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RESUMO

Cultivo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) e de cambucizeiro

(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum)

A Dbiodiversidade brasileira € uma das mais ricas do mundo, apresentando, nos
diferentes biomas que compde sua flora, diversas espécies frutiferas com grande valor de
exploracdo comercial. A Mata Atlantica, terceiro maior bioma do pais, € considerada um
hotspot mundial de conservacao e diversidade biolégica, contendo um grande nimero de frutas
nativas, entre elas, espécies da familia Myrtaceae, a exemplo da cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) e do cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum).
Essas espécies apresentam grande potencial para uso comercial, além de extrema importancia
ao reflorestamento e arborizagcdo urbana. A cerejeira-do-Rio-Grande e o cambucizeiro
produzem frutos de alta riqueza nutricional, podendo serem comercializados in natura ou
processados, contribuindo com a diversificacdo de producdo de fruticultores brasileiros. A
multiplicacdo comercial dessas fruteiras é realizada por sementes, e ¢ dificultada devido ao
baixo potencial de armazenamento das sementes. Os métodos convencionais de multiplicacéo
assexual em ambas fruteiras sdo ineficientes, e estudos visando as suas otimizacdes sdo
escassos. A micropropagacdo, multiplicacdo de plantas através de técnicas de cultivo in vitro,
vem a ser uma alternativa na producéo de mudas comerciais em larga escala dessas fruteiras.
Frente ao exposto, buscou-se, com a realizacdo desse trabalho, estabelecer protocolos de
germinacdao e multiplicacdo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande utilizando-se de explantes
nodais advindos de plantulas germinadas em condicbes assépticas e avaliar os diferentes
processos e componentes do meio de cultura para estabelecimento e multiplicacdo in vitro de
explantes nodais e foliares de cerejeira-do-Rio-Grande e de cambucizeiro, provenientes de
plantas cultivadas em estufa. As melhores condi¢cdes de germinacdo e desenvolvimento das
plantulas de cerejeira-do-Rio-Grande sédo quando cultivadas em meio MS suplementado com
15 g L de sacarose, a partir de sementes sem tegumento, e cultivadas no escuro; na indugio
de brotacéo é indicado o uso de 2,5 mg L™ de 6-benzilaminopurina (BAP) em meio de cultura
JADS; no subcultivo os melhores resultados foram obtidos pela adi¢do de 1,0 a 2,5 mg L™ de
BAP; finalmente, € possivel se obter altas taxas de enraizamento das brotagdes quando
utilizados os meios de cultura WPM, ¥2 WPM, ¥4 WPM e JADS sem adicdo de reguladores. A
aclimatizacdo das mudas propagadas € obtida pelo uso de substrato comercial (a base de casca
de pinus, turfa e vermiculita) em mistura com vermiculita na proporc¢éo 1:1. Para o cultivo in
vitro de explantes de plantas mantidas em estufa de cerejeira-do-Rio-Grande, para menor taxa
de contaminacéo, oxidacdo e maior sobrevivéncia de explantes nodais, deve-se realizar a coleta
no outono, realizando-se a assepsia com hipoclorito de sédio (NaClO) a 1,25% de cloro ativo.
A adicdo de 1,0 mg L de BAP na presenca de 0,1 mg L™ de ANA (4cido naftalenoacético) e
2,5 mg L de BAP auxiliam o alongamento das brotag@es, os meios de cultura %2 MS, ¥% MS,
WPM, Y2 WPM, ¥ WPM, JADS e SP apresentaram os melhores resultados na inducdo e
desenvolvimento de brotacGes. Para explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande, a assepsia
com NaClO a 0,75% de cloro ativo foi eficiente, ndo foi sendo identificada morfogénese em
discos foliares. No cultivo in vitro de explantes de origem de plantas mantidas em estufa de
cambucizeiro, explantes nodais devem ser coletados no outono, e a assepsia deve realizada com
NaClO a 1,25% de cloro ativo; no estabelecimento do cultivo in vitro, deve se adicionar ao
meio de cultura 2,0 mg L de nitrato de prata (AgNO?) e realizar troca do meio de cultura aos
20 dias. A adicéo de 2,5 mg L de BAP promoveu maior obtencdo de brotagdes; os meios MS,
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%2 MS, ¥4 MS, WPM, %2 WPM, JADS e SP Modificado apresentaram os melhores resultados na
inducdo e desenvolvimento das brotacdes. O subcultivo das brotagdes foi dificultado pelo
amarelecimento e senescéncia. Em explantes foliares, a melhor assepsia foi obtida pelo uso de
NaClO a 0,75% e o estabelecimento dos discos foliares necessitou da adicdo de 1 g L™ de
polivinilpirrolidona (PVP). N&o houve respostas morfogénicas em discos foliares de
cambucizeiro.

Palavras-chave: Cultura de tecidos; Frutas nativas; Mata Atlantica; Micropropagagao



ABSTRACT

In vitro cultivation of cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) and

cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum)

Brazilian biodiversity is one of the richest in the world with different biomes that
comprise its flora and fruit species with great commercial exploitation value. The Atlantic
Forest, the third-largest biome in the country, is considered a global hotspot for conservation
and biological diversity, with numerous native fruits, including species of the Myrtaceae family,
such as the cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) and the cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum). These species have great potential for commercial
use, in addition to being extremely important for reforestation and urban afforestation. The
cerejeira-do-Rio-Grande and cambucizeiro fruits have high nutritional value, being
commercialized fresh or processed, contributing to the diversification of production of
Brazilian fruit growers. The commercial multiplication of these fruit trees is carried out through
the seminal route and is hampered due to the low storage potential of the seeds. Conventional
methods of asexual multiplication in both fruit trees are inefficient, and scientific studies willing
to optimize them are scarce. Micropropagation, multiplication of plants through in vitro culture
techniques, is an alternative method for large-scale production of commercial seedlings of these
fruit trees. Therefore, this work aimed to establish protocols of germination and in vitro
multiplication of cerejeira-do-Rio-Grande using nodal explants from seedlings germinated in
aseptic conditions and to evaluate the different processes and culture medium components for
the establishment and multiplication of nodal and leaf explants of cerejeira-do-Rio-Grande and
cambucizeiro, originated from plants grown in the greenhouse. The best conditions for seed
germination and seedling development of cerejeira-do-Rio-Grande are when they are cultivated
in an MS medium supplemented with 15 g L™ of sucrose, removing the tegument and
cultivating in the dark; for in shoot induction and development, the use of 2.5 mg L of 6-
benzylaminopurine (BAP) and JADS culture medium is recommended; in the subculture, the
best results were obtained when adding 1.0 to 2.5 mg L™ of BAP; finally, it is possible to obtain
high rates of rooting of shoots when using WPM, ¥2 WPM, ¥, WPM, and JADS culture media
without any growth regulators. The seedling acclimatization is achieved by using a commercial
potting mix (based on pine bark, peat, and vermiculite) mixed with vermiculite in a 1:1 ratio.
For the in vitro culture of cerejeira-do-Rio-Grande, explants from plants kept in the greenhouse,
the lowest contamination rate, oxidation, and greater survival rate of nodal explants, the
collection must be carried out in the autumn, performing the asepsis with sodium hypochlorite
(NaClO) containing 1.25% of active chloride. The addition of 1.0 mg L of BAP in the presence
of 0.1 mg L of ANA (naphthalene acetic acid) and 2.5 mg L™ of BAP elongates the shoots,
the culture media %z MS, ¥4 MS, WPM, 2 WPM, ¥ WPM, JADS, and SP present the best results
for shoot induction and development. For leaf explants of cerejeira-do-Rio-Grande, asepsis with
0.75% active chlorine of NaClO was efficient, no morphogenesis was identified in the leaf
discs. In the in vitro culture of explants from cambucizeiro kept in the greenhouse, nodal
explants must be collected in the autumn and performed asepsis with NaClO containing 1.25%
of active chlorine; in the establishment phase, 2.0 mg L of silver nitrate (AgNO3) must be
added to the medium, renewing the medium at 20 days after introduction. The addition of 2.5
mg L of BAP promoted the great number of shoots; the MS, % MS, % MS, WPM, % WPM,
JADS, and Modified SP media present the best results in the induction and development of
shoots. The subcultured shoots are hampered by yellowing and senescence. In leaf explants, the
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best asepsis is obtained by using 0.75% NaClO and the establishment of leaf discs required the
addition of 1 g L of polyvinylpyrrolidone (PVP). There were no morphogenic responses in

cambucizeiro leaf discs.

Keywords: Atlantic Forest; Micropropagation; Native fruits; Tissue culture
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INTRODUCAO

O Brasil é rico em biodiversidade, sendo relatados diversos trabalhos que listam cerca
de 3.000 espécies nativas com potencial alimenticio no pais. O aproveitamento da diversidade
vegetal brasileira depende de vérios fatores, entre eles, da existéncia de técnicas de cultivo, de
industrializacdo dos produtos e, principalmente, da divulgacdo do conhecimento para a
comunidade, que ainda priorizam culturas exoticas, deixando muitas vezes de lado os proprios
recursos naturais brasileiros (KINUPP; LORENZI, 2014).

Fruteiras nativas brasileiras apresentam grande importancia no que se diz respeito a
diversificacdo e a producdo sustentavel. A preocupacao da populagdo com uma alimentacéo de
elevado valor nutritivo é um incentivo para o emprego de frutas nativas, tanto no mercado in
natura quanto na fabricagédo de produtos processados, pois, apresentam compostos bioativos 0s
quais as classificam como alimentos funcionais, tendéncia no mercado atual. O agai (Euterpe
oleracea Mart.), fruta nativa da Amazonia, € um exemplo deste potencial. Segundo o IBGE
(2021), a producdo da fruta atingiu, aproximadamente, 1,4 milhdo de toneladas no ano de 2019,
7% a mais que no ano anterior. E importante destacar também o potencial de exploragéo destas
espécies pelas industrias farmacéuticas e a sua utilizacdo no reflorestamento (LEITE;
CORADIN, 2011; BARDIVIESSO et al., 2011; KOHLER; BRACK, 2016; NEGRI et al.,
2016).

Apesar de sofrer com a acdo antrdpica, o bioma Mata Atlantica se destaca pela
quantidade de espécies nativas que a compde. A familia das mirtaceas, presente na Mata
Atlantica, exibe grande potencial para exploracdo. Algumas espécies ja conhecidas, tais como
a goiabeira, a pitangueira e a jabuticabeira, sdo exemplos de frutas nativas exploradas
comercialmente, com expressdo econdémica consideravel. Além das espécies mais conhecidas
pelos consumidores, a familia Myrtaceae possui um nimero elevado de frutiferas ainda com
exploragdo comercial restrita, tais como o0 cambucizeiro e a cerejeira-do-Rio-Grande
(GRESSLER et al., 2006; MORAIIS et al., 2014; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2018).

Eugenia involucrata DC., conhecida popularmente como cerejeira-do-Rio-Grande, é
uma espécie arbdrea de ocorréncia em floresta estacional semidecidual. Cultivada em pomares
domeésticos da regido sul e sudeste, apresenta frutos geralmente consumidos in natura ou para
elaboracdo de geleias e doces. Além do sabor adocicado e agradavel da fruta, a concentracédo

de antioxidantes e a sua acao anti-inflamatoria despertam o interesse comercial para esta espécie
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(DEGENHARDT et al., 2007; LORENZI, 2015; INFANTE et al., 2016; NICACIO et al., 2017)
(Figura 1).
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igra 1- Cjeira—do—Rio—Grande (Eugenia involucrata DC)  Flra(;éo (A), frutificacdo (B), frutos (C) e
sementes (D). Piracicaba-SP, Brasil, 2019. Fonte: Marcelo Almeida de Oliveira Junior.

A espécie Campomanesia phaea (O. Berg.) Landrum, fruteira nativa da Mata
Atlantica, registrou risco de extincdo sendo considerada uma espécie vulneravel pela Lista
Vermelha da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza e dos Recursos Naturais
(TUCN) das espécies ameagadas (IUCN, 2021). Porém, por meio de a¢des de resgate historico-
cultural, esse cenario vem sendo revertido, tendo sido incluida na categoria “menos
preocupante” (LC) pela Lista Vermelha Oficial do Brasil (CNCFLORA, 2021). Produz frutos
com alta acidez, ideais para producdo de doces, licores, cachacas e sucos, muito valorizados na
alta gastronomia. A espécie é considerada uma excelente fonte de vitamina C, antioxidantes,
fibras e pectina, apresentando grande potencial para industrializacdo e comercializagcdo de
frutos (ANDRADE et al., 2011; KINUPP; LORENZI, 2014; LORENZI, 2015; BIANCHINI et
al., 2016; TOKAIRIN et al., 2018) (Figura 2).
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Figura 2 — Cambucizeiro (Campomaneia phaea (O. Be}g) Land. Flogéo (A), frutificacdo (B), frutos (C) e
sementes (D). Piracicaba-SP, Brasil, 2019. Fonte: Marcelo Almeida de Oliveira Junior.

A maior parte das espécies arbdreas nativas do Brasil € multiplicada por meio de
sementes. Isso ocorre devido a falta de estudos para otimizacdo de outros meétodos que
possibilitariam uma alternativa aos entraves existentes na propagacdo seminal convencional
(SOUZA et al., 2006; DIAS et al., 2012). A multiplicagdo comercial do cambucizeiro
(Campomanesia phaea) e da cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata) também se
concentram pela via seminal, como a maioria das espécies arboreas nativas do Brasil. A coleta
das sementes para producdo de mudas é dificultada pela produgdo de frutos em época
determinada e pelo baixo potencial de armazenamento das sementes.

Os métodos convencionais de multiplicagdo assexuada dessas frutiferas apresentam
baixa taxa de enraizamento, fato frequentemente observado para espécies lenhosas. A fim de
avaliar o método de multiplicacdo por estaquia de cerejeira-do-Rio-Grande, Inoue e Putton
(2007) obtiveram apenas 27,3% de enraizamento, quando utilizados 3.000 mg.kg* de acido
indolbutirico (AIB). Baixas porcentagens de sucesso na propagacao por enxertia também foram
observadas por Lattuada et al (2010), na qual a combinacéo de pitangueira (Eugenia uniflora
L.) e cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) apresentou-se ineficiente, e, quando
utilizado cerejeira-do-Rio-Grande como enxerto e porta-enxerto, registrou-se 15% de
sobrevivéncia do enxerto. O método da alporquia, empregado muitas das vezes em espécies de
dificil multiplicacdo por outros métodos, também nédo apresentou resultados satisfatérios para
a cerejeira-do-Rio-Grande (HOSSEL et al., 2017).

Estudos visando o aprimoramento dos métodos de multiplicagdo convencionais para o

cambucizeiro sdo escassos. Segundo Santoro (2019), os metodos de alporquia e estaquia sdo
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ineficientes para multiplicacdo do cambuci (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum),
enquanto que a enxertia por garfagem de fenda lateral é indicada apenas como um possivel
método de selecdo de gendtipos-elite, por apresentar somente 6% de fixagdo dos enxertos de
cambucizeiro em combinagdo com a mesma espécie.

O sucesso na multiplicacdo assexuada das espécies vegetais esta atrelado a diversos
fatores, sendo esses intrinsecos ao material utilizado, como, por exemplo, idade da planta mae,
sanidade, condicdes fisioldgicas, além dos fatores exdgenos, tais como as condi¢des ambientais
dispostas no processo de formacado das mudas (HARTMANN, et al., 2014).

Em mirtaceas, destacam-se dois principais fatores no insucesso da utilizagdo de
técnicas de multiplicacdo vegetativa, sendo eles a lignificacdo do lenho e a oxidacdo de
compostos fendlicos, os quais agem como dificultadores de cicatrizacdo e na formacéo de calos,
e, consequentemente, na formacdo de raizes adventicias (FACHINELLO et al., 2005;
DANNER et al., 2006; FRANZON et al., 2010). Zhang et al. (2009) destacaram que 0 baixo
enraizamento de estacas de goiabeira-serrana (Acca sellowiana (O. Berg) Burret) pode estar
atrelado a sua anatomia, por apresentar impedimento fisico de faixas de esclerénquima. Ja para
0 cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum), a grande presenca de compostos
fendlicos nos tecidos pode estar interferindo no sucesso da produ¢do de mudas pelos métodos
convencionais de multiplicagdo assexuada (SANTORO, 2019).

A utilizacdo da micropropagacéo, termo utilizado para a multiplicacédo de plantas via
cultivo in vitro, tem como objetivo a producdo em larga escala de mudas assepticas a partir de
gemas pré-existentes pela indugéo de crescimento (segmento nodal), regeneracao de tecidos via
embriogénese somatica ou pela organogénese (HARTMANN, et al., 2014), sendo considerado
um método alternativo viavel a multiplicagcdo convencional.

Em espécies da familia Myrtaceae nativas do Brasil, estudos de cultivo in vitro vém
sendo conduzidos com o objetivo de entender o comportamento de cada espécie quando
dispostas aos mais diversos componentes do meio de cultura e aprimorar o uso da técnica. Sao
encontrados na literatura relatos promissores do uso da cultura de tecidos para essas especies,
como, por exemplo, a inducdo de embriogénese somatica em camucamuzeiro (Myrciaria dubia
(Kunth) McVaugh) (ARAUJO et al., 2015); jaboticabeira (Plinia peruviana (Poir) Govaerts)
(SILVEIRA et al., 2020); pitangueira (Eugenia uniflora L.) (STEFENON et al., 2020); e
goiabeira serrana (STEFANELLO et al., 2005; CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007;
FRAGA et al., 2012); de micropropagacdo de explantes provenientes de plantas adultas em
pitangueira (Eugenia uniflora L.) (FREIRE et al., 2018); camucamuzeiro (Myrciaria dubia
(Kunth) McVaugh) (ARAUJO et al., 2016); e aracazeiro (Psidium cattleyanum) (SOUZA et
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al., 2006) e de multiplicacdo por explantes provenientes de plantulas germinadas in vitro em
guabijuzeiro (Myrcianthes pungens O. Berg) D. Legrand (SOUZA et al., 2011; SOUZA et al.,
2020); pitangueira (Eugenia uniflora L.) (SILVA et al., 2014); aragazeiro do campo (Psidium
schenckianum Kiaersk) e aracgazeiro verdadeiro (Psidium guineense Swartz) (SANTOS et al.,
2021); casaqueira (Campomanesia rufa (O. Berg) Nied) (SANT’ANA et al., 2018); gabirobeira
(Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg) (ROSSATO et al., 2019); guabirobeira
(Campomanesia xanthocarpa O. Berg) (MACHADO et al., 2020); e cambucizeiro (Myrciaria
tenella O. Berg.) (LEDO et al., 2014).

Para a cerejeira-do-Rio-Grande, estudos tém sido realizados a fim de avaliar diferentes
aspectos do processo de cultivo in vitro da espécie, como, por exemplo, o efeito do tipo de luz
sobre o cultivo de explantes nodais (STEFANEL et al., 2020); os tipos de explantes utilizados
e os diferentes meios de cultura (GOLLE et al., 2012); as diferentes combinacdes dos
reguladores acido naftalenoacético (ANA) e thidiazuron (TDZ) no cultivo de explantes nodais
(GOLLE et al., 2017) e a inducdo de calogénese em explantes foliares (GOLLE; REINIGER,
2013; GOLLE et al., 2020). Ja para o cambucizeiro, hd apenas um Unico trabalho descrito na
literatura, descrevendo o processo de multiplicacdo in vitro da espécie a partir de explantes
advindos de plantulas germinadas in vitro (DEMETRIO et al., 2021). No entanto, em ambas
espécies, ha necessidade do desenvolvimento de maior nimero de trabalhos avaliando-se 0s
processos de cultivo in vitro, na busca de maiores avangos do uso da técnica em tais fruteiras.

Face ao exposto, este trabalho teve como objetivo contribuir para o desenvolvimento
de protocolos de cultivo in vitro (micropropagacao) de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia

involucrata DC.) e de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum).
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CAPITULO 1: GERMINACAO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE CEREJEIRA-
DO-RIO-GRANDE (Eugenia involucrata DC.).

Resumo

A cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), espécie nativa da Mata
Atlantica, apresenta uso potencial dos frutos no consumo in natura e no processamento
industrial, além de se destacar por apresentarem propriedades medicinais e uso na arborizacéo
urbana e reflorestamento. A multiplicacdo da espécie é realizada por sementes; entretanto,
apresenta entraves, com destaque para a rapida queda de viabilidade durante armazenamento, e
disponibilidade restrita de sementes a épocas especificas do ano por conta de periodo curto de
frutificacdo. Frente ao exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a germinagéo in vitro
de cerejeira-do-Rio-Grande e desenvolver um protocolo eficiente de micropropagacéo
utilizando-se explantes nodais de plantulas assépticas a partir de sementes germinadas in vitro.
Foram utilizadas sementes de cerejeira-do-Rio-Grande coletadas de uma &rvore adulta da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” ESALQ/USP. Experimentos para verificacao
do melhor desenvolvimento das plantulas avaliaram os efeitos da retirada do tegumento da
semente, condicdo luminosa (luz e escuro) durante a germinacdo; concentracfes de sais MS
(MS, %2 MS e ¥ MS) e sacarose (15 e 30 g L™) no meio de cultura, e fracionamento da semente
(intactas, fracionadas em duas ou quatro partes). No processo de multiplicacao in vitro, foram
realizados os ensaios de inducdo de brotacdo em explantes nodais pela combinacdo de 6-
benzilaminapurina (BAP) (0,0; 1,0; 2,5 e 5,0 mg L) e 4cido naftalenoacético (ANA) (0,0e 0,1
mg L™); efeito da adicdo de acido giberélico (GAs) (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 mg L) no alongamento
das brotacdes; efeito dos meios de cultura na inducéo e subcultivo das brotaces (MS, %2 MS,
Ya MS, WPM, Y2 WPM, ¥4 WPM, JADS, SP Mod e SP); otimizacdo do processo de indugéo
inicial de brotagdes (MS + 2,5 mg Lt de BAP e JADS + 2,5 mg L™ de BAP); a combinagio de
BAP (0,0; 1,0; 2,5e 5,0 mg L'}) e ANA (0,0 e 0,1 mg L) no primeiro subcultivo das brotacdes
de cerejeira-do-Rio-Grande, e aclimatizacdo das mudas enraizadas em diferentes composicdes
de substratos (substrato a base de casca de pinus ou mistura de substrato a base de casca de
pinus e de vermiculita, na proporcdo 1:1). Todos os experimentos foram realizados no
Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticolas (LBPH) do Departamento de Producdo
Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (USP), em Piracicaba, Séo Paulo,
Brasil. Os resultados levaram ao estabelecimento de um protocolo completo de germinagéo e
multiplicacdo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande. As melhores condi¢des de germinacdo e
desenvolvimento in vitro das plantulas foram obtidas quando as sementes foram cultivadas em
meio MS suplementado de 15 g L™ de sacarose, com a retirada do tegumento na auséncia de
luminosidade. Sementes fracionadas revelaram potencial germinativo; entretanto, o
desenvolvimento da parte aérea das plantulas é afetado negativamente pelo fracionamento, ndo
sendo, portanto, indicado na multiplicagéo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande. A inducéo de
brotacdes é favorecida pela adicdo de 2,5 mg L™ de BAP na auséncia de ANA, e otimizado
quando utilizado o meio JADS. A adigdo de GAs ndo induziu alongamento nas brotagdes. O
meio de cultura JADS foi o mais indicado no cultivo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande e altas
porcentagens de enraizamento foram obtidas em meio WPM, %2 WPM, ¥ WPM e JADS, sem
adicdo de reguladores. No subcultivo, a adi¢do de 1,0 a 2,5 mg L™ de BAP proporcionou 0s
melhores resultados na multiplicagdo. Por fim, o sucesso da aclimatizagéo foi obtido pelo uso
do substrato comercial misturado com vermiculita na proporgéo 1:1.

Palavras-chave: Micropropagacgéo; Myrtaceae; Protocolo; Reguladores vegetais
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Abstract

The cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), an Atlantic Forest native
species, presents potential use of its fruits for fresh consumption and industrial processing,
besides their medicinal properties and their use for afforestation and reforestation. The
multiplication of this species is carried out by seeds; however, this method has some obstacles,
including its rapid loss of viability during storage, and the restricted availability of seeds at
specific times of the year due to a short period of fruiting. Therefore, this work aimed to evaluate
the in vitro germination of cerejeira-do-Rio-Grande seeds and to develop an efficient
micropropagation protocol using nodal explants from aseptic in vitro germinated seedlings.
Seeds of cerejeira-do-Rio-Grande were collected from a mature tree at the Luiz de Queiroz
College of Agriculture ESALQ/USP. Experiments to verify the best seedling development
conditions included the evaluation of the effects of removing the seed tegument and light
conditions (dark and light) during the germination, MS salt (MS, ¥2 MS and ¥z MS) and sucrose
(15 and 30 g L) concentration in the culture medium, and the seed cuttings (intact, cut in two
or in four parts). In the process of in vitro multiplication, tests were conducted to induce shoot
proliferation in nodal explants by using the combination of 6-benzylaminapurine (BAP) (0.0;
1.0; 2.5 and 5.0 mg L) with naphthalene acetic acid (ANA) (0.0 and 0.1 mg L™Y); effects of
gibberellic acid (GA3) (0.0; 1.0; 2.0 mg L) on shoot elongation; effects of culture media (MS,
Y2 MS, ¥4 MS, WPM, Y2 WPM, ¥ WPM, JADS, Modified SP and SP) on the shoot induction
and development; optimization of initial shoot induction and development (MS + 2.5 mg L™ of
BAP and JADS + 2.5 mg L™* BAP); the combination of BAP (0.0; 1.0; 2.5 and 5.0 mg L) and
ANA (0.0 and 0.1 mg L?) in the first subculture of cerejeira-do-Rio-Grande shoots and
micropropagated rooted seedlings acclimatization in different substrates (pine bark based
potting mix and the mix of pine bark based potting mix with vermiculite, on the ratio 1:1). All
the experiments were conducted in the Horticultural Plant Biotechnology Laboratory (LBPH)
of the Department of Plant Production of Luiz de Queiroz College of Agriculture (USP), in
Piracicaba, Sao Paulo, Brazil. According with the results, it was possible to establish an efficient
and complete in vitro germination and multiplication protocol of cerejeira-do-Rio-Grande. The
best conditions of in vitro germination and development of the seedlings were obtained by
cultivating in MS culture media supplemented with 15 g L™ of sucrose, removing the seeds
tegument and keeping the seeds in the dark. The cut seeds are able to germinate; however, it
affects the areal part formation, not being indicated the use of seed cuttings for in vitro
multiplication of cerejeira-do-Rio-Grande. The shoot induction is supported by the adding of
2.0 mg " of BAP without ANA, and optimized when used JADS culture medium. The adding
of GAs does not elongate the shoots. It is indicated the use of JADS culture medium in the in
vitro culture of cerejeira-do-Rio-Grande and high rooting rates were obtained with the use of
WPM, %> WPM, ¥+ WPM and JADS culture medium, without any growth regulators. For the
first subculture, the addition of 1.0 to 2.5 mg L™ of BAP provided the best results for
multiplication. Lastly, the success of acclimatization was obtained with the use of commercial
potting mix in combination with vermiculite in the 1:1 ratio.

Keywords: Growth regulators, Micropropagation, Myrtaceae, Protocol
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Introducéo

A biodiversidade brasileira é uma das maiores do mundo, incluindo um grande centro
de diversidade genética de espécies frutiferas. Embora tenha se registrado drastica reducao da
area coberta pela Mata Atlantica, este é considerado ainda o terceiro maior bioma brasileiro,
sendo considerado um hotspot de biodiversidade e de conservacdo mundial (MITTERMIER et
al., 2011; WAGNER et al., 2020).

Devido ao elevado nimero de espécies (cerca de 3600) e aos seus 150 géneros, a
familia Myrtaceae é uma das principais representantes da Mata Atlantica, apresentando um
enorme potencial nos seus mais diversos aspectos, tais como, reflorestamento, e usos
alimenticio, madeireiro e medicinal. O género Eugenia é um dos representantes de maior
importancia dentro da familia Myrtaceae, detendo cerca de 1000 espécies distribuidas nas
Américas do Sul e Central, sendo 350 nativas do Brasil (LANDRUM; KAWASAKI, 1997;
GUERRA et al., 2016).

Espécie nativa da Mata Atlantica, a cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) possui ocorréncia no Brasil desde o estado de Minas Gerais até o Rio Grande do Sul. A
cerejeira-do-Rio-Grande apresenta potencial de exploracdo por apresentar madeira de alta
qualidade, frutos para consumo in natura e para o processamento industrial, diversificando a
producédo de frutas no Brasil, além de apresentar potencial medicinal, por suas propriedades
anti-inflamatorias, antialérgicas e antioxidantes (CRIPA et al., 2014; GOLLE et al., 2017,
GOLLE et al., 2020).

Embora apresente grande atratividade pelo potencial da espécie, sua propagacao
comercial se limita ao método seminal, o qual ainda é dificultado devido a biologia da espécie,
incluindo dificuldade de coleta de suas sementes, pois sua frutificacdo é limitada em apenas
uma vez ao ano no periodo de outubro a novembro (DANNER et al., 2010). Suas sementes sao
recalcitrantes, sensiveis a dessecacdo, e apresentam rapida queda de viabilidade, limitando
ainda mais a producéo de mudas comerciais. Em geral, sementes desta espécie sdo armazenadas
em sacos plasticos, a temperatura de 5 a 10°C por até 180 dias, ou em temperatura ambiente por
30 dias, mantendo-se viaveis nestas condi¢des (MALUF et al., 2003; DELGADO; BARBEDO,
2012; ALEGRETTI et al., 2015). Estudos visando os métodos de propagacdo da espécie sao
escassos. Além disso, no que se diz respeito a multiplicacdo assexuada, a cerejeira-do-Rio-
Grande n&o apresenta respostas eficientes de producdo de mudas (INOUE; PUTTON, 2007,
LATTUADA et al., 2010; HOSSEL et al., 2017).
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Técnicas visando o aprimoramento da producdo de mudas de espécies da familia
Myrtaceae se fazem necessarias e vém sendo estudadas por diversos autores. A cerejeira-do-
Rio-Grande, assim como algumas outras espécies do género Eugenia, possuem potencial de
regeneracdo de novas raizes e plantulas a partir do fracionamento de suas sementes. Essa
caracteristica permite uma ampliacdo na producgdo de mudas (SILVA et al., 2003; SILVA et al.,
2005; AMADOR; BARBEDO, 2011; GOMES et al., 2016).

O uso de ferramentas biotecnologicas, tais como o cultivo in vitro de espécies nativas
é uma técnica de extrema importancia, com maultiplos objetivos, com destaque para a producéo
em massa de mudas direcionadas ao reflorestamento; a preservagédo de germoplasma de
espécies ameacadas; 0 melhoramento genético; e a producdo de mudas clonais em escala
comercial. No entanto, a multiplicagéo clonal in vitro de espécies nativas, tais como as lenhosas,
apresentam diversas limitacGes. A utilizacdo de explantes oriundos de plantas matrizes adultas
apresentam grande taxa de contaminagdo e produgdo de compostos fendlicos que contribuem
para a oxidacdo do material vegetal, dificultando seu estabelecimento in vitro (ANDRADE et
al., 2000; PASQUAL et al., 2012; PIJUT et al., 2012; SILVA et al., 2014).

O estabelecimento de plantulas germinadas in vitro como fonte de explantes para
producgéo comercial em massa de mudas vem a ser uma alternativa aos problemas encontrados
na micropropagacao clonal de espécies lenhosas. A germinacéo in vitro permite a obteng&o de
plantulas livres de patégenos, com germinacdo uniforme e com maiores taxas de germinacéo
dos que as sementes germinadas em viveiros, permitindo a formacdo de um lote de mudas
jovens, as quais, geralmente, pelo seu estado fisiologico, apresentam maiores respostas as
condicdes aplicadas in vitro (CASTRO et al., 2014; LEDO, et al., 2014; BRAMHANAPALLI
et al.,, 2017; SOUZA et al., 2017). Machado et al. (2020), ao utilizarem-se da técnica de
germinacdo in vitro, estabeleceram, pela primeira vez, um protocolo de micropropagacéo de
guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.), fruteira nativa do Brasil de ocorréncia nos
biomas Cerrado e Mata Atlantica.

Trabalhos visando o desenvolvimento de protocolos de multiplicacdo a partir de
sementes germinadas in vitro de espécies lenhosas nativas do Brasil sdo encontrados na
literatura, apresentando resultados positivos para algumas espécies, tais como Eugenia uniflora
L. (SILVA et al., 2014; STEFENON et al., 2020); Campomanesia rufa (SANT’ANA et al.,
2018); Campomanesia adamantium (Cambess) O. Berg (ROSSATO et al., 2019);
Campomanesia xanthocarpa O. Berg (MACHADO et al., 2020); Campomanesia phaea (O.
Berg) Landrum (DEMETRIO et al., 2021); Myrciaria tenella O. Berg. (LEDO et al., 2014);
Bowdichia virgilioides (MOURA et al., 2014); Cariniana legalis (Martius) O. Kuntze.
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(ARAGAO et al., 2017). Entretanto, para a cerejeira-do-Rio-Grande, ndo ha informacdes
disponiveis.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar e aprimorar o processo de
germinacdo in vitro de sementes de cereja-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) para
obtencdo de plantulas livres de contaminacdes, e avaliar os diferentes componentes do meio de
cultura visando a obtencdo de um protocolo completo de multiplicacdo in vitro da espécie a

partir de segmentos nodais.
Material e Métodos

Germinacao in vitro

Obtencéo do material vegetal

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia de Plantas
Horticolas (LBPH) do Departamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (USP), em Piracicaba, Sdo Paulo, Brasil. Frutos maduros, de coloragédo
avermelhada, foram coletados de uma planta adulta, localizada no parque da ESALQ/USP.
Apos a coleta, os frutos foram levados ao Laboratdrio para extracdo das sementes onde foram
despolpados com auxilio de uma faca. As sementes foram lavadas em agua corrente e, em
seguida, secas para armazenamento em geladeira £5°C até o momento de execucdo dos

trabalhos.
Desinfestacdo

Antes de serem introduzidas em meio de cultura para execucao dos experimentos de
germinacao in vitro, as sementes de cerejeira-do-Rio-Grande foram submetidas ao tratamento
de desinfestacdo, constituido por imersdo em alcool 70% (v:v) por 1 minuto, seguida de trés
enxagues com agua destilada por cerca de 50 segundos e, em seguida, imersos em solucdo de
hipoclorito de sodio, 1,25% de cloro ativo, com adicéo de 3 gotas de detergente neutro (Tween
20®). Em camara de fluxo laminar, foram realizados cinco enxagues para remogao dos produtos

com agua destilada autoclavada, por 50 segundos em cada enxague.

Germinagdo in vitro de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande em fungéo da
retirada do tegumento e da condi¢éo luminosa
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Apbs secas, as sementes foram selecionadas, excluindo-se as sementes pequenas, ou
seja, aquelas menores do que 8 mm de comprimento. Os tratamentos constituiram em: T1 —
Sementes com tegumento na luz (70 pmol m? s1); T2 — Sementes com tegumento No escuro
(BOD); T3 — Sementes sem tegumento na luz (70 pumol m2s1) e T4 — Sementes sem tegumento
no escuro (BOD). A remocdao do tegumento foi realizada com o auxilio de um bisturi (Figura
1).

Figura 1 — Sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucraté DC.) com presenga do tegumento (A) e
com a retirada do tegumento (B). Barras = 1 cm (A e B). Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

O meio de cultura utilizado na execucdo deste experimento foi o0 Murashige e Skoog
(MS) (MURASHIGE; SKOOG, 1962) na concentragdo de 100% de sais, suplementado com
30g L de sacarose e 2g L de Phytagel™ (Sigma-Aldrich), e o pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem (120°C e uma atmosfera de pressao, por 20 minutos). Apds cinco o enxagues em
camara de fluxo laminar, por cerca de 50 segundos cada enxague, as sementes foram
introduzidas com auxilio de uma pinga, em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo,
aproximadamente, 10 mL de meio de cultura, seguido da vedacdo com tampa plastica e plastico
filme PVC. Os tratamentos na presenca de luz foram mantidos em sala de crescimento sob
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C. Os tratamentos no escuro foram mantidos em
BOD (26°C+1).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), seguindo
esquema fatorial 2x2 (tegumento x condi¢do luminosa), com 5 repeti¢Oes, sendo cada repeticdo
representada por 10 tubos de ensaio, totalizando-se 50 tubos por tratamento e 200 sementes na

realizacao do experimento.
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Os tratamentos foram avaliados a cada 7 dias até o 35° dia ap6s introducdo das
sementes. As varidveis observadas a cada 7 dias foram: porcentagem de germinacdo (%),
levando-se em consideragdo a protrusdo da raiz; e porcentagem de formacé&o da parte aérea (%).
Aos 35 dias, foram também mensurados o comprimento da parte aérea (CPA) e o nimero médio
de nds. Apos obtencdo dos valores de porcentagem, foi realizado o célculo do indice de
velocidade de germinacdo (IVG) e indice de velocidade de emergéncia (IVE), conforme
descrito por Maguire (1962) sendo IVG: G1/N1+G2/N2+...+Gn/Nn, onde Gn = numero de
sementes germinadas em cada avaliacdo e Nn= nimero de dias até a realizacdo da avaliacdo e
IVE: E1/N1+E2/N2+...+En/Nn, onde En = nimero de plantulas que emergiram (formaram

parte aérea) em cada avaliacdo e Nn= numero de dias até a realizacdo da avaliacao.

Germinagao in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande em fungdo da concentragdo de
sais de MS e de sacarose

Procedeu-se a retirada do tegumento com auxilio de um bisturi e, em seguida, as
sementes foram submetidas a desinfestacdo para introducdo in vitro. O experimento foi
constituido de seis tratamentos (Tabela 1), suplementados com Phytagel™ (Sigma-Aldrich) (2g
LY, e pH ajustado a 5,8, e conduzido em BOD com 24 horas de escuro e 26°Cx+1.
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Tabela 1 - Composicdo dos diferentes meios de cultura utilizados no experimento de germinacdo in vitro de
sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). T1 (MS + 30 g L* de sacarose), T2 (MS + 15¢
L de sacarose), T3 (*2MS + 30 g L™ de sacarose), T4 (¥2MS + 15 g L* de sacarose), T5 (“4MS + 30 g L de
sacarose) e T6 (%2MS + 15 g L* de sacarose).

Meiodecultura MS MS % MS % MS ¥MS YiMS

Componentes mg L

Macronutrientes

CaCl2.2H.0 440 440 220 220 110 110
KH2PO4 170 170 85 85 42,5 42,5
KNO; 1900 1900 950 950 475 475
MgS04.7H20 370 370 185 185 92,5 92,5
NH4NO3 1650 1650 825 825 4125 4125
Micronutrientes

CoCl,.6H,0 0,025 0,025 0,0125 0,0125 0,00625 0,00625
CuS04.5H,0 0,025 0,025 0,0125 0,0125 0,00625 0,00625
HsBO3 6,2 6,2 3,1 3,1 1,55 1,55
Kl 0,83 083 0415 0,415 0,2075 0,2075
MnS0O4.4H.0 223 223 11,15 11,15 5575 5575
Na;M004.2H,0 0,25 0,25 0,125 0,125 0,0625 0,0625
ZnS0,.7H,0 8,6 8,6 4,3 4,3 2,15 2,15
Fe(S04).7H20 278 278 139 139 6,95 6,95
NaEDTA.2H,0 37,3 37,3 1865 1865 9,325 9,325
Orgéanicos

Acido nicotinico 0,5 05 025 025 0,125 0,125
Glicina 2 2 1 1 0,5 0,5
Mio-inositol 100 100 100 100 100 100
Piridoxina HCI 0,5 05 025 025 0,125 0,125
Tiamina HCI 0,1 01 005 005 0,025 0,025
Sacarose 30000 15000 30000 15000 30000 15000

MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962)

Foram registradas, semanalmente, a porcentagem de germinacao (%); porcentagem de
formacdo da parte aérea (%) e, aos 35 dias, 0 comprimento da parte aérea (CPA); nimero de
nos e morte apical da plantula (MAP). Ao final do experimento, realizaram-se os calculos de
IVG e IVE.

O trabalho foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 3x2 (concentracdo de sais do meio MS x concentracdo de sacarose) utilizando-
se 50 sementes em cada tratamento, sendo 5 repeti¢des por tratamento e 10 tubos por repeticéo,

em um total de 300 sementes utilizadas no experimento.
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Germinacao in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande em funcéo do fracionamento da

semente

Procedeu-se a retirada do tegumento e a desinfestacdo das sementes para posterior
introducdo in vitro. Em camara de fluxo laminar, apds cinco enxagues de 50 segundos cada, as
sementes foram fracionadas com auxilio de um bisturi e uma pin¢a para instalacdo do
experimento de acordo com o0s seguintes tratamentos: T1 — sementes intactas, sem
fracionamento; T2 — sementes fracionadas ao meio no hilo, seguindo a marca da cicatriz
placentaria, com descrito por Silva et al. (2005) e T3 — sementes fracionadas em 4, corte

transversal e longitudinal (Figura 2).

@ ©

Figura 2 - Esquema dos tratamentos utilizados na realizagdo do experimento de fracionamento da semente de
cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). Semente intacta (A); semente fracionada em duas partes
(seguindo cicatriz placentéria) (B); semente fracionada em quatro partes (corte transversal e longitudinal) (C).

O meio de cultura utilizado foi 0 MS com 100% da concentracéo de sais suplementado
com 30g L de sacarose e 2g Lt de Phytagel™ (Sigma-Aldrich), e pH ajustado a 5,8. As
sementes foram introduzidas em recipientes Magenta™ (77 x 77 x 97 mm) contendo,
aproximadamente, 20 mL de meio de cultura, sequido da vedacdo com tampa plastica envolto
por plastico filme PVC e acondicionadas em BOD, e mantidas 24 horas no escuro a 26°C+1.

As variaveis porcentagem de germinacao (%) e porcentagem de formacdo da parte
aérea (%) foram coletadas semanalmente, até 35 dias ap6s o inicio do experimento. Apds este
periodo, os tratamentos foram transferidos para sala de crescimento, e submetidos a um
fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pumol m2 s™) a 25°C até completarem 60 dias de cultivo in
vitro. Ao final do experimento, foram analisados porcentagem de germinacgéo (%); porcentagem
de formacdo da parte aérea (%); comprimento da parte aérea (CPA); fator de incremento de
germinacdo (FIG) e fator de producéo de producéo de plantulas completas (FIP), como descrito
por Silva (2003), calculando-se, para FIG, o nimero medio das fragfes que iniciaram a
germinacdo a partir do fracionamento de uma semente (FIG= nfg.ns™), sendo nfg o nimero de
fracBes germinaveis e ns 0 nimero de sementes colocadas para germinar, e calculando-se para

FIP, o nUmero médio das fraces apresentando producdo de plantulas completas (FIP= nfp.ns’
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1, sendo nfp o nimero de fragdes produzindo plantulas completas e ns 0 nimero de sementes
colocadas para germinar

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 3 tratamentos
constituido por dez repeti¢bes, representadas por uma magenta com 5 fracGes, totalizando 175

sementes na execugao do experimento.

Multiplicacdo in vitro

Concentracdes de BAP e ANA na inducédo e desenvolvimento de brotacbes de

explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande germinadas in vitro

Apos 35 dias de escuro, as plantulas obtidas da germinacdo in vitro foram transferidas
para sala de crescimento e mantidas em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 umol m?s™) a 25°C,
até os 60 dias de cultivo, quando, posteriormente, foram utilizadas como fonte de explantes
para a execucgdo do experimento.

O meio de cultura utilizado foi 0 MS completo suplementado com 30g L* de sacarose,
6g L de agar e com diferentes concentracbes de 6-benzilaminopurina (BAP) e de acido
naftalenoacético (ANA), conforme os tratamentos, a seguir: T1 —0,0 mg L de BAP + 0,0 mg
Ltde ANA; T2— 1,0mg L™ de BAP + 0,0 mg L™ de ANA; T3—2,5mg L de BAP + 0,0 mg
L1 de ANA; T4 —-50mg L™ de BAP +0,0mg L' de ANA; T5-0,0 mg L™ de BAP + 0,1 mg
L de ANA; T6 — 1,0 mg L2 de BAP + 0,1 mg L™ de ANA; T7 — 2,5 mg L™ de BAP + 0,1 mg
Lt de ANA; T8 — 5,0 mg L de BAP + 0,1 mg L de ANA. Os meios de cultura foram
autoclavados a 120°C e uma atmosfera de pressdo, por 20 minutos.

Em camara de fluxo laminar e com auxilio de um bisturi, foram retiradas as folhas das
plantulas, e os explantes nodais, separados com 2 nés (4 gemas), e, em seguida, foram
introduzidos verticalmente nos meios de cultura conforme os tratamentos descritos. Todos 0s
tratamentos foram mantidos em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz (70
umol m?2 s1) e 25°C. Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as variaveis comprimento das
brotacGes (CPB); porcentagem de gemas brotadas (%GB) e nimero de brotagdes por explante
(NBPE).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) em
esquema fatorial 2x4 (presenca e auséncia de ANA x concentragdes de BAP), com 5 repeticGes

representadas por 8 tubos em cada repeticdo, totalizando 320 explantes.

Concentracdes de GAz no crescimento de brotacdes de cerejeira-do-Rio-Grande
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BrotacGes obtidas a partir de segmentos nodais de plantulas germinadas in vitro, com
cerca de 1 cm de comprimento, foram utilizadas para a realizacdo deste experimento. O meio
utilizado foi o MS completo, suplementado de 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de agar e diferentes
concentracdes de acido giberélico (GAs) de acordo com os tratamentos: T1 — 0,0 mg L*; T2 —
05mg LY T3-1,0mg L?te T4- 2,0 mg LY, seguido por autoclavagem a 120 C° e uma
atmosfera de pressao por 20 minutos. Os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento
em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pmol m2 s1) e 25°C até o momento da avaliagdo, sendo
realizada a troca do meio de cultura aos 30 dias para 0s mesmos meios iniciais. Aos 60 dias,
registrou-se o comprimento das brotacées.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualisado (DIC), sendo 4 tratamentos
com 9 repeti¢des, sendo cada repeticdo representada por um tubo azeitona contendo 3 brotos,
totalizando-se 108 brotagGes neste experimento.

Diferentes meios de cultura na inducdo e desenvolvimento de brotacbes de

explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande germinadas in vitro

Foram utilizadas plantulas germinadas in vitro com 60 dias como fontes de explantes
para execugdo do trabalho. As folhas foram retiradas em camara de fluxo laminar, e os explantes
nodais foram separados para introducdo em tubos de ensaio (25 x 150 mm) com os diferentes
meios de cultura. Cada explante foi constituido por 2 n6s (4 gemas). Os diferentes tratamentos
utilizados na execucdo do experimento foram os diferentes tipos de meio de cultura

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Composicéo dos diferentes meios de cultura utilizados no experimento de inducéo e desenvolvimento
de brotagdes de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). T1 (MS), T2 (*2MS), T3
(¥aMS), T4 (WPM), T5 (X2WPM), T6 (VAWPM), T7 (JADS), T8 (SP Modificado) e T9 (SP).

Meio de cultura MS % MS ¥%MS WPM ¥»WPM Y.WPM JADS SP Mod SP

Componentes

_ mg L?
Macronutrientes
CaCl,.2H0 440 220 110 96 48 24 - 220 220
Ca(NOs)2.4H.0 - - - 556 278 139 1181 - -
KH2PO4 170 85 42,5 170 85 42,5 408 85 85
KNO3 1900 950 475 - - - 809 950 950
K2SO4 - - - 990 495 2475 - - -
MgS04.7H20 370 185 92,5 370 185 92,5 7395 185 185
NH4NO3 1650 825 4125 400 200 100 324 825 825
Micronutrientes mg L
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125 0,00625 - - - - 0,0125 0,0125
CuS04.5H;0 0,025 0,0125 0,00625 025 0,125 00625 1,25 0,0125 0,0125
HsBOs 62 31 155 62 3,1 155 31 31 31
Kl 0,83 0,415 0,2075 - - - - 0,415 0,415
MnS0,4.4H,0 22,3 11,15 5575 22,3 11,15 5575 12,8 11,15 11,15
Na:Mo00,.2H,0 0,25 0,125 0,0625 0,25 0,125 0,0625 0,15 0,125 0,125
ZnS04.7H,0 8,6 4.3 2,15 8,6 43 2,15 4.3 43 4.3
Fe(S04).7H0 27,8 139 6,95 278 13,9 6,95 55,6 6,95 6,95
NaEDTA.2H;0 37,3 1865 9,325 37,3 18,65 9,325 74,5 9,325 9,325
Organicos mg L
Acido nicotinico 05 025 0,125 0,5 0,25 0,125 0,5 3 3
Glicina 2 1 0,5 2 1 0,5 - - -
Mio-inositol 100 100 100 100 100 100 100 100 50
Piridoxina HCI 05 025 0125 05 025 0125 05
Tiamina HCI 01 0,05 0,025 1 0,5 0,25 5
Pantotenato de Ca*? - - - - - - 24 3 3
L- Glutamina - - - - - - 146 146 146
L- Cisteina - - - - - - 2,5 - -
L- Arginina - - - - - - 7 - -
Sacarose 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 10000

MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), JADS (CORREIA et al.,
1995), SP (CID et al., 1999).
Os meios de cultura foram suplementados com 6g L™ de agar, e, a sequir autoclavados
a 120°C e uma atmosfera de pressdo por 20 minutos. Apds introducdo in vitro, os tubos de
ensaio foram transferidos para sala de crescimento até o momento da avaliacdo, sendo realizada

aos 40 dias a transferéncia dos explantes para tubos contendo mesmo meio inicial, de acordo
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com 0s mesmos tratamentos. Os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento em
fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pumol m2 s1) e 25°C até o momento da avaliagao.

Aos 60 dias de cultivo, foram analisadas as porcentagens de sobrevivéncia do explante
(%SOB); o comprimento das brotaces (CPB); a porcentagem de gemas brotadas (%GB); o
numero de brotacdes por explante (NBPE); o nimero de folhas por brotacdo (NFPB) e o nUmero
de folhas senescentes por brotacdo (NFS). Logo ap6s as avaliacdes, as brotacbes foram
excisadas e subcultivadas em tubos contendo 0 mesmo meio inicial. Aos 30 dias de cultivo,
foram avaliados CPB; NFPB; NSF; porcentagem de formacao de raiz (%FR) e nimero de raiz
por brotacdo (NRB).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 9
tratamentos constituidos por 5 repeticGes de 6 tubos por repeticdo contendo um explante por
tubo, totalizando 270 explantes neste experimento.

Otimizacdo da inducdo e desenvolvimento de brotacbes de cerejeira-do-Rio-

Grande germinadas in vitro

Apo6s a obtencdo do melhor meio de cultura e melhor dose de BAP na indugdo e
desenvolvimento das brotacdes, foi realizado o experimento para aprimoramento dessa fase.

Em cémara de fluxo laminar e com auxilio de um bisturi, foram retiradas as folhas das
plantulas e os explantes nodais com 2 nos (4 gemas) foram separados e introduzidos
verticalmente nos tratamentos: T1 — MS completo + 2,5 mg L™ de BAP e T2 — JADS + 2,5 mg
L de BAP. Todos os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento em fotoperiodo de
16 horas de luz (70 umol m?2s™) e 25°C.

Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as variaveis comprimento das brotac6es
(CPB); porcentagem de gemas brotadas (%GB) e nimero de brotacGes por explante (NBPE).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 2
tratamentos constituidos por 10 repeticdes e 8 tubos por repeticdo, totalizando 160 explantes.

Concentractes de BAP e ANA no subcultivo das brotagdes de cerejeira-do-Rio-

grande germinadas in vitro

BrotacOes de cerejeira-do-Rio-Grande, com cerca de 0,6 a 1,0 cm e 40 dias de cultivo,
foram obtidas a partir da segmentacao de plantulas germinadas in vitro introduzidas em tubos
de ensaio (25 x 150 mm) com meio de cultura JADS suplementado de 30 g L™ de sacarose, 6 g
L de 4gar e 2,5 mg L de BAP.
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As brotagOes foram dispostas horizontalmente no meio de cultura. O meio utilizado
foi 0 JADS suplementado de 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de agar e os reguladores vegetais
conforme os tratamentos: T1 — 0,0 mg L de BAP + 0,0 mg L™* de ANA; T2 - 1,0 mg L de
BAP + 0,0 mg L de ANA; T3—-2,5mg L* de BAP + 0,0 mg Lt de ANA; T4—-5,0mg L de
BAP + 0,0 mg L de ANA; T5-0,0mg L? de BAP + 0,1 mg Lt de ANA; T6 — 1,0 mg L™ de
BAP + 0,1 mg L*de ANA; T7 -2,5mg L de BAP + 0,1 mg L™ de ANA; T8 —5,0 mg L de
BAP + 0,1 mg L de ANA. Os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento em
fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pmol m2 s1) e 25°C até o momento da avaliagéo.

Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as varidveis porcentagem de sobrevivéncia
(%SOB); numero de brotagdes por explante (NBPE); nimero de brotacGes adventicias por
explante (NBAPE); comprimento das brotacdes (CPB) e oxidacdo dos explantes, foram
distribuidas notas para a avaliacdo da oxidacdo dos explantes, sendo elas 0 (explante sem
oxidacgéo); 1 (explante com 25% de oxidacéo); 2 (explante com 50% de oxidacdo); 3 (explante
com 75% de oxidagdo) e 4 (explante com 100% de oxidagdo). O experimento foi conduzido
pelo delineamento inteiramente casualizado (DIC), com 8 tratamentos constituidos por 2

repeticdes de 1 pote azeitona por repeticdo e 2 explantes por pote, totalizando 64 explantes.

Aclimatizacdo de mudas de cerejeira-do-Rio-Grande provenientes de plantulas

germinadas in vitro

BrotacGes de cerejeira-do-Rio-Grande obtidas pela multiplicacdo in vitro de
segmentos nodais e enraizados em meio de cultura JADS, sem adicdo de reguladores, foram
utilizados para execucdo do experimento. Os tratamentos constituiram-se de S1 — Substrato
comercial (a base de casca de pinus, turfa e vermiculita) e S2 — Substrato comercial (a base de
casca de pinus, turfa e vermiculita) em mistura com vermiculita na proporcao 1:1, autoclavados
a 120°C e uma atmosfera de pressdo, por 20 minutos. Foram utilizados copinhos plasticos de
café (50 mL) com 4 furos (0,3 cm de diametro) no fundo para drenagem. Sacolas plasticas (16
x 25 c¢cm) foram utilizadas para manter a umidade da regido a parte aérea das plantas em
aclimatizacéo. Os copinhos foram colocados na sala de luz (Figura 3). Semanalmente, por um
periodo de 90 dias, foi realizada a manutencdo da umidade, borrifando-se agua destilada no
interior das sacolas plasticas e no substrato, e retirada da sacola plastica, aumentando a
frequéncia ao passar dos dias até as mudas serem aclimatizadas ao ambiente e ndo precisarem

da sacola plastica.
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Figura 3 - Aclimatizacdo de mudas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). Barra = 3 cm.
Piracicaba, S&o Paulo, Brasil, 2020.

Aos 90 dias de cultivo, foi analisada a porcentagem de sobrevivéncia das mudas de
cerejeira-do-Rio-Grande. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado (DIC) com 2 tratamentos constituidos de 3 repeti¢fes e 5 mudas por repeticdao, em

um total de 30 plantas.
Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a transformacéo por arcosenv(p) e \ (x+1) quando
necessarios e as médias submetidas a teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade pelo
software SAS®v.9.4.

Resultados e Discussao

Em todos os experimentos realizados com sementes e segmentos nodais provenientes
de plantulas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) estabelecidas em condic¢des

in vitro, ndo foram observadas contaminagdes.
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Germinagéo in vitro de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande em fungéo da

retirada do tegumento e da condic¢éo luminosa

Aos 7 dias apds introducdo in vitro, observou-se que 60% das sementes sem tegumento
e mantidas no escuro germinaram, alcancando 96% logo aos 14 dias ap0s a introducdo. Nas
avaliacOes subsequentes, aos 21, 28 e 35 dias, os tratamentos envolvendo sementes sem
tegumento e no escuro e sementes sem tegumento na luz se mantiveram iguais estatisticamente,

apresentando 100 e 90% de sementes germinadas, respectivamente (Figura 4A).

A B
100 | 100 1
N CTL
Z cTE
A STL
80 A 80 1 | =& sTE
< 60 { = 60 1
5 \E..’
£ <
E 401 £ 40
7} <
&} [-»
20 A 20 +
0 - 0 Aa_Ab Ba
14
Tempo (Dias) Tempo (Dias)

Figura 4 — Germinacéo (%) aos 7, 14, 21, 28, 35 dias ap6s a introdugdo de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) in vitro (A) e Formacao da parte aérea (%) aos 14, 21,28 e 35 dias apds introducéo in
vitro de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (B) em funcéo da interacdo da retirada do tegumento e condicéo
luminosa. (CTL — com tegumento na luz; CTE — com tegumento no escuro; STL — sem tegumento na luz; STE —
sem tegumento no escuro). Médias, para mesma data, sequidas de mesma letra maidscula (efeito da condicéao
luminosa) e mindscula (retirada do tegumento) nédo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.
Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Duas semanas ap0s o inicio do experimento, 18% do lote de sementes sem tegumento
e mantidas no escuro apresentaram formacédo da parte aérea. Ja aos 21 dias, o tratamento de
sementes sem tegumento e mantidas no escuro apresentou 74% de formacao da parte aérea se
mantendo superior em comparacao aos demais tratamentos até o Gltimo dia de avaliacdo, sendo
que 90% das sementes introduzidas apresentaram a formacao da parte aérea (Figura 4B). Os
melhores resultados obtidos pelo tratamento constituido por sementes sem tegumento no
escuro, para as variaveis porcentagem de germinacéo e formacéo da parte aérea se confirmaram
ao serem analisados o indice de velocidade de germinacdo (IVG) e o indice de velocidade de

emergéncia (IVE), os quais foram superiores comparados aos demais tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comprimento da parte aérea (CPA); nimero médio de nés (N° Nos); indice de velocidade de
germinacdo (IVG) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) em funcdo da retirada do tegumento e condi¢do luminosa aos 35 dias apds introducéo in vitro.
Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Tegumento/ CPA N° Nos IVG IVE
Condicéo luminosa  Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro Luz Escuro
Com 0,08 Ab 0,4 Ab 0,2Ab 0,8Ab 0,09 Ab 0,17 Ab 0,006 Ab 0,008 Ab
Sem 2,1Ba 58Aa 3,7Ba 6,2 Aa 0,75Ba 1,13 Aa 0,26 Ba 0,45 Aa
Média 2,1 2,7 0,53 0,18

CV (%) 26,36 35,46 18,11 27,35

Valor p <.0001* <.0001* 0,0039* 0,0006*

* Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo diferem entre si nas linhas e médias seguidas de letras
mindsculas iguais ndo diferem entre si na coluna, pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.

A retirada do tegumento da semente de cerejeira-do-Rio-Grande favoreceu a sua
germinacdo e, consequentemente, a formacdo da parte aérea de mudas in vitro,
independentemente da condic¢do luminosa, sendo observados valores superiores durante todos
os periodos de avaliacdo (Figura 4). Os resultados corroboram com os descritos por Martinotto
et al. (2007), nos quais a retirada do tegumento de sementes de cagaita (Eugenia dysenterica)
resultou em uma melhor e mais homogénea germinacao in vitro de sementes daquela espécie,
indicando uma certa dorméncia pela impermeabilidade do tegumento, que, quando retirado,
facilita as trocas gasosas e a embebicdo da semente (SUN et al., 2006; RODRIGUEZ-
ELIZALDE et al., 2019).

O atraso da germinacao e a menor porcentagem de formacao da parte aérea observados
no tratamento envolvendo sementes sem tegumento e na luz podem estar relacionados a
exposicdo do tecido de reserva diretamente a luz, onde observou-se um esverdeamento do
mesmo (Figura 5C). Embora sem relatos na literatura referentes a espécies florestais, 0 mesmo
fendbmeno foi registrado em batatas expostas a luz direta, quando ocorre a conversdao dos
amiloplastos em cloroplastos, mudando também sua funcéo celular (ZHU et al., 1984; SADALI
etal., 2019; ZHANG et al., 2020). J& é conhecido que a presenca de clorofila afeta a germinacéo
e 0 vigor de sementes de importancia agronémica, em que os produtos da oxidacao da clorofila
possuem efeitos prooxidantes ou fotooxidativos, acarretando em perda de qualidade da semente
(JALINK et al., 1998; ZORATO et al., 2007). Guimarées et al. (2018), ao desenvolverem
trabalho de germinacdo de cabeludinha (Myrciaria glazioviana) em diferentes sombreamentos,
destacaram como um fator adicional ao efeito negativo da luz na germinacdo a oxidacdo e

alteracdes de substancias presentes nas sementes.
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Figura 5 — Desenvolvimento in vitro de plantulas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) em
funcéo dos diferentes tratamentos (T1 — Sementes com tegumento na luz (A); T2 — sementes com tegumento no
escuro (B); T3 — sementes sem tegumento na luz (C) e T4 — sementes sem tegumento no escuro (D)), aos 35 dias
apoés a introducdo in vitro. Barra = 2 cm. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Os resultados referentes ao comprimento da parte aérea (CPA) e ao nimero médio de
nos (N° Noés) apresentaram significancia na interacdo dos fatores analisados (Tabela 3). As
sementes submetidas ao tratamento sem tegumento e mantidas no escuro responderam melhor
para ambas as variaveis, apresentando, em média, 5,8 cm de comprimento e 6,2 nos. Tal fato
esta, provavelmente, associado ao estiolamento das plantulas (Figura 5D), desenvolvimento
denominado escotomorfogénese, na auséncia de luz, o qual ocasiona um crescimento
prolongado e formacao de etioplastos, que, quando expostos a luz, alteram seu desenvolvimento
para fotomorfogénico, convertendo etioplastos em cloroplastos (ARMAREGO-MARRIOTT et
al., 2020). A utilizacdo do estiolamento vem sendo aplicada no processo de micropropagacgéo
de algumas espécies, permitindo a obtencdo de maiores numeros de brotacdes, tamanho de
brotos e plantulas, numero de noés, diminuicdo de oxidacdo (BALLESTER et al., 1989;
CARVALHO et al., 2009; CARVALHO et al., 2011; RODRIGUES et al., 2017; OSORIO et
al., 2018). Resultados semelhantes foram identificados por Silva et al. (2016) na germinag&o in

vitro de sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) submetidas a luz ou escuro.

Germinacéo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande em fun¢do da concentracéo de

sais de MS e de sacarose

Né&o foram observadas diferencas significativas na interacdo dos fatores em nenhuma
das variaveis avaliadas no experimento. As diferentes concentracdes de sais de MS e de
sacarose no meio de cultura ndo alteraram a capacidade de germinacdo nem a formacéo da parte
aérea da espécie estudada, apresentando, na Ultima avaliacdo, porcentagens acima de 96% em
todos os tratamentos para as variaveis porcentagem de germinagéo e formacéo de parte aérea.
O resultado obtido é sustentado pelo fato de que a espécie apresenta grande quantidade de

amido presente no cotilédone, comum em espécies do género Eugenia, a exemplo da uvaieira
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(Eugenia pyriformis Cambess), que contém cerca de 70% de amido na materia seca de suas
sementes desprovidas do tegumento (WYK; BOTHA, 1984; JUSTO et al., 2007).

Analisando o fator concentracdo de sais do meio MS, independentemente da
quantidade de sacarose utilizada, observou-se que os meios de cultura contendo %2 e ¥ da
concentracdo de sais do meio MS apresentaram melhores resultados quanto as porcentagens de
formacdo da parte aérea aos 14, 21 e 28 dias apds introducdo das sementes in vitro, e
consequentemente, maior indice de velocidade de emergéncia (IVE) em comparagdo ao meio
MS completo (Tabela 4). Por outro lado, aos 35 dias, todos os tratamentos envolvendo todas as
concentracdes de sais do meio MS apresentaram porcentagens de formacao de parte aérea acima
de 96%. Esse atraso e, consequentemente, diferenca do indice de velocidade de emergéncia
(IVE) pode ser explicado, provavelmente, pela concentracdo de sais presente no meio MS
completo, que pode ter afetado negativamente a absorcdo de agua pela plantula devido ao
aumento do potencial osmético do meio (REIS et al., 2008). Para o estabelecimento in vitro de
baruzeiro (Dipteryx alata) a diminui¢do da concentracdo de sais do meio MS favoreceu a
formacéo de plantulas (PINHAL et al., 2017). Resultados semelhantes foram encontrados para
a germinacéo e formacdo de plantulas completas de jenipapeiro (Genipa americana L.), sendo
que a utilizacdo de meios mais concentrados resultou em menores porcentagens de plantulas
completas no final do experimento (ALMEIDA et al., 2013).

Tabela 4 — Porcentagem de formacéao da parte aérea (FPA) aos 14, 21 e 28 dias apds introducéo in vitro e indice
de emergéncia (IVE); comprimento da parte aérea (CPA); nimero médio de nds (N° Nos) e porcentagem de morte
apical (MAP) aos 35 dias apo6s introducéo in vitro de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) em funcdo da concentracdo de sais do meio MS. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Meio de cultura  FPA 14 FPA 21 FPA 28 IVE CPA N° Nos MAP
MS 49 b 87b 92b 0,55Db 49a 6,1a 23 a
1/2 MS 61 ab 94 ab 100 a 0,62 a 4,7a 53b 29a
1/4 MS 70a 95a 98 a 0,63 a 42D 47b 57b
Média 60 92 97 0,60 4,6 54 36
CV (%) 18,90 7,56 4,63 6,52 8,02 11,85 38,92
Valor p 0,0175* 0,0334* 0,0015* 0,0005* 0,0005* 0,0001* <.0001*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.

O meio MS completo afetou positivamente o comprimento da parte aérea, em
comparacao ao tratamento correspondente a % de sais do meio MS, influenciando também no
namero medio de nds (N° Nos), diferindo dos tratamentos com Y2 e ¥ da concentracdo de sais
do meio MS (Tabela 4). Tal fato se deve, provavelmente, a maior disponibilidade de nutrientes

presentes no meio MS, concordando com os resultados obtidos por Reis et al. (2008), nos quais
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0 maior comprimento de parte aérea, e consequentemente, 0 maior nimero de nos de plantulas
germinadas de Melissa officinalis L. foi obtido em meio MS suplementado com 100% da
concentragdo dos sais.

Ao final do experimento, observou-se necrose apical das plantulas em todos o0s
tratamentos (Figura 6), sendo que, quando utilizados ¥ da concentragdo dos sais de MS, 57%
das plantulas apresentaram escurecimento apical e morte (Tabela 4). Essa anormalidade pode
estar relacionada a concentracdo de célcio presente no meio de cultura, levando a deficiéncia
em relacdo ao rapido crescimento do efeito de estiolamento, resultante da diluicdo da
concentragdo dos sais. Embora nédo tenham sido localizados trabalhos relacionados a este tema
envolvendo espécies florestais, Helms (1971), em seu trabalho com germinacéo e estiolamento
in vitro de feijao, constatou 0 mesmo problema e afirmou ser devido a deficiéncia de célcio no

meio de cultura.
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Figura 6 — Fenbmeno de necrose e morte apical de mudas de cereja-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.)
germinadas in vitro, aos 35 dias de cultivo. Barra = 1 cm. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

A utilizagdo de 15 g L de sacarose favoreceu o crescimento in vitro das plantulas de
cerejeira em comparagdo a concentragdo mais alta de 30 g L (Tabela 5). Resultados
semelhantes aos obtidos no experimento foram constatados em trabalhos envolvendo sementes
de melissa (Melissa officinalis L.), as quais quando germinadas in vitro em altas concentracdes
de sacarose produziram plantulas com menor comprimento final, devido, provavelmente, a
maior pressdo osmotica sobre a semente (REIS et al., 2008). Resultados semelhantes foram
observados na formacdo de plantulas in vitro de Atroveran (MONFORT et al., 2015). No

presente trabalho, o potencial osmético do meio de cultura suplementado com 30g L de
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sacarose pode também ter interferido negativamente no indice de velocidade de emergéncia

(IVE), resultando em um certo atraso na formacao da parte aérea das plantulas (Tabela 5).

Tabela 5 — indice de velocidade de emergéncia (IVE) e comprimento da parte aérea (CPA) aos 35 dias apos
introducdo in vitro de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) em funcdo da concentracdo
de sacarose. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Sacarose (g L) IVE CPA
15 0,62 a 49a
30 0,59 b 43D
Média 0,60 4,6
CV (%) 6,52 8,02
Valor p 0,0423* 0,0002*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.

Germinacao in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande em fun¢do do fracionamento da

semente

Constatou-se o potencial germinativo e a formacéo de plantulas completas de cereja-
do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) in vitro a partir de sementes fracionadas (Figura 7B
e 7C).



Figura 7 — Desenvolvimento in vitro de Plantulas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) em
funcdo dos diferentes tratamentos (T1 - Semente intacta (A); T2 - Semente fracionada em duas partes (seguindo
cicatriz placentaria) (B); T3 - Semente fracionada em quatro partes (corte transversal e longitudinal) (C)), aos 60
dias de cultivo in vitro. Barras = 2cm Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Espécies do género Eugenia vém sendo bastante investigadas pelo seu potencial de
formacéo de pléantulas pelo fracionamento de suas sementes, possibilitando ampliar a produgéo
de mudas comercialmente, diversos autores citam essa capacidade regenerativa e a associam a
uma possivel poliembrionia (SILVA et al., 2003; SILVA et al., 2005; DELGADO et al., 2010;
TEIXEIRA; BARBEDO, 2012; PRATAVIERA et al., 2015; ALONSO et al., 2019).
Entretanto, Delgado et al. (2010) destacaram que, embora apresentem esta capacidade de
regeneragdo, as sementes das eugenias sdo monoembribnicas, tendo a producdo de novas
plantulas a partir da desdiferenciacdo das células pertencentes ao tecido perivascular da regido
apical cotiledonar. Esse potencial de regeneracéo esta ligado a um mecanismo de sobrevivéncia
das espécies contra herbivoria (TEIXEIRA; BARBEDO, 2012).

No sétimo dia apo6s a instalacdo do experimento, as sementes intactas apresentaram
62% de germinacdo, enquanto que sementes fracionadas em duas ou em quatro partes
apresentaram taxas de germinacao de 32 e 14%, respectivamente (Figura 8A). Aos 35 e 60 dias,

sementes intactas se mantiveram superiores em porcentagem de germinagdo quando
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comparadas aquelas dos demais tratamentos. Sementes fracionadas em duas partes, seguindo a
cicatriz placentéria, apresentaram 60 e 70% de germinacdo, diferindo daquelas fracionadas em
quatro partes (corte transversal e longitudinal), onde as fragcdes germinadas alcangaram apenas
28% em ambas as datas de avaliagdo (Figura 8A).
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Figura 8 — Germinagao (%) aos 7, 14, 21, 28, 35 e 60 dias apés a introducdo de sementes e fragdes de sementes
de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) in vitro (A) e Formacdo da parte aérea (%) aos 14, 21, 28,
35 e 60 dias ap6s introducdo de sementes e fracBes de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande in vitro (B). Médias,
para mesma data, seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.
Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Em relacdo a formacdo da parte aérea, as sementes intactas obtiveram as melhores
respostas em todas as datas de avaliacdes, diferindo-se estatisticamente do tratamento de
semente fracionada em duas partes apenas aos 60 dias apés introducdo, apresentando 88% de
formacdo de parte aérea em comparacdo ao T2, onde foi observado apenas 54% de formacéo
de parte aérea (Figura 8B). Quando as sementes foram fracionadas em quatro partes, as fracGes
obtidas mantiveram baixa porcentagem de germinacédo e, consequentemente, baixa formacéo
da parte aérea (Figura 8).

Embora com resultados inferiores aos do tratamento de sementes intactas, a
germinacao de sementes fracionadas em duas partes se manteve elevada, atingindo 70% nos 60
dias de cultivo (Figura 8A). O fator de incremento de germinagao para as sementes fracionadas
na metade foi de 1,40, apresentando um ganho de 48% em germinacdo quando comparado a
utilizagdo de sementes sem fracionamento (Tabela 6). Resultados semelhantes foram
constatados por Silva et al (2005), nos quais sementes fracionadas pela metade mantiveram o

potencial germinativo e seu fator de incremento de germinacgéo (FIG) superior aos de sementes
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intactas, principalmente, se separadas de forma que mantivessem o hilo em ambas as fragdes,

alcancando 1,50 no valor de FIG.

Tabela 6 — Fator de incremento de germinacao (FIG); fator de incremento de producgdo de plantulas completas
(FIP); comprimento de parte aérea (CPA) e nimero médio de nds (N° N6s) aos 60 dias apds introducdo de sementes
e fracBes de sementes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Cortes FIG FIP CPA N° No6s
Semente Intacta 0,92 0,88 3,3a 4,0a
Fracionada em duas partes 1,40 1,08 24D 25D
Fracionada em quatro partes 1,12 1,12 l4c 14b
Média 1,15 1,02 2,4 2,6
CV (%) 18,57 23,11 22,24 38,24
Valor p 0,2185ns  0,7995ns  0,0003*  <.0001*

"s Ndo significativo; * Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey com 5% de probabilidade.

Entretanto, a formacdo da parte aérea foi afetada negativamente em sementes
fracionadas na metade, apresentando apenas 54% de plantulas completas, 20% em ganho de
producéo de plantulas quando comparado ao tratamento de sementes intactas, devido a reducéo
de reserva das sementes (GOMES et al., 2016). A formacdo de plantulas completas em
sementes fracionadas decai, ndo sendo garantida pela presenca do processo germinativo a partir
de fragdes, por apresentar menor quantidade de reservas disponiveis no seu desenvolvimento
(SILVA et al., 2003; TEIXEIRA; BARBEDO, 2012; ALONSO et al., 2019; DELGADO;
BARBEDO, 2020).

A disponibilidade limitada de reservas pelo fracionamento das sementes levou ao
menor desenvolvimento da parte aérea das plantulas aos 60 dias de cultivo, apresentando menor
comprimento das plantulas obtidas nos tratamentos com sementes fracionadas em duas partes
e em quatro partes, em comparacgdo ao tratamento utilizando sementes intactas (Tabela 6). Os
maiores valores de comprimento de plantulas no tratamento de sementes intactas
proporcionaram, consequentemente, um maior nimero médio de nos presentes nas plantulas a
serem utilizadas como fonte de explantes na multiplicacdo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande
(Tabela 6). Sementes maiores, ou seja, com maior disponibilidade de reservas, originam
plantulas com maior vigor e tamanho (VANZOLINI; NAKAGAWA, 2007). Em espécies
florestais frutiferas, tais como, a cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.), a pitangueira (Eugenia
uniflora L.), o tamarindeiro (Tamarindus indica L.) e a jaqueira (Artocarpus heterophyllus

Lam.), sdo encontrados resultados similares, nos quais sementes maiores proporcionaram uma
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producdo final de mudas de maior porte e maior qualidade (NIETSCHE et al., 2004; KLEIN et
al., 2007; PEREIRA et al., 2008; SILVA et al., 2010).

Concentracdes de BAP e ANA na inducéo e desenvolvimento de brotagdes de
explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande germinadas in vitro

Aos 40 dias de cultivo in vitro, observou-se inducdo de brotacdo das gemas dos
explantes utilizados no experimento. Nao foram observadas hiperhidricidade e oxidacdo dos

explantes para nenhuma das concentragdes de reguladores utilizadas (Figura 9).



Figura 9 — Desenvolvimento de brota¢@es de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) em diferentes concentragdes (mg L) de BAP e presenca ou auséncia de ANA aos 40 dias de cultivo. T1 —
0,0 BAP + 0,0 ANA (A); T2— 1,0 BAP + 0,0 ANA (B); T3-2,5 BAP + 0,0 ANA (C); T4 —5,0 BAP + 0,0 ANA
(D); T5-0,0 BAP + 0,1 ANA (E); T6 — 1,0 BAP + 0,1 ANA (F); T7-2,5 BAP + 0,1 ANA (G); T8 — 5,0 BAP +
0,1 ANA (H). Esquema de desenvolvimento das gemas e brota¢des de explantes nodais de cerejeira (I). Barras =
1cm (A -H); 0,2 cm (I). Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Das variaveis analisadas, apenas o comprimento das brotacdes (CPB) apresentou

significancia da interacdo dos reguladores BAP x ANA (Tabela 7).
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Tabela 7 — Comprimento das brotacdes (CPB); porcentagem de gemas brotadas (%GB) e nimero de brotagGes
por explante (NBPE) aos 40 dias apds introducdo in vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) em funcéo das concentracdes de BAP e ANA. Piracicaba — SP, Brasil, 2019.

BAP/ CPB %GB NBPE
ANA(mgL?1) 0,0 0,1 00 01 00 01
0,0 0,27 Ab 0,25 Ab 24 28 10 11
1,0 0,33 Aab 0,28 Ab 34 31 14 13
2,5 0,37 Aa 033Aab 45 46 18 18
5,0 0,30 Bab 0,39 Aa 47 37 19 15
Média 0,31 36 15
CV (%) 17,37 14,25 23,98
Valor p 0,0294* 0,3428ns  0,3765ns

" N&o significativo; © Médias seguidas de letras mailsculas
iguais ndo diferem entre si nas linhas e médias seguidas de letras
mindsculas iguais ndo diferem entre si na coluna, pelo Teste
Tukey com 5% de probabilidade.

A adicdo de reguladores de crescimento é essencial na fase inicial de inducédo de
brotacdes in vitro. Respostas morfogénicas, tais como taxa de multiplicacdo e alongamento das
brotagdes, sdo dependentes do balango hormonal pela adicdo dos reguladores no meio de
cultura. Os mais utilizados nessa fase sdo as citocininas e as auxinas. A citocinina 6-
benzillaminopurina (BAP) é a mais aplicada na micropropagacdo de espécies lenhosas, que,
além de trazer bons resultados, apresenta o menor custo, podendo ser também utilizada em
combinac¢Bes com auxinas, como o acido naftalenoacético (ANA) em baixas concentraces
(ARAGAO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; HARTMANN et al., 2014).

A curva da variavel comprimento das brotacdes (CPB) exibiu um padrdo quadratico
positivo com a utilizacdo de BAP na auséncia de ANA, alcancando, na concentracédo de 2,7 mg
L, o ponto méaximo de 0,37 centimetro de comprimento, a partir desse ponto, 0 aumento na
concentragdo da citocinina ocasionou efeito negativo no desenvolvimento das brotagdes (Figura

10).
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Figura 10 — Comprimento das brotacbes (CPB) de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) em funcéo das concentragtes de BAP e adi¢cdo de ANA. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Dentre os efeitos positivos do BAP no cultivo in vitro, 0 aumento do comprimento das
brotacdes tem sido observado em diversas culturas (ARRUDA et al., 2019). Entretanto, as altas
concentragdes da citocinina adicionadas ao meio de cultura podem apresentar efeito inverso,
com a diminuicdo do tamanho das brotacées devido & toxicidade (GUTIERREZ et al., 2013).
Resultados similares foram descritos por Soares et al. (2007), nos quais 0 comprimento das
brotagcdes de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) foi influenciado pela concentracdo de
BAP, sendo que, os melhores resultados foram obtidos com a adigdo de 1,0; 2,0 e 3,0 mg L™
desta citocinina, sendo que, concentracdes mais elevadas da citocinina prejudicaram o
desenvolvimento das brota¢Ges, com diminui¢cdo do comprimento médio.

Em espécies da familia Myrtaceae, o efeito positivo da adicdo de BAP no incremento
do comprimento das brotacdes até certa concentragéo, e posterior efeito inibitério pela toxidez
em altas concentracdes, também foram relatados, a exemplo da uvaeira (Eugenia pyriformis
Cambess) (NASCIMENTO et al., 2008); do cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg)
Landrum) (DEMETRIO et al., 2021) e da casaqueira (Campomanesia rufa (Berg.) Nied)
(SANT’ANA et al., 2018).

Por outro lado, neste estudo, a adicdo de ANA (0,1 mg L) combinada com as
concentragfes de BAP, a variavel analisada (comprimento das brota¢des) se ajustou a um
modelo linear crescente, apresentando a maior média na concentragdo de 5,0 mg " de BAP
(Figura 10). Os resultados obtidos na interagdo dos reguladores corroboram com o trabalho
realizado por Stein et al. (2007), no qual os autores, ao verificarem a interacdo de BAP e ANA

na multiplicacdo in vitro de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.),
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relataram que o comprimento das brotacbes sofreu efeito inibitério com o aumento da
concentracdo de BAP na auséncia auxina, enquanto que, na presenca de ANA houve efeito
positivo de aumento do comprimento das brotagdes. A interagdo dos reguladores vegetais no
cultivo in vitro pode atuar de forma sinérgica ou antagOnica, dependendo de fatores
relacionados ao efeito do regulador na biossintese e metabolismo do outro, alterando os niveis
da substancia e modificando as respostas esperadas ou até mesmo inativando-as (STADEN et
al., 2008).

As concentragdes de BAP avaliadas influenciaram significativamente as variaveis
numero de brotacdes por explante (NBPE) e porcentagem de gemas brotadas (GB%) (Tabela
8).

Tabela 8 — Porcentagem de gemas brotadas (%GB) e nimero de brotagdes por explante (NBPE) aos 40 dias ap6s
introducgdo in vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) em fungéo das
concentracdes de BAP. Piracicaba — SP, Brasil, 2019.

BAP(mgL") %GB  NBPE

0,0 26 ¢c 10c
1,0 33 be 1,3 bc
2,5 45a 18a
5,0 42 ab 1,7ab
Média 36 15
CV (%) 14,29 23,98
Valor p 0,0001* 0,0001*

* Médias seguidas de letras iguais ndo
diferem entre si pelo Teste Tukey com
5% de probabilidade.
Analisando as curvas geradas, ambas apresentaram padrdo quadratico positivo para as
médias, sendo que, a concentragdo de 3,6 mg L™ de BAP propiciou o maior nimero de brotos
por explante e a maior porcentagem de brotacGes das gemas de explantes nodais de cerejeira

(Figura11A e 11B).
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Figura 11 — Numero de brotagdes por explante (NBPE) (A) e Porcentagem de gemas brotadas (GB%) (B) de
explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), em funcdo das concentracGes de BAP.
Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Resultados similares foram relatados por Prudente et al. (2016), nos quais a utilizagao
de 2,8 mg L de BAP promoveu maior nimero de brotac@es aos 30 dias de cultivo in vitro de
candeia (Eremanthus erythropappus (DC.) MacLeish.), espécie nativa do cerrado brasileiro.

Segundo Demétrio et al. (2021), a citocinina BAP na concentragdo de 1 mg L foi
eficiente na inducdo de brotac6es de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum)
in vitro, produzindo, em média, 2,96 brotacGes por explante, e, com 0 aumento da concentracao,
assim como observado no presente trabalho, houve a diminuicdo do nimero médio de
brotacdes. Os mesmos resultados foram encontrados para a multiplicacdo de acessos de
jenipapeiro (Genipa americana), nos quais a utilizagdo de 1 mg L™ de 6-benzilaminopurina
favoreceu o desenvolvimento das brotagdes (SA et al., 2016). Por outro lado, a presenca de
BAP na micropropagacdo de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é dispensavel na
inducdo de brotacdo de explantes nodais de plantulas germinadas in vitro (OLIVEIRA et al.,
2019).

Concentracdes de GAz no crescimento de brotacdes de cerejeira-do-Rio-Grande

As giberelinas séo pertencentes a um grupo de hormonios vegetais responsaveis por
diversos processos fisiologicos, e € comumente utilizada no cultivo in vitro, sendo as trés
formas, GA1, GAs e GAs encontradas em abundancia em plantas superiores. Dentre essas
formas, o &cido giberélico (GAs) é amplamente utilizado em adicdo ao meio de cultura,
buscando-se os efeitos positivos influenciados por este regulador, tais como alongamento da

parte aérea, aumento da area foliar, e germinacdo in vitro (RIBEIRO et al., 2006; HEBLING,
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2007; NDAGIJIMANA et al., 2014; LEITE; SCHERER et al., 2015). A presenca do regulador,
na concentracdo de 2,7 mg L, na micropropagacdo de casaqueira (Campomanesia rufa (O.
Berg.)) proporcionou um aumento de 33,5% na altura das plantas em comparacao as brotagdes
dispostas em meio de cultura na auséncia deste regulador (SANT’ANA et al., 2018). No cultivo
de pimenta longa (Piper hispidinervum C. DC.), efeitos no alongamento caulinar foram
identificados na presenca de 1,0 mg L™ de GAs (SIMOES et al., 2012).

Por outro lado, ndo foram identificados efeitos significativos das concentracfes de
GAs utilizadas no presente experimento, portanto, sem efeito no desenvolvimento das brotagdes
de cerejeira-do-Rio-Grande provenientes de explantes de plantulas germinadas in vitro.
Resultados semelhantes foram constatados por Golle (2010), nos quais segmentos de cerejeira-
do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) advindos de plantas adultas de estufa, ndo obtiveram
resultados positivos nas concentracdes utilizadas, registrando-se, inclusive efeitos fitotdxicos

nas maiores concentrag()es.

Diferentes meios de cultura na inducédo e desenvolvimento de brotacGes de

explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande germinadas in vitro

O meio de cultura desempenha papel fundamental no processo de micropropagacao,
sendo ele o responsavel para o suporte do explante, quando utilizado meio sélido, e o fornecedor
de macro e micro nutrientes para nutricdo e desenvolvimento in vitro da cultura, além de
fornecer também vitaminas, fonte de carbono organico, fonte de energia e outras substancias
adicionadas no meio, ao exemplo dos reguladores vegetais (HARTMANN et al., 2014). Dentre
0s meios de cultura citados na literatura, 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) tem sido muito
utilizado em protocolos de multiplicacdo in vitro de espécies nativas brasileiras, assim como o
meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), desenvolvido especialmente para o cultivo de
espécies lenhosas (OLIVEIRA et al., 2013).

Novas formulagdes sdo desenvolvidas com base nas especificidades de cada espécie
estudada. Para algumas espécies da familia Myrtaceae, foram desenvolvidos meios que se
apresentaram mais adequados em sua resposta in vitro comparados aos meios ja existentes na
literatura, podendo ser empregados na otimizacdo dos processos de cultivo in vitro de espécies
dentro desta familia. Entre tais meios de cultura, citam-se o meio SP (CID et al., 1999), adaptado
para a regeneracdo in vitro de Eucalyptus grandis x E. urophylla, utilizando-se de metade da

concentracéo de sais e ¥ da concentracdo de FeEDTA do meio MS combinado com a vitaminas



52
do meio MS-B (CID et al., 1994) e 0 meio JADS (CORREIA et al., 1995), desenvolvido para
melhoria do crescimento e desenvolvimento de gemas daquele hibrido.

No presente experimento, apés 60 dias de cultivo in vitro, os diferentes meios de
cultura utilizados influenciaram apenas o comprimento das brotacdes obtidas a partir dos
explantes nodais. O meio MS completo apresentou a maior média de comprimento das
brotagdes de cerejeira-do-Rio-Grande, ndo diferindo dos meios ¥2 MS, ¥4 MS, WPM e JADS
(Tabela 9).

Tabela 9 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); comprimento das brotacfes (CPB); porcentagem de gemas
brotadas (%GB); nimero de brotagdes por explante (NBPE); nimero de folhas por brotagdo (NFPB) e nimero de
folhas senescentes (NFS) aos 60 dias ap0s introdugdo in vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) em funcdo dos diferentes meios de cultura. Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Meios de Cultura  %SOB CPB %GB NBPE NFPB NFS
MS 100 0,44 a 28 11 4,2 0,2
1/2MS 93 0,31ab 33 1,3 4,4 0,2
1/4MS 93 0,35ab 38 15 3,2 0,3
WPM 81 0,33 ab 29 11 5,0 0,1
1/2WPM 97 0,24 b 38 15 34 0,1
1/4AWPM 95 0,23 b 38 15 2,8 0,0
JADS 91 0,36 ab 33 1,3 4,4 0,0
SP Modificado 85 0,26 b 33 1,3 4,1 0,0
SP 77 0,27b 25 1,0 50 0,0
Média 90 0,31 33 13 4,0 0,1
CV (%) 13,41 24,83 17,03 28,69 16,30 7,16
Valor p 0,0730ns  0,0014* 0,2217ns  0,2437ns  0,3286ns  0,1387ns

" Nao significativo; * Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey
com 5% de probabilidade.

ApoOs o subcultivo, os diferentes meios de cultura utilizados no experimento

interferiram no desenvolvimento das brotacdes de cerejeira (Figura 12).
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Figura 12 — Desenvolvimento de brotacOes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) sobre os
diferentes meios de cultura aos 30 dias ap6s subcultivo. T1 — MS completo (A); T2 — % MS (B); T3 — ¥ MS (C);
T4 — WPM completo (D); T5 — % WPM (E); T6 — % WPM (F) e T7 — JADS (G); T8 — SP (H) e T9 — SP Mod (I).
Barras = 1cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Registrou-se 100% de sobrevivéncia das brotagfes ao final do experimento,
independentemente do tratamento utilizado. Ap6s 30 dias de cultivo in vitro, observou-se que
0 meio de cultura JADS, em geral, promoveu as maiores médias para as variaveis analisadas

(Tabela 10).
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Tabela 10 — Comprimento das brotagdes (CPB); nimero de folhas por brotacdo (NFPB); nimero de folhas
senescentes (NFS); porcentagem de formacéo de raizes (%FR) e nimero de raizes por brotacdo (NRB) aos 30 dias
apos subcultivo das brotagGes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) em funcéo dos diferentes
meios de cultura. Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Meios de Cultura  CPB NFPB NFS %FR NRB
MS 0,48b 6,0 ab 01 10b 01lc
1/2MS 0,40b 56D 0,0 20b 0,2c
1/4MS 0,46 b 49Db 0,1 37ab 0,4 bc
WPM 0,47b 6,0 ab 0,1 73a 0,8 ab
1/2WPM 041b 59D 0,1 77a 10a
1/4AWPM 0,35b 460D 0,0 70a 0,9ab
JADS 0,70 a 78a 0,1 63a 0,8 ab
SP Modificado 0,35b 50D 0,0 10b 0,1lc
SP 042b 53D 0,0 40 ab 0,4 bc
Média 0,45 5,8 0,1 44 0,5
CV (%) 20,63 6,11 4,21 44,72 8,58
Valor p <.0001*  0,0001*  0,3295ns  <.0001*  <.0001*

"s N&o significativo; * Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey com 5% de probabilidade.

Observou-se maior comprimento das brotagfes (CPB) em explantes cultivados no
meio de cultura JADS, enquanto que, nos demais meios utilizados, CPB variou de 0,35 a 0,48
cm. Resposta semelhante foi observada na avaliacdo da variavel nimero de folhas por brotacéo,
sendo que o meio de cultura JADS induziu maior producdo de folhas nas brotacdes de cerejeira-
do-Rio-Grande, ndo diferindo apenas dos meios MS e WPM completo. Além disso, no que se
refere a folhas senescentes, as médias foram baixas em todos os meios de cultura utilizados
(Tabela 10).

O meio JADS destacou-se como o melhor meio de cultura, por apresentar os melhores
resultados no cultivo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande. No desenvolvimento de goiabeira
(Psidium guajava L.) e aracazeiro-do-campo (Psidium guineense SW.), espécies frutiferas
nativas brasileiras, o meio de cultura JADS também foi o mais indicado. Naquele trabalho, a
alta concentracdo dos nutrientes célcio, magnésio, fosforo, ferro e cobre, em comparacgdo ao
meio MS e WPM, contribuiram para o melhor desempenho das espécies in vitro, sendo que,
esses nutrientes, quando deficientes, ocasionaram um retardamento no crescimento das
plantulas (SANTOS et al., 2020). Além dos nutrientes, a presenca de arginina e glutamina no
meio de cultura JADS pode ter contribuido com o maior crescimento das brota¢des, uma vez
que, quando combinados, esses aminoacidos tém o potencial de alongamento in vitro, assim
como observado para hibisco (Hibiscus moscheutos) (GREENWELL; RUTER, 2018).
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Resultados positivos no uso do meio JADS in vitro também foram relatados para
especies de eucaliptos (ANDRADE et al., 2006; BRAVO et al., 2008; CORDEIRO et al., 2014)
e até mesmo no cultivo in vitro de urucuzeiro (Bixa orellana L.) (FARIA et al., 2019).

Houve formacdo de raizes em todos os meios de cultura estudados no presente
trabalho. Os melhores resultados de enraizamento foram obtidos quando utilizados 0s meios
WPM, 2WPM, Y2 WPM, JADS, SP e ¥4 MS, variando de 37% a 77%, enguanto que, 0S meios
MS completo, %2 MS e SP modificado, apresentaram valores inferiores de formacao de raizes
das brotacGes (Tabela 10). Quanto ao numero de raizes por brotacBes, observou-se 0 mesmo
padrdo apresentado para a variavel porcentagem de formacdo de raizes, sendo que o0 meio %
WPM apresentou maior média, ndo diferindo dos meios ¥4 WPM, JADS e WPM, enquanto que
0 meio MS, %2 MS e SP modificado apresentaram as menores médias nimero de raizes por
brotagéo (Tabela 10).

O processo de enraizamento in vitro é, geralmente, realizado pela diminuicdo da
concentragdo de sais do meio de cultura pela metade e pela adicdo de auxinas (HARTMANN
etal., 2014). E conhecido que o meio MS possui altas concentracdes de sais, especialmente, de
nitrogénio. De acordo com Golle et al (2012), a formacao de raizes in vitro é favorecida pela
elevacdo da relacdo C/N. Essa afirmacdo sustenta os resultados obtidos no presente trabalho,
uma vez que, 0S meios que apresentaram menor quantidade de nitrogénio, consequentemente,
uma menor relacdo C/N, em comparacdo ao MS, ¥ MS, SP Modificado e SP apresentaram as
maiores porcentagens de enraizamento e quantidade de raiz por brotagdo. Outro fator que
colabora com a rizogénese na micropropagacao é a maior relacédo nitrato/aménio, devido a acdo
inibitdria de enraizamento dos ions NH4", presente em grande quantidade em meio MS e suas
diluices, pela adi¢do de nitrato de amoénio (NH4sNO3z) (MONFORT et al., 2015).

O enraizamento em meio sem adicdo de auxina também foi relatado em outras espécies
da familia Myrtaceae, como na micropropagacdo da goiaba serrana (Acca sellowiana (Berg)
Burret) (OLTRAMARI et al., 2000), do mirtilo-vermelho (Eugenia myrtifolia Sims.)
(BLANDO et al., 2013) e da guabiroba (Campomanesia xanthocarpa O. Berg.) (MACHADO
et al., 2020). Essa maior capacidade de enraizamento pode estar relacionada a producao
enddgena de auxinas (MACHADO et al., 2020).
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Otimizagdo da indugdo e desenvolvimento de brotagGes de cerejeira-do-Rio-

Grande germinadas in vitro

Cada espécie estudada demonstra sua resposta aos diferentes meios de cultura
utilizados. Isso ocorre devido as diferentes concentracdes e composicao do meio de cultura,
afetando também cada fase da micropropagacéo, necessitando entdo da otimizacao do processo,
utilizando-se o0 melhor meio de cultura para cada fase de desenvolvimento do protocolo (ARAB
etal., 2017).

Para todas as variaveis analisadas, 0 meio de cultura JADS suplementado com 2,5 mg
Lt de BAP foi superior quando comparado ao meio de cultura MS (Tabela 11). O meio JADS
+ 2,5 mg L*, aos 40 dias de cultivo, proporcionou uma melhor porcentagem de brotacéo de
gemas dos explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande quando comparado com meio de
cultura MS. Quanto ao nimero de brotacdes por explante e comprimento de brotacdes, o meio
de cultura JADS afetou de maneira positiva ambas as varidveis, apresentando médias de 0,60
cm de comprimento por brotacdo e 2,8 brotacfes por explante, valores superiores ao meio MS
+25mg L7,

Tabela 11 — Comprimento das brota¢des (CPB); porcentagem de gemas brotadas (%GB) e nimero de brotagdes
por explante (NBPE) aos 40 dias apds introducao in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.)
em funcdo dos meios de cultura suplementados de 2,5 mg ** de BAP. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Meio de cultura  CPB %GB NBPE
MS + 2,5 BAP 0,35b 48 b 19b
JADS +25BAP 0,60a 71la 28a
Média 0,47 59 2,4
CV (%) 17,67 12,83 17,63
Valor p <.0001*  0,0002*  0,0001*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si
pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.
Concentracdes de BAP e ANA no subcultivo das brotac6es de cerejeira-do-Rio-

Grande germinadas in vitro

A formacdo de calos na cultura de tecidos é mediada pelo balango hormonal entre
citocininas e auxinas, sendo essas enddgenas ou reguladores vegetais adicionados ao meio de
cultura. A fase de multiplicacdo tem como objetivo a obtencdo da maior taxa de formacéo de
brotacdes, seja por inducdo de gemas pré-existentes ou pela producédo de brotacfes adventicias,
afetadas pela concentragdo dos reguladores adicionados ao meio, promovendo a organogénese
nos explantes (STADEN et al., 2008). A posicao do explante em relagdo ao meio de cultura no
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subcultivo e as respostas variam conforme a espécie a ser estudada. Geralmente, quando
introduzidos horizontalmente no meio de cultura, os explantes apresentam tendéncia de maior
formacdo de brotagbes dos que aqueles introduzidos verticalmente (FERNANDEZ-
LIZARAZO; MOSQUERA-VASQUEZ, 2012; HARTMANN et al., 2014).

Os explantes de cerejeira-do-Rio-Grande apresentaram formacéo de calo (Figura 13),
influenciado pela adicdo de BAP e ANA.

Figura 13 — Detalhamento da formacédo de calos (setas pretas) em explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in vitro. Barra = 1,0 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Né&o foi observada formacao de calo em explantes na auséncia de reguladores vegetais,
ou mesmo quando adicionado 0,1 mg L de ANA, apresentando formagcao de raizes em ambos
tratamentos (Figura 14A e 14E). Os resultados apontam a necessidade da adi¢do de citocinina
para que ocorra a desdiferenciagdo celular, e consequentemente, formacéo de calos e producao
de brotacdes adventicias pela via da organogénese indireta no subcultivo de explantes nodais

de cerejeira-do-Rio-Grande de origem seminal.



Figura 14 — Desenvolvimento de brotagdes no subcultivo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) sobre as diferentes concentragdes (mg L) de BAP e presenca ou auséncia de ANA
aos 40 dias. Dispostos horizontalmente no meio de cultura: T1 — 0,0 BAP + 0,0 ANA (A); T2 - 1,0 BAP + 0,0
ANA (B); T3 - 2,5 BAP + 0,0 ANA (C); T4 - 5,0 BAP + 0,0 ANA (D); T5 - 0,0 BAP + 0,1 ANA (E); T6 - 1,0
BAP + 0,1 ANA (F); T7-2,5BAP + 0,1 ANA (G); T8 — 5,0 BAP + 0,1 ANA (H). Esquema de desenvolvimento
das brotages (I - J). Barras =1 cm (A - 1); 0,2 cm (J). Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Na presenca de BAP em diferentes concentracfes, 0s explantes apresentaram
porcentagem de formacéo de calo que variaram de 50% a 100%. Entretanto, com a adi¢do de
ANA (0,1 mg L'1) em combinagdo com BAP em diferentes concentracdes, os tratamentos 1,0
mg L de BAP e 2,5 mg L* de BAP apresentaram 100% de formacao de calo, enquanto que,
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quando utilizada a maior concentragdo de BAP, 5,0 mg L, ndo houve formacéo de calos
(Figura 15).

100 e Aa Ad
HEE 0.0 ANA
[ 0.1 ANA Aab
80 -
o 60 A
j Ab
%
X 40 -
20 -
0 Ac . Ab . . . Bb
0,0 1,0 25 5,0
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Figura 15 — Porcentagem de formacéo de calos (%) no subcultivo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias, dispostos horizontalmente no meio de cultura em funcéo das concentragdes
de BAP e ANA. Médias seguidas de mesma letra maitscula (ANA) e mindascula (BAP) ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey com 5% de probabilidade. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

A formacéo de calos durante a micropropagacao de mangabeira foi relatada por Soares
et al. (2007), os quais verificaram a formacao de calos quando BAP foi adicionado ao meio de
cultura, e, da mesma forma como os resultados do presente trabalho, altas concentragdes foram
toxicas, e os explantes ndo foram responsivos a calogénese. Resultados similares foram
descritos por Aragdo et al. (2011) para micropropagacao de pau-brasil (Caesalpinia echinata
Lam.), nos quais a adi¢cdo de BAP favoreceu a calogénese de explantes nodais, ndo afetando o
desenvolvimento das brotagdes obtidas.

Aos 40 dias, a sobrevivéncia dos explantes permaneceu alta, com média de 91%. As
concentracfes de BAP com auséncia ou presenca de ANA adicionados ao meio de cultura
interferiram positivamente apenas no nimero de brotacfes por explante (NBPE) (Tabela 12).
Contudo, as concentracfes de BAP utilizadas afetaram positivamente as variaveis nimero de
brotacbes adventicias por explantes (NBAPE), comprimento das brotacbes (CPB) e
negativamente a oxidacdo (Tabela 13).
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Tabela 12 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); nimero de brotagfes por explante (NBPE); nimero de
brotacdes adventicias por explante (NBAPE) e comprimento das brotagfes (CPB) aos 40 dias apds introducéo in
vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) dispostos horizontalmente no
meio de cultura, em funcdo das concentraces de BAP e ANA. Piracicaba — SP, Brasil, 2020.

BAP/ %S0B NBPE NBAPE CPB
ANA(mgL?') 00 01 0,0 0,1 0,0 0,1 00 0,1
0,0 100 100 0,0Ab 0,0Ab 00 00 0,00 0,00
1,0 100 100 53Aa 16Ba 11 04 061 0,72
2,5 875 100 36Aa 25Aa 05 04 0,60 051
5,0 62,5 75 05Ab 00Ab 04 00 0,16 0,00
Média 91 1,7 0,4 0,33
CV (%) 24,76 11,16 9,14 40,29
Valor p 0,9418ns 0,0329* 0,2946ns 0,5152ns

" N&o significativo; * Médias seguidas de letras mailsculas iguais ndo
diferem entre si nas linhas e médias seguidas de letras mindsculas iguais
ndo diferem entre si na coluna, pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.

Tabela 13 — NUmero de brotacGes adventicias por explante (NBAPE); comprimento das brotacGes (CPB) e
oxidacdo aos 40 dias ap0s introducéo in vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) dispostos horizontalmente no meio de cultura, em funcéo das concentracfes de BAP. Piracicaba — SP, Brasil,
2020.

BAP (mgL?Y) NBAPE CMPB Oxidacio
0,0 00b 0,00 b 0,00 a
1,0 08a 0,66 a 0,00 a
25 0,4 ab 0,55 a 0,25 ab
5,0 0,2 ab 0,08b 1,75b
Média 04 0,33 05
CV (%) 9,15 40,29 22,93
Valor p 0,0135* 0,0002* 0,0347*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey com 5% de probabilidade.

Houve aumento quadratico das brotacfes por explante em funcdo das concentracGes
utilizadas de BAP com ou sem adicdo de ANA. A utilizacdo apenas de BAP no meio de cultura
proporcionou a maior média de produgdo de brotos quando adicionados 2,4 mg L™ deste
regulador vegetal ao meio de cultura, produzindo, em média, 4,8 brotos por explante, enquanto
que, a combinacdo de BAP com ANA acarretou na producdo maxima de brotacdes na

concentragio de 2,5 mg L™ de BAP, com média de 2,5 brotos por explante (Figura 16).
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Figura 16 — Numero de brotacdes por explante (NBPE) no subcultivo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-
Grande (Eugenia involucrata DC.) dispostos horizontalmente no meio de cultura aos 40 dias, em funcdo das
concentracdes de BAP e adi¢do de ANA. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Os efeitos da adigdo de reguladores vegetais na morfogénese variam conforme a
espécie estudada e as concentragdes dos hormonios enddgenos, resultando em diferentes
respostas quando os reguladores séo adicionados no meio de cultura. Segundo Santana (2003),
0 balanco positivo da concentracdo de citocinina em relacdo a auxina promove uma maior
formagdo de brotacbes e gemas. Os resultados corroboram com aqueles obtidos na
micropropagacao de pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), nos quais a adigéo de 0,05 mg
L-1 ANA no meio de cultura atuou positivamente na inducdo de brotacbes em pequenas
concentra¢fes. No entanto, quando dobrada a concentragcdo, o efeito sinérgico passa a ser
antagonico, observando-se, portanto, uma diminui¢do na producgéo de novos brotos (SANTOS
et al., 2006).

Em relacdo ao nimero de brotacGes adventicias (NBAPE) e ao comprimento das
brotacdes (CPB), verificou-se que as concentracgdes crescentes de BAP utilizadas promoveram
acréscimo nas médias obtidas para ambas as varidveis até o ponto méaximo de 2,5 mg L-1 do
regulador, possibilitando a obtencdo de 0,6 brotacdo adventicia por explante e comprimento
médio de 0,67 cm por brotacdo (Figura 17A e 17B), sendo que, 0 BAP em concentracfes
superiores a 2,5 mg L-1, para ambas as variaveis, houve efeito negativo. A medida em que a
concentragcdo de BAP adicionada ao meio de cultura aumentou, a oxidagdo aumentou
concomitantemente, apresentando na concentracdo maxima utilizada uma nota média de
oxidacdo de 1,8 (Figura 17C).
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Figura 17 — Namero de brotagdes adventicias por explante (A); comprimento das brotacdes (CPB) (B) e oxidagdo
(B) no subcultivo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) dispostos
horizontalmente no meio de cultura aos 40 dias, em fun¢do das concentra¢des de BAP. Piracicaba-SP, Brasil,
2020.

Assim como observado para cerejeira-do-Rio-Grande, Machado et al. (2020)
destacaram a importancia da adicdo de BAP no subcultivo de guabiroba (Campomanesia
xanthocarpa O. Berg.), fruteira nativa da Mata Atlantica, sendo que, em meio de cultura sem
adicdo de reguladores vegetais, apenas as duas gemas axilares pré-existentes se desenvolveram,
sem producdo de gemas adventicias, e quando suplementado com 0,5 ou 1,0 mg L-1 da
citocinina, houve um incremento no desenvolvimento de brota¢es adventicias por explante,
produzindo, em média, 3,6 e 3,7 brotos no final do primeiro subcultivo.

No presente estudo, os resultados obtidos indicaram que as concentracdes de BAP
afetaram o comprimento das brotacGes de maneira positiva crescente até a concentragdo de 2,5

mg L-1 da citocinina BAP, sendo que, concentracfes maiores que essa se apresenta toxico para
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o0s explantes. Esse efeito negativo das altas concentragdes da citocinina 6-benzylaminopurina
no comprimento das brotacGes ja foram relatadas em diversos trabalhos envolvendo espécies
lenhosas, tais como o pau-pombo (Tapirira guianensis Aubl.) (GUTIERREZ et al., 2013); o
inga (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.) (STEIN et al., 2007); o pau-ferro
(Caesalpinia ferrea Mart.) (SILVA et al., 2018); a casaqueira (Campomanesia rufa (O. Berg.)
Nied) (SANT’ANA et al., 2018); a umburana de cheiro (Amburana cearenses A.C. Smith.)
(CAMPOS et al., 2013); e a cerejeira (Amburana acreana (Ducke) A.C. Smith) (FIRMINO
JUNIOR; SCHERWINSKI, 2012).

Aclimatizacdo de mudas de cerejeira-do-Rio-Grande provenientes de plantulas

germinadas in vitro

O processo de aclimatizacdo de mudas produzidas em condi¢des in vitro é, muitas
vezes, dificultada, por apresentar alta mortalidade pela transferéncia de um ambiente controlado
para as condicdes ex vitro. Entre as razdes para esta maior dificuldade na aclimatizacéo, citam-
se a presenca de sistema radicular fraco ou ndo desenvolvido, estdmatos ndo funcionais e
cuticulas finas ou ndo desenvolvidas, sendo necessario submeter as mudas a um processo de
mudanca gradual do ambiente in vitro para ex vitro (LEDO et al., 2007; MATHUR et al., 2008).
A aclimatizacdo deve ser realizada de modo gradual, mantendo-se alta umidade ao redor das
mudas e expondo-as, gradativamente, as condi¢cdes do ambiente, evitando-se a dessecacao, e
favorecendo as adaptacdes fisioldgicas e morfoldgicas necessarias (CHANDRA et al., 2010;
HARTMANN et al., 2014).

Além do controle da umidade, o substrato € um fator de extrema importancia para o
sucesso da aclimatizacdo, apresentando atributos fisicos e quimicos necessarios para
desenvolvimento das plantas (ROCHA et al., 2008; SOUZA et al., 2015). A mistura de mais de
dois tipos de substrato pode influenciar positivamente o desenvolvimento da muda, pela
combinacéo de diferentes caracteristicas encontradas nos mais variados substratos (OLIVEIRA
etal., 2013).

Ao final dos 90 dias de aclimatizagdo das mudas, foi possivel obter plantas de

cerejeira-do-Rio-Grande através da multiplicacéo in vitro (Figura 18).
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Figura 18 — Mudas aclimatizadas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) com 90 dias. Barras =
3 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Em relacéo a aclimatizagéo, observou-se que, o substrato comercial a base de casca de
pinus misturado com vermiculita, na proporcdo de 1:1, proporcionou as maiores médias de
sobrevivéncia, apresentando 80% das mudas aclimatizadas, valor superior a utilizacdo apenas

do substrato comercial, o qual apresentou apenas 20% (Tabela 14).



65

Tabela 14 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) de plantulas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) aos 90 dias, em funcdo dos diferentes substratos utilizados na aclimatizacdo. Piracicaba-SP,
Brasil, 2020.

Substrato %SOB
Substrato comercial 20b
Substrato comercial + Vermiculita (1:1) 80a
Média 50
CV (%) 12,01
Valor p 0,0026*

* Médias seguidas de letras iguais néo diferem entre si
pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.

Substratos comerciais, a base de casca de pinus, tém sido utilizados no processo de
aclimatizacdo de mudas micropropagadas apresentando altas taxas de sobrevivéncia para
diferentes genétipos de gérbera (Gerbera jamesonii Bolus ex Hook) (SA et al., 2016; COUTO;
ARAUJO, 2018) e gendtipos de jenipapo (Genipa americana L.). No entanto, o substrato
comercial utilizado isoladamente para aclimatizacdo de mudas de cerejeira-do-Rio-Grande ndo
apresentou bons resultados, devido, provavelmente, a sua drenagem deficiente, acarretando em
podrid&o radicular e favorecendo a proliferacdo de fungos, levando as mudas a morte durante
0 processo de aclimatizacao.

Segundo Machado et al. (2020), na aclimatizagdo de mudas micropropagadas de
guabiroba, a mistura de substrato comercial com vermiculita na proporgéo de 1:1 proporcionou
52% de sobrevivéncia final das mudas, diferenciando do uso de somente substrato comercial
na composicdo, o qual apresentou 19% de mudas vivas aos 60 dias, corroborando com 0s

resultados obtidos no presente trabalho, em cerejeira-do-Rio-Grande.

Resumo do protocolo completo de germinacdo e multiplicagdo in vitro de

cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.)

Ao final do trabalho realizado, foi possivel estabelecer um protocolo completo para
germinacao e micropropagacéo de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) a partir
de explantes derivados de sementes germinadas in vitro, contribuindo assim para o
desenvolvimento do processo de multiplicacdo dessa espécie frutifera nativa brasileira. Este

procoloco é apresentado, resumidamente, em um fluxograma, a seguir (Figura 19).
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Figura 19 — Fluxograma representativo das etapas de germinacdo e multiplicacéo in vitro de cerejeira-do-Rio-
Grande (Eugenia involucrata DC.).

Conclusoes

Este trabalho resultou no desenvolvimento de um protocolo completo de germinacgéo
e multiplicacdo in vitro de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), importante
espécie frutifera nativa da Mata Atlantica.

Os melhores resultados dos parametros germinacdo, formacdo de parte aérea,
comprimento médio da plantula e maior nimero de nés foram obtidos com a retirada do
tegumento das sementes, cultivando-as na auséncia de luz. O meio de cultura MS e a
suplementacdo com 15 g Lt de sacarose proporcionaram o melhor desenvolvimento in vitro
das plantulas derivadas das sementes. As fracdes das sementes de cerejeira-do-Rio-Grande
possuem potencial germinativo; entretanto, o desenvolvimento da parte aérea é afetado
negativamente com o fracionamento, ndo sendo indicado o uso deste procedimento no cultivo

in vitro.
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Na fase de induc&o de brotagGes de explantes nodais, a concentracéo de 2,5 mg L™ de
BAP na auséncia de ANA promoveu os melhores resultados referente ao nimero de brotagdes,
porcentagem de gemas brotadas e comprimento médio das brotagdes. O uso de giberelina (GA3)
foi dispensavel no alongamento das brotagdes. O meio de cultura mais indicado no cultivo in
vitro de cerejeira-do-Rio-Grande a partir de explantes derivados de plantulas germinadas in
vitro foi o JADS. Foi possivel a obtencdo de altas porcentagens de formacédo de raizes sem
adicéo de reguladores em brotacdes cultivadas em meio WPM, %2 WPM, Y2 WPM e JADS. A
otimizacdo da fase inicial de indugédo de brotagao pode ser realizada em meio de cultura JADS
suplementado de 2,5 mg L-1 de BAP.

No primeiro subcultivo das brotacdes, houve formacao de calos quando adicionados
reguladores ao meio de cultura. A adicdo de 1,0 a 2,5 mg L-1 de BAP resultou nas maiores
médias de brotacdes, quantidade de brotacdes adventicias e comprimento médio das brotaces,
altas concentrac6es da citocinina afetaram negativamente o processo de multiplicacdo e o uso
da auxina (ANA) no meio de cultura foi dispensavel. E indicado o uso do substrato comercial
(a base de pinus, turfa e vermiculita) misturado com vermiculita, na proporgdo 1:1, para

aclimatizacao das mudas micropropagadas.
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CAPITULO 2: CULTIVO IN VITRO DE CEREJEIRA-DO-RIO-GRANDE (Eugenia
involucrata DC.), APARTIR DE EXPLANTES ORIUNDOS DE PLANTAS MANTIDAS
EM ESTUFA

Resumo

A produgédo comercial de mudas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) é realizada por sementes, o que dificulta a obtencdo de pomares homogéneos, com
caracteristicas comercias padronizadas. A multiplicacéo clonal se faz necesséria para a fixacao
de genotipos selecionados desta espécie; entretanto, é dificultada pelo baixo indice de sucesso
na producao de mudas, necessitando de aprimoramento das técnicas. A multiplicacdo in vitro
de cerejeira-do-Rio-Grande vem a ser uma via alternativa a producdo de mudas. Frente ao
exposto, buscou-se, nesse trabalho, avaliar a resposta in vitro de explantes nodais e foliares de
cerejeira-do-Rio-Grande. Os explantes foram coletados de plantas de dois anos de idade
mantidas em estufa telada, sob tratamento de fungicida e bactericida. Para explantes nodais,
foram realizados experimentos avaliando-se solucgdes na assepsia (NaClO e Ca(ClO2) a 2,5% e
1,25% de cloro ativo) e épocas de coleta do explante (verdo e outono). Avaliou-se também a
inducdo de brotacdo inicial pela combinagéo dos reguladores 6-benzilaminapurina (BAP) (0,0;
1,0; 2,5 e 5,0 mg L) e 4cido naftalenoacético (ANA) (0,0 e 0,1 mg L), e os efeitos dos
diferentes meios de cultura (MS, %2 MS, ¥4 MS, WPM, %> WPM, ¥4 WPM, JADS, SP
Modificado e SP) na inducdo e desenvolvimento de brotacGes e no subcultivo das brotagdes. A
partir explantes foliares, foram avaliadas as diferentes solucdes na assepsia (NaClO e Ca(ClO2)
a0,75% e 1,25% de cloro ativo) e o efeito da posi¢do (adaxial e abaxial) e adi¢do de reguladores
BAP (0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L), e a combinagcéo dos reguladores BAP (0,0; 1,0 e 2,0 mg L™?)
e ANA (0,0; 0,01 e 0,1 mg L) na morfogénese. Explantes nodais coletados no outono
apresentaram menor porcentagem de contaminacdo e de oxidacdo e maior sobrevivéncia; o uso
do hipoclorito de sodio a 1,25% de cloro ativo foi indicado. A concentracdo de 1,0 mg L de
BAP na presenca de 0,1 mg L™ de ANA e 2,5 mg L™ de BAP sem adic&o de auxina auxiliaram
no alongamento das brotagdes. Os meios de cultura %2 MS, ¥4 MS, WPM, %2 WPM, ¥ WPM,
JADS e SP Modificado na inducdo de brotacdes e desenvolvimento dos brotos apresentaram 0s
melhores resultados. Indica-se o uso de 0,75% de cloro ativo na assepsia de explantes foliares.
Né&o foi observada morfogénese in vitro de discos foliares.

Palavras-chave: Meio de cultura; Micropropagacdo; Myrtaceae; Reguladores vegetais

Abstract

The commercial seedling production of cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) is carried out by seeds, making it difficult to obtain homogeneous orchards with
standardized commercial traits. The clonal multiplication is necessary to fix selected genotypes
of this species; however, this process is dificult due to the low rate of success in the seedlings
production, requiring optimization of these technics. In vitro multiplication of cerejeira-do-Rio-
Grande might be an alternative method for seedling production. Therefore, this work aimed to
evaluate the in vitro response of nodal and foliar explants of cerejeira-do-Rio-Grande. The
explants were collected from two-year old plants kept in a greenhouse, which had been treated
with fungicide and bactericide. For the nodal explants, tests were conducted to evaluate asepsis
solutions (NaClO and Ca(ClO2) with 2.5% and 1.25% of active chloride) and the season
collection of explants (summer and autumn). Shoot induction was also evaluated the by the
combination of 6-benzylaminopurine (BAP) (0.0, 1.0, 2.5 and 5.5 mg L) and naphthalene
acetic acid (ANA) (0.0 and 0.1 mg L), the effects of different culture media (MS, % MS, Y4
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MS, WPM, ¥ WPM, Y2 WPM, JADS, Modified SP, and SP) in the shoot induction and
development and the subculture of the shoots. For the leaf explants, different asepsis solutions
were tested (NaClO and Ca(ClO2) with 0.75% and 1.25% of active chloride) and also the effect
of foliar disc position (adaxial and abaxial) and the addition of growth regulators BAP (0.0, 0.5,
1.0 and 2.0 mg L), and the combination of BAP (0.0, 1.0 and 2.2 mg L™%) and ANA (0.0; 0,01
and 0.1 mg L) in morphogenesis. Nodal explants collected in the autumn had the lowest
contamination and oxidation rates and the greatest survival rate; the use of sodium hypochlorite
with 1,25% of active chloride was indicated. The concentration of 1.0 mg L™ of BAP with 0.1
mg L of ANA and 2.5 mg L of BAP without adding ANA provided greater shoot elongation.
The culture media Y2 MS, ¥ MS, WPM, %> WPM, ¥4 WPM, JADS, and Modified SP revealed
to be the best for shoot induction and development. In the asepsis of leaf explants, the use of
0.75% of active chloride is indicated. There was no in vitro morphogenesis in leaf discs.

Keywords: Culture medium; Growth regulators; Micropropagation; Myrtaceae.

Introducéo

A biodiversidade brasileira faz do pais um dos mais importantes do mundo em termos
de conservacdo e fonte de recursos naturais, contendo entre 15 a 20% da flora mundial,
distribuida nos mais diversos biomas, dos quais destacam-se a Amazonia, o Cerrado e a Mata
Atlantica. O Brasil apresenta uma ampla diversidade de espécies vegetais. Em nimeros, sdo
46.653, sendo 33.223 espécies de angiospermas, as quais necessitam de investimentos e
pesquisas para que possam ser exploradas economicamente (CORADIN et al., 2011; FLORA
DO BRASIL 2020, 2020).

A Mata Atlantica é um dos biomas brasileiros mais ricos em diversidade biol6gica, e
jacontou com uma area de 1.315.460 km2. Porém, atualmente, so restam 12,4% da area original,
se somados os fragmentos de mata remanescente, presentes em 17 estados do Brasil
(FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA, 2019). Este bioma ¢é considerado um hotspot de
conservagdo, com aproximadamente 20.000 espécies de plantas, sendo 8.000 endémicas
(MYERS et al., 2000).

A familia Myrtaceae é considerada uma das mais importantes da flora brasileira, e se
faz presente na Mata Atlantica, podendo também serem encontradas espécies no sudeste
asiatico, australiano e na América do Sul. Contém 140 géneros com, aproximadamente, 5800
espécies catalogadas (FRAUCHES et al., 2016). No Brasil, sdo encontradas cerca de 1034
especies, entre 23 géneros, sendo que 797 das espécies sdo endémicas (SOBRAL et al., 2020).
O género Eugenia, grande representante desta familia, apresenta importante valor econémico
para ser explorado devido a numerosa variedade de espécies que o compde. Possui como

caracteristica o uso diversificado, podendo ser empregada na fabricacdo de farmacos, madeira,
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comercializacdo dos frutos e utilizagdo no paisagismo (QUEIROZ et al., 2015). No Brasil,
encontram-se cerca de 388 espécies pertencentes ao género (SOBRAL, et al., 2020).

A cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) é uma frutifera arborea
decidua, de porte alto, nativa do sudeste e do sul brasileiro, de ocorréncia nos biomas Cerrado
e Mata Atléntica, de Minas Gerais ao Rio Grande do Sul, onde é encontrada em pomares
domeésticos, pequenas propriedades rurais e, espontaneamente, na mata (CELLI et al., 2011,
GOLLE et al., 2017). Além do Brasil, a cerejeira-do-Rio-Grande compde a flora de outros
paises da América do Sul, a exemplo da Argentina e do Paraguai (LATTUADA et al., 2010).

Embora apresente um grande potencial para exploragdo econémica, o cultivo
comercial da cerejeira-do-Rio-Grande ainda € escasso. O formato da copa desta espécie a torna
um atrativo para o uso ornamental e a sua utilizacdo para recuperacdo de areas degradadas é
considerada adequada. Muito apreciado no consumo in natura, os frutos da cerejeira-do-Rio-
Grande podem ser processados para fabricacdo de doces e geleias. Essa espécie também é
utilizada na medicina popular para problemas como reumatismo e diarreia, pelo consumo do
cha de suas folhas. (GOLLE et al., 2012; HOSSEL et al., 2017). Estudos recentes mostram o
grande potencial dos frutos da cerejeira-do-Rio-Grande como fonte de antioxidantes, trazendo
beneficios & satide humana (MARIN et al., 2008; INFANTE et al., 2016; NICACIO et al.,
2017).

A multiplicacdo da espécie se da, principalmente, por via seminal. Entretanto, por
apresentar baixa densidade de ocorréncia, a obtencéo de sementes visando producao de pomares
comerciais é dificultada. As sementes de cerejeira sdo classificadas como recalcitrantes nao
permitindo dessecagdo e armazenamento por longos periodos (SILVA et al., 2005; GOLLE et
al., 2013; MOROZESK et al., 2014).

Para a espécie Eugenia involucrata, estudos visando o aprimoramento dos métodos
convencionais de multiplicagdo sdo ainda escassos. Mesmo com adi¢do do regulador vegetal
(AIB), estacas desta espécie apresentaram baixa porcentagem de enraizamento (INOUE;
PUTTON, 2007). O mesmo foi observado na enxertia por garfagem em fenda cheia, obtendo-
se 15% de sobrevivéncia quando se realizou enxertia sobre a mesma espécie (LATTUADA et
al., 2010). O método da alporquia em cerejeira-do-Rio-Grande também se mostrou ineficiente,
pois, apenas 1,86% sobreviveram ao transplantio (HOSSEL et al., 2017).

Como alternativa aos metodos convencionais de multiplicacao, a aplicagéo de técnicas
de cultura de tecidos vem sendo estudadas em diversas espécies, incluindo agquelas nativas do
pais (DIAS et al., 2012; SOUZA et al., 2006). Essas ferramentas da biotecnologia possibilitam o

cultivo de células, tecidos e 6rgdos isolados de uma planta matriz, em meio de cultura, em
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condigdes controladas e assépticas, baseando-se na totipoténcia celular, respondendo a
estimulos e a fatores, tais como reguladores vegetais em diversas concentracdes, meios de
cultura, tipos de explante, e o préprio genétipo (GEORGE et al., 2008; ZIMMERMANN,
2010).

Embora escassos, alguns trabalhos a fim de analisar o comportamento da espécie
Eugenia involucrata DC. in vitro sdo encontrados na literatura. As contribui¢cdes dos autores
sdo diversas, variando desde comparagdes de melhores segmentos a serem utilizados na
multiplicacdo até a respostas dos explantes, nodais e foliares, aos reguladores de crescimento
adicionados e efeitos de diferentes meios de cultura utilizados (GOLLE et al., 2020a; GOLLE
etal., 2020b; GOLLE etal., 2017; GOLLE; REINIGER, 2013a; GOLLE et al., 2013b; GOLLE
et al., 2012). De qualquer forma, ainda ndo foram estabelecidos protocolos eficientes visando
o cultivo in vitro desta espécie.

Diante o exposto, buscou-se, nesse trabalho, avaliar as respostas morfogénicas de
explantes nodais herbaceos e explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande a diferentes
componentes do meio de cultura, a fim de desenvolver um protocolo de multiplicagéo e
regeneracdo in vitro da espécie visando contribuir para trabalhos futuros de clonagem de

gendtipos selecionados.

Material e Métodos

Obtencéo e manutenc¢do do material vegetal

Mudas de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), com cerca de dois anos
de idade, foram obtidas de um viveiro comercial no municipio de Limeira-SP, e transferidas
para vasos de 30 L contendo substrato comercial a base de casca de pinus, e mantidas em estufa
telada do Departamento de Producdo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” (ESALQ), Piracicaba, SP. O manejo das plantas foi realizado por irrigacoes
periddicas, podas, e fertirrigagdes semanais, alternando-se entre 0,8 g L™ de nitrato de calcio
(CaNOs)2 e 0,5 g Lt de fertilizante comercial (YaraTera ™ Kristalon) (17-6-18 + 2MgO +
micronutrientes). As matrizes utilizadas como doadoras de explantes nos experimentos foram
tratadas previamente com aplicag0es semanais de bactericida Kasumin® (casugamicina) (3 ml
L) e aplicagGes quinzenais de fungicida Nativo® (tebuconazol + trifloxistrobina) (0,2 ml L

do produto comercial).
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Desinfestacdo de explantes foliares e nodais herbéceos de cerejeira-do-Rio-
Grande

Para a realizacdo dos experimentos, ramos herbaceos, com aproximadamente um més
de idade, e com cerca de 6 segmentos nodais, foram coletados pela manh&, mantidos em sacos
plasticos Umidos e levados para o Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticolas do
Departamento de Producdo Vegetal da ESALQ/USP. Procedeu-se a lavagem dos ramos em
agua corrente utilizando-se detergente neutro, por cerca de 2 minutos. Em seguida, realizaram-
se cinco enxagues por 50 segundos com agua destilada para a retirada total do detergente.

Para a assepsia dos explantes nodais, foram avaliadas duas épocas de coleta dos ramos,
verdo e outono, além de diferentes composicdes de solucbes para assepsia. Apos a lavagem
previamente descrita, 0S ramos seguiram para o preparo da assepsia com as diferentes solucdes.
Para 0s segmentos nodais, foi descartada a parte apical do ramo e as folhas foram retiradas. Os
segmentos foram imersos em alcool 70%, por 1 minuto, seguido de triplo enxague com agua
destilada por 50 segundos. Em seguida, foram imersos em uma das seguintes solucdes:
hipoclorito de sodio (NaClO) a 1,25% de cloro ativo; hipoclorito de calcio (Ca(ClO2)) a 1,25%
de cloro ativo; hipoclorito de sédio (NaClO) a 2,5% de cloro ativo ou hipoclorito de célcio
(Ca(ClO2)) a 2,5% de cloro ativo. O tempo de imersdo foi de 15 minutos em agitacdo com a
adicio de 3 gotas de detergente neutro (Tween 20®). Em camara de fluxo laminar, foram
realizados cinco enxagues com agua destilada autoclavada por 50 segundos, para retirada dos
produtos. Com auxilio de um bisturi e de uma pinga, os explantes foram excisados retirando-se
a parte superior e inferior exposta a solucdo desinfetante, sendo em seguida, introduzidos de
forma aleat6ria no meio de cultura em tubos de ensaio vedados com tampa de plastico e plastico
filme. Cada explante utilizado conteve um né com duas gemas e cerca de 2,0 cm.

Os valores, expressos em médias, de temperatura maxima, minima e média externa a
estufa durante as épocas de coleta dos explantes nodais foram obtidos da base de dados do Posto
Meteorologico “Professor Jesus Marden dos Santos” ESALQ-USP, pertencente ao
Departamento de Engenharia de Biossistemas (Tabela 1).
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Tabela 1 — Temperatura maxima, minima e média externa a estufa das épocas de coletas de explantes nodais de
cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Temperatura (C°)

Epoca
Maxima Minima Média
Verdo 315 20,1 25,0
Outono 28,5 15,9 215

“Médias calculadas a com base nos dados a
partir da duracdo de cada época do ano. Verao
(de 21 de dezembro de 2018 a 20 de marco de
2019) Outono (21 de margo de 2019 a 20 de
junho de 2019).

No experimento de desinfestacdo de explantes foliares, as folhas da por¢do mediana
dos ramos herbaceos, com cerca de um més de idade, foram retiradas, imersas em &lcool 70%
por um minuto, sofreram enxague com agua destilada e, em seguida, foram imersas em uma
das solucdes a seguir: hipoclorito de sédio (NaClO) a 0,75% de cloro ativo; hipoclorito célcio
(Ca(Cl0O2)) a 0,75% de cloro ativo; hipoclorito de sodio (NaClO) a 1,25% de cloro ativo ou
hipoclorito de célcio (Ca(ClO2)) a 1,25% de cloro ativo. O tempo de imers&o foi de 15 minutos
em agitacdo adicionando-se 3 gotas de detergente neutro (Tween 20®). Em camara de fluxo
laminar, foram realizados cinco enxagues por 50 segundos com &gua destilada autoclavada,
para retirada dos produtos. Utilizou-se um cortador cilindrico metélico de 0,8 cm de diametro
para confeccdo dos explantes que seguiram para introducdo em meio de cultura em placas de
Petri (100 x 15 mm) descartaveis vedadas com plastico filme.

O meio de cultura utilizado para realizacdo dos experimentos, em ambos 0s tipos de
explantes, foi 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) completo, suplementado de 30g L™ de
sacarose e 2g L de Phytagel™ (Sigma-Aldrich), para melhor visualizagdo das contaminagges,
e 0 pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 120°C. As unidades experimentais
referentes a desinfestacdo de explantes nodais foram armazenadas em sala de crescimento em
fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pmol m? s1) e a 25°C, enquanto que os de desinfestacdo de
explantes foliares foram colocados em BOD com 24 horas na auséncia de luz, a 26°C+1, para
conducdo do experimento.

Aos 40 dias de cultivo, as variaveis porcentagem de contaminacdo geral (%CG),
contaminacdo bacteriana (%CB), contaminagdo fungica (%CF), sobrevivéncia (%SOB) e
oxidacdo foram avaliadas. Foram distribuidas notas para a avaliacdo da oxidacdo dos explantes,
sendo elas 0 (explante sem oxidacéao); 1 (explante com 25% de oxidagéo); 2 (explante com 50%
de oxidacdo); 3 (explante com 75% de oxidagéo) e 4 (explante com 100% de oxidacdo) (Figura
1).
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Figura 1 — Escala de notas de oxidagcdo dos explantes nodais herbaceos e foliares de cerejeira-do-Rio-Grande
(Eugenia involucrata DC.) (0 quando ndo apresentava oxidacgdo; 1 quando apresentava 25% de oxidacéo; 2 quando
apresentava 50% de oxidacdo; 3 quando apresentava 75% de oxidagéo e 4 quando apresentava 100% de oxidac&o).
Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

4

O delineamento utilizado no experimento de assepsia de segmentos nodais foi o
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x4 (época de coleta x solucdo para
assepsia) constituido de 8 tratamentos, 5 repeti¢fes e 6 tubos por repeticdo, totalizando 240
explantes. O trabalho de desinfestacdo de segmentos foliares constituiu-se de 4 tratamentos, 5

repeticdes de 8 explantes por placa de Petri, totalizando 160 explantes.

Concentracdes de BAP e ANA na inducéo e desenvolvimento de brotagdes em

explantes nodais de cerejeira-do-Rio-grande in vitro

Ramos herbaceos de cerejeira-do-Rio-Grande foram coletados no periodo da manha,
levados ao laboratdrio, onde efetuou-se a lavagem em agua corrente com detergente neutro
seguido de enxague para retirada do detergente. As folhas dos ramos foram retiradas e o0s
segmentos nodais seguiram para 0 processo de assepsia em alcool 70% (v/v) por 1 minuto.
Ap0s triplo enxague utilizando-se 4gua destilada por 50 segundos, os segmentos foram imersos
em solucdo desinfetante de 1,25% de NaClO (v/v) por 15 minutos em agitacdo com a adi¢édo de
3 gotas de detergente neutro (Tween 20®).

O meio de cultura utilizado no experimento foi 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
em sua concentracéo total de sais acrescido de 30g L™ de sacarose e 6g L™ de agar. Foram
adicionados os reguladores citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético
(ANA), em diferentes concentracdes, conforme os tratamentos: T1 — 0,0 mg L™ de BAP + 0,0
mg L de ANA; T2 1,0mg L* de BAP + 0,0 mg L™ de ANA; T3-2,5mg L™ de BAP + 0,0
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mg L de ANA; T4—-5,0mg Lt de BAP + 0,0 mg Lt de ANA; T5-0,0 mg L' de BAP + 0,1
mg Lt de ANA; T6— 1,0mg Lt de BAP+0,1 mgL*de ANA; T7-25mgL'de BAP+0,1
mg L de ANA; T8 —5,0 mg L de BAP + 0,1 mg L de ANA. O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem, a 120°C e uma atmosfera, por 20 minutos. Em camara
de fluxo laminar, ap0s cinco enxagues com agua destilada autoclavada por 50 segundos, 0s
segmentos nodais foram excisados com auxilio de um bisturi, com cerca de 1,5 cm e
introduzidos aleatoriamente nos tubos de ensaio (25 x 150 mm). Todos os tratamentos foram
mantidos em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 umol m?s?) e 25°C.

Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as varidveis porcentagem de sobrevivéncia
do explante (%SOB), comprimento das brotacdes (CPB), porcentagem de gemas brotadas
(%GB), numero de brotagbes por explante (NBPE); nimero de brotagdes adventicias por
explante (NBAPE) e oxidacgéo (notas de 0 a 4).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 2x4 (presenca e auséncia de ANA x concentracdes de BAP), com 8 tratamentos, 4

repetices, e 5 tubos por repeticéo, totalizando 160 tubos.

Diferentes meios de cultura na inducdo e desenvolvimento de brotacbes de

explantes nodais de cerejeira-do-Rio Grande in vitro

Segmentos nodais foram coletados e desinfestados utilizando-se 1,25% de NaClO por
15 minutos, realizando cinco enxagues por 50 segundos com agua destilada autoclavada. Em
seguida, foram introduzidos em tubos de ensaio (25 x 150 mm), segundo os tratamentos (meios

de cultura) descritos a seguir (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composicéo dos diferentes meios de cultura utilizados no experimento de inducéo e desenvolvimento
de brotagdes de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.). T1 (MS), T2 (*2MS), T3
(¥aMS), T4 (WPM), T5 (X2WPM), T6 (VAWPM), T7 (JADS), T8 (SP Modificado) e T9 (SP).

Meio de cultura MS % MS ¥%MS WPM ¥»WPM Y.WPM JADS SP Mod SP

Componentes

_ mg L?
Macronutrientes
CaCl,.2H0 440 220 110 96 48 24 - 220 220
Ca(NOs)2.4H.0 - - - 556 278 139 1181 - -
KH2PO4 170 85 42,5 170 85 42,5 408 85 85
KNO3 1900 950 475 - - - 809 950 950
K2SO4 - - - 990 495 2475 - - -
MgS04.7H20 370 185 92,5 370 185 92,5 7395 185 185
NH4NO3 1650 825 4125 400 200 100 324 825 825
Micronutrientes mg L
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125 0,00625 - - - - 0,0125 0,0125
CuS04.5H;0 0,025 0,0125 0,00625 025 0,125 00625 1,25 0,0125 0,0125
HsBOs 62 31 155 62 3,1 155 31 31 31
Kl 0,83 0,415 0,2075 - - - - 0,415 0,415
MnS0,4.4H,0 22,3 11,15 5575 22,3 11,15 5575 12,8 11,15 11,15
Na:Mo00,.2H,0 0,25 0,125 0,0625 0,25 0,125 0,0625 0,15 0,125 0,125
ZnS04.7H,0 8,6 4.3 2,15 8,6 43 2,15 4.3 43 4.3
Fe(S04).7H0 27,8 139 6,95 278 13,9 6,95 55,6 6,95 6,95
NaEDTA.2H;0 37,3 1865 9,325 37,3 18,65 9,325 74,5 9,325 9,325
Organicos mg L
Acido nicotinico 05 025 0,125 0,5 0,25 0,125 0,5 3 3
Glicina 2 1 0,5 2 1 0,5 - - -
Mio-inositol 100 100 100 100 100 100 100 100 50
Piridoxina HCI 05 025 0125 05 025 0125 05
Tiamina HCI 01 0,05 0,025 1 0,5 0,25 5
Pantotenato de Ca*? - - - - - - 24 3 3
L- Glutamina - - - - - - 146 146 146
L- Cisteina - - - - - - 2,5 - -
L- Arginina - - - - - - 7 - -
Sacarose 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 10000

MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), JADS (CORREIA et al.,
1995), SP (CID et al., 1999).
Os meios de cultura foram suplementados com 6g L™ de agar e autoclavados a 120°C
e uma atmosfera por 20 minutos. Apds introducdo dos explantes in vitro, os tubos de ensaio
foram colocados em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 umol m?s™) e
25°C até o momento da avaliacdo. Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as porcentagens de
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sobrevivéncia do explante (%SOB), comprimento das brotacdes (CPB), nimero de brotacdes
por explante (NBPE), porcentagem de gemas brotadas (%GB), numero de folhas por brotacdo
(NFPB), numero médio de folhas senescentes por brotagdo (NFS) e oxidagdo (notas de 0 a 4).
Logo apds as avaliagdes, as brotacdes foram excisadas e subcultivadas em tubos de ensaio (25
x 150 mm) contendo 0 mesmo meio inicial. Trinta dias apos o inicio do cultivo, foram avaliadas
as variaveis CPB; NFPB; NFS. O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, constituido por 9 tratamentos e 6 repeticGes composto por 6 explantes cada,
totalizando 324 explantes na realizagdo do experimento.

Posicdo do disco foliar e adicdo de reguladores no cultivo in vitro de explantes

foliares de cerejeira-do-Rio-Grande

Folhas da por¢do mediana de ramos herbaceos foram coletados para realizacdo dos
experimentos, as quais foram lavadas em agua corrente com detergente neutro e enxaguadas
com agua destilada para remocéo do detergente. As folhas doadoras de explantes foram imersas
em alcool 70% por 1 minuto, seguido de enxague em agua destilada e desinfestadas com 1,25%
de NaClO com adicdo de 3 gotas de Tween 20® em agitacdo por 15 minutos. Logo apos,
procederam-se, em camara de fluxo laminar, cinco enxagues com &gua destilada autoclavada.

Foram realizados dois experimentos, no primeiro, 0s tratamentos constituiram-se da
posicao do disco foliar em relagéo ao meio de cultura e concentragdes de BAP: T1 — Adaxial +
0,0 mg L™ de BAP; T2 — Adaxial + 0,5 mg L™ de BAP; T3 — Adaxial + 1,0 mg L'* de BAP; T4
— Adaxial + 2,0 mg L de BAP; T5 — Abaxial + 0,0 mg L de BAP; T6 — Abaxial + 0,5 mg L
1 de BAP; T7 — Abaxial + 1,0 mg L de BAP; T8 — Abaxial + 2,0 mg L de BAP. No segundo
experimento foram testadas as diferentes concentracdes de BAP e ANA, conforme o seguinte:
T1-0,0mgLYBAP+0,0mgLTANA; T2-1,0mg LtBAP+0,0mgL*ANA; T3-2,0mg
LI BAP + 0,0 mg LY ANA; T4 - 0,0 mg L': BAP + 0,01 mg L' ANA; T5—1,0 mg L™ BAP
+0,01 mg LT ANA; T6 — 2,0 mg L' BAP + 0,01 mg L' ANA; T7 - 0,0 mg L' BAP + 0,1 mg
LT ANA; T8 -1,0mg LT BAP +0,1 mg Lt ANA; T9-2,0mg L BAP + 0,1 mg L't ANA.

Em ambos os experimentos, foram utilizados o meio de cultura MS completo
suplementado de 30 g L™ de sacarose, 6 g L de agar. Utilizou-se um cortador cilindrico
metalico de 0,8 cm de didametro para confeccdo dos explantes, que seguiram para introducéao
em meio de cultura em placas de Petri (100 x 15 mm) descartaveis vedadas com plastico filme

e armazenados em BOD com 24 horas na auséncia de luz a 26°Cx1 para conducdo dos
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experimentos. Aos 20 dias foi realizado a troca do meio de cultura pelo mesmo inicial. Quarenta

dias ap6s o inicio dos experimentos, registrou-se a porcentagem de explantes responsivos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo o
experimento de posicédo do disco foliar em relacdo ao meio de cultura e concentrages de BAP
composto por 8 tratamentos constituido de 5 repeti¢des contendo 8 explantes cada repeticéo,
totalizando 320 discos foliares. Ja, o experimento de diferentes concentragdes de BAP e ANA,
foi constituido de 9 tratamentos com 5 repeticGes de 8 explante cada repeticéo, totalizando 360

discos foliares.
Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a transformagéo por arcosen(p) e \ (x+1) quando
necessarios e as médias submetidas a teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade pelo
software SAS®v.9.4.

Resultados e Discussao

Desinfestacdo de explantes foliares e nodais herbaceos de cerejeira-do-Rio-

Grande

N&do foram observadas diferencas significativas entre as varidveis analisadas no

experimento das diferentes épocas de coleta e solugdes de assepsia utilizadas (Tabela 3).

Tabela 3 — Contaminacdo geral (%); contaminagéo fangica (%); contaminacdo bacteriana (%); sobrevivéncia e
oxidacdo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in vitro
em funcdo da época de coleta e solugBes para assepsia. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Assepsia/  Cont. Geral Cont. Flingica Cont. Bacteriana Sobrevivéncia Oxidacéo

Epoca Verdo Outono  Verdo Outono  Verdo Outono  Verdo Outono  Verdo Outono

1,25 HC 73 47 30 10 63 40 20 50 3,2 2,3
1,25 HS 63 33 30 10 40 23 7 67 3,3 2,4
2,5HC 73 50 20 17 67 37 13 50 2,5 2,5
2,5 HS 53 30 23 10 47 20 30 70 2,9 2,4
Média 53 19 42 38 2,7
CV (%) 30,47 75,59 40,91 42,48 6,43
Valor p 0,9776ns 0,7781ns 0,9188ns 0,2453ns 0,1144ns

" N&o significativo. Data da coleta dos explantes nodais = 27/02/2019 (verdo) e 17/05/2019 (outono). Legenda:
Contaminacéo (Cont.), Hipoclorito de calcio (HC) e Hipoclorito de sédio (HS).
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No entanto, as varidveis estudadas foram afetadas pelas épocas de coleta,

independentemente das solugdes utilizadas no processo de assepsia (Tabela 4).

Tabela 4 — Contaminacéo geral (%); contaminacdo fungica (%); contaminacdo bacteriana (%); sobrevivéncia e
oxidacdo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in vitro
em fungdo da época de coleta. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Epoca Cont.geral  Cont. Fingica Cont. Bacteriana ~ Sobrevivéncia  Oxidacio

Verdo 66 b 26b 54 b 17b 3,0b
Outono 40a 12a 30a 59a 24a
Média 53 19 42 38 2,7
CV (%) 3047 75,59 40,91 42,48 6,43
Valor p  0,0003* 0,0101* 0,0023* <.0001* 0,0005*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de probabilidade.
Data da coleta dos explantes nodais = 27/02/2019 (verdo) e 17/05/2019 (outono). Legenda:
Contaminac&o (Cont.), Hipoclorito de célcio (HC) e Hipoclorito de sédio (HS).

No estabelecimento in vitro, a contaminacdo por microrganismos endogenos e
exogenos apresenta um dos maiores entraves nessa etapa da cultura de tecidos, pela facilidade
desses organismos em crescer em condic¢des in vitro, afetando o tecido dos explantes e
inviabilizando as etapas seguintes (XAVIER et al., 2013; AL GHASHEEM et al., 2018). O
sucesso na desinfestacdo dos explantes, e, posteriormente, no estabelecimento da cultura
estudada, dependem da escolha da planta doadora, a qual deve estar em boas condig¢des
fitossanitarias, influenciando diretamente na desinfestacdo do explante em laboratério
(PINHAL et al., 2011). No caso de espécies lenhosas, o processo é ainda mais dificultado,
devido ao alto potencial de contaminagdo, mesmo quando as plantas matrizes sdo mantidas em
estufas sob maior controle do ambiente, necessitando-se, portanto, de um protocolo de assepsia
laboratorial eficiente para o cultivo in vitro (PASQUAL et al., 2012).

Existem diversos produtos aplicados para a desinfestagdo dos explantes na introducgéo
in vitro. Entre eles, destacam-se os antibioticos, alcool etilico, hipoclorito de calcio, hipoclorito
de sddio e bicloreto de mercurio (TAGHIZADEH et al., 2016; AL GHASHEEM et al., 2018;
TAGHIZADEH; DASTJERDI, 2021). Golle et al. (2013), ao compararem métodos de assepsia
de explantes herbaceos de cerejeira-do-Rio-Grande, afirmaram que, a melhor assepsia é obtida
a partir de uma imerséo prévia em bicloreto de mercurio (HgCI2) a 0,05% (p/v) por 10 minutos,
seguido do uso de hipoclorito de sédio (NaOCL) a 1,5% (v/v). Entretanto, vale destacar que,
no presente trabalho, foi possivel a obtencao de explantes nodais livres de contaminagdo sem a
utilizacdo de bicloreto de mercdrio, o qual apresenta alta toxidez e perigos ao manuseador
(MAHMOUD; AL-ANI, 2016).
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A oxidacdao do tecido é outro problema encontrado durante o estabelecimento inicial
de espécies no cultivo in vitro, especialmente, de espécies lenhosas. Esse fenémeno é decorrente
da producéo e exsudacdo de compostos fenolicos na regido dos cortes realizados nos explantes
ou injurias no processo de desinfestacdo. Tais compostos sofrem acdo de enzimas polifenases,
acarretando em oxidacao, a qual é responsavel pela dificuldade no desenvolvimento do explante
in vitro, levando ao escurecimento e, consequentemente, a morte do tecido (MARTINI;
PAPAFOTIOU, 2013; SINGH; PATEL, 2016; MEZIANI et al., 2016; TAGHIZADEH;
DASTJERDI, 2021).

Entre tantas variaveis que afetam a intensidade da contaminagdo e a oxidacdo de
explantes na multiplicagdo in vitro, a época de coleta, tanto em campo ou em estufa, apresenta
grande impacto no processo de estabelecimento in vitro. Entretanto, estudos avaliando
diferentes épocas de coleta e suas respostas quanto aos entraves iniciais da micropropagacao
s80 escassos para especies nativas brasileiras, sendo relatados apenas alguns trabalhos com
espécies lenhosas exoticas (SIWACH et al., 2011; MARTINI; PAPAFOTIOU, 2013; SINGH,;
SINGH, 2018; KUMAR et al., 2019).

No presente estudo, os explantes coletados no verdo apresentaram porcentagens de
contaminacdo geral, fungica e bacteriana superiores aos obtidos de explantes coletados no
outono. Maiores médias também foram obtidas para oxidacdo dos explantes coletados no
periodo do verdo, diferindo da nota de oxidacdo de explantes obtidos no outono. A mesma
resposta foi observada no referente a porcentagem de sobrevivéncia dos explantes introduzidos.
A coleta dos explantes nodais no verdo proporcionou apenas 17% de sobrevivéncia aos 40 dias,
enquanto que, aqueles coletados no periodo do outono apresentaram sobrevivéncia ao redor de
60% (Tabela 4).

Segundo Rosa et al. (2006), a época de coleta de explantes nodais de erva-mate (llex
paraguariensis St. Hil.) afetou as porcentagens de contaminagdo flngica, bacteriana e
sobrevivéncia final dos explantes, sendo que, quando coletados no inverno, os explantes
apresentaram melhores resultados. A baixa temperatura pode influenciar na flutuacdo na
concentracdo de microrganismos contaminantes, o que pode variar de acordo com a época do
ano, principalmente, os microrganismos endofiticos. No que se refere a oxidagdo, 0s mesmos
autores relataram que, nas épocas de coleta com temperaturas mais baixas, a porcentagens de
oxidagdo diminuiram em comparagdo com as coletas no verdo. Este fato pode ser explicado
pela menor atividade fisioldgica da planta matriz e menor producdo de compostos fendlicos,

corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho.
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Na assepsia de explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande, as solugfes utilizadas
n&o apresentaram diferencas entre si. Aos 40 dias de cultivo, foi possivel obterem-se explantes
viaveis por cultivo in vitro da espécie estudada com, aproximadamente, 27% de sobrevivéncia
dos explantes derivados de discos foliares (Tabela 5). Estes resultados sugerem que,
independentemente da concentracdo e do tipo de produto utilizado, é possivel obterem-se
explantes foliares assépticos. Golle (2010) recomenda o uso de 1,5% (v/v) de hipoclorito de
sodio na assepsia de discos foliares de cerejeira-do-Rio-Grande, diferindo dos resultados
obtidos no presente trabalho, nos quais foi possivel obterem-se discos foliares assépticos com
menores concentracdes das solucbes de hipoclorito de sédio e de célcio.

Tabela 5 — Contaminacéo geral (%); contaminacédo fungica (%); contaminagdo bacteriana (%); sobrevivéncia e
oxidagdo de explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in
vitro em funcdo das diferentes solucdes para assepsia. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Assepsia Cont. Geral ~ Cont. Fingica  Cont. Bacteriana ~ Sobrevivéncia  Oxidacdo

0,75 HC 40 40 0 18 34
0,75 HS 11 10 1 28 33
1,25 HC 11 11 0 31 3,2
1,25 HS 3 1 1 31 3.4
Média 16 16 0,6 27 33
CV (%) 199,48 212,73 44721 87,75 10,25
Valorp  0,1265ns 0,0941ns 0,578ns 0,6156ns 0,8996ns

" Ndo significativo.

|
\

Figurai‘ 2 - Co’ntaminagc")es de explantes nodais (A e B) e foliares (C) de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in vitro. Barras = 1 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.
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Concentracdes de BAP e ANA na inducéo e desenvolvimento de brotagdes em
explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande in vitro

A fase de inducdo das brotacGes in vitro € realizada pela adicdo de reguladores
vegetais, buscando-se obter maior taxa de brotacdes e alongamento das mesmas. A citocinina
6-Benzilaminopurina é o principal regulador vegetal utilizado na micropropagacéo de espécies
lenhosas, por sua acao de quebra de dorméncia apical e indugdo de brotacdes axilares, inducéo
de gemas adventicias, além de atuar também no melhor desenvolvimento das brotacdes. Além
disso, pode ser empregado em combinac¢des com auxinas em baixas concentracoes, favorecendo
a qualidade dos brotos (RUBIN et al., 2007; STADEN et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2013;
HARTMANN et al., 2014).

No presente estudo, as diferentes concentrac6es da citocinina BAP, com ou sem adicao
de ANA no meio de cultura, influenciaram o comprimento das brotacdes de cerejeira-do-Rio-
Grande (Tabela 6). Contudo, ndo foram observadas diferencas significativas para as demais
variaveis analisadas, as quais, independentemente da presenca dos reguladores vegetais no meio
de cultura, apresentaram elevada meédia geral de sobrevivéncia e porcentagem de gemas
brotadas, com presenca média de, aproximadamente, duas brotacfes por explante introduzido
(Tabela 6).

Tabela 6 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); comprimento das brota¢des (CPB); porcentagem de gemas
brotadas (%GB); nimero de brota¢des por explantes (NBPE) e oxidagdo de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-
Grande (Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in vitro. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

BAP/ %SOB CPB %GB NBPE NBAPE  Oxidacio
ANA (mg L) 0,0 0,1 0,0 0,1 00 00 00 01 00 01 00 01
0,0 75 95 054Bb 1,00Aab 80 93 1,7 19 005 005 2,6 27
1,0 96 92 078Bab 1,25Aa 88 8 19 18 012 000 25 3,0
25 87 95 093Aa 1,11Aab 84 8 20 20 032 032 27 28
5,0 83 90 090Aa 090Ab 75 93 21 18 062 010 28 28
Média 89 0,92 85 1,9 0.2 2,7

CV (%) 16,68 19,64 20,27 7,75 8,94 435

Valor p 0,4621ns 0,0426* 0,9025ns  0,5621ns  0,1168ns  0,4766ns

"s N&o significativo; * Médias seguidas de letras mailsculas iguais néo diferem entre si nas linhas e médias
seguidas de letras minusculas iguais ndo diferem entre si na coluna, pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.

Embora tenham sido registrados casos de oxidacdo dos explantes, o desenvolvimento

das brotacdes ndo foi significativamente afetado (Figura 3).
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Figura 3 — Desenvolvimento de brotagdes de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) sobre as diferentes concentragdes (mg ) de BAP e presenca ou auséncia de ANA aos 40 dias de cultivo. T1
—0,0 BAP +0,0 ANA (A); T2-1,0 BAP + 0,0 ANA (B); T3—2,5 BAP + 0,0 ANA (C); T4 5,0 BAP + 0,0 ANA
(D); T5-0,0 BAP + 0,1 ANA (E); T6 — 1,0 BAP + 0,1 ANA (F); T7 - 2,5 BAP + 0,1 ANA (G); T8 - 5,0 BAP +
0,1 ANA (H). Gemas adventicias desenvolvidas de explantes nodais de cerejeira (I); Barras = 1,0 cm. Piracicaba-
SP, Brasil, 2019.

A presenca da auxina (ANA) no meio de cultura induziu maiores médias de
comprimento das brotag@es, atingindo o ponto maximo quando adicionados 2,0 mg L™ de BAP,
com média de comprimento das brotagdes de 1,18 cm. Na auséncia de ANA no meio de cultura,
as médias obtidas foram inferiores quando comparadas a presenca do regulador vegetal para o

tratamento de 1,0 mg L de BAP, sendo que, quando adicionados 2,5 mg L™ da citocinina, ndo
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houve diferenca em comparacéo a adigdo de ANA, atingindo o ponto m&ximo na concentracao
de 3,5 mg L de BAP com comprimento médio de 0,98 cm por brotagdo (Figura 4).

e 00mgLtANAY = -0,0351x2 + 0,245x + 0,5497 R2 = 0,99

14 1 2 2
° 0,1mgL ™~ ANAvy=-0,0331x~ + 0,1331x + 1,0486 R~ = 0,75
12 ] 1,18
10 0,98
m
o
O
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Figura 4 — Comprimento das brotagdes (CPB) de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia
involucrata DC.) em funcéo das concentragtes de BAP e adi¢cdo de ANA. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Na multiplicacdo in vitro da espécie lenhosa Rhus coriaria L., a acdo conjunta dos
reguladores BAP e AIB (acido indolbutirico) acarretou no maior comprimento das brotac6es
em comparacao aquelas cultivadas em meio sem reguladores, corroborando com os resultados
obtidos para cerejeira-do-Rio-Grande no presente trabalho (AMIRl; MOHAMMADI, 2121). O
sinergismo entre citocinina e auxina foi identificado por Golle (2010) em estudos envolvendo
a adicdo de citocinina TDZ (thiadizuron) na presenca da auxina ANA, 0s quais resultaram na
mesma resposta registrada no presente trabalho. Aqueles autores relataram incremento de
comprimento das brotacdes até a concentracdo de 4,36 mg L-1; entretanto, concentracdes de
TDZ maiores do que esta afetaram negativamente o comprimento das brotacGes. Resultados
similares também foram relatados por Villa et al. (2007) na micropropagacdo do porta-enxerto
de videira ‘P1103’ pela adi¢ao da citocinina BAP.

Explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande possuem capacidade de producgéo de
gemas adventicias mesmo sem adicdo de reguladores vegetais (Figura 31). Contudo, quando
BAP é adicionado ao meio de cultura, o nimero de brotagdes adventicias por explante ¢ afetado
positivamente, se ajustando ao modelo linear crescente, apresentando média de 0,6 brotacéo
por explante (Figura 5). O efeito da adigdo de citocinina na producéo de brotacfes adventicias
de cerejeira-do-Rio-Grande foi observado por Golle et al. (2017), alcancando a maior média de

brotacdes quando utilizada a combinacdo de 7 mg L-1 de TDZ e 0,1 mg L-1 de ANA. No
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presente trabalho, apesar da capacidade de producéo de brotacfes adventicias, as mesmas ndo

se desenvolveram normalmente como as advindas das gemas nodais pré-formadas.
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' y = 0,0692x + 0,0505 R2 = 0,83
0,0 : : . , .
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Figura 5 — NUmero de brotagdes adventicias por explante (NBAPE) de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-
Grande (Eugenia involucrata DC.) em funcédo das concentragdes de BAP. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Diferentes meios de cultura na inducdo e desenvolvimento de brotacbes de

explantes nodais de cerejeira-do-Rio Grande in vitro

Os diferentes meios de cultura utilizados no estabelecimento in vitro de explantes
nodais de cerejeira-do-Rio-Grande influenciaram no desenvolvimento das brotagfes obtidas

aos 40 dias de cultivo, para a maioria das variaveis analisadas (Figura 6).



Figura 6 — Desenvolvimento de brotagdes de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) cultivados em diferentes meios de cultura aos 40 dias apds introdugéo in vitro. T1 — MS completo (A); T2 —
Y% MS (B); T3 - ¥ MS (C); T4 — WPM completo (D); T5 — %2 WPM (E); T6 — % WPM (F); T7 — JADS (G); T8 -
SP (H) e T9 — SP Mod (1). Barras = 1cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Valores médios de sobrevivéncia (%) e oxidacao apresentaram resultados satisfatorios
para a maioria dos meios de cultura utilizados, variando de 94% a 100% para sobrevivéncia,
exceto quando cultivado em meio SP, no qual a porcentagem de sobrevivéncia foi de 78%, e
nota de oxidacéo de 2,4 (Tabela 7).

Tabela 7 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); comprimento das brotacdes (CPB); porcentagem de gemas
brotadas (%GB); nimero de brotacdes por explante (NBPE); nimero de folhas por brotacdo (NFPB); nimero de
folhas senescentes (NFS) e oxidacdo aos 40 dias ap0s introducdo in vitro de explantes nodais de cerejeira-do-Rio-
Grande (Eugenia involucrata DC.) em funcdo dos diferentes meios de cultura. Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Meios de Cultura %SOB CPB %GB NBPE NFPB NFS Oxidacao
MS 9 a 0,46 82 bc 1,6 bc 1,9 0,68 abc l4a
1/2MS 100 a 0,52 99a 20a 2,2 0,85 abc 1,8ab
1/AMS 100 a 0,45 100 a 2,1la 2,1 0,53 ab 15ab
WPM 100 a 0,53 96 a 19ab 2,2 0,83 abc 19ab
1/2WPM 100 a 0,48 97a 20a 2,0 1,23 abc 1,8ab
1/4AWPM 100 a 0,46 97a 19ab 2,2 1,21 abc 2,lab
JADS 9 a 0,55 94 ab 19ab 2,0 1,58¢ 1,7ab
SP Modificado 100 a 0,55 100 a 20a 2,8 0,38 a 1,8ab
SP 78 b 0,39 75¢ 15¢c 2,2 1,33 bc 24b
Média 96 0,49 93 19 2,2 0,96 18
CV (%) 7,30 22,28 7,43 2,88 8,34 13,12 8,27
Valor p <.0001* 0,2046ns  <.0001*  <.0001*  0,2269ns 0,0023 0,0334*

" Ndo significativo; * Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.
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No tocante a porcentagem de gemas brotadas (%GB) e numero de brotacbes por
explante (NBPE), as maiores médias obtidas para ambas as variaveis foram observadas quando
utilizados os meios ¥2 MS, ¥4 MS, WPM, Y2 WPM, ¥4 WPM, JADS e SP Modificado, variando
de 94 a 100% para sobrevivéncia e médias de 1,9 a 2,1 de brotos obtidos por explante, enquanto
que, os meios MS e SP apresentaram valores inferiores para ambas as varidveis (Tabela 7).
Resultados similares sdo descritos por Golle et al (2012), nos quais os autores afirmaram que
explantes de cerejeira-do-Rio-Grande se adaptaram melhor em meio com menor concentracao
dos sais, apresentando os melhores resultados para as variaveis citadas.

Todos os meios de cultura utilizados apresentaram folhas senescentes nas brotagdes
aos 40 dias de cultivo in vitro. O menor valor médio de folhas senescentes foi obtido pela
utilizagdo do meio SP modificado, ndo diferindo da maioria dos meios de cultura, com excegao
dos meios JADS e SP (Tabela 7). No entanto, ndo foi verificado efeito negativo no
desenvolvimento das brotacGes in vitro pela senescéncia das folhas, tendo em vista que o
namero de folhas por brotacdo se manteve proximo em todos os meios de cultura utilizados.

As brotacGes obtidas e subcultivadas em meio de cultura com composicéao idéntica ao
do cultivo inicial apresentaram diferencas significativas para as varidveis comprimento das

brotacdes (CPB) e nimero de folhas senescentes (NFS) (Tabela 8).

Tabela 8 — Comprimento das brotaces (CPB); ndmero de folhas por brotacdo (NFPB) e nimero de folhas
senescentes (NFS) aos 30 dias ap6s subcultivo das brotacdes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata
DC.) em funcdo dos diferentes meios de cultura. Piracicaba - SP, Brasil, 2020.

Meios de Cultura CPMB NFPB NFS
MS 0,59 ab 3,6 1,6 abc
1/2MS 0,66 ab 3,4 1,9 bc
1/4AMS 0,68 ab 3,8 1,1 abc
WPM 0,74 ab 3,2 2,0¢c
12WPM 0,63 ab 31 0,8 ab
1/4AWPM 0,61 ab 33 05a
JADS 0,71 ab 39 0,8 ab
SP Modificado 0,94 a 3,7 1,4 abc
SP 0,53b 3,2 1,8 bc
Média 0,68 35 13
CV (%) 29,14 8,70 15,39
Valor p 0,0488*  0,6173ns  0,0010*

"s N&o significativo; * Médias seguidas de letras iguais
ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.
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O meio de cultura SP Modificado proporcionou maior desenvolvimento das brotagdes,
igualando-se aos dos demais meios de cultura, exceto para o meio de cultura SP, o qual
apresentou 0 menor valor para comprimento (Tabela 8).

Na micropropagacao de espécies lenhosas nativas brasileiras, resultados satisfatorios
sdo relatados utilizando-se os meios MS, WPM, %2 MS, %2 WPM e ¥ MS (OLIVEIRA et al.,
2013), assim como 0 meio JADS (SANTOS et al., 2020). Essas diversas formula¢Ges do meio
de cultura sdo objeto de estudo no desenvolvimento de protocolos, sendo que, os efeitos
encontrados variaram de espécie para espécie (OLIVEIRA et al., 2013).

O meio de cultura SP (CID et al., 1999), desenvolvido para a regeneragao in vitro de
Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, apresenta em sua formulacdo a diminuicdo das
concentracfes de mio-inositol e sacarose, fontes de carboidratos no cultivo in vitro. Os
resultados obtidos para cerejeira-do-Rio-Grande no presente trabalho foram inferiores a todos
0s meios de cultura analisados, indicando que o fornecimento de mio-inositol e sacarose em
niveis inferiores ao comumente utilizados na micropropagacao afetam negativamente o cultivo
in vitro da espécie. Da mesma forma como relatado para cerejeira-do-Rio-Grande, Silva et al
(2020) ressaltaram a importancia da suplementacdo do meio de cultura com maiores
concentragdes de sacarose para melhor desenvolvimento das brotacGes na micropropagacao de
acoita-cavalo, espécie lenhosa nativa (Luehea divaricata Mart. & Zucc.).
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Figura 7 — Desenvolvimento de brotagBes de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) sobre os
diferentes meios de cultura aos 30 dias ap6s subcultivo. T1 — MS completo (A); T2 — % MS (B); T3 — % MS (C);
T4 — WPM completo (D); T5 — % WPM (E); T6 — ¥ WPM (F) e T7 — JADS (G); T8 — SP (H) e T9 SP Mod (1).
Barras = 1cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Posicdo do disco foliar e adicdo de reguladores no cultivo in vitro de explantes

foliares de cerejeira-do-Rio-Grande

A regeneracdo de plantas in vitro via embriogénese ou organogénese, direta ou
indireta, vem sendo utilizada em suas mais diversas aplicacdes, e estudados por cientistas de
diferentes areas, os quais buscam desenvolver um protocolo que auxilie em outros temas de
pesquisa, tais como melhoramento vegetal, conservacdo de germoplasma, entendimento
anatémico das vias de regeneragdo, e multiplicacdo clonal em massa de espécies de interesse.
Essas respostas morfogénicas sao dependentes de diversos fatores, tais como tipo de explante
utilizado, condigdes da planta doadora dos explantes, componentes do meio de cultura, idade
da planta matriz, fatores do ambiente, capacidade morfogénica dos tecidos, e, principalmente,
da adicédo dos reguladores auxina e citocinina, os quais desempenham o papel de inducédo para
que as células se tornem competentes para a formagdo de embribes ou 6rgdos (HARTMANN
et al., 2014; LIMA-BRITO et al., 2011; DAVEY, 2017; LEE; PIJUT, 2017; HESAMI,
DANESHVAR, 2018).
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Em ambos os experimentos realizados com a espécie Eugenia involucrata, apés o
periodo 40 dias de cultivo in vitro, ndo houve explantes responsivos quando submetidos a
adicdo de BAP e ANA ao meio de cultura, indicando que a utilizagdo dos reguladores vegetais
nas concentracOes testadas ndo apresentou capacidade de induzir a morfogénese in vitro de
explantes foliares (Figura 8). Resultados semelhantes foram obtidos por Santos (2015), nos
quais as diferentes concentracdes de BA (6-benziladenina) e ANA no meio de cultura ndo foram
capazes de induzir organogénese direta ou indireta em explantes foliares e internodais de araca

(Psidium guineense Swartz.).

Figura 8 — Explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.) aos 40 dias de cultivo in
vitro. Barra = 1 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

A adicdo BAP na auséncia e presenca de ANA em meio MS induziu a formacéo de
calos em explantes foliares de Eugenia involucrata, variando de 6,6 a 26,6% de discos
responsivos, respectivamente. Ainda assim, 0s mesmos autores demonstraram, em outro
experimento realizado, a formacao de calos em 45,8% dos explantes foliares submetidos a 1,1
mg L de BAP e 48,1% com a adi¢do de 2,25 mg L de BAP sendo que, quando BAP foi
adicionado em combinacdo com ANA, observaram-se as maiores porcentagens de formacéo de
calos nos discos foliares, variando de 62,5 a 80,9% (GOLLE et al., 2020a; GOLLE et al.,
2020b), diferindo dos resultados obtidos no presente trabalho.

No entanto, ndo ha relatos de proliferacdo de brotos advindos de explantes foliares de

cerejeira-do-Rio-Grande, necessitando-se da realizagdo de novos trabalhos com a espécie.
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Sugere-se que a divergéncia dos resultados de inducdo a morfogénese em cerejeira-do-Rio-
Grande pode estar relacionada aos fatores externos e internos mencionados anteriormente e,
principalmente, a variabilidade genética das plantas doadoras de explantes, uma vez que nao
existe até 0 momento genotipo elite selecionado, utilizando-se plantas originadas da propagacao

seminal.
Conclusbes

Explantes nodais de cerejeira-do-Rio-Grande coletados no outono apresentaram
menores taxas de contaminacao e de oxidacdo e maiores porcentagens de sobrevivéncia.

N&o houve diferencas no tipo de solucdo para assepsia, sugerindo-se a utilizacédo de
hipoclorito de sédio com 1,25% de cloro ativo. Explantes foliares apresentaram baixa
contaminacéo, sugerindo-se a utilizagdo de hipoclorito de sddio a 0,75 % de cloro ativo na
assepsia.

O comprimento das brotacGes foi afetado pela adi¢cdo de BAP na auséncia e presenca
de ANA, sendo indicado 2,5 mg L de BAP na auséncia de ANA e 1,0 mg L™ de BAP na
presenca de ANA para obtencdo de maiores médias de comprimento. O aumento nas
concentracfes de BAP induziu a producéo de brotagdes adventicias nos explantes nodais, as
quais ndo se desenvolveram normalmente.

Os meios %2 MS, Y4 MS, WPM, Y2 WPM, ¥ WPM, JADS e SP Modificado
apresentaram bons resultados na inducdo de brotacdo e desenvolvimento de brotacGes de
cerejeira-do-Rio-Grande.

Né&o foi registrada morfogénese em explantes foliares de cerejeira-do-Rio-Grande na

com ou sem adicdo de BAP e ANA.
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CAPITULO 3: CULTIVO IN VITRO DE CAMBUCIZEIRO (Campomanesia phaea (O.
Berg) Landrum) A PARTIR DE EXPLANTES ORIUNDOS DE PLANTAS MANTIDAS
EM ESTUFA

Resumo

O cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) é uma espécie frutifera
nativa da Mata Atlantica com elevado potencial para a producédo de frutos para consumo in
natura e para industrializacdo. A producdo de mudas desta espécie é realizada por sementes, e
trabalhos visando a multiplicagédo assexuada séo inexistentes na literatura. Portanto, buscou-se
nesse trabalho avaliar a resposta in vitro de explantes nodais e foliares de cambucizeiro. Os
explantes foram coletados de plantas de dois anos de idade mantidas em estufa telada. Para
explantes nodais, foram realizados experimentos para avaliacdo de solucBGes de assepsia
(NaClO e Ca(ClO2) a 2,5% e 1,25% de cloro ativo) e épocas de coleta do explantes (verdo e
outono). Para o controle de abscisdo e oxidacdo dos explantes, foram realizados ensaios
avaliando o uso de nitrato de prata (AgNO3) (0,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg L), renovacéo do meio de
cultura aos 20 dias de cultivo e 0 uso de antioxidantes no controle da oxidacdo fenolica
(testemunha; 2 g L™ de carvdo ativado; 1 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP) e 200 mg L™ de
acido ascoérbico). A fim de avaliar efeitos dos componentes do meio de cultura, foram realizados
experimentos de indugcdo de brotacdo inicial pela combinacdo dos regulares 6-
benzilaminapurina (BAP) (0,0; 1,0; 2,5 ¢ 5,0 mg L) e 4cido naftalenoacético (ANA) (0,0e 0,1
mg LY) e diferentes meios de cultura (MS, % MS, ¥% MS, WPM, ¥ WPM, ¥4 WPM, JADS, SP
Modificado e SP) na inducéo e desenvolvimento de brotacdo e no subcultivo das brotagdes. Em
explantes foliares de cambucizeiro, foram avaliadas solucdes de assepsia (NaClO e Ca(ClO2)
a 0,75% e 1,25% de cloro ativo), o uso de antioxidantes no controle da oxidacdo fenolica
(testemunha; 2 g L-1 de carvéo ativado; 1 g L-1 de polivinilpirrolidona (PVP) e 200 mg L-1 de
acido ascorbico), o efeito da posicao do explante foliar (adaxial e abaxial) combinado com BAP
(0,0; 0,5;1,0e 2,0 mg L-1) e a adicédo de reguladores BAP (0,0; 1,0 e 2,0 mg L-1) e ANA (0,0;
0,01 e 0,1 mg L-1) na morfogénese de discos foliares. Explantes nodais coletados no outono
apresentaram menor porcentagem de contaminacéo e oxidagdo, e 0 uso do hipoclorito de sddio
a 1,25% de cloro ativo €é indicado, pela eficiéncia e economia de produto. As novas brotacdes
induzidas in vitro foram afetadas por abscisdo precoce, sendo necessaria a suplementacéo de
2,0 mg L de nitrato de prata para maior controle. A renovacdo do meio de cultura aos 20 dias
contribuiu para a diminuicdo da abscisédo e oxidacdo dos explantes. A citocinina BAP na
concentragdo 2,5 mg L na auséncia de ANA promoveu obtencdo de maior nimero de
brotagOes. Os meios de cultura MS, %2 MS, ¥4 MS, WPM, %2 WPM, JADS e SP Modificado na
apresentaram as maiores medias referentes a inducdo e ao desenvolvimento de brotacGes. O
subcultivo das brotacdes foi prejudicado pelo amarelecimento e senescéncia, apresentando, em
média, 17% de sobrevivéncia. A melhor assepsia de explantes foliares foi obtida quando
utilizado o hipoclorito de sddio, com 0,75% de cloro ativo. No controle da oxidagdo, 1 g L™ de
PVP foi mais eficiente. Ndo foram identificadas respostas morfogénicas em discos foliares de
cambucizeiro.

Palavras-chave: Meio de cultura; Micropropagacdo; Myrtaceae; Reguladores vegetais

Abstract

The cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) is a native fruit species
from the Atlantic Forest that has great potential for the fresh fruit market and fruit processing.
The propagation of this species is carried out by seeds and scientific works exploring asexual
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multiplication have not been reported in the literature. Therefore, this study aimed to evaluate
the in vitro response of nodal and leaf explants of cambucizeiro. The explants were collected
from two-year-old plants kept in a greenhouse. Regarding nodal explants, there were conducted
experiments to evaluate asepsis solutions (NaClO and Ca(ClOz) with 2.5% and 1.25% active
chloride) and the collecting season (summer and autumn). To control the explant abscission and
oxidation, there were performed experiments to evaluate the use of silver nitrate (AgNO3) (0.0,
2.0, 4.0, and 6.0 mg L), the explant transfer to a fresh culture medium after 20 days of
cultivation, and the use of antioxidants to control phenolic oxidation (without antioxidant; 2 g
L* of activated charcoal; 1 g L of polyvinylpyrrolidone (PVP) and 200 mg Lt of ascorbic
acid). To evaluate the effects of culture medium components, there were conducted experiments
to induce initial shoots combining the growth regulators 6-benzylaminopurine (BAP) (0.0, 1.0,
2.5, and 5.0 mg L) and naphthalene acetic acid (ANA) (0.0 and 0.1 mg L) and culture media
(MS, %2 MS, Y4 MS, WPM, %2 WPM, ¥ WPM, JADS, Modified SP, and SP) on the shoot
induction and development and the shoots subculture. For the leaf explants of cambucizeiro,
there were evaluated asepsis solutions (NaClO and Ca(CIO2) with 0.75% and 1.25% of active
chloride), the use of antioxidants to control the phenolic oxidation (without antioxidant; 2 g L
! of activated charcoal; 1 g L of polyvinylpyrrolidone (PVP) and 200 mg L™ of ascorbic acid),
the effects of leaf explant position (adaxial and abaxial) combined with BAP (0.0, 0.5, 1.0 and
2.0 mg L1) and the addition of BAP (0.0, 1.0 and 2.0 mg L) and ANA (0.0, 0.01 and 0.1 mg
L) on the morphogenesis of leaf discs. Nodal explants collected in autumn had the lowest
contamination and oxidation rate, the use of sodium hypochlorite with 1.25% of active chloride
was indicated due to efficiency and lowest product waste. The new in vitro shoots induced were
affected by premature abscission, and the addition of 2.0 mg L™* of silver nitrate was necessary.
The explant transfer to a fresh culture medium contributed to lower explant abscission and
oxidation. The cytokinin BAP added at the concentration of 2.5 mg L without ANA promoted
the greatest shoot induction. The culture media MS, %2 MS, ¥ MS, WPM, %> WPM, JADS e SP
Modified on the shoot induction and development presented the best results. The shoot
subculture was negatively affected by yellowing and senescence, with 17% of survival. The
best asepsis solution for leaf explant was with the use of sodium hypochlorite, with 0.75% of
active chloride. To control oxidation, 1g L™* of PVP was efficient. There was no morphogenesis
responses in leaf discs of cambucizeiro.

Keywords: Culture medium; Growth regulators; Micropropagation; Myrtaceae

Introducéo

A familia Myrtaceae € considerada uma das mais importantes da flora brasileira, e se
faz presente na Mata Atlantica, podendo também serem encontradas espécies no sudeste
asiatico, australiano e na América do Sul. Contém 140 géneros, com aproximadamente 5800
espécies catalogadas (FRAUCHES et al., 2016). No Brasil, sdo encontradas cerca de 1034
espécies, entre 23 géneros, sendo que 797 das espécies sdo endémicas (SOBRAL et al., 2018).

A utilizacdo de fruteiras nativas € desejavel na busca de diversificacdo da producdo na
agricultura familiar, podendo ser empregada como fonte de recursos, geradora de emprego e

renda, a fim de melhorar a qualidade de vida das comunidades. Dependendo do mercado, a
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producdo em larga escala também é uma opcdo plausivel, assim como a exploracdo pelo
ecoturismo e a agroindustria (VIEIRA et al., 2016).

O género Campomanesia, pertence a familia Myrtaceae, possui 42 espécies
catalogadas, sendo que 32 sdo endémicas do Brasil, com ocorréncia de espécies nas quatro
macrorregides brasileiras, além da distribuicdo pelo nordeste da Argentina, no Peru e nos Andes
(LANDRUM, 1982; FLORA DO BRASIL 2020, 2020).

O cambucizeiro (Campomanesia phaea) € uma arvore semidecidua, de copa densa,
que pode chegar a 9 metros de altura, possui tronco descamante e ramos finos pendentes; suas
folhas séo simples, subcoriaceas glabras e brilhantes; a floracdo se da no periodo de agosto a
novembro, sdo flores solitarias, axilares e bissexuais. A frutifera apresenta
autoincompatibilidade, ou seja, depende de polinizadores para a producdo dos frutos,
caracterizando o sistema reprodutivo de fecundagdo cruzada (CORDEIRO et al., 2017).

Os frutos do cambucizeiro possuem formato semelhantes a discos voadores,
amadurecendo de janeiro a fevereiro. Lisos e esverdeados, mesmo quando prontos para serem
consumidos, os frutos contém polpa de sabor &cido, porém agradavel (LORENZI et al., 2015).
O nome da frutifera é derivado da lingua indigena tupi-guarani que foi nomeada em referéncia
ao formato do fruto, semelhante a um pote de tomar agua (LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Nativa da Mata Atlantica, e de ocorréncia natural nos estados de Sdo Paulo, Rio de
Janeiro e Minas Gerais, 0 cambucizeiro apresenta um grande potencial de industrializagdo. Os
produtores da fruta realizam a comercializacdo da polpa ou de frutos inteiros, congelados,
destinados a restaurantes de grandes cidades. A producdo artesanal de produtos derivados da
fruta também € presente nas regies produtoras, como geleias, licores, mousses, sorvetes entre
outros (MALUF; PISCIOTTANO-EREIO, 2005; TOKAIRIN et al., 2018).

A fruta possui alto teor de acido ascorbico, fendis e flavonoides, importantes para a
satude humana. Contém um grande potencial antioxidante e sua utilizacdo na dieta pode ajudar
a diminuir o estresse oxidativo, além de apresentar um potencial inibidor de enzimas
relacionadas com a incidéncia de diabetes mellitus tipo 2 (GONCALVES et al., 2010;
BIANCHINI et al., 2016; TOKAIRIN et al., 2018).

A multiplicacdo do cambucizeiro é realizada por meio de sementes, com coletas sendo
feitas em frutos maduros, ainda na arvore, ou diretamente do chdo. O indice de germinacao é,
geralmente, baixo, e o crescimento das plantulas é lento (LORENZI, 2015).

A espécie estd ameacada de extingdo, necessitando de estudos agronémicos, 0s quais

sdo incipientes (SILVA et al., 2012). N&o foi possivel encontrar estudos sobre a multiplicacdo
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assexuada do cambucizeiro na literatura, o que indica que trabalhos visando a otimizagéo das
técnicas de multiplicacdo sdo necessarios. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar as respostas
morfogénicas de explantes nodais herbaceos e explantes foliares de cambucizeiro a diferentes
componentes do meio de cultura, a fim de contribuir no desenvolvimento de protocolos de

multiplicac8o e regeneracdo in vitro desta espécie.

Material e Métodos

Obtencéo e manutencdo do material vegetal

Mudas de cambucizeiro, com cerca de dois anos de idade, foram obtidas de um viveiro
comercial no municipio de Limeira-SP, e foram transferidas para vasos de 30 L contendo
substrato comercial a base de casa de pinus e mantidas em estufa telada do Departamento de
Producéo Vegetal da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”. O manejo foi realizado
por regas, podas, e fertirrigacdes semanais, alternando-se entre 0,8 g L™ de nitrato de calcio
(CaNOa)2e 0,5 g L™ de YaraTera ™ Kristalon (17-6-18 + 2MgO + micronutrientes). As
matrizes utilizadas como doadoras de explantes nos experimentos foram tratadas previamente
com aplicacOes semanais de bactericida Kasumin® (casugamicina) (3 ml L?) e aplicagOes
quinzenais de fungicida Nativo® (tebuconazol + trifloxistrobina) (0,2 ml L™ do produto

comercial).
Desinfestacdo de explantes foliares e nodais herbaceos de cambucizeiro

Para a realizacdo dos experimentos, ramos herbaceos com cerca de 6 segmentos
nodais, foram coletados pela manhd, mantidos em sacos plasticos umidos e levados para o
Laboratério de Biotecnologia de Plantas Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal da
ESALQ/USP. Procedeu-se a lavagem dos ramos em agua corrente utilizando-se detergente
neutro por cerca de 2 minutos. Em seguida, realizou-se o cinco enxagues com agua destilada
por 50 segundos até a retirada total do detergente.

Para a assepsia dos explantes nodais, foram avaliadas duas épocas de coleta dos ramos,
verdo e outono, e as diferentes solucdes de assepsia. Ap0s a lavagem previamente descrita, 0s
ramos seguiram para 0 preparo da assepsia com as diferentes solugfes. Para 0s segmentos
nodais, foi descartada a parte apical do ramo e as folhas, retiradas. Os segmentos seguiram para
imersdo em alcool 70% por um periodo de 1 minuto seguida de triplo enxadgue com agua
destilada por 50 segundos cada. A seguir, foram imersos em uma das seguintes solucdes:
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hipoclorito de sodio (NaClO) a 1,25% de cloro ativo; hipoclorito de calcio (Ca(ClO2)) a 1,25%
de cloro ativo; hipoclorito de s6dio (NaClO) a 2,5% de cloro ativo e hipoclorito de célcio
(Ca(ClO2)) a 2,5% de cloro ativo, por 15 minutos em agitacdo adicionando-se 3 gotas de
detergente neutro (Tween 20®). Em cdmara de fluxo laminar, foram realizados cinco enxagues
com agua destilada autoclavada por 50 segundos, para retirada do produto. Com auxilio de um
bisturi e de uma pinca, os explantes foram excisados retirando-se a parte superior e inferior
exposta a solugdo desinfestaste, sendo, em seguida, introduzidos de forma aleatdria no meio de
cultura em tubos de ensaio (25 x 150 mm) vedados com tampa de plastico e plastico filme.
Cada explante utilizado apresentou um n6 com duas gemas e cerca de 1,5 cm de comprimento.

Os valores, expressos em médias, de temperatura maxima, minima e média externa a
estufa durante as épocas de coleta dos explantes nodais foram obtidos da base de dados do Posto
Meteorologico “Professor Jesus Marden dos Santos” ESALQ-USP, pertencente ao

Departamento de Engenharia de Biossistemas (Tabela 1)

Tabela 1 — Temperatura maxima, minima e média externa a estufa das épocas de coletas de explantes nodais de
cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum). Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Temperatura (C°)

Epoca
maxima minima média
Verao 315 20,1 25,0
Outono 28,5 15,9 215

“Médias calculadas a com base nos dados a
partir da duracdo de cada época do ano. Verao
(de 21 de dezembro de 2018 a 20 de mar¢o de
2019) Outono (21 de margo de 2019 a 20 de
junho de 2019).

No experimento de desinfestacdo de explantes foliares, as folhas da por¢do mediana
dos ramos coletados foram retiradas, imersas em alcool 70% por um minuto, enxaguadas com
agua destilada e, em seguida, imersas em uma das solug¢fes de hipoclorito citadas a seguir:
hipoclorito de sodio (NaClO) a 0,75% de cloro ativo; hipoclorito calcio (Ca(ClO2)) a 0,75% de
cloro ativo; hipoclorito de sodio (NaClO) a 1,25% de cloro ativo e hipoclorito de célcio
(Ca(ClO2)) a 1,25% de cloro ativo, por 15 minutos em agitacdo adicionando-se 3 gotas de
detergente neutro (Tween 20®). Em camara de fluxo laminar, foram realizados cinco enxagues
de 50 segundos com &gua destilada autoclavada, para retirada do produto. Utilizou-se um
cortador cilindrico metalico de 0,8 cm de didmetro para confeccdo dos explantes os quais foram
introduzidos em meio de cultura em placas de Petri (100 x 15 mm) descartaveis vedadas com

plastico filme.
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O meio de cultura utilizado para realizagdo dos experimentos foi 0 MS completo
suplementado de 30g L de sacarose e 2g L de Phytagel™ (Sigma-Aldrich) para melhor
visualizacao das contaminacdes e o pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C e uma
atmosfera de pressao, por 20 minutos. As unidades experimentais referentes a desinfestacédo de
explantes nodais foram armazenadas em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz
(70 pmol m? s) e 25°C, enquanto que os de desinfestacio de explantes foliares foram
colocados em BOD sob 24 horas na auséncia de luz, a 26°C+1 para conduc¢do do experimento.

Aos 40 dias de cultivo dos explantes nodais e aos 20 dias de cultivo de explantes
foliares, as varidveis porcentagem de contaminagdo geral (%CG), contaminacdo bacteriana
(%CB), contaminagdo flngica (%CF), sobrevivéncia (%SOB) e notas de oxidacdo foram
avaliadas. Foram distribuidas notas para a avaliacdo da oxidacao dos explantes, sendo elas 0
(explante sem oxidacdo); 1 (explante com 25% de oxidagdo); 2 (explante com 50% de

oxidacgéo); 3 (explante com 75% de oxidacao) e 4 (explante com 100% de oxidacdo) (Figura

Figura 1 —Escala de notas de oxidagdo dos explantes nodais herbéaceos e foliares de cambucizeiro (Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum) (0 sem oxidacdo; 1 com 25% de oxidacgdo; 2 com 50% de oxidagdo; 3 com 75% de
oxidacdo e 4 com 100% de oxidag&o). Piracicaba, S&o Paulo, Brasil, 2019.

2 l

1 4

O delineamento utilizado no experimento de assepsia de segmentos nodais foi o
inteiramente casualizado (DIC) em esquema fatorial 2x4 (época de coleta x solucdo de assepsia)
constituido, portanto, de 8 tratamentos, 5 repeticGes e 6 tubos por repeticdo, totalizando 240
explantes. O trabalho de desinfestacdo de segmentos foliares constituiu-se de 4 tratamentos com

5 repeticdes de 8 explantes por placa de petri, totalizando 160 explantes.
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Uso de nitrato de prata (AgNOs) no cultivo in vitro de explantes nodais de

cambucizeiro

Fora observado que o cultivo in vitro de explantes nodais de cambucizeiro é dificultado
pela ocorréncia de abscisdo precoce das novas brotagcdes. Em funcdo deste conhecimento
inicial, realizou-se o experimento com nitrato de prata (AgNQOz) a fim de minimizar o problema
encontrado no estabelecimento dos explantes nodais in vitro.

Ramos herbaceos foram coletados e seguiram para o processo de desinfestacdo, e, em
seguida foram introduzidos em cdmara de fluxo laminar em tubos de ensaio (25 x 150 mm)
contendo as diferentes concentracdes de AgNOs seguindo os tratamentos: T1 — 0,0 mg L?; T2
-20mgL?t; T3-4,0mgL'eT4—-6mg L™ Foi utilizado o meio MS completo suplementado
de 30 g L* de sacarose e 6 g L™ de agar. Todos os tratamentos foram mantidos em sala de
crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 umol m2 s?) e 25°C.

Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as porcentagens de sobrevivéncia e oxidacbes
dos explantes (notas de 0 — 4). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
constituido de 4 tratamentos com 5 repeticGes de 6 tubos por repeti¢do, totalizando 120
explantes.

Troca do meio de cultura aos 20 dias de explantes nodais de cambucizeiro

Em funcdo das altas taxas de oxidagédo dos explantes nodais e da abscisao precoce de
brotagbes de cambucizeiro, realizou-se este experimento a fim de avaliar os efeitos da
renovacgdo mais frequente do meio de cultura durante o processo de cultivo in vitro da espécie.

Explantes nodais de cambucizeiro foram coletados e seguiram para desinfestacéo pela
imersdo em alcool 70% por 1 minuto e 1,25% de NaClO por 15 minutos. O meio utilizado foi
0 MS completo suplementado com 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de &gar, os tratamentos foram:
T1—sem troca de meio e T2 —troca do meio aos 20 dias de cultivo. Todos os tratamentos foram
mantidos em sala de crescimento em fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pmol m2s?) e 25°C.
Aos 40 dias de cultivo foram analisadas as porcentagens de sobrevivéncia e oxidacdo dos
explantes (notas de O - 4).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), com 2 tratamentos e
15 repeticOes de 6 tubos por repeticao, totalizando 180 explantes utilizados no desenvolvimento

do experimento.
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Adicdo de antioxidantes no cultivo in vitro de explantes nodais e foliares de

cambucizeiro

Em ambos tipos de explantes utilizados, nodais e foliares, observou-se que o
estabelecimento do cultivo in vitro da espécie é dificultada pelas altas taxas de oxidacdo
fendlica. Por conta disso, foi necesséria a realizacdo deste experimento a fim de avaliar os
efeitos da adicdo de antioxidantes no meio de cultura sobre a porcentagem de oxidacao e
sobrevivéncia dos explantes.

Ramos herbaceos de cambucizeiro foram coletados e seguiram para 0 processo de
desinfestacdo, imersos em alcool 70% por um minuto, seguido por enxague e imersos em uma
solucéo contendo 1,25% de NaClO, por 15 minutos. Em camara de fluxo laminar, procedeu-se
cinco enxagues por 50 segundos dos explantes com agua destilada autoclavada. Para cultivo
dos explantes, utilizou-se o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) completo suplementado
com 30 g L de sacarose, 6 g L™ de 4gar e os antioxidantes conforme os tratamentos a seguir:
T1-Sem adicéo de oxidante; T2 — 2 g L™ de carvéo ativado; T3 — 1 g L™ de polivinilpirrolidona
(PVP) e T4 — 200 mg L de &cido ascorbico, utilizando placas de Petri (100 x 15 mm)
descartaveis para os explantes foliares e tubos de ensaio (25 x 150 mm) para os explantes
nodais.

As unidades experimentais envolvendo explantes nodais foram armazenadas em sala
de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz (70 pmol m? s) e a 25°C, enquanto que as
de explantes foliares foram colocadas em BOD com de 24 horas na auséncia de luz, a 26°C+1
para conducdo do experimento.

Aos 20 dias de cultivo, foram analisadas as porcentagens de sobrevivéncia e oxidagao
(notas de 0 - 4) dos explantes foliares, assim como aos 40 dias de cultivo dos explantes nodais.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC),
constituido de 4 tratamentos com 5 repeti¢des contendo 8 discos foliares por repeti¢cdo ou 6
explantes nodais por repeticdo, totalizando 160 explantes foliares e 120 explantes nodais na

execucdo do experimento, respectivamente.

Concentracdes de BAP e ANA na inducéo e desenvolvimento de brotagdes em

explantes nodais de cambucizeiro in vitro

Ramos herbaceos de cambucizeiro foram coletados no periodo da manhd, levados para
o laboratorio, onde efetuou-se a lavagem em agua corrente com detergente neutro seguida de

enxague para sua retirada. As folhas dos ramos foram destacadas e os segmentos nodais
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seguiram para 0 processo de assepsia em alcool 70% (v/v) por 1 minuto. Apds triplo enxague
utilizando agua destilada, os segmentos foram imersos em solucédo desinfetante de 1,25% de
NaClO (v/v) por 15 minutos em agitagdo com 3 gotas de detergente neutro (Tween 20%),
seguido de cinco enxagues por 50 segundos com &gua destilada autoclavada.

O meio de cultura utilizado no experimento foi 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962)
em sua concentragdo total de sais acrescido de 30g L™ de sacarose e 6g L™ de agar, com a
adicdo das diferentes concentragfes da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) e auxina acido
naftalenoacético (ANA): T1 — 0,0 mg L™ de BAP + 0,0 mg L™ de ANA; T2 - 1,0 mg L de
BAP +0,0mg L*de ANA; T3-25mg L*de BAP +0,0mg L de ANA; T4—-50mg L de
BAP + 0,0 mg L de ANA; T5—-0,0mg L* de BAP + 0,1 mg L de ANA; T6— 1,0 mg L de
BAP + 0,1 mg L de ANA; T7-2,5mg L de BAP + 0,1 mg L de ANA; T8 —5,0 mg L de
BAP + 0,1 mg L! de ANA. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem, realizada a 120°C e com uma atmosfera de pressao, por 20 minutos. Em camara
de fluxo laminar, os segmentos nodais, com cerca de 1,5 cm, foram excisados com auxilio de
um bisturi, e introduzidos aleatoriamente nos tubos de ensaio (25 x 150 mm). As unidades
experimentais foram mantidas em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16 horas de luz (70
umol m2s?) e 25°C.

Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as variaveis porcentagem de sobrevivéncia
(%SOB); comprimento das brotacGes (CPB); porcentagem de gemas brotadas (%GB); nimero
de brotacOes por explante (NBPE); numero de brotac6es adventicias por explante (NBAPE) e
notas de oxidacédo (notas de 0 a 4).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC) em esquema
fatorial 4x2 (concentracBes de BAP x presenca e auséncia de ANA), 8 tratamentos com 5

repeticOes de 6 tubos por repeti¢éo, totalizando 240 tubos.

Diferentes meios de cultura na inducdo de brotacdo de explantes nodais de

cambucizeiro in vitro

Segmentos nodais foram coletados, seguiram para a desinfestagéo utilizando 1,25% de
NaClO por 15 minutos e, posteriormente, foram introduzidos em tubos de ensaio conforme os
tratamentos dos meios de cultura (Tabela 2).
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Tabela 2 - Composicéo dos diferentes meios de cultura utilizados no experimento de inducéo e desenvolvimento
de brotacBes de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum.). T1 (MS), T2
(*2MS), T3 (MS), T4 (WPM), T5 (2WPM), T6 (Y4aWPM), T7 (JADS), T8 (SP Modificado) e T9 (SP).

Meio de cultura MS % MS ¥%MS WPM ¥»WPM Y.WPM JADS SP Mod SP

Componentes

_ mg L?
Macronutrientes
CaCl,.2H0 440 220 110 96 48 24 - 220 220
Ca(NOs)2.4H.0 - - - 556 278 139 1181 - -
KH2PO4 170 85 42,5 170 85 42,5 408 85 85
KNO3 1900 950 475 - - - 809 950 950
K2SO4 - - - 990 495 2475 - - -
MgS04.7H20 370 185 92,5 370 185 92,5 7395 185 185
NH4NO3 1650 825 4125 400 200 100 324 825 825
Micronutrientes mg L
CoCl,.6H,0 0,025 0,0125 0,00625 - - - - 0,0125 0,0125
CuS04.5H;0 0,025 0,0125 0,00625 025 0,125 00625 1,25 0,0125 0,0125
HsBOs 62 31 155 62 3,1 155 31 31 31
Kl 0,83 0,415 0,2075 - - - - 0,415 0,415
MnS0,4.4H,0 22,3 11,15 5575 22,3 11,15 5575 12,8 11,15 11,15
Na:Mo00,.2H,0 0,25 0,125 0,0625 0,25 0,125 0,0625 0,15 0,125 0,125
ZnS04.7H,0 8,6 4.3 2,15 8,6 43 2,15 4.3 43 4.3
Fe(S04).7H0 27,8 139 6,95 278 13,9 6,95 55,6 6,95 6,95
NaEDTA.2H;0 37,3 1865 9,325 37,3 18,65 9,325 74,5 9,325 9,325
Organicos mg L
Acido nicotinico 05 025 0,125 0,5 0,25 0,125 0,5 3 3
Glicina 2 1 0,5 2 1 0,5 - - -
Mio-inositol 100 100 100 100 100 100 100 100 50
Piridoxina HCI 05 025 0125 05 025 0125 05
Tiamina HCI 01 0,05 0,025 1 0,5 0,25 5
Pantotenato de Ca*? - - - - - - 24 3 3
L- Glutamina - - - - - - 146 146 146
L- Cisteina - - - - - - 2,5 - -
L- Arginina - - - - - - 7 - -
Sacarose 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 30000 10000

MS (MURASHIGE, SKOOG, 1962), WPM (LLOYD; MCCOWN, 1981), JADS (CORREIA et al.,
1995), SP (CID et al., 1999).
Os meios de cultura foram suplementados com 6g L de agar seguidos para
autoclavagem a 120°C e uma atmosfera de pressdo por 20 minutos. Apos introducdo dos
explantes in vitro, as unidades experimentais permaneceram em sala de crescimento em

fotoperiodo de 16 horas de luz (70 umol m2 s™) e 25°C, procedendo-se a renovagio do meio
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de cultura aos 20 dias. Aos 40 dias de cultivo, foram analisadas as porcentagens de
sobrevivéncia do explante (%SOB), comprimento das brotacdes (CPB), nimero de brotacdes
por explante (NBPE), porcentagem de gemas brotadas (%GB), niumero de folhas por brotacéo
(NFPB), numero médio de folhas senescentes por brotacdo (NFS) e oxidacao (notas de O - 4).
Logo ap0s as avaliacdes, as brotacdes foram excisadas e subcultivadas em tubos de ensaio (25
x 150 mm) contendo o0 mesmo meio inicial. Trinta dias apos o inicio do cultivo, avaliou-se a
porcentagem de sobrevivéncia das brotactes (%SOB). O delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado, constituido por 9 tratamentos com 6 repeti¢cfes composto por 6

explantes cada, totalizando 324 explantes na realiza¢do do experimento.

Posicdo do disco foliar e adicdo de reguladores no cultivo in vitro de explantes

foliares de cambucizeiro

Folhas da por¢do mediana de ramos herbaceos de plantas de cambucizeiro foram
coletadas para realizacdo dos experimentos, as quais foram lavadas em agua corrente com
detergente neutro e enxaguadas em agua destilada para sua remocdo. As folhas doadoras de
explantes foram imersas em alcool 70% por 1 minuto, enxaguadas em agua destilada e imersas
em solucgdo contendo 0,75% de NaClO com adicéo de 3 gotas de Tween 20® em agitacdo por
15 minutos. Em seguida, em camara de fluxo laminar, foram realizados cinco enxagues com
agua destilada autoclavada. Em ambos os experimentos, foram utilizados o meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962) completo suplementado de 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de
agar.

Foram realizados dois experimentos, no primeiro, 0s tratamentos constituiram-se da
posicao do disco foliar em relacdo ao meio de cultura e concentracdes de BAP: T1 — Adaxial +
0,0 mg Lt de BAP; T2 — Adaxial + 0,5 mg L™ de BAP; T3 — Adaxial + 1,0 mg L de BAP; T4
— Adaxial + 2,0 mg L de BAP; T5 — Abaxial + 0,0 mg L de BAP; T6 — Abaxial + 0,5 mg L
1 de BAP; T7 — Abaxial + 1,0 mg L de BAP; T8 — Abaxial + 2,0 mg L de BAP. No segundo
experimento, foram testadas as diferentes concentracdes de BAP e ANA, conforme o seguinte:
T1-0,0mgLYBAP+0,0mgLTANA; T2-1,0mg LtBAP+0,0mgL*ANA; T3-2,0mg
L'l BAP + 0,0 mg LY ANA; T4 - 0,0 mg L' BAP + 0,01 mg L' ANA; T5—1,0 mg L™ BAP
+0,01 mg LY ANA; T6 — 2,0 mg L' BAP + 0,01 mg L' ANA; T7—0,0 mg L™ BAP + 0,1 mg
LT ANA; T8 -1,0mg LT BAP +0,1 mg Lt ANA; T9-2,0mg L BAP + 0,1 mg L't ANA.

Utilizou-se um cortador cilindrico metalico de 0,8 cm de didmetro para confecgdo dos
explantes que foram introduzidos em meio de cultura em placas de Petri (100 x 15 mm)
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descartaveis vedadas com plastico filme e armazenados em BOD com 24 horas de escuro a
26°C+1 para conducdo dos experimentos. Aos 20 dias, procedeu-se a transferéncia para novo
meio de cultura. Aos 40 dias de cultivo, analisou-se a varidvel porcentagem de explantes

responsivos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), sendo o
experimento de posi¢do do disco foliar em relacdo ao meio de cultura e concentragdes de BAP
composto por 8 tratamentos constituido de 5 repeticdes contendo 8 explantes cada repeticéo,
totalizando 320 discos foliares. O experimento de diferentes concentracdes de BAP e ANA foi
constituido de 9 tratamentos com 5 repeticdes de 8 explante cada repeticdo, totalizando 360

discos foliares.
Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a transformacgéo por arcosenv(p) e v (x+1) quando
necessarios e as médias submetidas a teste de Tukey a nivel de 5% de probabilidade pelo
software SAS®v.9.4.

Resultados e Discussao

Desinfestacdo de explantes foliares e nodais herbaceos de cambucizeiro

N&o houve interacdo significativa entre as épocas de coleta e as solugdes utilizadas
para assepsia (Tabela 3). A sobrevivéncia final dos explantes foram baixas, com média geral de
7,5% (Tabela 3), ndo somente devido a contaminacéo inicial, bacteriana e fingica, mas também
devido as altas taxas de oxidacdo do explante e a abscisdo das novas brotac6es apos 0s 40 dias
de cultivo, dos quais, embora verdes, foram categorizados como nao sobreviventes ao final dos

experimentos (Figura 2D).
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Tabela 3 — Contaminac&o geral (%); contaminagao fungica (%); contaminacéo bacteriana (%); sobrevivéncia (%)
e oxidacdo de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo
in vitro em funcdo da época de coleta e soluctes para assepsia. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Assepsia/  Cont. Geral Cont. Flingica Cont. Bacteriana Sobrevivéncia Oxidacao

Epoca Verdo Outono  Verfo Outono  Verdo Outono  Verdo Outono  Verdo Outono

1,25 HC 87 57 67 33 53 37 7 10 3,5 3,5
1,25 HS 80 23 43 0 57 23 7 17 3,7 3,1
2,5HC 80 50 57 37 63 17 7 7 3,6 3,7
2,5 HS 73 37 37 20 67 17 0 3,9 3,3
Média 60 37 42 7,5 3,5
CV (%) 27,61 35,94 37,84 132,16 4,38
Valor p 0,4875ns 0,0572ns 0,1742ns 0,8738ns 0,0945ns

" Ndo significativo. Data da coleta dos explantes nodais = 27/02/2019 (verdo) e 17/05/2019 (outono). Legenda:
Contaminacéo (Cont.), Hipoclorito de calcio (HC) e Hipoclorito de sédio (HS).

Figura 2 — Contaminacdes de explanté nodais (A e B), foliares (C) e abscisdo das brotacdes de caghcizeiro (D)
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum). Barras = 1 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Contaminac@es no processo de cultivo in vitro representam maior custo financeiro para
a aplicacdo da técnica, e sdo uma das maiores dificuldades no estabelecimento de um protocolo
eficiente de multiplicacdo in vitro de plantas, principalmente, em espécies lenhosas. Os
contaminantes podem ser oriundos da assepsia superficial insatisfatéria, de ferramentas
utilizadas na manipulacdo do material, ou ainda de origem endofitica. Além disso, a
contaminacdo pode variar seu grau de predominédncia de microrganismo de acordo com as
condic@es estabelecidas no processo, como, por exemplo, a condicéo fisioldgica e fitossanitaria
da planta matriz e 0 ambiente em que estd sendo mantida, o tipo de explante utilizado e, até
mesmo, a época do ano em que é realizada a coleta (ESPOSITO-POLESI, 2020).

Além da contaminacéo, a oxidacdo fendlica apresenta outro entrave do cultivo in vitro
de espécies lenhosas. Exsudados fendlicos resultantes dos cortes realizados para introducéo dos

explantes em meio de cultura oxidam pela acdo de enzimas polifenases, levando ao
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escurecimento e morte dos explantes, impossibilitando o estabelecimento in vitro (MARTINI;
PAPAFOTIOU, 2013; OLIVEIRA et al., 2013; ASSIS et al., 2018). A familia Myrtaceae €
conhecida por apresentar abundancia de compostos fendlicos em sua composicédo, a exemplo
da grumixameira (Eugenia brasiliensis Lam.) e da uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess.)
(DONATO; DE MORRETES, 2007; HAMINIUK et al., 2014). Santoro (2019), ao analisar
anatomicamente folhas e ramos herbaceos de cambucizeiro, notou grande presenca dos
compostos fendlicos nos tecidos, o que pode estar relacionado a alta taxa de oxidacéo
apresentada nos explantes quando introduzidos in vitro.

A espécie estudada no presente trabalho apresentou um outro fendbmeno, o qual
dificultou ainda mais o processo de estabelecimento. Explantes nodais de cambucizeiro
introduzidos in vitro manifestaram o processo de abscisdo das novas brotac6es, limitando o
prosseguimento das etapas seguintes (Figura 3). Esse processo de abscisdo pode estar ligado a
alta concentracdo de etileno produzido pelo explante no tubo de ensaio, assim como ja relatado
no cultivo in vitro de laranja doce (Citrus sinensis L. Osbeck); pimenta habanero (Capsicum
chinense Jacq.); kalanchoe (Bryophyllum calycinum Salisb) e moringa (Moringa spp.)
(PLUMMER et al., 1991; STEPHENSON; FAHEY, 2004; SANTANA-BUZZY et al., 2006;
RAVI et al., 2019; MARASEK-CIOLAKOWSKA et al., 2020).

@A) —

Figura 3 — Camada de abscisdo das brotagdes de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) (setas
pretas) (A e B). Piracicaba-SP, Brasil, 2019. Barras = 0,2 cm (A) e 0,1 cm (B).

As épocas do ano nas quais sdo realizadas as coletas dos explantes influenciam nos
principais problemas encontrados no estabelecimento in vitro de algumas espécies, ou seja, na

taxa de contaminacdo e de oxidagdo. Para a goiabeira (Psidium guajava), explantes coletados
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no inicio da primavera na india s&o os mais indicados por apresentarem baixa porcentagem de
oxidacdo e contaminacdo (SINGH; SINGH, 2018).

No cultivo in vitro de erva-mate (Ilex paraguariensis St. Hil.), explantes coletados no
inverno apresentaram menores taxas de contaminag0es e, consequentemente, maiores
porcentagens de sobrevivéncia final do explante em comparacgéo as coletas no verdo. As baixas
temperaturas afetaram na flutuacdo dos microorganismos contaminantes endofiticos e
exofiticos. A oxidacdo dos explantes de erva-mate foi diminuida quando coletados nas épocas
mais frias em relacdo ao verdo, devido a baixa atividade fisiologica e, consequentemente, com
baixa producdo de compostos fendlicos (ROSA, et al., 2006). Os resultados relatados pelos
autores corroboram com os obtidos no presente estudo.

Por outro lado, trabalhos avaliando o efeito das épocas no estabelecimento in vitro de
espécies lenhosas sdo escassos, especialmente, quando se trata de espécies nativas brasileiras.
No presente estudo, as porcentagens de contaminacgéo geral, fungica e bacteriana, assim como
a oxidacdo dos explantes, apresentaram melhores resultados quando coletados na época do

outono em comparagao com as coletadas no verdo (Tabela 4).

Tabela 4 — Contaminacdo geral (%); contaminacdo fingica (%); contaminacdo bacteriana (%) e oxidacdo de
explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo in vitro em
funcdo da época de coleta. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.

Epoca Cont.Geral  Cont. Fingica  Cont. Bacteriana ~ Oxidacéo

Veréo 80b 51b 60 b 3,7b
Outono 42 a 22a 23 a 34a
Média 60 37 42 3,5
CV (%) 27,61 35,94 37,84 4,38
Valorp  <.0001* <.0001* <.0001* 0,0247*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com
5% de probabilidade. Legenda: Contaminag&o (Cont.).

Aos 20 dias de cultivo in vitro, ndo houve contaminagdo bacteriana, porém, foi
identificada contaminacdo fungica nos explantes foliares de cambuzeiro (Tabela 5). O uso das
solugdes de hipoclorito de sodio para assepsia, independentemente da concentracdo de cloro
ativo, resultaram em baixas porcentagens de contaminacdo geral, consequentemente, de
contaminacgéo fungica, em comparacdo ao uso de hipoclorito de célcio. Em explantes foliares
de 13 gendtipos de café (Coffea spp.), 0 uso de hipoclorito de sddio foi eficiente para controlar
a contaminacdo em concentragdes de até 1,0% (v/v), enquanto que, trés gendtipos responderam
favoravelmente & assepsia realizada com hipoclorito de célcio (LOPEZ-GOMEZ et al., 2011).

Por outro lado, para o processo de desinfestacdo de explantes foliares de pupunheira (Bactris
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gasipaes), o melhor resultado foi obtido quando se utilizou hipoclorito de célcio a 3,0% (p/v)
(SANTOS et al., 2012).

No que se diz respeito a sobrevivéncia e oxidacao dos explantes, as solucées utilizadas
ndo afetaram ambas as variaveis. A média de explantes foliares vivos ao final dos 20 dias de
cultivo foi de apenas 8%. Esses baixos valores sdo coerentes com a alta média de oxidag&o,
provavelmente, causada pela quantidade de compostos fendlicos no tecido foliar, como

comentado anteriormente (Tabela 5).

Tabela 5 — Contaminacdo geral (%); contaminacéo fungica (%); contaminacéo bacteriana (%); sobrevivéncia (%)
e oxidacéo de explantes foliares de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 20 dias de cultivo
in vitro em funcdo das diferentes solucbes para assepsia. Piracicaba - SP, Brasil, 2019.

Assepsia Cont. Geral ~ Cont. Fingica  Cont. Bacteriana ~ Sobrevivéncia ~ Oxidacdo

0,75 HC 41 ab 41 ab 0 11 3,8
0,75 HS 14 a 1l4a 0 8 3,8
1,25 HC 56 b 56 b 0 4 3,9
1,25 HS 4a 4a 0 3,7
Média 29 29 - 8 3,8
CV (%) 112 112,65 - 144 3,45
Valor p 0,0057* 0,0057* - 0,6395ns 0,3973

"s N&o significativo * Médias seguidas de letras iguais néo diferem entre si pelo Teste Tukey com
5% de probabilidade. Legenda: Contaminacdo (Cont.), Hipoclorito de célcio (HC) e Hipoclorito
de sdédio (HS).
Uso de nitrato de prata (AgNOs3) no cultivo in vitro de explantes nodais de

cambucizeiro

O gas etileno é um fito hormdnio responsavel por diversas respostas no crescimento e
senescéncia de plantas, dependendo da interagdo com outros hormonios, da concentragdo em
que € encontrado e, principalmente, da espécie estudada (GEETHA et al., 2016; IQBAL et al.,
2017). No cultivo in vitro, a presenca de etileno pode ocasionar efeitos negativos, ou seja, a
quantidade excessiva de etileno pode levar a abscisdo, amarelecimento das folhas e inibi¢do do
crescimento, dificultando o sucesso da aplicagdo da técnica (SANTANNA-BUZZY et al., 2006;
CARDOSO, 2019). A producéo de etileno em condicdes de cultura de tecidos é potencializada
pelo estresse causado ao explante em sua preparacéo, durante corte e assepsia, além do que, a
utilizacdo de frascos pequenos e fechados potencializa os efeitos negativos causados pela alta
concentra¢do do hormdnio in vitro (YASMIN et al., 2014).

Frente a tal problema, alguns produtos com funcao inibidora da ac¢éo do etileno podem
ser adicionados ao meio de cultura a fim de diminuir os efeitos causados pelo fito hormonio

sob cultivo in vitro. Os ions de prata (Ag*), na forma de nitrato de prata (AgNO3), sdo bastante
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utilizados na cultura de tecidos pela potente acédo inibitéria do etileno, por competir com os
sitios de ligacao dos seus receptores na membrana (KUMAR, et al., 2009; MATOS et al., 2021).

A sobrevivéncia final de explantes nodais de cambucizeiro foi influenciada pela
concentracédo de nitrato de prata (AgNOs) adicionado ao meio de cultura, mesmo néo diferindo
na nota de oxidacgédo dos explantes (Tabela 6). Essa diferenca positiva na taxa de sobrevivéncia
esta relacionada a diminuicdo da abscisdo dos brotos obtidos ao final do experimento, pela

adicdo do nitrato de prata (Figura 4).

Tabela 6 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e oxidacdo de explantes nodais de cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo em fungéo das concentracdes de nitrato de prata
(AgNO:,). Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Nitrato de Prata o4S0OB Oxidacio

0,0 23b 3,0
2,0 43a 2,7
4,0 47a 2,8
6,0 40 a 2,6
Média 38 2,8
CV (%) 28,67 6,05
Valor p 0,0036*  0,2632ns

"s N&o significativo * Médias seguidas de
letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste
Tukey com 5% de probabilidade.

Figura 4 — Desenvolvimento de brotacGes de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg)
Landrum) aos 40 dias de cultivo em funcéo das concentracdes de nitrato de prata. T1 — 0,0 mg L de AgNO; (A);
T2 -2,0mg L de AgNOs (B); T3 — 4,0 mg Lt de AgNOs (C); T4 - 6,0 mg L de AgNO; (D). Piracicaba-SP,
Brasil, 2019. Barras = 1 cm.

A porcentagem de sobrevivéncia dos explantes nodais apresentou resposta crescente
até o seu ponto maximo, o qual foi de 3,8 mg Lt de AgNOs, com a obtencdo de 48% de

explantes vivos aos 40 dias de cultivo in vitro (Figura 5). Matos et al. (2021) relataram que a
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adicdo de nitrato de prata controlou os principais distarbios encontrados na micropropagacao
da roseira (Rosa x hybrida) cv. Sena, principalmente, a abscisdo precoce das folhas. A adicéo
de 5 mg L™ de AgNOsz proporcionou menor abscisdo foliar no estabelecimento de explantes
nodais e apicais de fruta-do-conde (Annona squamosa L.). (PANCHAL; PATEL, 2017). Por
outro lado, ndo foram identificados efeitos benéficos no cultivo in vitro de araticum do brejo
(Annona glabra L.) (FARIAS et al., 2020).
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Figura 5 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea
(O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo em fungéo das concentracGes de nitrato de prata (AgNQO3). Piracicaba-
SP, Brasil, 2020.

Troca do meio de cultura aos 20 dias de explantes nodais de cambucizeiro

O simples processo de renovagdo do meio de cultura in vitro traz beneficios ao
processo de estabelecimento in vitro de espécies que apresentam problemas quanto a alta taxa
de oxidacdo fendlica e acumulo de etileno em cultivo in vitro. Segundo George (2008), a
renovacdo mais frequente do meio de cultura permite a retirada de metabolitos toxicos que
inibem o processo de cultivo in vitro.

A renovacdo do meio de cultura no vigésimo dia favoreceu a porcentagem de
sobrevivéncia e obtencdo de uma menor oxidacdo dos explantes nodais de cambucizeiro,
quando comparados a ndo realizacdo da troca, aos 40 dias in vitro (Tabela 7). Na
micropropagacdao de eucalipto, a troca do frequente do meio de cultura é essencial, e auxilia no
controle dos efeitos negativos, tais como a oxidacdo (DUTRA et al., 2009). Ferreira et al.

(2002), ao avaliar a frequéncia de troca do meio de cultura durante o cultivo de eixos
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embrionarios de cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.), relataram que a renovagédo do

meio de cultura foi essencial para o desenvolvimento in vitro da espécie.

Tabela 7 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e oxidacdo de explantes nodais de cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo em funcéo da troca ou ndo do meio de cultura
aos 20 dias. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Condicéo %SOB Oxidacdo
Semtrocadomeio 16D 30b
Comtrocadomeio 4la 2,2a
Média 28 2,8
CV (%) 60,79 9,49
Valor p 0,0016* 0,0028*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem
entre si pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.
Adicdo de antioxidantes no cultivo in vitro de explantes nodais e foliares de

cambucizeiro

Existem muitos produtos a serem utilizados no meio de cultura visando a diminuigéo
da oxidacéo fenolica dos explantes, permitindo assim a continuidade do processo de cultivo in
vitro. Em cultura de tecidos, tem-se utilizado produtos com acdo inibitoria da oxidacao, tais
como os antioxidantes ou inibidores da PPO (polifenoloxidase), dentre os quais destacam-se o
acido ascorbico, polivinilpirrolidona e o carvéo ativado, atuando na inibicdo da sintese e acdo
de enzimas que ocasionam a oxidagdo ou agindo como adsorventes dessas substancias no meio
de cultura (GOULART et al., 2010; CHAI et al., 2018).

No presente trabalho, ndo foram identificados efeitos dos antioxidantes utilizados no
cultivo in vitro de explantes nodais de cambucizeiro. Por outro lado, explantes foliares, quando
introduzidos em meio de cultura com a adicdo de 1 g L™ de polivinilpirrolidona (PVP),
apresentaram melhores resultados em comparagéo a adi¢do de 2 g L™ de carvéo ativado, 200
mg L™ de 4cido ascorbico e a ndo adigdo de antioxidantes no meio de cultura. A porcentagem
de sobrevivéncia aos 20 dias quando utilizado 1 g L™ de PVP alcangou 0s 63%, néo diferindo
apenas do uso de 2 g L de carvéo ativado. O melhor resultado para reducio de oxidacéo foi
obtido com a utilizagcdo do PVP (Tabela 8), permitindo assim, o cultivo in vitro de explantes

foliares da espécie (Figura 6).
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Tabela 8 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) e oxidacdo de explantes foliares de cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 20 dias de cultivo em funcdo dos diferentes antioxidantes.
Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Antioxidantes %SOB Oxidacdo
Sem Antioxidante 33b 35b

2 g L Carvéo Ativado 45 ab 33b

1 g L* Polivinilpirrolidona (PVP) 63 a 28a
200 mg L Acido ascorbico 35b 34D
Média 44 3,3
CV (%) 29,88 4,33
Valor p 0,0391* 0,0003*

* Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo
Teste Tukey com 5% de probabilidade.
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Figura 6 — Explantes foliares de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 20 dias de cultivo
em funcéo dos diferentes antioxidantes. T1- Sem antioxidante (A); T2 — 2 g L™ de carvéo ativado (B); T3-1g L
1 de PVP (Polivinilpirrolidona) (C); T4 — 200 mg L* de 4cido ascorbico (D). Barras = 1 cm. Piracicaba-SP, Brasil,
2019.

A adicao de PVP ao meio de cultura tem revelado ser uma adequada estratégia para
diminuir a oxidagdo dos mais variados tipos de explante. Sant’ana et al. (2018), ao avaliarem a
adicdo de polivinilpirrolidona na calogénese de explantes de casaqueira (Campomanesia rufa
(Berg) Nied.), destacaram que a substancia é essencial para a diminuigdo de cerca de 30% da
oxidacdo do tecido, permitindo, consequentemente, o incremento na formacdo de calos nos

discos foliares da espécie. Resultados semelhantes foram relatados para o cultivo de peciolos
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de pinh&o-manso (Jatropha curcas L.) (PEQUENO-GRANADO et al., 2015). Em comparagéo
com a adi¢do de carvido ativado, o uso de 0,8g L™ de PVP na micropropagacéo de candeia
(Eremanthus incanus (Less.) Less.), uma espécie florestal nativa, proporcionou melhores

resultados para o sucesso do seu cultivo in vitro (MIRANDA et al., 2018).

Concentracdes de BAP e ANA na inducéo e desenvolvimento de brotacdes em

explantes nodais de cambucizeiro in vitro

Né&o foram identificadas interagdes entre os fatores concentracfes de BAP e presenca
e auséncia de ANA no meio de cultura para nenhuma das variaveis analisadas (Tabela 9).

Tabela 9 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); comprimento das brotagdes (CPB); porcentagem de gemas
brotadas (%GB); nimero de brotacdes por explantes (NBPE); nimero de brotagdes adventicias por explantes
(NBAPE) e oxidacédo de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias
de cultivo in vitro. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

BAP/ %SOB CPB %GB NBPE NBAPE  Oxidacdo
ANA (mgL-1) 0,0 0,1 00 0,1 00 01 00 01 00 01 00 0,1
0,0 47 50 034 037 30 35 10 10 04 03 20 17
1,0 73 53 038 040 58 35 19 14 07 07 15 15
2,5 70 50 036 034 62 47 20 15 08 06 15 16
5,0 50 53 035 0,30 40 48 1,3 15 05 05 15 172
Média 56 0,36 44 14 0,6 15

CV (%) 27,42 21,98 26,97 11,36 10,98 12,47
Valor p 0,3284ns 0,6031ns 0,1586ns  0,3472ns  0,9185ns  0,2358ns

"s Nao significativo

No entanto, ao final do experimento, observou-se que foi possivel a obtencdo de
brotacbes advindas de explantes nodais da espécie, apresentando, em média, 56% de
sobrevivéncia e 1,4 broto por explante, sem necessidade de adi¢do de reguladores vegetais
(Figura 7), além do que, explantes nodais de cambucizeiro revelaram capacidade de produzir
brota¢fes adventicias na auséncia de reguladores (Figura 71).



Figura 7 — Desenvolvimento de brotacdes de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg)
Landrum) sobre as diferentes concentragdes (mg ™) de BAP e presenca ou auséncia de ANA aos 40 dias de cultivo.
T1-0,0 BAP + 0,0 ANA (A); T2-1,0 BAP + 0,0 ANA (B); T3-2,5 BAP + 0,0 ANA (C); T4-5,0 BAP + 0,0
ANA (D); T5-0,0 BAP + 0,1 ANA (E); T6 — 1,0 BAP + 0,1 ANA (F); T7 — 2,5 BAP + 0,1 ANA (G); T8 - 5,0
BAP + 0,1 ANA (H). Gemas adventicias desenvolvidas de explantes nodais de cambucizeiro (1); Barras = 1,0 cm.
Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Espécies nativas, especialmente as lenhosas, apresentam recalcitrdncia quanto as
respostas as condicdes de cultivo in vitro de explantes provenientes de planta matriz adulta.
Entretanto, efeitos satisfatorios pela adicdo de reguladores no processo de micropropagacdo
tém sido relatados em diversos trabalhos cientificos. Dentre as principais citocininas utilizadas,
0 BAP recebe destaque por apresentar efeitos benéficos na multiplicacdo e alongamento de

brotacGes, sendo o principal regulador utilizado em espécies lenhosas (PINHAL et al., 2011,
PASQUAL, et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2013).
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Quando analisadas as diferentes concentracdes de BAP, observou-se influéncia sobre

0 nimero de brotacBes por explante aos 40 dias de cultivo in vitro (Tabela 10).

Tabela 10 — Numero de brotacGes por explantes (NBPE) de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo in vitro. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.
BAP (mgL?1)  NBPE

0,0 10b
1,0 1,6 ab
2,5 18a
50 14ab
Média 15
CV (%) 11,36
Valor p 0,0307*

* Médias seguidas de letras
iguais ndo diferem entre si

pelo

Teste Tukey com 5%

de probabilidade.

Na medida em que se aumentou a concentracdo de BAP no meio de cultura, o nimero

de brotaces por explante respondeu de forma crescente até seu ponto maximo de 2,8 mg L*

da citocinina, possibilitando obtencéo, em média, de 1,9 brotacdo por explante introduzido para

esta concentragdo (Figura 8).
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Figura 8 — Numero de brotagGes por explante (NBPE) de explantes nodais de cambucizeiro (Campomanesia
phaea (O. Berg) Landrum) em funcéo das concentracfes de BAP e adi¢do de ANA. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

A citocinina BAP atua na quebra da dominancia apical, induzindo o desenvolvimento

das brotagOes axilares, aumentando a taxa de multiplicacdo in vitro (VILLA et al., 2007). A
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inducdo de brotacdo em explantes nodais de pau-brasil (Caesalpinia echinata Lam.) foi
influenciada pela adigdo de BAP (0,56 mg L) no meio de cultura, sendo que, na auséncia do
regulador, n&o ha respostas do explante na porcentagem de gemas brotadas (ARAGAO et al.,
2011). Assim como os resultados obtidos no presente trabalho, Bezerra et al. (2014), em seu
estudo sobre a influéncia das concentragdes de BAP na multiplicagdo in vitro da lenhosa nativa
sabia (Mimosa caesalpiniifolia Benth.), identificaram que o nimero de brotacGes por explante
foi afetado positivamente até 17,76 umol L da citocinina BAP, e que altas concentragdes
afetaram de maneira negativa a variavel analisada.

Na micropropagacdo de uvaieira (Eugenia pyriformis Cambess), representante da
familia Myrtaceae, o uso de BAP é indispensavel para obtencao do maior nimero de brotagdes
a partir de segmentos nodais, sendo que a adicdo de 1,0 mg L possibilitou a obtencéo de 2
brotos por explante (NASCIMENTO et al., 2008). Por outro lado, em Eugenia involucrata, o
maior nimero de brotagdes foi obtido pela adicdo combinada da citocinina TDZ (thiadizuron)
e ANA (&cido naftaleno acético), sendo indispensavel a utilizagdo de tais reguladores na

micropropagacdo desta espécie (GOLLE et al., 2017).

Diferentes meios de cultura na inducdo de brotacdo de explantes nodais de

cambucizeiro in vitro

A avaliacdo da resposta do explante e do desenvolvimento das brotacGes em funcéo
do meio de cultura apresenta grande importancia no cultivo in vitro. As interagdes entre a
composicdo do meio de cultura sdo inumeras, e representam um dos principais papéis no
sucesso da técnica. Normalmente, apesar da necessidade diferenciada de nutrientes para cada
espécie cultivada, utilizam-se meios de cultura ja estabelecidos na literatura (RAMAGE;
WILLIANS, 2002). Dentre os mais utilizados no cultivo in vitro, destacam-se 0 meio MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), e suas diluicdes, e 0 meio WPM (LLOYD; MCCOWN,
1980), especifico para uso em espécies lenhosas (PHILLIPS; GARDA, 2019). Meios
desenvolvidos para o cultivo de plantas da familia Myrtaceae também sdo relatados em
trabalhos visando a otimizagédo do desenvolvimento in vitro, apresentando bons resultados no
cultivo das espécies, a exemplo do meio SP (CID et al., 1999) e JADS (CORREIA et al., 1995).

Neste estudo, os diferentes meios de cultura utilizados influenciaram no cultivo e

desenvolvimento in vitro de cambucizeiro aos 40 dias de cultivo (Tabela 11) (Figura 9).
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Tabela 11 — Porcentagem de sobrevivéncia (%SOB); comprimento das brotacdes (CPB); porcentagem de gemas
brotadas (%GB); nimero de brotagdes por explante (NBPE); nimero de folhas por brotacdo (NFPB); nimero de
folhas senescentes (NFS) e oxidacéo aos 40 dias ap6s introducéo in vitro de explantes nodais de cambucizeiro
(Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) em fun¢do dos diferentes meios de cultura. Piracicaba - SP, Brasil,
2020.

Meios de Cultura %SOB CPB %GB NBPE NFPB NFS Oxidacdo
MS 64 a 0,46 ab 56 ab 16a 3,0 1,0 1,6
1/2MS 64 a 0,56 ab 58 ab 16a 3,0 0,7 1,7
1/AMS 80a 0,52 ab 72 ab 19a 2,5 0,5 1,8
WPM 84a 0,59 a 72 ab 16a 4,0 0,8 1,9
12WPM 76a 0,58 a 78a 16a 3,6 1,0 1,6
1/AWPM 48 ab 0,33b 44 he 1,2 ab 2,6 0,8 2,4
JADS 60 ab 0,46 ab 52 abc 1,4 ab 3,4 18 2,0
SP Modificado 80a 0,6la 76 a 1,7a 3,6 0,7 2,0
SP 24 b 0,38ab 22¢ 06b 3,2 2,5 2,6
Média 64 0,5 59 15 3,2 11 2,0
CV (%) 30,41 26,40 28,23 10,33 13,91 27,79 10,31
Valor p 0,0001*  0,0034* <.0001* 0,0023* 0,2672ns  0,3022ns  0,1640ns

"s N&o significativo * Médias seguidas de letras iguais ndo diferem entre si pelo Teste Tukey com 5% de
probabilidade.

Landrum) sobre os diferentes meios de cultura aos 40 dias apés introducdo in vitro. T1 — MS completo (A); T2 -
% MS (B); T3 — % MS (C); T4 — WPM completo (D); T5 — % WPM (E); T6 — % WPM (F); T7 — JADS (G); T8 -
SP (H) e T9 — SP Mod (1). Barras = 1cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

As maiores médias de porcentagem de sobrevivéncia (%SOB) foram obtidas nos
meios WPM, ¥ MS, SP modificado e ¥ WPM, diferindo apenas do meio SP. Quanto a
porcentagem de gemas brotadas (%GB), o seu comportamento foi semelhante a variavel
sobrevivéncia, no qual os meios WPM, ¥4 MS, SP modificado e %> WPM apresentaram as

maiores médias, com diferenca estatistica apenas para o meio SP (Tabela 11).
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O meio SP influenciou negativamente o numero de brotacGes por explante (NBPE),
diferindo dos demais meios utilizados, os quais variaram de 1,2 a 1,9 broto por explante (Tabela
11). Os menores valores no desenvolvimento in vitro da espécie quando cultivada em meio SP
pode ser devido a diminuicdo das fontes de carboidratos, mio-inositol e sacarose, em sua
composicdo. A falta ou deficiéncia dos carboidratos em condicGes de cultivo in vitro afetam o
potencial fotossintético das espécies, e tais substancias sdo suplementadas ao meio de cultura
como uma fonte de carbono, uma vez que as condi¢Ges sdo limitadas para o processo
fotossintético (SUMARYONO et al., 2012).

Os resultados obtidos no presente trabalho em referéncia ao meio SP corroboram com
os relatados por Miranda et al (2018), nos quais 0s autores reportaram que 0 uso de sacarose &
indispensavel no desenvolvimento de candeia (Eremanthus incanus (Less.)), sendo que a
utilizagdo de 30 g L, valor usualmente utilizado na cultura de tecidos, é a concentragio mais
adequada no processo de multiplicacdo daquela espécie nativa.

O uso de ¥4 WPM afetou de negativamente o crescimento e o a porcentagem de
brotacdo das gemas. A concentracdo de sais desse meio de cultura, em comparacao aos demais,
é inferior, principalmente, a de nitrogénio. De acordo com Poothong et al (2018), meios de
cultura com maiores concentragdes de nitrogénio promovem maior alongamento de brotacdes.
Assim como para o cambucizeiro, no cultivo in vitro de camu-camu (Myrciaria dubia), o
aumento das concentracfes de sais do meio WPM promoveram maior incremento no
comprimento das brotacées (ARAUJO et al., 2016).

Ap0s o subcultivo, aos 30 dias, as brotagdes de cambucizeiro apresentaram, em media,
17% de sobrevivéncia. A maioria das brotagfes apresentaram amarelecimento e necrose do
tecido, provavelmente, ocasionada por algum disturbio fisiologico, como a alta concentragédo
de etileno em tubos de ensaio durante a micropropagacao, porém, estudos que avaliem melhor

a causa, o estabelecimento e controle da morte dos brotos sdo necessarios (Figura 10).
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Figura 10 — Desenvolvimento de brotagdes de cambucizeiro (Campomnesia phaea (O. Berg) Landrum) sobre os
diferentes meios de cultura aos 30 dias apds subcultivo. T1 — MS completo (A); T2 — % MS (B); T3 — % MS (C);
T4 — WPM completo (D); T5 — %2 WPM (E); T6 — ¥4 WPM (F); T7 — JADS (G) e T8 — SP Mod. Barras = 1cm.
Piracicaba-SP, Brasil, 2020.

Posi¢cdo do disco foliar e adicdo de reguladores no cultivo in vitro de explantes

foliares de cambucizeiro

Respostas morfogénicas na cultura de tecidos sdo dependentes de fatores externos e
internos em que a planta matriz e o explante sédo acondicionados. O ambiente, o tipo de explante,
0 meio de cultura utilizado, o grau de juvenilidade da planta matriz e a proporcdo de
auxina/giberelina adicionada ao meio de cultura sdo alguns exemplos dos elementos que
influenciam, junto com a capacidade responsiva do tecido, a promogéo de alteragdes celulares,
direta ou indiretamente, possibilitando a regeneracao de embriGes somaticos ou novos 6rgaos,
no caso da via organogénese (HARTMANN et al., 2014).

Entre as demais aplicacdes da técnica, destaca-se a producdo clonal de mudas de
espécies de interesse, sendo um método opcional em espécies de dificil multiplicagdo como o
cambucizeiro. Entretanto, explantes foliares de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg)
Landrum) utilizados no presente estudo ndo apresentaram nenhuma resposta morfogénica sobre

a influéncia das concentrac6es de reguladores, BAP e ANA (Figura 11).
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Figura 11 — Explantes foliares de cambucizeiro (Campomanesia phaea (O. Berg) Landrum) aos 40 dias de cultivo
in vitro. Barra = 1 cm. Piracicaba-SP, Brasil, 2019.
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Poucos sdo os estudos relacionados a inducdo a morfogénese em explantes foliares de
espécies frutiferas nativas do Brasil. Porém, alguns estudos demonstraram a capacidade das
espécies, ainda que em nivel inicial, de gerarem resultados positivos em algumas frutiferas,
como o jenipapeiro (Genipa americana L.) (ALMEIDA et al., 2015; SOUZA et al., 2019) e 0
muricizeiro (Byrsonima intermedia A. Juss.) (NOGUEIRA et al., 2007).

Em frutiferas da familia Myrtaceae, ha relatos de explantes foliares apresentando
efeitos positivos por via indireta, ou seja, com a formacéo de calos em folhas introduzidas in
vitro. Em trabalhos recentes com cerejeira-do-Rio-Grande, foram constatadas formacdes de
calos em discos foliares submetidos aos reguladores 2,4-D, BAP, ANA e suas combinacdes,
com altas porcentagens de explantes responsivos na presenca dos reguladores no meio de
cultura (GOLLE et al., 2013; GOLLE et al., 2020a; GOLLE et al., 2020b). Aradjo et al. (2015)
afirmaram que explantes foliares de camu-camu (Myrciaria dubia (H.B.K) Mc Vaugh), outra
espécie pertencente a familia Myrtaceae, possuem capacidade de formacao de calos a partir de
explantes foliares em meio de cultura suplementado com BAP e 2,4-D.

No que se diz respeito ao género Campomanesia, poucos trabalhos evidenciam a
morfogénese em discos foliares. Goelzer et al. (2014) observaram que folhas de guavira
(Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg), mesmo com auséncia de regulador vegetal no
meio de cultura, apresentaram 60% dos explantes com formacdo de calos. Para a casaqueira
(Campomanesia rufa (O. Berg) Nied), explantes foliares foram responsivos a formacéo de calos
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quando adicionados 2,2 mg L de 2,4-D (SANT’ANA et al., 2018). Em ambos trabalhos, foram
utilizados segmentos foliares de plantulas jovens germinadas em condi¢es in vitro, diferindo
dos experimentos do presente estudo, 0s quais tiveram como doadoras de explantes plantas
mantidas em estufas. A utilizacdo de plantulas germinadas in vitro como doadoras de explantes
tendem a obter maiores resultados em trabalhos de cultura de tecido, devido a fase juvenil em
que se encontram (LEDO et al., 2014).

Por fim, conclui-se sobre a necessidade de desenvolvimento de estudos voltados as
respostas morfogénicas de cambucizeiro, avaliando-se, além de diferentes fontes de citocinina

de e de auxina, também os graus de juvenilidade das plantas matrizes doadoras de explantes.
Concluses

Explantes nodais de cambucizeiro coletados no outono apresentaram menores taxas de
contaminagéo e oxidagéo.

Né&o houve diferencas no tipo de solucgéo utilizada para a assepsia dos explantes nodais,
sugerindo a utilizacdo de hipoclorito de sodio a 1,25% de cloro ativo.

O uso de 2,0 mg L de nitrato de prata (AgNO3) foi indicado no controle da abscisdo
de brotacOes e a renovacdo do meio aos 20 dias contribuiu para a diminui¢do da oxidacéo e da
absciséo in vitro.

Explantes foliares apresentaram menores porcentagens de contaminagdo com o uso de
hipoclorito de sodio, podendo ser utilizado 0,75 % de cloro ativo. A adi¢do de 1 g L de PVP
favoreceu o controle de oxidacao fendlica em discos foliares.

Na inducdo de brotagOes de explantes nodais, o uso de 2,5 mg L™ promoveu a maior
quantidade de brotacdes por explante.

Os meios de cultura MS, %2 MS, ¥4 MS, WPM, ¥ WPM, JADS e SP Modificado
apresentaram os melhores valores na indugdo e desenvolvimento das brotagdes. O subcultivo
das brotacdes foi dificultado pelo amarelecimento e senescéncia, apresentando em média 17%
de sobrevivéncia dos brotos.

Explantes foliares de cambucizeiro ndo foram responsivos a morfogénese em meios
suplementados de BAP e ANA.
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