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Resumo - A dificuldade em produzir clones de Acacia mearnsii por estaquia, em fungéo
das baixas taxas de enraizamento, constitui um empecilho para o uso desta técnica. O
objetivo deste estudo foi o desenvolvimento de um protocolo de desinfestagdo para
introducdo in vitro de segmentos nodais de clones selecionados de A. mearnsii, visando
aprimorar o melhoramento genético da espécie para plantios florestais. A desinfestagao
de propagulos, provenientes de jardim clonal, foi realizada combinando diferentes
produtos e concentragdes (alcool etilico 70%, hipoclorito de sédio, plant preservative
mixture e cloreto de mercurio), tempo de imersdo e tamanho dos segmentos nodais
(4 mm e 10 mm). Segmentos nodais de 10 mm responderam melhor ao tratamento de
desinfestacdo, com 80% de sobrevivéncia, combinando alcool etilico 70%, cloreto de
mercurio a 0,4% e hipoclorito de sodio a 2%.

Disinfection and in vitro establishment of Acacia mearnsii
nodal segments

Abstract - Due to low rates of rooting it is difficult to propagate selected clones of
Acacia mearnsii by cuttings. The purpose of this study was to define a protocol for
disinfection of nodal segments for in vitro introduction, aiming to improve the species
genetically for forest plantation. Combination of different products concentration (70%
ethyl alcohol, sodium hypochlorite, plant preservative mixture and mercuric chloride),
immersion period and size of nodal segment were tested. The best disinfection treatment
was the combination of 70% ethanol, 0.4% mercuric chloride, sodium hypochlorite at
2% in nodal segments of 10 mm, with 80% survival.

Introducao

Acacia mearnsii de Wild., Fabaceae, conhecida como
acdcia negra, ¢ natural da Australia. No Brasil, o género
Acacia ocupauma area de 148.311 ha (Anuario..., 2013),
sendo a maioria de povoamentos de acacia negra. A
madeira ¢ utilizada para energia, carvao, cavaco para
celulose e painéis. Da casca ¢ retirado tanino, utilizado
em diversos setores industriais (Anuario..., 2013).

Mediante o melhoramento genético desta espécie, deseja-
se produzir clones dos materiais genéticos superiores,
mas existe dificuldade no enraizamento das estacas para
alguns individuos selecionados.

O rejuvenescimento apresenta-se como uma alternativa
para que o material se torne responsivo na fase de
enraizamento. Na silvicultura clonal de Fucalyptus, a
micropropagagdo pela proliferacdo de gemas axilares
tem sido utilizada com €xito no rejuvenescimento de
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clones selecionados, visando a melhoria do processo de
propagacao de mudas por microestaquia (Dutra et al.,
2009; Xavier & Otoni, 2009).

Entre os principais inconvenientes encontrados
na produ¢do de mudas de espécies florestais pela
micropropagacao, aparece a contaminagdo do material
por microrganismos, principalmente bactérias endogenas,
representando sérias limitagdes para obtengdo de um
numero suficiente de culturas assépticas que permitam
dar prosseguimento ao cultivo in vitro (Xavier & Otoni,
2009). Isso ocorre em fungdo da frequente presenca de
microrganismos associados aos explantes e da relativa
ineficiéncia dos procedimentos de desinfestagdo
superficial que costumam ser empregados (Golle et al.,
2013).

Varias sdo as substincias que podem ser empregadas
nos procedimentos de desinfestagdo do material vegetal,
dentre as quais destacam-se o etanol, o hipoclorito de
sodio (Oliveira et al., 2013) e de calcio, cloreto de
mercurio, cloreto de benzalconio, peroxido de hidrogénio
(Grattapaglia & Machado, 1998), acido cloridrico e plant
preservative mixture (Davey & Antony, 2010). Contudo,
se faz necessario uma metodologia eficiente para o
uso dos produtos quimicos durante a desinfestagdo,
determinando tempo e concentra¢do adequada para
maior eficacia no controle das contaminagdes, com
menores danos aos explantes, garantindo assim o
sucesso no estabelecimento in vitro. Diante destas
evidéncias, torna-se necessario aprofundar os estudos
da desinfesta¢do e introdugdo in vitro de segmentos
nodais de acacia negra. visando obter uma cultura
asséptica e material responsivo para multiplicagdo dos
clones selecionados. Neste sentido, os objetivos do
presente trabalho foram verificar o efeito de diferentes
concentragdes de hipoclorito de sédio (NaClO), cloreto
de mercurio (HgCl,) e de plant preservative mixture em
diferentes tempos de imersdo e o tamanho de segmentos
nodais (4 mm e 10 mm) na desinfestacdo de acacia negra.

Material e métodos

Os ensaios foram conduzidos no Laboratoério de
Genética ¢ Melhoramento Florestal (LAMEF) da
Universidade Federal do Parana.

Os testes de desinfestagdo foram realizados com
material vegetal proveniente de jardim clonal, mantido
em estufa, constituido por 11 clones diferentes e cepas
formadas por mudas provenientes de sementes, fornecido
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pela empresa Tanagro. As cepas foram acondicionadas
em vasos de 5 L, com substrato composto por casca
de pinus, vermiculita, calcario ¢ NPK. Receberam
fertirrigacdo semanal com solugdo nutritiva proposta
por Bolle-Jones (1954) durante o primeiro ano e depois
substituida por solugdo nutritiva preparada com produtos
comerciais (NPK 18-18-18). As cepas foram mantidas
podadas e receberam tratamento com fungicida tiofanato
metilico (0,2% p/v), antes da coleta das brotagdes
axilares.

Desinfestacao e introducao in vitro de Acacia
mearnsii

Para estabelecimento in vitro de acacia negra,
testaram-se varias solucdes desinfestantes como:
hipoclorito de sodio (NaClO); cloreto de mercurio
(HgCl), alcool etilico e tiofanato metilico, cuja
composicdo esta apresentada na tabela 1. Apds cada
imersdo em produto desinfestante, os explantes foram
enxaguados em agua destilada e autoclavada por
trés vezes. Todo o procedimento de desinfestagdo foi
realizado dentro de cdmara de fluxo laminar, previamente
desinfestada com alcool etilico 70% e luz ultravioleta
por 20 min.

Os tubos de ensaio utilizados na fase de estabelecimento
de culturas assépticas possuiam 15,0 cm de altura e
2,5 cm de diametro, com capacidade de 50 mL, contendo
aproximadamente 10 mL de meio de cultura cada e
tampados com tampas de polipropileno. Foram testados
segmentos nodais com 4 mm ou 10 mm de comprimento.

O meio de cultura utilizado em todas as etapas foi o
MS (Murashige & Skoog, 1962) com todos os sais do
meio reduzidos a ¥, vitaminas € compostos organicos
do mesmo meio, 30 g L! de sacarose e 7,5 g L' de 4gar
bacteriologico (Himedia®). O pH do meio foi ajustado
a 5,8 £ 2 com NaOH ou HC1 0,1 N e esterilizado em
autoclave a 121 °C e 1,1 Kgf cm? de pressdo por
20 min. Os explantes permaneceram na sala de
crescimento com temperatura de 25 £ 2 °C, fotoperiodo
de 16 h e luminosidade de 2.800 lux. As variaveis
mensuradas foram: porcentagem de sobrevivéncia e
necrose dos explantes ¢ contaminagdo por fungos e
bactérias. As avaliagdes foram realizadas aos 15 dias.

As solugdes de hipoclorito de s6dio foram preparadas
diluindo-se, com agua destilada (v/v), solugdo
concentrada a 12% de cloro ativo (Cloroquimica®). O
cloreto de mercurio (Labsynth®, 99,5% de pureza) foi
pesado (p/v) conforme a concentragdo desejada, diluido
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em agua destilada e, ap6s o uso, foi neutralizado com
sulfeto de sddio nonahidratado (Na,S.9H,0), que reage
com o HgCl, formando um precipitado. Para cada 100
g de residuo a 0,5%, usou-se 5 g de sulfeto de sodio.

Tabela 1. Tratamentos de desinfestagdo de segmentos nodais
de Acacia mearnsii utilizando tiofanato metilico, NaClO,
alcool etilico e HgCl,.

Tratamentos
T.1 Tiofanato metilico 0,2% (15 min) + NaClO 1% (10 min)
T2  0,2% (15 min.) + NaClO 2% (10 min)

Alcool etilico 70% (20 s) + 0,2% (15 min) + HgCl, 0,1% (15
min) + NaClO 1% (15 min.)

Alcool etilico 70% (15 s) + 0,2% (15 min) + HgCl, 0,5% (15
min) + NaClO 1% (15 min)

Alcool etilico 70% (15 s) + 0,2% (15 min) + HgCl, 0,5% (15
min) + NaClO 2% (15 min)

Tiofanato metilico 0,2% (15 min) + HgCl, 0,5% (15 min) +
NaClO 2% (15 min)

Alcool etilico 70% (15 s) + 0,2% (15 min) + NaClO 1,5% (15
min)
T.8  Alcool etilico 70% (15 s) + 0,2% (15 min) + NaClO 3% (15 min)

Em um segundo experimento, foram avaliadas
diferentes concentragdoes de NaClO (2% ou 3%) por
10 min, seguido de HgCl, (0,25% ou 0,4%) por 5, 10
ou 15 min, em um esquema trifatorial (2x2x3) (Tabela
2). Os explantes foram imersos em alcool etilico 70%
por 10 s e em solugédo de (tiofanato metilico) 0,2% (p/v)
por 10 min, para entdo serem submetidos aos diferentes
tratamentos com hipoclorito de sédio e cloreto de
mercurio. Apos cada solugdo desinfestante utilizada,
os explantes foram enxaguados por trés vezes em agua
destilada e autoclavada. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado (DIC), trifatorial
2x2x3 (12 tratamentos), com quatro repeti¢des e cinco
explantes por parcelas.

Foram avaliados segmentos nodais de 4 mm ¢
10 mm em meio de cultura semi so6lido de MS
(7,5 g LY). As solugBes para estes testes foram alcool
etilico a 70% por 10 s, HgCl, a 0,4% (p/v) por 15 min
e NaClO a 2% e 3% (v/v) por 10 min e 15 min para
desinfestagdo de segmentos nodais. O delineamento
experimental foi em blocos ao acaso, devido a néo
uniformidade da temperatura da sala de crescimento,
que variou em 25 £ 2 °C, com 5 blocos e 4 plantas por
parcelas (Tabela 3).

T3

T4

T.5

T.6

T.7

Tabela 2. Desinfestagdo de segmentos nodais de Acacia
mearnsii utilizando concentragdes de NaClO e HgCl, e
diferentes tempos de imersdo de HgCl,.

Tratamentos

T.1 NaClO 2% (10 min) + HgCl, 0,25% (5 min)
T.2 NaClO 2% (10 min) + HgCl,0,25% (10 min)
T.3 NaClO 2% (10 min) + HgCl, 0,25% (15 min.)
T4 NaClO 2% (10 min) + HgCl, 0,4% (5 min)
T.5 NaClO 2% (10 min) + HgCl,0,4% (10 min)
T.6 NaClO 2% (10 min) + HgCl,0,4% (15 min.)
T.7 NaClO 3% (10 min) + HgCl1,0,25% (5 min)
T.8 NaClO 3% (10 min) + HgCl1,0,25% (10 min)
T.9  NaClO 3% (10 min) + HgCl, 0,25% (15 min.)
T.10  NaClO 3% (10 min) + HgCl,0,4% (5 min)
T.11  NaClO 3% (10 min) + HgCl,0,4% (10 min)
T.12  NaClO 3% (10 min) + HgCl,0,4% (15 min)

Tabela 3. Desinfestagdo de segmentos nodais de 4 mm e
10 mm de Acacia mearnsii utilizando cloreto de merctrio
combinado com diferentes concentragdes de hipoclorito de
sodio por 10 min e 15 min.

Tratamentos

T.1* Alcool etilico 70% (10 s) + HgCl, 0,4% (15 min) + NaClO 2% (10 min)
T.2** Alcool etilico 70% (10's) + HgCl, 0,4% (15 min) + NaClO 2% (15 min)
T.3** Alcool etilico 70% (10's) + HgCl, 0,4% (15 min) + NaClO 3% (10 min)
T.4%* Alcool etilico 70% (10 s) + HgCl, 0,4% (15 min) + NaClO 2% (10 min)

T.5%* Alcool etilico 70% (10's) + HgCl, 0,4% (15 min) + NaClO 3% (10 min)

* e ** - Explantes de 4 mm e 10 mm, respectivamente.

Foram realizados experimentos testando 1, 2, 3, 4,
6 ¢ 8 h de imersdao em solugdo de plant preservative
mixture, acrescentando 1 ou 2 mL L, no meio de cultura
MS (Tabela 4). O delineamento experimental utilizado
foi de blocos ao acaso, com oito blocos ¢ 10 explantes
por parcela.

As analises estatisticas foram realizadas com dados
coletados aos 15 dias de introduc¢do in vitro, das
variaveis: porcentagem de fungos, bactérias, necrose e
de sobrevivéncia. Os dados foram submetidos ao teste
de normalidade, de homogeneidade (Levene), analise
de variancia (ANOVA) e, conforme a necessidade, ao
teste de médias Bonferroni (para arranjos fatoriais) ou
Tukey a 5% de significancia, usando programa IBM
SPSS Statistic19® (IBM Corporation, NY, USA).
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Tabela 4. Desinfestagdo de segmentos nodais de Acacia
mearnsii com adicdo de plant preservative mixture, com
diferentes tempos de exposicao.

Tratamentos
T1 1 mL L' de plant preservative mixture no meio por 1 h.
T2 1 mL L' de plant preservative mixture no meio por 2 h.
T3 1 mL L' de plant preservative mixture no meio por 3 h.
T4 1 mL L' de plant preservative mixture no meio por 4 h.
TS 1 mL L' de plant preservative mixture no meio por 6 h.
T6 1 mL L de plant preservative mixture no meio por 8 h.
T7 2 mL L' de plant preservative mixture no meio por 4 h.
T8 2 mL L' de plant preservative mixture no meio por 6 h.
T9 2 mL L' de plant preservative mixture no meio por 8 h.
Resultados

Em experimentos preliminares, com tratamentos
utilizando diferentes agentes desinfestantes (tiofanato
metilico, dlcool etilico, NaClO e HgCl,), em diferentes
concentragdes e tempos, 0s tratamentos que apresentaram
a menor taxa de contaminag@o por fungos e bactérias
foram os que utilizaram cloreto de mercurio (0,5% p/v).
Para Acacia mearnsii, tratamento com HgCl2 a0,1%nao
foi eficiente para a desinfestagdo de segmentos nodais
provenientes do minijardim clonal do viveiro, pois em
10 dias havia 77% de contaminagao por fungos. A maior
porcentagem de sobrevivéncia (53%) foi verificada com

0 uso de tiofanato metilico 0,2%, HgCl, 0,5% e NaClO
2% (Tratamento 6) (Tabela 5).

Tabela 5. Resultado da desinfestagdo de segmentos nodais de
Acacia mearnsii aos 15 dias de introducao in vitro.

Tratamentos Fungos Bactérias Necrose  Sobrevivéncia
(%) (%) (%) (%)
1 100 75 21 0
2 100 69 36 0
3 77 60 24 0
4 18 18 23 43
5 8 38 20 35
6 31 16 0 53
7 86 31 3 0
8 81 21 3 0

Em que: T1 = Tiofanato metilico (15 min) + NaClO 1% (10 min); T2 =
Tiofanato metilico 0,2% (15 min) +NaClO 2% (10 min); T3 = Alcool etilico
70% (20 s) + tiofanato metilico 0,2% (15 min) + HgCl, 0,1% (15 min) +
NaClO 1% (15 min); T4 = Alcool etilico 70% (15 s) + tiofanato metilico
0,2% (15 min) + HgCl, 0,5% (15 min) + NaClO 1% (15 min); TS5 = Alcool
etilico 70% (15 s) + tiofanato metilico 0,2% (15 min) + HgCl, 0,5% (15 min)
+NaClO 2% (15 min); T6 = Tiofanato rr}etilico 0,2% (15 min) + HgCl, 0,5%
(15 min) + NaClO 2% (15 min); T7 = Alcool etilico 70% (15 s) + tiofanato
metilico 0,2% (15 min) + NaCIO 1,5% (15 min); T8 = Alcool etilico 70%
(15 s) + tiofanato metilico 0,2% (15 min) + NaClO 3% (15 min).

No ensaio que se avaliou duas concentragdes de
cloreto de mercurio e trés tempos de imersdo com
NaClO a 2% e 3%, ndo houve diferenca significativa
entre os tempos. Com NaClO a 3% e HgCl, a 0,4%
houve a menor formagdo de fungos (33,3%) e maior
porcentagem de sobrevivéncia, quando comparado aos
tratamentos com NaClO (3%) e HgCl, a 0,25%, que
apresentaram 65% de contaminag&o por fungos e apenas
5% de sobrevivéncia (Tabela 6).

Tabela 6. Resultados da desinfestagdo de segmentos nodais de Acacia mearnsii utilizando concentragdes de NaClO e HgCl,
e diferentes tempos de imersdo de HgCl,, aos 15 dias de introdugdo in vitro.

NaClO (2%) NaClO (3%)
Tempo Fungo Bactéria Necrose Sobrev. Fungo Bacteria Necrose Sobrev.
(min.) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
5 55 30 0 15 60 30 0 10
(I)_Eg}/; 10 65 40 5 0 75 50 0 0
15 70 25 5 0 60 35 0 5
Meédia 63,3b 31,7a 33a 500 65,0 b 383a 0,0 a 500
C.V. (%) 8 12,6 54,5 7,6 7.8 10,4 - 7,6
5 60 40 0 0 35 40 5 20
(I;E(?"z 10 55 40 10 0 35 40 0 25
15 40 30 10 30 30 50 25 0
Média 51,7a 36,7 a 6,6 b 10,0 a 333a 433a 10,0 b 150a
C.V. (%) 9,9 10,8 27,3 38 15,3 9,2 18 25,3

Em que: Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo teste de Bonferroni a 5% de probabilidade C.V. (%) = coeficiente

de variagdo da média. Sobrev. = sobrevivéncia.
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No experimento com explantes de 4 mm foi observado
63% de sobrevivéncia ap6s 15 dias da introdugdo in
vitro. As maiores porcentagens de sobrevivéncia, de
60% a 80%, foram verificadas nos tratamentos que
utilizaram explantes maiores, com 10 mm. Com este
tamanho de explante a taxa de contaminagao por fungos
diminuiu, chegando a auséncia de fungos com 3% de
NACIO durante 10 min, mas houve contaminagao por
bactérias (15%) e a porcentagem de sobrevivéncia ficou
em 80% (Tabela 7).

Tabela 7. Resultado da desinfestagdo de segmentos nodais
de 4 mm e 10 mm de Acacia mearnsii utilizando cloreto de
merctrio (0,4%) e concentragdes de hipoclorito de sddio por
10 min e 15 min, aos 15 dias de introdugio in vitro.

NaOCl T Tamanho Fungos Bactérias Necrose Sobreviventes
(%) (min.) expl. (mm) (%) (%) (%) (%)
2 10 4 25 5 8 63
2 10 10 6 21 3 71
3 10 10 0 15 5 80
2 15 10 3 30 3 65
3 15 10 5 15 0 80

Em que: Alcool etilico a 70% por 10 s, cloreto de mercurio 0,4% (v/v) por
15 min. T = tempo de imersao.

Plant preservative mixture na assepsia de segmentos
nodais de Acacia mearnsii

Apo6s 15 dias da introdugdo in vitro de segmentos
nodais de 4. mearnsii, foi verificada baixa porcentagem
de sobrevivéncia, sendo os melhores resultados obtidos
apos 4 h, 6 h e 8 h de imersdo utilizando 1 mL L'ou
2 mL L' de plant preservative mixture no litro de meio de
cultura. Foi verificada alta contaminagao, principalmente
com fungos, com 1 h, 2 h e 3 h de imersao, utilizando 1

mL L' de plant preservative mixture no meio de cultura
(Tabela 8).

Tabela 8. Resultados da desinfestacdo de segmentos nodais
de Acacia mearnsii utilizando tratamentos com 1 mL ou 2
mL de plant preservative mixture, com diferentes tempos de
exposicao, aplicados a segmentos nodais de A. mearnsii aos
15 dias da aplicagdo.

Plant preservative T(h) Fungos Bact.  Necrose Sobrev.
mixture no meio (%) (%) (%) (%)

I mLL! 1 93 48 38 0

I mLL! 2 93 36 45 0

Continua...

Tabela 8. continuagao.

Pll{nt preservutt:ve T (h) Fungos Bact.  Necrose Sobrev.
mixture no meio (%) (%) (%) (%)
I mL L 3 86 45 39 0
I mL L 4 16 39 12 33
I mLL! 6 16 31 22 31
I mLL! 8 26 28 21 25
2mL L 4 10 35 19 36
2mL L 6 18 28 11 43
2mLL"! 8 25 33 21 21

Em que: Solugdo de imersdo com 40 ml L' de plant preservative mixture.
T = tempo; Bact.= bactérias; Sobrev.= sobrevivéncia.

Discussao

Alguns autores obtém explantes assépticos com o uso
de solugdo de hipoclorito de s6dio sem a necessidade
do cloreto de mercurio. Ribas et al. (2003), utilizando
solugdo de hipoclorito de sdédio a 0,25% durante 10 min,
obtiveram 71,53% de sobrevivéncia para a desinfestacao
de brotagdes apicais de peroba-rosa (Aspidosperma
polyneuron Mill. Arg.), independente da época do
ano (verdo ou outono). Para introdugdo in vitro de
segmentos nodais de erva-mate (/lex paraguariensis St.
Hil.), foi testado hipoclorito de sédio na desinfestagao
dos explantes, sendo este parcialmente eficiente na
descontaminacdo, mas o seu uso isolado nao foi
satisfatorio para o estabelecimento em longo prazo
devido a recontaminagdo, principalmente por bactérias
(Dutra et al., 2008). Neste sentido, em muitos estudos
a desinfestacdo com cloreto de mercurio ainda se faz
necessaria.

A desinfestacdo in vitro de segmentos nodais de
plantas adultas de teca (Tectona grandis Linn. f.) foi
observada com 15 min de exposi¢do ao cloreto de
mercurio (0,1%) e com 30 min ao hipoclorito de sédio
a 2,5% (Fermino Junior et al., 2009). Entretanto, assim
como no caso de acicia negra, nesses tratamentos com 15
min ou mais de exposi¢ao ao cloreto de merctrio foram
registradas porcentagens de oxidacao. Outro trabalho em
que houve efeito positivo do cloreto de mercurio na etapa
de desinfestagdo foi com corango-de-batata (Pfaffia
tuberosa (Spreng.) Hicken), utilizando o tratamento com
alcool etilico 70%, hipoclorito de sddio 1% e cloreto de
mercurio a 0,1% por 5 min (Flores et al., 2006). Para
alamo (Populus deltoides Marsh), o melhor tratamento
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de desinfesta¢ao foi alcool 75% por 8 s e cloreto de
mercurio 0,1% por 3 min (Ling & Yan, 2013).

A maior necrose verificada no presente trabalho com
0 aumento no tempo de imersdo de HgCl, sugere que
0 aumento na concentragdo do desinfestante ou nos
periodos de imersdo, visando melhorar a eficiéncia,
deve ser cuidadosamente avaliado, pois pode propiciar
uma maior desinfestagdo, mas ocasionar necrose nos
tecidos. Injurias nos explantes, provocadas pela imersao
em solugdo desinfestante, causam estresse e estimulam
a atividade da enzima fenilalanina amonialiase (PAL),
relacionada a formagdo de compostos fendlicos (Taiz
& Zeiger, 2013), provocando necrose do explante.
Maiores tempos de contato dos segmentos nodais de
cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata DC.) com o
hipoclorito de s6dio provocaram injurias nos explantes
e, consequentemente, oxidagdo fendlica (Golle et al.,
2013). Tratamentos com cloreto de mercurio, em baixas
concentragdes (0,01%), ndo foram eficientes contra
bactérias e causaram altas taxas de oxidagcdo em maiores
concentracdes (até 0,5%) para segmentos nodais de /.
paraguariensis (Dutra et al., 2008). Isso demonstra a
dificuldade de introduzir in vitro segmentos nodais de
espécies lenhosas.

Correia & Graga (1995) introduziram in vitro brotos
apicais de acacia negra, com nove meses de idade,
tratados por imersao de 15 min em solugdo de fungicida
Benomyl® (0,5 g L!) seguida por detergente comercial
em 3% v/v e NaClO a 1% (v/v) com Tween 20% a
0,01% (v/v), sob agitacdo, e constataram que a reducao
do tamanho do explante de 10 mm para 5 mm permitiu
diminuir a contaminagdo de 80% para 10% e aumentar a
taxa de sobrevivéncia. O mesmo ndo ocorreu no presente
estudo, pois as maiores porcentagens de sobrevivéncia
(60% a 80%) foram verificadas nos tratamentos que
utilizaram explantes maiores, com 10 mm.

Em tratamentos para introdugdo in vitro de acacia
negra, o plant preservative mixture nao foi eficaz para
se obter culturas livres de microrganismos e sadias.
Entretanto, diferentemente do observado no presente
trabalho em desinfestagdo de segmentos nodais oriundos
de minicepas de erva-mate (/. paraguariensis) o plant
preservative mixture, também adicionado ao meio de
cultura, foi eficaz para o controle da contaminagao,
mas proporcionou altas taxas de oxidagdo (100%),
apresentando efeito fitotoxico para a cultura (Dutra et
al., 2008).
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Conclusoes

Segmentos nodais de A. mearnsii com 10 mm
respondem melhor ao tratamento de desinfestagdo e
sobrevivéncia, com a combinacdo de alcool etilico 70%,
cloreto de mercurio a 0,4% e hipoclorito de s6dio a
2%. A utilizagdo do produto plant preservative mixture
no meio de cultura e como solugdo desinfestante nao
proporciona resultados satisfatdrios para segmentos
nodais de A. mearnsii.

Protocolos de desinfestacdo e regeneragdo in vitro
ainda nao estdo consolidados para Acacia mearnsii
e variam muito de acordo com o gendtipo, mas sao
importantes visando aprimorar o melhoramento genético
da espécie por meio de plantios clonais.

Referéncias

Anuario estatistico da ABRAF 2013: ano base 2012. Brasilia, DF:
ABRAF, 2013.149 p.

Bolle-Jones, E. W. Nutrition of Hevea Brasiliensis. 11. Effect of
nutrient deficiencies on growth, chlorophyll, rubber and mineral
contents of Tjirandji seedlings. Journal of the Rubber Research
Institute of Malaya, v. 14, p. 209-230, 1954.

Correia, D. & Graga, M. E. C. In vitro propagation of Black wattle
(Acacia mearnsii De Wild.). IPEF, n. 48/49, p. 117-125, 1995.

Davey, M. R. & Anthony, P. Plant cell culture: essential methods.
Chichester, UK: Willey-Blackwell, 2010. 359 p.

Dutra, L. F. et al. A micropropagacdo de Eucalipto. Pesquisa
Florestal Brasileira, n. 58, p. 49-59, 2009. DOI: 10.4336/2009.
pfb.58.49.

Dutra, L. F. et al. Introducao ao cultivo in vitro de Erva-mate (Ilex
paraguariensis). Colombo: Embrapa Florestas, 2008. (Embrapa
Florestas. Boletim de pesquisa e desenvolvimento, 38).

Fermino Junior, P. C. P. et al. Estabelecimento, germinagdo e
multiplicag¢@o in vitro de teca (Tectona grandis L.f.) a partir de
genotipos da Amazonia Sul-Ocidental. Scientia Forestalis, v. 37,
n. 84, p. 427-435, 2009.

Flores, R. et al. Otimizagdo da micropropagacao de Pfaffia tuberosa
(Spreng.) Hicken. Revista Ciéncia Rural, v. 36, n. 3, p. 845-851,
2006.

Golle, D. P. et al. Desinfestagdo superfici.al de explantes isolados
de ramos semilenhosos e herbaceos de Eugenia involucrata DC.
(Myrtaceae). Revista Cerne, v. 19, n. 1, p. 77-82, 2013.

Grattapaglia, D. & Machado, M, A. Micropropagacao. In: Torres, A.
C. etal. Cultura de tecidos e transformacio genética de plantas.
Brasilia, DF: Embrapa, 1998. p. 183-260.

Ling, W. & Yan, X. Research on tissue culture and propagation
of Populus deltoids cl.”725”. Journal of Anhui Agricultural
University, v. 40, p. 612-617, 2013.



Desinfestacao e introdug@o in vitro de segmentos nodais de Acacia mearnsii 491

Murashige, T. & Skoog, F. A revised medium for rapid growth and Ribas, L. L. F. et al. Estabelecimento de culturas assépticas de
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v. Aspidosperma polyneuron. Revista Ciéncia Florestal, v. 13, n. 1,
15, p. 473-497, 1962. p. 115-122, 2003.

Oliveira, L. S. de et al. Micropropagacdo de espécies florestais Taiz, L. & Zeiger, E. Fisiologia vegetal. 5. ed. Porto Alegre: Artmed,
brasileiras. Pesquisa Florestal Brasileira, v. 33, n. 76, p. 439-453, 2013.918 p.

2013. DOL: 10.4336/2013.pfb.33.76.481. Xavier, A. & Otoni, W. C. Aplicacdes da micropropagagdo na

clonagem de Eucalyptus no Brasil. Agronomia Costarricense, v.
33,n.2,p.303-307, 2009.

Pesq. flor. bras., Colombo, v. 37, n. 92, p. 485-491, out./dez. 2017






