacOes
menores, com tamanho de até 3 cm, ao
serem submetidas ao processo de
aclimatizacdo tiveram uma mortalidade
muito superior em relacdo a observada nas
mudas maiores que 3 cm (Fig. 2G).

A aclimatizacdo em condigdes ex
vitro é uma etapa importante na formacao
de mudas micropropagadas, passando o
material vegetal de uma condicdo
heterotrofica para a autotréfica, o que
causa estresses fisiologicos (BANDEIRA
et al.,, 2007). Apesar da necessidade de
melhorias no processo de aclimatizacdo de
C. estrellensis as taxas obtidas séo
satisfatorias, uma vez que, segundo
AUGUSTO (2001), a aclimatizacdo é uma
fase critica para a produgdo de mudas de
plantas lenhosas. As mudas menores que 3
cm provavelmente estavam mais sensiveis
a desidratacéo e ataque de
microorganismos, 0 que pode ter sido a
causa da maior taxa de mortalidade.
AdaptacOes o protocolo de aclimatizacdo
serdo realizadas visando melhorar as taxas
de aclimatizagdo, assim como obtido por
ARAGAO et al., (2017) ao trabalhar com
C. legalis.

Em trabalhos futuros esforcos seréo
realizados para a melhoria do processo de
micropropagacdo de C. estrellensis,
buscando adequar o protocolo de
multiplicacdo para a utilizacdo de
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biorreatores de imersdao temporaria. Os
resultados obtidos poderdo orientar futuras
pesquisas com esta espécie em Aareas

CONCLUSOES

Para a etapa de desinfestacdo, a
utilizacdo de NaClO por um periodo de
tempo de 5 minutos € a mais adequada
para a descontaminacdo e germinacdo das
sementes de C. estrellensis.

Para a multiplicacdo in vitro, a
utilizacdo de 1 mg L™ de BAP é adequada
para a inducdo de organogénese em apices
caulinares.
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