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RESUMO

TECNOLOG~IA DE SEMENTES E PARAMETROS MORFOFISIOLOGICOS NA
PROPAGACAO DE Tabernaemontana catharinensis A. DC. (APOCYNACEAE)

AUTOR: Marcelo Vielmo Afonso
ORIENTADOR(a): Luciane Almeri Tabaldi
COORIENTADOR(a): Jucara Terezinha Paranhos

Tabernaemontana catharinensis, conhecida popularmente como cobrina, € uma
arvore nativa, pertencente a familia Apocynaceae. Essa espécie € indicada para
reflorestamento e rica em compostos fitoquimicos além de ser utilizada na medicina
popular na forma de cha ou infusdo de suas folhas e cascas. Impactos decorrentes
da extracdo indiscriminada de sementes e partes vegetativas de espécies nativas
vém crescendo nos ultimos anos, sendo um dos desafios para a producgéo o cultivo
das plantas em larga escala de modo sustentavel, sem o comprometimento dos
recursos naturais. Contudo muitas espécies ainda carecem de informacfes
ecologicas, fisiologicas e agrondmicas. Assim, 0s objetivos deste trabalho foram
avaliar a qualidade fisioldgica das sementes e os parametros morfofisiologicos de T.
catharinensis propagadas in vitro e ex vitro. Para isso, frutos maduros foram
coletados no ter¢co médio lateral de cinco matrizes com cerca de quatro metros de
altura e localizadas em remanescente vegetal, no municipio de ljui, regido Noroeste
do Rio Grande do Sul (28° 26' 07"S e 53° 57' 50"0). Os experimentos foram
desenvolvidos em condi¢des de laboratorio e em casa de vegetacdo. Em laboratorio,
sementes foram colocadas para germinar na presenca de luz (fotoperiodo de 16
horas) e auséncia de luz (escuro continuo), testando-se cinco temperaturas: 15, 20,
25, 30 °C e alternada 20-30 °C (noite-dia). Trés condicbes e temperaturas de
armazenamento: 25 1 °C (sala de crescimento), 10 £1 °C (refrigerador) e 4 +1 °C
(camara fria), constituiram o0 experimento para verificar o comportamento
germinativo e o teor de &agua durante seis periodos de armazenamento das
sementes (30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias). Observou-se que, independente do
regime de luz (fotoperiodo de 16 horas e escuro continuo), temperaturas de 25 e 30
°C, promoveram maior percentagem de germinacdo das sementes de T.
catharinensis. Sementes de T. catharinensis comportam-se como fotoblasticas
neutras. O armazenamento das sementes de T. catharinensis por 180 dias reduz o
teor de agua das sementes, ndo ocorrendo reducdo no potencial germinativo,
demonstrando um comportamento ortodoxo. Nos experimentos em condigdes in
vitro, para obtencéo de plantulas e estabelecimento de T. catharinensis, sementes
foram pré-imersas em &cido giberélico (GA3) nas concentracdes de 0,0; 300 e 600
mg L' em dois regimes de tempo 24 e 48h. Posteriormente, segmentos
cotiledonares de 1 cm de plantulas obtidas da germinacé&o in vitro, com 70 dias de
idade, foram inoculados em meio de cultura com 100% dos sais minerais de MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidos das combina¢des de 6-benzilaminopurina
(BAP) 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 mg L™ e 4cido naftalenoacético (ANA) 0,0; 0,1; 0,2; 0,4;
0,6 mg L™ para o experimento de enraizamento in vitro, microestacas de 90 dias,
com trés pares de folhas, foram inoculadas em MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
acrescido com concentragcfes de &cido indolbutirico (AIB) 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0 mg



L. A percentagem de germinacdo n&o diferiu significativamente em sementes pré-
imersas em GAj3; contudo ocorreu reducdo na velocidade de germinacdo nas
concentracdes de 300 e 600 mg L™ de GA; por 48h de imersdo. No estabelecimento
in vitro, ocorreu a organogénese direta de brotacfes adventicias de explantes
cotiledonares de cobrina sem a necessidade de fitorreguladores de crescimento,
porém o uso de BAP associado ao ANA maximizou o numero de brotos, folhas e a
massa fresca de brotacbes. Para o experimento de enraizamento in vitro a
suplementacdo de 1,0 e 6,0 mg L™ de AIB ao meio de cultura proporcionou maiores
taxas de enraizamento (96,5 e 89%, respectivamente) e comprimento de raiz (15,96
e 15,60 cm, respectivamente). A auséncia de fitorreguladores de crescimento (AIB)
reduziu o numero de pontas e volume de raizes e os teores de clorofila b. Para o
experimento em casa de vegetagao, os tratamentos constaram de composi¢des do
substrato Mecplant® (substrato comercial), vermiculita de textura fina (V) e casca de
arroz carbonizada (CAC), avaliando-se a influéncia destes na emergéncia, vigor e
nos parametros morfofisiolégicos de T. catharinensis. Verificou-se que no uso
isolado de substrato comercial 100% Mecplant® ocorreu menor emergéncia e IVG de
plantulas, afetando negativamente as caracteristicas de crescimento. O substrato
comercial associado ao material inerte vermiculita nas formulagdes 50% Mecplant® +
50% V e 25% Mecplant® + 75% V propiciaram maior expressdo do vigor de
sementes e maior crescimento de mudas, evidenciando ser mais adequado, dentre
os estudados, para a formacéo de mudas de cobrina. Teores de clorofila a, b, total e
carotenoides nédo sao influenciados pelos substratos formulados. A relacdo da
clorofila a/b é mais elevada nos tratamentos T2 (75% Mecplant® + 25% V), T4 (25%
Mecplant® + 75% V) e T5 (75% Mecplant® + 25% CAC).

Palavras-chave: Cobrina. Fotoblasticas Neutras. Micropropagacdo. Segmentos
Cotiledonares. Biomassa. Pigmentos Fotossintéticos.



ABSTRACT

SEED TECHNOLOGY AND MORPHOPHYSIOLOGICAL PARAMETERS IN THE
PROPAGATION OF Tabernaemontana catharinensis A. DC. (APOCYNACEAE)

Author: Marcelo Vielmo Afonso
Advisor: Luciane Almeri Tabaldi
Coadivisor: Jucara Terezinha Paranhos

Tabernaemontana catharinensis, popularly known as cobrina, is a native tree, which
belongs to the family Apocynaceae. This species is suitable for reforestation, it is rich
in phytochemicals compounds and it is used in folk medicine in the form of tea or
infusion of its leaves and barks. Impacts of the indiscriminate extraction of seeds and
vegetative parts of native species have increased in recent years, being the
cultivation of plants on a large scale in a sustainable manner one of the challenges
for production - without compromising natural resources. However many species still
lack ecological, physiological and agronomic information. Then, the aims of this study
were to evaluate the physiological quality of seeds and morphophysiological
parameters of T. catharinensis propagated in vitro and ex vitro. In this regard, ripe
fruits were collected in mid lateral third of five arrays with approximately four meters
high and located in the remaining vegetation in the city of ljui, Northwest region of
Rio Grande do Sul (28° 26' 07 "S and 53° 57' 50"W). The experiments were
performed in laboratory and in greenhouse. In the laboratory, seeds were germinated
in the presence of light (photoperiod of 16 hours) and in the absence of light
(continuous dark), by testing five temperatures: 15, 20, 25, 30 °C and alternating 20
to 30 °C (night-day). Three conditions and storage temperatures: 25 + 1 °C (growth
room), 10 £ 1 °C (refrigerator) and 4 £ 1 °C (cold room), were part of the experiment.
They were used to check the germination behavior and the water content during six
periods seed storage (30, 60, 90, 120, 150 and 180 days). We observed that,
regardless of photoperiod (photoperiod of 16 hours and continuous darkness), 25
and 30 °C temperatures promoted the highest percentage of germination of T.
catharinensis seeds. T. catharinensis seeds behave as neutral photoblastic. The
storage of seeds of T. catharinensis for 180 days reduces the water content of the
seeds, not occurring the reduction in germination potential, which demonstrates an
orthodox behavior. For the experiments in vitro conditions, in order to obtain
seedlings and the establishment of T. catharinensis, seeds were pre-soaked in
gibberellic acid (GAs) at concentrations of 0.0; 300 and 600 mg L™ in two regimes of
time 24 and 48 hours. Afterwards, the cotyledon segments of 1 cm seedlings
obtained in vitro germination. With 70 days old, they were inoculated in culture
medium with 100% of minerals MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), plus
combinations of 6-benzylaminopurine (BAP) 0.0; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0 mg L™ and
naphthaleneacetic acid (NAA) 0.0; 0.1; 0.2; 0.4; 0.6 mg L™ For in vitro rooting
experiment, microcuttings of 90 days, with three pairs of leaves, were inoculated in
MS medium (MURASHIGE; SKOOG, 1962), supplemented with IBA concentrations
0.0; 1.0; 2.0; 4.0; 6.0 mg L. The percentage of germination was not significantly
different in pre-soaked seeds in GAs, however we observed a reduction in the speed
of germination at concentrations of 300 and 600 mg L™ of GA; for 48h of immersion.



In vitro establishment, we verified the direct organogenesis of adventitious shoots
from cotyledons of cobrina without the need for growth regulator, but the use of BAP
associated with NAA maximized the number of shoots, leaves and fresh mass of
shoots. For the in vitro experiment rooting supplementation of 1.0 and 6.0 mg L™ of
IBA to the culture medium resulted in the highest rooting rate (96.5 and 89%,
respectively) and root length (15.96 and 15.60 cm, respectively). The absence of
growth regulators (IBA) decreased the number of tips and root volume and the
contents of chlorophyll b. For the experiment in the greenhouse, the treatments were
Mecplant® substrate compositions (commercial substrate), fine texture vermiculite (V)
and carbonized rice husk (CRH), by evaluating their influence on the emergence,
vigor and morphophysiological parameters of T. catharinensis. We found out that the
isolated use of commercial substrate 100% Mecplant® occurred less emergency and
IVG seedlings, which negatively affected the growth characteristics. The commercial
substrate associated with inert material vermiculite in formulations 50% Mecplant® +
50% V and 25% Mecplant® + 75% V showed higher expression of seed vigor and
greater seedling growth, proving to be more appropriate, from the study to the
formation of cobrina seedlings. Levels of chlorophyll b, as well as the total carotenoid
are not influenced by the substrates. The ratio of chlorophyll a/b is higher in the
treatments T2 (75% Mecplant® + 25% V), T4 (25% Mecplant® + 75% V) and T5 (75%
Mecplant® + 25% CRH).

Keywords: Cobrina. Neutral Photoblastic. Micropropagation. Cotyledon Segments.
Biomass. Photosynthetic Pigments.
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1 INTRODUCAO GERAL

A grande diversidade genética da flora brasileira tem atraido a atencdo de
grandes empresas dos setores farmacéutico, de agronegdcio, de quimica industrial e
de cosméticos. Tal interesse é produto da acentuada valorizacdo mundial do uso de
plantas medicinais, a qual vem crescendo nas Ultimas décadas (MATOS, 2011). No
Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades esta
atrelada as culturas indigena, negra e dos imigrantes europeus e representa uma
valiosa fonte de metabdlitos secundarios para estudos (RAO; RAVISHANKAR,
2002). O conhecimento, ainda incipiente, sobre a maioria das espécies, associado a
necessidade de preservacdo dessa biodiversidade, requer estudos ecoldgicos e
fisioloégicos basicos passiveis de serem utilizados em processos de conservacao,
preservacgao e reposicao de plantas no ambiente natural.

Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Apocynaceae), € uma espécie nativa
do Rio Grande do Sul, sendo também encontrada na Argentina, Paraguai e Bolivia
(PEREIRA et al., 2008). Planta pioneira medindo de 3 a 8 m de altura, popularmente
conhecida como “cobrina”, “jasmim-cata-vento”, “leiteira de dois irmaos” e “casca de
cobra” (QUINET; ANDREATA, 2005). As folhas sdo simples, opostas, com peciolo
de 1 a 12 mm de comprimento, e as inflorescéncias sdo terminais laxas, com 5-30
flores perfumadas de pétalas brancas que se abrem durante o dia. Possui frutos
deiscentes, constituidos de dois mericarpos separados, com muitas sementes
envoltas por arilo vermelho. Sua floragdo ocorre principalmente nos meses de
outubro a novembro. Para a obtencdo das sementes, os frutos devem ser colhidos
diretamente da arvore quando iniciarem sua abertura espontanea, ocorrendo nos
meses de maio e junho (LORENZI, 2009).

O ch& ou a infuséo das folhas e cascas sao utilizados na medicina popular
como antidoto para picadas de cobra, para aliviar dor de dente, tratamento de
feridas, herpes, tumores e ainda, como hemostatica, hipotensora, cardiotbnica e
também como vermifugo (PEREIRA et al., 2005). A espécie é rica em flavonoides,
saponinas, terpenos, alcaloides e esteroides (CHI et al.,, 2005) sendo que os
alcaloides e terpenos séo classes fitoquimicas particularmente importantes quando
se considera a atividade inseticida de compostos naturais (FERREIRA et al., 2001).
Estudos fitoquimicos da espécie demonstraram que 0s ramos possuem atividade

antioxidante maior do que os frutos, revelando além da rutina, um glicosideo de
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quercetina e acido clorogénico, ambos reconhecidos como ativos antioxidantes
(PIANA et al., 2014). A espécie possui também um imenso potencial ornamental,
sendo indicada para reflorestamentos mistos destinados a recuperacdo de mata
nativa (SOBRAL et al., 2006).

As fortes pressdes antrépicas e 0s impactos decorrentes da extracdo
indiscriminada de sementes e partes vegetativas de espécies nativas vém crescendo
nos ultimos anos, sendo um dos desafios para a producao, o cultivo das plantas em
larga escala de modo sustentavel, sem o comprometimento dos recursos naturais
(MORANDI, 2009). Contudo muitas espécies ainda carecem de informacdes basicas
referentes as condi¢des ideais de armazenamento das sementes e sua posterior
viabilidade, efeito da temperatura, luz e substrato sobre a germinacdo das sementes
e o0 crescimento inicial das plantulas, obtencdo de plantas com menor
heterogeneidade e a variabilidade quimica em espécies vegetais de interesse
medicinal (FONSECA et al., 2006).

A conservacdo das sementes é de fundamental importancia, uma vez que tem
a funcéo basica de manter a qualidade fisica, fisiol6gica e sanitaria, preservando sua
viabilidade para obtencdo de plantas sadias (SCHUMACHER et al., 2002). Quanto a
sensibilidade das sementes a luz, que € variavel de acordo com a espécie, ha
sementes cuja germinacdo é influenciada positiva ou negativamente pela luz e
sementes indiferentes a esse fator, denominadas fotoblasticas positiva, negativa e
neutra, respectivamente (GUEDES et al., 2010).

A faixa de temperaturas minima, O6tima e maxima para a germinacdo de
sementes das espécies é um fator importante, pois a temperatura 6tima propicia a
maxima percentagem de germinacdo em menor espaco de tempo, enquanto em
temperaturas maximas e minimas, as sementes perdem tal capacidade (PEREIRA et
al., 2013). A temperatura influencia a velocidade de absor¢gdo de 4gua, assim como
as reacdes bioquimicas que determinam todo o processo de germinacdo e,
consequentemente a velocidade de germinacdo, podendo estar relacionada com a
gualidade do substrato (TONIN; PEREZ, 2006).

Aléem da temperatura e da luz, a composicdo do substrato também
desempenha papel importante na germinacdo e no sucesso do crescimento da
planta. Segundo Carvalho Filho et al. (2002), o substrato exerce influéncia no
sistema radicular e no estado nutricional das plantas. Além disso, a estrutura do

substrato ir4 influenciar a qualidade de aeracao, a capacidade de retencéo de agua
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e do seu grau de infestacdo por patdégenos, e consequentemente 0 sucesso ou
Insucesso na germinagdo das sementes e no desenvolvimento das plantas.

A propagacdao in vitro gera um ambiente homogéneo e estavel, possibilitando
a selecdo de plantas com alta qualidade sanitaria, auxiliando no melhoramento
genético (BOTREL, 2012). Dentre as alternativas in vitro as técnicas de
micropropagacgdo tem sido considerada uma ferramenta eficaz e promissora na
obtencdo de plantas em larga escala de interesse medicinal, aromatico e
agrondmico, tendo como perspectiva a obtencdo de germoplasma competitivo,
tornando assim necessario o estabelecimento de meios de cultivos que tornem o
processo de micropropagacéo mais eficiente (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

O sucesso da micropropagacdo depende de muitos fatores, principalmente da
espécie, do meio de cultura, do balanco hormonal e do tipo de explante, os quais
influenciam diretamente as respostas morfogenéticas in vitro (KHAWAR et al., 2004).
A composicdo e a concentragdo dos fitorreguladores de crescimento no meio de
cultura sdo fatores determinantes para o crescimento e para o padrdo de
desenvolvimento na maioria dos sistemas de micropropagacdo das plantas
(CALDAS et al.,, 1998). De maneira geral, as auxinas estao relacionadas com a
inducdo da rizogénese enquanto que, as citocininas induzem a formacgédo de
multiplos brotos. Portanto, o balanco entre estes dois fitorreguladores vegetais
podera possibilitar um maior nimero de microplantas completas (PINHAL et al.,
2011).

1.2 OBJETIVOS

Objetivo geral
Analisar a germinacdo de sementes em diferentes condicbes e propagar in

vitro e ex vitro Tabernaemontana catharinensis.

Objetivos especificos
e Estudar o efeito de diferentes temperaturas e regime de luz na germinacao

das sementes de T. catharinensis;
e Analisar o melhor ambiente (temperatura) de armazenamento das sementes

dentro de periodos estabelecidos;
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e Obter plantas completas de cultivo in vitro, a partir de explantes retirados de
plantulas oriundas da germinacéo in vitro de sementes;

o Avaliar a influéncia do AIB no enraizamento in vitro de microestacas de T.
catharinensis;

o Verificar a composi¢cdo de substrato mais adequada para a germinacédo de

sementes e crescimento de plantulas de T. catharinensis;

Divisédo do trabalho em capitulos:

Os objetivos foram alcancados através do desenvolvimento de trés

experimentos, 0s quais estdo apresentados na forma de capitulos, como segue:

Capitulo I: Qualidade fisiolégica de sementes de Tabernaemontana catharinensis A.
DC.: Efeito da temperatura, regime de luz e armazenamento

Capitulo 1l: Germinacdo de sementes e estabelecimento in Vvitro de
Tabernaemontana catharinensis A. DC

Capitulo lll:  Emergéncia, vigor e desenvolvimento de plantulas de
Tabernaemontana catharinensis A. DC. em fun¢éo do substrato



18

3 CAPITULOI

QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Tabernaemontana catharinensis
A. DC.: EFEITO DA TEMPERATURA, REGIME DE LUZ E ARMAZENAMENTO
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QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE Tabernaemontana catharinensis
A. DC.: EFEITO DA TEMPERATURA, REGIME DE LUZ E ARMAZENAMENTO

RESUMO

Tabernaemontana catharinensis € uma espécie arbdrea nativa do Rio Grande do Sul
e utilizada para reflorestamentos mistos destinados a recuperacdo de mata nativa,
sendo propagada preferencialmente por sementes, a qual é influenciada por
diversos fatores bidticos e abidticos. O trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar o efeito da temperatura, regimes de luz, periodos e condicbes de
armazenamento das sementes na germinacdo da espécie. Apds a assepsia, as
sementes foram colocadas para germinar em caixas de polietileno tipo gerbox, sobre
papel filtro constituindo dois experimentos. No experimento | foram testadas duas
condi¢cBes de luminosidade: presenca (fotoperiodo de 16 horas) e auséncia de luz
(escuro continuo), e cinco temperaturas (15, 20, 25, 30 °C e alternada 20-30 °C).
Para o experimento Il o armazenamento das sementes foi realizado em trés
condic¢des: 25 1 °C (sala de crescimento), 10 +1 °C (refrigerador) e 4 £1 °C (camara
fria) e seis periodos de armazenamento (30, 60, 90, 120, 150 e 180 dias), em cada
periodo foi determinado o teor de agua. Ambos os experimentos foram utilizados
delineamento experimental inteiramente casualizado, com 100 sementes por
tratamento, quatro repeticdes cada, determinando-se a percentagem de germinacao,
a primeira contagem e o indice de velocidade de germinacdo (IVG). As maiores
percentagens de germinacdo ocorreram nas temperaturas de 25 e 30 °C,
independente do regime de luz, variando de 83 a 89%. Na auséncia de luz foram
observadas as maiores médias de IVG. Houve reducdo no teor de agua das
sementes nas condi¢des e periodos de armazenamento, ndo ocorrendo reducdo no
potencial germinativo, demonstrando um comportamento ortodoxo. As trés
condicBes de armazenamento sdo eficientes para manter a viabilidade de sementes
de T. catharinensis por 180 dias.

Palavras-chave: Cobrina. Planta Nativa. Fotoblasticas Neutras. Sementes
Ortodoxas.



20

PHYSIOLOGICAL QUALITY OF SEEDS OF Tabernaemontana catharinensis A.
DC.: THE EFFECT OF TEMPERATURE, LIGHT REGIME AND STORAGE

ABSTRACT

Tabernaemontana catharinensis is a tree species native to Rio Grande do Sul and it
iIs used for mixed reforestation for the recovery of native forest, being preferably
propagated by seed, which is influenced by a number of biotic and abiotic factors.
The work was carried out in order to evaluate the effect of temperature, light regimes,
periods and seed storage conditions on germination of the species. After asepsis, the
seeds were germinated in polyethylene gerbox boxes on filter paper constituting two
experiments. In the first experiment, two lighting conditions were tested: presence
(photoperiod of 16 hours) and absence of light (continuous dark) and five
temperatures (15, 20, 25, 30 °C and alternating 20 to 30 °C). For the experiment II,
the seed storage was carried out under three conditions: 25 £ 1 °C (growth room), 10
+ 1 °C (refrigerator) and 4 = 1 °C (cold room) and six storage periods (30, 60, 90,
120, 150 and 180 days) and, in each period, we determined the water content. For
both experiments, we used completely randomized design, with 100 seeds per
treatment, four replicates each, determining the percentage of germination, the first
count and germination speed index (GSI). The highest percentage of germination
occurred at temperatures of 25 and 30 °C, regardless of light regime, ranging from 83
to 89%. In the absence of light, we observed the highest mean of GSI. We could also
observed a reduction in water content of the seeds in conditions and storage periods,
not leading to a reduction in the germination potential, which may demonstrate an
orthodox behavior. The three storage conditions are effective to keep up the viability
of seeds of T. catharinensis during 180 days.

Keywords: Cobrina. Native Plant. Neutral Photoblastic. Orthodox Seeds.
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INTRODUCAO

O comportamento germinativo das sementes arboreas varia em funcdo de
fatores como temperatura, luz, condicbes e periodo de armazenamento, dentre
outros. O estudo da influéncia destes fatores pode fornecer informacgdes de interesse
bioldgico, ecoldgico e da tecnologia de sementes, pois ainda existe uma lacuna com
relacdo ao conhecimento das exigéncias de espécies lenhosas nativas que tém a
semente como principal meio de propagacao (GALINDO et al., 2012; NOGUEIRA et
al.,, 2012). Tal conhecimento pode auxiliar na manutencdo e conservagcdo de
determinada espécie que se almeja domesticar (NETO et al., 2008).

A adequacdo das espécies ao ambiente de ocorréncia se da através do
reflexo aos fatores bidticos e abidticos, ocorrendo uma variabilidade nas respostas,
sendo essencial entender este mecanismo para o sucesso do estabelecimento das
espécies em seu habitat natural (STEFANELLO et al., 2006; NOGUEIRA et al.,
2012). A temperatura, como fator abidtico influencia a absorcdo de agua e as
reacbes metabdlicas, onde em uma faixa 6tima de temperatura o processo
germinativo se realiza mais rapido e eficientemente, sendo dependente da espécie e
da regido de origem (MACHADO et al., 2002).

Além da temperatura a luz pode ser um fator considerado importante na
germinacdo das sementes. No processo germinativo tem sido demonstrado
diversidade de respostas a luminosidade entre as espécies, pois a luz é necessaria
para a germinacdo de espécies denominadas fotoblasticas positivas, enquanto as
fotoblasticas negativas germinam na auséncia de luz, existindo ainda as indiferentes,
que ndo apresentam sensibilidade a luz (NETO et al., 2008). Nas espécies
fotoblasticas positivas, a exigéncia de luz para germinar esta diretamente ligada a
existéncia de uma cromoproteina denominada fitocromo, que tem a funcao de captar
luz para dar inicio ao processo germinativo das sementes (TAIZ; ZEIGER, 2009). A
temperatura e a luz sédo fatores primordiais no sucesso da germinacdo, contudo a
viabilidade das sementes e a possibilidade de obtencdo de plantulas em diferentes
periodos estdo diretamente dependentes do seu estado de conservacgao.

Nesse sentido, 0 armazenamento tem papel importante no processo produtivo
e, quando bem conduzido, minimiza a deterioragdo e o0 descarte de lotes de
sementes (ZONTA et al., 2014). No entanto, ainda falta conhecimento em relagéo a

classificagcdo das sementes quanto ao potencial de armazenamento, principalmente
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das espécies arbdreas, devido ao comportamento diferenciado de cada espécie, as
sementes podem ser classificadas em grupos distintos como: ortodoxas que se
mantém viaveis ap0s a secagem até o teor de agua de até 5%, as recalcitrantes que
perdem rapidamente a viabilidade se forem secadas a teores de agua muito baixos e
as recalcitrante que apresentam comportamento intermediario entre os citados,
tolerando a dessecacdo entre 7 e 10% de teor de &gua (ROBERTS, 1973;
CARVALHO et al., 2006). O processo de armazenamento ainda, € influenciado pelas
condicbes fisioldgicas iniciais das sementes, danos fisicos, condi¢cdes do
armazenamento (grau de umidade e temperatura), tipo e a incidéncia de patdégenos
e pela atuagdo conjunta desses fatores, podendo proporcionar diferencas de
comportamento entre lotes de sementes armazenadas (PEREIRA, 1994; NETO et
al., 2014).

Apesar da maioria das espécies arbdreas propagarem-se por sementes,
existem poucas informacdes quanto ao potencial germinativo das sementes de
Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Apocynaceae). Trata-se de uma espécie
nativa do Rio Grande do Sul (PEREIRA et al.,, 2008) sendo uma planta pioneira,
medindo de 3 a 8 m de altura, popularmente conhecida como “cobrina” (QUINET,;
ANDREATA, 2005), e indicada para reflorestamentos mistos destinados a
recuperacdo de mata nativa (SOBRAL et al., 2006).

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da temperatura, regimes de
luz, e condicbes de armazenamento na germinacdo de sementes de T.

catharinensis.

METODOLOGIA

Os frutos da espécie T. catharinensis foram coletados no terco meédio lateral
de cinco matrizes com cerca de quatro metros de altura e localizadas em
remanescente vegetal, no municipio de ljui, regido Noroeste do Rio Grande do Sul
(28° 26' 07"S e 53° 57' 50"0), nos meses de maio de 2014 e 2015. As sementes
foram removidas de forma manual, lavadas em agua corrente com auxilio de peneira
e submetidas ao processo de secagem natural sobre bandeja com fundo de tela por
cinco dias, para constituicdo dos experimentos no laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Biologia, Centro de Ciéncias Naturais e Exatas
(CCNE), Universidade Federal de Santa Maria (UFSM).
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A desinfestagdo das sementes, nos dois experimentos, foi realizada em
camara de fluxo laminar, utilizando-se etanol 70% por 30 segundos, seguida de
solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) a 2% por 15 minutos e apos triplo enxague
em agua destilada e esterilizada em autoclave, sendo entdo imersas em fungicida
comercial Maxim® (Fludioxonil) na concentracdo de 25 mg L™ por 5 minutos. Apds a
assepsia, as sementes foram inoculadas em caixas acrilicas transparentes gerbox
(11 x 11 x 3,5 cm), desinfestadas com etanol a 70%, sobre duas folhas de papel filtro
previamente autoclavadas e posterior embebicdo em 10 mL de agua esterilizada.
Apés a inoculacdo das sementes, as caixas foram fechadas com tampa do mesmo
material e mantidas em camara BOD.

Experimento I: foi constituido por sementes coletadas em 2014 e apds o
processo de secagem nhatural e posterior desinfestacdo foram dispostas para
germinar sob presenca de luz (fotoperiodo de 16 horas - irradiancia de 35 pmol m
s™) e auséncia de luz (escuro continuo), em cinco temperaturas: 15, 20, 25, 30 °C e
alternada 20-30 °C (noite-dia), em um esquema bifatorial (2 x 5).

Experimento Il: sementes coletadas em 2015 foram separadas em trés lotes,
acondicionadas em sacos de papel pardo e armazenadas em trés condicbes e
temperaturas de armazenamento: 25 *1 °C (sala de crescimento), 10 +1 °C
(refrigerador) e 4 1 °C (camara fria). O controle constituiu-se de sementes
colocadas para germinar no tempo zero (ap0s coleta dos frutos e secagem das
sementes por cinco dias). As sementes armazenadas foram inoculadas em
intervalos de 30 dias por um periodo de 180 dias, constituindo um esquema bifatorial
(3 x 6) na temperatura e regime de luz (30 °C e fotoperiodo de 16 horas,
respectivamente).

Em cada lote de sementes foi retirada uma amostra para determinacdo do
teor de umidade inicial das sementes no tempo zero e a cada intervalo do teste de
germinacédo. Para essa determinacao foi utilizado o método oficial de estufa a 105 +3
°C durante 24 horas, descrito nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL,
2009). O teor de agua, em base Umida, foi estabelecido como sendo a média de trés
repeticdes e os resultados calculados utilizando-se a equacéo: B.U%= (Mi-Mf) / (Mi —
T) X 100 onde: Mi = massa inicial da amostra (gramas); Mf = massa final da amostra
(gramas); T = massa do recipiente (gramas); B.U% = teor de 4gua em percentagem

de base Uimida.
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Nos dois experimentos foram utilizadas quatro repeticbes de 25 sementes
cada, totalizando 100 sementes por tratamento em delineamento experimental
inteiramente casualizado. A cada trés dias apds a inoculacdo das sementes foram
realizadas as avaliacdes, sendo consideradas sementes germinadas aquelas que
apresentaram protrusdo de 0,3 cm da radicula, determinando-se a percentagem de
germinacao (%G) conforme Labouriau e Valadares (1976), utilizando-se a férmula G
= (N/A) x 100 onde, N é o total de sementes germinadas e A € o0 numero total de
sementes colocadas para germinar. O indice de velocidade de germinacao (IVG) foi
calculado utilizando a férmula descrita por Maguire (1962), que € obtido pelo
somatorio da razéo entre o nimero de sementes germinadas a cada dia sobre o dia
da avaliacdo, conforme a férmula: IVG = G1/N1 + G2/N2 + G3/N3 + ... + Gn/Nn,
onde: G1, G2, G3, ..., Gn € o numero de sementes germinadas no dia da
observacéo e N1, N2, N3, ..., Nn é o numero de dias apds a semeadura. Em ambos
0s experimentos, foi determinada também a primeira contagem de germinacéo (%),
conduzida juntamente com o teste de germinacéo, cuja avaliacao foi realizada aos
15 dias ap06s a semeadura.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e os valores médios
comparados entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro,
utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Experimento I:

A germinacdo das sementes de T. catharinensis foi influenciada pelas
temperaturas e regimes de luz, observando-se interacdo significativa entre ambos.
Com excecao das temperaturas de 20 °C e alternada 20-30 °C, onde sementes
germinadas no escuro apresentaram maior percentagem de germinacdo comparado
com as sementes germinadas na presenca de luz, nas demais ndo houve diferenca
estatistica entre as percentagens de germinacao das sementes nos dois regimes de
luz (Tabela 1). Sementes mantidas no escuro continuo nas temperaturas de 20, 25 e
30 °C apresentaram maior percentagem de germinacdo comparadas com as demais
temperaturas (15 °C e alternada 20-30 °C), variando de 85 a 87%. Sementes que
permaneceram na luz e em temperatura de 25 e 30 °C apresentaram percentagem

de 83 e 89%, respectivamente, diferindo da temperatura de 20 °C (70%). Na
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temperatura de 15 °C ndo houve germinacéo das sementes, tanto na presenga como
na auséncia de luz (Tabela 1).

Embora as espécies apresentem comportamento variavel quanto a
temperatura de germinacédo, a faixa de 20 a 30 °C é considerada Gtima para a
maioria das espécies tropicais e subtropicais iniciarem o0 processo de germinacao
(BORGHETTI, 2005), pois estas temperaturas influenciam favoravelmente a
absorcdo de agua e as reacdes bioquimicas, regulando o metabolismo necessario
para iniciar o crescimento do embrido, e consequentemente atuando sobre a
velocidade, a uniformidade e a germinagdo total das sementes (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000; DOUSSEAU et al., 2008).

Tabela 1 — Efeito das diferentes temperaturas e luminosidade na percentagem de
germinacao (G%) e no indice de velocidade de germinacéo (IVG) das sementes de
Tabernaemontana catharinensis, por 60 dias.

Temperatura
(°C) G (%) VG
Luz Escuro Luz Escuro
15 0,0 Ad* 0,0 Ac 0,0 Ac 0,0 Ac
20 70,0 Bb 87,0 Aa 0,52 Bb 0,70 Ab
25 83,0 Aa 85,0 Aa 0,75 Aa 0,84 Aa
30 89,0 Aa 86,0 Aa 0,91 Aa 0,94 Aa
20-30 48,0 Bc 64,0 Ab 0,44 Ab 0,57 Ab

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre presenca ou auséncia de luz dentro
da mesma temperatura. Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as
temperaturas de germinacéo dentro dos tratamentos na presenca ou auséncia de luz, pelo teste de
Scott-knott a 5% de probabilidade.

A temperatura minima, ponto critico onde ndo ocorre germinacéo (OLIVEIRA;
GARCIA, 2005), tem a fluidez da 4gua e os processos metabdlicos afetados, sendo
que a diminuicdo da temperatura torna a agua menos fluida, diminuindo o seu
movimento do meio para as sementes (NOGGLE; FITES, 2010). Na temperatura
alternada (20-30 °C) ocorreu uma reducéao significativa na germinacdo de sementes
de T. catharinensis nos dois regimes de luz (Tabela 1). Resultados similares foram

relatados por Brasil (2013) em Carica papaya (mamoeiro) e Handroanthus
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serratifolius (ipé amarelo), nas temperaturas alternadas (20-30 °C) e (20-35 °C),
respectivamente. Faixas de temperaturas que restringem ou causam oscilacado da
germinacao estao diretamente ligadas a reducédo do vigor, podendo influenciar em
maior tempo de estabelecimento de plantulas a campo.

As sementes de T. catharinensis germinaram nas duas condi¢cbes de luz
(presenca/auséncia), podendo ser consideradas fotoblasticas neutras ou indiferentes
a luz (SANTOS et al.,, 2005). Resultados semelhantes foram observados para
desencadear o processo germinativo em sementes de Luetzelburgia auriculata
(NOGUEIRA et al., 2012) e Caesalpinia peltophoroides (FERRAZ-GRANDE;
TAKAKI, 2006), havendo germinagdo em ambas as condi¢des indicando auséncia
de fotosensibilidade. Em T. catharinensis, o fato das sementes germinarem em
ampla faixa de temperatura, na luz e no escuro, pode ser uma indicacdo que a
espécie ndo mantém um permanente banco de sementes no solo e as mesmas
germinem assim que niveis adequados de umidade, de temperatura e de oxigénio
sejam alcancados (NOGUEIRA, et al. 2012).

Em geral, as temperaturas de 25 e 30 °C promoveram aumento do IVG,
diferindo estatisticamente das demais temperaturas. No comparativo entre auséncia
e presenca de luz, houve maior velocidade de germinacdo na auséncia de luz na
temperatura de 20 °C e na temperatura alternada 20-30 °C (Tabela 1). Entre as
temperaturas, as sementes germinadas a 25 e 30 °C apresentaram maior IVG tanto
na auséncia quanto na presenca de luz. Temperaturas mais baixas provocam atraso
na germinacdo e no crescimento, devido a reducdo da atividade das enzimas
envolvidas na respiracdo e no metabolismo, afetando os processos de divisao e
alongamento celular e dificultando a mobilizac&do das reservas indispensaveis para o
processo germinativo e, consequentemente, o indice de velocidade de emergéncia
das sementes (MARCOS FILHO, 2005; MORTELE et al., 2008). Isto explica o fato
das sementes submetidas as temperaturas de 15 °C, 20 °C e 20 — 30 °C levarem
mais tempo para germinar.

As sementes de T. catharinensis iniciaram a germinacdo aos 15 dias apos a
inoculacdo (primeira contagem). A temperatura Otima na qual as sementes
expressaram potencial maximo de germinacédo influenciou a primeira contagem;
temperatura constante de 30 °C na auséncia de luz conferiu desempenho superior
(11%), seguida de 8,0% na presenca de luz e mesma temperatura (Tabela 2). Em 25

°C e escuro continuo, houve diferenga significativa, em relagcdo a presenca de luz
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(7,0% e 0,0% respectivamente). Nas temperaturas de 15, 20 e 20-30 °C, ocorreu
baixa germinagcdo (abaixo de 2%) na primeira contagem. Além disso, ndo houve
diferenca significativa entre a presenca ou auséncia de luz dentro de cada
temperatura avaliada.

Tabela 2 — Efeito das diferentes temperaturas e luminosidade na primeira contagem
(%) em sementes de Tabernaemontana catharinensis.

TEMPERATURA
15°C 20°C 25°C 30°C 20-30 °C

LUMINOSIDADE

10
Contagem
(15 dias)

LUZ 0,0Ab O00Ab O0,0Ab 8,0Aa 2,0 Ab

ESCURO 00Ab 10Ab 7,0Aa 11,0Aa 1,0 Ab

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre presenca ou auséncia de luz dentro
da mesma temperatura. Letras minlsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as
temperaturas de germinacéo dentro dos tratamentos na presenca ou auséncia de luz, pelo teste de
Scott-knott a 5% de probabilidade

A rapidez e uniformidade da germinacdo sdo caracteristicas desejaveis, pois
quanto mais tempo a semente permanece no processo inicial de embebicdo até
culminar no crescimento do eixo embrionario fica mais sujeita as condi¢cées adversas
do ambiente, inclusive suscetivel ao ataque de fungos (BOTELHO et al., 2008). E
sabido que alto vigor e elevada germinagdo sdo dois pré-requisitos para se alcancar
um estabelecimento adequado de plantulas. O vigor de sementes € definido como
"aquelas propriedades das sementes que determinam o potencial para uma
germinacao rapida e uniforme e o desenvolvimento de plantulas normais sob
diferentes condicdes de campo” (MCDONALD, 1980 apud NASCIMENTO et al.,
2007).

Experimento II:
As trés condi¢cdes de armazenamento ndo influenciaram significativamente a

percentagem de germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo quando
comparadas as médias das trés condigbes de armazenamento, mantendo-se
préximas do controle no tempo zero, 88% e 1,11 para a germinagcdo e o IVG,
respectivamente (dados ndo demonstrados), ocorrendo diferenca significativa entre
os lotes no tempo de armazenamento somente na condigdo de armazenamento a 10
11 °C (Tabela 3), onde a percentagem de germinacéo foi maior em 60 e 150 dias de

armazenamento e o IVG foi maior aos 150 dias de armazenamento.
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As diferencas de percentagem da germinacgédo e IVG encontradas na mesma
condicdo de armazenamento referem-se, provavelmente, & um menor grau de
deterioracdo de um maior numero de sementes na fase inicial de coleta mantendo
esta conservacdo durante o armazenamento a que foram submetidas, evitando
mudancas degenerativas de origem bioquimica, fisioldgica e fisica, que estdo ligadas
a reducao de vigor das sementes (ABDUL-BAKI; ANDERSON, 1972; OLIVEIRA et
al., 2005). Segundo Carvalho e Nakagawa (2000), dependendo da qualidade do lote,
as sementes apresentam comportamentos germinativos diferentes durante o

armazenamento.

Tabela 3 — Percentagem de germinacédo (G%) e indice de velocidade de germinacao
(IVG) de sementes de Tabernaemontana catharinensis, nas condigdes e intervalo de
tempo de armazenamento.

CONDICOES DE TEMPO DE ARMAZENAMENTO EM DIAS
ARMAZENAMENTO 30 60 90 120 150 180 MEDIA
25 +1 °C 830a* 860a 760a 810a 850a 820a 822A
G(%) o
10 +1 °C 82,0b 880a 780b 820b 920a 84,0b 843A
4 +1°C 80,0a 92,0a 780a 91,0a 90,0a 86,0a 862A
25 +1 °C 1,02a 1,08a 1,04a 1,00a 1,22a 1,07a 1,07A
VG
10 +1 °C 1,07b 1,12b 0,93b 1,02b 1,32a 1,09b 1,09 A
4 +1°C 1,08a 1,13a 1,06a 1,12a 1,25a 1,13a 1,13A

*Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as médias das condi¢bes de
armazenamento. Letras mindsculas diferentes indicam diferenga significativa entre o tempo de
armazenamento em cada condicdo de armazenagem, pelo teste de Scott-knott a 5% de
probabilidade.

Segundo a classificacdo das sementes quanto a dessecacdo, estas podem
ser classificadas em ortodoxas quando suportam dessecacdo sem perder a
viabilidade, podendo ser desidratadas até baixos graus de umidade (5% de seu teor
de agua) e armazenadas em baixas temperaturas por longos periodos. Em relagéo
as sementes recalcitrantes, estas ndo suportam reducdo do teor inicial de agua
abaixo de 30%, perdendo sua viabilidade quando isto ocorre; e ainda ha as
sementes que apresentam comportamento intermediario entre os citados, tolerando

a dessecacao entre 7 e 10% de teor de agua, mas nao toleram baixas temperaturas
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durante periodos de tempo prolongado, caracteristica de varias espécies florestais
(ROBERTS, 1973; CARVALHO et al., 2006).

As sementes de T. catharinensis apresentaram comportamento ortodoxo, 0
qual pode ser originado de mecanismos de escape de destruicdo celular durante a
perda de &4gua. Quando células nado tolerantes a dessecacdo sdo desidratadas,
algumas consequéncias sao observadas: concentracdo de solutos, aumentando as
reacdes quimicas destrutivas; cristalizacdo de solutos, modificando a resisténcia
ibnica e o pH da solucédo intracelular, iniciando a desnaturacdo das proteinas e a
ruptura das membranas celulares (BARBEDO; BILIA, 1998). Esse comportamento
ortodoxo é altamente desejavel, devido ao fato das espécies florestais
apresentarem, em geral, uma producdao irregular de sementes, sendo abundante em
um ano e escassa em outros (AGUIAR, 1995). Por essa razao, depois de colhidas e
até serem utilizadas para semeadura, as sementes devem ser armazenadas de
maneira a atrasar ao maximo o processo de deterioragdo (BORBA FILHO et al.,
2009).

Nesse sentido, as condicbes de armazenamento sdo os fatores mais
importantes para a conservagao da viabilidade das sementes, especificamente a
temperatura e a umidade. Para sementes ortodoxas, as melhores condi¢des para a
manutencao da qualidade sdo a baixa umidade relativa do ar e a baixa temperatura,
por reduzirem a atividade metabdlica do embrido e, consequentemente, a
deterioracdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; MARCOS FILHO, 2005). Diferencas
nao observadas na condicdo de armazenamento em sala de crescimento (25 +1 °C),
demonstrando alta percentagem de germinagdo pode estar relacionada ao
tegumento. Este tipo de armazenamento pode ser utilizado para sementes de
tegumento duro caracteristico das sementes de T. catharinensis, desde que esta
forma de armazenamento ndo seja realizada por periodos muito prolongados
(SCHUMACHER et al., 2002; HONG; ELLIS, 2003).

Adicionalmente, uma boa taxa de germinacédo correlacionada com um bom
IVG requer sementes com alta qualidade inicial, e métodos para a manutencao desta
qualidade fisiol6gica pelo maior tempo possivel (HONG; ELLIS, 2003). A reducéo na
qualidade é, em geral, traduzida pelo decréscimo na percentagem de germinacao,
aumento de plantulas anormais e reducdo no vigor das plantulas (TOLEDO et al.,
2009). Dentre os fatores que afetam a qualidade durante o armazenamento estao a

temperatura e o teor de agua da semente.
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As sementes de T. catharinensis no tempo zero demonstraram um teor de
agua (B.U %) de 10,44 (Figura 1), decrescendo até 180 dias de armazenamento,
nas trés condi¢cdes. Maior reducdo de agua foi observada nas sementes
armazenadas na temperatura de 10 °C (refrigerador), observando-se B.U % de 5,04,
seguida da condi¢céo de camara fria (4 °C) B.U % 5,79 e sala de crescimento (25 °C)
B.U % 6,48 para os 180 dias de armazenamento. A manutencdo do grau de
umidade das sementes foi melhor no armazenamento em refrigerador e camara fria.
Esses ambientes possuem temperatura e umidade relativa inferiores ao ambiente
sala de crescimento (25 °C), ocasionando perda de agua da semente para o
ambiente (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

O teor de agua é o fator de maior significancia na prevencéo da deterioracao
das sementes durante o armazenamento. Mantendo-se baixo o teor de agua e a
temperatura das mesmas, 0 ataque de microrganismos e a respiracao terao seus
efeitos minimizados (BERBERT et al., 2008). Conforme Silva et al. (2008) ha um
incremento na taxa respiratéria proporcional ao aumento da temperatura, que fica na

dependéncia do teor de agua das sementes.

Figura 1: Teor de agua (B.U %) das sementes de Tabernaemontana catharinensis
ao longo do armazenamento em trés condi¢cOes distintas: sala de crescimento (25 +1
°C), geladeira (10 +1 °C) e camara fria (4 £1 °C).
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Em teores de 4gua superiores a 14%, a respiracdo aumenta rapidamente na
maioria das sementes ocasionando sua deterioracdo. Dentre as principais alteracdes
envolvidas na deterioracdo de semente, destacam-se 0 esgotamento das reservas, a

alteracdo da composicdo quimica, como a oxidagdo de lipidios e a quebra parcial
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das proteinas, a alteracdo das membranas celulares, com reducdo da integridade e
aumento da permeabilidade e desorganizacdo, e alteracbes enzimaticas e de
nucleotideos (VILLELA; PERES, 2004). De acordo com Demito e Afonso (2009), a
reducdo da temperatura € uma técnica economicamente viavel para preservar a
qualidade de sementes armazenadas, pois embora o processo de deterioragdo é
inevitdvel, o mesmo pode ser retardado dependendo das condi¢cdes de
armazenamento e das caracteristicas da semente (CARDOSO et al., 2012).

Dados da primeira contagem sdo demonstrados na Tabela 4. Nao houve
diferenca significativa entre os tempos de armazenamento, para as condigdes 25 +1
oC (sala de crescimento) e 10 +1 °C (refrigerador). Para a condicéo 4 +1 °C (camara
fria), sementes armazenadas por 90 dias apresentaram 29% de germinacdo no 15°
dia, ocorrendo reducdo de 72,5% na germinacdo da primeira contagem quando
comparado com os 120 dias de armazenamento (8%). Nao foi demonstrada
diferenga significativa entre as médias das condi¢cdes de armazenamento, resultado
préximo das médias foram obtidos no tempo zero (controle), 15% (dados nao

demonstrados).

Tabela 4 - Primeira contagem (%) de germinagcdo de sementes de
Tabernaemontana catharinensis, nas condicbes e intervalo de tempo de
armazenamento.

CONDICOES DE TEMPO DE ARMAZENAMENTO EM DIAS
ARMAZENAMENTO 30 60 90 120 150 180 MEDIA
10 25 +1 °C 180a 10,0a 26,0a 8,0a 250a 260a 18,8A
Contagem o
(15 dias) 10 +1 °C 140a 11,0a 17,0a 10,0a 21,0a 12,0a 14,2A
4 +]1 °C 140c 10,0c 29,0a 80c 180b 220b 16,8A

* Letras mindsculas diferentes indicam diferenca significativa entre as condi¢cdes de armazenamento
em cada tempo de armazenamento, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.

A qualidade das sementes ndo pode ser melhorada durante o
armazenamento, mas pode ser preservada quando as condicbes de conservagao
sdo favoraveis. Segundo Padua e Vieira (2001), lotes de sementes com
percentagens de germinacdo semelhantes, mas com diferentes niveis de vigor,
podem apresentar comportamentos diferenciados em relacdo a deterioragéo,
dependendo das condicbes de armazenamento. A preservacdo da qualidade

7z

fisiolégica das sementes é fundamental para a manutencdo dos bancos de
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germoplasma e no processo de repovoamento da vegetacdo em areas degradadas,
pois permite 0 uso de espécies vegetais em épocas e locais diferentes aos de sua
origem.

A primeira contagem, conjuntamente com a velocidade de germinacédo pode
ser utilizada para avaliar a germinagcdo mais rpida em campo ou em estufa,
minimizando assim as condi¢bes adversas que ocorrem durante a germinacéo e
estabelecimento de plantulas. E como a producédo de sementes € limitada no tempo,
a rapidez na germinacdo é de fundamental importancia para garantir o sucesso de
sobrevivéncia e perpetuacdo da espécie (NASCIMENTO; PEREIRA et al., 2007).

CONCLUSAO

Independente do regime de luz (fotoperiodo de 16 horas ou escuro continuo),
temperaturas de 25 e 30 °C, promovem maior percentagem de germinagdo das
sementes de T. catharinensis, variando de 83 a 89%. Na auséncia de luz foram
observadas as maiores médias de velocidade de germinacdo e vigor. Na
temperatura de 15 °C ocorre inibicdo total da germinacdo. Sementes de T.
catharinensis comportam-se como fotoblasticas neutras.

O armazenamento das sementes de T. catharinensis em (camara de
crescimento a 25 °C, refrigerador a 10 °C e camara fria a 4 °C) por 180 dias reduz o
teor de agua das sementes, ndo ocorrendo reducdo no potencial germinativo,
demonstrando um comportamento ortodoxo.

As trés condi¢cdes de armazenamento das sementes (camara de crescimento
a 25 °C, refrigerador a 10 °C e camara fria a 4 °C) sao eficientes para manter a

viabilidade de sementes de T. catharinensis por 180 dias.
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GERMINAC}AO DE SEMENTES E ESTABELECIMENTO IN VITRO DE
Tabernaemontana catharinensis A. DC

RESUMO

Tabernaemontana catharinensis possui grande relevancia medicinal e ecoldgica,
sendo nativa do Rio Grande do Sul e popularmente conhecida como “cobrina”, dada
a importancia a conservagao e estocagem de germoplasma sao fundamentais para
reduzir danos da extracdo nao controlada em seu habitat. Assim o objetivo deste
estudo foi avaliar a germinacédo das sementes de cobrina, em funcéo da pré-imerséo
em acido giberélico (GA3) e estudar o efeito da 6-benzilaminopurina (BAP) associada
ao acido naftalenoacético (ANA) na propagacao in vitro e do acido indolbutirico (AIB)
no enraizamento de microestacas. Foram testadas diferentes concentracfes de GAg:
0; 300 e 400 mg L™ por 24 ou 48 horas de pré-imerséo na germinacao in vitro de
sementes. Posteriormente, segmentos cotiledonares de plantulas obtidas in vitro
foram cultivados em meio de cultivo contendo diferentes combinacdes de (BAP) e
(ANA): 0,0; 1,0; 2,0; 40 e 60 mg L* e 0,0; 0,1; 0,2; 04 e 0,6 mg L™,
respectivamente. Para a indugéo de enraizamento, foram cultivadas microestacas de
90 dias em meio contendo acido indolbutirico (AIB) por 30 dias, nas concentracdes
de 0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg L™. As caracteristicas avaliadas foram a percentagem e
indice de velocidade de germinacdo; percentagem de regeneracdo de brotos;
namero, comprimento, massa fresca de brotos e nimero de folhas aos 45 dias apos
a inoculacdo dos explantes; percentagem de enraizamento, massa fresca,
comprimento, area superficial, volume e nimero de pontas de raizes e teores de
pigmentos fotossintéticos das microestacas aos 30 dias apdés a inoculagdo. A
percentagem de germinacdo das sementes nao diferiu significativamente entre as
variaveis concentracao de GA; e tempo de imersao. Concentracdes de 300 e 600 mg
L™ de GA; por 48h de pré-imersdo reduziram a velocidade de germinacéo. Ocorreu
organogénese direta de brotacdes adventicias em explantes cotiledonares sem a
necessidade de fitorreguladores de crescimento. A adicdo de BAP associado ao
ANA no meio de cultura maximizou as variaveis numero de brotos, folhas e massa
fresca das brotacbes. ConcentragOes altas de BAP e ANA, 6,0 x 0,6 e 4,0 x 0,4 mg
L™, respectivamente, promoveram aumento no comprimento das brotagdes. Para o
enraizamento de microestacas a suplementacdo de 1,0 e 6,0 mg L™ de AIB ao meio
de cultura proporcionou maiores taxas de enraizamento (96,5 e 89%,
respectivamente). A presenca do regulador de crescimento AIB incrementa todos o0s
parametros analisados.

Palavras-chave: Cobrina. Micropropagacdo. Segmento Cotiledonar. Enraizamento
de Microestacas.
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SEED GERMINATION AND IN VITRO ESTABLISHMENT of Tabernaemontana
catharinensis A. DC

ABSTRACT

Tabernaemontana catharinensis has great medicinal and ecological importance,
being a native species to Rio Grande do Sul and it is popularly known as cobrina,
given the importance of conservation and germplasm storage are essential to reduce
the damage from uncontrolled extraction in their habitat. Then, the aim of this study
was to evaluate the germination of cobrina seeds, pre-soaking function in gibberellic
acid (GA3) and also to study the effect of 6-benzylaminopurine (BAP) associated with
naphthalene acetic acid (NAA) in vitro propagation and indolebutyric acid (IBA) on
rooting of microcuttings. Different concentrations of GAs: 0; 300 and 400 mg L™ for 24
or 48 hours of pre-soaking in vitro seed germination. Subsequently, cotyledonary
segments of seedlings grown in vitro were cultivated in culture medium that
contained different combinations (BAP) and (NAA) 0.0; 1.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg L™
and 0.0; 0.1; 0.2; 0.4 and 0.6 mg L™, respectively. For rooting induction, 90 days
microcuttings were cultured in medium containing indolebutyric acid (IBA) for 30
days, at concentrations of 0.0; 1.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg L™. The characteristics that
we evaluated were: the percentage and germination speed index; percentage of
shoot regeneration; number, length, fresh weight of shoots and number of leaves at
45 days after inoculation of the explants; rooting percentage, fresh weight, length,
surface area, volume and number of roots and tips of photosynthetic pigments
contents of micropiles 30 days after inoculation. The percentage of seed germination
did not vary significantly between the variables concentration of GA3 and immersion
time. Concentrations of 300 and 600 mg L™ of GA; for 48h of pre-soaking reduced
the germination rate. There was a direct organogenesis of adventitious shoots in
cotyledon explants without the need for growth regulators. The addition of BAP
associated with NAA in the culture medium maximized the number of shoots, leaves
and fresh mass of shoots variables. High concentrations of BAP and NAA, 6.0 x 0.6
and 4.0 x 0.4 mg L, respectively, led to an increase in the length of the shoots. For
rooting microcuttings the supplementation of 1.0 and 6.0 mg L™ of IBA to the culture
medium resulted in the highest rooting rate (96.5 and 89%, respectively). The
presence of IBA growth regulator increases all parameters.

Keywords: Cobrina. Micropropagation. Cotyledon Segment. Rooting of

Microcuttings.
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INTRODUCAO

O numero limitado de estudos dos principais processos basicos da
germinacao das sementes de plantas lenhosas e nativas tem dificultado a realizacao
de programas de reflorestamento e melhoramento genético com espécies de
potencial medicinal (NASCIMENTO et al., 2007). A vasta diversidade da flora
brasileira e a busca por novos principios ativos tem atraido a atencédo de grandes
empresas dos setores farmacéutico, de agronegocio, de quimica industrial e
cosméticos. Tal interesse € produto da acentuada valorizagdo mundial do uso de
plantas medicinais, o qual vem crescendo nas ultimas décadas (MATOS, 2011).

Tabernaemontana catharinensis A. DC. (Apocynaceae) € uma espécie nativa
do Rio Grande do Sul, sendo também encontrada na Argentina, Paraguai e Bolivia
(PEREIRA et al., 2008). Planta pioneira medindo de 3 a 8 m de altura, popularmente
conhecida como “cobrina”, “jasmim-cata-vento”, “leiteira de dois irmaos” e “casca de
cobra” (QUINET; ANDREATA, 2005). O cha ou a infusdo das folhas e cascas sao
utilizados na medicina popular como antidoto para picadas de cobra, para aliviar dor
de dente, tratamento de feridas, herpes, tumores e ainda como hemostética,
hipotensora, cardiotdnica e também como vermifugo (PEREIRA et al., 2005).

A espécie é rica em flavonoides, saponinas, terpenos, alcaloides e esteroides
(CHI et al., 2005) sendo que os alcaloides e terpenos sdo classes fitoquimicas
particularmente importantes quando se considera a atividade inseticida de
compostos naturais (FERREIRA et al., 2001). Estudos fitoquimicos da espécie
demonstraram que os ramos possuem atividade antioxidante maior do que os frutos,
revelando além da rutina, um glicosideo de guercetina e &cido clorogénico, ambos
reconhecidos como ativos antioxidantes (PIANA et al., 2014). A espécie possui
também um imenso potencial ornamental, sendo indicada para reflorestamentos
mistos destinados a recuperacao de mata nativa (SOBRAL et al., 2006).

Dada a importancia da espécie, a busca por mecanismos para obtencao de
plantulas com alta qualidade genética e fitossanitaria sdo imprescindiveis e
constituem o ponto de partida para o estabelecimento de povoamentos comerciais
produtivos e na conservagao e estocagem de germoplasma. A germinagao in vitro
para algumas espécies permite maior germinabilidade das sementes, possivelmente
em funcdo das condi¢cbes do cultivo in vitro oferecer maior controle do que as
condicoes de viveiro (NOLETO; SILVEIRA, 2004). Além disso, as plantulas obtidas a
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partir da germinacdo das sementes in vitro podem ser utilizadas como fonte de
explantes assépticos para a organogénese.

Superados 0s processos para obtencdo de plantulas assépticas, a
multiplicagdo in vitro constitui excelente alternativa a ser empregada para
manutencdo e producdo de um grande numero de plantas, especialmente espécies
consideradas em perigo ou em extingdo. Essas espécies podem se tornar
disponiveis em proporcbes comerciais e assim sera possivel reduzir danos da
extracdo ndo controlada em seu habitat (GALDIANO JUNIOR et al., 2012). Na
multiplicacdo in vitro algumas técnicas utilizadas tém-se destacado, como a
micropropagagéao, a microenxertia, cultura de embrides e a microestaquia, sendo a
escolha de uma delas determinada pela disponibilidade de material vegetativo.

A micropropagacao destaca-se na area florestal e de espécies com potencial
medicinal pela ampla possibilidade de aplicacdo e por servir de base para outras
técnicas biotecnologicas (XAVIER et al.,, 2009). Contudo, resultados da
micropropagacgédo de T. catharinensis ainda s&o incipientes, ndo se dispondo de
protocolos que possibilitem a obtencdo de plantas assépticas e com alta taxa de
multiplicagao.

Desse modo, este trabalho teve como obijetivo avaliar a germinacao in vitro de
das sementes de cobrina (Tabernaemontana catharinensis), em funcdo da pré-
imersdo em &cido giberélico (GA3) e estudar o efeito da 6-benzilaminopurina (BAP)
associada ao acido naftalenoacético (ANA) na propagacdo in vitro e do &cido

indolbutirico (AIB) no enraizamento de microestacas.

METODOLOGIA
Experimento | - Pré-imersdo das sementes em GA3

Frutos de Tabernaemontana catharinensis (cobrina) foram coletados no terco
médio lateral de cinco matrizes com cerca de 4 m de altura e localizadas em
remanescente vegetal, no municipio de ljui, regido Noroeste do Rio Grande do Sul,
no més de junho de 2015. As sementes foram submetidas ao processo de secagem
natural sobre bandeja com fundo de tela por cinco dias. Em camara de fluxo laminar
as mesmas foram desinfestadas em alcool 70% por 30 segundos, hipoclorito de
sédio a 2,5% por 20 minutos e apos, enxaguadas trés vezes em agua destilada e
esterilizada. Em seguida, foram imersas em acido giberélico (GA3) nas

concentracdes de 0,0; 300 e 600 mg L™, em dois regimes de tempo, 24 e 48h.
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ApGs a imersdo, em camara de fluxo laminar, as sementes foram inoculadas
em tubos de ensaio medindo 25 X 150 mm (uma semente por tubo) contendo 15 mL
de meio de cultura com 30% dos sais minerais de MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), contendo 15 g L™ de sacarose, fungicida Maxim® (principio ativo fludioxonil)
na concentracdo de 1,0 mL L™ e bactericida Chlortetracycline 0,3 mg L™. Apés foi
semi-solidificado com 6 g L™ de &gar em p6 bacterioldgico puro Vetec e esterilizado
em autoclave a 1 atm, 120 °C por 20 min.

O experimento foi em esquema bifatorial 3x2 (trés concentracdes de GA; (0,0;
300 e 600 mg L™) x dois tempos de imersdo (24 e 48h)), totalizando seis tratamentos
com quatro repeticdes por tratamento e 15 sementes por repeticdo, em
delineamento inteiramente casualizado. As avaliagBes foram realizadas a cada trés
dias, até a estabilizacdo da germinacdo em cada tratamento. Os parametros
avaliados foram a percentagem de germinacdo (%G), conforme Labouriau e
Valadares (1976), sendo considerada emergida quando os cotilédones estavam
totalmente livres acima do meio de cultivo, e o indice de velocidade de germinacéo
(IVG) conforme (MAGUIRE, 1962).

Experimento Il — Micropropagacao

Em camara de fluxo laminar, segmentos cotiledonares de 1 cm de plantulas
obtidas da germinacéo in vitro, com 70 dias de idade, foram inoculados em meio de
cultura contendo 100% dos sais minerais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), 30
g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 6 g L™ de polivinilpirrolidona, fungicida
Maxim® 2,5 pl L™ e bactericida Chlortetracycline 0,15 mg L™. Antes da semi-
solidificacdo com 6 g L™ de agar e autoclavagem a 1 atm, 120 °C por 20 min, os
meios foram acrescidos das combina¢cGes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0; 1,0;
2,0; 4,0; 6,0 mg L™) e &cido naftalenoacético (ANA) (0,0; 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 mg L™),
respectivamente, totalizando cinco tratamentos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com cinco
tratamentos, quatro repeticbes por tratamento e sete explantes por repeticéo,
totalizando 28 explantes por tratamento. Apos 45 dias da inoculacdo as avaliagdes
foram realizadas, obtendo-se a percentagem de regeneracdo de brotos, nimero de
brotacBes e folhas. Por meio de trés amostras de cada repeticdo foram avaliados

comprimento médio do maior broto com auxilio de paquimetro digital em milimetros
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(mm) e massa fresca das brotagcbes, em balanca analitica de precisdo em
miligramas (mg).
Experimento Il — Enraizamento in vitro de microestacas

Plantulas com 90 dias de idade obtidas no experimento | foram doadoras de
microestacas para o estudo de enraizamento in vitro. Microestacas de quatro cm de
comprimento, contendo trés pares de folhas, foram inoculadas em meio de cultura
com 100% dos sais minerais de MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado
com 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 1 g L™ de carvéo ativado e
adicionado fungicida Maxim® 2,5 pl L™, bactericida Chlortetracycline 0,15 mg L™ e
semi-solidificado com 6 g L' de &gar. Aos meios foi adicionado ainda &cido
indolbutirico (AIB) nas concentracées 0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg L™, totalizando cinco
tratamentos com quatro repeti¢cdes por tratamento e sete explantes por repeticdo em
delineamento experimental inteiramente casualizado.

Aos 30 dias apoés a inoculagédo as avaliacdes foram realizadas obtendo-se a
percentagem de enraizamento. Através de quatro amostras por repeticao foi obtida a
massa fresca em balanca analitica de precisdo em miligramas (mg), comprimento,
area superficial, volume e nimero de pontas de raizes através da digitalizagdo com
auxilio de um scanner Epson 11000 XL e analisadas com ajuda do Software
WinRhizo Pro.

Para obtencdo dos teores de pigmentos fotossintéticos nas folhas das
microestacas enraizadas, o material vegetal foi macerado em acetona 80%, onde
determinou-se os teores de clorofilas a, b, clorofilas totais e carotenoides (mg g*
MF), obtidos por espectrofotometria de UV a 663 nm, 645 nm e 480 nm, conforme
metodologia de Arnon (1949).

Para os trés experimentos o pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 com
NaOH 0,1N ou HCI 0,1N. Os tubos foram fechados com papel aluminio e as culturas
foram transferidas para sala de crescimento com temperatura de 25 1 °C e
fotoperiodo de 16 horas (densidade de fluxo de fétons de 35 pmol m? s * fornecida
por lampadas fluorescentes branca-frias).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias das
variaveis dos trés experimentos comparadas pelo teste Scott-knott, a 5% de
probabilidade de erro, utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento | - Pré-imersdo das sementes em GA3

Os resultados da andlise de variancia (Figura 1) ndo demonstrou efeito
significativo pelo teste de Scott-knott para a percentagem de germinagédo. As
concentracbes de GA; e tempos de imersdo nédo influenciaram a germinacdo das
plantulas, ficando estd numa faixa de 68 a 83%. Para a variavel IVG houve diferenca
significativa entre os tratamentos; sementes imersas por 24h em 300 e 600 mg L™ de
GA3, quando comparadas com aquelas imersas por 48h nas referidas concentracdes
obtiveram maior velocidade de germinacdo. Além disso, sementes imersas por 48h
em 600 mg L™ de GA; apresentaram menor IVG (Figura 1B), quando comparado

com os demais tratamentos.

Figura 1 — Percentagem de germinacdo (A) e indice de velocidade de germinacéo

(B) de Tabernaemontana catharinensis em condigdes in vitro.
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*Letras mailsculas diferentes indicam diferenca significativa entre o tempo de imersdo dentro da
mesma concentracdo de GAs. Letras minusculas diferentes indicam diferenca significativa entre as
concentracdes de GA; dentro do tempo de imerséo, pelo teste de Scott-knott a 5% de probabilidade.

A germinagao é um fenémeno caracterizado pela retomada do crescimento do
embrido, com o subsequente rompimento do tegumento pela radicula, manifestando
a capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob condi¢cdes favoraveis
(NEVES et al.,, 2009). Como forma de acelerar e melhorar a germinagdo de

sementes e também promover o0 crescimento das plantulas jovens, varios
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pesquisadores preconizaram o uso de fitorreguladores vegetais (NETO et al., 2007).
As giberelinas possuem efeito estimulatério no processo germinativo quando
aplicadas em sementes com dorméncia e também em ndo dormentes. As sementes
podem necessitar de giberelinas para uma série de eventos: ativacdo do
crescimento vegetativo do embrido, mobilizacdo das reservas do endosperma e no
enfraguecimento da camada de endosperma que circunda o embrido, favorecendo
assim seu crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Os tratamentos ausentes de GAj3 (controles) responderam satisfatoriamente
para percentagem de germinacao e IVG. Estas respostas obtidas podem ser devido
a presenca de concentracfes de giberelina endogena. Bewley; Black apud Lima et
al. (2009) reportaram sobre a presenca de horménios na semente, sendo sua acao
relacionada com o crescimento do embrido. Dentre os hormbnios presentes nas
sementes, 0 de mais largo espectro de atuacdo séo as giberelinas. De acordo com
Sousa et al. (2002) a aplicacao de acido giberélico em sementes de porta enxertos
citricos também ndo surtiu efeito significativo sobre a germinacdo. Tal fato foi
atribuido a um adequado nivel enddgeno do referido horménio nas sementes, de
forma que a adicdo de GAjz; nao interferiu em seu desempenho durante a
germinacao.

Aplicacdes de giberelinas geralmente induzem a uma maior rapidez na
germinacdo de sementes observada nos primeiros dias de tratamento, culminando
posteriormente em um maior vigor (STENZEL et al., 2003; ARAGAO et al., 2006),
entretanto, neste trabalho, a redugéo no IVG nas sementes expostas a um maior
tempo de imerséo (48h), observando significancia estatistica, pode ter culminado em
um grande periodo de exposicdo ao GAsz exdgeno surtindo um efeito fitotoxico,
guando somado a niveis endégenos (POMPELLI, 2006).

Ainda, suplementagdes com fitorreguladores de crescimento podem causar
efeito inibidor devido a ocorréncia de sinergismo entre as concentracdes aplicadas e
a quantidade enddégena de giberelina existente em sementes (SCALON et al., 2006).
Neto et al. (2007), observaram que a embebicdo em 200 mg L* de GA;
proporcionou aumento significativo do IVG, indicando efeito positivo desta

substancia na melhoria do desempenho das sementes de jenipapeiro.
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Experimento Il - Micropropagacao

Nas condicbes do experimento (concentracbes de BAP e ANA no meio de
cultivo), segmentos cotiledonares nao formaram plantas completas, apenas
brotacBes aéreas. Os resultados mostram que a organogénese direta de brotacdes
adventicias em explantes cotiledonares de cobrina pode ser induzida sem a
necessidade de fitorreguladores de crescimento (Figura 2).

O processo de morfogénese é controlado pelo balanco hormonal entre
auxinas e citocininas. Este balanco hormonal € muito peculiar e € influenciado por
vérios fatores, como espécie, tipo e idade do explante, niveis enddgenos de
horménios vegetais e 0 meio de cultura (LOPES DA SILVA et al., 2012). Oliveira et
al. (2003) observaram na multiplicacdo in vitro de Tabernaemontana fuchsiaefolia
que o meio MS suplementado com 2,0 mg L™ de BAP promoveu a producéo de

novas brotac¢des adventicias em 83% dos segmentos cotiledonares.

Figura 2 — Percentagem de regeneracdo de brotos de segmentos cotiledonares de
Tabernaemontana catharinensis.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Na auséncia de fitorreguladores vegetais foi verificado também a formacéao de
brotos em segmentos nodais e cotiledonares de Tapirira guianensis Aubl.
(GUTIERREZ et al., 2013), Aniba rosaeodora Ducke (JARDIM et al., 2010) e
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Syzygium cordatum Hochst. ex C. Krauss (DEWIR et al., 2011). Essa maior
capacidade morfogenética de alguns tecidos pode ser causada pela variabilidade
genética de cada espécie (GEORGE; DEBERGH, 2008).

O numero de brotos e folhas, comprimento de brotacdes e a massa fresca
das brotacbes podem ser maximizados com a adicdo de BAP associada ao ANA no
meio de cultura (Tabela 1); porém, altas concentragbes nado afetaram
significativamente as referidas variaveis para explante cotiledonar, concentracdes a
partir de 2,0 x 0,2 mg L (BAPXANA) promoveram maior niimero de brotos por
explante. O aumento das concentracbes de BAP e ANA no meio MS promoveu o
aumento do comprimento médio da maior brotacdo de explantes cotiledonares,
atingindo um méximo de 14,81 mm na concentracdo de 6,0 x 0,6 mg L™ (BAPXANA).
Para as variaveis massa fresca dos brotos e numero de folhas n&o foi demonstrando
diferenca significativa entre os tratamentos com presenca dos fitorreguladores BAP e
ANA no meio (Tabela 1).

As citocininas estimulam a maior producdo de partes aéreas das brotacdes
até determinada concentracdo, a partir da qual pode ocorrer diminuicdo em virtude
de possivel efeito fitotoxico (REIS et al.,, 2008). O efeito benéfico do BAP na
multiplicacdo das brotacbes pode estar relacionado a influéncia desse regulador na
divisdo celular e na quebra de dorméncia das gemas axilares, até entdo inibidas pela
dominancia apical (BRUM et al., 2002; MONFORT et al., 2012).

Tabela 1 — Valores médios do niumero de brotos, comprimento de brotacdes, massa
fresca dos brotos e numero de folhas de explantes cotiledonares de
Tabernaemontana catharinensis A. DC aos 45 dias ap6és a inoculacao.

BAP x ANA N° de Comp. de Massa Fresca dos N°
(mg L™ Brotos Brotacdes (mm) Brotos (mg) de Folhas
0,0x0,0 1,18 c 501c 10,85 b 3,83b
1,0x0,1 2,08 b 11,84 b 24,53 a 7,33 a
2,0x0,2 3,23 a 11,29 b 28,84 a 7,55 a
40x0,4 2,58 a 14,16 a 27,74 a 6,63 a
6,0x0,6 2,70 a 14,81 a 28,08 a 7,03 a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Macédo et al. (2003) relataram que concentragdes mais baixas de BAP e ANA

facilitam a individualizacdo dos brotos e apresentam bons resultados para namero
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de brotos e massa fresca, corrobora, com os resultados encontrados no presente
trabalho, onde a concentracdo de 2,0 mg L™ de BAP associada a 0,2 mg L™ de ANA
tendeu a promover maior nimero e massa fresca de brotos (3,23 e 28,84 mg,
respectivamente). As citocininas podem favorecer o alongamento de brotos;
contudo, é necessario que se adicione ao meio a concentracdo adequada, sendo
esta especifica para cada espécie (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Em segmentos cotiledonares de angico-vermelho (Parapiptadenia rigida)
ocorreu um efeito negativo no comprimento dos brotos formados em explantes
tratados com 1,0 mg L™ de BAP (KIELSE et al., 2009). O mesmo efeito negativo foi
verificado para a acacia-negra (Acacia mearnsii), no crescimento dos brotos quando
utilizada a concentracédo de 2,0 mg L™ de BAP (BORGES JUNIOR et al., 2004).
Resultados semelhantes foram encontrados por Gutiérrez et al. (2013) em pau-
pombo (Tapirira guianensis), para o qual, aos 60 dias, independentemente do
explante utilizado (cotiledonar ou nodal), 0 maior nimero médio de brotos (3,21) foi
observado na concentracdo de 2,0 mg L™ de BAP, sem a associacdo com ANA.

O incremento no numero de folhas na etapa de multiplicacdo € bastante
favoravel, pois cada folha dar4 origem a um novo broto e consequentemente
aumentara a producdo de novas mudas (DA COSTA et al., 2010), além de auxiliar
na fase de aclimatizacdo (MOREIRA et al., 2006); segmentos com maior numero de
folhas poderdo ter maior indice de sobrevivéncia, pois as folhas sdo as estruturas
responsaveis pela captacdo de energia solar e producdo de matéria organica
através da fotossintese, auxiliando no processo de aclimatizagdo na qual a planta
passara de uma fase heterotréfica para autotrofica. Decréscimo no nimero de folhas
em resposta ao aumento de concentracdes de BAP associada ao ANA, observados
em relacdo as concentracdes menores, pode ser atribuido ao fato de o regulador de
crescimento BAP estimular a formagcdo de maior nimero de brotos, porém, de
tamanho reduzido, apresentando menor nimero de segmentos nodais e folhas
(VILLA et al., 2005).

Para todas as variaveis analisadas na multiplicacéo in vitro de plantas de
cobrina pode ter ocorrido sinergismo dos fitorreguladores de crescimentos testados.
Essa interacdo pode atuar sinérgica ou antagonicamente, uma vez que a presenca
de um determinado fitorregulador pode afetar a biossintese ou metabolismo de

outro, alterando os niveis das substancias enddgenas, ou ainda, fatores ambientais
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inerentes ao processo podem modificar as respostas dos fitorreguladores ou, até
mesmo, inativa-los (STADEN et al., 2008; GUTIERREZ et al. 2013).

Experimento Ill - Enraizamento in vitro de microestacas

No enraizamento de microestacas houve efeito das diferentes concentracoes
de AIB na percentagem de microestacas enraizadas (Figura 3). Maiores
percentagens de enraizamento foram observadas nas concentracfes 1,0 e 6,0 mg
L', com 96,5 e 89,5%, de estacas enraizadas respectivamente, ndo diferindo
significativamente entre si, porém diferiram dos demais tratamentos. Nas
concentracdes de 0,0; 2,0 e 4,0 mg L™ de AIB as percentagens de enraizamento ndo

diferiram.

Figura 3 — Percentagem de enraizamento de microestacas de Tabernaemontana

catharinensis em diferentes concentracdes de AIB.
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Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

As auxinas controlam uma grande variedade de processos implicados no
desenvolvimento das plantas, entre eles a iniciagdo de novos meristemas de raizes,
apresentando maiores efeitos na formacéo de raizes adventicias. Dentre as auxinas,
0 AIB tem apresentado maior eficiéncia no enraizamento, no entanto, a utilizagdo do
regulador de crescimento bem como as concentracdes 6timas a serem utilizadas &
especifica para cada situacdo (HARTMANN et al., 2002; ROCHA et al., 2007,
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XAVIER et al., 2009). A acdo das auxinas ocorre, inicialmente, em nivel celular nos
meristemas primario e secundario, estimulando a divisédo celular e o subsequente
alongamento das células, sendo que, essa acao inicial das auxinas culmina com a
formacéao das raizes (FORD et al., 2002).

Respostas ao enraizamento satisfatérias encontradas neste trabalho, acima
de 70% em todas as concentracfes testadas, podem ser caracteristicas de alto
vigor, condicionado a fatores como reservas nutricionais adequadas, status hidrico
otimo, sem aparente condicdo de estresse, juvenilidade do material utilizado e
balanco hormonal enddgeno, constituindo fator suficiente para induzir a formacéo de
raizes adventicias, ndo sendo necessario o uso de fitorreguladores vegetais
(XAVIER et al., 2009).

Estacas apicais, geralmente utilizadas na microestaquia, sdo mais propensas
a formacdo de raizes devido ao grau de maturacao fisiologica e de lignificacdo
menor. Acrescentando que as auxinas sdo sintetizadas em regides de crescimento
ativo principalmente, como gemas terminais e primérdios foliares, contribuindo para
elevacdo dos niveis endogenos desse fitohdrmonio nas estacas apicais, refletindo
em maior potencial de enraizamento (XAVIER et al., 2009; BORGES, 2011). Silva et
al. (2010), estudando a propagacdo da espécie arborea Calophyllum brasiliense
através de miniestacas, utilizando propagulos juvenis oriundos de mudas produzidas
por sementes, relataram que nédo foi necessario o uso de fitorreguladores vegetais
para o enraizamento.

Dados de massa fresca, comprimento, area superficial, volume e niamero de
pontas de raizes séo apresentados na Tabela 2. Os resultados indicam um efeito
significativo da adicdo de AIB nas varidveis analisadas. Para as variaveis massa
fresca, area superficial e volume de raiz ndo houve diferenca significativa entre as
concentracdes de AIB. Para a variavel comprimento de raiz, concentracdes de 1 e 6
mg L* de AIB demonstraram valores superiores em relacdo as demais
concentracbes (15,96 e 15,60 cm, respectivamente). Maior nimero de pontas de
raizes foi observado em microestacas cultivadas na concentracdo 6,0 mg L™ de AIB.

Uma arquitetura do sistema radicular mais desenvolvida pode influenciar
positivamente na absorcao de nutrientes e na eficiéncia no uso da agua. Um sistema
radicular limitado reduz a atividade radicular, afetando posteriormente a producgao de
biomassa. Microestacas que apresentam maior area superficial e pontas de raizes

sdo mais aptas a enfrentar condicbes de estresse, garantindo maiores taxas de
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sobrevivéncia. Além disso, maior nimero de pontas de raizes aumenta o contato e
regibes de absorcdo de agua e de nutrientes. Segundo Maggio et al. (2007) a
reducdo do volume radicular reduz a producdo da biomassa fresca da raiz,
reduzindo, principalmente, a relacéo raiz/parte aérea, afetando o transporte dos sais

do meio de cultivo para a parte aérea.

Tabela 2 — Valores de massa fresca (MFRraiz), comprimento (COMRa,i;), area superficial
(ASRaiz), volume (VOLRgaz) € nimero de pontas (N°P) de raizes de microestacas de
Tabernaemontana catharinensis A. DC., avaliadas aos 30 dias ap6s a inoculagdo em
concentracdes de AIB.

AIB (mg L™) MFgaiz (Mg)  COMgaiz (€M) ASgaiz (GM?)  VOLga (cm®)  NOP
0,0 18,7 b 6,32 c 1,26 b 0,021 b 3,2cC
1,0 37,13 a 15,96 a 2,95 a 0,043 a 558b
2,0 30,08 a 11,94 b 2,27 a 0,034 a 5,13 b
4,0 35,33 a 13,31 b 2,68 a 0,043 a 525b
6,0 38,88 a 15,60 a 2,87 a 0,0,42 a 8,63 a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

7

Sistema radicular mais desenvolvido em plantas in vitro € considerado
benéfico, uma vez que é importante para a posterior aclimatizacdo (CANTO et al.,
2004). A aclimatizacdo € uma fase relevante e ao mesmo tempo critica da
micropropagacao, podendo causar baixa sobrevivéncia das plantas, devido
principalmente, ao estresse que sofrem na passagem da condi¢&o in vitro para o ex
vitro; passando de um ambiente de baixa transpiracao para ambiente de alta taxa de
transpiracdo, de um estado heterotrofico para o estado autotréfico, de um meio com
alta disponibilidade de nutrientes para um substrato com menor disponibilidade e de
um estado asséptico para ficar sujeito ao ataque de microrganismos patogénicos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998; VILLA et al., 2007).

O crescimento acelerado das raizes pode ocorrer em funcdo do estado
nutricional da planta, mostrando que as microestacas sao capazes de oferecer
carboidratos, horménios e outras substancias necessarias ao alongamento das
raizes, seja pela absorcdo do meio nutritivo e/ou pela producédo através da
fotossintese. Quanto mais bem nutrida a planta, maior o namero de células

produzidas pelos meristemas e mais longo sera o eixo de crescimento (DIAS et al.,
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2012). A formacédo de raizes adventicias € um processo que exige elevada energia,
por envolver a divisdo celular, na qual as células predeterminadas alteram a rota
morfogenética para formar os primérdios radiciais (BRONDANI et al., 2012).
Segundo Haq et al. (2009), as reservas de carboidratos nas microestacas de Olea
europaea constituiram a principal fonte de energia para a iniciacdo dos primérdios
radiciais.

Quando analisado os teores de pigmentos fotossintéticos (Tabela 3), ndo
houve diferenca significativa entre os tratamentos para as variaveis chl a, total,
relacdo chl a/b e carotenoides. Com relacdo aos teores de chl b, a presenca de AIB
no meio de crescimento promoveu um incremento nos teores deste pigmento,
guando comparado com o tratamento sem AIB (controle), além da tendéncia de

maior concentracao de chl a, total e carotenoides nos tratamentos com AlB.

Tabela 3 — Valores médios da clorofila a (Chla), b (Chlb), total (Chltotal), relagdo entre
clorofla a e b (Chl a/b) e carotendéides em folhas de microestacas de cobrina
(Tabernaemontana catharinensis A. DC.) expostas a diferentes concentracées de AIB aos
30 dias apo6s a inoculacdo. MF refere-se a matéria fresca.

AIB (m L'l) Chla Chlb Chl total Chl Carotenoides
g (Mgg*MF) (mgg*MF) (mgg*MF) ab  (mgg*MF)
0,0 1,33 a 0,36 b 1,69 a 3,74 a 0,36 a
1,0 1,41 a 0,41 a 1,82 a 3,47 a 0,40 a
2,0 1,54 a 0,44 a 1,98 a 3,47 a 0,43 a
4.0 1,55 a 0,45 a 2,00 a 3,45 a 0,44 a
6,0 1,55 a 0,45 a 2,00 a 3,43 a 0,43 a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

As clorofilas sdo os principais pigmentos cloroplastidicos responsaveis pela
captacdo de radiacdo solar que durante o processo de fotossintese é convertida em
energia quimica na forma de ATP e NADPH (MARENCO; LOPES, 2005). Na
auséncia de AIB, o sistema radicular pouco desenvolvido limita o fluxo de &agua-
planta no meio de cultura (TYREE et al.,, 2003; SLOT; POOTER, 2007), podendo
ocorrer perda de agua pela planta a uma taxa superior a sua capacidade de
absorcdo e transporte, diminuindo o potencial hidrico da folha, levando ao
fechamento dos estdmatos e reducdo da fotossintese (COSTA; MARENCO, 2007).
Assim, as microestacas podem nao atingir taxas fotossintéticas expressivas,

observado no tratamento sem AIB (controle), pois a clorofila b, pigmento que capta
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radiacdo luminosa de comprimento de onda diferente da clorofila a, transfere a
energia para a clorofila a, que efetivamente atua nas reacdes fotoquimicas da
fotossintese (SCALON et al., 2003).

A diminuicdo da quantidade de clorofila b em relacdo a clorofila a estaria
relacionada a uma menor proporc¢ao do fotossistema Il, que é mais rico em clorofila b
que a, em relacdo ao fotossistema | (CRITCHLEY, 1999). Um aparato fotossintético
mais desenvolvido durante os Ultimos estadios da fase de enraizamento pode
facilitar a aclimatizacdo e aumentar a sobrevivéncia das plantas, uma vez que
estimula a fotossintese, (tal como a luz na faixa azul e vermelha), 0 aumento da cera
epicuticular e a melhoria da relacdo hidrica, o que evita que a fotossintese seja
limitada sob condicBes adversas (SANTANA, et al. 2008).

CONCLUSAO

A imersdo das sementes em 0,0; 300 e 600 mg L' de GAs;
independentemente do tempo, ndo afeta a germinagcao de T. catharinensis in vitro.
As concentracBes de 300 e 600 mg L™ de GA; por 48h de pré-imersdo reduziu a
velocidade de germinacdo das sementes T. catharinensis.

A organogénese direta de brotacdes adventicias em explantes cotiledonares
de T. catharinensis ocorreu sem a necessidade dos fitorreguladores de crescimento
BAP e ANA. O numero de brotos e folhas, bem como a massa fresca das brotacdes
pode ser maximizado com a adicdo de BAP associada ao ANA no meio de cultura.
Concentragdes maiores de BAP x ANA (6,0 x 06 e 4,0 x 04 mg L%
respectivamente), proporcionam aumento no comprimento de brotacdes.

O enraizamento de microestacas aos 30 dias apds a inoculacdo € superior a
70% em todas as concentracdes de AIB (0,0; 1;0; 2,0; 4,0; 6,0). A suplementacédo de
1,0 e 6,0 mg L' de AIB ao meio de cultura proporciona maiores taxas de
enraizamento (96,5 e 89,0%, respectivamente) e comprimento de raiz (15,96 e 15,60
cm, respectivamente). A presenca do regulador de crescimento AIB incrementa

todos os parametros analisados.
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EMERGENCIA, VIGOR E DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE
Tabernaemontana catharinensis A. DC. EM FUNCAO DO SUBSTRATO

RESUMO

Nativa do Rio Grande do Sul, Tabernaemontana catharinensis é uma espécie
arbérea, pioneira, medindo de 3 a 8 m de altura, popularmente conhecida como
“cobrina”, indicada para reflorestamentos mistos destinados a recuperagdo de mata
nativa, rica em compostos fitoquimicos, suas folhas e cascas séo utilizadas na
medicina popular para diversos sintomas. Dada a relevancia da espécie os objetivos
deste trabalho foram avaliar a influéncia da composicdo de substratos sobre a
emergéncia e parametros morfofisioldgicos de crescimento de plantulas de cobrina.
Apoés o beneficiamento das sementes, as mesmas foram submetidas a germinacéo
nas seguintes composicdes de substratos: Mecplant® (substrato comercial),
vermiculita de textura fina (V) e casca de arroz carbonizada (CAC), onde: T1) 100%
Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4) 25%
Mecplant® + 75% V T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50%
CAC; T7) 25% Mecplant® + 75% CAC. As avaliaces foram efetuadas aos 90 e 180
dias apos a semeadura (DAS), aferindo a altura da parte area e o didmetro do
coleto. Aos 180 DAS, foram determinadas a massa seca de parte aérea, a massa
seca de raizes, a massa seca total e os teores de clorofila a, b, clorofila total, Chl a/b
e carotenoides. A emergéncia e os parametros morfofisiolégicos de crescimento
foram afetados negativamente pela composicéo exclusiva de Mecplant®. O substrato
comercial associado ao material inerte vermiculita (T3 e T4) proporcionaram maior
expressao do vigor das sementes e maior crescimento de plantulas, evidenciando
ser mais adequado para a formacdo de mudas. Teores de clorofila a, b, total e
carotendides ndo sao influenciados pelos substratos formulados. A relacdo da
clorofila a/b é mais elevada nos tratamentos T2 (75% Mecplant® + 25% V), T4 (25%
Mecplant® + 75% V) e T5 (75% Mecplant® + 25% CAC).

Palavras-chave: Cobrina. Planta Nativa. Biomassa. Pigmentos Fotossintéticos.
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EMERGENCY, VIGOR AND Tabernaemontana catharinensis A. DC.SEEDLINGS
DEVELOPMENT DEPENDING ON SUBSTRATE

ABSTRACT

Tabernaemontana catharinensis is native to Rio Grande do Sul and it is an arboreal
pioneer species, measuring from 3 to 8 meters high. It is popularly known as cobrina
and it is indicated for mixed reforestation for the recovery of native forest, since it is
rich in phytochemicals compounds, their leaves and barks are used in folk medicine
for numerous symptoms. Given the importance of the species, the aims of this study
were to evaluate the influence of substrate composition on the emergence and
physiological growth of cobrina seedlings. After the processing of the seeds, they
were submitted to germination in the following substrates compositions: Mecplant®
(commercial substrate), fine texture vermiculite (V) and carbonized rice husk (CRH)
where: T1) 100% Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® +
50% V; T4) 25% Mecplant® + 75% V T5) 75% Mecplant® + 25% CRH; T6) 50%
Mecplant® + 50% CRH; T7) 25% Mecplant® + 75% CRH. The evaluations were made
at 90 and 180 days after sowing (DAS), by checking the height of the area and stem
diameter. At 180 DAS, the dry mass of shoot, dry root mass, total dry weight and the
contents of chlorophyll a, b, total chlorophyll, Chl a/b and carotenoid were
determined. The emergence and growth morphophysiological parameters were
negatively affected by the unique composition of Mecplant®. The commercial
substrate associated with the vermiculite inert material (T3 and T4) presented higher
expression of seed vigor and high seedling growth, showing to be more appropriate
for the formation of seedlings. Levels of total chlorophyll a, b, and carotenoid are not
influenced by the substrates. The ratio of chlorophyll a/b is higher in the treatments
T2 (75% Mecplant® + 25% V), T4 (25% Mecplant® + 75% V) and T5 (75% Mecplant®
+ 25% CRH).

Keywords: Cobrina. Native Plant. Biomass. Photosynthetic Pigments.
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INTRODUCAO

Por ser altamente rentavel a diversos paises, o setor florestal destacou-se nas
tltimas décadas (BASSO et al., 2011) pela procura por espécies arboreas nativas
visando a utilizacdo em programas de reflorestamento, projetos de arborizacdo
urbana e reconstituicdo de areas para preservacdo vegetal (SCALON et al., 2006).
Entretanto, diferentemente de plantas de cultivo comercial, h4 grande lacuna quanto
ao conhecimento sobre o potencial germinativo, crescimento e desenvolvimento de
plantulas de espécies arboreas nativas cultivadas em diferentes composicdes de
substratos (AFONSO et al., 2012).

Nesse sentido, a espécie Tabernaemontana catharinensis A. DC.
(Apocynaceae) conhecida popularmente como cobrina, é uma planta nativa do
Brasil, pioneira e dispersa em varias formacdes florestais. T. catharinensis € uma
arvore de até quatro metros de altura, com folhas simples, com peciolo de 1 a 12
mm de comprimento, filotaxia oposta e frutos deiscentes (PEREIRA et al., 2008;
LORENZI, 2009). Esta espécie é recomendada para reflorestamento de areas
degradadas, de preservacdo permanente e para plantios mistos destinados a
recuperacdo de mata nativa (SOBRAL et al., 2006). E rica em compostos
fitoquimicos como flavonoides, saponinas, terpenos, alcaloides e esteroides (CHI et
al., 2005). Possui capacidade bioinseticida por conter classes de fitoquimicos como
alcaloides e terpenos (FERREIRA et al, 2001). Seus ramos demonstram
propriedades antioxidantes, revelando além da rutina, um glicosideo de quercetina e
acido clorogénico (PIANA et al., 2014). Suas folhas e cascas sao utilizados na
medicina popular como antidoto para picadas de cobra, para aliviar dor de dente,
tratamento de feridas, herpes e tumores (PEREIRA et al., 2005).

Dada a importancia da espécie, a busca por mecanismos para manutencao e
producdo de um grande numero de mudas, passa pelo estudo do crescimento
vegetativo da plantula jovem, para a obtencdo de plantas de alta qualidade
morfofisioldgicas, sendo que varios indicadores fitotécnicos podem ser utilizados
para esta finalidade como altura da plantula, diametro do caule, area foliar e a
biomassa resultante, assim como o conteudo de clorofilas, caracteristica fisiologica
utilizada para estimar o potencial fotossintético das plantas (ERISMANN et al.,
2006).
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Com isso a composicdo do substrato pode interferir ndo s6 no potencial
germinativo das sementes, mas também nas condi¢cdes ideais para suporte e
desenvolvimento das plantulas e na eficiéncia do sistema fotossintético (COELHO et
al., 2006), permitindo o estabelecimento vegetal, garantindo o crescimento radicular
e da parte aérea, motivo pelo qual deve apresentar porosidade, capacidade de
retencdo de agua e fornecimento de nutrientes adequados (STURION et al., 2000).
Dificuldades a respeito da melhor formulacdo do substrato levam ao estudo de
substratos alternativos, pois dificilmente um Unico material sera capaz de atender
todas as exigéncias da espécie a ser propagada e, por essa razao, materiais que
melhorem as caracteristicas fisicas sédo incorporados aos substratos.

A escolha dos materiais a serem utilizados para uma formulacédo adequada do
substrato deve considerar a espécie, a disponibilidade e o custo do material (CUNHA
et al., 2005; MESQUITA et al., 2012). Diferentes materiais ou composicbes de
substratos possuem efeitos sobre a emergéncia de plantulas, fase critica do ciclo de
desenvolvimento vegetal e que constitui estadio decisivo para o0 adequado
estabelecimento dos individuos a campo, devido a elevada vulnerabilidade a
estresses ambientais (CASTRO et al., 2004). Tal efeito reflete quantitativamente na
producdo de biomassa e, assim, sobre o crescimento inicial das plantulas e na
qualidade da muda produzida.

Assim, este trabalho objetivou avaliar a influéncia da composicdo de
substratos na emergéncia e nos parametros morfofisiolégicos de crescimento de

plantulas de Tabernaemontana catharinensis.

METODOLOGIA

O trabalho foi realizado em casa de vegetacao disposta no sentido norte-sul,
localizada na Universidade Federal de Santa Maria (29° 42' 56"S e 53° 43' 12"0),
pertencente ao Departamento de Biologia. Os frutos de cobrina (Tabernaemontana
catharinensis) foram coletados no terco médio lateral de cinco matrizes com cerca
de 4 m de altura e localizadas em remanescente vegetal, na regidao Noroeste do Rio
Grande do Sul, no més de maio de 2015. Apoés a retirada das sementes, estas foram
submetidas ao processo de secagem natural sobre bandeja com fundo de tela por
cinco dias e entdo dispostas para germinar em bandejas de isopor com 72 células
individuais, com capacidade de 121,2 cm® de substrato, na profundidade de 1 cm e

mantidas em casa de vegetacdo com temperatura de 25 + 3 °C e irrigacOes diarias.
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Os tratamentos constaram de composicdes (v/v) dos substratos Mecplant®
(substrato comercial a base de casca de pinus bioestabilizada), vermiculita de
textura fina (V) e casca de arroz carbonizada (CAC), onde: T1) 100% Mecplant®; T2)
75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4) 25% Mecplant® + 75% V;
T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50% CAC; T7) 25%
Mecplant® + 75% CAC. Todos os tratamentos receberam 8 g L™ de Osmocote®
(adubacdo NPK, na formulacdo 15-9-12), com periodo de liberacdo de cinco a seis
meses, conforme recomendacéo do fabricante.

O ensaio foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes de 18 sementes, totalizando 72 sementes por
tratamento. As avaliacdes foram realizadas a cada trés dias, até a estabilizacdo da
emergéncia em cada tratamento. Os parametros avaliados foram a percentagem de
emergéncia (%E), sendo considerada emergida quando os cotilédones estavam
totalmente livres acima do solo (LABOURIAU; VALADARES, 1976), e o indice de
velocidade de emergéncia (IVE) conforme MAGUIRE (1962). Com a posterior
estabilizacdo da emergéncia as plantulas foram transferidas para copos plasticos
com capacidade de 700 mL de substrato. Aos 90 e 180 DAS, em trés amostras por
repeticdo de cada tratamento, foram medidas a altura (A) a partir do colo da plantula
ao apice e comprimento da raiz principal (CR), ambos por meio de régua
milimetrada; diametro do colo (DC) por meio de paquimetro digital e a area foliar
através do integrador de area foliar (AM 300).

Aos 180 DAS quatro amostras por repeticdo de tratamento, foram separadas
em raizes e parte aérea para obtencdo da massa seca, sendo as raizes lavadas em
agua corrente, sobre peneira de malha fina para a retirada do substrato. O material
foi acondicionado em envelopes de papel pardo e colocado para secagem em estufa
de circulacéo forcada de ar a 70 °C, por 72 horas. A massa seca da parte aérea
(MSpp), de raizes (MSgaiz) € total (MStotal) representada pela soma da MSpa €
MSgaiz, foram obtidas através de balanca analitica e os resultados expressos em
gramas (g). A relacdo raiz/parte aérea foi obtida através da razdo entre MSraiz €
MSpa € 0 indice de qualidade de Dickson (IQD) determinado segundo DICKSON et
al. (1960), sendo IQD=MSto1al/(RAD+MSpa/MSgaiz) € RAD refere-se a razéo da
altura da parte aérea e o diametro do coleto das mudas.

A determinacéo dos teores de clorofila a, b, clorofila total e carotenoides foi

efetuada ao final do experimento (180 DAS), utilizando-se quatro amostras de folhas
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maduras do terco central da parte aérea de quatro mudas provenientes de cada
composi¢cdo do substrato. O material vegetal foi macerado em acetona 80% e a
quantificacéo dos teores de clorofila a, b, clorofila total e carotendides (mg g™ MF),
foi obtida por espectrofotometria de emissdo a 663 nm, 645 nm e 480 nm, conforme
metodologia de Arnon (1949).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias dos
substratos comparadas pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade de erro,
utilizando o aplicativo Sisvar (FERREIRA, 2008).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve efeito significativo das diferentes composicées de substratos sobre a
emergéncia e IVE de plantulas de cobrina (Figura 1). Maiores percentagens de
emergéncia foram observadas nos tratamentos contendo vermiculita e casca de
arroz carbonizada (T2 ao T7), comparado com o tratamento contendo somente
substrato comercial Mecplant® (T1). Os tratamentos formulados com substratos
Mecplant® mais vermiculita (T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50%
V; e T4) 25% Mecplant® + 75% V) apresentaram maior velocidade de emergéncia,
diferindo significativamente dos tratamentos compostos por substratos Mecplant®
isolado (T1) e com casca de arroz carbonizada, 75% Mecplant® + 25% CAC (T5),
50% Mecplant® + 50% CAC (T6), 25% Mecplant® + 75% CAC (T7).

O substrato influencia diretamente a emergéncia, em funcdo de sua estrutura,
aeracao, capacidade de retencdo de agua, propensdo a infestacdo por patdégenos,
dentre outros, podendo favorecer ou prejudicar a germinacdo das sementes. Além
disso, constitui o suporte fisico no qual a semente € colocada e tem a funcao de
manter as condicfes adequadas para a germinacdo e o desenvolvimento das
plantulas (MARTINS et al., 2012). De modo geral, ndo ha um substrato isolado que
satisfaca todas as condi¢cdes necessarias e garanta o crescimento satisfatorio de
espécies florestais. Desta forma, € sempre aconselhavel utilizar componentes de um
substrato em forma de mistura, jA que os mesmos podem apresentar caracteristicas
indesejaveis a planta, quando usados isoladamente (CALDEIRA et al., 2011).

A necessidade de se obter uma formulacdo de substrato que promova
producdo em quantidade e qualidade para mudas de espécies florestais nativas
deve-se, principalmente, a importancia de se obter mudas de alta qualidade para

povoamentos florestais. O uso da vermiculita como substrato tem sido comumente
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utilizado para a producdo de mudas de espécies florestais em funcédo de algumas
caracteristicas como facil obtencdo, uniformidade na composicdo quimica e
granulométrica, porosidade, capacidade de retencdo de agua e baixa densidade. A
vermiculita tem sido indicada para uso em conjunto com outro material,
preferencialmente de origem organica, com a finalidade de promover maior aeragao
e porosidade a outros substratos menos porosos, pois a porosidade permite o
movimento de agua e ar, favorecendo a germinacdo, a qual necessita apenas de
hidratacdo e aeracdo da semente para que se procedam as reacdes enzimaticas
(NOGUEIRA et al., 2003; GOMES; PAIVA, 2006; MARTINS et al., 2009).

Figura 1 — Percentagem de emergéncia (A) e indice de velocidade de emergéncia
(B) de plantulas de cobrina (Tabernaemontana catharinensis) em diferentes
substratos.
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*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. T1) 100% Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4)
25% Mec@glant@) + 75% V; T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50% CAC; T7) 25%
Mecplant”™ + 75% CAC.

A adicdo de casca de arroz carbonizada ao substrato comercial (Mecplant®)
foi significativamente (P<0,05) menos eficiente do que a vermiculita em relagéo a
velocidade de emergéncia, porém superior ao uso isolado do substrato Mecplant®
para as variaveis emergéncia e IVE. A casca de arroz pode ser utilizada como
substrato tanto na forma natural quanto carbonizada, misturada a outros materiais.
Apresenta boa drenagem, rapida e eficiente, proporcionando boa oxigenacao,
elevado espaco de aeracdo ao substrato, resisténcia a decomposicdo, isenta de
plantas daninhas e patdgenos, relativa estabilidade de estrutura, baixa densidade e
pH préximo a neutralidade melhorando as propriedades fisicas do substrato final
(SOARES et al., 2012; FREITAS, et al., 2013).
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O substrato deve proporcionar eficiéncia e velocidade na emergéncia e
uniformidade de plantulas, contribuindo para a reducéo dos custos de producédo de
mudas no viveiro, diminuindo a necessidade de mao de obra, irrigacdo e cuidados
por mais tempo. Quanto mais tempo a plantula permanecer nos estadios iniciais de
desenvolvimento maior a exposicdo as condicdes adversas do ambiente. A
emergéncia lenta como observada no tratamento T1 pode estar relacionada a uma
maior compactacdo e a baixa capacidade de retencdo de agua do substrato
interferindo no suprimento hidrico durante a fase da embebicdo, onde tecidos néao
toleram a dessecacéao (ELIAS et al., 2006; GUEDES et al., 2010).

Resultados de altura, diametro do colo, comprimento da maior raiz e area
foliar de mudas de cobrina sdo apresentados na Tabela 1. A altura e a area foliar
foram maiores nos tratamentos T3 e T4 aos 90 e 180 DAS, comparado com 0s
demais tratamentos. No uso exclusivo de substrato Mecplant®, observou-se menor
altura e area foliar aos 90 e 180 DAS. Aos 90 DAS, os tratamentos T2, T3, T4 e T5
proporcionaram maior diametro do colo e comprimento da maior raiz (Tabela 1) de
plantas de T. catharinensis, comparado com os demais tratamentos. Por outro lado,
aos 180 DAS nao houve diferenca significativa entre os tratamentos para
comprimento da maior raiz, enquanto os tratamentos T3 e T4 proporcionaram maior
didmetro do colo.

Tabela 1 — Altura (A), didametro do colo (DC), comprimento da maior raiz (CR) e area
foliar (AF) de mudas de cobrina (Tabernaemontana catharinensis A. DC.) avaliadas
aos 90 e 180 dias ap6s a semeadura, cultivadas em diferentes substratos.

Dias ap0s a semeadura (D.A.S)

90 180
Tratamento A DC CR AF A DC CR AF
€m) (mm)  (cm)  (cm’) (cm)  (mm)  (em)  (cm’)
T1 2,79c 156b 661D 8,8b 12,13¢  2,75¢c 19,8a 132,0c
T2 3,83b 182a 10,25a 280D 16,60b 3,53b 183a 1813c
T3 494a 203a 94la 410a 21,75a 4,25a 215a 3253a
T4 5,13a 197a 10,14a 433a 22,75a 4,3la 260a 3805a
T5 366b 1,82a 953a 19,7b 17,38b 3,65b 21,3a 23960Db
T6 386b 1,56b 7,34b 19,1b 17,38b 3,38b 19,8a 25460Db
T7 3,8lb 162b 6,43b 226b 16,25b 3,41b 20,1a 1983c

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. T1) 100% Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4)
25% Mecplant® + 75% V; T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50% CAC; T7) 25%
Mecplant™ + 75% CAC.
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O desempenho do crescimento das plantulas € uma informacdo bastante
relevante para a avaliacdo da capacidade de espécies vegetais em expressar o seu
maximo potencial produtivo ou de se adaptar a novas condicdes do ambiente
(BARBOSA et al., 2013). Embora a vermiculita seja um material inerte, algumas de
suas carateristicas aliadas com a utilizacdo de uma fonte de adubacdo como o
Osmocote® demonstrou maior qualidade nas mudas produzidas. Marana et al.
(2008) comentaram que, durante o periodo de cinco meses necessario a formacgao
das plantulas, os nutrientes devem ser disponibilizados de acordo com a
necessidade das mesmas. O uso de um adubo com liberacdo lenta atende a essa
questdo, podendo assim servir para a producao de mudas com qualidade necesséria
desejavel.

A altura e o diametro do colo sédo avaliados para indicar a capacidade de
sobrevivéncia das mudas no campo. Para espécies florestais, mudas de qualidade
devem apresentar valores adequados para altura que estdo entre 20 e 35 cm e do
diametro do colo entre 5 e 10 mm (GONCALVES et al., 2000). O diametro do colo
além de refletir o acimulo de reservas, assegura maior resisténcia e melhor fixacao
no solo. Mudas que apresentam diametro do colo pequeno e alturas elevadas sao
consideradas de qualidade inferior as com menores alturas e com maior didametro do
colo. Plantas com diametro do colo menor apresentam desvantagem devido a
dificuldade para se manterem eretas apés o plantio e o tombamento pode resultar
em morte ou deformagbes, comprometendo o valor silvicultural da planta (ARTUR et
al., 2007; REIS et al., 2008). A taxa de crescimento do didametro do caule depende
da atividade cambial que, por sua vez, € estimulada por carboidratos e por
horménios translocados das regiées apicais; sendo, portanto, um bom indicador da
assimilacao liquida (PAIVA et al., 2003).

Substratos compostos por 25% Mecplant® + 75% V (T4) e 50% Mecplant® +
50% V (T3), proporcionaram uma maior area foliar aos 90 e 180 DAS. A érea foliar
se correlaciona diretamente com a éarea da superficie fotossintetizante util,
maximizando a captacdo da energia luminosa e conversdo em energia quimica,
refletindo nas taxas de crescimento, espessura foliar e particdo de assimilados para
as demais partes estruturais (BARBIERI JUNIOR et al.,, 2007; BARBOSA et al.,
2013).

Quando observado os resultados para o comprimento da maior raiz (CR), a

diferenca significativa demonstrada entre os tratamentos aos 90 DAS né&o se
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mantém aos 180 DAS, isso possivelmente pode ter ocorrido devido a restricdo de
volume exploravel de substrato imposto pelo recipiente na producdo das mudas,
interrompendo a expansdo em profundidade do sistema radicular. Cabe ressaltar
que as raizes, além de serem responsaveis pela absor¢cdo de agua e pela
sustentacdo da planta, do ponto de vista nutricional, devem ser eficientes na
absorcdo e utilizagdo de nutrientes. Para a formacédo de biomassa, um sistema
radicular bem desenvolvido em profundidade possibilita a planta resistir bem aos
periodos de seca, desenvolvendo potencial produtivo e capacidade de adaptacao as
condi¢cbes adversas do ambiente (SALTON et al., 2008; BEHLING et al., 2014).

Aos 180 DAS, a massa seca de parte aérea (2,19 g) e raiz (1,71 g) na
composicdo exclusiva de Mecplant® foram inferiores as demais composicdes,
ocorrendo consequentemente a reducdo da massa seca total (3,90 g) (Tabela 2).
Estes parametros foram maiores em mudas crescidas na composicao T3 e T4,
diferindo dos demais tratamentos. Os tratamentos constituidos de Mecplant® e CAC
(T5, T6 e T7) e 0 T2 nao diferiram entre si quando analisadas a massa seca da parte
aérea, a massa seca da raiz e a massa seca total das mudas. A relacédo
MSRgraizZ/MSpa Nd0 mostrou diferenca entre as composices de substratos. O indice
de qualidade de Dickson (IQD) apresentou 0s maiores valores nos tratamentos T4,
T3, T5 (0,879; 0,863; 0,806, respectivamente), ndo diferindo entre si.

Tabela 2 — Massa seca da parte aérea (MSpa), massa seca da raiz (MSgraiz), massa
seca total (MStoraL), relacdo massa seca da raiz e parte aérea (MSgraizZ/MSpa) €
indice de qualidade de Dickson (IQD) de mudas de cobrina (Tabernaemontana
catharinensis A. DC.), aos 180 dias apds a semeadura, cultivadas em diferentes
substratos.

Tratamento MSpa (9) MSRaiz (9) MS+otaL (Q) MSRaiz/MSpa IQD
T1 2,19¢c 1,71c 3,90 c 0,785 a 0,688 b
T2 251b 1,97b 4,47 b 0,793 a 0,746 b
T3 3,22 a 2,37 a 5,59 a 0,738 a 0,863 a
T4 3,35a 247 a 58la 0,738 a 0,879 a
T5 2,77b 2,12 b 4,89b 0,765 a 0,806 a
T6 2,71b 1,99b 4,70 b 0,735 a 0,723 b
T7 2,62b 2,01b 4,63 b 0,770 a 0,763 b

*Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. T1) 100% Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4)
25% Mecplant® + 75% V; T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50% CAC; T7) 25%
Mecplant™ + 75% CAC.
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O baixo investimento em biomassa na composicdo exclusiva Mecplant®,
resultou num processo de crescimento lento da planta em altura e expansao foliar.
Segundo Marana et al. (2008), isso indica que a muda ndo teve bom
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular. A massa seca da parte
aérea indica a rusticidade e correlaciona-se diretamente com a sobrevivéncia e
desempenho inicial das mudas apdés o plantio. Maior MSpa pode constituir
reservatorio temporario de assimilados, pois estes compostos, ao serem alocados no
caule, podem ser translocados e alocados para a formacdo de folhas, permitindo
maior area de captacdo de energia radiante e contribuindo para a elevacdo da
massa seca total (GOMES; PAIVA, 2006; MARENCO; LOPES, 2005).

Restricbes no volume radicular podem prejudicar a adaptacdo das mudas em
local definitivo, pois dificulta a absorcédo de 4gua e a sustentacdo da muda no solo
(LIMA et al., 2008). Um sistema radicular representativo é relevante em funcédo da
necessidade das mudas absorverem maiores quantidades de agua, devido uma
maior transpiracdo. Raizes com maior massa seca possuem tendéncia a apresentar
maior niumero de apices radiculares, regido da raiz que mais possui eficiéncia na
absorcdo e transporte de &gua e nutrientes e, principalmente, na producdo de
fitormbnios (REIS et al., 1989; AGUIAR et al., 2011). Acumulo de massa seca no
sistema radicular, em detrimento do acumulo de assimilados na parte aérea,
segundo Carvalho et al. (2006) é uma tendéncia que permite maior absorcdo de
agua e nutrientes, sendo estratégia da planta para garantir maiores taxas de
fotossintese e transpiracdo, além da planta ter maior capacidade de suportar
deficiéncias hidricas.

Caldeira et al. (2008), relatam que a relacdo MSgrazZ/MSpa deve ser 1:2, ao
analisarem a massa seca total e a relacdo entre massa seca de raiz e parte aérea,
na producdo de mudas de aroeira-vermelha. Saidelles et al. (2009) sugeriram que a
parte aérea deve ser similar a raiz, em razdo de possiveis limitacbes quanto a
absorcdo de agua para a parte aérea. Isto foi observado por Afonso et al. (2012)
guando trabalhou com diferentes composi¢des de substratos na produgéo de mudas
de Enterolobium contortisiliquum, sendo que esta relagcdo se manteve em 1:1.

O IQD é um bom indicador da qualidade das mudas, mencionado como uma
promissora medida morfologica integrada, pois no seu célculo sao considerados a
robustez e o equilibrio da distribuicdo da biomassa na muda, ponderando-se 0s

resultados de varios parametros importantes (altura, diametro do colo, massa seca
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da parte area, raiz e total) empregados para a avaliacdo da qualidade (FONSECA et
al., 2002). Hunt (1990) adotou o valor de 0,20 como o minimo para o IQD, na
avaliacdo de mudas de Pinus. Porém, ndo ha na literatura valores de referéncia
guanto a qualidade para as diferentes espécies arbéreas nativas, o que dificulta a
andlise dos indices obtidos (FERRAZ; ENGEL, 2011). Freitas et al. (2012)
observaram que as plantas submetidas a 50% de sombra e pleno sol apresentaram
valores de IQD de 0,68 e 0,76 respectivamente, mostrando que as mudas de
Sclerolobium paniculatum (anga) produzidas nesses dois niveis de sombreamento
apresentavam qualidade para plantio. Em mudas de aroeira-vermelha aos 90 DAS o
IQD atingiu valores de 0,73 em substrato com mistura de esterco de curral
peneirado, casca de arroz carbonizada, vermiculita textura média e terra de subsolo
peneirada, numa proporcdo de 4:3:2:1 em volume, respectivamente (JOSE et al.,
2005).

Os teores de clorofila a, b e total ndo apresentaram diferencgas significativas
entre os tratamentos (Tabela 3). Para a relacdo clorofila a/b, menores valores foram
encontrados para as mudas crescidas em composicdo com Mecplant® mais adicdo
CAC nas proporcbes 50% (T6) e 75% (T7), e na mistura intermediaria com
vermiculita, 50% Mecplant® + 50% V (T3). As composicdes de substratos n&o

interferiram significativamente nos teores de carotenoides.

Tabela 3 — Valores médios da clorofila a (Chla), b (Chlb), total (Chltotal), relacéo
entre clorofla a e b (Chl a/b) e caroten6ides em mudas de cobrina
(Tabernaemontana catharinensis A. DC.) aos 180 dias ap6s semeadura, cultivadas
em diferentes substratos. MF refere-se a matéria fresca.

Tratamento Ch_Ila Ch_llb Chl t[?tal Chl Carote_qéides
(mgg"MF) (mgg~MF)  (mgg~ MF) alb  (mg g~ MF)
T1 1,25a 0,28 a 1,53 a 452 b 0,39 a
T2 1,15a 0,24 a 1,38 a 4,96 a 0,33 a
T3 1,36 a 0,31a 1,67 a 4,39b 0,38 a
T4 1,43 a 0,29 a 1,72 a 4,90 a 0,38a
T5 1,43 a 0,30 a 1,73 a 4,90 a 0,40 a
T6 1,45a 0,33 a 1,78 a 451b 0,40 a
T7 0,93 a 0,22 a 1,15a 4,19 b 0,28 a

*Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade. T1) 100% Mecplant®; T2) 75% Mecplant® + 25% V; T3) 50% Mecplant® + 50% V; T4)
25% Mec(rg)lant® + 75% V; T5) 75% Mecplant® + 25% CAC; T6) 50% Mecplant® + 50% CAC; T7) 25%
Mecplant”™ + 75% CAC.



72

Um dos fatores mais importantes para o crescimento e adaptacdo das plantas
aos diferentes ambientes é o contetdo de clorofila (REGO; POSSAMAI, 2008;
PACHECO; PAULILO, 2009). E possivel que a baixa variacdo na intensidade de
radiacdo devido as condicbes do experimento em casa de vegetacao,
conjuntamente com o0s substratos testados n&o influenciaram estatisticamente os
valores médios das clorofilas a, b, total e dos carotendides. A menor razéo
clorofila a/b, provoca um aumento quantitativo do fotossistema Il, o qual € mais rico
em clorofila b que a (CRITCHLEY, 1999).

De acordo com Scalon et al. (2003), o aumento da proporcédo de clorofila a/b,
como observado nos tratamentos T2, T4 e T5, € uma caracteristica importante, pois
este pigmento clorofiliano (chl b) capta energia de outros comprimentos de onda e
transfere para a clorofila a, que efetivamente atua nas reacdes fotoquimicas da
fotossintese. Essa maior concentracdo de clorofila b, provavelmente atue como um
sistema de aclimatizacdo das plantas ao ambiente no sentido de maximizar a
absorcao da radiacéo incidente (CHOW et al., 1990).

Os carotenoides durante a fotossintese podem desempenhar duas funcfes
distintas: absorcdo de luz nos complexos de captacdo de luz atuando como
pigmentos acessoérios e exercendo acdo fotoprotetora do aparato fotoquimico,
prevendo danos foto-oxidativos as moléculas de clorofila (RAVEN et al., 2007). Os
baixos teores de pigmentos fotossintéticos (clorofila total e carotendides),
observados nas plantas de T. catharinensis cultivadas com 25% de Mecplant® +
75% de CAC (T7), podem indicar a interferéncia deste substrato na producdo dos
pigmentos bem como na eficiéncia fotossintética (GOMES et al.,, 2008). Esta
influéncia pode ser caracterizada pela disponibilizacdo de nutrientes e dgua para a
planta. O mesmo foi evidenciado por Grave et al. (2007) em pléantulas de Luehea
divaricata, cultivadas em substrato casca de arroz carbonizada. Segundo estes
autores, a CAC apresenta limitac6es na disponibilidade de agua, consequentemente
afetando a translocacédo de nutrientes. Além disso, segundo Medeiro et al. (2001) a
CAC pode apresentar dificuldades na conservacdo de uma umidade homogénea
quando utilizada como substrato Unico ou em concentracdes elevadas quando em
mistura e em propor¢cdes moderadas. Como a fotossintese depende da area foliar e
da disponibilidade e capacidade de retengéo de agua, o rendimento das mudas sera

maior quanto mais rapido a planta atingir o indice de &rea foliar maximo, quanto mais
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tempo a folha permanecer ativa e quanto menos tempo a planta ficar exposta a
restricdo hidrica (FREITAS et al., 2013).

CONCLUSAO

A utilizacdo isolada de substrato comercial 100% Mecplant® (T1) proporciona
menor emergéncia e IVG de plantulas e afeta negativamente as caracteristicas de
crescimento.

O substrato comercial associado ao material inerte vermiculita nas
formulacées 50% Mecplant® + 50% V (T3) e 25% Mecplant® + 75% V (T4) propicia
maior expressao do vigor de sementes e maior crescimento de plantulas,
evidenciando ser mais adequado para a formacdo de mudas de cobrina dentre os
estudados.

Teores de clorofila a, b, total e carotenoides ndo sado influenciados pelos
substratos formulados. A relacao da clorofila a/b € mais elevada nos tratamentos T2
(75% Mecplant® + 25% V), T4 (25% Mecplant® + 75% V) e T5 (75% Mecplant® +
25% CAC).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Verificou-se que em Tabernaemontana catharinensis temperaturas mais altas
(25 e 30 °C) favorecem a germinacao das sementes, independente do regime de luz,
comportando-se como fotoblasticas neutras. Durante o armazenamento das
sementes por 180 dias ocorreu a perda de agua das mesmas para o ambiente nas
trés condicbes de armazenamento (camara de crescimento a 25 °C, refrigerador a
10 °C e camara fria a 4 °C), porém nado ocorreu reducdo nas percentagens de
germinacao, demonstrando um comportamento ortodoxo para as sementes de T.
catharinensis.

A pré-imersdo das sementes em &cido giberélico ndo promoveu
maiores percentagens de germinacdo in vitro das plantulas, independente da
concentracdo utilizada (0,0; 300 e 600 mg L™) e do tempo de imersdo (24 e 48h). As
concentracdes de 300 e 600 mg L™ de GA; por 48h de pré-imersdo reduziu a
velocidade de germinag&o das sementes T. catharinensis. Segmentos cotiledonares
retirados das plantulas obtidas in vitro neste experimento ndo formaram plantas
completas até os 70 dias ap6s a inoculagcdo dos mesmos. Houve formacdo de
brotacdes adventicias quando cultivados em meio acrescido de BAP e ANA, sendo
as percentagens superiores a 89%. Combinacdes de BAP e ANA (6,0 x 0,6 e 4,0 x
0,4 mg L™, respectivamente) proporcionaram aumento no comprimento das
brotacbes. Houve uma tendéncia a promover maior numero de brotos na
concentracdo intermediaria de BAP e ANA (2,0 x 0,2 mg L™) por explante
cotiledonar, evidenciando ser mais eficiente para a micropropagacao, por fornecer
maior quantidade de novos explantes.

Microestacas de 4,0 cm de comprimento retiradas de plantulas cultivadas in
vitro por 90 dias enraizaram sem a necessidade de AIB no meio de cultura, porém as
maiores percentagens, 96,5 e 89,5%, ocorreram nas concentracfes de 1,0 e 6,0 mg
L™ de AIB, respectivamente, ndo diferindo entre si. A suplementacdo com 6,0 mg L™
de AIB ao meio de cultura aumentou significativamente o numero de pontas de raiz
(8,63), parametro essencial para posterior processo de aclimatizagdo, por aumentar
a regido de absorcéo de agua e nutrientes e a translocacao solo - planta.

A adicéo de vermiculita ou casca de arroz carbonizada (CAC) conjuntamente
com substrato comercial Mecplant® proporcionou maior percentagem de emergéncia

das plantulas, quando comparado com o uso isolado de Mecplant®. Porém a adicdo
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de vermiculita demonstrou ser mais adequado, tendo em vista que além de
promover maiores percentagens de emergéncia propiciou também maior velocidade
de emergéncia e valores para parametros de crescimento (altura e area foliar aos 90
e 180 DAS e diametro do colo aos 180DAS) nas formulacdes com 25% Mecplant® +
75% V (T4) e 50% Mecplant® + 50% V (T3). Estes tratamentos, promoveram um
incremento em relacdo a producdo de biomassa tanto da parte aérea como da raiz e
consequentemente a massa seca total, demonstrando valores superiores para 0
indice de qualidade de Dickson (IQD), 0,879 para (T4) e 0,863 para (T3). Ficou
evidenciado que os substratos nao influenciaram a quantidade de pigmentos
fotossintéticos (chla, chib, chl total e carotenoides), havendo diferenca significativa
apenas para a variavel relacdo chla/b nos tratamentos T2 (75% Mecplant® + 25% V),
T4 (25% Mecplant® + 75% V) e T5 (75% Mecplant® + 25% CAC).

Os resultados do potencial germinativo das sementes e da emergéncia de
plantulas de Tabernaemontana catharinensis, bem como dos parametros
morfofisiologicos de plantulas e plantas obtidas in vitro e ex vitro foram relevantes,
tendo em vista a importancia de estudos que agreguem mais conhecimento das

espécies nativas com potencial medicinal na busca pela preservagéo.
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APENDICE A - MATRIZES FORNECEDORAS DE FRUTOS (A), FRUTOS
MADUROS (B), SEMENTES APOS O BENEFICIAMENTO (C) E SEMENTES
GERMINADAS COM PROTRUSAO 0,3 CM DE RADICULA AOS 15 DIAS APOS A
INOCULACAO (D) DE Tabernaemontana catharinensis.
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APENDICE B — PLANTULAS IN VITRO COM 70 DIAS DE IDADE, DOADORAS DE
SEGMENTOS COTILEDONARES (A), BROTACOES AEREAS EM SEGMENTOS
COTILEDORES APOS 45 DIAS DE INOCULACAO EM MEIO DE CULTIVO (B),
MICROESTACAS COM 90 DIAS DE IDADE (C), MICROESTACAS INOCULADAS
EM MEIO DE CULTIVO (D) E MICROESTACAS APOS 30 DIAS DE INOCULACAO
NAS CONCENTRACOES DE AIB (E) DE Tabernaemontana catharinensis.
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APENDICE C - PLAN:I’ULAS AOS 90 DIAS APOS A SEMEADURA (DAS) EM
CASA DE VEGETACAO (A) E AOS 180 (DAS) (B) DE Tabernaemontana
catharinensis.




