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Resumo

Ceiba rubriflora é uma espécie nativa da regido do médio Séo Francisco que se encontra em risco critico de extincéo.
Em decorréncia do endemismo da espécie, a producéo de sementes € escassa e a micropropagacao apresenta-se como
ferramenta para a propagacéo da espécie. Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi estabelecer in vitro sementes
de C. rubriflora ap6s desinfestacdo com diferentes concentracdes de cloro ativo e testar a multiplicacéo in vitro de
brotacoes apicais em diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP). O estabelecimento in vitro das sementes
foi realizado em meio de cultura MS, sendo estas submetidas previamente & desinfestacdo com hipoclorito de sédio
(NaOCl) nas concentracdes de 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,5% de cloro ativo. Em condicdes in vitro, brotagdes apicais das
plantulas germinadas foram utilizadas como explantes para a multiplicacdo, em meio de cultura MS, suplementado
com BAP nas concentragdes de 0,0; 1,0 e 2,0 mg L'. As avaliacOes foram referentes & sobrevivéncia das plantulas, a
contaminacio fungica e bacteriana e ao numero de brotagdes por explante. A germinagdo in vitro das sementes foi
superior a 98% com taxa de sobrevivéncia das plantulas maior que 50%. A porcentagem total de contaminaco ftingica
foi de apenas 2%, isenta de culturas bacterianas. Ndo houve multiplicagdo das brotacGes apicais de C. rubriflora em
um unico subcultivo in vitro em meio de cultura com BAP Os resultados demonstram a viabilidade da germinacao in
vitro de sementes de C. rubriflora para a introducdo e posterior processo de micropropagacao, abrindo perspectivas
para maiores estudos com a espécie.

Palavras-chave: Paineira rubi. Mata seca. Conservagdo de espécie. Micropropagacao.

In vitro establishment of Ceiba rubriflora Carv.-Sobr. e L. P Queiroz: an endemic species of
the Sao Francisco River Valley

Abstract

Ceiba rubriflora is a native Brazilian species, critically endangered, from region of middle Sdo Francisco River. C.
rubriflora’s seed production is scarce because of its endemism. Therefore, the micropropagation is presented as a tool
for its propagation and seedling production. Thus, the aim of the present study was to evaluate the in vitro establish-
ment of C. rubriflora seeds after disinfestation with different concentrations of active chlorine and testing the in vitro
multiplication of apical shoots in different concentrations of 6-benzylaminopurine (BAP). The in vitro establishment
of seeds was performed in MS culture medium, which were previously submitted to sodium hypochlorite (NaOCl)
disinfection at concentrations of 0.0; 0.5; 1.0; 1.5; and 2.5% active chlorine. Apical shoots of in vitro germinated
seedlings were used as explants for multiplication, in MS culture medium, supplemented with BAP in concentrations
of 0.0; 1.0 and 2.0 mg L*. The evaluations were related to seedling survival, fungal and bacterial contamination and
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number of shoots per explant. The in vitro germination of seeds was satisfactory, with survival rate higher than 98%.
The percentage of in vitro contamination was only 2%, free from bacterial cultures. The apical shoots of C. rubriflora
were not multiplied in a single subculture in vitro in BAP culture medium. The results demonstrate the viability of
in vitro germination of C. rubriflora seeds for the introduction and subsequent micropropagation process, opening

perspectives for further studies with the species.

Keywords: Ruby paineira. Calcareous Dry Forest. Species conservation. Micropropagation.

Introducéo

Ceiba rubriflora é uma arvore nativa do Brasil,
de ocorréncia natural na regido do médio Sdo Francisco
nas fitofisionomias da Caatinga (stricto sensu), Floresta
Estacional Semidecidual, e vegetacéo sobre Afloramentos
Rochosos (REFLORA, 2019). As arvores podem atingir
mais de 20 metros de altura e a espécie se destaca na
paisagem arida, pelo florescimento em plena estacgio seca,
com flores de pétalas vermelhas. (Carvalho-Sobrinho e
Queiroz, 2008; Mahr, 2009).

Atualmente, o habitat natural da C. rubriflora
encontra-se fragmentado e degradado. Cerca de 46%
da cobertura vegetal original da Caatinga foi suprimida
da sua drea original pela intervencdo humana (MMA,
2019). Isso agrava-se pelo endemismo da C. rubriflora,
pois a baixa densidade de individuos numa drea, limita a
producdo de sementes, que garantiria a perpetuacdo da
espécie. Em decorréncia disso, a C. rubriflora encontra-se
sob risco de extincdo e assim hd urgéncia na realizacdo
de estudos relacionados a propagacao da espécie.

Nesse contexto, a micropropagagio apresenta-se
como uma ferramenta com potencial de viabilizar a con-
servacdo e multiplicagdo de espécies e/ou gendtipos em
risco de extingao, tais como a C. rubriflora. Muitas espécies
florestais ameacadas de extingdo com valor comercial e
ornamental, tais como Moringa peregrina, Renanthera
imschootiana, Aegiphila verticillata, C. petandra, Cariniana
legalis, tém sido protegidas e multiplicadas via propagacao
in vitro (Al-Khateeb et al., 2013; Wu et al., 2014; Almeida
etal., 2015; Aragéo et al., 2018). Contudo, ndo ha ainda
estudos na literatura que reportam o cultivo in vitro de
C. rubriflora.

O estabelecimento in vitro corresponde a pri-
meira etapa da micropropagacao. A avaliacdo de agentes
desinfetantes na introdugéo in vitro dos explantes, como
o cloro ativo, tem sido determinante para o seu sucesso
(Pasqual et al., 2010; Brondani et al., 2013). Ademais,
varios fatores podem interferir na multiplicacéo in vitro
dos explantes, como reguladores de crescimento, a oti-
mizagdo de suas concentragdes potencializa a producao
de propdagulos vegetativos. O regulador de crescimento
6-benzilaminopurina (BAP) tem sido utilizado com efi-
ciéncia para a multiplicacdo in vitro dos diversos tipos de
explantes de diferentes espécies (Oliveira et al., 2015).

Dada a importancia de estabelecer e desenvolver
de um protocolo de cultivo in vitro de C. rubriflora, os
objetivos do presento estudo foram: (1) avaliar a acdo

hipoclorito de sédio (NaOCl) na desinfestacdo das se-
mentes para germinacdo in vitro e (2) avaliar a o efeito
do BAP na multiplicacdo in vitro de brotagdes apicais.

Material vegetal

Frutos da C. rubriflora foram coletados de uma
arvore matriz crescendo em um afloramento calcario
numa area de Mata Seca na Fazenda Pequi-Porteirinha
(16°45’38”S, 43°54°07”W) da Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) em Montes Claros - MG. Para a
realizacdo do presente estudo, um dos frutos foi arma-
zenado em ambiente seco e a temperatura ambiente até
sua completa maturagéo e deiscéncia no Laboratdrio
de Melhoramento Florestal da UFMG, campus Montes
Claros. Ap6s abertura espontanea do fruto procedeu-se
o beneficiamento das sementes e as mesmas foram arma-
zenadas em recipiente plastico sob temperatura ambiente
(= 24°C) durante 6 meses.

Estabelecimento e multiplicacdo in vitro

O procedimento foi executado no Laboratério
de Biotecnologia, do Centro de Pesquisas em Ciéncias
Agrarias (CPCA) do Instituto de Ciéncias Agrarias da
UFMG.

No estabelecimento in vitro foi realizado expe-
rimento de desinfestagdo das sementes de C. rubriflora.
Inicialmente, as sementes foram lavadas em dgua corrente
durante 20 minutos com duas gotas de detergente Spa
Soft® neutro. Lavadas em dgua deionizada autoclavada
por trés vezes e em capela de fluxo laminar, as sementes
foram imersas em solugéo de alcool (70%) durante 30
segundos, em seguida, imersas em diferentes solugdes de
NaOCl nas concentragdes 0,0; 0,5; 1,0; 1,5; e 2,5% (v/v)
de cloro ativo por 15 minutos e adicionadas 3 gotas do
detergente Spa Soft® neutro, em agitacio constante. Ao
término da desinfestacdo, as sementes foram lavadas em
agua deionizada autoclavada por quatro vezes e entdo
inoculadas individualmente em tubos de ensaio contendo
meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962), suple-
mentado com sacarose (30,0 mg L), solidificado com
dgar (7,0 mg L'!) e pH ajustado para 5,8. O delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado (DIC),
com 5 tratamentos e 30 repeticOes por tratamento, onde
cada unidade experimental foi constituida por um tubo
de ensaio contendo uma semente. Aos 21 dias foram ava-
liados o nimero de sementes germinadas (apds emissao
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da radicula) e de plantulas sobreviventes; o nimero de
sementes com contaminacfo flingica e bacteriana.

Na etapa de multiplicacéo in vitro, apds a germi-
nacédo, brotactes apicais foram excisadas das plantulas de
C. rubriflora germinadas in vitro e inoculadas individual-
mente em tubos de ensaio contendo meio de cultura MS,
com pH ajustado para 5,8, suplementado com sacarose
(30,0 mg L), agar (7,0 mg L) e 6-benzilaminopurina
(BAP) disposto em trés tratamentos nas concentracoes
de 0; 1,0 e 2,0 mg/L. O experimento de foi realizado em
delineado experimental inteiramente casualizado (DIC),
com 3 tratamentos e 15 repeti¢des por tratamento, sen-
do a unidade experimental constituida por um tubo de
ensaio contendo um apice meristematico. Apds 21 dias
o experimento foi avaliado pela contagem do nimero de
brotacdes nos explantes apicais.

Em ambos os experimentos, os tratamentos foram
mantidos em camara de crescimento por 21 dias, com

fotoperiodo de 16 horas, na temperatura de 25+2°C, sob
densidade média de fluxo de fétons de 26+2 umol m=
s, obtidas por lampadas brancas fluorescentes.

Os dados mensurados foram submetidos ao teste
de Hartley (p < 0,01) e de Lilliefors (p < 0,01) previa-
mente a andlise de varidncia (ANOVA, p < 0,01) a 1%
de probabilidade de erro, sendo as médias comparadas
através de um grafico de barras.

Cultivo in vitro de C. rubriflora

O estabelecimento in vitro das sementes de C.
rubriflora com a desinfestacdo com NaOCl demonstrou
ser um procedimento eficiente, com 98% de germinacio,
considerando todos os tratamentos, demonstrando que a
acdo do cloro ativo sobre as sementes ndo compromete
sua germinacao (FIGURA 1).

Figura 1 — Etapas do estabelecimento in vitro de sementes e desenvolvimento in vitro de plantulas de Ceiba rubriflora.
(A) Semente inoculada em meio MS; (B) Emissdo da radicula; (C) Plantula desenvolvida; Brotagbes apicais
de C. rubriflora no meio de multiplicacdo in vitro com formacao de raizes adventicias (D) e de calos na regido
basal nos tratamentos com 1,0 mg L! (E) e 2,0 mg L (F) de BAB apds 30 dias de cultivo in vitro. Barras =

1 cm.

Nao houve diferenca entre estes quanto a sobre-
vivéncias das plantulas, apds 21 dias de cultivo in vitro.
No entanto, nem todas as sementes que germinaram
completaram seu desenvolvimento, apds emissdo de ra-
dicula. No presente estudo, a sobrevivéncia de plantulas
foi superior a 50% para todos os tratamentos (FIGURA
2), indicando que as sementes C. rubriflora coletados de
frutos ainda fechados ndo necessitam de tratamento de
desinfestacdo.

Ademais, a desinfestacdo das sementes € eficien-
te mesmo em concentragdes baixas, inferior ou igual a
0,5% de cloro ativo, visto que as plantulas germinadas
in vitro ndo apresentaram contaminacdo bacteriana e a
taxa de contaminacdo fungica total foi de apenas 2%.
Tal resultado, pode estar correlacionado ao fato de as
sementes terem sido obtidas de frutos imaturos, antes
da sua deiscéncia. Lazarotto et al (2010) afirmam que
a contaminacdo das sementes e frutos de esséncias flo-
restais ocorre predominantemente no solo, onde sdo
colonizados por diversos fungos. A qualidade sanitaria

de sementes de espécies florestais tem papel importante
na sua germinacdo, devido a ocorréncia de perdas por
deterioracdo e lesdes ao embrido, o que enfatiza a impor-
tancia de tratamentos de assepsia eficazes (Lazarotto et
al., 2011). Portanto, atrelado ao tratamento de assepsia,
a adogdo de praticas que minimizem a contaminacéo das
sementes, como a coleta do fruto antes da sua queda e
deiscéncia, além do armazenamento laboratorial, pode
ser decisiva para o sucesso do estabelecimento in vitro.

O cultivo in vitro dos explantes apicais de C. ru-
briflora em meio de cultura suplementado com BAP nao
proporcionou o desenvolvimento de novas brotacoes. A
dominéncia apical dos explantes e o fato de ter sido rea-
lizado um unico cultivo in vitro, provavelmente, influen-
ciou na auséncia de multiplicacdo de novas brotacoes.
Por sua vez, no tratamento isento de BAB os explantes
apresentaram a formacao de raizes adventicias (FIGURA
1D). Nos tratamentos com BAB os explantes apresen-
taram a formacdo de calos em sua regido basal, sendo
estes maiores na concentracdo de 2,0 mg L'! (FIGURA
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1E-F). O uso de outro regulador de crescimento com agio
citocinica, além de BAB pode aumentar a proliferacdo
de brotacgdes de C. rubriflora, conforme reportado para
C. pentandra com o uso das citocininas, BAP cinetina
(CIN) e thidiazuron (TDZ) (Silva et al., 2010). Além
disso, a resposta calogénica dos explantes ao BAP pode
ser explicada pelo desequilibrio no balanco endégeno
entre auxina e citocinina nos mesmos, acarretando um

desenvolvimento celular desorganizado, ou seja, formagao
de calos (Takahashi, 2002). A literatura reporta que além
do uso de reguladores de crescimento no meio de cultura,
a retirada do meristema apical no primeiro subcultivo é
uma alternativa para a reducdo da dominancia apical e
inducdo do desenvolvimento das brotagdes axilares dos
explantes (George et al., 2008; Stephin et al., 2019).

Figura 2 — Valores médios da sobrevivéncia de plantulas de C. rubriflora nos tratamentos com hipoclorito de sédio
(NaOCl) nas concentracoes de 0,0; 05; 1,0; 1,5 e 2,5 % de cloro ativo na desinfestagcdo das sementes no
estabelecimento in vitro. Barras indicam o desvio padrdo da média.
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Os resultados apresentados neste estudo repre-
sentam um avanco na micropropagacao de C. rubriflora.
Demonstrando um esforco para desenvolver metodologias
de preservacdo e protecéo desta espécie endémica. Além
disso, novas perspectivas se abrem para o desenvolvi-
mento de protocolos de propagacéo in vitro com fins de
obtencéo de mudas de C. rubriflora em larga escala

Conclusao

O estabelecimento in vitro de sementes de C.
rubriflora a partir de tratamento de assepsia com NaOCl,
independente da concentracdo de cloro ativo, € eficiente.
A germinacdo in vitro total das sementes foi superior a
98% e com taxa de sobrevivéncia de plantulas superior a

50%. As concentracoes de BAP ndo induziram brotacoes
a partir de explantes apicais de C. rubriflora em um tinico
cultivo.
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