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RESUMO

MALDONADO, ALIRIO COROMOTO DABOIN. Propagacdo in vitro da
gabirobeira (Campomanesia spp.). 2014. 102 f. Tese (Doutorado em Agronomia /
Fitotecnia) - Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia®

A gabirobeira é uma frutifera do cerrado brasileiro que ganha destaque devido a sua
importancia social, econdmica e comercial, sua preservacao, contudo, estd ameacada
pela expansdo da fronteira agricola e pelo extrativismo predatdrio. O presente trabalho
teve como objetivo propor um protocolo que permita sua propagacdo in vitro. Foram
efetuados diversos experimentos durante os anos de 2010 a 2013, usando frutos
colhidos de vinte matrizes de gabirobeira selecionadas na Fazenda “Agua Limpa” da
Universidade Federal de Uberlandia - MG. No capitulo 1, foram compiladas
informacg0es tedricas e geneéricas sobre a gabirobeira. No capitulo 2, foram analisados,
os efeitos da desinfestacdo na germinagdo in vitro da semente com diversas
concentracdes de hipoclorito de sddio, associado ao alcool etilico ( 70% ) e ao fungicida
tiofanato metilico (1 g L™), o meio MS utilizado foi suplementado com 1,5 % de sacarose
e BAP (1 mg L™). A desinfestagdo proporcionou o estabelecimento da frutifera in vitro, aos
10 dias de crescimento ocorreu menor contaminacgéo (4,80%), com maior germinacdo
(94%) com o aumento na concentracdo de hipoclorito de sédio até 3,50%. Porém, aos 30
dias a desinfestacdo proporcionou 100% de germinacdo e nenhuma contaminagdo com o
aumento da concentragdo de hipoclorito de sodio até 3,33%. O capitulo 3, teve como
objetivo avaliar diferentes antioxidantes na oxidacdo, durante a micropropagacdo de
segmentos nodais de gabirobeira obtidos de plantulas de sementes germinadas in vitro.
A oxidagéo (%) foi avaliada em 15 dias e o numero de brotos em 30 dias, sendo obtidos
0s seguintes resultados: para a caracteristica oxidacdo ndo houve diferenca significativa
entre os tratamentos, sendo 0 meio MS + PVP 0 menos oxidante. Ja para o nimero de
brotos ocorreu diferenca significativa entre o0s tratamentos com substancias
antioxidantes e a presenca ou auséncia de luz, sendo que nos tratamentos a seguir: MS +
PVP, MS + carvdo ativado, MS + acido ascorbico e MS no escuro, ndo houve diferenca
significativa. Portanto, os tratamentos que contem PVP e carvao ativado no meio MS,
apresentam-se como melhores alternativas para controlar a oxidacdo e gerar maior
numero de brotos dos explantes de gabirobeira na sua propagacéo in vitro. No capitulo 4
avaliou-se, aos 60 dias , o desenvolvimento da plantula de gabirobeira. Os dados
coletados mostraram, o efeito da concentracdo de hipoclorito (3,60%) em sinergia com
&lcool, e fungicida, aliado a presenca de BAP (1 mg L™) no meio MS, influenciaram
positivamente o estabelecimento fisiologico das plantulas , com nimero médio de
brotos, nimero de folhas e altura maxima das plantas obtidos (1,4; 5,52; 17,67 mm),
independentemente do tempo de imersdo. O capitulo 5, objetivou verificar o melhor
meio de cultura MS nas diferentes combinagdes com BAP e escolher o explante com
maior numero de brotos, sem oxidacdo. Conforme os dados, conclui-se que a
concentracdo de BAP a 0,5 mg L™ permitiu um maior crescimento e desenvolvimento
dos brotos do explante de segmentos nodais, acima dessa concentracdo ocorreu
oxidacdo do explante. O meio mais diluido MS 1/4 (25% do meio MS basico) foi mais
eficaz para a propagacao in vitro dos segmentos nodais de gabirobeira.

Palavras-chave: Germinacdo, in vitro, brotagdo, citocinina, antioxidantes,
estabelecimento.

! Comité Orientador: Berildo de Melo — UFU (Orientador)



ABSTRACT

MALDONADO, ALIRIO COROMOTO DABOIN. In vitro propagation of
gabirobeira (Campomanesia spp.). 2014.102 f. Tese (Doutorado em Agronomia/
Fitotecnia) - Universidade Federal de Uberlandia. Uberlandia®

Gabirobeira is a typical fruit from the Brazilian Savannah presenting social, economic
and commercial importance; however, its preservation is threatened by the expansion of
agriculture and by predatory extractivism. This study proposes a protocol for in vitro
propagation of the species. Several experiments were done from 2010 to 2013, using
fruits harvested from twenty selected gabirobeira shrubs on the farm “Agua Limpa” at
the Federal University Uberlandia - MG. In Chapterl, theoretical and general
information about the species were compiled. Chapter 2presentes the effects of seed
disinfestation on in vitro germination, comparing several concentrations of sodium
hypochloride, associated with ethanol (70%) and with the fungicide methyl thiophanate
(1 g L"), in MS medium supplemented with 1.5% sucrose and BAP (1 mg L™). Seed
disinfestation allowed in vitro establishment of the fruit shrub and, after growth for 10 days
the least contamination was observed (4.80%), with greatest germination (94%) after
treatment with increasing concentrations of sodium hypochloride, up to 3.50%. Thirty days
after seeding in the medium 100% germination and no contamination were observed with
sodium hypochloride concentrations of up to 3.33%. Chapter 3 evaluates the effects of
different anti-oxidants during micropropagation of nodal segments of gabirobeira obtained
from seedlings germinated in vitro. Oxidation (%) was evaluated 15 days after transfer
to the different media and the number of sprouts 15 days later. The following results
were observed: There were no significant differences among the treatments for
oxidation, and the medium MS + PVP was the least oxidant. Significant differences
among the treatments with anti oxidant substances and lighting were observed for the
number of sprouts, and the treatments MS + PVP, MS + activated charcoal, MS +
ascorbic acid and MS in the dark were similar to each other. Therefore, treatments
containing PVP and activated charcoal in MS medium are the best option to control
oxidation and generate the greatest number of sprouts in gabirobeira explants for in
vitro propagation. Chapter 4 evaluated, 60 days after in vitro introduction, gabirobeira
seedling development. Collected data indicate that the effect of sodium hypochloride
(3.60%) in synergy with ethanol and fungicide, coupled to the presence of BAP (1 mg
L™ in MS medium, positively affected the physiological establishment of the seedlings,
as shown by the number of sprouts, leaves and seedling height (1.4, 5.52, and 17,67
mm, respectively), regardless of immersion time. Chapter 5, determined the best
combination MS culture medium, in combination with BAP, to select the explant with
the greatest number of sprouts, with no oxidation. According to the data, it can be
concluded that BAP at 0.5 mg L™ resulted in greater growth and sprout development in
nodal segment explants, while greater concentrations of the hormone resulted in explant
oxidation. Diluted MS medium to 1/4 (25% of the base MS medium) was more
effective for in vitro propagation of gabirobeira nodal segments.

Key words: germination, in vitro, shoot, cytokinin, antioxidant, establishment.

! Supervising Committee: Berildo de Melo - UFU(Supervisor)



CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL

A biodiversidade é muito importante para a seguranca alimentar, econémica e
ecoldgica do planeta, pois dela depende a vida das geracGes futuras. Por esse motivo,
existe uma grande preocupacdo quanto a manutencéo, avaliacdo e troca da diversidade
genética em ambito mundial (LEITE, 2005).

O cerrado detém 5% da biodiversidade do planeta, é considerado a savana mais
rica do mundo, um dos biomas mais ameacados do Brasil. Sua area original era de 204
milhdes de hectares, no entanto ja perdeu 47,84% de sua cobertura vegetal até 2008
(MMA, 2010).

Além de sua importancia ambiental, o cerrado tornou-se capaz de gerar riquezas,
contribuindo para a producdo de alimentos, de fibras e de outros produtos, em
quantidade e qualidade adequadas as necessidades e exigéncias do mercado, e de
promover o desenvolvimento integrado e sustentavel, garantindo qualidade de vida para
a populacdo (EMBRAPA, 2005).

Durante um longo periodo de tempo, o cerrado foi considerado uma regido de
pouco interesse econdmico, de solos pobres, acidos e sem fertilidade pelos agricultores
brasileiros. Apos a década de 60, e devido as pesquisas e tecnologias implementadas
pela Empresa Brasileira de Agropecuaria - EMBRAPA, a regido dos cerrados foi
transformada em um importante pdlo de producdo de alimentos do pais. O cerrado
produz hoje 25% da producdo nacional de gréos alimenticios e possui 40% do rebanho
bovino do Brasil. Grande parte dos agricultores ndo respeita a legislacdo ambiental,
utiliza os recursos naturais do cerrado sem manejo ecolégico.

Por isso, este ecossistema esta sofrendo danos, provenientes da acdo das
queimadas, do extrativismo predatdrio e da agricultura industrial, colocando em risco a
sobrevivéncia de diversas espécies de plantas, como as fruteiras nativas, mesmo antes
de serem conhecidas pelos taxonomistas e pesquisadores. O interesse industrial pelas
frutas do cerrado cresceu apds os anos 40. A mangaba foi explorada durante a segunda
guerra mundial para producdo de latex. Ha estudos da década de 70 que comprovam a

possibilidade de o babagu e a macatba serem utilizados como biocombustiveis. O pequi



ja é industrializado e seu 6leo é comercializado. O palmito de guariroba, de sabor
amargo, é comercializado a semelhanga do palmito doce. Frutiferas como a mangaba, a
cagaita, o araticum e a gabirobeira, mesmo sem serem domesticadas, vém sendo
utilizadas pela industria do sorvete e picolés, de forma extrativista e predatdria
(AVIDOS; FERREIRA, 2003).

A vegetacdo do cerrado possui um grande nimero de familias de frutiferas, com
géneros diversificados, cujas espécies tém frutos diversos, quanto a forma, tamanho e
sabor. A industrializacdo e comercializagdo dos frutos como a gabiroba, o baru, o pequi,
a cagaita, a mangaba, o caju-do-cerrado, o araticum, entre outras, sd0 importantes para
desenvolver um mercado que possa gerar renda e qualidade de vida as populagées locais
e, além disso, facilitar a exportacdo da matéria prima para outras regides, mantendo-se a
qualidade e a conservagao do produto (NAVES, 1999).

A gabirobeira (Campomanesia spp.), também conhecida em algumas regides
como guavirova, guavira, guabiroba-midda e guabiroba-do-mato, como frutifera do
cerrado, apresenta potencial para a introducdo ao cultivo comercial. Seus frutos séo
saborosos e ricos em vitamina C e Fe, sendo essa associacao extremamente beneéfica,
visto que a presenca da vitamina C melhora a absorcdo do ferro. O fruto pode ser
consumido in natura, ou na forma de sucos, sorvetes, doces, geléias alem de ser util
como matéria prima para fabricacdo de licores, sendo explorado comercialmente para
producdo de picolés e sorvetes. A casca e as folhas, preparadas em infusdo, possuem
efeitos terapéuticos, sdo adstringentes e usadas nos tratamentos gastrintestinais, ou dos
males do trato urinario e apresentam grande importancia na indastria farmacéutica
(LIMA, 2004).

A gabirobeira (Campomanesia spp.) pode ser utilizada na arborizacdo urbana e
na recuperacdo de areas degradadas. E considerada como uma espécie que possui boas
perspectivas de producdo comercial em funcdo da sua grande densidade, frequéncia e
distribuicdo no ambiente do cerrado. Tem facilidade de propagacao natural por ser uma
planta melifera, com boa quantidade de sementes distribuidas, precocidade no inicio da
producdo, extensdo de periodo produtivo, alta variabilidade genética, e boa aceitacdo no
mercado devido ao seu sabor aromatico e adocicado. Porém, sua semente é considerada
recalcitrante, a planta apresenta pouca tolerancia a pragas e doencas e seus frutos
possuem baixa resisténcia ao transporte e armazenamento depois da coleta (PEIXOTO,
et al.,2005).



Por isso, é importante investir no trabalho de domesticacéo das fruteiras nativas
do cerrado para que possam ser cultivadas e comercializadas. Conforme Junqueira et al.,
2008, a domesticacdo consiste em um conjunto de processos, técnicas e acoes realizadas
de forma consciente ou inconsciente e que transformam as espécies de plantas e animais
adequadas as necessidades humanas.

Segundo Pereira et al.,2001, para preservar as espécies nativas com potencial
econdmico € necessario criar unidades de conservacdo e bancos ou colecbes de
germoplasmas a fim de manter a variabilidade genética.Tais unidades e bancos
garantiriam a conservacgéo das especies e sua utilizagdo em programas de melhoramento
para superar as limitagdes na exploracdo comercial, além de desenvolver técnicas mais
eficientes de propagacdo assexuada e de padrOes de qualidade para o processamento
pos-colheita e viabilidade comercial.

O desenvolvimento da técnica de cultivo in vitro da gabirobeira é de importancia
fundamental no melhoramento genético de plantas, a fim de “regenerar” embrides de
sementes, manter 0 acesso a bancos de germoplasmas e propiciar a obtencdo de
cultivares superiores.

Sabe-se que a gabirobeira propaga-se por meio das sementes, mergulhia e mudas
extraidas de forma natural, mas existem poucas experiéncias relacionadas a sua
propagacdo. Na propagacdo de plantas por meio de sementes, nem sempre se tem
certeza de que o individuo formado vai manter as mesmas caracteristicas selecionadas
das plantas matrizes, em funcdo da recombinacdo génica, 0 que ndo acontece na
propagacdo assexuada (ONO, 1992).

Nesta propagacdo cada planta individualmente produzida é, na maioria das
vezes, geneticamente idéntica a planta-mée, sendo este 0 maior motivo de sua aplicacédo
(PAIVA; GOMES, 1995).

A reproducdo assexuada consiste na producdo de novos individuos usando partes
ou 6Orgdos da planta matriz, tais como ramos, gemas, estacas, folhas, células, raizes e
outras. A propagacao in vitro, frequentemente utilizada na floricultura, fruticultura e na
silvicultura, envolve técnicas capazes de reproduzir em massa gendtipos previamente
selecionados. O uso desta reproducdo, segundo Malavasi (1994) pode distribuir com
maior rapidez e eficiéncia os resultados dos programas de melhoramento genético,
reduzindo seus custos finais. Na cultura da gabirobeira, tal como na da erva-mate, a

propagacdo assexuada podera ter grande avanco e dedicacdo da pesquisa, em virtude do



seu potencial para reduzir o periodo de producdo de mudas: de 1,5 a 2 anos no sistema
de producéo por sementes, para apenas seis meses (CARVALHO, 1994).

Durante o0 desenvolvimento da presente pesquisa para realizar a
micropropagacgdo, optou-se pela germinagdo in vitro da semente de gabirobeira
(Campomanesia spp.), tendo em vista a ocorréncia de sérios problemas com o
estabelecimento dos explantes naturais, produzidos pela oxidagdo e a contaminagéo que
dificultaram a propagacéo in vitro da gabirobeira.

O presente trabalho objetivou avaliar a micropropagacdo in vitro de gabirobeira
(Campomanesia spp.), estabelecendo um protocolo que facilite a propagagdo desta
espécie em programas de melhoramento vegetal. Nesse sentido, 0s experimentos
realizados para avancar na formacdo de um protocolo que permita sua domesticacao
foram:

o Controle da contaminacdo na germinacdo in vitro da semente de

gabirobeira (Campomanesia spp.).

o Utilizacdo de antioxidantes na micropropagacdo in vitro de segmentos

nodais de gabirobeira (Campomanesia spp.).

o Desenvolvimento da plantula de gabirobeira (Campomanesia spp.) na

germinacéo in vitro da semente em meio MS com BAP.

o Brotacdo in vitro de explantes obtidos na germinacdo in vitro de

gabirobeira (Campomanesia spp.) em diversas combinacdes de MS com
BAP.



2 REFERENCIAL TEORICO GERAL

2.1 Importancia da gabirobeira (Campomanesia spp.) no bioma cerrado

De acordo com Maria do Carmo C. Sanchotene, a Gabiroba, palavra de origem
guarani, quer dizer "arvore de casca amarga". Existem no Brasil, no entanto, muitas
espécies e variedades de frutas que levam esse mesmo nome de origem indigena. Algumas
se desenvolvem em formacdes arbustivas, outras tém o porte de grandes arvores e chegam
a alcancar entre 8 e 25 metros de altura.

A gabiroba ocorre no cerrado, cerraddo, campo sujo (SILVA et al., 2001) e mata
ciliar (DURIGAN; NOGUEIRA, 1990). E uma planta bem distribuida, podendo ser
encontrada nos estados de Sdo Paulo, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul,
Goias, Distrito Federal, Bahia, Minas Gerais, Santa Catarina, chegando as regides
adjacentes da Argentina, do Paraguai (LEGRAND; KLEIN, 1977) e do Parana
(LANDRUM, 1986).

O cerrado brasileiro, atualmente denominado de celeiro do mundo, era pouco
explorado no passado. Este ecossistema ocupava 24% da area total do Pais (204 milhdes
de hectares), estando presente em 13 estados brasileiros e no Distrito Federal. E a
segunda maior biodiversidade da Ameérica do Sul, superada apenas pela Amazonia.
(MMA, 2010).

Todo esse potencial econdmico natural sinaliza a importancia das pesquisas para
manutencdo, conservacdo e manejo da biodiversidade do cerrado. Existem cerca de
6.500 espécies de plantas neste ecossistema, das quais mais de 200 ja possuem uso
econémico (madeireiro, medicinal, forrageiro e ornamental).

Além de sua importancia ambiental, o cerrado tornou-se capaz de gerar riquezas,
particularmente as frutiferas do cerrado tém se destacado por seu grande potencial de
utilizacdo agricola. Tais frutiferas sdo espécies de diferentes familias, que produzem
frutos comestiveis, com diversas formas, cores e sabores caracteristicos. Estes frutos sdo
consumidos pelas populacbes locais e constituem uma importante fonte de alimento
para animais silvestres e domesticados, (CHAVES, 2003).

A variabilidade genética de uma espécie é essencial para sua adaptacdo e
sobrevivéncia as mudancas do seu habitat; a diferenciacdo das populacdes é fator

relevante para a conservacao genética (GRIBEL, 2001).



A gabirobeira pertence & familia Myrtaceae. Do ponto de vista taxondmico €
uma das familias mais complexas, tanto pelo nimero de espécies quanto pela escassez
de estudos taxondmicos (SOUZA; LORENZI, 2005).

Segundo Manica et al.,(2000), entre as fruteiras nativas quatro géneros se
destacam como os mais importantes do ponto de vista do interesse econdmico: Feijoa,
Eugenia, Myrciaria e Psidium. A espécie frutifera mais estudada e difundida é a
goiabeira (Psidium guajava L.), mas diversas outras espécies apresentam potencial
semelhante, embora dependam de domesticacdo, sendo comercializadas apenas em
pequena escala.

Este é o caso da jaboticaba (Myrciaria cauliflora (Mart.)) O. Berg), da
pitangueira (Eugenia uniflora L.), da cabeludinha (Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff),
do Cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), da gabiroba (Campomanesia
spp.), do aragé (Psidium cattleyanum Sabine) e da cereja-nacional (Eugenia cerasiflora
Mig.). As Myrtaceae aparecem entre as familias mais comuns na maioria das formagoes
vegetais da flora brasileira. Nas areas abertas, especialmente no cerrado, ganham
importancia os géneros Psidium e Campomanesia (CASTRO; LORENZI, 2005).

A gabirobeira (Campomanesia spp.) € uma planta caducifélia. Seu florescimento
ocorre de modo bem intenso, por um curto periodo de tempo, de agosto a novembro,
com pico em setembro (ALMEIDA et al., 1998). Frutifica de setembro a novembro
(SILVA et al., 2001). Espécie final de sucessdo (secundaria tardia ou climax), suporta
inundacao, sendo uma espécie importante para a reposicdo de mata ciliar (DURIGAN;
NOGUEIRA, 1990).

Os frutos sdo utilizados na alimentacdo in natura, na forma de sucos, geléias,
doces, sorvetes, pudins e pavés. Sdo utilizados também como matéria prima para a
fabricacdo de licor e vinho. Planta considerada medicinal, possui propriedades
antidiarréicas, sendo suas cascas e suas folhas usadas sob a forma de chas (FERREIRA,
1972). Além disso, a planta é melifera, sendo importante para o pasto apicola. E
explorada por extrativismo e, também, cultivada em pequenos pomares familiares,
sendo uma fonte de renda para muitas familias, A comunidade da cidade de Bonito,
Mato Grosso do Sul, promove todo ano no més de novembro, época de frutificacdo da
espécie, o Festival da Guavira (Campomanesia spp.), com o intuito de resgatar a cultura
e historia da comunidade (REIS, 2005). O processamento do fruto é feito de modo

semelhante ao da Cagaita (Eugenia dysenterica DC.), os frutos depois de lavados e



escorridos sdo cortados ao meio e as sementes sao retiradas. A polpa deve ser macerada
e espremida na peneira sobre um vasilname de boca larga. Na peneira ficam retidas as
cascas e sementes e no vasilhame, o suco que pode ser imediatamente utilizado ou
acondicionado em sacos plasticos e conservado em refrigeracdo. O transporte dos frutos
maduros requer cuidado. Como eles possuem mais de 90% de suco e tém pelicula muito
delicada, sugere-se processamento ou congelamento rapido (ALMEIDA, et al., 1998).

No estado do Goias, uma caixa com frutos de gabiroba é comprada pela pequena
empresa de sorvetes e picolés de frutas nativas do cerrado, “Sabor do Cerrado”, ao custo
de R$ 30,00 (LIMA, 2004).

2.2 Caracteristicas botanicas da gabirobeira

A classificagdo boténica corresponde ao:
Reino: Plantae,
Filo: Magnoliofita,
Classe: Dicotyledoneae,
Ordem: Myrtales,
Familia: Myrtaceae,
Género: Campomanesia.
Espécies e nomes populares:
Campomanesia adamantium - gabiroba branca,
Campomanesia durea - gabiroba do campo,
Campomanesia corymbosa — gabiroba,
Campomanesia cyanea — gabiroba,
Campomanesia desertorum - gabiroba do sertéo
Campomanesia dichotoma — ubucaba,
Campomanesia fenzliana — gabiroba,
Campomanesia grandiflora — gabiroba,
Campomanesia guaviroba — gabiroba,
Campomanesia guazumifolia - sete copas, gabiroba da mata,
Campomanesia klotezschiana - gabiroba do campo,
Campomanesia lineatifolia — gabiroba,
Campomanesia phae — cambuci,

Campomanesia pubescens — gabiroba,



Campomanesia reticulata — gabiroba,

Campomanesia rivularis — gabiroba,

Campomanesia rufa — gabiroba,

Campomanesia xanthocarpa - gabiroba do campo.

Origem: Brasil (MENDES; FERRAO, 1999; LORENZI, et al., 2006 ).

A gabirobeira apresenta 25 espécies distribuidas do México a Argentina, sendo 15
delas nativas do Brasil. S&o encontradas em diversos tamanhos que variam de pequenos
arbustos até arvores de 15 m de altura, porém no cerrado figuram mais como arbustos.

A Figura 1 apresenta os estadgios de desenvolvimento de Campomanesia
xanthocarpa, ou gabiroba do campo, A — inicio do desenvolvimento; B — emissdo da
raiz primaria e do hipocotilo em plantulas com trés a quatro dias; C — emergéncia dos
paracotiledones seis a sete dias ap0s a protruséo da raiz primaria; D — plantula com 30
dias, com paracotiledones totalmente expandidos e inicio do desenvolvimento dos
edfilos; E — plantula com cerca de 60 dias, no inicio da fase de tirodendro. (cl: colo; d:
diasporo: ef: eofilo: ep; epicotilo; hp: hipocotilo: pc: paracotiledone; r: raiz principal:

rp: raiz primaria: rs: raiz secundaria).

FIGURA 1. Estagios de desenvolvimento da plantula de
Campomanesia xanthocarpa O. Berg.

(Myrtaceae). Fonte: Acta bot. bras. 24(3): 613-623.
2010.

A gabirobeira possui tronco tortuoso e ramificado de casca amarelada e
descamante em placas finas, e copa desorganizada, conforme Figura 2. Na Figura 3 pode-

se ver que suas folhas sdo opostas, simples, inteiras, pecioladas, ovais ou oblongas,



arredondadas na base e de apice acuminado, com nervacdo muito saliente na parte

inferior, algumas coriéceas.

FIGURA 2. Exposicao da gabirobeira no cerrado da Fazenda
Agua Limpa/UFU. Uberlandia-MG. 2011.

FIGURA 3. Exposicdo da folha e do fruto da gabirobeira,
Uberlandia — MG. 2011.

Apresenta coloragdo desde o branco com pelos até castanho avermelhado, alternando
com a idade. As folhas sdo simples, opostas, crespas no caso da C. schlechtendaliana var;
rugosas, glabras no caso da C. adamantium;, estreitas e duras no caso da C. aurea;

pubescentes na face inferior no caso da C. pubescens; largas ou oblongas (forma de ovo



invertido) e coriaceas ou grossas no caso da C cambessedeana e com margem onduladas
no caso da C. xanthocarpa var, litorais. (MENDES; FERRAO, 1999; LORENZI, et al.,
2006 ).

Na Figura 4, observam-se as flores, de corola esbranquicada, com cinco a seis
pétalas, de ovario infero, em geral sdo solitarias, mas podem aparecer peddnculos com uma
a duas flores, muito aromaticas, arredondadas ou truncadas. As flores nascem em racemos
dicésios (duas flores, terminando em uma) agrupadas em pedunculos (haste ou suporte)
longos ou curtos, e medindo cada uma de 1 a 1,5 cm de comprimento; sdo actinomorfas (
Varios pianos passando num mesmo eixo), com calice (invélucro externo) com cinco lobos
ou recortes agudos, e corola (involucro interno com cinco pétalas brancas livres). O
androceu (6rgdo masculino) contém em média 90 a 130 estames filiformes (tubos longos

em forma de fio) de 0,8 a 1,3 cm de comprimento.

FIGURA 4. Apresentacdo da flor de gabirobeira, Uberlandia-
MG. 2011.

A Figura 5, na qual o fruto em geral € uma baga sub esférica, semelhante a uma
cereja, com cerca de 1 cm de didmetro, podendo chegar a 5 cm em C. phae, de cinco a
oito loculos, ( algumas como a C. rufa chegam a treze I6culos) sendo sua coloragdo do
verde amarelado até o verde escuro, mudando sua cor quando maduro para amarelado ou
alaranjado. Os frutos contém em seu interior uma polpa mole da cor do epicarpo, com
sabor a mirtilo segundo uns, a morango segundo outros. Essa polpa é agucarada,
comestivel como alimento de sabor muito agradavel (MENDES; FERRAO, 1999). As
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sementes sdo de coloracdo creme, arredondadas, semelhantes a uma ferradura e
recalcitrantes (perdem o poder germinativo em quatro dias). Depois de plantadas
germinam em 10 a 40 dias. Cada fruto possui de seis a oito sementes, Figura 6.

F‘

il
FIGURA 5. Apresentagdo do fruto de gabirobeira colhido na
Fazenda Agua Limpa/UFU. Uberlandia-MG. 2011.

A P 4

FIGURA 6. Semente extraida do fruto da gabirobeira para 0s
ensaios, Uberlandia-MG. 2011.

Para a extragdo das sementes do fruto, Macedo (1998) recomenda a maceracédo e 0

despolpamento dos frutos sobre peneira, a lavagem das sementes em agua corrente e a

11



secagem a sombra, Figura 7. Devido a curta viabilidade das sementes, elas devem ser
colocadas para germinar imediatamente ap6s a colheita (AVIDOS; FERREIRA, 2003).
Foi observada taxa de germinacdo de 65% em um periodo de 40 a 60 dias (SILVA et
al., 2001). As sementes sdo classificadas como recalcitrantes, ndo tolerando o
armazenamento a baixa temperatura e nem a dessecagdo, sendo que o armazenamento em
frasco de vidro fechado a 25°C mantém a germinacdo em 0% por 30 dias (MELCHIOR
et al., 2006).

FIGURA 7. Extracdo da semente do fruto de gabirobeira
colhido para os experimentos, Uberlandia-MG.
2011.

2.3 Propagacao de frutiferas nativas

A fruticultura no cerrado brasileiro € de baixa atividade econdmica. Os frutos
encontrados nas feiras livres, mercados e supermercados das cidades sdo, em geral,
provenientes do extrativismo dos nativos que os colhem das arvores silvestres que
nascem nessas regiées ou de pequenos pomares residenciais de baixa produtividade.

A producdo comercial destas frutiferas do cerrado é baixa, j& que seu cultivo
agricola carece de técnicas agrondémicas adequadas ainda nao desenvolvidas, por isso €

importante considerar o tipo de propagacéo.
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A propagacéo consiste em um conjunto de praticas destinadas a perpetuar as
espécies de forma controlada, com o objetivo de aumentar a quantidade de plantas,
garantindo a manutencédo das caracteristicas agrondmicas essenciais das cultivares.

Os métodos de propagacdo podem ser sexuada (sementes) e assexuada
(estruturas vegetativas).

A propagacdo por sementes de plantas frutiferas ocorre de forma natural e no
cultivo da maioria das plantas para producdo de mudas.

A propagacdo assexuada é mais utilizada na producdo comercial de mudas e
mais eficaz e rdpida que a propagacdo por sementes, pois possui periodo improdutivo
mais curto, além de permitir a producdo de plantas idénticas a planta—mae, sendo
importante na preservacdo das caracteristicas agronémicas das espécies desejaveis.

A opgéo pela reproducéo sexuada ou assexuada é definida conforme: a facilidade
de germinacdo da semente, quantidade de plantas produzidas e importancia das
caracteristicas agrondmicas das cultivares (FACHINELLO et al., 2005).

2.3.1 Propagacao sexuada da gabiroba (Campomanesia spp.)

Existem informac6es sobre algumas espécies serem cultivadas enquanto outras
somente sdo encontradas nativas. Em geral propagam-se facilmente por sementes ou por
estacas (assexuada).

A gabirobeira € uma planta rastica, pouco exigente de cuidados, nascendo
naturalmente mesmo em terrenos pobres. Ocorre de forma nativa nas regides de mata.
Multiplica-se por sementes, preferindo climas quentes, porém com poucas chuvas.

No caso da gabiroba, vem sendo realizados estudos para propagacdo por
sementes, mas o desenvolvimento lento das plantulas e a predacdo intensa de frutos
estdo entre as principais limitagdes ao cultivo (LEITAO; MARTINS, 1981)

O inicio da germinacdo ocorre com a embebicdo da semente, mas, em muitas
espécies, a exemplo da gabiroba, a presenca de mucilagem impede que esse processo
ocorra. A eliminacdo da mucilagem em varias espécies consiste em sua fermentacéo.

Esta operacdo, além de livrar as sementes, pode ajudar no controle de doencas
transmissiveis por elas. O tempo de fermentacdo varia conforme a espécie e a
temperatura, sendo por volta de seis dias para maracuja. Para guabiroba, Lorenzi (2002)
indicou a fermentacdo das sementes por trés dias. A semente da gabiroba deve ser plantada

em pleno sol, em lugares livres de encharcamento na época de chuvas. O espacamento
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meédio indicado para todas as espécies desta pesquisa € de 3 x 3 m ou de 2 x 2 m para
terrenos virgens do cerrado. As covas devem ser preenchidas com 1 kg de cinzas e 4
litros de matéria composto organico (a maior parte de capim ou folhas apodrecidas) e 20 g
de N-P-K (10-10-10). Depois de prontas devem ficar curtindo por no minimo 3 ou 4 meses
antes do plantio definitivo, que deve ser feito a partir de novembro. Irrigar a cada quinze
dias nos primeiros 3 meses, depois somente se faltar &gua na época da florada. A planta
cresce lentamente e ndo necessita de cuidados especiais, apenas deve-se cobrir a
superficie com p6 de cerra e eliminar qualquer erva daninha que possa sufoca-la. Adubar
com composto organico feito de folhas apodrecidas + 20% de esterco de galinha curtido e
20 g de N-P-K (10-10-10). Distribuir os nutrientes a 5 cm superficialmente a 20 cm do
caule, de preferéncia no més de outubro, quando a planta inicia nova brotacdo. As
gabirobeiras séo arbustos de crescimento lentos, porem resistentes a geadas inferiores a zero
grau, vegetam bem em qualquer altitude. O solo pode ser profundo, de drenagem répida,
acido com pH entre 5, 0 a 6,5, com constituicdo arenosa ou argilosa (solo vermelho) e até
pedregoso. A guabiroba rasteira e a guabiroba rugosa frutificam dois anos ap6s o plantio,
enquanto as outras espécies levam de trés a cinco anos para iniciar a frutificacdo.
(MUNIZ, 2009)

As mudas crescem lentamente, apreciam substrato arenoso com pouca matéria
organica e que drenem bem as aguas de chuvas e regas. As mudas apreciam local arejado
onde pegue sol até as 13:00 horas da tarde, para um bom desenvolvimento. A planta é
polinizada por abelhas do género Bombus, embora seja comum encontrar grande
quantidade de outros insetos visitando suas flores, o que contribui para 0 aumento da
producéo de gabiroba (ALMEIDA, et al., 2000), Figura 8 .

A formacgdo de mudas é efetuada em sacos plasticos com 2 a 3 sementes por
saco, com profundidade de semeadura de 2 cm - foi observada produtividade de 30 a
100 frutos por planta, a partir do 1° ou 2° ano apos o plantio (SILVA et al., 2001).

Algumas sementes de espécies do cerrado apresentam comportamento
recalcitrante, como a gabiroba (Campomanesia adamantium Cambess), a cagaita, a
mangaba e a pinha do brejo. As sementes recalcitrantes, em geral, apresentam tamanho
grande e s@o caracterizadas por nao sofrerem dessecacdo natural na planta-mée ao longo
do processo de maturacdo, sendo dispersas com elevados teores de agua que, se
reduzidas a um nivel considerado critico, levardo a rapida perda da viabilidade e até a
morte (ROBERTS, 1973).
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FIGURA 8. Muda da gabirobeira desenvolvida na casa de
vegetacdo da Fazenda Agua Limpa/UFU,
Uberlandia- MG. 2012.

Melchior (2006) mostrou que a semente de gabiroba (Campomanesia
adamantium) é recalcitrante e deve ser usada para semeadura imediatamente apds
extracdo dos frutos, e que o ponto de colheita de frutos, para obtencdo de sementes, foi
determinado como sendo a partir de 15,75° Brix de polpa.

Segundo Costa (2009) nao existe ainda um método disponivel para a
conservacdo em longo prazo de sementes recalcitrantes, por isto técnicas destinadas a
ampliar seu periodo de conservacdo tém sido estudadas. Qualquer método a ser
desenvolvido deve evitar a perda de dgua e manter suprimento adequado de oxigénio as
sementes, a0 mesmo tempo em que deve prevenir a proliferacdo de microrganismos e a
germinacdo durante o armazenamento. A criopreservacdo de sementes e embrides
isolados também representa um método promissor visando a conservagao, em bancos de
gemoplasma, de espécies que apresentam sementes recalcitrantes (FAIAD et al., 2005;
MARCOS FILHO, 2005).

A criopreservacdo é o armazenamento de sementes em botijées criogénicos
contendo nitrogénio liquido a uma temperatura de -170° C. A vantagem do emprego da
criopreservacdo em bancos de germoplasma consiste em que as sementes podem ser
mantidas no perfil genético original, sem risco de multiplicagdo e de contaminacéo.
(STANWOOD; ROOS, 1979; GONZALEZ et al., 1999)
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Um dos problemas da gabiroba é a falta de resisténcia as pragas e doencas. Os
frutos de gabiroba sdo repositorios naturais de moscas das frutas nos cerrados do estado
de Goiés, principalmenate para os géneros Anastrepha, com grande potencial para
criagdo e multiplicagdo de inimigos naturais dessas moscas. Anastrepha fraterculus,
Anastrepha sororcula e Ceratitis capitata, por exemplo, sdo espécies de mosca- da —
fruta, que atacam a Campomanesia adamantium O. Berg. A A. sororcula é a espécie de
mosca das frutas mais frequente no estado de Goias e pode ser considerada praga
potencial desta frutifera. A gabiroba é hospedeira natural da mosca da fruta, inseto que
causa grandes danos a agricultura mundial (FELIPE et al., 2002). Os frutos danificados
apresentam geralmente uma mancha circular marrom, ocorrendo o apodrecimento junto
a area da picada (CORSATO, 2004).

2.3.2. Propagacao assexuada da gabirobeira

A propagacéo assexuada, vegetativa ou agamica € o processo de multiplicacéo
que ocorre por mecanismos de divisdo e diferenciacdo celular, por meio da regeneragéo
de partes da planta-mde. Este tipo de propagacdo baseia-se nos principios da
totipotencialidade, em que as células da planta contém toda informacdo genética
necessaria para a perpetuacdo da espécie, e da regeneracdo de celulas ou tecidos que
apresentam a capacidade de reconstrucao de 6rgédos adventicios.

A reproducdo assexuada consiste na producdo de novos individuos, usando
partes ou Orgdos da planta matriz, tais como ramos, gemas, estacas, folhas, células,
raizes e outras. Envolvem técnicas - frequentemente utilizadas na floricultura,
fruticultura e na silvicultura - capazes de multiplicar em massa genotipos previamente
selecionados.

O uso econémico dessas formas de propagacao é justificado quando o suprimento de
gendtipos de alta produtividade e/ou sementes sdo insumos limitados.

Nestas condi¢bes, 0 uso da reproducdo assexuada pode distribuir com maior
rapidez e eficiéncia os resultados dos programas de melhoramento genético, reduzindo
seus custos finais (MALAVASI, 1994).

2.4 Cultura de tecidos de frutiferas do cerrado

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica com grande aplicacdo na agricultura,

pela qual pequenos fragmentos de tecidos vivos chamados explantes sdo isolados de um
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organismo vegetal, desinfetados e cultivados assepticamente por determinados periodos
em um meio de cultura apropriado.

A biotecnologia, em um conceito amplo, inclui técnicas que usam organismo
vivo ou parte dele para fazer ou modificar produtos, melhorar plantas e animais, ou
desenvolver micro-organismos para uso especifico. Ela consiste no cultivo in vitro de
plantas ou parte delas em um meio nutritivo artificial asséptico, podendo ser cultivadas:
sementes, embribes, Orgdos, tecidos, células e protoplastos das diversas espécies
frutiferas. As técnicas de cultura de células, tecidos e drgdos vegetais compdem um
importante grupo da biotecnologia em plantas.

O cultivo in vitro de tecidos vegetais constitui uma importante ferramenta,
envolvendo técnicas de manipulacdo e controle, para a propagacdo de plantas frutiferas
que apresentam dificuldade para multiplicar-se vegetativamente. Permitem controlar os
processos fisiologicos de crescimento e desenvolvimento da planta como a: divisao
celular, germinacdo, brotacdo, enraizamento, floracdo e frutificacdo. Além disso, a
cultura in vitro desempenha um papel importante na producdo de mudas frutiferas para
o plantio.

O cultivo in vitro permite o crescimento e multiplicacdo de células, tecidos,
Orgaos ou partes de 6rgdos de uma planta, em um meio nutritivo e em condicGes
assépticas e ambientais (iluminacdo e temperatura) controladas. Esta técnica se baseia
principalmente no aproveitamento da totipoténcia das celulas vegetais, ou seja, na
capacidade de produzir érgdos (organogénese) ou embriGes que originardo uma planta
inteira (embriogénese somatica) em um meio de cultivo favoravel (CARVALHO,
1994).

Este tipo de cultivo tem sido usado para: superar dorméncia de sementes, em
virtude da imaturidade do embrido ou da presenca de substancias inibidoras no
endosperma; estudar os aspectos nutricionais e fisiologicos do desenvolvimento do
embrido; testar a viabilidade de sementes; recuperar hibridos raros de cruzamentos
incompativeis e como fonte de explantes devido a elevada totipoténcia.

Melo et al., (2001) realizaram a avaliacdo do cultivo in vitro da guarirobeira
Syagrus oleracea (Mart.)) Becc) em diferentes combinacdes de meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) com Tidiazuron (TDZ) e Benzilaminopurina (BAP), e

testaram diferentes antioxidantes, observando a germinacdo e desenvolvimento das
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plantulas na cultura in vitro. O explante utilizado foi o embrido zigético extraido do
fruto maduro da guabirobeira.

Existem possibilidades de viabilizar essa técnica de cultura de embrido
utilizando como explante o embrido semente do fruto da gabirobeira. Conforme mostra
Scutti (2000), a guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa Berg.) é uma Myrtaceae
frutifera lenhosa, nativa da regido Sul do Brasil, cuja exploracdo comercial pode ser
fomentada por estudos sobre sua propagacdo vegetativa. Foram empregadas diversas
técnicas de propagacdo vegetativa com 0 objetivo de estudar o comportamento da
espécie.

J& para Bonga (1985), a mangabeira, espécie nativa do cerrado, destaca-se por
possuir um grande potencial como planta frutifera e produtora de borracha. No entanto,
suas sementes apresentam recalcitrancia, dificultando sua propagacdo, o que torna
evidente a necessidade da obtencdo de mudas por via assexuada. Nesse contexto, 0
cultivo in vitro apresenta-se como uma alternativa a ser utilizada para propagacgéo
vegetal.

O Araticum ou marolo (Annona crassiflora Mart.) é uma fruta tipica de cerrado
de grande importancia socioeconémica e medicinal. Ribeiro et al., (2009) analisaram os
efeitos do Acido giberélico (GA®) associado ao Acido Naftaleno Acético (ANA) sobre a
germinacdo de sementes e desenvolvimento in vitro do marolo.

Frazom et al.,(2006) estudaram a germinacdo in vitro da gabirobeira
(Campomanesia Xanthocarpa Berg ) e observaram a possibilidade de armazenamento
em freezer (-18°C). Tiveram boas médias de germinacdo in vitro em 3 horas de
germinacdo a 25°C, em meio de cultura padrdo. O desenvolvimento de técnicas de
cultura de tecidos vegetais tem sido uma das contribuicdes mais significativas para o
avancgo do processo de propagacao.

Anacardium humile St. Hill, conhecido como cajuzinho-do-cerrado € uma
espécie pertencente a familia Anacardiaceae, de ocorréncia natural em campo sujo e no
cerrado do Brasil. Londe et al., (2007) realizaram estudos para verificar a contaminacéo,
por ser um dos principais problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento in
vitro de explantes, e a utilizacdo de fungicidas no meio de cultura para controlar o
desenvolvimento de fitopatdgenos. Esse trabalho teve por objetivo identificar os fungos
em meio MS na micropropagacéo do Anacardium humile e analisar os efeitos da adicdo

de Benomyl em meio de cultura, para controle da contaminag&o in vitro.
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2.4.1 A micropropagacao in vitro de frutiferas nativas

Uma das muitas aplica¢fes da cultura in vitro é a micropropagacdo, que consiste
na propagacdo macica de plantas superiores, pois, geralmente, a propagacdo
convencional € um processo lento durante o qual doencas e problemas com patégenos
podem diminuir a producgéo.

Segundo Fachinello et al., (2005), um aspecto fundamental para se fazer a
micropropagacdo de uma frutifera é o dominio da tecnologia de propagacdo em
laboratorio, chamada de protocolo, que se fundamenta em resultado de estudos
realizados com os fatores que afetam o crescimento e desenvolvimento das plantas in
vitro, e compreende as seguinte fases: Estabelecimento das culturas in vitro,
Multiplicagéo in vitro, Enraizamento in vitro, Aclimatizagéo.

Para que ocorra a micropropagacao in vitro é necessario estabelecer a cultura in
vitro, ou seja, obter plantas livres de contaminantes visiveis e bem adaptadas as
condicdes in vitro, a fim de que possa ocorrer a multiplicagdo. O estabelecimento em
laboratério das frutiferas, no caso de espécies lenhosas, deve superar o problema de
contaminacdo e oxidacao.

A multiplicacdo da espécie vegetal estabelecida in vitro inicia-se quando as
brotagcdes sdo cultivadas com o objetivo de aumentar o numero de plantas sadias. Os
subcultivos sdo realizados até se obter o nimero de brotacbes desejadas para serem
enraizadas.

Apo6s a multiplicacdo, a etapa seguinte é o enraizamento, cujo propdsito é a
formacdo de raizes adventicias nas partes aéreas obtidas na multiplicacdo, para assim
atingir a constituicdo de uma planta completa que posteriormente sera aclimatada as
condicdes ex vitro.

Logo a seguir as brotacdes enraizadas serdo transferidas para casa de vegetacao
onde ocorrerd uma nova fase de adaptacdo as condigdes ambientais. Nesta fase as
plantas propagadas passam de uma situacdo controlada in vitro para um ambiente ex
vitro ou natural. O sucesso na micropropagacdo das frutiferas depende dos diversos
fatores que influenciam todas as etapas as quais os explantes sdo submetidos, para

serem obtidas plantas sadias desenvolvidas e adaptadas as condi¢des de campo.
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A micropropagagdo tem sido a técnica alternativa mais utilizada nos Gltimos anos, com
a finalidade de obtencdo de um grande nimero de plantas uniformes, independente da
época do ano (BORTHAKUR et al., 1998).

Ela oferece o potencial para produzir milhares, ou, as vezes, bilhdes de plantas,
em relativo curto espaco de tempo. Existem trés fatores que afetam a regeneracdo da
planta in vitro: o gendtipo (qual espécie, cultivar ou variedade que esta sendo utilizada);
a fonte de explantes (folha, raiz, caule, e meristema) e a condigdo da cultura (meio de
cultura, luz, temperatura e vasilhame). O sucesso da iniciacdo e da regeneracdo da
cultura em vitro depende da decisdo correta no estabelecimento desses fatores
(CALDAS et al., 1998).

2.4.2 Germinagao in vitro

Segundo Labouriau (1983), a germinagdo, de um ponto de vista fisioldgico, €
considerada como o crescimento do embrido, com o rompimento do tegumento pela
radicula.

O inicio da germinacdo se da pelo desenvolvimento de um novo individuo
vegetal ou plantula normal, a partir de uma semente em condicdes favoraveis, e comeca
com a entrada de agua na semente ou embebicdo que ird ativar o metabolismo,
terminando com o crescimento do eixo embrionario. Para que ocorra a germinacao in
vitro, existem etapas que devem ser superadas pelas sementes, tais como: a embebicao,
que é um processo fisico no qual ocorre a absorcdo da agua pelos tecidos, devido ao
potencial hidrico entre a semente e 0 meio externo; e a extensdo radicular, que consiste
em complexas transformacdes metabolicas iniciadas com a embebicdo e finalizadas
com o crescimento da radicula atraves das estruturas envoltorias da semente e
determinando, propriamente dito, o término da germinacdo e o crescimento da plantula
(KERBAUY, 2008).

A germinacdo € afetada pelas condi¢Ges externas ou internas, cujo conjunto é
essencial para que o processo seja normal. Assim, ao suprir as necessidades externas e
internas de um embrido em estado de dorméncia ou quiescéncia de uma semente viavel,
ele germinara (BORGES; RENA, 1993).

A germinacdo in vitro da semente é influenciada por fatores tais como: luz,

umidade, temperatura, oxigénio e a formacéo quimica do meio de cultura in vitro.
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O meio de cultura compde-se de componentes essenciais e opcionais. Os
essenciais compreendem a agua, 0s sais inorganicos, a fonte de carbono e energia, as
vitaminas e as substancias reguladoras de crescimento. Os outros componentes, que
podem ser importantes, incluem aminoacidos e aminas, acidos organicos e substancias
naturais complexas.

E possivel fazer-se a germinacgo in vitro e obter-se fontes de explantes a partir
das plantas germinadas e desenvolvidas in vitro. E uma forma de se obter material
asséptico para iniciar a micropropagacao (TERMIGNONI, 2005).

A germinagdo in vitro possibilita tal processo em condigdes assépticas e
controladas em qualquer época do ano, permite diminuir o tempo de germinacgao, assim
como obter plantulas em condigdes fitossanitéarias apropriadas para o trabalho de cultivo
in vitro.

Entretanto, para obter o estabelecimento das espécies com éxito, faz-se
necessario prevenir e controlar a contaminacdo microbiana e oxidacdo fenolica, ja que
constituem um dos problemas mais graves na micropropagacdo de frutiferas lenhosas
(HERNANDEZ; GONZALEZ, 2010).

2.5 Contaminacdo microbiana na micropropagacao de frutiferas nativas

A contaminagd0 microbiana € um dos problemas mais graves na
micropropagacdo de espécies vegetais, responsavel por grandes perdas de material,
tanto na investigacao cientifica como na micropropagacdo comercial.

Existem duas origens de contaminacdo: a) microrganismos que colonizam a
superficie ou o interior do explante (end6fitos) e b) microrganismos introduzidos na
manipulacdo no laboratério (DEBERGH; ZIMMERMAN, 1991).

Os contaminantes mais comuns sao fungos, bactérias e leveduras, denominados
“vitropatogenos” (GEORGE, 1993). Este termo tem sido utilizado para denominar
aqueles organismos que sdo prejudiciais as células, tecidos e 6rgaos cultivados in vitro,
enquanto o termo patdgenos € utilizado para descrever 0s organismos gue provocam
doencas nas plantas cultivadas em campo (LEIFERT et al., 1989 ).

Entre as principais fontes de contaminacdo encontram-se 0s explantes, o
ambiente de trabalho, os operadores e as técnicas deficientes de esterilizacdo utilizadas
no laboratorio. Como contaminantes in vitro de plantas tem-se isolado espécies de

bactérias pertencentes aos géneros: Micrococcus, Bacillus, Staphylococcus,
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Mycobacterium,  Pseudomonas,  Enterobacter, Acinetobacter, = Xanthomonas,
Lactobacillus, Erwinia, Agrobacterium, Corynebacterium, Methylobacterium, entre
outros (BARRETT; CASSELLS, 1994).

Entre os fungos mais comuns introduzidos no cultivo de tecidos citam-se 0s
géneros: Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Curvularia e Fusarium. O éxito da
propagacgéo de plantas in vitro depende em grande medida do controle e da prevencgao
da contaminagdo microbiana (ALVARADO, 1998).

Existem diversas estratégias para efetuar esse controle, entre elas pode-se citar: a
prevencdo na escolha e tratamento da planta matriz, desinfestacdo do explante,
identificacdo dos microrganismos contaminantes, controle da contaminacgéo pelo uso de
substéancias antimicrobianas e o cultivo de meristemas (NIEDZ; BAUSHER, 2002).

A presenca de microrganismos é observada na fase do estabelecimento,
principalmente quando a planta mée cresce no campo, onde esta exposta a doencas,
pragas e outros agentes, sem controle ambiental (RAMIREZ; SALAZAR, 1997).

Uma das tecnicas para controlar o risco da contaminacdo in vitro dos explantes
consiste no uso de fungicidas, durante o ciclo de crescimento da planta doadora do
explante (ALVARADO, 1998). Porém, um dos problemas que pode ocorrer no uso
desta técnica € a producéo de injarias nos tecidos ou a permanéncia de residuos toxicos
na planta. Dos fungicidas sistémicos, 0 grupo mais importante sdo os benzimidazois,
incluindo os fungicidas benomil, tiofanato metilico, carbendazim (MAZELLIER et al.,
2002).

Para a desinfeccdo do explante inicial, geralmente emprega-se solucdes de
hipoclorito de s6dio em concentracdes de 0,5 ate 5% (MARTINEZ, 1995). As solucdes
de hipoclorito de célcio (CaOCI) sdo tdo efetivas quanto as de sodio (BENERJEE, et al,
1985 ). O hipoclorito de sodio (NaOCI), no entanto, provoca alteracbes no metabolismo
celular, gera reacdes oxidativas com inativacdo enzimaticas em bactérias e a degradacéo
de lipidios e &cidos graxos (ESTRELA et al., 2002).

2.6 Oxidacdo fendlica na micropropagacao de frutiferas nativas

A oxidacdo ou escurecimento dos tecidos cultivados in vitro ocorre pela acdo de
radicais livres de diferentes componentes celulares, assim como pela oxidacdo de

compostos fendlicos catalisados pela enzima polifenol oxidase (PPO) para produzir
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quininas, as quais, sdo compostos quimicos muito reativos, gerando danos e inclusive a
morte celular (BRAY et al., 2000).

O estabelecimento in vitro de tecidos vegetais de algumas espécies de plantas,
especialmente as frutiferas lenhosas, esta limitado pelo obscurecimento letal nos
explantes e no meio de cultivo. Este € um dos problemas mais sérios no cultivo in vitro
de um tecido (GEORGE, 1996; TANG; NEWTON, 2004).

Fatores ambientais como: intensidade da luz, cortes, lesdes, herbicidas,
senescéncia, patdgenos, metais pesados e substancias abrasivas podem desencadear o
estres oxidativo e nitrosativo (POMPEU et al., 2008).

Os processos de oxidagdo sdo ocasionados principalmente pelo efeito abrasivo
do agente desinfetante aplicado na assepsia dos cortes do explante; pela composigédo
quimica do meio de cultivo e no volume e qualidade do frasco de cultivo (VAN
STADEN et al., 2006 ; ABDELWAHD et al., 2008).

A toxicidade dos exsudados esta diretamente relacionada com o aumento da
producdo de compostos fendlicos, ja que sdo oxidados para formar quininas, por meio
da atividade de enzimas oxidativas e logo polimerizadas (TABIYEH et al., 2006).

Além do escurecimento dos explantes, o stress oxidativo tem-se relacionado com
outros fatores fisiologicos, morfologicos e genéticos que ocorrem nos explantes
cultivados tais como: recalcitrancia, hiperhidricidade, variacdo somaclonal e habitos
(CASSELLS; CURRY, 2001).

2.6.1 Estratégias praticas para o0 manejo da oxidacao in vitro

Uma das melhores estratégias para evitar 0s processos de oxidacgdo € diminuir de
forma preventiva as fontes que originaram o stress oxidativo do explante. Quando isto
ndo é possivel de se conseguir, pode-se usar, entre outras, das medidas préaticas a seguir:
uso de explantes em estagio juvenil, crescimento do explante no escuro ou com baixa
iluminacdo na incubacdo inicial, subcultivos com frequéncia do explante, utilizacdo de
substancias antioxidantes no meio de cultura ou na forma de banho (acido ascorbico,
acido citrico, polivinilpolirridona-PVP, carvdo ativado, entre outros), lavagem dos
explantes coletados em agua corrente, antes da desinfestacdo, auxiliando a lixiviacdo

dos compostos fenolicos, e a utilizacdo de meios basicos mais diluidos e a reducdo das
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concentracdes de fitorreguladores (sais), principalmente citocininas (FACHINELLO et
al., 2005).

Diversos pesquisadores solucionaram o problema utilizando uma das seguintes
estratégias, uso de carvao ativado (HARIKRISHNAN et al.,1997), uso de PVP
(CHACON; GOMEZ, 1996), troca do regulador de crescimento (JAMBOR et al.,
1997).
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CAPITULO 2

RESUMO

Controle da contaminacgédo na germinacao in vitro da semente de gabirobeira
(Campomanesia spp.)

Com o objetivo de analisar os efeitos da desinfestacdo na germinacgdo in vitro da
semente da gabirobeira (Campomanesia spp.) com diversas concentracdes de
hipoclorito de sodio, associado ao &lcool etilico 70% e ao fungicida tiofanato metilico
((1 g L™), foi realizado um experimento no laboratdrio de Cultura de Tecidos vegetais
do Instituto de Ciéncias Agrarias - ICIAG, no campus Umuarama, da Universidade
Federal de Uberlandia-MG. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concentracdes de
hipoclorito de sodio (0; 1,25; 2,5 e 5%) e trés tempos de imersdo das sementes (1; 5 e
10 min), com quatro repeticGes, gerando 48 parcelas. Cada parcela foi constituida de
quatro frascos de 200 mL contendo uma semente cada e 40 mL de meio MS ajustado a
pH de 5,8, autoclavado a 120 °C durante 20 minutos e a pressao de 1 atm, suplementado
com sacarose 1,5%, utilizando a Citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) como regulador
de crescimento na concentracdo de 1 mg L™, e solidificado com Agar a 0,7%. Os frutos
foram despolpados e a mucilagem das sementes retiradas através da escarificagcdo
quimica do tegumento com uma solucdo de hipoclorito de sodio a 0,5% durante 48
horas. Posteriormente, as sementes foram previamente lavadas em &gua corrente
durante 3 horas e em seguida colocadas para secar a sombra. Ap6s o periodo de
secagem as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar e imersas em alcool
70% (v/v) durante 30 segundos, e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada
antes do contato com o hipoclorito de sodio. Em seguida, foram lavadas novamente em
agua destilada e autoclavadas trés vezes, logo apos intumescidas numa solucdo de
fungicida a base de tiofanato metilico (1 g L™) por cinco minutos, antes de inocular foi
feita lavagem com agua destilada e autoclavada por trés vezes. Em seguida, o material
inoculado foi transferido para a sala de crescimento e mantido no escuro durante sete
dias para evitar a oxidacdo. As variaveis avaliadas foram: contaminacdo e germinacgéo
aos 10 e 30 dias. Aos 10 dias de crescimento ocorreu menor contaminacao (4,80%), com
maior germinacao (94%) e com o aumento na concentracdo de hipoclorito de sddio até
3,50%. Porém, aos 30 dias a desinfestacdo da semente proporcionou 100% de germinacdo e
nenhuma contaminagéo, com o aumento da concentracao de hipoclorito de sodio até 3,33%.

Palavras-chave: recalcitrante, desinfestacdo, oxidacéo, frutas.
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ABSTRACT

Control of contamination on in vitro germination of gabirobeira (Campomanesia
spp.) seeds

The effects of gabirobeira (Campomanesia spp.) seed desinfestation on in vitro
germination was study with several concentrations of sodium hypochloride, associated
to ethanol 70% and to the fungicide methyl thiophanate (1 g L™), in experiments done
in the Laboratory of Vegetable Tissue Culture of the Instituto de Ciéncias Agrarias -
ICIAG, in Umuarama campus, at the Universidade Federal de Uberlandia, in
Uberlandia, MG. The experiment was completely randomized design, as a 4 x 3
factorial, with four sodium hypochloride concentrations (0, 1.2, 2.5 or 5%) and three
seed immersion periods (1, 5 or 10 min), with four replications. Each replication
consisted of four 200-mL flasks containing 40 mL of MS medium adjusted to pH 5.8,
autoclaved at 120°C for 20 min at 1 atm pressure, and amended with 1.5% sucrose, and
the cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) as a growth regulator at 1 mg L™, and
solidified with 0.7% agar, and one seed. Gabiroba fruits were macerated to remove the
mucigel, releasing the seeds by chemical scarification with sodium 0.5% hypochloride
for 48 hours. Subsequently, the seeds were rinsed in tap water for three hours, and dried
in the shade. After the drying period, the seeds were taken to the laminar flow hood and
immersed in ethanol 70% (v/v) for 30 seconds, rinsed three times in sterile distilled
water, and disinfested with sodium hypochloride. Subsequently, the seeds were rinsed
three times in sterile distilled water and soaked in fungicide solution (methyl
thiophanate at 1 g L™) for five minutes, and rinsed three more times in sterile distilled
water before seeding in the medium. Seeded flasks were transferred to the growth
chamber and kept in darkness for seven days to avoid oxidation. The variables analyzed
were: contamination and germination after 10 and 30 days. Ten days after seeding, the
smallest amount of contamination was observed (4.80%), and greater germination (94%)
with increasing sodium hypochloride concentration to 3.50%. At the 30 days evaluation,
seed disinfestation resulted in 100% germination and no contamination with increasing
sodium hypochloride to 3.33%.

Key words: recalcitrant, disinfestation, oxidation, fruits.
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INTRODUCAO

As frutas nativas do cerrado representam uma fonte de reserva de substancias
nutritivas necessarias a saide humana. A germinacdo de sementes de frutiferas in vitro é
uma das técnicas que pode ser utilizada para a producdo de mudas ou como ponto de
partida para a obtencdo de explantes sadios para multiplicagdo. Por meio da germinacéo
in vitro é possivel ter altas taxas de producdo, independente de condicGes climaticas,
variagdes estacionais e de fatores bidticos, tais como agentes polinizadores, dispersores
ou patogénicos (ANDRADE et al., 2000).

A principal fonte de contaminagdo microbiana no inicio da cultura in vitro € o
explante. Segundo Cassells, (1998), quando o processo de desinfestacdo dos explantes é
ineficiente por causa da mucilagem, as causas podem ser a inatividade do agente
desinfetante, ou porque ele ndo atingiu a parte interna dos tecidos vegetais dos
explantes, e assim, ndo foram atingidos 0s microrganismos.

Em condicGes gerais, a germinacdo in vitro de sementes permite a propagacao
em condicdes assépticas e controladas em qualquer época do ano, assim como a
obtencdo, em menor tempo, de plantulas em condicdes fitossanitarias apropriadas para
trabalhos de cultivo in vitro.

Para o estabelecimento das especies vegetais se faz necessario prevenir e
controlar a contaminacdo microbiana por meio da desinfestacdo dos explantes,
utilizando diversas substancias com agédo germicida.

Um dos maiores problemas do estabelecimento estd relacionado com a
contaminacdo bacteriana e fungica; além das contaminacGes superficiais & frequente
encontrar contaminacGes no interior dos tecidos, conhecida como contaminacgdo
enddgena, mais fregliente em explantes derivados de plantas cultivadas no campo.

A contaminacdo por bactérias sucede, geralmente, devido a contaminagdo
enddgena dos explantes e plantulas. A contaminacdo por fungo ocorre em virtude da
deficiéncia na manipulacdo durante o subcultivo, da presenca de esporos no ambiente
onde o subcultivo é realizado ou da infestacdo por acaros (ABREU et al., 2002). Para
minimizar essas contaminacdes € recomendavel cultivar a planta, da qual serdo
coletados os explantes, em condi¢des parcialmente controladas, como casas de

vegetacdo com cobertura plastica ou salas de crescimento.
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O cultivo de planta nestes ambientes permite maior controle da irrigacéo, da
adubacdo, das pragas e doencgas (TEIXEIRA, 2005).

Como as pesquisas atuais do cultivo in vitro da gabirobeira (Campomanesia
spp.) sdo escassas, foram realizadas nesta pesquisa inicialmente diversas tentativas de
propagacdo de varios explantes da gabirobeira, procurando escolher a melhor técnica
para sua propagacao in vitro.

Nesta pesquisa, testou-se diferentes fungicidas e varias concentragdes, mais nao
foi possivel conseguir o estabelecimento do explante. Como ndo foi achado um caminho
positivo para controlar a contaminagdo dos diversos explantes testados, inclusive
daqueles parcialmente controlados em casa de vegetacdo, foi necessario optar pela
germinacéo in vitro da semente de gabirobeira (Campomanesia spp.), a qual apresentou
um bom resultado.

Algumas sementes de espécies do cerrado apresentam comportamento
recalcitrante, como a gabiroba (Campomanesia adamantium Cambess), cagaita,
mangaba e pinha do brejo. Melchior (2006) mostrou que a semente de gabiroba
(Campomanesia adamantium camb., ) € recalcitrante e que devem ser usadas para
germinacdo sementes removidas imediatamente dos frutos.

As sementes recalcitrantes, em geral, apresentam tamanho grande e séo
caracterizadas por nao sofrerem dessecacdo natural na planta-mae ao longo do processo
de maturacdo, sendo dispersas com elevados teores de agua que, se reduzidos a um
nivel considerado critico, levardo a rapida perda da viabilidade e até a morte
(ROBERTS, 1973)

Para garantir a viabilidade comercial do sistema de producdo de mudas de
gabirobeira, é importante o desenvolvimento da técnica de cultivo in vitro a fim de
obter-se cultivares domesticadas de boa qualidade agrondémica.

Nesse sentido, o presente trabalho objetivou avaliar o estabelecimento in vitro
da semente da gabirobeira (Campomanesia spp.) em quatro concentracbes de
hipoclorito de sodio e trés tempos de imersdo, durante os periodos de dez e trinta dias,

com o intuito de obter a maior quantidade de propagulos sem contaminacéo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Para ter sucesso no estabelecimento da cultura de células, 6rgdos ou tecidos in
vitro é fundamental considerar a selecdo do explante (CARVALHO, 2001). Isto porque
0 material cultivado in vitro tem que estar isento de microrganismos que possam
prejudicar o processo de estabelecimento. Um dos maiores problemas no estabelecimen-
to de tecidos vegetais in vitro é a contamina¢do por microrganismos, principalmente
quando se trabalha com espécies lenhosas (BONGA, 1982).

O nivel de desinfestacdo do explante pode variar conforme o material usado. O
cultivo in vitro é um processo importante na propagacdo de diferentes espécies. Na
micropropagacdo da mangabeira destacam-se como agentes de contaminacdo as
bactérias e os fungos, presentes em explantes obtidos de plantas adultas, que geram
problema para o estabelecimento de protocolos de micropropagacdo (LEMOS et al.,
2006).

O estabelecimento de espécies lenhosas com explantes colhidos de plantas
germinadas in vitro € mais viavel sob o aspecto fisiologico e experimental, a
multiplicacdo ocorre com maior resposta devido a juvenilidade, gerando a conducgédo de
diversos experimentos (GRATAPAGGLIA; MACHADO, 1998).

A germinacdo de sementes in vitro é maior do que em viveiros ou casas de
vegetacdo, devido as condi¢bes mais ajustadas aos processos de germinacdo e
crescimento inicial da plantula (NOLETO; SILVEIRA, 2004).

Teoricamente existem trés técnicas para evitar a contaminacdo na propagacao: o
uso de meristemas como explantes de plantas de campo (este método ndao é muito
pratico), utilizacdo de compostos quimicos (hipoclorito de sodio, antibidtico, fungicida
etc), método geralmente muito utilizado para descontaminar o explante e permitir seu
estabelecimento, ou usar plantas germinadas in vitro para colher explantes .

A camada que envolve as sementes chamada de tegumento e o fruto chamado
pericarpo possuem muita importancia para evitar a desidratacdo das sementes apds sua
dispersdo de forma natural, funcionando como barreira mecanica (MORENO et al.,
2006). Os inibidores da germinacdo nos tegumentos impdem a laténcia fisiologica das
sementes, deixando-as em estagio de baixa atividade metabdlica e menos susceptiveis
ao deterioro (BASKIN; BASKIN, 2000).
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Os tecidos que rodeiam o embrido (endospermo e perispermo) séo escassos para
muitas espécies arbdreas (KAINER et al., 1999); estes tecidos podem dificultar a
germinacdo das sementes ao atuar como barreiras mecéanicas e restringir o crescimento
do eixo embrionario (BEWLEY; BLACK, 1994).

A qualidade fisioldgica das sementes tem sido caracterizada pela germinacéo e
pelo vigor, sendo este Ultimo definido como a soma de atributos que conferem a
semente potencial para germinar, emergir e resultar rapidamente em plantulas normais
sob ampla diversidade de condi¢des ambientais (HOFS et al., 2004).

O processo germinativo requer a participacdo ativa da complexa maquinaria de
sintese da célula, consistindo assim em uma série de enzimas, de fatores e co fatores, de
reguladores hormonais, de 4&cidos nucléicos e de caminhos outros ainda ndo
identificados completamente (VIEIRA, 2001).

Para que uma semente germine, € necessario que o meio forneca agua suficiente,
permitindo a ativacdo das reagdes quimicas relacionadas ao metabolismo e, com isto, a
retomada do processo do desenvolvimento do embrido (BARROS, 2006).

Dentre os fatores que regulam o processo germinativo, a presenca de hormdnios
e o equilibrio entre estes promotores e inibidores de crescimento exercem papel
fundamental (MORAES et al., 2002).

O uso de reguladores vegetais na fase de germinacdo melhora o desempenho das
plantulas, acelerando a velocidade de emergéncia e realgcando o potencial das sementes
de varias espécies. O uso de compostos quimicos biologicamente ativos, como
reguladores e estimulantes vegetais, pode cessar ou diminuir o impacto de fatores
adversos na qualidade e desempenho das sementes (ARAGAO et al., 2003).

A germinacdo inicia-se com a embebi¢do e termina com a emergéncia. A
embebicdo consiste na absorcdo de adgua pela semente seca, sem preocupar-se com a
viabilidade desta. A emergéncia consiste no processo pelo qual o eixo embrionario, nas
espécies dicotiledoneas, e a radicula, nas monocotileddneas, cresce e perpassa as
estruturas que o rodeiam (AZCON; TALON, 2003).

A absorcdo de agua pela semente é diretamente influenciada pela presenca do
tegumento e sua permeabilidade. O tecido de reserva absorve umidade a uma
velocidade intermediaria até que ela fique totalmente hidratada. O papel do tegumento é
fundamental na absorcdo de &gua pela semente, e sua permeabilidade esta relacionada
com a troca (BEWLEY; BLACK, 1994). O efeito do tegumento pode ser quimico, com
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a presenca de compostos fendlicos, (SELLE et al., 1983) ou mecanico, impedindo o
fluxo de &gua e oxigénio para que ocorra a germinacdo (KELLY et al., 1992).

Sob condicOes naturais, as sementes com coberturas muito forte na superficie
germinam somente quando o tegumento € abrandado. Isto é possivel devido a
degradacdo bioquimica durante a digestdo dos animais ou microrganismos que fazem
parte naturalmente do ambiente que tem contato com a semente, e também ao efeito
fisico ao ser pisada (SANCHEZ et al., 1983).

Um dos procedimentos utilizados para reduzir os riscos de contamina¢do no
estabelecimento dos explantes consiste na aplicagdo de fungicidas, combinados ou
separados, durante o ciclo de crescimento das plantas doadoras (PEREZ, 1998).

Alguns estudos sugerem que nas plantas doadoras de Eucalyptus grandis mais de
50% dos fungos filamentosos que faziam parte de sua microbiota foram eliminados com
a aplicacdo de fungicidas comerciais, combinando fungicidas preventivos de contato
Mancozeb pH 8 (10 kg m™) e oxicloreto de cobre (10 kg m™) com fungicida curativo
de acéo sistémica Benomil pH 5 (2 kg m™) (ACOSTA et al., 2005).

Outros investigadores, com o uso do complexo carbendazimb- ciclodextrina, em
concentracdes variaveis, mostraram que era possivel inibir o crescimento micelial dos
contaminantes do cultivo in vitro de plantas que pertencem aos géneros: Aspergillus,
Penicillium, Spicaria, Fusarium, Pestalotia e Colletotrichum (CRUZ et al., 2002).

Os microrganismos contaminantes competem com os explantes pelos nutrientes
do meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela colonizacdo de seus
tecidos, podendo eliminar metabolitos toxicos as plantas (MONTARROYOS, 2000).

Vaérias substancias com acdo germicida sdo utilizadas para fazer a desinfestacéo
dos explantes. As mais comuns sdo o etanol e 0s compostos a base de cloro, tais como o
hipoclorito de sddio e o de calcio (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998).

As combinagdes dos principios ativos desinfetantes podem variar muito
(MONTARROYQOS, 2000), sendo necessaria a adequacdo de acordo com a espécie e a
sensibilidade do tecido a ser desinfestado.

Um fungicida é uma substancia que mata fungos, sendo que, dependendo de sua
especificidade e mecanismo de acdo, alguns matam mais que outros.

Desta forma, os fungicidas estdo destinados a proteger as plantas contra pragas e
doencas. Esta protecdo pode ser realizada de duas maneiras. Uma delas é a destruicdo

do indculo antes que se espalhe e forme micélio pela planta generalizando a doenca
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(prevencdo). A outra forma, é o blogueio da doenca quando j& instalada na planta, seja
local ou sistémica (terapia ou cura).

Portanto, as citocininas sdao compostos que, além de serem essenciais a
citocinese, também promovem alteracfes na taxa metabOlica, atividade enzimatica,
inducéo de formagdo de 6rgdos, quebra de dominancia apical, mobilizacdo de nutrientes
organicos e inorganicos, retardamento da senescéncia de tecidos e 6rgdos e formagao de
cloroplastos (KERBAUY, 2004).

A porcentagem de germinacdo de sementes de mangaba em condi¢bes de
viveiro, em geral, é baixa ndo s6 devido a presenca de inibidores na polpa, mas também
ao fato de as sementes serem recalcitrantes (LORENZI, 2000).

Neste estudo, taxas de germinacdo acima de 95% foram obtidas, provavelmente
devido a remocdo da polpa do fruto e a rapida inoculacdo das sementes, evitando a
desidratag&o e mantendo sua viabilidade (LEDO et al., 2007).

O meio MS contém concentracOes relativamente altas de macronutrientes, o que
favorece e explica os elevados indices de contaminacdo considerando a pequena
exigéncia nutricional desses patdgenos (JABOR et al. 2003).

Rizzini (1971) comenta sobre a demora na germinacdo de sementes de
cagaiteira com tegumento intacto, e sobre a importancia de elimina-lo com a
escarificacdo. Comenta ainda que mesmo o tegumento sendo coriaceo, ele ndo prejudica
a absorcdo de umidade, porém, torna-se impermeavel com a embebicdo, diminuindo o
aporte de oxigénio ao embrido e retardando seu desenvolvimento. Desta forma, o
cultivo in vitro dessas sementes escarificadas apresenta-se como uma alternativa de
propagacao da espécie e como possivel fonte asséptica de explantes para experimentos
posteriores de micropropagacao.

Martinotto et al., (2007) trabalharam com sementes de cagaiteira desprovidas do
tegumento e estas apresentaram germinacdo superior aos 31 dias (86,25%) e 71 dias
(88,25%) de cultivo em relacdo as sementes intactas.

Por outro lado, o meio de cultivo influencia a germinacdo das sementes de
mangabeira (Hancornia speciosa Gomes): 0s meios WPM 100% e MS com 50% da
forca idnica garantiram a maxima germinacao (SOARES et al., 2009).

Rivero (2001) ao analisar o efeito do tipo de explante (apice caulinar e

segmentos nodais) sob o estabelecimento in vitro da Annona muricata L, observou que
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a porcentagem de contaminacdo por fungos aumentava como tendéncia geral na medida
em que a posicao se distanciava do apice.

De acordo com George (1993), a concentracdo e 0 tempo de exposi¢do aos
desinfetantes dependem do material vegetal, e a resposta varia de acordo com a
sensibilidade dos tecidos.

Durante a desinfestacdo do explante, geralmente, tem-se empregado solucfes de
hipoclorito de sddio (NaOCI) em concentragdes compreendidas entre 0,50 e 5%
(MARTINEZ, 1995). As solucdes de hipoclorito de calcio (CaOCI) séo téo eficientes
quanto as de sédio (BENERJEE, et al., 1985). Em geral, a excisdao do explante €
recomendada depois da desinfestacdo para eliminar tecidos que possam ter sido
prejudicados pela solucdo de hipoclorito.

Durante a germinacdo sexuada das sementes de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.), Nogueira et al., (2004) observaram que ocorrem dificuldades
referentes a baixa germinacao e emergéncia lenta das plantulas no campo.

Observaram também que frutos maduros coletados de populages naturais, dos
quais sementes e embribes foram excisados e utilizados como explantes para
germinacdo in vitro no meio MS e WPM (50%), sem sacarose, apresentaram 60% e
100% de emergéncia, respectivamente.

O cultivo in vitro é um procedimento significante na propagacao de diferentes
espécies. No entanto, alguns problemas tém sido identificados na micropropagacdo da
mangabeira, destacando-se dentre eles o0s contaminantes fangicos e bacterianos
presentes em explantes oriundos de plantas adultas, que dificultam o estabelecimento de
protocolos de micropropagacdo (LEMOS et al., 2006).

Outro aspecto a ser considerado é que a germinacdo de sementes in vitro
permite, freqientemente, uma maior germinabilidade das sementes do que em viveiros,
provavelmente porque as condicGes in vitro sdo mais adequadas aos processos de
germinacdo e desenvolvimento inicial da plantula (NOLETO; SILVEIRA, 2004).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no dia 05/12/2011 no laboratorio de Cultura de
Tecidos vegetais do Instituto de Ciéncias Agrarias-ICIAG, no campus Umuarama, da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU — localizada no municipio de Uberlandia-
MG. Vinte matrizes de gabirobeira (Campomanesia spp) foram selecionadas e marcadas
na Fazenda “Agua Limpa” da Universidade Federal de Uberlandia- UFU - para coleta,
no periodo de novembro e dezembro de 2011, de frutos maduros das plantas com maior
vigor.

O experimento foi instalado utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concentracGes de hipoclorito de
sodio (0; 1,25; 2,50 e 5%) e trés tempos de imersdo das sementes (1, 5, 10 min), com
quatro repeticdes, gerando 48 parcelas. Cada parcela foi constituida de quatro frascos de
200 mL contendo uma semente cada e 40 mL de meio MS ajustado a pH de 5,80,
autoclavado a 120 °C durante 20 minutos e a pressdo de 1 atm (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com sacarose 1,5%, utilizando a Citocinina 6-
benzilaminopurina (BAP) como regulador de crescimento na concentragdo de 1 mg L™,
e solidificado com Agar a 0,7%.

Os frutos colhidos foram despolpados e a mucilagem das sementes retiradas
através da escarificagdo quimica do tegumento com uma solucao de hipoclorito de sodio
a 0,5% durante 48 horas. Posteriormente, as sementes foram lavadas em agua corrente
durante 3 horas e na sequéncia colocadas para secar a sombra.

Apos o periodo de secagem as sementes foram levadas para camara de fluxo
laminar e imersas em alcool etilico 70% (v/v) durante 30 segundos, e lavadas trés vezes
em agua destilada autoclavada antes do contato com o hipoclorito de sddio. Em seguida,
foram lavadas novamente em agua destilada e autoclavada trés vezes, logo depois
intumescidas numa solucéo de fungicida a base de tiofanato metilico (1 g L™) por cinco
minutos. Antes de inocular foram lavadas com &gua destilada e autoclavada por trés
Vezes.

Em seguida, o material inoculado foi transferido para a sala de crescimento com

fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C e mantido no escuro durante sete
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dias para evitar a oxidacdo. As caracteristicas avaliadas foram: contaminagdo das
sementes (%) e germinacdo das sementes (%) aos 10 e 30 dias apds a inoculacéo.

Todos os dados foram transformados para arco seno raiz quadrada de X/100
(BANZATTO; KRONKA, 2006), analisados pelo programa estatistico SISVAR
(FERREIRA, 2008), efetuando-se analise de regressdo para as concentracdes de
hipoclorito de sddio, teste de F, teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia para o
fator tempo de exposicao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacéo aos dez dias

O resumo das andlises de variancia para as varidveis contaminagao e germinagéo in
vitro das sementes de gabirobeira em dez dias encontra-se na Tabela 1. Pode-se verificar
que houve diferenca significativa na contaminacdo e na germinacao durante a desinfeccéo
da semente in vitro com hipoclorito de sédio em dez dias. Para os tempos de imersao das
sementes no hipoclorito na variavel contaminagdo ndo houve diferenga significativa,
entretanto para a germinagéo houve diferenca significativa. A interacdo entre os fatores
(%) hipoclorito de s6dio x tempo (min) ndo teve diferenca significativa para nenhuma

das caracteristicas em estudo.

TABELA 1. Resumo das analises de variancia para contaminagéo e germinacgao in vitro
das sementes de gabirobeira (Campomanesia spp.) em dez dias, obtidas
sobre efeitos de diferentes concentracdes de hipoclorito (%) em diversos
tempos (min). Uberlandia-MG.2012.

Quadrados médios

Fatores de variacao GL Contaminacéo (%) Germinacao (%)
ConcentracOes de

hipoclorito 3 14487, 50 * 17212,50 *
Tempo de imersao 2 229, 68 NS 1518,75 *
Hipoclorito x Tempo 6 260, 93 NS 318, 75 NS
Residuo 36 440, 62 184, 38
CV(%) 52, 48 24,14

NS, néo significativo a 5% de probabilidade (P> 0,05) pelo teste de F. * significativo a
5% de probabilidade ( P< 0,05) pelo teste de F.

Na Figura 9 pode-se verificar a instalacdo do experimento no laboratoério. A equagédo
de regressdo para a variavel contaminacdo em niveis de hipoclorito de sodio (%) apresentou
um efeito quadratico negativo significativo. Ocorreu uma tendéncia de reducdo quadratica
da contaminacgdo nas sementes de control-testemunha (90%), que foram somente imersas
em fungicida tiofanato metilico (1 g L™ %), em comparacio com as sementes que receberam
o tratamento de hipoclorito de s6dio. A medida que se aumentaram as doses de hipoclorito

a contaminacdo foi reduzida até um valor minimo de 4,80% a uma concentracdo
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correspondente de hipoclorito de sédio de 3,01%, conforme mostra a Figura 10, com R? de
83%.

FIGURA 9. Germinagédo in vitro da semente de gabirobeira em
funcdo das concentragBes de hipoclorito de sédio
(%) durante dez dias. Uberlandia-MG. 2012.

Estes resultados mostram eficiéncia quando comparados aos valores proximos
encontrados por Picolotto et al., (2007) na germinacdo das sementes de jabuticabeira

(Myrciaria spp.), ao reduzir a contaminacdo a 5% em comparacdo com 2,5% de
concentracédo de hipoclorito.
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FIGURA 10. Contaminag&o in vitro das sementes de gabiroba aos
10 dias em funcdo das diferentes concentracfes de
hipoclorito de sodio. Uberlandia-MG. 2012.
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Logo a seguir ocorre a tendéncia de aumento na contaminacao até 38,62 (%) na
concentracdo de 5% do hipoclorito de sddio, depois do aumento da concentracéo de 3,01%.
O tempo de imersdo nao teve efeito significativo na avaliagdo da contaminacéao

Na Figura 11, observa-se que houve um efeito quadratico positivo significativo. A
equacdo de regressdo para a variavel germinacdo in vitro da gabirobeira em diferentes
niveis de hipoclorito de sddio. Conforme os dados obtidos mostram uma tendéncia
quadrética de aumento maximo na germinacdo da semente (94%) a medida que houve
aumento na concentracdo de hipoclorito de sodio até 3,50% , para o R? de 95%, apds 0
aumento da concentragdo de hipoclorito 5% ocorre redugdo da germinagao (77,48%).

Provavelmente o efeito sinérgico das concentragdes de alcool etilico (70%, 30 s),
tiofanato metilico (1 g L™, 5 min) e hipoclorito de sédio reduziram a contaminacéo das
sementes. No entanto, na desinfestacdo de semente de guabijuzeiro, os tratamentos de 4 e
6% de hipoclorito influenciaram positivamente a germinacéo, concentraces acima de 8%
de hipoclorito prejudicaram a fisiologia da semente provocando efeito fitotoxico e
prejudicando a germinacdo, como explica Souza et al., (2011).
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FIGURA 11. Germinagdo in vitro das sementes de gabiroba aos

10 dias em funcéo das diferentes concentracdes de
hipoclorito de sédio. Uberlandia-MG.2012.

A oxidacdo ndo prejudicou o estabelecimento da semente de gabirobeira. A estratégia de

manté-la no escuro durante os primeiros sete dias proporcionou um bom resultado.
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Na Tabela 1, para a germinacdo in vitro da gabirobeira durante dez dias em
diferentes niveis de tempo de imersdo das sementes (1; 5; e 10 min ) no hipoclorito de
sodio, verifica-se que houve uma diferenca significativa entre os tratamentos de imersao.

Como mostra a Figura 12, durante os tratamentos de 5 e 10 minutos ndo houve
diferenca significativa e nota-se que ocorreu maior germinagdo in vitro em comparagdo
com 1 minuto de imersdo. O maior tempo de imerséo (5 e 10 min) na solucdo em dez dias

foi favoravel a uma maior germinacao.
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FIGURA 12. Germinacéo das sementes de gabiroba aos 10 dias
em funcdo dos diferentes tempos de imersdao na
solucdo de hipoclorito de sodio. Uberlandia-
MG.2012.

De acordo com Emmanuel et al.,(2004), o hipoclorito de sédio é um potente
agente oxidante, possui um amplo espectro de atividade como biocida contra bactérias,
fungos e virus, além de ser mais econdmico. O hipoclorito de sédio provoca alteracdes
no metabolismo celular dos vegetais, destruindo fosfolipidios e formando cloraminas.

Provavelmente a acdo do hipoclorito pode ter contribuido para o aumento da
porcentagem de germinacdo ao facilitar a entrada de nutrientes e oxigénio no embrido
da semente de gabiroba. Conforme explica Rocha (2005), o hipoclorito de sddio é um

poderoso oxidante, e sua acdo resulta em alterages nas propriedades das membranas
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celulares do tegumento ou no fornecimento de oxigénio adicional para a semente,

aumentando, dessa forma, a porcentagem de germinagéo.

4.2 Avaliacdo aos 30 dias

O resumo das andlises de variancia para as varidveis contaminagao e germinagéo in
vitro das sementes de gabirobeira aos 30 dias encontra-se na Tabela 2. Pode-se verificar que
houve uma diferenca significativa na contaminacéo e na germinacéo durante a desinfeccéo
da semente in vitro com hipoclorito de sédio. Para os tempos de imersdo das sementes no
hipoclorito, nas variaveis analisadas, ndo houve diferenca significativa. A interacdo
entre os fatores % hipoclorito de sédio x tempo (min) ndo provocou diferenga
significativa para nenhuma das caracteristicas em estudo. A Figura 13 mostra a

instalagdo do experimento.

TABELA 2. Resumo das andlises de variancia para contaminacao (%) e germinacéo (%) in
vitro das sementes de gabirobeira (Campomanesia spp.) em 30 dias, obtidas
sobre efeitos de diferentes concentragbes de hipoclorito (%) em diversos
tempos de imersdo (min). Uberlandia-MG. 2012.

Quadrados médios

Fatores de variacao GL Contaminacéo Germinacao
Concentracéo de

hipoclorito 3 15856,25 * 21917,00 *
Tempo de imersao 2 393,75 NS 314,06 NS
Hipoclorito x Tempo 6 368,75 NS 101,56 NS
Residuo 36 428,12 98,44
CV(%) 58,08 15,49

NS, ndo significativo a 5% de probabilidade (P> 0,05) pelo teste de F .* Significativo a 5% de
probabilidade (P< 0,05) pelo teste de F.

Ao observar-se a Figura 14, verifica-se que a contaminacdo sofreu um efeito
quadratico significativo negativo para uma equacdo de regressdo com R? de 88%,
reduzindo-se a contaminagdo de 90% na testemunha de controle a um valor minimo de (0
%), na medida que a concentra¢do de hipoclorito de soédio aumentou até um valor de 3,
26%, e aumentando a partir dai até a concentracdo de 5% de hipoclorito. Na Figura 15 vé-se
que a germinacdo apresentou um efeito quadratico positivo, com R? de 87%, ocorreu
aumento da germinagdo em um valor “maximo” de 100% a medida que aumentou a

concentracdo de hipoclorito de sodio (3,33%), a partir dai iniciou-se o declinio da
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germinagdo até a concentracdo de hipoclorito de sddio (5%). Conforme mostra a Figura 14,

ocorreu aumento da contaminagao a partir da concentragdo de hipoclorito de sodio (3,26%).

FIGURA 13. Germinacdo in vitro da semente de gabirobeira em

30 dias sobre efeito de hipoclorito de sodio,
Uberlandia - MG. 2012.
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FIGURA 14. Contaminacao in vitro das sementes de gabiroba aos

30 dias em funcdo das diferentes concentracfes de
hipoclorito de sédio. Uberlandia-MG. 2012.

Observa-se nas Figuras 14 e 15 que ocorre uma relacdo inversamente proporcional,

entre a contaminacdo e a germinacdo. A medida que aumenta a germinacéo aos 30 dias, a
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contaminacdo é reduzida para 0 mesmo valor em média de efeito da concentrago de
hipoclorito de sodio (3,33%).
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FIGURA 15. Germinagdo in vitro das sementes de gabiroba aos
30 dias em funcdo das diferentes concentracoes de
hipoclorito de sodio Uberlandia-MG.2012.

A presenca de concentracdo baixa de reguladores de crescimento como a citocinina
BAP (1 mg L™ ), no meio MS suplementado com sacarose 1,5%, facilitou, conforme
mostra a Figura 13, a embebicdo e a germinacdo de sementes.

Segundo Soares et al., (2009), a presenca de reguladores de crescimento no meio
de cultura foi importante na regulacdo da germinacdo, e a maior percentagem de
germinacdo de sementes de mangabeira foi possivel pelo uso do meio MS/2 (50% de
meio basico) em relacdo ao MS completo (100%).

Provavelmente isto foi devido a diminuicdo do potencial osmotico promovido
pela reducdo das concentracdes dos macro e micro nutrientes do meio referido. Vale
para este trabalho sobre a gabiroba a observacdo de Nogueira et al., (2004) de que o
meio sem acréscimo de sacarose € o mais adequado para germinacdo in vitro ou

quecoincide com a estratégia de suplementar o meio MS somente com 15 g L™ de
sacarose, conforme feito nesta experiéncia.
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5 CONCLUSOES

Durante o periodo de dez dias o crescimento no meio MS utilizado e a desinfestagdo
realizada proporcionou maior germinagdo e menor contaminagdo in vitro da gabirobeira,
para 0s tempos de imersdo da semente no hipoclorito aos 5 e 10 min.

O uso de Hipoclorito de sédio possibilitou maior % de germinacéo e menor% de
contaminacdo in vitro da gabirobeira durante a avaliagdo realizada nos periodos de 10 e 30
dias.

O meio MS suplementado com sacarose 15 g L™, BAP (1 mg L% e a
desinfestacdo proporcionada pelo alcool etilico (70%), tiofanato metilico (1 g L™) e
hipoclorito de sodio proporcionaram um maior nivel de germinag&o in vitro da gabirobeira

no periodo de 10 e 30 dias.
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CAPITULO 3

RESUMO

Utilizagdo de antioxidantes no controle da oxida¢do na micropropagacao de
segmentos nodais de gabirobeira (Campomanesia spp.) obtidos de plantulas de
sementes germinadas in vitro

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o efeito de diferentes antioxidantes na oxidagéo,
durante a micropropagacao de segmentos nodais de gabirobeira (Campomanesia spp.)
obtidos de plantulas de sementes germinadas in vitro. O experimento foi conduzido no
laboratorio de Cultura de Tecidos vegetais da Universidade Federal de Uberlandia-MG.
O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos, 5 repeticOes, totalizando 25 parcelas, sendo cada parcela constituida de 4
frascos e um explante / frasco. Os tratamentos foram: MS no claro; MS no escuro, 15
dias; MS + PVP (1 g L™); MS + carvéo ativado (3 g L™); MS + acido ascérbico (100
mg L? ). O meio foi suplementado com sacarose 1,5% e com BAP (1 mg L™,
solidificado com agar a 0,7%. Ao final do trabalho foram analisadas as seguintes
caracteristicas: oxidacdo (%), em 15 dias e nimero de brotos em 30 dias. Obtiveram-se
0s seguintes resultados: para a caracteristica oxidacdo (%), ndo houve diferenca
significativa entre os tratamentos, sendo 0 meio MS + PVP o menos oxidante. Ja para o
numero de brotos ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos com substancias
antioxidantes e a presenca ou auséncia de luz, sendo que nos tratamentos MS + PVP,
MS + carvdo ativado, MS + acido ascdrbico e MS no escuro ndo houve diferenca
significativa. Portanto, os tratamentos MS + PVP e MS + carvdo ativado, apresentam-se
como melhores alternativas para controlar a oxidacdo e gerar maior nimero de brotos
dos explantes de gabirobeira (Campomanesia spp.) na sua propagacéao in vitro.

Palavras-chave: antioxidante, brotacéao, regulador, carvéo ativado.
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ABSTRACT

Use of antioxidants to control oxidation in micropropagation of gabirobeira
(Campomanesia spp.) nodal segments, obtained from seed plantlets germinated in
vitro

This study evaluated the effect of different antioxidants on oxidation, during the
micropropagation of nodal segments of gabirobeira (Campomanesia spp.) plantlets
obtained from in vitro germinated seeds. The experiment was done in the Laboratory of
Vegetable Tissue Culture at the Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia, MG.
The experimental design was completely randomized, with 5 treatments, and 5
replications, and each experimental unit consisted of 4 flasks containing one explant
each. The treatments were: MS under lighting, MS in darkness for 15 days, MS + PVP
(1 g L™, MS + activated charcoal (3 g L™), MS + ascorbic acid (100 mg L™). The
medium was amended with 1.5% sucrose and with BAP (1 mg L™), solidified with
0.7% agar. At the end of the experiment the following characteristics were analyzed:
oxidation (%) after 15 days and number of sprouts after 30 days. The following results
were obtained: no significant differences were observed for oxidation among the
treatments, and the medium MS + PVP was the least oxidizing. In contrast, significant
differences were found for the number of sprouts among the anti oxidant substances and
the presence or lack of light, and the treatments MS + PVP, MS + activated charcoal,
MS + ascorbic acid, and MS in darkness were similar to each other. Therefore, the
treatments MS + PVP and MS + activated charcoal are the best alternatives for
controlling oxidation and generating more sprouts in the explants of gabirobeira
(Campomanesia spp.) in vitro propagation.

Key words: anti oxidant, shoots, regulator, active charcoal.
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INTRODUCAO

A gabirobeira (Campomanesia spp.) € uma espécie frutifera do cerrado que
ganha destaque devido a sua importancia social, econdmica e comercial. Os problemas
encontrados na propagacdo valorizam a pesquisa in vitro para a producdo de mudas
domesticadas. A germinacdo in vitro de sementes facilitou estabelecer plantulas em
condi¢des assépticas e controladas.

A oxidacdo do explante na fase de estabelecimento das frutiferas lenhosas é
considerado um dos problemas mais dificeis relacionados com a propagacdo in vitro das
frutiferas do cerrado pertencente a familia das Myrtaceae (FACHINELLO et al., 2005).

A gabirobeira propaga-se por meio de sementes, mergulhia e mudas extraidas da
touceira. Ha, no entanto, poucas pesquisas relativas a sua propagagédo in vitro. Sua
propagacdo comercial apresenta dificuldades relacionadas a recalcitrancia,
contaminag@o microbiana e oxidagdo fenolica.

A oxidacdo fendlica é fortemente influenciada pela espécie, gendtipo e tipo do
explante utilizado. Em geral, essa oxidacdo representa um dos mais sérios problemas,
especialmente na fase de estabelecimento da cultura in vitro de explantes de espécies
lenhosas. Menores danos fisicos e quimicos no momento da excisdo e desinfestacdo ou
a adicdo de compostos antioxidantes, como cisteina, acido ascorbico e adsorventes,
como carvéo ativado e PVP, podem ser decisivos na prevencdo a oxidacdo, que € mais
acentuada nas fases iniciais de cultivo (TEIXEIRA, 2005).

O forte escurecimento na regido do corte do explante, ocasionado pela oxidacéo
de compostos fenolicos, pode dificultar o crescimento de algumas espécies, como a
gabirobeira. A presenca de compostos fendlicos nos tecidos inicia reagdes com
oxigénio, produzindo compostos tdxicos no tecido.

Os problemas encontrados na propagacdo valorizam a pesquisa in vitro na
producdo de mudas domesticadas. A germinacdo in vitro de sementes facilita
estabelecer plantulas em condicGes assépticas e controladas. Entretanto, para o
estabelecimento das frutiferas lenhosas se faz necessario controlar preventivamente o
problema relacionado a oxidacao fendlica. Este experimento teve como objetivo avaliar
os diferentes antioxidantes na oxidacdo durante a micropropagacao de segmentos nodais
de gabirobeira (Campomanesia spp.) obtidos de plantulas de sementes germinadas in

vitro.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A oxidacdo é um processo quimico por meio do qual um aomo, ou grupo de
atomos, perde um ou mais elétrons (oxida) e os cede a outro a&omo (considerado
reduzido). O escurecimento de tecidos cultivados in vitro se define como oxidagéo por
radicais livres de diferentes componentes celulares, sendo que a maioria dos radicais
livres se produzem a partir do metabolismo do oxigénio e sdo denominados espécies
reativas de oxigénio - ROS (AZOFEIFA, 2009).

O fendbmeno de escurecimento ocorre por acdo de enzimas tipo oxidases e
tirosinases, liberadas ou sintetizadas quando os tecidos sofrem lesdes. As enzimas
atuam sobre os polifenois e a tirosina formando quinonas com potencial fitotdxico. As
quinonas podem polimerizar-se afetando as proteinas e conseqlientemente inibindo o
crescimento e a viabilidade dos explantes (READ; ECONOMOU, 1987).

Segundo Azofeifa (2009), existem diversas estratégias para evitar a oxidacéo.
Dentre elas, menciona-se a seguir: uso do explante em estagio juvenil, crescimento do
explante sob baixa luminosidade ou no escuro, crescimento do explante em
temperaturas baixas, cultivo em meio liquido, subcultivos frequentes, uso de
adsorventes na preparacdao do explante para seu cultivo ou no meio de cultivo, uso de
antioxidantes na preparacdo do explante para seu cultivo ou no meio de cultivo, escolha
do meio de cultivo, escolha dos reguladores de crescimento, mudanca do potencial
osmotico, pH do meio de cultivo baixo e inativacao de enzimas.

Pefiuela et al., (1988) comentam sobre 0 uso de agua corrente de 14 a 24 horas
para remocao de compostos fenolicos produzidos por sementes de Corylus sp. e Juglans
sp., respectivamente, antes de sua desinfeccdo ou como pré-tratamento de explantes.

A oxidacdo fenolica tem sido controlada em diferentes espécies lenhosas pela
reducdo da intensidade luminosa, pela diminuicdo na concentracdo de sais no meio de
cultura e notadamente pela adicdo de antioxidantes ao meio (CALDAS et al., 1998).

Em determinadas situacdes utiliza-se a imersdo e agitacdo do explante em agua
destilada estéril, com ou sem antioxidante, durante um certo tempo antes do cultivo
definitivo (GEORGE, 1996).

Grattapaglia e Machado (1998) sugerem, para controlar a oxidagdo, as seguintes
alternativas: lavagem de explantes antes da desinfestacdo em agua corrente, lixiviando

os compostos fenolicos; utilizagdo de antioxidantes: acido  ascorbico,
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polivinilpirrolidone (PVP) e carvdo ativado (CA); incubacdo inicial dos explantes no
escuro.

A adicdo de carvao ativado ao meio de cultivo pode ser usada para remover 0s
compostos fendlicos, evitando o deterioro do explante. O efeito positivo do seu uso se
deve a sua capacidade de remover substancias toxicas ou inibitérias que séo produzidas
no autoclavado do meio ou liberadas pelo explante. As concentragdes de carvao ativado
verificadas na literatura oscilam de 0,50 a 10 g L™, sendo 2 e 3 g L™ as doses mais
utilizadas.

O emprego de carvdo ativado favoreceu o desenvolvimento e enraizamento de
plantas de mangabeira (H. speciosa) germinadas em tubos de ensaio nos experimentos
realizados por Ledo et al., (2007). O carvao ativado é também muito utilizado na cultura
in vitro de diferentes tipos de palmeiras que apresentam problemas com oxidagéo.

O PVP é uma poliamida muito usada atualmente na técnica da cromatografia
gasosa, como adsorvente de compostos &cidos, aromaticos, aldeidos e fendis. Esta
substancia tem sido administrada como tratamento do explante no momento de sua
remocao da planta doadora (AMIN; JAISWAL, 1988) ou como pré-tratamento anterior
ou posterior ao processo de desinfestacdo (FIGUEREDO et al., 2001).

O PVP geralmente é adicionado ao meio de cultura em concentragdes que
oscilam de 0,01 a 4%, porém adicdo a 1 g L™ ndo foi eficiente para o controle de
oxidacdo em explantes de coqueiro Cocos nucifera L. (SIQUEIRA; INOUE, 1991).

Segundo George (1996) a oxidacdo do explante pode ser evitada ou reduzida se
este é seccionado de plantas doadoras que cresceram de forma estioladas ou sob
obscuridade total.

Zavaleta et al.,(2007) comentam que em dias com alta irradiacdo, a energia
luminosa recebida pelos cloroplastos € maior que a necessaria para fixacdo de CO;
durante a fotossintese, sendo o excesso de energia captado por aceptores de elétrons
alternados, que estimulam a formacéo de ROS.

De acordo com Melo et al., (2001) o &cido ascorbico foi o antioxidante mais
eficiente no controle da oxidacdo (3,37%) e 0 que proporcionou a maior porcentagem
de germinacdo (93,30%) dos embrides de guarirobeira, seguido pelo carvdo ativado
(7,09% de oxidacgdo e 90,45% de germinacao).

O acido ascorbico, entretanto, apresenta vantagens em relacdo ao carvao ativado,

tais como: manuseio pratico, ndo precipita e facilita a visualizacdo do explante in vitro.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais do
Instituto de Ciéncias Agrarias-ICIAG, no campus Umuarama, da Universidade Federal
de Uberlandia — UFU — localizada no municipio de Uberlandia-MG. Vinte matrizes de
gabirobeira (Campomanesia spp) foram marcadas na Fazenda “Agua limpa”, da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU-, para coleta de frutos maduros das plantas
com maior vigor.

Os frutos foram despolpados e a mucilagem das sementes retiradas através da
escarificacdo do tegumento com uma solucéo de hipoclorito de sodio a 0,5% durante 48
horas. Posteriormente, as sementes foram previamente lavadas em &gua corrente
durante 3 horas e em seguida colocadas para secar a sombra. Ap6s o periodo de
secagem, as sementes foram levadas para camara de fluxo laminar, imersas em alcool
70% (v/v) durante 30 segundos, e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada
antes do contato com o hipoclorito de sodio.

Em seguida foram lavadas novamente em agua destilada e autoclavada trés vezes
e logo depois intumescidas numa solucéo de fungicida a base de tiofanato metilico (1 g
L") por cinco minutos. Antes de inocular foram lavadas com &gua destilada e
autoclavada por trés vezes. Na sequéncia, o material inoculado foi transferido para a
sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C e mantido
no escuro durante sete dias. Apds a germinacao in vitro das sementes e crescimento das
plantulas propagadas, foram colhidos explantes de segmentos nodais para este
experimento.

O experimento foi instalado segundo o delineamento inteiramente casualizado,
tendo-se como tratamentos cinco antioxidantes, cinco repeticBes, totalizando 25
parcelas, sendo cada parcela constituida de quatro frascos, e um explante / frasco. Os
tratamentos foram: MS no claro; MS no escuro, 15 dias; MS+ PVP (1 g L™); MS +
carvdo ativado (3 g L™); MS + acido ascorbico (100 mg L™?).

O meio MS foi suplementado com sacarose 1,5% e com BAP (1 mg L™),
solidificado com agar a 0,7%. Depois da inoculacdo, o material foi mantido na sala de

crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C, Figura 16 .
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Ao final do trabalho foram analisadas as seguintes caracteristicas: oxidacéo (%),
em 15 dias e nimero de brotos em 30 dias. Os dados foram transformados por arco seno
raiz quadrada de X/100 e raiz quadrada de X (BANZATTO; KRONKA, 2006) e
analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999), efetuando-se teste de

Tukey a 0,05 de significancia pelo teste de F para os tratamentos.

FIGURA 16. Apresentacdo do experimento com antioxidantes
na sala de crescimento, Uberlandia-MG. 2012.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das andlises de variancia para as caracteristicas oxidacdo e nimero de
brotos de segmentos nodais da gabirobeira in vitro é mostrado na Tabela 3. Observa-se que
ndo houve diferenca significativa para a caracteristica oxidacdo (%) analisada nos

tratamentos; j& para a variavel nimero de brotos, houve diferenca significativa.

TABELA 3. Resumo das analises de variancia para oxidacao (% ) e nimero de brotos de
segmentos nodais de gabirobeira cultivados in vitro submetidos a diferentes
meios de MS combinados com antioxidantes. Uberlandia- MG. 2012.

Quadrados médios

Fatores de variagao GL Oxidacgéo NUmero de brotos
Tratamentos 4 166,50 NS 0,09 *
Residuo 20 454,50 0,02
CV(%) 77,24 15,04

NS, ndo significativo a 5% de probabilidade (P>0,05) pelo teste de F. *significativo a
5% de probabilidade (P< 0,05) pelo teste de F.

A Tabela 4 mostra os seguintes resultados: para a caracteristica oxidacdo (%), ndo houve
diferenca significativa entre os tratamentos, sendo que 0 meio MS + PVP é o menos
oxidante. Ja para 0 nimero de brotos ocorreu diferenca significativa entre os tratamentos de
substancias antioxidantes e a presenca e auséncia de luz, sendo que nos tratamentos MS+
PVP, MS + carvdo ativado, MS + acido ascorbico e MS no escuro nao houve diferenca
significativa.

Amin e Jaiswal (1988), estudando a propagacdo de segmentos nodais de goiabeira,
observaram excessiva oxidacdo fendlica, causando necrose dos explantes e sua morte em 4
dias. O problema foi resolvido na fase de estabelecimento, agitando-se os explantes em uma
solucdo de PVP concentrada a 0.5% e realizando lavagem com uma solucdo de antioxidante
formada por acido citrico e ascorbico.

Segundo Costa et al., (2006) a adicdo de carvdo ativado (3 g L™) ao meio de cultura
MS reduz significativamente a taxa de multiplicacdo e o nivel de oxidacao de brotacdes de
bananeira, cultivar Grande Naine, enquanto as brotagdes mais altas, vigorosas e com maior
namero de raizes sdo obtidas em meio MS acrescido de carvéo ativado. Observou-se neste

experimento que a multiplicacdo com carvéo ativado facilita o crescimento de raizes.
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TABELA 4. Porcentagem de oxidagdo (%) e nimero de brotos do explante de segmentos
nodais de gabirobeira em funcdo dos tratamentos de antioxidantes.
Uberlandia-MG. 2012.

Tratamento com antioxidantes ~ Oxidacao NUmero de brotos
MS no claro 27,00 a 082 b
MS no escuro 36,00 a 0,97 ab
MS+ PVP 21,00 a 1,14 a
MS + Carvao ativado 24,00 a 1,14 a
MS + Acido ascorbico 30,00 a 1,03a b
CV (%) 77,24 15,04

Meédias seguidas por letras distintas, e mintsculas na coluna, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de significancia.

Neste trabalho, como se verifica na Figura 17, para a variavel nimero de brotos,
0 meio MS com carvao ativado e o PVVP foram os antioxidantes que se comportaram de

forma mais eficaz, seguido pelo &cido ascorbico.

1,2 -

0,8 1
0,6 1

0,4 1

Nudmero de brotos

0,2 1

0 T T T T 1
MSclaro MSescuro MSPVP MSCA MS AA
Tratamentos

FIGURA 17. Namero de brotos do explante de segmentos nodais
de gabirobeira em funcdo dos tratamentos de
antioxidantes. Uberlandia-MG. 2012.

Devido ao fato do carvdo ativado ser mais econémico optou-se pela

multiplicacdo in vitro com este antioxidante, Figura 18
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FIGURA 18. Propagacéo in vitro de segmentos nodais de gabirobeira
utilizando-se carvéo ativado como antioxidante. Uberlandia-
MG. 2012.

63



5 CONCLUSOES

Os tratamentos MS+ PVP e MS + Carvao ativado apresentam-se como melhores
alternativas para controlar a oxidacdo dos segmentos nodais de gabirobeira
(Campomanesia spp.) na sua propagacao in vitro.

Os tratamentos MS+ PVP e MS + Carvao ativado proporcionaram 0 maior
nimero de brotos de segmentos nodais de gabirobeira (Campomanesia spp.) na sua
propagacao in vitro.

No tratamento MS no escuro ocorreu maior numero de brotos de segmentos
nodais de gabirobeira (Campomanesia spp.) em comparagdo com o tratamento MS no
claro.
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CAPITULO 4

RESUMO

Desenvolvimento da plantula de gabirobeira (Campomanesia spp.) in vitro em meio
MS com BAP

Com o objetivo de analisar o desenvolvimento da plantula de gabirobeira
(Campomanesia spp.) in vitro em meio MS com BAP, durante a desinfestacdo em
diversas concentracdes de hipoclorito de sddio, associado ao alcool etilico (70%) e ao
fungicida tiofanato metilico (1 g L™), foi realizado um experimento no laboratério de
Cultura de Tecidos vegetais da Universidade Federal de Uberlandia-MG. O
experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com esquema
fatorial 4 x 3, sendo quatro concentragdes de hipoclorito de sédio (0; 1,25; 2,5 e 5%) e
trés tempos de imersdo das sementes (1; 5 e 10 min), com quatro repeticdes, e 48
parcelas. Cada parcela foi constituida de quatro frascos de 200 mL contendo uma
semente cada e 40 mL de meio MS ajustado a pH de 5,8, autoclavado a 120 °C durante
20 minutos e a pressdo de 1 atm, suplementado com sacarose 1,5%, utilizando a
Citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) como regulador de crescimento na concentragdo
de 1 mg L™, e solidificado com Agar a 0,7%. Os frutos foram despolpados e a
mucilagem das sementes retirada através da escarificacdo quimica do tegumento com
uma solucdo de hipoclorito de sédio a 0,5% durante 48 horas. Posteriormente, as
sementes foram lavadas em agua corrente durante 3 horas e em seguida colocadas para
secar a sombra. Apos o periodo de secagem as sementes foram levadas para camara de
fluxo laminar e imersas em alcool etilico 70% (v/v) durante 30 segundos, e lavadas trés
vezes em agua destilada autoclavada antes da imersdo no hipoclorito de sodio. Em
sequida, foram lavadas novamente em agua destilada e autoclavada trés vezes, logo a
seguir intumescidas numa solucdo de fungicida a base de tiofanato metilico (1 g L™)
por cinco minutos, antes de inocular foi feita lavagem com agua destilada e autoclavada
por trés vezes. Em seguida, o material inoculado foi transferido para a sala de
crescimento e mantido no escuro durante sete dias para evitar a oxidagdo. As
caracteristicas avaliadas foram: nimero médio de brotos, nUmero médio de folhas e
altura de plantas (mm), realizadas aos 60 dias de idade da plantula de gabirobeira.
Conforme os dados coletados mostraram, o efeito da concentracéo de hipoclorito (3,6%)
em sinergia com &lcool, e fungicida, aliado & presenca de BAP (1 mg L™) no meio MS,
influenciaram de forma 6tima o estabelecimento fisiologico das plantulas aos 60 dias,
com numero médio de brotos, nimero de folhas e altura maxima das plantas obtidos
(1,4; 5,52; 17,67 mm), independentemente do tempo de imersdo. Isto promoveu boas
condicdes na multiplicacdo in vitro da gabirobeira (Campomanesia spp.)

Palavras-chave: crescimento, desinfestacdo, estabelecimento.
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ABSTRACT

Development of gabirobeira (Campomanesia spp.) plantlets from in vitro
germinated seed in MS medium amended with BAP

Gabirobeira (Campomanesia spp.) development in vitro in MS medium amended with
BAP was studied after disinfestation with several concentrations of sodium
hypochloride associated with ethanol (70%) and the fungicide methyl thiophanate (1 g
L"), in the Vegetable Tissue Culture laboratory at the Universidade Federal de
Uberlandia, in Uberlandia, MG. The experimental design was completely randomized,
as a 4 x 3 factorial, with four concentrations of sodium hypochloride (0, 1.25, 2.5 ar
5%) and three seed immersion periods (1, 5 or 10 min), with four replications. Each
experimental unit consisted of four 200-mL flasks containing 40 mL of MS medium
adjusted to pH 5.8, autoclaved at 120°C for 20 min at 1 atm pressure, and amended with
1.5% sucrose, and the cytokinin 6-benzylaminopurine (BAP) as a growth regulator at 1
mg L™, and solidified with 0.7% agar, and one seed. Gabiroba fruits were macerated to
remove the mucigel, releasing the seeds by chemical scarification with sodium 0.5%
hypochloride for 48 hours. Subsequently, the seeds were rinsed in tap water for three
hours, and dried in the shade. After the drying period, the seeds were taken to the
laminar flow hood and immersed in ethanol 70% (v/v) for 30 seconds, rinsed three
times in sterile distilled water, and disinfested with sodium hypochloride. Subsequently,
the seeds were rinsed three times in sterile distilled water and soaked in fungicide
solution (methyl thiophanate at 1 g L™) for five minutes, and rinsed three more times in
sterile distilled water before seeding in the medium. Seeded flasks were transferred to
the growth chamber and kept in darkness for seven days to avoid oxidation. Sixty days
after transfer to the medium the following variables were evaluated: average number of
shoots, average number of leaves, and plantlet height (mm). According to the results,
the effect of sodium hypochloride (3.6%) associated with ethanol and fungicide, and the
presence of BAP (1 mg L™) in the MS medium, positively affected plantlet
establishment after 60 days, as seen by the average number of shoots and leaves, and
plantlet height (1.4, 5.52, and 17.67 mm, respectively), regardless of immersion period,
promoting good conditions for in vitro multiplication of gabirobeira (Campomanesia

spp.).

Key words: development, disinfestation, establisment.
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INTRODUCAO

A gabirobeira é uma frutifera tropical muito apreciada pelas populacGes do
bioma cerrado. Segundo Teixeira et al., (2005), ela apresenta grande possibilidade de
ser introduzida ao cultivo, principalmente por ser de porte pequeno e entrar em
consorcios com outras frutiferas arbdreas. O método mais utilizado para sua propagacao
ainda é via sementes, existindo poucas pesquisas sobre a propagacao via vegetativa.

Pesquisas vém sendo realizadas visando a propagacdo sexuada desta espécie com
resultados bastante satisfatorios (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al., 2006,
PEIXOTO et al.,, 2005). Entretanto, o desenvolvimento muito lento das plantulas,
associado a intensa predacdo dos frutos, representam limitacdo ao cultivo da gabirobeira
(LEITAO FILHO; MARTINS, 1981).

Uma maneira simples de se obter explantes sem contaminantes para trabalhos de
cultura de tecidos, é retira-los de plantulas germinadas in vitro, em condig¢des assépticas.
A propagacao da gabirobeira por métodos tradicionais — via semente - é dificultada pelo
fato de suas sementes apresentarem caracteristicas recalcitrantes, além de possuirem alta
variabilidade genética.

Embora a variabilidade seja importante para programas de melhoramento, ndo é
interessante para o cultivo econdmico e racional da cultura. Diante disto, é de
fundamental importancia desenvolver métodos de propagacdo vegetativa para
multiplicar gendtipos com caracteristicas superiores.

A maioria das frutiferas do cerrado é considerada lenhosa, e apresenta diversas
dificuldades para o estabelecimento in vitro, principalmente devido a sérios problemas
como a contaminacdo e a oxidacdo. A contaminacdo é provavelmente um dos maiores
problemas da cultura de células e tecidos de plantas (LEIFERT; CASSELLS, 2001).

A assepsia de explantes e sementes, a esterilizacdo do meio de cultura, da
vidraria e do ambiente sdo condi¢Ges necessarias para o sucesso da implantacdo de
culturas in vitro. A contaminacgéo tem prejudicado os experimentos, reduzindo o nimero
de explantes ou sementes estabelecidas (PASQUAL, 2001).

A contaminacdo por diversos microorganismos, como fungos e bactérias, é
considerada como o mais importante fator para as perdas durante a cultura in vitro,
(LEIFERT; WAITES, 1990). Para reduzir este problema de contaminacdo, diversas

tentativas tém sido realizadas utilizando-se fungicida e/ou bactericida no tratamento do
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material a ser propagado, ou no meio (RAMOS, 1994). Para controlar a contaminacao
existem Varios pre-tratamentos que sdo aplicados na planta - mée doadora do material
vegetal utilizado in vitro.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo analisar o desenvolvimento da
plantula de gabirobeira (Campomanesia spp.) in vitro em meio MS com BAP, em
diversas concentragdes de hipoclorito de sddio, associado ao alcool etilico e ao
fungicida tiofanato metilico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A germinagdo in vitro de fruteiras nativas do cerrado vem facilitar a sua
propagacao fora do seu habitat natural, principalmente quando se deseja a domesticacao
destas plantas lenhosas. Um dos maiores problemas no estabelecimento de tecidos
vegetais in vitro é a contaminacdo por microrganismos, principalmente quando se
trabalha com espécies lenhosas (BONGA, 1982). Uma das maneiras de facilitar a
obtencdo de material vegetal sem contaminacdo é a germinacao in vitro, para isto é
necessario realizar uma desinfestacéo eficiente das sementes.

Na cultura de tecidos existem diversas técnicas que podem contribuir para
controlar a contaminacgdo dos explantes. A principal delas consiste em manter a planta-
matriz em ambiente higienizado, como casa de vegetacdo ou camara de crescimento,
evitando a exposicao as intempéries, € a entrada de microrganismos.

Substancias com agdo bactericida, fungicida e inseticida podem ser utilizadas
antes do estabelecimento in vitro. Durante este estabelecimento, vérias substancias com
acdo germicida podem ser utilizadas para a desinfestacdo dos explantes. As mais
comuns sdo o etanol e os compostos a base de cloro, tais como o hipoclorito de sodio e
0 de célcio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O alcool esta entre os mais efetivos agentes antibacterianos que agem
desnaturando proteinas e incrementam a permeabilidade da membrana. Os alcodis séo
também solventes de lipidios, alterando estruturas lipidicas da membrana de células
microbianas. Parte da sua acdo como desinfetante é produto de sua eficiéncia como
agente de limpeza na remocao mecanica de microrganismos.

Os fungicidas sistémicos inibem seletivamente processos metabolicos
especificos, presentes em grupos restritos de fungos, atuando somente contra 0s
patdgenos visados. Dos fungicidas sistémicos, 0s benzimidazdis sdo o grupo mais
importante utilizado comercialmente; desse grupo o tiofanato metilico € um dos mais
empregados, ja que o benomil foi proibido no Brasil (MAZELLIER et al., 2002).

O principio de acdo do tiofanato metilico é a tubulina que afeta o processo da
mitose. O tiofanato atua nos fungos inibindo as proteinas a e b tubulinas, que mediante
polimerizacdo constituem os microtubulos.(LEROUX, 2003). Quando as proteinas
entram em contato com o fungicida, a formacdo dos microtubulos é inibida, levando o

fungo a morte.
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O hipoclorito de sédio € um produto quimico utilizado para esterilizar
superficies, frutas e hortaligas, agua, entre outros. Conforme Emmanuel et al., (2004),
sua utilizagdo resulta de sua atividade biocida contra bactérias, fungos e virus, além de
ser econdmico. O hipoclorito de sodio causa alterages biossintéticas no metabolismo
celular e a destruicdo de fosfolipidios, formando cloraminas que interferem no
metabolismo celular. Sua acdo gera reacGes oxidativas com inativacdo enzimatica
irreversivel em bactérias e a degradacao de lipidios e acidos graxos (ESTRELA et al.,
2002).

Um dos objetivos da micropropagacdo é a maximizacdo da multiplicacdo de
gemas (ERIG et al., 2002), podendo ser alcangado na fase de multiplicagdo in vitro. E
muito importante a observacdo de fatores como meio de cultura, tipo e concentracéo de
citocininas nesta fase (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A citocinina é indispensadvel na multiplicacdo in vitro e para a quebra da
dominancia apical e a inducgéo da proliferacdo de gemas axilares (HU; WANG, 1983).
Segundo Schuch e Erig (2005), as concentragdes de citocininas estdo entre 0,1 e 5,0 mg
L? e entre as citocininas comercialmente disponiveis a benzilaminopurina (BAP),
geralmente apresenta melhores resultados.

Figueiredo et al., (2003) propagaram sementes in vitro do abacaxi do cerrado
(Ananas ananassoides), viabilizando a producdo de mudas em grande quantidade em
estagio comercial.

Na recuperacdo de areas degradadas a germinagdo in vitro € uma técnica de
cultivo in vitro que ajuda na escolha de espécies selecionadas, para isto € importante
garantir a manutencdo da diversidade genética das espécies micropropagadas ao
escolher explantes provenientes de sementes. A coleta das sementes deve, assim, ser
realizada em diversas plantas matrizes (ANDRADE et al., 2000).

A dorméncia e a presenca de microrganismos sdo 0s principais fatores a serem
contornados no estabelecimento de plantas a partir da germinacdo in vitro, para evitar a
morte ou o crescimento anormal das plantulas (COUTO et al., 2004).Como exemplo,
cita-se a mangabeira (Hancornia speciosa GOMES), na qual a germinacéo in vitro de
sementes é importante para a obtencdo de explantes livres de contaminacdo e para a
formacdo de plantulas normais.

Foi elaborado um protocolo que utiliza sementes colhidas de frutos de vez, com

tegumentos removidos para que ocorra a germinacgédo, e desinfetadas com os seguintes
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tratamentos: lavagem com detergente, enxaglie para remover o detergente, lavagem com
fungicida (5 g L™ por 5 minutos) em camara de fluxo laminar, trés lavagens com &gua
destilada estéril, imersdo em alcool etilico (70%, 10 segundos), imersdo em solucdo de
hipoclorito de sodio (10%, 10 minutos) e, finalmente, trés enxaglies com agua destilada
esteril (LEMOS, 2003).

Segundo Bisognin (2008), a imersdo de sementes de Porongo (Lagenaria
siceraria) sem tegumento em alcool etilico, (70% por 1 minuto) e em solucdo de 3 a 4%
de hipoclorito de sédio por 10 minutos, possibilitou a producdo de plantulas germinadas
in vitro sem contaminacao.

A desinfestacdo de segmentos de brotos, de folhas e de botdes florais pode ser
feita com alcool etilico comercial na concentracdo de 70%, por um periodo de 1 a 3
minutos, seguido de um tratamento com hipoclorito de sddio ou calcio 0,5% a 2% (p/v)
por 5 a 20 minutos e de 3 a 5 lavagens com agua destilada autoclavada por um periodo
minimo de 5 minutos (TEIXEIRA, 2004).

Sementes de jabuticabeira (Myrciaria SPP.) foram desinfetadas com 5% de
hipoclorito de sddio. O hipoclorito de sddio € muito utilizado na desinfestacdo de
explantes para propagacdo in vitro, inclusive em fruteiras da familia Myrtaceae. A
utilizacdo do hipoclorito de sddio a 5% foi mais eficiente na desinfestacdo de sementes
de jabuticabeira do que a 2,5%, com tempo de exposi¢do de 20 minutos (PICOLOTTO
et al., 2007).

Zaniolo e Zanette (2002), visando protocolo de micropropagacdo de erva-mate,
desenvolveram mudas de dois anos em casa de vegetacdo, com pulverizacfes semanais
com benomyl a 2 g L™. Dessas mudas retiraram brotacdes que foram desinfetadas com
hipoclorito de sodio a 0,50 e 0,75%, verificando que as menores taxas de contaminacéo
fungica (5,70%) e bacteriana (15,70%) foram obtidas com a desinfestacdo dos explantes
com 0,75% de NaOCI por 10 minutos.

Trabalho semelhante foi desenvolvido por Ribeiro et al., (2009), que utilizaram a
germinacdo in vitro como metodo para fornecer elementos que superassem a dorméncia
em sementes de araticum (Annona crassiflora Mart.). Os melhores resultados foram
obtidos em meio WPM suplementado com 25-32 mg L™ de 4cido giberélico.

Sementes de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) sem tegumentos, removidos

antes do cultivo in vitro em meio MS, apresentaram maior uniformidade e velocidade de
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germinacdo e menor percentual de plantulas anormais do que as sementes com
tegumento (MARTINOTTO et al., 2007).

Segundo Almeida et al., (2008) na desinfestacdo de segmentos nodais
pertencentes a espécie Eucalyptus dunnii, foram realizados tratamentos com hipoclorito
de sodio (NaClO) a 0%; 0,50%; 1%; 1,50% e 2% de cloro ativo. Avaliou-se nos
tratamentos: contaminacdes fungicas e bacterianas; oxidacGes; sobrevivéncia e
estabelecimento dos explantes. Foi observado que o0s niveis de contaminagdes
diminuiram quando submetidos as diferentes variacdes de concentracdo de (NaClO) em
relagdo ao tratamento testemunha. Os explantes submetidos as concentracGes de 1,5% e
2% de (NaClO) obtiveram melhores resultados quando comparados aos demais
tratamentos.

Na desinfestacdo de camu-camu, cacari, ou araca-d‘agua (Myrciaria dubia
(H.B.K.) McVaugh) - arbusto pertencente a familia Myrtaceae — Silva et al., (2012)
verificaram que os tratamentos em que as sementes foram imersas em hipoclorito de
sodio a 0,50% de cloro ativo por 20 minutos, 0,50% por 60 minutos e 1% por 20
minutos, foram 0s que apresentaram maiores taxas de desinfestacdo ao final de 35 dias
apos a inoculacdo, alcancando 0% de contaminacdo. Por outro lado, maiores
porcentagens de contaminacdes foram obtidas nos tratamentos utilizados como controle
em que nao se utilizou hipoclorito de sédio, ou seja, em que as sementes ficaram
imersas em agua destilada. Esse resultado evidencia a eficiéncia do hipoclorito de sddio
na desinfestacdo e controle da sanidade do material introduzido in vitro.

Para Nogueira et al., (2004), os valores observados na germinacdo de sementes
de murici-pequeno podem estar associados ao tegumento, o qual parece retardar o
processo germinativo, ocasionando a baixa porcentagem de germinacdo. Ele pode ter
servido como uma barreira para a entrada de agua, inibindo, assim, a ativacdo de
enzimas responsaveis pela germinacgéo.

Embora a citocinina atue na quebra do efeito do &cido abscisico (ABA), inibidor
do processo germinativo, isto ndo foi observado nos experimentos realizados com
tegumento, uma vez que a presenca de BAP ndo potencializou a germinacdo. Neste
experimento a remocdo do tegumento colaborou com o crescimento do embrido,
facilitando a absorcdo dos nutrientes necessarios, sendo o BAP importante para

potencializar a germinacédo, segundo Schuch e Erig (2005).
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no dia 05/12/2011 no laboratorio de Cultura de
Tecidos vegetais do Instituto de Ciéncias Agrérias-ICIAG, no campus Umuarama, da
Universidade Federal de Uberlandia — UFU — localizada no municipio de Uberlandia-
MG. Vinte matrizes de gabirobeira (Campomanesia spp) foram marcadas na Fazenda
Agua Limpa da Universidade Federal de Uberlandia — UFU-, para coleta, no periodo de
novembro e dezembro de 2011, de frutos maduros das plantas com maior vigor.

O experimento foi instalado utilizando o delineamento inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concentragdes de hipoclorito de sédio (0; 1,25;
2,50 e 5%) e trés tempos de imersdo das sementes (1, 5 e 10 min), com quatro
repeticdes, gerando 48 parcelas. Cada parcela foi constituida de quatro frascos de 200
mL contendo uma semente cada e 40 mL de meio MS ajustado a pH de 5,8, autoclavado
a 120 °C durante 20 minutos e a pressao de 1 atm (MURASHIGE ; SKOOG, 1962),
suplementado com sacarose 1,50%, utilizando a Citocinina 6-benzilaminopurina (BAP)
como regulador de crescimento na concentracdo de 1 mg L™, e solidificado com Agar a
0,70%.

Os frutos foram despolpados e a mucilagem das sementes retirada através da
escarificacdo quimica do tegumento com uma solugdo de hipoclorito de sodio a 0,50%
durante 48 horas. Posteriormente, as sementes foram lavadas em agua corrente durante
3 horas e, em seguida, colocadas para secar a sombra. Apds o periodo de secagem as
sementes foram levadas para camara de fluxo laminar e imersas em alcool 70% (v/v)
durante 30 segundos, e lavadas trés vezes em agua destilada autoclavada antes do
contato com o hipoclorito de sodio.

Em seguida, foram lavadas novamente em agua destilada e autoclavada trés
vezes, logo na sequéncia intumescidas numa solucdo de fungicida a base de tiofanato
metilico (1 g L™) por cinco minutos, antes de inocular foi feita lavagem com agua
destilada e autoclavada por trés vezes. A seguir, o material inoculado foi transferido
para a sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C e

mantidas no escuro durante sete dias.

As caracteristicas avaliadas foram realizadas aos 60 dias de idade da plantula de

gabirobeira: nimero médio de brotos (contagem visualmente das gemas), nimero médio
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de folhas (contagem visual das folhas ate o &pice) e altura de plantas (a altura de cada
planta foi medida usando uma régua graduada em milimetros, considerando a distancia
entre a base do caule da planta, em contato com o substrato e a ultima folha no apice do
caule).

Todos os dados foram transformados para raiz quadrada de X (BANZATTO;
KRONKA, 2006), e analisados pelo programa estatistico SISVAR (FERREIRA, 2008),
efetuando-se anélise de regressdo para as concentracdes de hipoclorito de sédio, teste de

F, teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia para o fator tempo de exposicao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas de gabirobeira germinaram in vitro apds 10 dias e obtiveram
crescimento e desenvolvimento satisfatério aos 60 dias, ou seja, estdgio 6timo
fisiolégico in vitro para as plantulas serem micropropagadas, proporcionado pela
desinfestacdo com hipoclorito de s6dio na inoculagdo no meio MS suplementado com
BAP (1 mg L™). De acordo com Melo et al.,(1979), tratamento de sementes com
citocininas pode promover a germinagao.

O resumo das analises de variancia para as variaveis analisadas: nimero médio de
brotos, nimero de folhas, e altura de planta na germinacdo in vitro das sementes de
gabirobeira em 60 dias, encontra-se na Tabela 5.

Verifica-se que houve diferenca significativa nas variaveis: nimero de brotos,
namero de folhas, e altura de planta para o fator principal concentracdo de hipoclorito de
sodio (%). Nos outros tratamentos ndo houve diferenca significativa, tempo (min) e

hipoclorito de sddio (%) x tempo (min).

TABELA 5. Resumo das anélises de variancia para nimero médio de brotos, folhas e
altura da plantula (mm) obtidas no experimento aos 60 dias, sobre efeito
de diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio, em diversos tempos,
na germinagdo in vitro da semente de gabirobeira (Campomanesia spp.)
Uberlandia-MG.2012.

Quadrados médios

Fatores de variacao GL N° de brotos N° de folnas  Altura de planta

Concentracéo de

hipoclorito 3 3,64 * 57,10 * 701,33 *
Tempo de imersao 2 0,12 NS 4,50 NS 29,38 NS
Hipoclorito x Tempo 6 0,04 NS 1,22 NS 12,16 NS
Residuo 36 0,08 2,51 32,34
CV(%) 34,15 49,00 51,25

NS, ndo significativo a 5% de probabilidade (P> 0,05) pelo teste de F. * significativo a
5% de probabilidade ( P< 0,05) pelo teste de F.

Na Figura 19, o niimero de brotos apresenta um efeito quadratico positivo, com R?

de 91%, ocorreu aumento do nimero de brotos a medida que aumentou a concentracdo de
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hipoclorito de sodio (3,60%), gerando um valor maximo de 1, 4 nimero médio de brotos. A
partir dai ocorre a diminui¢cdo do numero de brotos até a concentracdo de hipoclorito de
sodio (5%), provavelmente por injlrias ocasionadas pela concentracdo de hipoclorito de
sodio.

Segundo Ribeiro et al., (2010), sessenta dias apds a inoculacdo das plantulas
provenientes das sementes de goiabeira paluma desinfetadas durante 15 minutos em
solucdo de hipoclorito de sédio a 0,50%, e inoculadas no tratamento com meio MS e
BAP 1 mg L™, foram coletados os dados referentes ao nimero e comprimento médio
dos brotos de explantes, sendo que o maior nimero médio de brotos significativo foi de
2,38.

1,60 -
1,40
1,20 A
1,00 1
0,80
0,60 -
0,40 -
0,20 -

0,00 T T T T |
0 1 2 3 4 5
Concentracéo de Hipoclorito(%)

y=-0,10 X + 0,72 x + 0,08
R?=0,91

NUmero de brotos

FIGURA 19. NUmero de brotos da germinacdo in vitro das
sementes de gabirobeira em funcdo da
concentracdo de hipoclorito de sodio (%),
Uberlandia - MG. 2012.

Na Figura 20 observa-se que o nimero de folhas apresenta um efeito quadréatico
positivo, com R? de 95% o nimero de folhas das plantulas germinadas aumenta (5,52)
com o aumento da concentracdo de hipoclorito de sodio até um valor maximo (3,26%).
A partir deste ponto ocorre a diminuicdo do numero de folhas, provavelmente pela
injdria ocasionada pelo aumento da concentracdo de hipoclorito.

A gabirobeira ex vitro apresenta um numero de folhas proximo da fase de

tirodendro (6 folhas) conforme mostra Gogosz et al., (2010). De acordo com Villa et al.,
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(2005), o maior numero de folhas foi observado (4,37) de segmentos nodais de
amoreira-preta inoculados (Rubus sp.) que foram excisados de brotacdes pré-
estabelecidas in vitro na concentracdo de 2 mg L™ de BAP. Com o aumento da
concentracdo da citocinina ocorre um declinio na producéo de folhas.

De acordo com George (1993), a concentracdo e 0 tempo de exposi¢do aos
desinfetantes dependem do material vegetal e a resposta varia de acordo com a

sensibilidade dos tecidos.

y=-0,50 + 3,26 x + 0,23
R?=0,95

Numero de folhas
w
1

O T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Concentracdo de Hipoclorito(%)

FIGURA 20. Numero de folhas das plantulas de gabirobeira em
funcdo da concentracdo de hipoclorito de sodio (%)
Uberlandia - MG. 2012.

Observa-se na Figura 21 que a altura das plantulas aumenta com o aumento das
doses de hipoclorito, ocorrendo um efeito quadratico positivo para R* de 69%. Nota-se
que a altura de plantas aumenta até (17,67 mm) com o aumento da concentracdo de
hipoclorito até um valor de 3, 45%.

Este resultado é confirmado no experimento de Bernardy et al.,(2012), no qual a
germinacdo in vitro de araca-vermelho para a variavel altura de planta em funcéo de
concentracdes de desinfetante hipoclorito de sddio, ajustou-se a um modelo quadréatico
de regressao polinomial com R? 99,55% , em que 0s pontos méximos de comprimento
(15mm) foram alcancados com o uso de 3% da concentracdo do desinfetante.

Conforme Brum et al., (2002) sugerem, a citocinina mais utilizada em cultura de

tecidos é a benzilaminopurina (BAP), que tem se mostrado fundamental para o
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crescimento da altura da planta Ficus carica, na concentracio de 4 mg L™, apresentando
média de 70 mm de comprimento visto que, no geral, houve aumento de quatro vezes a
concentracdo de BAP (1 mg L™) para a Ficus carica. Esta média esta proxima a
atingida pela gabirobeira (17,50 mm), ver Figura 22 onde mostra o crescimento da
plantula.

y=-1,30% +8,99 x+ 2,10
R’ =0,69

0 T T T T 1
0 1 2 3 4 5
Concentracao de Hipoclorito(%)

FIGURA 21. Altura das plantulas(mm) de gabirobeira em funcéo
da concentracdo de hipoclorito de sodio (%)
Uberlandia - MG. 2012.

4] : ~

FIGURA 22. Apresentacdo de altura de plantas com aumento
da concentracdo de hipoclorito de sddio.
Uberlandia - MG. 2012.
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5 CONCLUSOES

Observou-se que o efeito das concentragbes de hipoclorito em sinergia com
&lcool e fungicida, aliado & presenca de BAP (1 mg L™) no meio MS, influenciaram de
forma positiva a germinagé&o in vitro.

Aos 60 dias ocorreu o melhor estabelecimento fisiolégico das plantulas de
gabirobeira, foram obtidos 0 maior nimero médio de brotos, nimero médio de folhas e
altura media das plantas ( 1,40; 5,52; 17,67 mm), nas concentrac@es proximas de 3,50%

de hipoclorito de s6dio como desinfetante, independentemente do tempo de imersao.
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CAPITULO 5

RESUMO

Brotacéo de explantes obtidos na germinacéo in vitro de gabirobeira
(Campomanesia spp.) em diversas combinactes de meio MS com BAP

Com o objetivo de verificar o melhor meio de cultura nas diferentes combinacgdes de
MS com BAP e escolher o explante com maior nimero de brotos, sem oxidagéo, na
propagacdo assexuada da plantula de gabirobeira, foi realizado o experimento no
laboratorio de Cultura de Tecidos vegetais da Universidade Federal de Uberlandia-MG.
Os explantes utilizados foram extraidos de quatorze plantulas de gabirobeira propagadas
in vitro no laboratério. O experimento foi conduzido em delineamento de bloco
casualizado com esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concentragdes de BAP (0; 1;2e 3
mg L™ e trés meios de inoculacdo (MS 1/1, MS 1/2 e MS 1/4), com trés repeticdes, e
36 parcelas. Cada parcela foi constituida de quatro frascos de 200 mL contendo um
explante cada e 40 mL dos meios MS ajustados para pH de 5, 8 e autoclavado a 120 °C
durante 20 minutos a pressdo de 1 atm. Os explantes excisados em camara asséptica e
utilizados nos experimentos foram os segmentos apicais e caulinares, folhas e raizes das
plantas germinadas in vitro, mergulhados em agua esteril e logo inoculados nos diversos
meios de MS com BAP. Em seguida, o material inoculado foi transferido para a sala de
crescimento e mantido no escuro durante sete dias. As caracteristicas avaliadas foram:
oxidacao (%) e brotos (%) dos explantes aos 30 dias apos a inoculacdo. A brotacao foi
avaliada quando da emergéncia do broto com cor verde, enquanto que a oxidacdo foi
mensurada visualmente por meio de presenca ou auséncia de escurecimento. Conforme
os dados, conclui-se que a concentracdo de BAP a 0,5 mg L™ permitiu um maior
crescimento e desenvolvimento dos brotos do explante de segmentos nodais, acima
dessa concentracdo ocorre oxidacdo do explante. Portanto, € necessario utilizar no meio
um antioxidante para controlar o escurecimento ou a necrosidade do explante. O meio
MS 1/4 de forca total é o mais eficaz para a propagacéo in vitro dos segmentos nodais
de gabirobeira.

Palavras-chave: Myrtaceas, explante, MS, BAP, gabirobeira.
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ABSTRACT

Shoot explants obtained from in vitro germinatied gabirobeira (Campomanesia
spp.) in several combinations of MS with BAP medium

The best culture medium for mass production of gabirobeira was evaluated in
different combinations of MS amended with BAP, selecting the plantlet with the
greatest number of shoots, with no oxidation, in the Vegetable Tissue Culture at the
Universidade Federal de Uberlandia, in Uberlandia, MG. The explants used were
extracted from fourteen in vitro grown gabirobeira plantlets. The experimental design
was randomized blocks as a 4 x 3 factorial, with four BAP concentrations (0, 1, 2 or 3
mg L 1) and three inoculation media (MS 1/1, MS 1/2 or MS 1/4), with three
relications. Each experimental unit consisted of four 200-mL flasks containing 40 mL of
MS medium adjusted to pH 5.8, autoclaved at 120°C for 20 min at 1 atm pressure, and
one explant. The explants excised in laminar flow hood and used in the experiments
were nodal or apical segments, leaves and roots of in vitro germinated plants, soaked in
sterile distilled water and plated in the treatments. Subsequently, the prepared material
was transferred to the growth chamber and kept in darkness for seven days. Thirty days
later the following variables were evaluated: oxidation (%) and sprouting (%) of
explants. Sprouting was evaluated by the green color of shoots and oxidation was
visually determined by the darkening of the explant. According to the results, it can be
concluded that 0.5 mg L™ BAP resulted in greater growth and shoot development of
nodal segment explants; above this concentration oxidation was observed. Therefore,
the use of antioxidant is required to control explant darkening or necrosis. The medium
MS 1/4 strength was the most effective for in vitro propagation of gabirobeira nodal
segments.

Key words: Myrtaceae, explant, MS, BAP, gabirobeira.
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INTRODUCAO

Para se ter um resultado de qualidade na aplicagdo dos métodos da cultura in
vitro deve-se conhecer melhor as necessidades nutricionais e o tipo de explante em
estudo. O sucesso da cultura de tecidos vegetais é influenciado pela origem do explante
e pelo meio nutritivo utilizado.

A cultura de tecidos vegetais tem sido muito importante em diversas aplicagdes
na agricultura e inddstria, entre as quais pode-se citar: producdo de plantas haploides,
micropropagacdo, obtencdo de plantas livres de virus, producdo de metabolitos
secundarios, conservacdo de germoplasma in vitro para a manutengdo de bancos
genéticos, dentre outras (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

O meio de cultura utilizado deve conter todos os nutrientes para o
desenvolvimento sadio da planta, uma fonte de carbono, vitaminas e reguladores de
crescimento. O objetivo € produzir plantas similares a original, saudaveis, vigorosas e
puras (ANDRADE, 2002).

A combinacdo balanceada de nutrientes, associada a fatores como luz e
temperatura, bem como o recipiente utilizado para o cultivo, é o fundamento da
tecnologia de tecidos vegetais (KERBAUY, 1997).

Portanto, 0os meios nutritivos se baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos
nutrientes minerais, com modificacGes que visam atender as necessidades especificas in
vitro (CALDAS et al., 1998).

Os reguladores vegetais sdo utilizados a fim de suprir os meios de cultura, na
falta de horménios, e promover o crescimento da planta durante a micropropagacdo. A
necessidade de fitoreguladores exdgenos depende do nivel de enddgenos na planta
(WERBROUCK ; DEBERGH, 1994).

Dentre os reguladores vegetais mais utilizados, as citocininas séo consideradas as
de melhor rendimento na fase de multiplicacdo da micropropagacao, pelo seu efeito na
quebra da dominancia apical e na inducdo da proliferacdo de gemas axilares.

As citocininas mais Uteis no cultivo in vitro das espécies do cerrado sdo BAP (6-
Benzilaminopurina), 2ip (Isopenteniladenina), cinetina e zeatina, promovendo multiplas
brotacdes em ampla faixa de concentracdo (SOUZA et al., 2003). Destes reguladores, e

de outros encontrados no mercado, 0 BAP (6-benzilaminopurina) tem apresentado o0s
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melhores resultados in vitro na promog¢do da multiplicacdo de diversas espécies, sendo
utilizada em 60% dos meios de cultivo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A escolha do fitoregulador a ser testado deve considerar o custo, por isso 0 BAP
deve ser o primeiro a ser experimentado, seguido do 2ip, e, como ultima opcdo, a
zeatina em funcdo do alto custo (WERBROUCK ; DEBERGH, 1994).

Para promover a formacdo de brotos é necessaria uma relacdo alta entre
citocinina-auxina, ao passo que para estimular a diferenciacdo da raiz um elevado teor
de auxina deve ser usado. Portanto, o suplemento de citocininas no meio de cultura
determina o sucesso da etapa de multiplicacdo. Em determinadas situacgdes, a indugéo
de maltiplas brotacBes requer a presenca de citocinina e auxina, mas, isso ndo implica
que seja necessaria a presenca de ambos no meio de cultura para que exista a formagao
de brotos (MORAES et al., 2007).

Especificamente neste trabalho objetivou-se verificar o melhor meio de cultura,
a melhor concentracdo de BAP, e o melhor explante de plantas germinadas in vitro
(segmentos apicais, gemas axilares, raizes e folhas) com maior nimero de brotos e sem

oxidacao, na propagacao assexuada da plantula de gabirobeira.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Estudos de meios de cultura que facilitem a germinacdo de sementes
recalcitrantes sdo de grande importancia para a fruticultura. O tipo e a concentracdo de
reguladores de crescimento no meio de cultura séo fatores determinantes no crescimento
e no padrdo de desenvolvimento na maioria dos sistemas de cultivo in vitro
(HARTMANN et al. 2002).

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomez), fruteira nativa da regido Nordeste
do Brasil, apresenta problemas em sua propagacdo por via sexuada devido ao fato de
suas sementes serem recalcitrantes e a polpa do fruto possuir elementos que inibem a
germinacdo das sementes. A gabirobeira (Campomanesia spp.) demonstra condicGes
parecidas que também prejudicam a germinacao das sementes.

O controle do crescimento e da morfogénese a partir de explantes in vitro € uma
das caracteristicas da cultura de tecidos vegetais. Estes fendmenos ocorrem mantendo-
se 0s explantes em um meio de cultura. Por isto é importante conhecer seus
componentes e propriedades, ou seja: quais 0s meios utilizados e quais as técnicas
necessarias para prepara-los (CALDAS et al., 1990).

Existem poucas pesquisas relativas a propagacéo in vitro de diversas espécies de
Myrtaceas. Em relacdo a gabirobeira, além da contaminacdo, a oxidacdo ou
escurecimento dos seus tecidos € um dos maiores problemas que ocorrem na
propagacao in vitro.

Em pesquisa com guarirobeira (Syagros oleraceae), testaram-se diferentes niveis
do meio MS em combinacdo com diferentes concentracdes de BAP, tendo sido
observada uma reducéo gradativa no numero de folhas e no peso médio da matéria seca
da plantula, a medida que a concentracdo de BAP foi aumentada (MELO, 2000).

Portanto, a escolha adequada do meio de cultura é um fator relevante, devido ao
importante papel dos componentes minerais no processo de multiplicacdo (RAMAGE ;
WILLIAMS, 2002).

De acordo com Barrueto Cid (2000), o BAP € a citocinina sintética de menor
custo, em relacdo as demais fontes deste regulador de crescimento, sendo a mais ativa e

mais utilizada na multiplicacdo de diversas espécies.
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A adicéo de BAP ao meio de cultivo resultou em uma tendéncia linear crescente,
com maior resposta na concentracdo de 1 mg L-1, com 34,80% de explantes brotados e,
em média, 1,25 brotacdo por explante.

Rogalski et al., (2003), analisando a ameixeira ‘Santa Rosa’, obtiveram maior
nimero de brotagdes com 2 mg L™ de BAP, possibilitando a formagdo de 3,60
brotagdes.

O meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) apresenta um alto
contetdo de sais, enquanto o meio WPM (LOYD; MCCOWN, 1980) contém 1/4 de
fons nitrato de amo6nio na sua composicdo (PASQUAL, 2001).

Jesus et al., (2010) opinam que a acdo da citocinina sobre os explantes colabora
com o comprimento e com a proliferacdo de brotos, mesmo em concentracbes mais
elevadas.

Lucas et al., (2006), por sua vez, afirmam que concentracOes elevadas de BAP
promovem o desbalanceamento enddgeno dos fitorménios, reduzindo o crescimento das
brotacOes e aumentando a vitrificacdo.

De acordo com Nogueira (2007), as citocininas sdo indispensaveis na fase de
multiplicacdo, pois sdo responsaveis pela quebra de dorméncia apical e pela inducédo da
proliferacdo de gemas axilares. A combinacdo de citocinina e auxina é utilizada em
algumas especies para inducdo de brotagdes, usando, em geral, niveis relativamente
baixos de auxina e altos de citocinina no meio de crescimento.

Em experimentos com gabirobeira (Campomanesia xanthocarpa), Faria et al.,
(2010) observaram que o melhor resultado obtido para todas as variaveis analisadas foi
na combinacdo de 0,50 mg L™ de BAP com 0 de ANA. Ou seja, para a inducio de
brotacdes de gabiroba ndo é necessario a utilizacdo de ANA, sendo a concentracdo de 1
mg L™ de BAP suficiente para a obtencéo de brotagdes.

A composicdo do meio de cultura tem importante funcdo nas respostas de
crescimento de células e de tecidos, sendo que este meio pode ser modificado de acordo
com a necessidade de cada tipo de explante e a espécie com a qual se esteja trabalhando
(TORRES et al., 2001).

Segundo Chaves et al., (2005), maiores concentracdes de BAP ndo promoveram
resultados satisfatorios, pois a medida que se aumentou a sua concentracdo no meio de

cultura, houve uma diminuicdo no nimero de brotos por segmento.
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Costa et al., (2006) verificaram pequenas diferencas na capacidade proliferativa
da bananeira entre niveis de BAP testados (2,30 brotos), levando & conclusdo de que
tais resultados podem estar associados a interacdo gendtipo e citocinina. Dai a
necessidade de se otimizar a cada genotipo o nivel exdgeno ou mesmo o tipo de
citocinina a ser adicionado ao meio.

De acordo com Rodrigues et al, (2013) a adicdo da citocinina 6-
benzilaminopurina (1,30 mg L™) no meio MS com 50% dos sais foi eficiente para a
multiplicacdo in vitro da Physalis peruviana. Esta frutifera, pertencente a familia
Solanacea, representa um grande potencial econdmico, tendo em vista sua classificacdo
como fruta fina, a exemplo do mirtilo, framboesa, cereja, amora e pitaya.

A pesquisa de Aires et al., (2008) com a mamona contribui para a necessidade de
ajustes no meio. Eles constaram que na auséncia do hormdénio BAP nao houve formagéo
de multiplos brotos, mas que concentracdes na faixa de 0,15 a 0,21 mg. L™ de BAP
propiciaram os melhores resultados em explantes de gema apical e eixo embrionario da

mamona.
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3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos vegetais do
Instituto de Ciéncias Agrarias- ICIAG, no campus Umuarama, da Universidade Federal
de Uberlandia — UFU — localizada no municipio de Uberlandia-MG.

O experimento foi instalado utilizando o delineamento de bloco casualizado em
esquema fatorial 4 x 3, sendo quatro concentraces de BAP (0; 1; 2 e 3 mg L™ %) e trés
meios de inoculagdo (MS 1/1, 100% bésico; MS 1/2, 50% do meio basico e MS 1/4,
25% do meio basico), com trés repeticdes, gerando 36 parcelas.

Cada parcela foi constituida de quatro frascos de 200 mL contendo um explante
cada e 40 mL dos meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), ajustados para pH de 5,8
e autoclavados a 120 °C durante 20 minutos a presséo de 1 atm.

De quatorze plantulas de gabirobeira (Campomanesia spp.) propagadas in vitro
no laboratorio foram excisados 144 explantes, os explantes excisados em camara
asséptica e utilizados nos ensaios foram os: segmentos apicais e caulinares, folhas e
raizes das plantulas. Apos a excisdo foram lavados em agua estéril e logo inoculados
nos diversos meios de MS com BAP.

Em seguida, o material inoculado foi transferido para a sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 27 pmol m? S™*, mantido na
temperatura de 25 £ 2°C e no escuro durante sete dias. As caracteristicas avaliadas
foram: oxidacdo (%) e brotos (%) dos explantes aos 30 dias ap0s a inoculacéo.

A brotacéo foi avaliada quando da emergéncia do broto de cor verde, enquanto a
oxidacdo foi mensurada visualmente por meio da presenca ou auséncia de
escurecimento. Os dados ndo foram transformados e analisados pelo programa
estatistico SISVAR (FERREIRA, 1999), efetuando-se teste de Tukey a 0,05 de
significancia pelo teste de F para os diversos meios MS e regressdo linear para as

concentracdes de BAP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O resumo das andlises de variancia para as variaveis oxidagdo e brotacdo in vitro dos
explantes de gabirobeira encontra-se na Tabela 6. Observou-se que houve diferenca
significativa na oxidacdo e brotacdo para 0s explantes no tratamento com os diferentes
meios MS.

Enquanto para a variavel brotos houve diferenga significativa no tratamento dos
explantes com as diferentes concentracdes de BAP, para a variavel oxidacdo ndo houve
diferenca significativa. A interagdo entre os fatores meio MS e concentragéo de BAP foi

significativa somente para a caracteristica brotos em estudo.

TABELA 6. Resumo da andlise de variancia para brotos e oxidagdo in vitro de
explantes de gabirobeira submetidos a diferentes concentragdes de meio
MS e BAP. Uberlandia-MG. 2012.

Quadrados médios

Fonte de variacao GL Brotos (%) Oxidacéo (%)
MS 2 1684,03 * 1163,19 *
BAP 3 1637,73 * 925,92 NS
MS x BAP 6 943,29 * 700,23 NS
Bloco 2 9652,77 9392,36
Erro 22 353,53 320,39
CV(%) 57,61 25,78

NS, ndo significativo a 5% de probabilidade (P> 0,05) pelo teste de F. * significativo
a 5% de probabilidade ( P< 0,05) pelo teste de F.

Rocha et al., (2008) relataram que o meio suplementado com BAP estimulou
maior altura das brotagdes em pequizeiro em presenca de luz, e que a auséncia de luz
pode intensificar o crescimento.

Campos et al., (2013), investigando o efeito de diferentes concentracdes de BAP
na inducdo de brotacbes laterais em gabirobeira (Campomanesia pubescens),
concluiram que ap6s 45 dias foi possivel, com o uso de 4, 4 uM (1 mg L™?) de BAP,

promover a formacdo do maior nimero de folhas e de brotacdes, e do menor nimero de
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explantes mortos, sendo por isso recomendado para a inducdo de brotagdes em
gabirobeira.

Conforme mostra a Figura 23, segundo o desdobramento de BAP no meio MS 1/4
ocorreu a tendéncia de diminuir a quantidade de brotos a partir da concentracdo de BAP
(0,5 mg L™ %), verificando-se um efeito quadratico negativo para R* de 83%. A maior média
de brotos observada foi de 64,57%, portanto pode-se concluir que concentracbes de BAP
acima de 0,5 mg L ! prejudicam o crescimento e desenvolvimento do explante de
gabirobeira, apresentando maior oxidacao e reduzindo a % de brotos.

Dos cento e quarenta e quatro (144) explantes utilizados resultaram 48 brotos, dos
quais 43 eram segmentos caulinares com 2 gemas que nao apresentaram oxidagdo; no
restante dos brotos observou-se oxidacdo. Conforme Faria et al., (2010), para a formacao
de brotos, gemas e para um maior tamanho das brotacfes de gabirobeira somente 0,50

mg L™ de BAP é suficiente para a inducdo de brotacdes.
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FIGURA 23. Brotos (%) dos explantes de gabirobeira apos
inoculacio em  funcdo das  diferentes
concentracdes de BAP ( mg L™ %).Uberlandia-MG.
2012.

Os resultados observados na Tabela 7 para as caracteristicas oxida¢do mostram que
houve diferenca significativa pelo teste de Tukey (P < 0, 05) entre o tratamento do meio

MS (1/1) de forca total em comparacdo com os meios MS (1/2 e 1/4), a medida que houve
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reducdo das concentracdes de sais N0 meio, ocorreu incremento na brotacdo dos explantes e
diminuicdo da oxidacdo (58,33%), Figura 24. Portanto, a baixa concentracdo de sais no
meio influenciou a brotacdo dos explantes, principalmente para 0s segmentos caulinares.
Conforme disseram Cassells e Curry (2001) o escurecimento dos tecidos ocorre com maior
freqliéncia em meio com maior concentragdo de sais, como 0 MS bésico, 0 que esta de

acordo com o que foi verificado neste trabalho.

TABELA 7. Porcentagem de oxidacdo (%) no explante da gabirobeira em funcédo dos
diferentes concentracdes de meio MS. Uberlandia — MG. 2012,

MS Oxidagéo (%)
1/1 77,08 b
1/2 72,92ba
1/4 58,33 a
Médias 69, 44

Médias seguidas por letras minusculas distintas na coluna diferem entre si pelo teste de
Tukey a 0, 05 de significancia.

FIGURA 24. Brotacdo de explantes obtidos na germinacgéo in
vitro de gabirobeira em diversas combinagdes
de meio MS com BAP. Uberlandia-MG. 2012.

Chaves et al., (2005) confirmam que meios diluidos tém possibilitado melhores
resultados para multiplicagdo das mais diversas espécies e que a diminui¢do de sais e
reguladores de crescimento nos meios de cultura € uma tendéncia mundial, uma vez que
muitas pesquisas estdo sendo realizadas com a finalidade de reduzir o custo final da

producdo da muda, possibilitando o acesso ao produtor.
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5 CONCLUSOES

A concentragdo maxima de BAP a 0,5 mg L™ permitiu um maior crescimento e
desenvolvimento dos brotos do explante de segmentos nodais da gabirobeira (64,57%),
ao passo que acima dessa concentracao ocorreu oxidacao do explante.

O meio MS 1/4 (25% do meio MS basico) foi mais eficaz para a propagacéo in
vitro dos segmentos nodais de gabirobeira.
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CONSIDERACOES GERAIS

As pesquisas realizadas com a gabirobeira (Campomanesia spp.) na propagacéo
in vitro tem sido escassas, a propagacdo mais comum para esta frutifera tem ocorrido
pela via sexuada. Assim se fez necessario um aprofundamento da investigagdo sobre a
sua propagacao in vitro. Durante o desenvolvimento da presente pesquisa para realizar a
micropropagagcao in vitro, optou-se pela germinacéo in vitro da semente de gabirobeira
(Campomanesia spp.), tendo em vista a ocorréncia de sérios problemas com a
desinfestacdo dos explantes naturais. A oxidacdo e a contaminacdo dos explantes séo
problemas que impedem a propagacéo in vitro de plantas consideradas lenhosas, como a
gabirobeira. Inicialmente, para que ocorra a micropropagacdo in vitro, € necessario
estabelecer a cultura in vitro, ou seja, obter plantas livres de contaminantes visiveis e
bem adaptadas as condi¢fes in vitro, a fim de que possa ocorrer a multiplicacdo por
meio de explantes das plantulas estabelecidas in vitro. Por meio do estabelecimento em
laboratério da gabirobeira (Campomanesia spp.), deve-se superar o problema de
contaminacdo e oxidacao. O despolpamento dos frutos e a escarificacdo das sementes que
foram utilizados na pesquisa, com a metodologia utilizada, garantiram o sucesso da
desinfestacdo. Na germinacdo in vitro da gabirobeira foram avaliados diversas
concentracdes de hipoclorito de sddio, associado ao alcool etilico (70%) e ao fungicida
tiofanato metilico ((1 g L™ ), para controlar a contaminagéo, e concluiu-se que fatores
como manutengdo no escuro durante sete dias para evitar a oxidacdo e o meio MS
suplementado com sacarose 15 g L™ BAP (1 mg L) e a desinfestacio proporcionada pelo
alcool etilico (70%), tiofanato metilico (1g L™) e hipoclorito de sddio (3,33%)
proporcionaram uma germinacdo in vitro da gabirobeira de 100% aos 30 dias . Aos
sessenta dias de idade da plantula de gabirobeira, as caracteristicas avaliadas foram:
namero médio de brotos, nimero médio de folhas e altura de plantas (mm). Conforme
os dados coletados mostraram, o efeito da concentracdo de hipoclorito de sodio (3,50%)
em sinergia com &lcool, e fungicida, aliado & presenca de BAP (1 mg L™) no meio MS,
influenciaram de forma 6tima o estabelecimento fisiologico das plantulas aos 60 dias,
com numero médio de brotos, nimero de folhas e altura maxima das plantas obtidos
(1,40; 5,52; 17,67 mm), independentemente do tempo de imersdo. Isto promoveu boas

condi¢cbes na multiplicagdo in vitro da gabirobeira (Campomanesia spp.). Com o
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objetivo de verificar o melhor meio de cultura nas diferentes combinagdes de MS com
BAP e escolher o explante com maior nimero de brotos, sem oxidacgdo, na propagacao
assexuada da plantula de gabirobeira, foram extraidos de quatorze plantulas de
gabirobeira propagadas in vitro no laboratério, 144 explantes. Os explantes excisados
em camara asséptica e utilizados nos ensaios foram 0s segmentos apicais e caulinares,
folhas e raizes das plantas germinadas in vitro, mergulhados em agua estéril e logo
inoculados nos diversos meios de MS com BAP. As caracteristicas avaliadas foram:
oxidacdo (%) e brotos (%) dos explantes aos 30 dias apds a inoculacdo. A brotacdo foi
avaliada quando da emergéncia do broto com cor verde, enquanto que a oxidacdo foi
mensurada visualmente por meio de presenga ou auséncia de escurecimento. Concluiu-
se que a concentracdo de BAP a 0,5 mg L™ permitiu um maior crescimento e
desenvolvimento dos brotos do explante de segmentos nodais, e observou-se que acima
dessa concentracdo ocorre oxidacdo do explante. Portanto, € necessario utilizar no meio
um antioxidante para controlar o escurecimento ou a necrosidade do explante. O meio
MS 1/4 de forca total é o mais eficaz para a propagacéo in vitro dos segmentos nodais
de gabirobeira, isto mostrou que meios mais diluidos produziram melhores resultados.
Com o objetivo de avaliar diferentes antioxidantes durante a micropropagacdo de
segmentos nodais de gabirobeira obtidos de plantulas de sementes germinadas in vitro,
foram realizados os tratamentos a seguir: MS no claro; MS no escuro, 15 dias; MS +
PVP (1 g L™); MS + carvdo ativado (3 g L™); MS + acido ascorbico (100 mg L™ ).
Desta forma, os tratamentos MS + PVP e MS + carvdo ativado apresentaram-se na
pesquisa como melhores alternativas para controlar a oxidacao e gerar maior nimero de
brotos dos segmentos nodais de gabirobeira na sua propagacdo in vitro. Diante do
observado neste trabalho pode-se definir a proposta de um protocolo inicial que permita

a propagacao in vitro da gabirobeira.
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