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RESUMO

NASCIMENTO, Aline da Costa. Micropropagacdo de Uvaieira (Eugenia
pyriformis Cambess). 2006. 110 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

A uvaieira se destaca por possuir um grande potencial como planta frutifera e
propriedades para ser explorada como ornamental e na revegetacdo de areas
degradadas. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo
de micropropagacdo de pléntulas de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess).
Maior efetividade no processo de desinfestacdo de sementes de uvaieira é obtida
quando é realizada uma nova assepsia com hipoclorito de sédio ap6s a retirada
do tegumento das sementes. A concentracdo de sais nos meios de cultura WPM
e MS limita a taxa de germinacdo das sementes de uvaieira, sendo essa
maximizada quando as sementes sio germinadas em meio MS. E dispensavel o
uso de GA; e recomendavel a adicdo de 15 g L™ de sacarose. N&o ha influéncia
do pH e do substrato na germinacdo. Maior vigor e maior velocidade no
desenvolvimento de plantas sdo obtidos quando as sementes germinam nos
substratos areia e vermiculita. O regulador de crescimento BAP néo foi efetivo
na formacdo de brotacdes em explantes caulinares e mesmo ndo sendo
significativo estatisticamente, 0 maior nimero médio de folhas, gemas, e 0
comprimento das maiores brotagdes, bem como maior nimero de brotos, foram
obtidos no tratamento suplementado com 1,0 mg L™ de BAP. Os reguladores de
crescimento ANA e AIB ndo foram efetivos na formacdo de raizes e estas se
formaram mesmo na auséncia de reguladores de crescimento. O periodo de pré-
aclimatizacdo em sala de crescimento aumenta a proporcao de sobrevivéncia de
plantulas e a abertura gradual do saco pléstico envoltério dos tubetes caracteriza
um processo viavel de aclimatizacdo. Para a formacao de calos, é essencial a
presenca de picloram, ndo sendo observada a formacéo de calos na auséncia de
reguladores de crescimento. A interacdo entre picloram e cinetina mostrou-se
importante no aumento da calogénese em explantes foliares, sendo a
combinacdo de 0,1 mg L™ de cinetina e 1,0 mg L™ de picloram mais efetiva. A
calogénese em segmentos caulinares foi maximizada na auséncia de cinetina e
na presenca de 0,5 mg L™ de picloram. O 2,4-D néo foi eficiente na indugéo de
calos em explantes foliares e caulinares.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)



ABSTRACT

NASCIMENTO, Aline da Costa.: Micropropagation of Eugenia pyriformis
Cambess. 2006. 110 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal
University of Lavras, Lavras, Minas Gerais, Brazil.

The species Eugenia pyriformis Cambess presents potential to be explored as a
fruity and ornamental plant as well as in environmental preservation. The
objective of this research was to establish a protocol for its micropropagation.
Higher effectiveness in the seed disinfestation process is achieved when seeds
are treated with sodium hypochlorite after their removal from tegument. The
concentration of salts on WPM and MS medium limits the germination, which is
maximized when the seeds are inoculated in MS. The use of GAz is not required
and the addition of 15 g L™ sucrose is recommended. Higher plant development
and vigor are obtained when seeds germinate using sand and vermiculite as
substrates. Even though the use of BAP had no effect on shoot induction, higher
average number of leaves and buds, the length of the highest shoot and higher
shoot number were obtained in the presence of 1.0 mg L™ BAP. The use of NAA
and IBA were not effective on root formation which was observed in the
absence of growth regulators. Pre acclimatization in growth room increases the
rate of plant survival and the gradual opening of the tube plastic wrapper turned
to be a viable acclimatization process. For callus formation, the presence of
picloram is essential and no callus was observed in the absence of growth
regulators. The interaction between picloram and kinetin was important to
increase callus formation from leaf explants and the most effective combination
was 0.1 mg L™ kinetin +1.0 mg L™ picloran. Maximization of callus formation
from shoot segments was obtained in the absence of kinetin and presence of 0.5
mg L™ picloram. The use of 2,4-D had no effect on callus induction in leaf and
shoot explants.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)



CAPITULO |

INTRODUGCAO GERAL



1 INTRODUCAO

O Brasil, gracas a sua imensa biodiversidade de plantas lenhosas, vem, a
cada ano, intensificando sua participagdo no mercado internacional de frutos. A
exportacdo estd baseada em frutas exdticas de clima temperado ou tropicais e
subtropicais ja adaptadas. As frutiferas nativas ocupam lugar de destaque e seus
frutos, de grande aceitacdo popular, j& sdo comercializados em feiras.
Apresentam sabor sui generis e elevados teores de aglcares, proteinas, vitaminas
e sais minerais e, apesar de serem consumidos in natura ou na forma de sucos,
licores, sorvetes, doces e geléias., quase a totalidade delas permanece silvestre,
sendo utilizada pelo extrativismo regional.

Nos dias atuais, varias espécies estdo desaparecendo por diferentes
motivos, entre 0s quais 0 extrativismo, o avango das fronteiras agricolas e o
ritmo acelerado de destruicdo das vegetacbes nativas. A agdo desordenada e
predatéria do homem sobre a natureza implica em conseqiiéncias desastrosas
para o equilibrio ecoldgico do planeta, culminando com a destruicdo de areas
florestais riquissimas em biodiversidade.

Atualmente, a mata atlantica brasileira é considerada o 5° bioma mais
ameacado do mundo, restando apenas 7% de sua area original devido as acdes
impactantes do homem em suas terras. O grande desenvolvimento humano e
industrial, uma vez que este bioma concentra 70% da populagdo brasileira, além
dos maiores centros industriais e as maiores cidades do pais, geram pressoes
altamente destrutivas sobre a imensa biodiversidade encontrada no local.

Neste contexto, insere-se a uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess),
frutifera nativa, pertencente a familia Myrtaceae, umas das mais importantes
familias em riqueza de espécies da mata atlantica. Além de sua importancia
como fonte de alimentacéo e de renda para populacdes locais, a uvaieira também
se destaca por possuir caracteristicas favoraveis a sua utilizacdo para

recuperacdo de areas degradadas. Sua propagacdo sexuada se caracteriza, assim



como para outras espécies, por produzir individuos heterogéneos. Suas sementes
sensiveis a dessecacdo, recalcitrantes, apresentam alto conteldo de umidade e
sdo intolerantes a secagem, ao congelamento e sdo metabolicamente ativas. N&do
suportam o armazenamento com baixa umidade, sem perder sua viabilidade,
limitando-se, assim, a producdo de mudas dessa espécie.

Paralelamente as agBes conservacionistas, o cultivo in vitro é uma
alternativa de propagacdo da uvaieira, trata-se de uma ferramenta importante,
uma vez que essa técnica possui eficiéncia comprovada para muitas espécies
lenhosas que possuem dificuldades na propagacdo sexuada, apresentando
inimeras vantagens em relagdo a outros métodos de propagagdo, como a
producdo de mudas sadias em grande escala e com maior rapidez.

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de

micropropagacao de plantulas de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A biodiversidade no Brasil e a mata atlantica

O Brasil abriga entre 10% a 20% do nUmero de todas as espécies
conhecidas pela ciéncia e cerca de 30% das florestas tropicais no mundo
(Ministério do Meio Ambiente, 1998). Essas florestas, que ocupam menos de
7% da superficie da Terra, detém mais da metade das espécies conhecidas da
fauna e flora (Padua, 1997). Tabulacdes amplamente divulgadas colocam o
Brasil entre aqueles paises mais ricos em biodiversidade do planeta (Mittermeier
etal., 1997).

As plantas superiores, apesar de melhor catalogadas, ainda estdo longe
de uma contagem total confidvel. Segundo estimativas apresentadas por

Shepherd (2000), entre 40.000 e 45.000 espécies ainda serdo descritas, mas tem



sido veiculado que este nimero pode ser bem maior, variando de 50.000 a
55.000 espécies. Estima-se que haja um acréscimo de espécies de cerca de 10%
para o grupo de plantas (Geo Brasil, 2002).

Essa riqueza sempre gerou a idéia de que a biodiversidade brasileira é
abundante e inesgotavel e, por isso, vem sendo explorada de forma desordenada
e predatoria, desde os tempos coloniais. A ocupacdo de terras florestadas, seja
para uso dos recursos florestais, seja para sua transformacdo em areas de
produgdo de alimentos, tem sido uma caracteristica marcante do processo de
crescimento econémico na maior parte do pais. Adequar as necessidades
humanas de desenvolvimento a situagfes que permitam a conservagdo dos
recursos naturais e a sobrevivéncia de espécies e ecossistemas € um dos grandes
desafios do desenvolvimento sustentével nos dias atuais.

A mata atlantica, o 5° bioma mais ameacado do mundo, cobria,
originalmente, mais de um milhdo de quildmetros quadrados, distribuidos ao
longo da costa brasileira, com algumas penetra¢fes para o interior. A grande
extensdo geogréfica e a diversidade de clima, solos e relevo proporcionaram a
existéncia de uma incomparavel diversidade bioldgica. De acordo com Myers et
al. (2000), na mata atlantica, ocorrem 20.000 espécies de plantas (27% do total
de espécies do mundo), sendo 8.000 endémicas. Bastante diversificada, do ponto
de vista fitofisiondmico e floristico, a mata atlantica abrangia a totalidade da
Floresta Ombréfila Densa, do Rio Grande do Sul ao Rio Grande do Norte e as
Florestas Estacionais Deciduais e Semideciduais, com incursdes para o interior
de largura variavel, abrangendo parte de Minas Gerais e do Mato Grosso do Sul.
Esse bioma € o recordista mundial de diversidade de plantas lenhosas, com 458
espécies encontradas em um Unico hectare, na regido Sul da Bahia (Geo Brasil,
2002).

Na area abrangida por esse bioma, reside 70% da populacéo brasileira e

encontram-se as maiores cidades e os mais importantes pélos industriais do



Brasil. A diversificada economia da regido, aliada as zonas industriais
concentradas em torno das grandes cidades e dos eixos de desenvolvimento,
geram pressdes sobre a biodiversidade a medida que requerem recursos naturais
e energia para o suprimento de suas atividades. Com uma taxa de crescimento
populacional de 1,26% ao ano (MMA, 2000), essa pressdo ndo sera facilmente
reduzida. Dados recentes (Fundagcdo SOS Mata Atlantica et al., 1998) estimaram
que apenas 8% da &rea original do bioma ainda persiste em manchas isoladas
(Conservation International et al., 2000).

Uma das familias que mais se destacam por sua riqueza de espécies,
além da importancia econOmica, devido & potencialidade de varios
representantes serem utilizados na alimentacdo, fornecerem madeira, além de
possuirem propriedades para serem explorados como ornamentais e medicinais,

é a familia Myrtaceae.

2.2 Caracterizacéo geral da familia Myrtaceae

A ordem Myrtales é constituida por cerca de 9.000 espécies agrupadas
em 13 familias (APG, 2003), dentre as quais Myrtaceae destaca-se pela riqueza
de espécies. A familia Myrtaceae possui cerca de 3.600 espécies agrupadas em
150 géneros com ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do
globo, sendo também muito bem representada nas regiGes temperadas da
Australia (Cronquist, 1981). Encontra-se dividida em duas grandes subfamilias,
Myrtoideae e Leptospermoideae (McVaugh, 1968). Johnson & Briggs (1984)
admitem a existéncia de mais uma subfamilia, Chamelaucioideae. Todos o0s
representantes neotropicais de Myrtaceae estdo inseridos na subfamilia
Myrtoideae, caracterizada por apresentar frutos bacdides e filotaxia oposta; na
América, Myrtoideae distribui-se em toda a faixa tropical e subtropical e é



composta de apenas uma tribo, Myrteae (Landrum & Kawasaki, 1997;
McVaugh, 1968).

No Brasil, a tribo Myrteae esta representada por, aproximadamente,
1.000 espécies agrupadas em 23 géneros. Estima-se que menos da metade das
espécies tenha sido tratada por especialistas, sendo 0s géneros mais
representativos Myrcia (400 espécies), Eugenia (350), Calyptranthes (100),
Psidium (70) e Campomanesia (24) (Landrum & Kawasaki, 1997).

Atualmente, aceita-se a divisdo de Myrteae em trés subtribos, com base
na morfologia dos embrides: Eugeniinae (embribes globosos com radicula néo
evidente), Myrciinae (embrides com cotilédones folidceos e radicula longa) e
Moyrtiinae (cotilédones reduzidos e radicula longa) (Landrum & Kawasaki, 1997,
McVaugh, 1956).

Em geral, as espécies da subtribo Eugeniinae caracterizam-se por
apresentar flores tetraméras a hexameras (em Hexachlamys O. Berg) isoladas,
em dicasios, ou racemos aglomerados nos ramos ou caule. O botéo floral pode
apresentar-se fechado, abrindo-se por meio do rasgamento do célice em quatro
ou cinco lobos mais ou menos regulares (Calycorectes O. Berg, Plinia L. e
Siphoneugena O. Berg), na forma de uma caliptra (Neomitranthes D. Legrand,
Siphoneugena) ou aberto, com lobos caliciniais distintos antes da antese
(Eugenia L., Myrciaria O. Berg, Hexachlamys, Myrcianthes O. Berg). O ovério
é bi ou trilocular, com dois a muitos 6vulos. As sementes apresentam testa
variando de membrandcea a cartdcea e embrido do tipo eugenidide, com
cotilédones unidos, conferruminados ou isolados (Figura 1).

Os representantes brasileiros da familia sdo lenhosos, de hébito
arbustivo a arbdreo, cujo caule pode ou ndo se esfoliar, apresentando numerosos
canais oleiferos nas folhas, flores, frutos e sementes, folhas simples e
freqlientemente opostas, com nervura marginal. Suas flores, em geral, sdo

brancas ou, as vezes, vermelhas, efémeras, hermafroditas, de simetria radial, em



geral pentdmeras, muitas vezes com o receptdculo bem desenvolvido,
polistémones, com anteras de deiscéncia rimosa, raro poricida e ovario sempre
infero, com variado nimero de I6culos e 6vulos. Os frutos sdo do tipo baga
(Barroso, 1991). A familia tem grande importancia econdmica, uma vez que
varias espécies sdo utilizadas na alimentacdo, fornecem madeiras, possuem
propriedades medicinais e potencial ornamental.

Entre as espécies apreciadas por seus frutos, tém-se a goiabeira (Psidium
guajava L.), a pitangueira (E. uniflora L.), o cambucizeiro (Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum), a cerejeira (E. bracteata Vell.), o jambeiro
(Syzygium jambos (L.) Alston), a jabuticabeira (Plinia cauliflora L.) além da
uvaieira (Eugenia uvalha L. e E. pyriformis Camb.). Seus frutos também sao
utilizados na fabricacdo de licores. Varias espécies de Psidium sdo utilizadas
popularmente para aliviar disenterias, ou como anestésicos e por apresentar
atividade fungicida (Psidium acutangulum DC.). Algumas espécies, como o
craveiro (Syzygium aromaticum L.) Merr.) e a pimenteira (Pimenta oficinalis
Lindl.), fornecem condimentos. Entre as grandes produtoras de madeira e
também de anti-sépticos, destacam-se varias espécies de Eucalyptus L Her.
Como ornamentais, merecem destaque Myrtus communis L., na confeccdo de
grinaldas e também algumas espécies de Melaleuca L., na arborizacdo urbana
(Almeida et al., 1998; Barroso, 1991; Judd et al., 2002; Kawasaki & Landrum,
1997; Milles et al., 1990, 1991; Silva, 1998).

Inimeros levantamentos floristicos e fitossocioldgicos nos mais diversos
tipos de ambiente, desde formacgdes savanicas, como o cerrado (Castro et al.,
1999) e campos rupestres (Kawasaki, 1989), até formaces florestais, como a
mata atlantica (Oliveira-Filho & Fontes, 2000), registram Myrtaceae como uma
das mais importantes familias em riqueza de espécies. Essas formacdes

vegetacionais, dentro de um contexto mundial, estdo entre as mais ricas em



diversidade de espécies vegetais e endemismos na América do Sul (Myers et al.,
2000).

FIGURA 1. Espécies de Myrtaceae, subtribo Eugeniinae. Géneros Eugenia (A-
Eugenia aurata, B — E. bracteata, C — E. brasiliensis, D — E.
dysenterica, E — E. hyemalis, F — E. mosenii, G - E. pitanga, H —
E. punicifolia, | — E. pyriformes e J — E. uniflora) e Myrciaria (K -
Myrciaria delicatula e L — M. tenella). Fonte: Costa, 2004. UFLA,
Lavras, MG, 2006.
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O género Eugenia, no qual se encontra a uvaieira (Eugenia pyriformis
Camb.), na conceituacdo de Landrum & Kawaasaki (1997), é caracterizado por
suas inflorescéncias unifloras, ou raramente dicasiais, portando flores tetrameras
ou pentameras com célice aberto ou fechado, abrindo-se de maneira regular ou
irregular. O ovario é sempre bilocular, com dois ou muitos 6vulos por I6culo. Os
lobos caliciniais sdo persistentes no fruto, que pode ter de uma a duas sementes

com um embrido sélido.

2.3 Descricéo da espécie

A uvaia (Eugenia pyriformis Cambess), popularmente denominada
uvaieira, uvalha ou uvalheira, cuja sinonimia é Pseudomyrcianthes pyriformis
(Camb.) Kaus, é uma espécie de habito arbdreo mediano, de ocorréncia no Rio
Grande do Sul, Parang, Santa Catarina, S8o Paulo e Minas Gerais, com grande
potencial ornamental devido a coloracdo prateada de suas folhas, crescimento
relativamente rapido e frutificacdo precoce. Possui copa alongada, formada pela
folhagem sericea associada as abundantes flores brancas e frutos grandes de cor
amarela ou alaranjada, formando um conjunto muito atraente (Reitz et al., 1988).
E uma espécie altamente valiosa pela sua madeira dura, resistente as doencas,
frutos comestiveis apreciados pelo homem e pela avifauna, Uteis a
industrializacdo na producdo de sucos, licores, doces e geléias (Mattos, 1956). O
seu uso é recomendado também em reflorestamentos heterogéneos (Lorenzi,
2000) (Figura 2).

Segundo Andrade & Ferreira (2000), os frutos de uvaia sdo indeiscentes,
carnosos, piriformes, pilosos e de coloracdo amarela. As sementes apresentam
tegumento de coloracdo castanha, cotilédones carnosos e justapostos. Os
embrides apresentam-se como estruturas globosas, sem diferenciacdo entre

cotilédone e eixo hipocétilo-radicula.
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FIGURA 2. Aspecto visual de uma planta adulta (A), de um ramo com flores
(B), de frutos (C), de sementes (D), da casca (E) e da madeira (F)
de uvaia. Fonte: Lorenzi, 2000. UFLA, Lavras, MG, 2006.

As sementes de uvaia, imediatamente apds a extragdo, oxidam-se
rapidamente, provocando um escurecimento nos cotilédones que se inicia na
periferia e segue em dire¢do a parte central da semente. A oxidacdo de
compostos, associada a reducdo do grau de umidade, pode ser uma das razdes da
perda rapida da viabilidade das sementes de uvaia (Andrade & Ferreira, 2000).

E provavel, portanto, que, no caso das sementes de uvaia, 0 longo
periodo exigido para emergéncia seja devido ao fato de possuir embrido globoso,

12



sem diferenciacdo dos cotilédones nem do eixo hipocétilo-radicula e alto nivel
de compostos fendlicos. Segundo Pinol & Palazén (1993), os compostos
fendlicos podem interferir no processo de germinacao, por sequestro do oxigénio
necessario ao processo respiratorio.

A duracdo das sementes de uvaia é curta e a semeadura deve ser
realizada logo apds a coleta para ndo perder o poder germinativo (Mattos, 1956;
Reitz et al., 1988). As sementes sensiveis a dessecacdo, recalcitrantes,
apresentam alto conteudo de umidade e séo intolerantes & secagem, ao
congelamento e sdo metabolicamente ativas. Ndo suportam o armazenamento
com baixa umidade sem perder sua viabilidade. O periodo méaximo de
armazenamento varia entre as espécies recalcitrantes e estd relacionado com a
germinacdo (Ferrant et al., 1993).

Ainda ha dificuldades na producdo de mudas de uvaia pela caréncia de
sementes. Na literatura, s6 foram encontrados registros de pomares
experimentais, mas nenhum implantado para a producdo de sementes ou para a
produgdo comercial de frutos. Além disso, ha poucas sementes por fruto (Mattos
1954) e a dificuldade na producdo de mudas é ainda maior pela falta de
tecnologia que permita maximizar o uso das sementes, principalmente quanto a
sua conservacdo e multiplicacdo. Sementes de varias espécies de Eugenia
apresentam baixa longevidade natural (Gentil & Ferreira, 1999; Rizzini, 1970;
Von Bulow et al., 1994).

2.4 Cultura de tecidos e morfogénese in vitro
Técnicas de cultura de tecidos sdo indicadas para determinadas espécies

quando suas caracteristicas botanicas impedem ou dificultam a propagacéo pelas

vias classicas. Podem-se citar como exemplo espécies que apresentam
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dorméncia, recalcitrancia ou grande variabilidade genética por meio de sua
propagacao sexuada, Como ocorre com a uvaia.

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou um 6rgdo) é isolado e cultivado sob
condicOes assépticas em um meio artificial. O principio bésico da cultura de
tecidos € a totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no organismo
vegetal contém toda a informacgdo genética necessaria para a regeneracdo de uma
planta completa (Torres et al., 1998).

Vérias sdo as modalidades de cultura de tecidos, podendo ser por via
direta, pelo desenvolvimento de novos érgdos diretamente do explante ou
indireta, via cultura de calos. Estes calos podem ser submetidos a determinadas
condicbes hormonais, as quais podem direciona-los para o0 crescimento
desorganizado ou para o desenvolvimento de érgdos, como gemas, raizes ou
embrides, por organogénese ou embriogénese (Caldas, 1996). Podem ainda ser
tratados com enzimas, obtendo-se protoplastos para a realizagdo de trabalhos de
engenharia genética ou a obtencgdo de hibridos somaticos.

Atualmente, a modalidade de maior interesse e aplicagdo na propagacao
de plantas é a micropropagacdo, que relne caracteristicas tais como
multiplicacdo rapida de plantas selecionadas, obtencdo de mudas livres de
patbgenos que acompanham outros métodos de propagacdo vegetativa,
conservacao e transporte de germoplasma, entre outras.

Vérios estudos tém sido realizados visando a producdo de mudas de
plantas lenhosas, principalmente frutiferas nativas, para serem utilizadas na
expansdo comercial e no reflorestamento de areas degradadas. No entanto,
varios problemas, como alta perecibilidade dos frutos, assincronia no
amadurecimento, alterndncia de safras e dificuldades de propagacdo, tém

inviabilizado a exploracdo racional de varias espécies. Algumas destas
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dificuldades podem ser superadas utilizando mudas uniformes, ndo originadas de
sementes, principalmente por meio da cultura de tecidos (Paiva et al., 2002).

A micropropagacdo de espécies lenhosas vem sendo estudada ha vérias
décadas e tem como objetivos basicos o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicacdo clonal de individuos superiores ou a conservacdo genética por
meio da criagdo de bancos de germoplasma, as quais tém sido realizadas
principalmente via gemas pré-existentes ou cultura de calos derivados de
diferentes tecidos.

Segundo Pierik (1990), a propagacdo vegetativa in vitro apresenta cinco
estagios diferentes. A fase O corresponde aos tratamentos dados a planta matriz,
de onde sdo retirados os explantes. A fase 1 representa 0 momento em que um
explante é isolado sob condicBes estéreis. A fase 2 é a fase de propagacdo,
guando se objetiva conseguir a propagacao do material vegetal sem a perda da
estabilidade genética. A fase 3 envolve a preparacdo das brotacdes ou das
plantulas obtidas na fase 2, para a transferéncia ao solo. Esse processo pode
envolver a interrupcdo da formacdo de brotos axilares e o inicio do seu
elongamento. Posteriormente, deve-se induzir a formagdo de raizes, tanto in
vitro quanto in vivo. A quarta e Gltima fase é a da transferéncia das plantulas do
tubo de ensaio para o solo e o consequiente estabelecimento.

Segundo George (1996) e Grattapaglia & Machado (1998), a maioria
das plantas micropropagadas é obtida pela multiplicacdo de brotos axilares e a
composi¢do do meio de cultura é uma das varidveis que determinam o sucesso
na proliferacdo das partes aéreas. Diversos meios basicos sdo utilizados na fase
de multiplicacéo e suas variacGes mais freqlientes dizem respeito a composi¢do
de macronutrientes. A fonte de nitrogénio utilizada e o balango entre os ions
nitrato e aménio sdo aspectos que tém merecido maior atencdo. O meio de
cultura Murashige e Skoog (MS) (Murashige & Skoog, 1962) é o mais

concentrado, em termos de micro e macronutrientes e é também o mais
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empregado em cultura de tecidos (Pasqual, 2001). Ja o meio de cultura WPM
(Lloyd & McCown, 1980) é bastante utilizado para plantas lenhosas, por possuir
baixas concentracdes de ions totais.

Outra possibilidade de micropropagacdo é a multiplicacdo mediante a
inducdo de gemas adventicias por organogénese direta ou indireta. A
organogénese direta refere-se ao surgimento de 6rgdos a partir de tecidos que
apresentam potencial morfogenético na planta in vivo, mas que, em geral, ndo se
expressa. A organogénese indireta ocorre quando o processo de regeneracdo de
o6rgaos é precedido pela formacéo de calos.

Entendem-se por calos um tecido tumoral parcialmente organizado que,
geralmente, surge sobre feridas de 6rgdos ou tecidos diferenciados (Pierik,
1990), como resposta a lesGes quimicas ou fisicas. Para a sua inducdo, muitas
vezes, é necessario o suprimento exdgeno de reguladores de crescimento, sendo
a necessidade do regulador, no que diz respeito ao tipo e concentragdo,
dependente do genétipo e do conteddo enddgeno de horménio do vegetal
(Vietez & San-José, 1996). As principais classes de reguladores de crescimento
sd0 auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abcisico (George, 1996).

Em varios tecidos cultivados in vitro, a utilizacdo de substancias
reguladoras de crescimento apresenta importancia fundamental para o
estabelecimento da competéncia e determinacdo, imprescindiveis para a
formacdo de meristemas caulinares e ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os
reguladores de crescimento exercem sua agdo por reconhecimento de receptores
especificos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais hormonais em
eventos bioquimicos e fisioldgicos (Guerra et al., 1999).

Reguladores de crescimento sdo usados para suportar um nivel de
crescimento basico e sdo igualmente importantes para direcionar a resposta do
propagulo ao desenvolvimento. O sinergismo entre auxinas e citocininas é

determinante no controle da morfogénese in vitro. Elevadas concentracdes de
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citocininas e baixas de auxinas induzem, em geral, & formacdo de gemas em
detrimento da formacdo de raizes e, invertendo-se esta relacdo, as gemas sdo
inibidas, havendo inducéo de raizes (Santana, 2003).

A fase de enraizamento in vitro se caracteriza pela formacéo de raizes
adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicacdo, permitindo, assim, o
posterior transplantio da plantula para condigdes ex vitro.

O enraizamento de espécies lenhosas, quando comparado ao de espécies
herbaceas, geralmente, é mais dificil e se agrava a medida que ndo se utiliza
material jovem, uma vez que a restauracdo da competéncia de enraizamento
diminui ao aproximar-se da fase adulta. A qualidade das partes aéreas
provenientes da fase de multiplicacdo determina, em geral, o sucesso do
enraizamento (Deccetti, 2000).

Alguns compostos podem ser adicionados ao meio de cultivo para
auxiliar a inducdo da rizogénese. Uma das substancias mais utilizadas é o carvéo
ativado, em concentragdes que variam em torno de 0,1% a 2% (p/v).

O carvéo ativado ¢ utilizado para estimular a condicéo de escuro no qual
as raizes normalmente se desenvolvem. Em termos quimicos, o carvao ativado
exerce um efeito de retencdo de alguns componentes do meio de cultivo, como a
fixacdo de citocininas residuais liberadas pelos tecidos vegetais e compostos
toxicos inibidores do enraizamento (Gomes, 1999). O carvéo ativado pode fixar
também auxinas e reter fendis oxidantes, sendo, de forma geral, benéfico,
promovendo o alongamento das raizes.

A aclimatizagdo envolve o transplantio da pléantula da condicdo in vitro
para a casa de vegetacdo que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de micropropagacdo de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

Entre os varios fatores que podem estar envolvidos no processo de

aclimatizacdo, podem-se relacionar o genotipo, o estresse hidrico, a alteragdo do
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metabolismo heterotréfico para autotrdéfico, a infeccdo por patdgenos e o
estresse pela alteracdo na radiacdo (Deccetti, 2000). A mudanca repentina da
umidade a qual a plantula estava exposta pode causar danos mesmo em plantas
que apresentem o aspecto normal.

Assim, torna-se obrigatério que a plantula, ao sair da condicdo in vitro,
deva passar por um processo de aclimatizacdo antes de ser levada para o campo.
Este processo pode ser dispendioso e levar um tempo consideravel, limitando-se,
assim, o uso de micropropagacdo em escala comercial (Gomes, 1999).

Segundo McCown (1988), o periodo de aclimatizacdo varia de 1 a 4
semanas e corrige as alteragdes ou anormalidades induzidas in vitro, o que inclui
a transicdo do metabolismo heterotréfico para o autotréfico e o estabelecimento
de relagbes hidricas normais, por meio da regulacdo da perda e da absorcéo de

agua.
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CAPITULO 11

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES DE UVAIEIRA E
EMERGENCIA DE PLANTULAS EX VITRO
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1 RESUMO

NASCIMENTO, Aline da Costa. Germinacao in vitro e ex vitro de sementes de
uvaieira. In: Micropropagacdo de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess).
2006. p.22 — 48. (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

As dificuldades encontradas no processo de propagagdo da uvaieira por
meio de sementes indicam a cultura de tecidos como uma possivel solugéo para
os problemas encontrados na propagagdo dessa espécie. O objetivo deste
trabalho foi realizar o estudo da germinacdo de sementes de uvaieira em
condicBes in vitro e ex vitro, tendo como precedente a obtencdo de explantes
para posterior utilizacdo no cultivo in vitro. Neste estudo, foram avaliados
diferentes formas de desinfestacdo de sementes, os efeitos de diferentes meios de
cultura, concentragBes de sacarose e GA; e de trés niveis de pH e substratos na
germinacdo. Frutos maduros foram coletados, passaram por processo de
beneficiamento e tiveram suas sementes retiradas e utilizadas como explantes.
Para avaliar a melhor forma de desinfestacdo de sementes, estas foram
submetidas a dois testes de desinfestacdo: T1: foram imersas em alcool 70% por
60 segundos, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) com 1%
de cloro ativo, por 20 minutos; T2: as sementes foram imersas em alcool 70%
por 60 segundos, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) com
1% de cloro ativo, por 20 minutos, seus tegumentos foram retirados e novamente
submergidas em solucdo de hipoclorito de soédio (NaOCI) com 1% de cloro
ativo, onde permaneceram por mais 20 minutos. As sementes foram inoculadas
em meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,1% de PVP. Para
avaliacdo dos meios de cultura, as sementes foram submetidas ao teste 1 e
inoculadas em frascos contendo os meios WPM e MS, acrescidos de 15 g L? de
sacarose. Para o efeito do GA; e da sacarose, foram testados seis niveis de GA;
(0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg L™), na auséncia e na presenca de sacarose (15 g L™)
no meio MS, acrescido de 0,1% de PVP. Também foram testados trés niveis de
pH (4,8, 5,8 e 6,8) no meio MS, suplementado com 15,0 g L™ de sacarose, 0,1%
de PVP, sendo observada a porcentagem de sementes germinadas. Para se testar
0s substratos areia, vermiculita e areia + vermiculita, as sementes foram
colocadas a 1,0 cm de profundidade, em placas do tipo gerbox contendo 3
diferentes tipos de substratos: vermiculita, areia e areia + vermiculita na
proporcdo de 1:1 (v/v). Ap6s o periodo de 30 dias, a porcentagem de emergéncia
de plantulas foi avaliada. Maior efetividade no processo de desinfestacdo de

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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sementes de uvaieira é obtida quando é realizada uma nova assepsia com
hipoclorito de sodio ap6s a retirada do tegumento das sementes. A concentracao
de sais nos meios WPM e MS limita a taxa de germinacéo, sendo maximizada
quando estas sdo colocadas para germinar em meio MS. E dispensavel o uso de
GA; e recomendéavel a adicdo de 15 g L™ de sacarose e germinacdo néo é
afetada pelo pH e pelo substrato. Maior vigor e maior velocidade no
desenvolvimento de plantas sdo obtidos quando as sementes germinam nos
substratos areia e vermiculita.
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2 ABSTRACT

NASCIMENTO, Aline da Costa. Germination in vitro and ex vitro of uvaieira’s
seeds. In: Uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess) micropropagation. 2006.
p.22 — 48. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG. "

Difficulties found in the process of uvaieira’s propagation through seeds
suggest tissue culture as a potential solution to the propagation problem existing
in this specie. The objective of this paper is to study the uvaieira’s seeds
germination both in vitro and ex vitro, considering as precedent the explants first
obtained from the cultivation in vitro. In this study, several aspects had been
evaluated: different kinds of seeds disinfestation, the effects of different culture
environments, concentrations of sucrase and GAs, three levels of pH and
substrates in germination. Mature fruits had been collected and passed through
improvement proccess. Finally, their seeds had been colected and used as
explants. Two tests had been carried out to evaluate the best method for seeds
disinfestation. In T1 test, seeds had been immersed in 70 per cent alcohol for
sixty seconds and after that in a Sodium hypochlorite solution (NaOCI) with 1%
active chlorine for twenty minutes. In T2 test, seeds had been immersed in 70
per cent alcohol for sixty seconds and after that in a sodium hypochlorite
solution (NaOCI) with 1% active chlorine for twenty minutes. Therefore,
without tegumets, they were submerged again in a sodium hypochlorite solution
(NaOCI) with 1% active chlorine, where they remained for more twenty
minutes. Seeds had been inoculated in the MS medium, supplemented with 30 g
L of sucrase, 0,1% PVP. To evaluate the culture medium, they had been
submitted to the test number one and inoculated in bottles containing WPM and
MS medium, supplemented with 15 g L-1 of sucrase.To evaluate the effects of
GA3 and sucrose, six levels of GA; (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg L'l) had been
tested, both in the absence and presence of sucrose (15 g L™) in the MS medium,
added with 0,1% of PVP. Three levels of pH (4,8, 5,8 and 6,8) had been also
tested in the MS medium, supplemented with 15 g L™ of sucrose, supplemented
with 0.1% of PVP. This evaluation took place at the thirtieth day, when the
percentage of germinated seeds was observed.With the intention of testing the
substractums sand, vermiculite and sand + vermiculite, the seeds had been
placed, at 1.0 cm depth, in plastic pots (gerbox) containing 3 different kinds of
substractums: vermiculite, sand and sand + vermiculite, in the ratio of 1:1 (v/v).

“ Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser)
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After 30 days, the percentage of plantules emergence was evaluated. More
effectiveness in the uvaieira seeds disinfestation process is achieved when a new
asepsis with sodium hypochlorite is accomplished, after the tegument of the
seeds had been removed. The concentration of salts on WPM and MS medium
limits the germination tax, which is maximized when the seeds are supposed to
germinate in MS environment. The use of GA; was considered unnecessary,
despite the fact that the addition of 15 g L-1 of sucrase was considered
recommendable. Vigor and quickness to the development of plants are better
obtained when seeds germinate on sand and vermiculite substrates.
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3 INTRODUCAO

A germinacdo é considerada um dos mais criticos estadios do
desenvolvimento vegetal, sendo caracterizada por processos fisio-metabdlicos de
natureza complexa que levam a retomada do crescimento do eixo embrionario
da semente e a protrusdo da radicula no tegumento. Inicia-se com a absorcdo de
agua pela semente (embebicéo) e finaliza-se com o inicio da elongacdo do eixo
embrionario, usualmente a radicula (Bewley & Black, 1994).

Santana (2003) comenta que a germinacao &, basicamente, composta por
trés fases: embebicdo (quando acontece a reativacdo do metabolismo), inducdo
de crescimento e protrusao da radicula.

Segundo Bewley & Black (1994), a embebicdo pode ser definida como o
conjunto de processos fisicos que ocorrem em funcdo das propriedades dos
coléides e suas dimensdes variam com a permeabilidade do tegumento, a
composi¢do quimica da semente, da area de contato entre a semente e a agua,
com a pressdo hidrostatica e o estado fisioldgico da propria semente.

Conforme Borges & Rena (1993), para que ocorra a retomada do
crescimento das estruturas essenciais do embrido, a semente deve estar madura,
ser bem constituida, ter conservado o poder germinativo e, a0 mesmo tempo,
deve receber, do meio exterior, 4gua e oxigénio em quantidade suficiente para
assegurar um intenso metabolismo. Mayer & Poljakoff-Mayber (1989) afirmam
que fatores, como composicdo quimica e balanco hormonal, influenciam
sobremaneira 0 processo germinativo.

Uma possibilidade para a obtencdo de plantas matrizes, para serem
usadas como fonte de explantes em experimentos de cultura de tecidos, é a
germinacdo in vitro. Quando o estabelecimento da cultura via material oriundo

do campo ou de casa de vegetacdo traz o problema da contaminacdo enddégena
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severa, esta pode ser a Unica fonte de material asséptico. Segundo Gricoletto
(1997), a obtencdo dos explantes a partir de plantulas de sementes germinadas in
vitro evita a contaminagdo do material vegetal e a baixa resposta morfogenética
dos tecidos arbdreos adultos.

A uvaia (Eugenia pyriformis Camb.), popularmente denominada
uvaieira, uvalha ou uvalheira, cuja sinonimia é Pseudomyrcianthes pyriformis
(Camb.) Kaus, é uma espécie de habito arbdreo mediano, de ocorréncia no Rio
Grande do Sul, Parang, Santa Catarina, S&o Paulo e Minas Gerais, com grande
potencial ornamental devido a coloragdo prateada de suas folhas, ao crescimento
relativamente rapido e a frutificagdo precoce. Possui copa alongada formada
pela folhagem sericea, associada as abundantes flores brancas e frutos grandes
de cor amarela ou alaranjada, formando um conjunto muito atraente (Reitz et al.,
1988). E uma espécie altamente valiosa pela sua madeira dura, resistente as
doencas, frutos comestiveis apreciados pelo homem e pela avifauna, Uteis a
industrializagdo na producéo de licor e outros produtos (Mattos, 1956).

A duragdo das sementes de uvaieira é curta e a semeadura deve ser
realizada logo apds a coleta para ndo perder o poder germinativo (Mattos, 1956 e
Reitz et al., 1988). Em geral, condicBes de baixa temperatura e umidade sdo as
mais recomendadas para armazenar sementes (Vertucci & Roos, 1993).
Entretanto, existem excecdes entre as espécies que nao permitem generalizar
sobre o estabelecimento de protocolos para 0 armazenamento de sementes sem
uma prévia avaliacdo de determinadas caracteristicas fisicas e fisiologicas das
sementes.

Silva et al. (2003) comentam também que ainda ha dificuldades na
producdo de mudas de Eugenia pyriformis pela caréncia de sementes, uma vez
que cada fruto apresenta apenas uma ou duas sementes. Além disso, na
literatura, s6 foram encontrados registros de pomares experimentais, mas

nenhum implantado para a producio de sementes ou para a producdo comercial
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de frutos. Além disso, ha poucas sementes por fruto (Mattos, 1954) e a
dificuldade na producdo de mudas é ainda maior pela falta de tecnologia que
permita maximizar o uso das sementes, principalmente quanto a sua conservacao
e a multiplicacdo. Sementes de vérias espécies de Eugenia apresentam baixa
longevidade natural (Gentil & Ferreira 1999; Rizzini 1970, Von Bilow et al.,
1994). A longevidade natural das sementes de E. pyriformis, contudo, ainda é
curta. Essas caracteristicas tornam necessarios estudos para maximizar o uso das
sementes que se obtém a cada safra.

O curto periodo de armazenamento de sementes de uvaieira se torna um
fator limitante para a propagacdo sexuada da espécie, exigindo rapida
semeadura, a fim de evitar grandes perdas na capacidade de germinagdo. Uma
ferramenta que vem sendo amplamente utilizada para a propagagdo de espécies
lenhosas que apresentam dificuldade de germinacdo é a cultura de tecidos, que
pode propiciar a producdo de mudas de forma efetiva. Assim, a cultura de
tecidos se torna uma opcao real para se tentar propagar a uvaieira.

Durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais e aglcares que compdem
0s meios de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades
osmoticas (George, 1996).

Amador & Stewart (1987), trabalhando com germinacdo in vitro de
varias espécies lenhosas, obtiveram sucesso no controle do potencial osmético
do meio de cultura, utilizando diferentes concentraces de sacarose.

Segundo Souza (2003), dependendo da espécie, ndo ha necessidade de
suplementacdo do meio com sacarose. Porém, pode ser que, ao se adicionar
sacarose ao meio de cultura, consiga-se manter a plantula in vitro por um
periodo de tempo maior.

Diversas formulaces de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in

vitro. Ndo ha uma formulagéo padrdo, mas o meio MS (Murashige & Skoog,
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1962), com suas modificacdes e dilui¢bes, tem sido utilizado com sucesso para
diversas espécies. Para lenhosas, entretanto, 0 meio MS ndo se mostra
satisfatério em alguns casos e composi¢Ges mais diluidas em macronutrientes
apresentam melhor desempenho (Grattaplaglia & Machado, 1998). O meio
nutritivo WPM (Lloyd & Mc Cown, 1980), por exemplo, apresenta 25% das
concentracdes de ions nitrato e aménia do meio MS, além de mais potassio e um
alto nivel de ions sulfato, sendo amplamente utilizado para a micropropagacéo
de espécies lenhosas (Pasqual, 2001).

O pH ¢ considerado um fator critico do meio de cultura (Murashige,
1974), influenciando na disponibilidade de nutrientes, de fitorreguladores e no
grau de solidificacdo do agar (Grattapaglia & Machado, 1990). Usualmente, é
ajustado numa faixa que varia de 5,0 a 6,5 (Pierik, 1987), para o crescimento
adequado da maioria das espécies; em niveis inferiores a 4,5 e superiores a 7,0,
geralmente ocorre paralisacdo do crescimento e do desenvolvimento in vitro
(Murashige, 1974).

A presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura é também
importante na regulacdo da germinagéo in vitro. Sabe-se, hoje, que as giberelinas
tém um papel chave neste processo, estando envolvidas tanto na quebra da
dorméncia como no controle da hidrdlise de reservas, da qual depende o embrido
em crescimento.

Enquanto, para diversas espécies, as giberelinas aceleram a germinacéo e
a emergéncia, para outras, elas apresentam pequena resposta ou nenhum efeito.
Carvalho (1997) observou que o acido giberélico ndo contribuiu para acelerar a
germinacdo in vitro de sementes de cafeeiro e o desenvolvimento final das
mudas.

Como pouco ainda se conhece sobre os aspectos da germinagdo in vitro

e ex vitro de uvaieira, 0o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da
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germinacdo de sementes de uvaieira nessas condicGes, tendo como precedente a
obtencédo de explantes para posterior utilizagdo no cultivo in vitro.
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA).

4.2 Material vegetal

Frutos maduros de uvaieira foram coletados de popula¢fes naturais
localizadas no municipio de Barbacena, estado de Minas Gerais, em agosto de
2005, acondicionados em caixas de isopor e trazidos para o Laboratorio de
Cultura de Tecidos de Plantas do Departamento de Biologia da UFLA. Cerca de

24 horas ap0s a coleta, as sementes foram despolpadas e lavadas.

4.3 Germinacao in vitro

4.3.1 Desinfestacdo de sementes

Apds serem retiradas dos frutos, sementes de uvaieira foram lavadas em
agua corrente e submetidas a dois testes de desinfestagéo, descritos a seguir: T1:
em camara de fluxo laminar, as sementes foram imersas em alcool 70%, por 60
segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sodio (NaOCI), com 1%
de cloro ativo por 20 minutos. Ao final deste tempo, foram lavadas por trés
vezes em agua destilada e autoclavada; T2: as sementes foram imersas em
alcool 70%, por 60 segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sodio

(NaOCl), com 1% de cloro ativo por 20 minutos. Ao final deste tempo, as
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sementes foram lavadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada, tendo
seus tegumentos retirados e novamente submergidas em solucéo de hipoclorito
de sodio (NaOCI) com 1% de cloro ativo, onde permaneceram por mais 20
minutos e, entdo, foram submetidas & nova lavagem em agua destilada e
autoclavada.

Ao final desses tratamentos, as sementes foram inoculadas em frascos
contendo o0 meio de cultura MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,1%
de PVP e solidificados com &gar 0,7%. O pH foi corrigido para 5,7, antes da
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
sob irradiancia de 36 umol m? s, fotoperiodo de 16 horas e temperatura de
25+2°C. A avaliacao foi realizada aos 30 dias de incubacdo, sendo observada a
percentagem de sementes sadias em cada tratamento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
contendo 20 repeticdes, sendo cada uma composta por 2 sementes. As médias

dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5%.

4.3.2 Meios de cultura

Retiradas dos frutos, as sementes, apds passarem por um periodo de
secagem a sombra, foram levadas a cAmara de fluxo laminar, imersas em alcool
70%, por 60 segundos e, em seguida, em solucdo de hipoclorito de sodio
(NaOCl) com 1% de cloro ativo por 20 minutos. Ao final deste tempo, as
sementes foram lavadas por trés vezes em agua destilada e autoclavada, seus
tegumentos foram retirados e novamente foram imersas em solucdo de
hipoclorito de sédio (NaOCI), com 1% de cloro ativo, onde permaneceram por
mais 20 minutos e, entdo, foram submetidas a nova lavagem em agua destilada e

autoclavada.
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Desinfestadas, as sementes foram inoculadas em frascos contendo os
meios de cultura WPM e MS, acrescidos de 15 g L? de sacarose e solidificados
com éagar 0,7%. O pH foi corrigido para 5,7, antes da autoclavagem a 120°C,
durante 20 minutos

Apos a inoculagdo, as sementes foram mantidas em sala de crescimento
a temperatura de 25+2°C, sob irradiancia de 36 pmol m?2 s™ e fotoperiodo de 16
horas. A avaliacdo foi realizada aos 30 dias de incubacdo, sendo observada a
percentagem de sementes germinadas em cada tratamento. Foi considerada
germinada a semente que apresentava a radicula protrundida.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 25 repeticGes por tratamento, sendo cada uma composta por um vidro
contendo duas sementes. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo

teste de Tukey, com significancia fixada em 5%.

4.3.3 GA; e sacarose

O processo de assepsia das sementes foi semelhante ao descrito no item
4.3.2.

Foram testados seis niveis de GA; (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 mg L'l), na
auséncia e na presenca de sacarose (15 g L™), no meio de cultura MS, acrescido
de 0,1% de PVP e solidificado com é&gar 0,7%. O pH foi corrigido para 5,7,
antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apds a inoculagdo em frascos, as sementes foram mantidas em sala de
crescimento sob irradiancia de 36 pmol m? s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. A avaliacdo foi realizada aos 30 dias de incubacéo,
sendo observada a percentagem de sementes sadias germinadas em cada

tratamento.
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 5 repeticdes, sendo cada repeticdo composta por 1 frasco e cada frasco
contendo duas sementes. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo

teste de Tukey, com significancia fixada em 5%.

4.3.4 pH

O processo de assepsia das sementes foi semelhante ao descrito no item
4.3.2.

Foram testados trés niveis de pH (4,8, 5,8 e 6,8) no meio de cultura MS,
suplementado com 15,0 g L™ de sacarose, 0,1% de PVP e solidificado com agar
0,7%.

Apds a inoculacdo, as sementes foram transferidas para sala de
crescimento sob irradiancia de 36 pmol m? s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. A avaliacdo foi realizada aos 30 dias de incubacéo,
sendo observada a percentagem de sementes germinadas em cada tratamento.
Foi considerada germinada a semente que apresentava a radicula protrundida.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 10 repeti¢Bes por tratamento, sendo cada uma composta por um frasco e
cada frasco contendo duas sementes. As medias dos tratamentos foram

comparadas pelo teste de Tukey, com significancia fixada em 5%.

4.4 Germinacao ex vitro

4.4.1 Substratos

Ap0s a retirada manual do tegumento e estarem devidamente secas, as

sementes foram colocadas a 1,0 cm de profundidade, em placas do tipo gerbox

36



contendo 3 diferentes tipos de substratos: vermiculita, areia e areia + vermiculita
na proporcdo de 1:1 (v/v). Cada tratamento foi constituido de 4 repeticdes, sendo
cada repeticdo composta por uma placa contendo 9 sementes.

Apdbs o periodo de 30 dias em casa de vegetacdo, sob temperatura de
25+2°C, irradiancia de 67 umol m™ s e fotoperiodo de 16 horas, a percentagem
de emergéncia de plantulas foi avaliada em cada placa.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo as médias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey, com

significancia fixada em 5%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Germinagcao in vitro

5.1.1 Desinfestacdo de sementes

A andlise de variancia das diferentes formas de desinfestacdo de
sementes testadas mostrou-se significativa entre os tratamentos, considerando-se
um nivel de significancia fixado em 5%.

De acordo com esses resultados, verifica-se a eficiéncia do alcool 70% e
do hipoclorito de sédio na desinfestacdo de sementes, concordando com o0s
resultados obtidos por Bonga & Aderkas (1992).

Teixeira (2004) relata que, para o controle da contaminagdo no
estabelecimento in vitro, além do &lcool, o hipoclorito de sédio pode ser
utilizado na concentragdo de 0,5% a 2% de cloro ativo, por um periodo de 5 a 20
minutos.

A utilizacdo de hipoclorito de sddio, ap6s a retirada do tegumento,
proporcionou a obtencdo de 85% de sementes livres de contaminagéo,
demonstrando ser este o0 tratamento mais eficiente no processo de desinfestagédo
(Tabela 1).
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TABELA 1. Percentagem de sementes de uvaieira sadias germinadas nos
tratamentos realizados com assepsia sem retirada do tegumento da
semente (T1) e com nova assepsia ap0s a retirada do tegumento da
semente (T2). UFLA, Lavras, MG, 2005.

Tratamentos Sementes sadias (%)
T1 25b
T2 85a

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Na auséncia de nova assepsia com hipoclorito de sédio, apos a retirada
do tegumento, ocorreu elevada percentagem de sementes de uvaieira
contaminadas (75%), principalmente por fungos. Os resultados obtidos neste
trabalho sugerem que a realizagdo de uma nova assepsia com hipoclorito de
sddio, apos a retirada do tegumento das sementes, pode reduzir em até 75% a
probabilidade de contaminacéo.

As menores taxas de contaminacdo observadas em decorréncia de nova
assepsia com hipoclorito de sodio apds a retirada do tegumento podem ser
atribuidas a uma maior efetividade na eliminacdo dos contaminantes, uma vez
que a presenca do tegumento ndo permite um contato direto dos desinfestantes
com a superficie das sementes, resultando na ineficiéncia do processo e
garantindo a persisténcia de bactérias e fungos.

Vaérios autores relatam o uso de élcool etilico 70% concomitantemente
com o hipoclorito de sddio, com sucesso, para a desinfestacdo de diferentes
explantes. Santana (2003) utilizou alcool etilico 70%, por 30 segundos,
combinado com hipoclorito de sé6dio (1% de cloro ativo), por 15 minutos, para

desinfestar e estabelecer in vitro explantes foliares de Annona cauliflora,
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Annona bahiensis e Annona glabra. Cerqueira et al. (2002) utilizaram alcool
etilico 70%, por 30 segundos e hipoclorito de s6dio comercial a 30%, por 10
minutos, para a obtencdo de explantes foliares desinfestados de erva-de-touro
(Tridax procumbens L.). Suzuki et al. (2002) utilizaram hipoclorito de sédio (1%
de cloro ativo), por um periodo de 10 minutos, para desinfestar explantes
foliares de liliacea ornamental (Agapanthus praecox ssp.) e Tsuro et al. (2000),
para a indugdo de calos em explantes foliares de Lavandula Vera, utilizaram o
alcool etilico 70%, por 1 minuto e o hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo),

por 20 minutos, para desinfestar os explantes.

5.1.2 Meios de cultura

A percentagem de sementes germinadas nos meios de cultura WPM e
MS comportou-se de forma diferenciada, mostrando a superioridade do meio
MS para a germinacdo de sementes de uvaieira, de acordo com as médias

obtidas pelo teste de Tukey, a 5%, como pode ser observado na Tabela 2.

TABELA 2. Percentagem de sementes de uvaieira germinadas in vitro quando
estas foram submetidas a diferentes meios de cultura. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Meio de cultura Germinagéo (%)
Meio MS 88 a
Meio WPM 68 b

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

Vérios autores afirmam que a elevada concentracdo de sais do meio MS

ndo tem apresentado resultados favoraveis ao processo de germinagdo de
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sementes, contrariando o resultado obtido no presente trabalho. Grattapaglia &
Machado (1990) afirmam que o meio MS completo ndo tem se mostrado
satisfatorio para espécies lenhosas e que composicdes mais diluidas, como as do
meio WPM, podem apresentar melhores resultados.

Contrariamente ao resultado obtido, Bertoni et al. (2002) confirmam a
eficiéncia do meio WPM na germinacdo de sementes de Zeyheria montana
Mart., uma espécie medicinal do Cerrado. Os autores reportam que a utilizagdo
desse meio promoveu um bom desenvolvimento das plantulas e favoreceu o
estabelecimento do protocolo de propagacdo in vitro da espécie destacando a
importancia de uma menor pressdo osmdtica proporcionada pela menor
concentragéo.

Podem-se visualizar, na Figura 1, sementes de uvaieira germinadas in

vitro em meio MS.

FIGURA 1. Plantulas de uvaieira oriundas de sementes germinadas em meio
MS.UFLA, Lavras, MG, 2005.
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5.1.3 GA; e sacarose

No cultivo in vitro de uvaieira, ndo foram observadas diferencas
significativas nas taxas de germinacdo, quando as sementes foram submetidas a

diferentes concentragdes de acido giberélico e sacarose (Tabela 3).

TABELA 3. Percentagem de sementes de uvaieira germinadas in vitro sob
diferentes concentracdes de sacarose e de acido giberélico (GA).
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Tratamentos GA; (mg L™) esacarose (g L") Germinacéo (%)
T 0,0-0,0 80a
T, 0,0- 15,0 100 a
Ts 0,2-0,0 100 a
Ty 0,2-15,0 60 a
Ts 04-0,0 100 a
Te 0,4 -15,0 80a
T, 0,6-0,0 100 a
Tg 0,6 -15,0 80a
Ty 0,8-0,0 100 a
Tiwo 0,8-15,0 80 a

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

A menor percentagem de sementes germinadas (60%), embora nédo
significativa, foi observada na presenca de sacarose e GA; no tratamento 4,
podendo ndo estar relacionado a suplementacdo fornecida pelo meio de cultura,
mas, possivelmente, a uma menor viabilidade das sementes utilizadas nesse
tratamento. Resultados discordantes foram obtidos por Azevedo (2003) que

obteve as maiores percentagens de germinagao in vitro de sementes de copaiba
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(Copaiba langsdorffii) em meio de cultura MS desprovido de sacarose.
Resultados semelhantes também foram obtidos em sementes de Annona glabra
(Deccetti, 2000).

A adicéo de &cido giberélico (GAs) e sacarose ao meio de cultura ndo
interferiu na germinacdo, uma vez que, no tratamento 1, a auséncia destes
proporcionou uma boa percentagem de sementes germinadas (80%). No entanto,
apesar deste resultado ndo ser significativo, os tratamentos 3, 5, 7 e 9, realizados
na auséncia de sacarose e em concentragdes crescentes de acido giberélico (0,2
mg L%, 0,4 mg L, 0,6 mg L* e 0,8 mg L, respectivamente), promoveram
100% de germinacéo, discordando apenas do tratamento 2 em que, na auséncia
de 4cido giberélico, 100% das sementes germinaram na presenca de 15 g L™ de
sacarose. Estes resultados sugerem que é economicamente vidvel acrescentar ao
meio de cultura apenas 15 g L™ de sacarose para promover 100% de germinacao,
levando a reducéo dos custos sem afetar ou afetando pouco o potencial osmoético
do meio e prejudicar o processo germinativo de uvaieira. Segundo George
(1996), concentracdes elevadas de sacarose podem tornar a dgua do meio de
cultura indisponivel para a embebicdo das sementes, impossibilitando o inicio da
germinacao.

Estes resultados concordam com Pinheiro et al. (2001) e Soares (2005)
gue verificaram que as maiores taxas de germinacdo de sementes de mangaba
(Hancornia speciosa) foram encontradas quando se utilizaram baixas
concentragdes de sacarose.

Gmitter (1986) e Rangaswamy (1963) obtiveram um significativo
aumento na percentagem de germinacdo, variando concentra¢fes de sacarose no
meio de cultura em Orabanche e Citrus, respectivamente. Resultados
semelhantes também foram observados por Komatsuda (1992), em seus

trabalhos com varias espécies lenhosas.
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Gomes (1999) obteve maior percentagem de germinacdo de sementes de
moreira (Maclura tinctoria) em meios suplementados com sacarose, porém, em
menores concentragdes. Pereira (2004), trabalhando com unha-de-gato (Uncaria
guaniensis), também obteve percentuais de germinacdo de 100% quando as

sementes foram submetidas a 15 g L™ de sacarose.

5.1.4 pH

A percentagem de germinacdo de sementes de uvaieira foi semelhante
nos diferentes valores de pH testados (Tabela 4), demonstrando a néo
significancia dos tratamentos.

Os resultados obtidos corroboram com Soares (2005) que, trabalhando
com mangabeira, também constatou que as sementes dessa espécie germinam
independentemente dos valores de pH utilizados.

Elevada percentagem de germinagdo também foi obtida por Therios
(1982), que constatou que sementes de Prunus amygdalus germinam em ampla
faixa de pH, sem apresentar diferengas percentuais significantes.

Mesmo ndo ocorrendo diferencas significativas entre os tratamentos
realizados, os maiores percentuais de germinagéo foram obtidos quando o valor
de pH foi igual a 5,8. Huxley (1964) comenta que a germinagdo de sementes de
muitas espécies ndo é dependente do pH, dentro dos limites fisiolégicos. Sabe-
se, no entanto, que ele é um fator controlador das vias metabdlicas e da
permeabilidade das membranas celulares, uma vez que afeta inimeras reacGes

enzimaticas (Davis, 1980).
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TABELA 4. Percentagem de sementes de uvaieira germinadas in vitro, quando
estas foram submetidas a diferentes niveis de pH. UFLA, Lavras,

MG, 2005.
pH Germinacao (%)
4,8 80 a
5,8 100 a
6,8 75a

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.

5.2 Germinagao ex vitro
5.2.1 Substratos
No cultivo in vitro de uvaieira, ndo foram observadas diferencas

significativas referentes a percentagem de emergéncia de plantulas germinadas

nos diferentes substratos testados (Tabela 5).

TABELA 5. Percentagem de emergéncia de plantulas de uvaieira germinadas em
diferentes substratos. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Substratos Emergéncia (%)
Vermiculita 52,75 a
Avreia 55,5a
Areia + Vermiculita 55,5a

* Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade.
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Apesar das diferencas entre os tratamentos ndo terem sido significativas,
0S maiores percentuais de emergéncia (55,5%) foram obtidos nos substratos
areia (55,5%) e areia + vermiculita (55,5%), provavelmente por estes reunirem
caracteristicas necessarias a um bom substrato, como, por exemplo, porosidade
adequada.

A porosidade ideal do substrato é aquela que permite o movimento de
agua e ar, favorecendo a germinacdo. Para que isso ocorra, as sementes nédo
necessitam de nutrientes, mas apenas de hidratacdo e aeracdo, para que se
procedam as reacOes que induzem a formagédo do cauliculo e da radicula. Sendo
assim, o substrato utilizado deve sempre manter propor¢do adequada entre a
disponibilidade de agua e a aeracdo, ndo podendo ser umedecido em excesso
para evitar que a pelicula de agua envolva completamente a semente,
restringindo a entrada e a absorcao de oxigénio (Villagomez et al., 1979).

Nogueira et al. (2003) e Soares (2005) observaram também maior
percentual de germinacéo de sementes de mangabeira no substrato areia.

O aspecto visual das pléantulas de uvaieira oriundas da germinagdo nos
diferentes substratos pode ser observado na Figura 2, na qual se pode perceber
também que houve um desenvolvimento normal destas plantulas quanto aos
caracteres morfolégicos e que as mudas germinadas nos substratos areia e
vermiculita apresentam um maior vigor do que aquelas germinadas no substrato
areia + vermiculita. Além disso, pode ser observado que o desenvolvimento das

plantas nos substratos areia e vermiculita foi superior.
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FIGURA 2. Aspecto visual das plantas de uvaieira oriundas da germinagdo em
vermiculita (A); areia (B) e areia + vermiculita (C). UFLA, Lavras,
MG, 2005.

6 CONCLUSOES

Maior efetividade no processo de desinfestacdo de sementes de uvaieira
é obtida quando é realizada uma nova assepsia com hipoclorito de sodio apds a
retirada do tegumento das sementes, proporcionando 85% de explantes sadios.

A concentracdo de sais nos meios de cultura WPM e MS limita a taxa de
germinacdo das sementes de uvaieira, sendo essa maximizada quando as

sementes sdo colocadas para germinar em meio MS.
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Para a germinacéo de sementes de uvaieira, é dispensavel o uso de GA;
e recomendavel a adicdo de 15 g L™ de sacarose.

N&o ha influéncia do pH e do substrato na germinacdo de sementes de
uvaieira.

Maior vigor e maior velocidade no desenvolvimento de plantas sdo

obtidos quando as sementes germinam nos substratos areia e vermiculita.
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CAPITULO 11

EFEITO DO BAP NA INDUCAO DE BROTAGCOES EM EXPLANTES
CAULINARES DE UVAIEIRA
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1 RESUMO

NASCIMENTO, Aline da Costa. Efeito do BAP na inducdo de brotacGes em
explantes caulinares de uvaieira. In: Micropropagacdo de uvaieira (Eugenia
pyriformis Cambess). 2006. p. 49-65. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A uvaieira se destaca por possuir um grande potencial como planta
frutifera e propriedades para ser explorada como ornamental e na revegetacdo de
areas degradadas. Suas sementes apresentam recalcitrancia, dificultando sua
propagacdo. O presente trabalho testou uma metodologia de inducdo de
brotacbes em explantes caulinares de uvaieira. Segmentos caulinares
provenientes de plantulas germinadas in vitro foram inoculados em meio WPM,
suplementado com diferentes concentracfes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0e 5,0
mg L™), 30,0 g L™ de sacarose e 7,0 g L™ de agar. O pH foi corrigido para 5,7.
Aos 60 dias de cultivo, foram avaliados 0 nimero médio de brotos, folhas e gemas
por explante e o comprimento da maior brotacdo. O regulador de crescimento
BAP ndo foi efetivo na formacdo de brotacGes. Mesmo ndo sendo significativo
estatisticamente, 0 maior nimero médio de folhas, gemas, comprimento das
maiores brotacdes bem como maior ndmero de brotos, foram obtidos no
tratamento suplementado com 1,0 mg L™ de BAP.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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2 ABSTRACT

NASCIMENTO, Aline da Costa. Effect of BAP induction of shoots on nodal
segments of uvaieira In: Uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess)
micropropagation. 2006. p.49 — 65. Dissertation (Master in Plant Physiology) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. ~

The uvaieira stands itself out by three main reasons: beyond its great
potencial as a fructiferous plant, it has also properties as an ornamental plant and
in the revegetation of degraded areas. However, seed's recalcitrance make its
propagation harder .The present work has tested a methodology of shoots
induction in stem explants of uvaieira. Stem segments taken from plantules
germinated in vitro had been inoculated in WPM medium, supplemented with
different concentrations of BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 40e 50 mg L"), 30,0 g L™
of sucrose and 7,0 g L™ of agar. The pH had been corrected to 5,7. After sixty
days of growth, some aspects were evaluated: average number of shoots, leaves
and gemmas for explant and the length of the longest shoot. The BAP growth
regulator had not been effective in generate shoots. Even though the greatest
values achieved for the average number of shoots, leaves, gemmas and for the
length of the longest shoots had not been statistically meaningful, they were
obtained in a treatment supplemented with 1,0 mg L™ de BAP.

“ Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser)
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3 INTRODUCAO

Dentre os varios biomas existentes no Brasil, a mata atlantica ocupa,
atualmente, o 5° lugar entre os biomas mais ameacados do mundo. Dados
recentes (Fundagdo SOS mata atlantica et al., 1998) estimaram que apenas 8%
da éarea original da mata atlantica ainda persiste em manchas isoladas
(Conservation International et al., 2000). Esse bioma é o recordista mundial de
diversidade de plantas lenhosas, com 458 espécies encontradas em um Unico
hectare, na regido sul da Bahia. Uma das familias que mais se destacam por sua
riqueza de espécies, além da importancia econdmica, devido a potencialidade de
vérios representantes serem utilizados na alimentacdo, no fornecimento de
madeira, além de possuirem propriedades para serem explorados como
ornamentais, é a familia Myrtaceae, na qual se insere a uvaieira (Eugenia
pyriformis Cambess).

O uso de espécies frutiferas nativas em programas de revegetacdo de
areas degradadas, como fonte de alimento e geradora de renda, requer uma
producdo de mudas continua e em grande escala. Entretanto, varias espécies
apresentam dificuldades de propagacdo por sementes, tornando necessaria a
obtencdo de mudas por via assexuada.

A duracdo das sementes de uvaieira é curta e a semeadura deve ser
realizada logo ap0s a coleta, para ndo perder o poder germinativo (Mattos, 1956
e Reitz et al., 1988).

Técnicas de cultura de tecidos tém sido utilizadas principalmente quando
a propagacdo sexuada é insatisfatoria, quando a progénie obtida é muito
heterogénea ou em casos em que a propagacdo por sementes ndo ocorre
naturalmente. Na multiplicacdo in vitro h&a grande economia de tempo e
possibilidade de producgdo de clones promissores e livres de patdgenos por meio
de cultura de meristemas (George, 1993; Pierik, 1990).
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A micropropagacdo de plantulas in vitro pode ser feita por brotos apicais
ou axilares. Os brotos axilares sdo aqueles que emergem em suas posicdes
normais, nas axilas das folhas, ao passo que os brotos apicais sdo 0s que ocupam
a extremidade apical (Mantell et al., 1994).

Durante o desenvolvimento de um organismo, 0 processo de
diferenciacdo celular reflete o efeito de, pelo menos, trés fatores: o fator
genético, as caracteristicas originadas durante a ontogénese e as caracteristicas
cuja expressao dependem apenas do ambiente (Kerbauy, 1999).

Em varios tecidos cultivados tem apresenta importancia fundamental para
0 estabelecimento da competéncia e determinacdo, imprescindiveis para a
formacdo de meristemas caulinares e ou radiculares (Kerbauy, 1999). Os
reguladores de crescimento exercem sua acdo apOs 0 reconhecimento por
receptores especificos, presentes em células responsivas, traduzindo sinais
hormonais em eventos bioguimicos e fisioldgicos (Guerra et al., 1999).

As citocininas constituem a classe dos reguladores de crescimento mais
utilizados na fase de multiplicacdo, pelo seu efeito na quebra da dominancia
apical e na inducdo da proliferacdo de gemas axilares. Utilizam-se diversas
citocininas ou substdncias de acdo semelhantes & citocinina, tais como
benzilaminopurina (BAP), 2-isopenteniladenina (2iP), cinetina (KIN),
thidiazuron (TDZ), entre outros. Apesar de ndo serem essenciais, as auxinas
podem ser adicionadas ao meio nessa fase para favorecer o desenvolvimento da
parte aérea. O &cido naftalenoacético (ANA) € a auxina mais utilizada nessa
fase, além de outras, como o &cido indolbutirico (AIB). Auxinas mais potentes,
como 0 2,4-D e o picloram ndo sdo utilizadas nessa fase, a menos que seja
desejavel a formacdo de calo (Hoffmann et al., 1998).

Grattapaglia & Machado (1998) comentam que, das citocininas
comercialmente disponiveis, a BAP é a que, em geral, apresenta melhores

resultados in vitro para promover a multiplicacdo de diversas espécies, sendo
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utilizada em aproximadamente 60% dos meios de cultivo, seguida da cinetina
KIN, com cerca de 23%.

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de
micropropagacdo, estudando o efeito da adicdo de BAP na promogdo da

organogénese direta em segmentos caulinares de uvaieira.

4 MATERIAL E METODOS

Segmentos caulinares de uvaieira, contendo até duas gemas laterais, foram
retirados de plantulas obtidas da germinacdo in vitro com 90 dias de idade e
inoculados em meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980), suplementado
com diferentes concentracdes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0e50mg L™), 1,59
L de carvao ativado, 3% de sacarose e solidificado com 0,7% de agar.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura e seu pH ajustado para 5,7, antes da autoclavagem a 120°C,
durante 20 minutos.

Apo6s a inoculacdo, os segmentos foram transferidos para sala de
crescimento sob irradiancia de 36 pmol m? s, fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25+2°C. Foram avaliados o nimero médio de brotos, folhas e
gemas por explante e 0 comprimento da maior brotacdo, aos 60 dias de cultivo.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 10 repeticBes por tratamento, sendo cada uma composta por um tubo de
ensaio contendo um explante. As analises estatisticas foram realizadas utilizando

se 0 Teste de Tukey, com significancia fixada em 5%
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 NUmero de brotos por explante

Né&o foram observadas diferengas significativas para o nimero médio de
brotos quando os explantes foram submetidos as diferentes concentracBes de
BAP testadas.

As médias obtidas pela influéncia de BAP na inducdo de brotagcdes em
segmentos caulinares de uvaieira podem ser analisadas na Figura 1. Como se
pode observar, houve formacdo de brotagcGes em todos os tratamentos testados,

mesmo na auséncia do regulador de crescimento.
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FIGURA 1 NUmero médio de brotos em explantes caulinares de uvaieira
inoculados em meio de cultura contendo diferentes concentracGes
de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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De acordo com Preece (1995), as citocininas tém funcdo primordial na
divisdo celular e atuam também na quebra da dominancia apical e na indugédo e
crescimento de brotacGes. Grattapaglia & Machado (1998) afirmam, ainda, que
0 tipo de citocinina e a sua concentracdo sdo os fatores que mais influenciam o
sucesso da multiplicacéo in vitro.

Apesar dos resultados ndo terem sido significativos entre as
concentracdes de BAP testadas, observa-se que, para o nimero médio de brotos,
os tratamentos que se destacaram foram aqueles que utilizaram 1,0 e 4,0 mg L™,
Recomenda-se para essa espécie, 0 uso de 1 mg L™ de BAP para a indugéo de
brotacGes, uma vez que esta concentragdo foi eficiente, levando a uma reducéo
de custos; além disso concentracdes elevadas podem gerar desequilibrio no
balanco hormonal, prejudicando mecanismos celulares e culminando com o
desenvolvimento anormal de plantulas e, até mesmo, problemas de toxidez.

O excesso toxico de citocininas pode gerar, principalmente, demasiado
entufamento e falta de alongamento das culturas, reducdo no tamanho das
folhas, encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e
vitrificacdo generalizada, levando a sérios problemas na fase de enraizamento.
Além disso, alguns autores citam também que o excesso de BAP inibe
brotacGes, reduz drasticamente partes aéreas e pode promover a formacgdo de
calos.

O efeito das citocininas pode apresentar-se também de maneira residual
de uma subcultura para outra. Esse efeito residual torna-se negativo quando afeta
o alongamento, limita o enraizamento e diminui a capacidade de sobrevivéncia
durante a aclimatizacdo, reforcando ainda mais o0 uso de menores concentracdes
de citocininas, recomendando para a uvaieira o uso de 1 mg L™ de BAP para a
inducdo de brotagdes, a fim de se minimizar ou até mesmo eliminar os possiveis

efeitos citados.
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Soares (2005) também observou a maior média no nimero de brotos
para explantes cultivados na concentracdo mais elevada de BAP (5,0 mg L™) em
experimentos realizados com mangaba, ao passo que Nogueira (2003) concluiu
que concentracdes acima de 4,0 mg L™ dessa citocinina néo foram eficientes na
inducdo de brotos axilares em segmentos nodais de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.).

Com os resultados encontrados para a inducdo de brotacBes em
segmentos nodais de salix (Salyx humboldtiana Willd.), em funcéo da utilizacdo
de BAP, Santos (2001) também obteve maior nimero de brotagdes ao utilizar
1mg L™ de BAP. Chitra & Padmaja (1999) encontraram respostas semelhantes
ao induzirem brotacdes em apices caulinares de amora (Morus indica L. cultivar
M-5), obtendo, como melhor resultado, a utilizacdo de BAP nas concentractes
de0,5e1,0mg L™

O aspecto das brotacdes de uvaieira obtidas in vitro pode ser observado

na Figura 2.
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FIGURA 2. Aspecto visual de brotacbes de uvaieira obtidas de segmentos
caulinares inoculados em meio WPM suplementado com
diferentes concentragcfes de BAP. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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5.2 Numero de gemas por explante

Né&o foram observadas diferencas significativas no nimero médio de
gemas quando os explantes foram submetidos as diferentes concentragdes de
BAP (Figura 3)

NUMERO DE GEMAS

1 2 3 4 5 6
BAP (mg L-1)

FIGURA 3. Numero médio de gemas obtidos em diferentes concentragdes
de BAP adicionadas ao meio WPM. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Embora sem diferencas significativas, o maior nimero de gemas foi
verificado na concentracio de 1,0 mg L™ de BAP (7,0 gemas por explante).

Santos (2004), ao induzir brotagdes em segmentos nodais de pequizeiro,
também verificou um maior nimero de gemas na concentracio de 1,0 mg L™ de
BAP.
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5.3 Tamanho da maior brotacéo

O efeito das diferentes concentraces de BAP sobre o tamanho da maior
brotacdo formada foi ndo significativo.

O maior comprimento médio das maiores brotagdes (1,14 cm), apesar de
ndo significativo, foi verificado também no tratamento com 1,0, mg L' de BAP
Figura 4). Acima dessas concentracdes, houve uma tendéncia de reducdo no

tamanho dos brotos formados.
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FIGURA 4. Comprimento das brotagdes em explantes caulinares de uvaieira
obtidos em diferentes concentracdes de BAP adicionadas ao
meio WPM. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Chitra & Padmaja (1999) encontraram respostas semelhantes ao
induzirem brotacGes em &pices caulinares de amoreira (Morus indica L. cultivar
M-5), obtendo, como melhor resultado, a utilizacdo de BAP nas concentragdes
de 0,5 e 1,0 mg L™ Também concordam com esses resultados os experimentos
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realizados por Santos (2004), ao induzir brotacdes em segmentos nodais de
pequizeiro e Soares (2005), em experimentos realizados com mangabeira.
Ambos obtiveram o0s melhores resultados quando utilizaram BAP nas
concentragéo de 1,0 mg L™,

Os trabalhos de Silveira et al. (1996), porém, discordam desses resultados.
Trabalhando com sucupira-preta (B. virgilioides), observaram que segmentos
caulinares dessa espécie, quando inoculados em meio de cultura suplementado
com 4,0 mg L" de BAP, produziam, em média, 10 brotos de 10 mm de
comprimento, enquanto que em 1,0 mg L™ de BAP, 0 mesmo tipo de explante
produzia quatro brotos de 23 mm de comprimento cada, sugerindo o uso de
concentracfes mais elevadas de citocinina.

Pasqual (2001) afirma que elevadas concentracBes de citocininas podem
reduzir o tamanho das brotacGes e estimular a ocorréncia de hiper-hidricidade e
formacéo de folhas anormais.

Grattapaglia & Machado (1998) relatam que a tendéncia de diminuicéo do
comprimento de brotacGes a partir de determinada concentracdo pode decorrer
de um possivel efeito fitotdxico da citocinina. Para Narayanaswamy (1977), a
toxidez causada pelo excesso de reguladores de crescimento no meio de cultura,
ou pelo prolongado periodo de tempo em que a cultura permanece exposta a
eles, pode provocar alteracGes genéticas, fisioldgicas e morfoldgicas, resultando
na reducdo da taxa de multiplicacdo e no encurtamento dos caules, o que

dificulta a individualizacdo das plantas e o processo de enraizamento.
5.4 Namero de folhas
N&o foram observadas diferencas significativas nas taxas referentes ao

nimero médio de folhas nas diferentes concentracdes de BAP testadas (Figura
5).
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FIGURA 5. Nimero médio de folhas em explantes caulinares de uvaieira
inoculados em meio WPM contendo diferentes concentracfes de
BAP. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Mesmo nao sendo significante estatisticamente, a maior média referente
ao namero de folhas (13,7) foi também encontrada no tratamento suplementado
com BAP, na concentracdo de 1,0mg L. Este resultado discorda de Santos

(2004) que, em experimentos realizados com pequizeiro, obteve maior nimero

de folhas na concentracio de 0,5 mg L™ de BAP.

6 CONCLUSOES

O regulador de crescimento BAP ndo foi efetivo na formagdo de

brotacdes em explantes caulinares de uvaieira.
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Mesmo nédo sendo significativo estatisticamente, 0 maior nimero médio
de folhas e gemas e o comprimento das maiores brotacGes, bem como maior
nimero de brotos foram obtidos no tratamento suplementado com 1,0 mg L™ de
BAP.
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CAPITULO IV
EFEITO DO ANA E DO AIB NO ENRAIZAMENTO IN VITRO DE

EXPLANTES CAULINARES E ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS
DE UVAIEIRA
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1 RESUMO

NASCIMENTO, Aline da Costa. Efeito do ANA e do AIB no enraizamento in
vitro de explantes caulinares e aclimatizacdo de plantulas de uvaieira. In:
Micropropagacdo de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess). 2006. p. 66-90.
Dissertacao (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG.

A uvaieira é uma espécie arbdrea nativa da mata atlantica, pertencente a
familia Myrtaceae. O presente trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia
dos reguladores de crescimento ANA e AIB sobre o0 enraizamento de brotaces e
estabelecer uma metodologia de aclimatizacdo para as plantulas enraizadas in
vitro. Brotacdes obtidas in vitro foram transferidas para meio WPM sem
reguladores de crescimento, contendo 3% de sacarose, 0,5 g L™ de carvdo
ativado. Apos 15 dias, as brotacbes foram transferidas para meio WPM,
suplementado com 30,0 g L* de sacarose, 0,5 g L™ de carvéo ativado e acrescido
de diferentes concentracGes de ANA (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L'l) e AIB (0,0; 1,0;
2,0; 3,0 e 40 mg L™). Aos 40 dias, a formacdo de raizes, o nimero e o
comprimento da maior raiz foram avaliados. Para a aclimatizacéo, plantulas
foram transferidas diretamente ou apds passarem por um periodo de 7 dias de
pré-aclimatizacdo, para tubetes contendo Plantmax e envoltas com saco plastico
transparente para a manutencdo da umidade. As sacolas de polietileno foram
sendo perfuradas até a total remogdo das mesmas. Aos 31 dias, a avaliacdo de
sobrevivéncia das plantulas foi realizada. Os reguladores de crescimento ANA e
AIB néo foram efetivos na formacéo de raizes em segmentos caulinares e estas
se formaram, mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, demonstrando
gue apenas a auxina enddégena do explante é suficiente para promover o
enraizamento. O periodo de pré-aclimatizacdo em sala de crescimento aumenta a
propor¢do de sobrevivéncia de plantulas e a abertura gradual do saco plastico
envoltério dos tubetes caracteriza um processo viavel de aclimatizacéo.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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2 ABSTRACT

NASCIMENTO, Aline da Costa. Effect of NAA and IBA in vitro rooting induction
on nodal segments and seedling acclimatization. In; Uvaieira Eugenia pyriformis
Cambess micropropagation. 2006. p.66 — 90. Dissertation (Master in Plant
Physiology) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

The uvaieira is a arboreal specie native from the atlantic forest,
belonging to the Myrtaceae family. This present work has the proposal to
evaluate the influence of the growth regulator NAA and IBA about the root from
sprouting and established an acclimatization methodology to the rooted plants in
vitro. In vitro sprouting obtained were transferred to WPM medium without
growth regulators, contains 3 % Sucrose, 0.5 g L™ activated coal. 15 days later,
the sprouting were transferred to WPM medium, supplement with 30 g L™
sucrose, 0.5 g L' of activated coal and accompanying from different
concentrations of NAA (0; 1; 2 and 3 mg L") and IBA (0; 1; 2; 3; and 4 mg L™).
After 40 days, the roots formation, the number and the length of the upper root
was evaluated, for the acclimatization, plants have directly been transferred or
after spend by the period of 7 days of pre-acclimatization, for little tube
containing Plantmax and wrapped with transparent plastic sack for humidity
maintenance. The plastic sacks with polymer were being broached until the total
removal of them. After 31 days, the surviving evaluation of the plants was done.
The NAA and IBA growth regulators weren’t effective at the roots formation in
calluses segments and these ones which had formed, even in the absence of
growth regulators, showing that only the inside from the explant is enough to
promote the root. The pre acclimatization in growing room increases the
surviving rate of plants and the gradual opening of the plastic sack wrapper of
little tube characterizes a viable acclimatization process.

“ Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser)
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3 INTRODUCAO

Inimeros levantamentos floristicos e fitossociolégicos nos mais diversos
tipos de ambiente, desde formagdes savanicas, como o cerrado (Castro et al.,
1999) e campos rupestres (Kawasaki 1989), até formacOes florestais, como a
mata atlantica (Oliveira-Filho & Fontes 2000), registram Myrtaceae como sendo
uma das mais importantes familias em riqueza de espécies. Essas formacGes
vegetacionais, dentro de um contexto mundial, estdo entre as mais ricas em
diversidade de espécies vegetais e endemismos na América do Sul (Myers et al.,
2000.)

Pertencente a essa familia de riqueza indiscutivel, pode-se citar Eugenia
pyriformis Cambess, espécie arbdrea nativa da mata atlantica, popularmente
conhecida como uvaia e que pode ser encontrada desde o estado de S&o Paulo
até o do Rio Grande do Sul. Mattos (1956) cita que a uvaia é uma espécie
altamente valiosa pela sua madeira dura, resistente as doencas e, principalmente,
por seus frutos comestiveis, importantes nutricionalmente, apreciados pelo
homem e pela avifauna, utilizada pela inddstria na producdo de sucos, licores,
doces e geléias. E uma espécie que também tem seu uso recomendado em casos
de reflorestamentos heterogéneos (Lorenzi, 2000).

O enraizamento é uma etapa decisiva da micropropagacéo e influencia
diretamente a sobrevivéncia durante o transplantio e a aclimatizagdo. Quando
comparado com espécies herbaceas, o enraizamento de espécies lenhosas é mais
dificil e se agrava a medida que o material utilizado aproxima-se da fase adulta,
visto que ocorre uma diminuicdo da competéncia de enraizamento.

No caso das maiorias das espécies lenhosas, 0 enraizamento é a etapa
mais dificil da micropropagacdo (Hu & Wang, 1983).

Lopes et al. (2001) relatam que a rizogénese pode ser dividida em trés

fases: inducéo, iniciagdo e elongagdo. A duragdo destas fases pode ser de uma a
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trés semanas. A inducdo de raizes in vitro é um importante passo na
micropropagacao e em protocolos de transformacéo genética de plantas (George,
1993).

Dentre as substancias reguladoras de crescimento, as auxinas exdgenas
tém participacdo fundamental no processo de rizogénese, principalmente nas
espécies lenhosas que possuem dificuldades para enraizar (Gaspar & Hofinger,
1988).

A maioria dos trabalhos de inducdo de enraizamento adventicio de
espécies lenhosas envolve tratamentos com auxinas exogenas, tais como acido
indolbutirico (AIB), &cido naftalenoacético (ANA) e o acido indolacético (AlA)
(George, 1993).

As auxinas mais utilizadas s@o o AIB e 0 ANA (Assis & Teixeira, 1998).
As respostas as auxinas ndo sdo universais. Certas espécies enraizam com
dificuldade ou ndo enraizam, mesmo na presenca de auxinas e algumas espécies
até dispensam o uso de auxinas no seu enraizamento (Rohr & Hanus, 1987).
Gattapaglia & Machado (1998) comentam que a auxina € importante nas duas
fases iniciais da rizogénese, que esta pode ser inibidora na Gltima fase e que o
uso desse regulador de crescimento no meio de cultivo e a posterior
transferéncia do explante para outro isento de auxina sdo indicados para a
inducdo e o desenvolvimento de raizes.

Na formacéo de raizes adventicias em espécies lenhosas, 0 uso de carvao
ativado, adicionado ao meio de cultura em concentragGes que variam em torno
de 0,1% a 2% (p/v), tem auxiliado a inducgdo da rizogénese. Por apresentar uma
alta capacidade de adsorcdo, esta substancia tem a propriedade de modificar a
composicdo dos meios de cultura, adsorvendo uma série de substancias
adicionadas ao meio, liberadas pelos explantes ou presentes no agar, que possam
afetar negativamente o crescimento. QOutra propriedade atribuida ao carvéo

ativado é o favorecimento do processo de enraizamento, devido a reducdo da
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intensidade de luz na regido de formacdo da raiz (Assis & Teixeira, 1998). Amin
& Jaiswal (1987), Anderson (1980) e Damiano (1978), relataram o efeito do
carvdo, quando utilizado em baixas concentracbes, no enraizamento de
brotacGes de morangueiro, framboeseira e goiabeira, respectivamente.

Grattapaglia & Machado (1998) comentam que a fixacdo de auxina pelo
carvao tem, em geral, uma acdo benéfica no alongamento das raizes. As raizes
crescem rapidamente, ramificando-se bastante e mantendo uma cor mais clara
do que quando expostas a luz

A composi¢cdo do meio de cultura é outra importante varidvel que
determina o sucesso nas diversas fases da micropropagacdo. Os nutrientes
presentes no meio sdo necessarios ao metabolismo das células e aos fatores de
crescimento, responsaveis pela diferenciacdo em brotos e raizes (Schuch &
Peters, 1993). A fonte de nitrogénio utilizada e o balanco entre os ions nitrato e
amonio sdo aspectos que tém merecido grande atencdo (Grattapaglia &
Machado, 1998). O meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) é bastante
utilizado em plantas lenhosas, por possuir baixas concentragfes de ions totais,
representando apenas 45% da forca idnica do meio MS.

Além das caracteristicas ligadas as plantas doadoras de explantes, fatores
relacionados com o proprio explante podem exercer influéncia no seu
enraizamento in vitro (Santana, 2003).

E bem conhecido que a presenca de folhas nas estacas exerce um forte
estimulo sobre o enraizamento (Hartmann et al., 1997). Folhas e gemas
produzem auxinas, que sdo transportadas para a base, 0 que é essencial para o
enraizamento. Neste caso, a sua auséncia ndo é suprida por auxinas, sacarose ou
compostos nitrogenados. Esses compostos estimulam o enraizamento na
presenca de folhas, nas quais sdo produzidas auxinas e outros fatores de

crescimento (Assis & Teixeira, 1998). Esses autores afirmam que o nimero de
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folhas tem influéncia, principalmente, na velocidade de enraizamento e no
numero de folhas formadas (Santana, 2003).

A obtencdo de uma plantula com um sistema radicular bem desenvolvido
é de grande importancia para a sua sobrevivéncia e crescimento nas novas
condicOes ambientais (Pio et al., 2002).

O proposito da rizogénese é a formacdo de raizes adventicias nas partes
aéreas obtidas no estadgio de multiplicacdo, o que permite a constituicdo de
plantas completas, para posterior aclimatizagéo.

A fase de enraizamento in vitro se caracteriza pela formagdo de raizes
adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicacdo, permitindo, assim, o
posterior transplantio da plantula para condigdes ex vitro.

Apds a etapa de enraizamento, as plantulas devem ser aclimatizadas para
terem condigdes de sobreviverem em ambiente com alta luminosidade e baixa
umidade. A aclimatizacéo envolve o transplantio da plantula da condico in vitro
para a casa de vegetacdo que, geralmente, consiste de uma fase critica e que
pode ser um fator limitante para o processo de micropropagacdo de algumas
espécies (Torres et al., 1998).

A aclimatizacéo ¢é apontada como uma das fases mais criticas do processo
de micropropagacdo de plantas, ocorrendo um grande nimero de perdas de
mudas. Durante essa fase, as plantas sdo expostas a mudancas subitas nas
condicOes ambientais devido a transferéncia de um ambiente in vitro para o meio
externo. Assim, torna-se obrigatério que a plantula, ao sair da condicao in vitro,
passe por um processo de aclimatizacio antes de ser levada para o campo.

Entre os varios fatores que podem estar envolvidos no processo de
aclimatizacdo, podem-se relacionar o gendtipo, o estresse hidrico, a alteracéo do
metabolismo heterotréfico para autotrdéfico, a infeccdo por patégenos e o

estresse pela alteracdo na radiacdo (Deccetti, 2000). A mudanca repentina da
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umidade a qual a plantula estava exposta pode causar danos, mesmo em plantas
que apresentem o aspecto normal (Soares, 2005).

O desenvolvimento das caracteristicas fisioldgicas e anatdmicas de
plantulas micropropagadas é necessario para a gradual aclimatizacdo destas ao
ambiente da casa de vegetacdo ou a condicdo de campo. Um reduzido
desenvolvimento da cuticula, o funcionamento anormal dos estdmatos
(Fuchigami et al., 1981) e um sistema vascular pouco desenvolvido (Fabri &
Bartolini, 1985; Leshem, 1983; Ziv et al., 1981) sdo as causas sugeridas para a
suscetibilidade das plantulas ao estresse hidrico durante essa fase.

Em muitas espécies, o sucesso da transferéncia de plantas para a casa de
vegetacdo ou para o campo, durante a aclimatizacdo, depende da interacdo e do
manejo adequado dos diversos fatores envolvidos na adaptacdo da planta a nova
condicdo ambiental, bem como da formacéo de novas estruturas, principalmente
folhas, mais adaptadas as novas condi¢des (Carvalho & Amancio, 2002).

Preece & Sutter (1991) afirmam que a elevada umidade relativa e a
baixa irradidncia no ambiente in vitro sdo os principais fatores que atuam na
inducdo de alteragdes e funcionalidade de orgdos e tecidos, levando-os a
incapacidade de controlar as perdas de agua, quando submetidos a condictes
adversas, como 0 ambiente natural.

Nesse contexto, o controle e a otimizagdo da luz, apds a transferéncia, tém
sido essenciais para a sobrevivéncia da planta, sendo o periodo de decréscimo
gradual da umidade relativa acompanhado pelo incremento progressivo na
irradiancia (George, 1996).

A sobrevivéncia e o crescimento das plantas cultivadas in vitro sdo ainda
problematicos para algumas espécies. Embora muitas ndo tenham problemas
durante a aclimatizagdo e o periodo seja suficiente para corrigir alteracfes

induzidas in vitro e garantir a sobrevivéncia ap6s a transferéncia, em muitas
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outras ocorre significativa perda de mudas durante esse periodo (Bag et al.,
2000).

Segundo McCown (1988), o periodo de aclimatizacdo varia de 1 a 4
semanas e corrige as alteracdes ou anormalidades induzidas in vitro, o que inclui
a transicdo do metabolismo heterotréfico para o autotrofico e o estabelecimento
de relagbes hidricas normais, por meio da regulacdo da perda e da absorcéo de
agua.

As técnicas de aclimatizacdo podem ser iniciadas ainda durante o cultivo
in vitro (Preece & Sutter, 1991). A pré-aclimatizacdo consiste de técnicas que
permitam tornar o ambiente in vitro semelhante ao ambiente natural, bem como
manusear a muda para favorecer a sua sobrevivéncia e crescimento (George,
1993). Dami & Hughes (1997) e Deng & Donnelly (1993) citam, como método
de pré-aclimatizacdo, o aumento do intercambio de gases entre o recipiente e 0
meio externo, pelo afrouxamento ou retirada das tampas dos recipientes de
cultivo. Segundo George (1993), o tempo ideal para a pré-aclimatizacdo é de 4 a
5 dias, podendo ir até 6 a 9 dias, e apresenta como vantagens a economia de
trabalho, tempo e espaco, quando comparado aos métodos convencionais.

O presente trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia dos
reguladores de crescimento ANA e AIB sobre o enraizamento de brotagdes de
uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess) e estabelecer uma metodologia de

aclimatizacdo para as plantulas dessa espécie enraizadas in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Efeito do ANA e do AIB no enraizamento in vitro de brotacgdes

BrotagOes obtidas do cultivo in vitro foram transferidas para meio de

cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) na auséncia de reguladores de
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crescimento, contendo 3% de sacarose, 0,59 L™ de carvéo ativado e solidificado
com 0,7% de agar. O pH foi ajustado para 5,7 antes da autoclavagem a 120°C,
durante 20 minutos.

Apds a inoculago, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a
25+2°C de temperatura e na presenca de luz, por um periodo de 15 dias, com o
objetivo de eliminar o efeito residual dos reguladores de crescimento utilizados
anteriormente. Decorrido esse periodo, as brotacfes, com aproximadamente
15mm, foram transferidas para meio de cultura WPM (Lloyd & McCown,
1980), contendo diferentes concentracdes de ANA (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg L™) ou
AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L™) e também suplementado com de 3% de
sacarose, 0,7% de &gar e 0,5 g L™ de carvdo ativado. Os explantes foram
reinoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura e seu pH
ajustado para 5,7, antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Decorridos 40 dias, a porcentagem de enraizamento nos diferentes
tratamentos, bem como o ndmero de raizes e 0 comprimento da maior raiz foram
avaliados.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
com 10 repeticBes por tratamento, sendo cada uma composta por um tubo de
ensaio contendo uma brotagdo. A comparacdo das médias foi feita usando-se o
Teste de Tukey, considerando um nivel de significancia de 5%.

4.2 Aclimatizacéo de plantulas de uvaieira germinadas in vitro

Plantulas de uvaieira oriundas do enraizamento in vitro (Capitulo 1V)
com 40 dias de idade, foram transferidas diretamente ou apds passarem por um
periodo de 7 dias de pré-aclimatizagdo, com abertura do recipiente de cultivo,
para tubetes com volume de 250 mL, contendo Plantmax e envoltas com saco

plastico transparente para a manutencdo da umidade relativa no ambiente. A
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bandeja com os tubetes foi mantida em sala de crescimento & temperatura
controlada de 25+2°C e irradiancia de fotons de 67 um m? s™. Gradativamente,
as sacolas de polietileno transparente foram sendo perfuradas até a total remocéo
das mesmas, aos 30 dias, quando se considerou a plantula totalmente
aclimatizada.

Aos 31 dias, a avaliacdo de sobrevivéncia das plantulas foi realizada. O
delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, constando
de 2 tratamentos (plantulas transferidas diretamente apds enraizamento e
plantulas provenientes da etapa de enraizamento submetidas a um periodo de 7
dias de pré-aclimatizacdo) e 35 repeticOes, sendo cada repeticdo composta por
uma planta. A comparacdo das médias foi realizada por meio do teste de Tukey,
a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do ANA no enraizamento in vitro de brotactes

A analise estatistica das diferentes concentracdes de ANA testadas
mostrou-se ndo significativa entre os tratamentos, tanto para o nimero de raizes
quanto para o comprimento da maior raiz, considerando-se um nivel de
significancia fixado em 5%.

Apesar dos resultados observados ndo terem se apresentado de forma
significativa, o enraizamento foi obtido em todos os tratamentos utilizados.
Raizes foram contabilizadas at¢é mesmo na auséncia de reguladores de
crescimento, demonstrando que a auxina enddgena do explante foi suficiente
para estimular o enraizamento, mesmo tendo se formado raizes em menores

quantidades.
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Segundo Kulescha (1988), o nivel das auxinas enddégenas é o que
determina a formacdo de raizes adventicias, ou seja, é o acimulo de auxinas
enddgenas que induz a formacao de raizes.

As médias observadas pelo teste de Tukey, para cada tratamento testado,

estdo representadas na Figura 1.
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FIGURA 1. Médias de raizes formadas em brotacdes de uvaieira inoculadas em
meio de cultura WPM contendo diferentes concentragdes de ANA.
UFLA, Lavras, MG, 2006.

Como pode ser observado, apesar de ndo significativo, os maiores
nimeros de raizes foram encontrados no tratamento 1,0 mg LT de ANA;
concentracfes maiores que esta, possivelmente, sdo toxicas, uma vez que 0
numero de raizes foi decrescente.

A anélise do comprimento da maior raiz também mostrou-se ndo

significativa estatisticamente quando testadas a 5% de probabilidade (Figura 2).
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Também foram observados os melhores resultados no tratamento em que
foi adicionado 1,0 mg L de ANA, apesar de este ndo ter se demonstrado
significativo. Da mesma forma que para 0 nimero de raizes, concentracdes de
ANA superiores a esta apresentaram um comportamento possivelmente
fitotdxico, uma vez que estas reduziram drasticamente o comprimento da maior

raiz.
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FIGURA 2. Médias de comprimento da maior raiz formada em brotacdes de
uvaieira inoculadas em meio de cultura WPM contendo diferentes
concentragOes de ANA. UFLA, Lavras, MG, 2006.

O carvdo ativado pode ter beneficiado a formacdo de raizes, uma vez
que varios autores citam sua alta capacidade de adsorver substancias toxicas,
bem como reguladores de crescimento, que poderiam estar em concentracfes
inibitorias. Outra propriedade importante desta substancia se refere a reducéo de
intensidade luminosa na regido formadora de raizes, fato que pode beneficiar o

enraizamento.
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Pio et al. (2002) comentam que a formag&o de raizes bem desenvolvidas
é de grande importdncia para a sobrevivéncia e a adaptacdo das plantulas
cultivadas in vitro. Assim, 0 enraizamento é uma etapa essencial para a
continuidade do cultivo de vérias espécies, uma vez que € de grande importancia
para a fase de aclimatagéo.

O aspecto visual das raizes formadas pode ser observado na Figura 3.

FIGURA 3. Aspecto visual de plantulas de uvaieira enraizadas in vitro na
presenca de ANA. UFLA, Lavras, MG, 2006.

5.2 Efeito do AIB no enraizamento in vitro de brotacdes

A andlise estatistica das diferentes concentracbes de AIB testadas
mostrou-se ndo significativa entre os tratamentos, tanto para 0 nimero de raizes
quanto para 0 comprimento da maior raiz, considerando-se um nivel de

significancia fixado em 5%.
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Foi observada formacdo de raizes em todas as concentracdes testadas,
até mesmo no tratamento testemunha, no qual ocorreu formacdo pontual de
raizes em apenas uma repeticdo, fato que comprova a eficiéncia da auxina
enddgena em promover o0 enraizamento.

Mesmo ndo sendo significativo, as maiores médias quanto a variavel
ntmero de raizes foram observadas nos tratamentos contendo 1,0 e 2,0 mg Ltde
AIB, sendo a média igual a 1,0 em ambos os tratamentos, como pode ser

observado na Figura 4.
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FIGURA 4. Médias de raizes formadas em brotacdes de uvaieira inoculadas em
meio de cultura WPM contendo diferentes concentragdes de AlB.
UFLA, Lavras, MG, 2006.

Estes resultados concordam com os obtidos por Bonilla (2002) que
também obteve maior nimero de raizes em Rudgea viburnoides, na
concentracdo de 1,0 mg L™ de AIB. J4 em Coffea arabica e C. canephora, maior
nimero de raizes foi observado em explantes cultivados na presenca de 6,0 mg

L de AIB (Santos, 2001). Em moreira (Maclura tinctoria), também se obteve
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enraizamento em meio WPM 50% acrescido de 4,8 mg Llde AIBe 4,7 g Lt de
carvao ativado (Gomes, 1999).

A analise da varidvel comprimento da maior raiz também mostrou-se
estatisticamente ndo significativa nos testes realizados. Os resultados obtidos
podem ser observados na Figura 5.

Apesar da ndo significancia dos tratamentos realizados, os maiores
comprimentos de raiz foram observados nos tratamentos contendo 1,0 mg L™ e
2,0 mg L™ de AIB sendo, em ambos de 1,23 cm.

y =-0,23x° + 0,938x + 0,214
B 4 L 4
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FIGURA 5. Médias do comprimento da maior raiz formada em brotagdes de
uvaieira inoculadas em meio de cultura WPM contendo diferentes
concentragOes de AIB. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Alguns autores relatam o efeito de niveis crescentes de AIB no
incremento do comprimento de raizes. Sudha et al. (1998), em experimentos
realizados com Holostemma annulare, obtiveram aumento até o nivel de 0,3 mg
L™ de AIB.
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Um efeito fitotdxico parece ter sido causado por concentragdes
superiores a 3,0 mg L™ de AIB, uma vez que foram observados engrossamento
das raizes e uma diminuicdo do comprimento das mesmas.

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), durante a fase de
enraizamento in vitro, uma toxidez de auxina, pela alta concentracdo ou pelo
longo periodo de exposicdo dos brotos ao meio indutor, pode afetar o
crescimento e o desenvolvimento das raizes.

Segundo Pasqual (1998), diferencas genotipicas na resposta a auxina
podem ser causadas pela habilidade diferenciada do tecido em absorver e ou
metabolizar a auxina sintética, convertendo-a para auxina endogena (AlA).

O aspecto visual das raizes formadas, bem como o engrossamento das

raizes em concentracOes elevadas de AIB, podem ser observados na Figura 6.

FIGURA 6. Aspecto visual de plantulas de uvaieira enraizadas in vitro na
presenca de AIB. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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5.3 Aclimatizacao de plantulas de uvaieira

A proporcao de plantulas sobreviventes foi similar nos dois tratamentos
(pré-aclimatizacdo e aclimatizagdo direta). Ndo foram observadas diferencas
significativas, considerando-se um nivel de significancia fixado em 5% (Tabela
1).

TABELA 1. Proporcao de sobrevivéncia de plantulas de uvaieira submetidas
ao processo de pré-aclimatizacdo (T1) e aclimatizacdo direta (T2).
UFLA, Lavras, MG, 2006.

Tratamentos Proporcéo de sobrevivéncia (%)
1 85,71a
2 68,57 a

A maior percentagem de sobrevivéncia das plantulas pré-aclimatizadas
em relacdo as diretamente submetidas a fase de aclimatizacdo, mesmo nédo
havendo diferencas significativas entre os tratamentos, pode ser justificada pelo
maior tempo de adaptacdo as novas condi¢des de cultivo que, provavelmente,
conferiram a essas plantulas melhores condicdes de tolerar o estresse causado
pela transferéncia para as novas condi¢bes. Broome & Zimmerman (1984)
comentam que a remogdo das tampas dos tubos auxilia as trocas gasosas e pode
favorecer a sobrevivéncia ex vitro quando as plantas sdo transferidas para
ambiente com baixa umidade e substrato poroso.

Ziv (1986) relata que, quando os recipientes que continham plantulas de
craveiro foram abertos e a umidade relativa mantida a 50%-70%, houve aumento
no desenvolvimento de cera epicuticular e, ap6s nove dias de abertura dos

recipientes, a taxa de sobrevivéncia aumentou de 75% para 90%. Entretanto,
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Hoffmann (1999) constatou que a abertura antecipada dos frascos ou o
selamento destes com algoddo desfavoreciam a sobrevivéncia e o crescimento
das mudas de macieira durante a aclimatizacéo.

Segundo Diaz-Pérez et al. (1995), durante o processo de aclimatizacéo
ocorre a conversdo da condicdo heterotréfica para autotrofica e um gradual
retorno as caracteristicas naturais da planta. As novas folhas formadas durante
este processo ja apresentam caracteristicas intermedidrias entre aquelas
apresentadas in vitro e ex vitro, com mudangas na morfologia, redugdo na
condutancia estomatal, incremento no contetdo de clorofila e maior eficiéncia
na carboxilagdo.A abertura parcial do saco plastico envoltério dos tubetes
também demonstrou ser vidvel de aclimatizacdo de plantulas de uvaieira, uma

vez que também favoreceu a percentagem de sobrevivéncia de plantulas.

Soares (2005) obteve resultados semelhantes a estes no processo de
aclimatizacdo de mangabeira. O periodo de pré-aclimatizacdo de plantulas de
mangabeira em sala de crescimento também aumentou a proporcdo de
sobrevivéncia de plantulas a aclimatizacéo.

O aspecto visual de plantulas de uvaieira aclimatizadas e de parte do

processo de aclimatizacdo pode ser observado na Figura 7.
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FIGURA 7. Aspecto visual do processo de aclimatizacdo de plantulas de
uvaieira. (A) experimento de aclimatizacdo montado (B) , (C) e
(D) plantulas de uvaieira aclimatizadas em tubetes com substrato
Plantmax. UFLA, Lavras, MG, 2006.

6 CONCLUSOES

Os reguladores de crescimento ANA e AIB ndo foram efetivos na
formacdo de raizes em segmentos caulinares de uvaieira.

Mesmo na auséncia de reguladores de crescimento, foi observada a
formacdo de raizes, demonstrando que apenas a auxina endégena do explante é
suficiente para promover o enraizamento.

O periodo de pré-aclimatizagdo em sala de crescimento aumenta a

proporcéo de sobrevivéncia de plantulas de uvaieira a aclimatizagdo.
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A abertura gradual do saco pléstico envoltdrio dos tubetes caracteriza

um processo viavel de aclimatizacdo de plantulas de uvaieira.
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CAPITULO V

CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES E CAULINARES DE
UVAIEIRA
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1 RESUMO

NASCIMENTO, Aline da Costa. Calogénese em explantes foliares e caulinares
de uvaieira. In: Micropropagacdo de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess).
2006. p. 91-110. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG. -

A coleta de plantas, no Brasil, realiza-se de forma intensa e nao
sustentavel, levando a reducfes drasticas das populaces naturais de espécies
nativas. Dentre essas espécies, insere-se a uvaieira, tendo nas técnicas de cultura
de tecidos uma ferramenta importante para propagacdo dessa espécie,
destacando-se a formagéo de calos. O objetivo deste trabalho foi a obtencéo de
calos a partir de segmentos foliares e caulinares de uvaieira. Foram utilizados
como explantes segmentos foliares e caulinares oriundos de plantulas
germinadas in vitro. Para os estudos do efeito de diferentes combinacGes de
picloram (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™) e cinetina (0,0; 0,1 mg L™), os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio WPM, suplementado com
30,09 L? de sacarose e 1,59 L? de carvao ativado. Para os estudos do efeito de
diferentes concentracfes de 2,4-D (0,0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; e 7 mg L'l), 0s explantes
foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS, suplementado com
30,0 g L™ de sacarose. Ap6s a inoculagdo, os explantes permaneceram em sala
de crescimento na auséncia de luz e aos 60 dias, a porcentagem da area dos
explantes coberta por calos foi avaliada. Para formacdo de calos, é essencial a
presenca de picloram, ndo sendo observado a formacéo de calos na auséncia de
reguladores de crescimento. A interacdo entre picloram e cinetina mostrou-se
importante no aumento da calogénese em explantes foliares, sendo a
combinacdo de 0,1 mg L™ de cinetina e 1,0 mg L™ de picloram mais efetiva. A
calogénese em segmentos caulinares foi maximizada na auséncia de cinetina e
na presenca de 0,5 mg L™ de picloram. O 2,4-D n#o foi eficiente na indugéo de
calos em explantes foliares e caulinares de uvaieira.

" Comité Orientador: Renato Paiva — UFLA (Orientador)
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2 ABSTRACT

NASCIMENTO, Aline da Costa. Callus induction on leaf and nodal segments of
uvaieira. In: Uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess) micropropagation. 2006.
p.91 — 110. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.

The plants collect, in Brazil, achieve in a intense way and non
sustainable, driving to drastic reductions from the naturals populations of native
species. Among these species, insert the uvaieira, which at the culture technique
important tool for propagation of this specie, detaching the callus formation. The
proposal of this work was the callus attainment with leaf segments and calluses
of uvaieira. It’s applied as leaf explants segments originating from germinated
plants in vitro. For the studies of the effect in different combinations of picloram
(0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™) and kinetin (0,0; 0,1 mg L™), the explants were
inoculated in test tubes containing WPM medium, supplemented with 30,0 mg L
of sucrose and 1,5g L of activated coal. For the studies of the effect in different
combinations of 2,4-D (0,0; 1; 2; 3; 4; 5; 6; and 7 mg L'l), the explants were
inoculated in tests tubes containing medium MS, supplemented with 30,0 gL of
sucrose. After the inoculation, the explants remained in a growth room with
absence of light and on 60 days, the area’s percentage of the explants covered by
callus was evaluated. For the callus formation, is essential the presence of
picloram, not being observed the callus formation at the absence of growth
regulators. The interaction between picloram and cinetina have shown important
about the increase of calluses in leaf explants, they being the combination of 0,1
mg L, kinetin and 1,0 mg L™ of most effective picloram. The calluses in shoot
segments was maximized at the absence of kinetin and at the 0,5 mg L™
presence of picloram. The 2,4-D has not effective at the callus induction in leaf
explants and shoot segments of uvaieira.

“ Guidance Committee: Renato Paiva — UFLA (Adviser)
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3 INTRODUCAO

A coleta de plantas, no Brasil, realiza-se de forma intensa, desordenada e
ndo sustentavel. Essa realidade tem levado a redugdes drasticas das populacGes
naturais de espécies nativas. O Brasil, apesar de ser o pais com maior
diversidade biolégica vegetal do mundo, com mais de 55.000 espécies
catalogadas de um total estimado entre 350.000 e 550.000, pelo acelerado
processo de devastacdo dos ecossistemas tropicais tem comprometido a
preservacao de sua flora (Pereira, 2000).

Como ferramenta Unica e de grande potencial, a biotecnologia vem
despertando o interesse de diversas areas do conhecimento, tais como quimica,
bioguimica, botanica, genética e farmacologia. Dentre as técnicas mais
utilizadas, destacam-se as de cultura de tecidos.

Uma das metodologias de cultura de tecidos aplicada para a propagacao
in vitro é a calogénese. Calos sdo definidos como aglomerados de células
parenquimaticas ndo organizados, irregularmente diferenciados, que se
multiplicam desordenadamente e se desenvolvem em resposta a injdrias
quimicas ou fisicas, podendo diferenciar-se em tecidos e drgaos (Torres et al.,
1998).

Na cultura de calos distinguem-se trés fases: inducdo, divisdo e
diferenciacdo celular. Na fase de inducéo, as células preparam-se para a divisdo
e diferenciacdo celular. Na fase de inducdo, preparam-se para a divisdo, 0
metabolismo é ativado e as células permanecem com tamanho constante
(Aitchison et al., 1977).

Para a inducdo de calo, qualquer tecido pode ser utilizado como
explante. Segundo Pierik (1990), o crescimento e o desenvolvimento dessas
células podem ser influenciados pelo préprio material vegetal, pelo meio

nutritivo, acrescido ou ndo de reguladores de crescimento e por fatores externos,
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como luz e temperatura. Esses fatores agem acelerando, retardando ou mesmo
inibindo a proliferacédo celular e, consequentemente, a formacéo e o crescimento
do calo. Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior
proporcdo de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de
expressar a totipoténcia. Pierik (1990) ainda comenta que explantes oriundos de
tecidos jovens, ndo lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de tecidos
por possuirem alta capacidade de regeneracéo.

Desdiferenciacéo, indugéo e regeneracdo de plantas a partir de calos séo,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum
tempo. Espécies lenhosas, por exemplo, sdo mais dificeis de se propagarem in
vitro, comparadas a espécies herbaceas, por apresentarem maior variabilidade
genética, menor capacidade regenerativa dos tecidos, menor taxa de
multiplicacdo e maior concentracdo de fendis (Santana, 2003).

De acordo com Vietez & San-José (1996), muitas vezes € necessario o
suprimento exdgeno de reguladores de crescimento para a inducéo de calos. Essa
inducdo é regulada pela interacdo e balanco entre os reguladores sintéticos
fornecidos e os hormonios produzidos internamente pelo explante.

As auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultivo para a
inducdo de calos e, geralmente, dependendo da concentracdo, causam elongacéao
celular e expansdo ou divisdo celular. Em geral, com o uso de baixas
concentragcfes de auxinas, predomina a formacao de raizes adventicias, enquanto
que altas concentracGes induzem a formacéo de calos. A interacdo entre auxinas
e citocininas também € muito utilizada para a inducdo de calogénese (Gomes,
1999).

O balanco auxina/citocinina é, na maioria das vezes, determinante na
calogénese. Ozias-Akins & Vasil (1985) mencionam, no entanto, que citocininas
exdgenas nem sempre sdo necessarias e que muitos tecidos desenvolvem-se in

vitro apenas com suprimento de auxinas. A escolha dos compostos e a
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concentracdo necessaria dependem do tipo de crescimento ou do
desenvolvimento necessario, do nivel da auxina enddégena do explante, da
capacidade do tecido cultivado de sintetizar auxina naturalmente e da interagéo
entre a auxina sintética e da auxina enddgena (George, 1993). As principais
auxinas sdao acido 3-indolacético (AlA), acido naftalenoacético (ANA), &cido
indolbutirico (AIB), acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), &cido 4-amino-3,
5,6 tricloropicolinico (picloram), acido 4-clofenoxi acético (CPA) e 4cido
naftoxiacetico (NOA). Em muitas culturas de tecidos, em que o crescimento de
calos é normal, a adicdo de auxinas torna-se necessaria para 0 crescimento
continuo de tais calos. A quantidade de tecido caloso formado esta relacionada a
concentracdo de auxina aplicada, entretanto, altas concentracBes causam maior
desenvolvimento do tecido caloso (Devlin & Witham, 1983). Dentre o0s
reguladores de crescimento mais utilizados na inducdo de calos, destacam-se o
2,4-D, ANA, BAP e, mais recentemente, TDZ, picloram e cinetina.

O estabelecimento in vitro de espécies nativas, em funcdo de suas
caracteristicas peculiares, apresenta problemas, tais como a oxidagdo. Os danos
da oxidacao fendlica podem também ser reduzidos pelo cultivo em meio liquido,
no qual os produtos da oxidacdo se diluem, e pela auséncia de agar. O carvao
ativado apresenta cargas residuais, as quais sdo capazes de adsorver substancias
fendlicas evitando a oxidagdo dos explantes (Teixeira, 2006).

A formacdo de calos, normalmente, ocorre no escuro (Camargo et al.,
1999), considerando que a luz pode favorecer a producdo de compostos
fendlicos, os quais interferem na atividade do regulador de crescimento,
comprometendo a divisdo celular. Entretanto, ha relatos de algumas espécies em
que a formacdo de calos foi indiferente a luminosidade (Faria, 1996).

Espécies, como a uvaieira, tém, no cultivo de calos, um aliado para sua

propagacdo, uma vez que possibilita a sua propagacdo em massa. A obtencéo de
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calos, neste caso, pode ser o ponto de partida para futuros trabalhos de
regeneracgdo de plantas sadias.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de diferentes
concentracfes de combinacgdes de auxina/citocinina na inducdo e manutencgéo de
calos por meio de segmentos nodais e foliares de plantas cultivadas in vitro em

explantes de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess).
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Efeito do picloram e cinetina na inducéo de calos em explantes foliares e

caulinares de uvaieira cultivados em meio WPM

Segmentos foliares com 1,0 cm?, contendo a regido da nervura central e
oriundos de plantulas obtidas por meio da germinacéo in vitro, foram inoculados
em tubos de ensaio contendo o meio de cultura WPM, suplementado com
picloram (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L™) e cinetina (0,0; 0,1 mg L™), 3% de sacarose
e 1,59 L™ de carvéo ativado. O meio foi solidificado com 0,7% de &gar e seu pH
foi corrigido para 5,7, antes da autoclavagem.

Para o experimento de indugcdo de calos em explantes caulinares,
segmentos caulinares com aproximadamente 1cm, oriundos de plantulas obtidas
por meio da germinacdo in vitro, foram inoculados em tubos de ensaio contendo
0 meio de cultura WPM, suplementado com a auxina picloram (0,0; 0,5; 1,0 e
2,0 mg L) e a citocinina cinetina (0,0; 0,1 mg L™), 3% de sacarose e 1,5g/L™ de
carvdo ativado. O meio foi solidificado com 0,7% de &gar e seu pH foi corrigido
para 5,7, antes da autoclavagem.

Foram efetuados cortes nas superficies adaxial e abaxial dos explantes,
sendo a incubacéo realizada no escuro e em temperatura de 25+2°C.

A avaliacdo foi feita 60 dias apds a inoculagdo, observando-se a

porcentagem da &rea dos explantes coberta por calos nos diferentes tratamentos.
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Foram atribuidas notas de acordo com a porcentagem da area dos explantes
coberta por calos, sendo O (zero) correspondente a auséncia de calos, nota 1
quando até 50% do explante encontrava-se coberto por calos, nota 2 quando de
50% a 100% do explante estava coberto por calos e nota 3 quando mais de 100%
do explante encontrava-se coberto por calos.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com dez repeti¢des
por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo
um explante.

A comparacéo dos dados foi realizada com a utilizagdo do teste Kruskal-

Wallis, a 5% de significancia.

4.2 Efeito do 2,4-D na inducéo de calos em explantes foliares e caulinares de

uvaieira cultivados em meio MS

Segmentos foliares com 1,0 cm?, contendo a regido da nervura central e
oriundos de plantulas obtidas por meio da germinacao in vitro, foram inoculados
em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS, suplementado com 2,4-D (0;
1;2;3;4;5,6e7mg L'l) e 3% de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7%
de agar e seu pH foi corrigido para 5,7, antes da autoclavagem.

Para o experimento de inducdo de calos em explantes caulinares,
segmentos caulinares com aproximadamente 1cm, oriundos de plantulas obtidas
por meio da germinag&o in vitro, foram inoculados em tubos de ensaio contendo
0 meio de cultura MS, suplementado com 2,4-D (0; 1:2;3;4:5;6e7mgL™) e
3% de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de 4gar e seu pH foi
corrigido para 5,7, antes da autoclavagem.

Foram efetuados cortes nas superficies adaxial e abaxial dos explantes,

sendo a incubacao realizada no escuro e em temperatura de 25+2°C.
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A avaliacdo foi feita 60 dias apds a inoculacdo, observando-se a
porcentagem da area dos explantes coberta por calos nos diferentes tratamentos.

Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, com dez repeticGes
por tratamento, sendo cada repeticdo composta por um tubo de ensaio contendo

um explante.
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito do picloram e cinetina na inducao de calos em explantes foliares

de uvaieira

A porcentagem de area dos explantes foliares coberta por calos
comportou-se de forma diferenciada nos tratamentos utilizados, demonstrando a

significancia destes de acordo com as médias (Figura 1).
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FIGURA 1. Teste de Kruskal Wallis para a porcentagem de area dos explantes
foliares de uvaieira coberta por calos de acordo com os efeitos de
picloram + cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Na auséncia do regulador de crescimento picloram ndo houve formacéao
de calos nos explantes foliares de uvaieira, mesmo na presenca de cinetina. Este
resultado corrobora com estudos realizados por Deccetti (2000), que reportam a
auséncia de calos em Annona glabra, quando a auxina ndo estava presente.
Também concordam com os resultados dos estudos realizados por Soares (2005)
gue ndo obteve calogénese em explantes foliares de Hancornia speciosa na
auséncia da auxina 2,4-D. Da mesma maneira, Vietez & San-José (1996)
também ndo observaram a formacéo de calos em explantes de Fagus silvatica,
quando BAP foi utilizada isoladamente no meio de cultura. Resultado contrario
foi encontrado por Cordeiro (1999) que obteve maior calogénese utilizando
explantes foliares de Coffea arabica, induzidos apenas com BAP.

Grattapaglia & Machado (1998) relatam que as auxinas tendem a
estimular a formacdo de calos, mesmo em baixas concentracGes. Este
fitorregulador apresenta efeito no metabolismo do RNA, induzindo a transcri¢do
de RNAs mensageiros capazes de codificar proteinas requisitadas para o
crescimento e que podem induzir a proliferagdo celular desordenada, ou seja, a
formacdo de calos (George, 1996). A inducdo de calos na auséncia desse
regulador, como os obtidos em Coffea arabica, pode ser decorrente da elevada
concentracdo de auxinas naturais no tecido utilizado como explante.

A interacdo entre picloram e cinetina mostrou-se importante no aumento
da calogénese, proporcionando maiores percentagens de area foliar coberta por
calos quando submetidos & combinagéo de 0,1 mg L™ de cinetinae 1,0 mg L™ de
picloram. Pasqual (2000) menciona resultados positivos da adi¢do de citocinina
ao meio de cultura para a inducdo de calo embriogénico, confirmando que a
formacdo de calos observada no presente experimento, provavelmente, foi
favorecida pelo efeito sinergético entre os fitorreguladores, favorecendo um

incremento da divisao celular.
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Cunha & Ferreira (1996), Gomes (1999) e Soares (2005) observaram
também a necessidade de interacdo entre auxina e citocinina para uma eficiente
inducdo de calos em explantes de Maclura tinctoria, Linum usitatissimum L. e
Hancornia speciosa G., respectivamente. O aspecto visual dos calos formados

em explantes foliares de uvaieira pode ser visualizado na Figura 2.
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FIGURA 2. Aspecto visual dos calos formados em explantes foliares de
uvaieira cultivados em meio WPM na presenca de picloram
+ cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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5.2 Efeito do picloram e cinetina na indugdo de calos em explantes

caulinares de uvaieira

A porcentagem de area dos explantes caulinares coberta por calos
comportou-se de forma diferenciada nos tratamentos utilizados, demonstrando a

significancia destes, de acordo com as médias (Figura 3).
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FIGURA 3. Teste de Kruskal Wallis para a porcentagem de area dos explantes
caulinares de uvaieira coberta por calos de acordo com os efeitos
de picloram + cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Na auséncia dos reguladores de crescimento testados, ndo foi observada a
formacdo de calos, corroborando com a idéia de que Eugenia pyriformis é
dependente da adicdo externa de reguladores de crescimento capazes de

promover um balango interno auxina/citocinina favoravel a calogénese.
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Ferreira (2006), trabalhando com a figueira cultivar Roxo de Valinhos,
também relatou a formacdo de calos em segmentos caulinares apenas nos
tratamentos que continham auxinas.

A interacdo entre picloram e cinetina ndo teve feito significativo no
aumento da calogénese, uma vez que as maiores percentagens da area do
explante caulinar coberta por calos foi encontrada na auséncia de cinetina e
presenca de 0,5 mg L™ de picloram. Resultados similares foram observados por
Santos (2001) que, utilizando também as auxinas 2,4-D e AIB, em um
experimento de inducdo de calos em explantes foliares de cafeeiro (Coffea
arabica e Coffea canephora), observou que a interacdo entre esses reguladores
de crescimento ndo influenciou nos resultados. Neste caso, a producdo méxima
de calos obtida foi com apenas 1,0 mg L de 2,4-D, para as cultivares Rubi e
Topazio e com 0,5 mg L™ de 2,4-D, para a cultivar Apoatd. Também Duskova &
Dusek (1995) observaram maior formacdo de calos em explantes foliares de
Leuzea carthamoides DC. inoculados somente na presenca de AIB (0,5 mg L™).

Contrariamente a este resultado, a influéncia positiva da relacdo
auxina/citocinina foi verificada por Santos et al. (2000), em ensaios envolvendo
calogénese em diversos cultivares de cafeeiro. De modo similar, Maciel (2001),
em estudos de calogénese em explantes caulinares de cafeeiro testando
diferentes concentracdes de 2,4-D e 2,0 mg.L'1 de cinetina, também verificou
maior formacdo de calos primarios nodulares & medida que se aumentou a
concentracdo de auxina. Cunha & Ferreira (1996) e Gomes (1999) observaram
também a necessidade de interagdo entre auxina e citocinina para uma eficiente
inducdo de calos em explantes de Maclura tinctoria e Linum usitatissimum L.,
respectivamente.

As auxinas sdo indispensaveis a formacdo de calos, uma vez que sdo

responsaveis pelo inicio da divisdo celular e pelo controle dos processos de
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crescimento e alongamento celular (Taiz & Zeiger, 2004). Além disso, as
citocininas também sdo necessarias para a divisdo celular das plantas.

Santana (2003) obteve resultados contrarios ao deste trabalho. Utilizando
altas concentragdes da citocinina TDZ e na auséncia de auxina, a calogénese foi
alta nas duas espécies estudadas, Anona glabra e Anona bahiensis.

Estes resultados corroboram com outros descritos na literatura em que,
para inducdo de calogénese, ha necessidade de um fator fisico (ferimento) e um
quimico (regulador de crescimento), uma vez que, raramente, os fitormonios
(enddgenos) no explante sdo suficientes para induzir a formacao de calos.

O aspecto visual dos calos formados em explantes caulinares de uvaieira
pode ser visualizado na Figura 4.

FIGURA 4. Aspecto visual dos calos formados em explantes caulinares de
uvaieira cultivados em meio WPM, na presenca de picloram +
cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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5.3 Efeito do 2,4-D na inducéo de calos em explantes foliares e caulinares de

uvaieira

Apesar de ser amplamente conhecida a utilizacdo do 2,4-D na indugéo e
no desenvolvimento de calos em explantes caulinares e foliares de varias
espécies, este regulador de crescimento ndo foi efetivo, nas concentracdes
testadas, na inducdo de calos em explantes caulinares e foliares de uvaieira.
Assim, aos 60 dias de cultivo, ndo foi observada a formacdo de calos em
explantes inoculados na presenca de 2,4-D.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o 2,4-D tende a estimular a
formacdo de calos, mesmo em baixas concentracGes. Este fitorregulador
apresenta efeito no metabolismo do RNA, induzindo a transcricdo de RNAs
mensageiros capazes de codificar proteinas requisitadas para o crescimento e
que podem induzir a proliferacdo celular desordenada, ou seja, a formacéo de
calos (George, 1996). A inducdo de calos na auséncia desse regulador, como 0s
obtidos em Coffea arabica, pode ser decorrente da elevada concentracdo de
auxinas naturais no tecido utilizado como explante.

Em seus trabalhos com cagaiteira (Eugenia dysenterica), espécie
pertencente a familia Myrtaceae, Martinotto (2004) também ndo obteve
calogénese em explantes foliares, atribuindo tal fato a um possivel balanco
auxina/citocinina desfavoravel para o desenvolvimento de calos. Mas, este
mesmo autor, ao induzir calos em explantes caulinares na presenca de 2,4-D,
obteve valores maximos de percentagem de area do explante coberta por calos
na presenca de 3,0 mg L™, tendo concentracdes superiores a esta ocasionado
uma reducdo na percentagem de &rea do explante coberta por calos.

Vérios autores relatam a obtencdo de calogénese, tanto em explantes
foliares quanto em explantes caulinares, na presenca de 2,4-D. Santos (2001)

obteve calogénese em explantes foliares de salix (Salix humboldtiana) nas
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concentracbes de 2,4-D testadas, mas observou também que concentracdes
superiores a 6,0 mg L™ ocasionaram a diminuic&o da percentagem de formagéo
de calos. Para copaiba (Copaifera langsdorffii), Azevedo (2003) somente obteve
calogénese utilizando 2,0 mg L™ de 2,4-D + 1,0 mg L™ de BAP. Também os
resultados dos estudos realizados por Soares (2005) demonstraram a necessidade
do uso de 2,4-D para a inducdo de calos em explantes foliares e caulianres de

Hancornia speciosa.

6 CONCLUSOES

E essencial a presenca de picloram para a formagao de calos em explantes
caulinares e foliares de uvaieira.

N&o foram observadas formacdes de calos na auséncia de reguladores de
crescimento, comprovando a necessidade da adi¢do exdgena dos mesmos.

A interacdo entre picloram e cinetina € importante no aumento da
calogénese em explantes foliares, sendo a combinacéo de 0,1 mg L™ de cinetina
e 1,0 mg L™ de picloram mais efetiva.

A calogénese em segmentos caulinares € maximizada na auséncia de
cinetina e na presenca de 0,5 mg L™ de picloram.

O 2,4-D ndo foi eficiente na inducdo de calos em explantes foliares e

caulinares de uvaieira.
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