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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de germinagdo in vitro de
sementes de guavira (Campomanesia adamantium) e a partir de plantulas germinadas in vitro
avaliar a capacidade de multiplicacdo. Os experimentos foram desenvolvidos nos
Laboratorios da Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais, da Universidade Federal da
Grande Dourados, Dourados — MS. Para atingir os objetivos propostos foram realizados dois
experimentos. No primeiro experimento avaliou-se o efeito de cinco concentragdes de 4cido
giberélico (GA3), 0 - controle; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg L' na germinagdo in vitro de guavira. As
variaveis analisadas foram: porcentagem de germinagdo, comprimento médio da parte aérea,
comprimento médio da raiz principal e nimero médio de folhas. No segundo experimento
avaliou-se o efeito de TDZ (5,0 uM), ANA (1,0 uM) e a combina¢do dos mesmos nas
respectivas concentragdes, na multiplicagdo in vitro de guavira, utilizando como explantes
segmentos nodais com 2 gemas laterais. As varidveis analisadas foram: nimero médio de
brotacdes, comprimento das brotacdes, nimero de gemas por brotagdo, taxa de multiplicagdo
e porcentagem de explantes oxidados. Concluiu-se que na germinacdo in vitro de guavira o
uso de 1,0 mg L de GA3 promove 100% de germinagdo. Por outro lado, quanto maior a
concentragdo de GA; utilizada, maior o comprimento de parte aérea. Para as demais variaveis,
comprimento médio da raiz principal e nimero médio de folhas, ndo foram observados efeitos
significativos entre as concentragdes de GAj; testadas. Com relacdo ao efeito de diferentes
reguladores na multiplicagdo in vitro de guavira concluiu-se que o uso de TDZ aumenta o
comprimento das brotagdes, o nimero de gemas por brotacdes e a taxa de multiplicagdo dos
explantes, se comparado ao tratamento com a combinacdo dos reguladores TDZ e ANA.
Quanto ao nimero de brotagdes e oxida¢do dos explantes, os dados obtidos ndo diferiram
estatisticamente entre os tratamentos.
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INTRODUCAO

O Cerrado possui imensa variedade de fruteiras nativas e muitas das quais ja
pertencem ao mercado consumidor, estando presentes no habito alimenticio da populagdo
brasileira (SOUZA, 2000). Dentre estas, destaca-se a Campomanesia adamantium, conhecida
popularmente como guavira, pertence a familia Myrtaceae, sendo de grande abundancia no
estado do Mato Grosso do Sul, principalmente em regides de Cerrado. Esta espécie possui
propriedades medicinais, encontradas em suas folhas e frutos, como agdo anti-inflamatoria,
antisséptica das vias urindrias, entre outros (RODRIGUES e CARVALHO, 2001). Apresenta
quantidades satisfatorias de calcio, zinco, ferro e fibras, e ainda, baixo teor energético (SILVA
et al, 2008). Os frutos de guavira sdo suculentos, acidos e levemente adocicados, permitindo
sua utilizacdo in natura, ou em industrias, como em fabrica de alimentos e de bebidas
(VALLILO et al, 2006). As caracteristicas dos frutos e sementes de C. adamantium a tornam
uma espécie potencial para a selecdo de materiais promissores para fins de melhoramento
(OLIVEIRA et al., 2011) no entanto, apresenta dificil propagacdo devido suas sementes
serem recalcitrantes, ou seja, perdem rapidamente seu poder germinativo quando
armazenadas. De acordo com Dresch et al. (2012) as sementes recém processadas de C.
adamantium apresentam maior germinagcdo e vigor em relacdo as sementes secas €
armazenadas. Assim uma maneira de minimizar a estes entraves ¢ a aplicagdo de técnicas de
cultura de tecidos. O cultivo in vitro permite a propagagdo de diferentes espécies, porém a
aplicagdo destas técnicas em frutiferas nativas do Cerrado ainda sdo estudos pioneiros, pois
essas plantas ainda se encontram em estado selvagem e possuem uma grande variabilidade
genética (ALMEIDA, 2009; LEDO et al., 2007).

A germinagdo esta envolvida no processo de crescimento do embrido, seguido do
rompimento do tegumento pela radicula, permitindo originar uma plantula saudavel, sob
condi¢des ambientais favoraveis (NEVES et al., 2009). Todavia ha espécies que possuem
dorméncia, diminuindo o percentual germinativo de sementes. Este fendmeno pode ser
favoravel para a garantia de sobrevivéncia dependendo das condigdes ambientais adversas,
possibilitando a semente se desenvolver somente em condi¢des favoraveis, permanecendo em
estado de preservacdo por um periodo de tempo. Pode também ser desfavoravel, quando ¢
desejado que ocorra a germinagdo em curto espaco de tempo, possibilitando a producdo de
mudas uniformes (DUTRA et al, 2010). A superacdo da dorméncia e uniformizagdo da
germinacgdo pode ser obtida pela utilizagdo de fitorreguladores no processo de cultivo in vitro,

aos quais propiciam acelerar e melhorar a germinagdo de sementes, bem como promover o



crescimento das plantulas. Fatores como equilibrio entre hormonios, promotores e inibidores
de crescimento na semente, exercem-se imprescindiveis no processo germinativo. Os
hormonios que possuem largo espectro de atuacdo nas sementes sdo as giberelinas, que
possuem capacidade promotora em uma série de processos do desenvolvimento vegetal,
incluindo a germinagdo de sementes, alongamento de haste, indugdo de florescimento,
desenvolvimento de anteras e sementes e crescimento do pericarpo (TAIZ e ZEIGER, 2008).

A germinagdo in vitro permite os demais estagios da micropropagagdo, como a
multiplicacdo in vitro, cujo objetivo ¢ a producdo de mudas em maior quantidade possivel
com o minimo de tempo. Aliado a isto, a obtencdo de altas taxas de multiplicagdo deve
garantir qualidade e homogeneidade das plantulas produzidas, pois a fase seguinte de
enraizamento ¢ dependente deste fator (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Apesar das sementes de guavira serem tidas como recalcitrantes, comprometendo sua
longevidade e viabilidade, a germinacdo in vitro da espécie Campomanesia adamantium foi
um método utilizado como alternativa para a obtencdo de plantulas saudaveis e com
caracteristicas fitossanitarias adequadas. Uma vez que o estabelecimento in vitro desta planta
ndo estava sendo viavel, devido elevada percentual de contaminacdo endogena da espécie. E
assim permitir o desenvolvimento de trabalhos visando a multiplicagdo in vitro. Dessa
maneira, o presente trabalho objetivou avaliar o efeito do acido giberélico (GA3) em
diferentes concentracdes visando a superacdo de dorméncia de sementes de guavira durante a
germinacdo in vitro e avaliar o efeito de diferentes tipos de reguladores 5,0 uM de TDZ
(thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) e 1,0 uM de ANA (4cido naftaleno acético)
isolados ou combinados entre si na multiplicagdo in vitro de explantes nodais de guavira

provenientes de plantulas obtidas via germinacao in vitro.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi obtido a partir de frutos e planta de guavira, Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg, cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Agrarias (FCA) da UFGD. Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratorios
de Botanica e Multiuso, da Faculdade de Ciéncias Biologicas ¢ Ambientais, da Universidade
Federal da Grande Dourados, Dourados — MS, no periodo de agosto de 2013 a junho de 2014.

Este trabalho foi dividido em dois experimentos conforme descritos a seguir.



Experimento 1: Efeito de diferentes concentracdoes de acido giberélico (GA3) na
germinacio in vitro de sementes de guavira

Neste experimento estudou-se o efeito de diferentes concentragdes de acido giberélico
(GA3), sendo estas 0 — controle, sem regulador de crescimento, 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg L
totalizando cinco tratamentos. Cada tratamento foi constituido de quatro repeticdes e cada
repeticdo composta de trés frascos de cultivo com sete sementes cada. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado.

Para o desenvolvimento deste experimento foram utilizadas sementes de guavira
(Campomanesia adamantium). Logo apos a coleta dos frutos, as sementes foram retiradas e
lavadas em dgua corrente, seguida do processo de esteriliza¢ao superficial em camara de fluxo
laminar. Para a esterilizagdo superficial, as sementes foram imersas em alcool 70% por 1
minuto, seguido da imersdo em hipoclorito de sédio a 2,5% por cinco minutos. Apos os
procedimentos de assepsia, as sementes foram lavadas em &gua estéril por trés vezes e
inoculadas em meio de cultivo conforme tratamento.

O meio de cultivo utilizado foi o MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962) suplementado
com GA; conforme tratamento, 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol ¢ 6 g L™ de
agar, sendo o pH ajustado em 5,8. Apo6s a distribui¢do nos frascos de cultivo contendo 30 mL
de meio, estes foram autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Ap0s a inoculagdo das sementes, os frascos de cultivo foram transferidos para camara
de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, submetidos a um periodo de escuro de 15 dias e
apos este periodo, mantidos sob luminosidade com densidade de fluxo de fotons de 45 umol
m~ s e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 45 dias de germinagdo foram avaliadas as variaveis numéricas: porcentagem de
germinagdo, comprimento médio da parte aérea (cm), comprimento médio da raiz principal
(cm) e nimero médio de folhas.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas por
regressao polinomial, com o uso do programa estatistico Winstat (MACHADO et al., 1999).
Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz quadrada de x e

os dados obtidos em numeros foram transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

Experimento 2: Multiplicacio in vitro de guavira a partir de plintulas germinadas in
vitro
O material vegetal utilizado foi obtido de plantulas de guavira previamente

germinadas in vitro. Para a realizagdo do experimento foram utilizados explantes caulinares



com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, contendo duas gemas laterais. Os tratamentos
consistiram no uso de dois reguladores de crescimento em concentragdes fixas, 5,0 uM de
TDZ - thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia) e 1,0 uM de ANA (&cido naftaleno
acético) ¢ a combinagdao dos mesmos (TDZ+ANA, nas referidas concentragdes), totalizando
trés tratamentos. Cada tratamento foi constituido de cinco repeti¢des, sendo cada repeti¢do
composta por um frasco de cultivo contendo cinco explantes. O delineamento experimental
foi inteiramente casualizado.

Utilizou-se como meio de cultura o MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), acrescido
de 30 g L de sacarose, 100 mg L™ de inositol ¢ 6 g L™ de 4gar, pH 5,8 e suplementado com
os reguladores de crescimento de acordo com cada tratamento. O meio de cultura foi
distribuido em frascos de cultivo e autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Ap0s a preparacdao dos explantes e inoculagdo, os frascos de cultivo foram mantidos
no escuro por um periodo de 7 dias em cdmara de crescimento com temperatura de 25 -/+ 2°C
e apos este periodo mantidos sob luminosidade de 45 pmol m™ s™ e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 56 dias de cultivo foram avaliadas as variaveis numéricas: nimero médio de
brotagdes, comprimento médio das brotagdes (cm), nimero medo de gemas por brotacdo, taxa
de multiplicacdo e porcentagem de explantes oxidados.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade de erro, com o uso do programa estatistico Winstat
(MACHADO et al., 1999). Para a analise, os dados obtidos foram transformados em raiz
quadrada de X + 0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Germinacdo in vitro de sementes de guavira (Campomanesia
adamantium)

Durante a germinagdo in vitro das sementes de guavira (Figura 1) observou-se que
adicdo de GAs no meio de cultura, independentemente da concentracio testada, aumenta em
aproximadamente 10% o percentual de germinacdo se comparado ao controle. Dentre as
concentracdes testadas de GAsz destaca-se como concentragdo ideal, o uso de 1,0 mg L™, pois

nesta concentracgao verificou-se 100% de germinagao.
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo in vitro de guavira (Campomanesia adamantium)
utilizando diferentes concentragdes de acido giberélico (GA3) aos 45 dias apds inoculagao.

Resultados semelhantes de germinagdo, foram obtidos por Scalon et al. (2006) em
sementes de guavira semeadas em até trés dias apds a retirada das mesmas dos frutos. Os
mesmos autores obtiveram valor maximo de germinagdo (100%), em sementes germinadas
em incubadora do tipo BOD, com temperatura controlada de 30°C e luz constante. As
sementes de guavira, de acordo com Melchior et al. (2006), ndo suportam armazenamento a
baixas temperaturas e sdo intolerantes a dessecagdo, sendo consideradas recalcitrantes. Neste
sentido, a perda do poder germinativo das sementes de guavira limita a propagacdo sexuada
da espécie (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al., 2006; SCALON et al., 2009). Desta
forma, os resultados obtidos neste experimento sugerem que o acido giberélico pode ser
utilizado como uma alternativa vidvel na germinacdo das sementes de guavira. O efeito
indutor de germinagdo do acido giberélico ¢ de amplo conhecimento, uma vez que, 0 mesmo
estimula a biossintese de enzimas como a o amilase que ¢ fundamental na degrada¢dao do
amido, promovendo germina¢ao mais rapida e uniforme (LIMA et al., 2009).

Observou-se um aumento linear no comprimento da parte aérea concomitante com o
aumento da concentragdo de GAj adicionado ao meio de cultivo (Figura 2), verificando-se
maior comprimento da parte aérea com o uso de 4,0 mg L™ de GAs. Simdes et al. (2012)
estudaram o efeito das mesmas concentragdes testadas neste experimento durante a

germinagdo in vitro de pimenta longa (Piper hispidinervum) e ao contrario do deste



experimento, verificaram que o comprimento da parte aérea foi maior na menor concentragao
estudada, 1,0 mg L de AGs. A atuagdo benéfica de GA; sobre o comprimento da parte area
vegetal também foi verificado por Soares et al. (2012), em Dendrobium nobile Lindl. Os
mesmos autores também observaram uma correlagdo da altura das plantas que aumentaram
linearmente com o aumento da concentragdo do regulador. De acordo com Santos et al.
(2013), o uso de giberelinas pode inibir ou minimizar o impacto de fatores adversos na
qualidade e desempenho das sementes, além de acelerar a velocidade de emergéncia e auxiliar
no desenvolvimento das plantulas. O papel das giberelinas no alongamento e divisdo celular ¢
de conhecimento comum e segundo Taiz e Zeiger (2008) seu efeito fisiolégico ¢ demonstrado
pelo aumento do comprimento e do niimero de células em resposta a aplicagdo deste

fitorregulador.
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Figura 2. Comprimento médio da parte aérea de plantulas de guavira (Campomanesia
adamantium) germinadas in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico
(GAs3) aos 45 dias apos inoculagao.

O uso de diferentes concentragdes de 4cido giberélico ndo influenciaram no
comprimento da raiz principal (Figura 3), sendo observada uma média geral de 1,8 cm. A
atuacdo das giberelinas na resposta de muitos 6rgdos da planta ¢ dependente da espécie, do
estagio de desenvolvimento, da concentracdo e da interagdo de varios fatores. De acordo com
Lima et al. (2009), na maioria das espécies o uso de giberelinas favorece o alongamento

celular e estimula a raiz primdria a romper os tecidos que restringem seu crescimento. No



entanto, como observado neste experimento, o uso de diferentes concentracdes de GA3; ndo
influenciou no crescimento de raiz. De acordo com o trabalho de Torres et al. (2013) com
Capsicum frutescens também ndo ocorreram alteracdes notdveis da ag¢do hormonal na
crescimento radicular das plantulas, pois o tratamento controle e os tratamentos com adi¢@o
de giberelina apresentaram resultados semelhantes. Durante a germinagao in vitro de pimenta
longa (Piper hispidinervum) utilizando as mesmas concentragdes de GAj testadas neste
experimento, Simdes et al. (2012) verificaram uma reducdo de forma acentuada do

comprimento da raiz.
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Figura 3. Comprimento médio da raiz principal de plantulas de guavira (Campomanesia
adamantium) germinadas in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico
(GA3) aos 45 dias apos inoculagao.

Semelhante aos resultados verificados no comprimento médio da raiz, para o niimero
de folhas por plantula o uso de diferentes concentracdes de acido giberélico testadas neste
experimento ndo exercem influéncia sobre esta variavel (Figura 4). Em plantas
micropropagadas de porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’, durante o processo de
aclimatizagdo, Machado et al. (2005) estudaram o efeito da aplicacdo de diferentes
concentragdes de giberelinas por aspersdo e observaram que o numero de folhas foi afetado
pela aplicacdo de GA;. De acordo com os mesmo autores, o acido giberélico por ser um
indutor da superacdo de dorméncia de gemas, proporcionou o maior niimero de folhas nas
plantas, resultado do desenvolvimento da gema apical. Podem ser incluidas varias hipdteses

para a resposta demonstrada quanto a quantidade de folhas presentes nas plantulas, como a



ineficiéncia hormonal a estas concentrac¢des, impedindo o maior desenvolvimento de numero
foliar, ou mesmo a espécie vegetal estudada ndo responder de forma eficaz ao fitorregulador.
Uma vez que demais trabalhos demonstraram éxito da giberelina hd altas ou baixas
concentragdes, de acordo com a espécie vegetal estudada.
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Figura 4. Numero médio de folhas por plantula de guavira (Campomanesia adamantium)
germinadas in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico (GA3) aos 45 dias
apos inoculagao.

Quanto ao aspecto geral das plantulas (Figura 5), sementes germinadas na presenga de

GA;3; desenvolveram plantas mais alongadas e com folhas mais desenvolvidas quando

comparados aqueles provenientes de sementes germinadas na auséncia de regulador.
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Figura 5. Aspecto geral das pléntlas de guavira (Campomanesia adamantium) germihadas‘
in vitro utilizando diferentes concentragcdes de acido giberélico (GAs), aos 45 dias apds
inoculagao.



Experimento 2: Multiplicacio in vitro de guavira

Observou-se diferengas significativas entre os tratamentos no comprimento das
brotagdes. Explantes cultivados em meio suplementado com TDZ ou em meio com ANA
apresentaram brotagdes com comprimento médio de 0,73 e 0,63 cm, respectivamente, valores
superiores e significativamente distintos quando comparado aos dados obtidos nos explantes
crescidos em meio suplementado com a combina¢do dos dois reguladores (0,19 cm). O efeito
positivo do uso de TDZ ou ANA também foi observado no niimero de gemas por explantes e
como consequéncia, também na taxa de multiplicacdo (Tabela 3). Por outro lado, o nimero de
brotagdes por explantes e o percentual de oxidacdo dos mesmos, ndo diferiram
estatisticamente entre os tratamentos (Tabela 3). A porcentagem de explantes oxidados foi
consideravelmente reduzida, observando-se maior oxidagdo (36%) nos explantes cultivados
em meio contendo TDZ e menor oxidacao (8%) nos explantes cultivados em meio contendo a

associacdo dos reguladores TDZ e ANA.

Tabela 1. Efeito de diferentes reguladores de crescimento na multiplicagdo in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) utilizando como explantes segmentos nodais aos 45 dias de
cultivo.

Regulador (uM) Numero de Comprimento das Numero de gemas Taxa de Explantes
brotagdes brotacgdes (cm) por brotacio multiplicacido oxidados (%)

TDZ (5,0) 1,52 a* 0,73 a 6,32 a 3,16 a 36 a

ANA (1,0) 1,25 a 0,63 a 5,28 a 2,66 a 16 a

TDZ+ANA (5,0+1,0) 1,01 a 0,19b 242b 1,21b 8,0a

*Médias seguidas por letras iguais minusculas na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade de erro.

Resultados semelhantes aos obtidos neste experimento, foram obtidos por Gutiérrez et
al. (2011) na regeneragdo in vitro via organogénese direta de Bauhinia cheilantha, onde os
autores testaram dois tipos de explantes, nodais e cotiledonares de plantulas emergidas in
vitro e a adicdo de trés diferentes citocininas, 6-benzilaminopurina (BAP), thidiazuron (TDZ)
e cinetina (KIN) ao meio de cultivo e observaram que em segmentos nodais 0 maior nimero
de brotagdes (4,3) foi obtido em meio de cultura suplementado com 1,0 mg L de TDZ,
formando 1,6 vezes mais brotos que a maior média observada em segmento cotiledonar (2,6).
Em Peltophorum dubium, Candido (2013) estudou o efeito de diferentes citocininas, BAP,
TDZ, KIN e 2iP (isopenteniladenina), isoladas, combinadas entre si € em combinag¢do com o
acido naftaleno acético (ANA) e observou que quando se utiliza o0 TDZ no meio de cultura

para evitar a senescéncia durante a multiplicagcdo, o uso de ANA ¢ dispensavel. No entanto, o



mesmo autor observou que o uso de ANA ¢ dependente do tipo de citocinina utilizada, pois,
no caso de 2iP, a combinacdo com ANA contribui para a redu¢do do niimero de folhas
senescentes. Em concordancia com os resultados obtidos por Gutiérrez et al. (2011), os
resultados obtidos neste experimento corroboram com o fato de que o uso de ANA em
associacdo ao TDZ ndo se faz necessario, uma vez que os resultados foram inferiores no
tratamento com a combina¢do dos mesmos, sendo o TDZ suficiente para promover maior
comprimento das brotagdes, o nimero de gemas e a taxa de multiplicagao.

Quanto ao aspecto geral das brotacdes (Figura 6), explantes inoculados em meio
contendo TDZ ou ANA apresentam brotagdes mais desenvolvidas se comparados aqueles

crescidos em meio suplementado com a combinagdo de ambos os reguladores.

Figura 6. Aspecto geral das brotagdes de guavira (Campomanesia adamantium) aos 45 dias
de multiplicagdo in vitro cultivados em meio MS com diferentes reguladores de crescimento.

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados conclui-se que:

e O uso do 4cido giberélico durante a germinagdo in vitro de sementes de guavira,
independentemente das concentragdes testadas aumentam o percentual de germinagao.
O uso de 1,0 mg L™ acido giberélico ¢ suficiente para promover 100% de germinagio,
enquanto que o uso de 4,0 mg L™ aumenta substancialmente o comprimento de parte
aérea. O uso de GA3 nas concentracdes estudadas ndo alteraram o comprimento da
raiz principal e nimero de folhas por plantulas.

e Para a multiplicacdo in vitro de guavira, o uso de TDZ aumenta o comprimento das

brotagdes, o numero de gemas e a taxa de multiplicacao.
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