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RESUMO

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), espécie medicinal do Cerrado, apresenta dificuldade de pro-
pagacdo sexuada decorrente da baixa taxa de germinacdo e emergéncia lenta das plantulas em campo. Objetivou-se com o
presente trabalho estudar aspectos da germinagdo in vitro de murici-pequeno mediante avaliagdo do efeito dos meios de
cultura MS e WPM e diferentes concentracdes de BAP. Frutos maduros foram coletados de populagdes naturais, dos quais
sementes e embrides foram excisados e utilizados como explante. Pelos resultados, infere-se que os meios de cultura mais
eficientes para a germinagdo in vitro de sementes e embrides sdo o MS e WPM 50%, sem sacarose, apresentando 60% e
100% de germinagdo, respectivamente. Observou-se também que ndo se faz necessaria a adigdo de BAP na germinagdo in
vitro de embrides.

Termos para indexagdo: Germinagdo in vitro, murici-pequeno, plantas medicinais, Byrsonima intermedia.

ABSTRACT

The murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) is a medicinal plant of cerrado that presents difficulties of sexual
propagation due to a low rate of seed germination and plant emergency in the field. The objective of this work was study aspects of the
in vitro germination of murici-pequeno evaluating the effects of MS and WPM culture media and different concentrations of BAP.
Mature fruits were collected from native plants and their seeds and embryos excised and used as explants. The results indicated that the
most effective culture media used for the in vitro seed and embryo germination were MS and WPM 50%, both with no sucrose,

presenting 60 and 100% germination, respectively. The use of BAP is not required for in vitro embryo germination.

Index terms: Germination in vitro, murici-pequeno, medicinal plant, Byrsonima intermedia.

(Recebido para publicagdo em 23 de outubro de 2003 e aprovado em 13 de agosto de 2004)

INTRODUCAO

Sdo poucos os estudos sobre a germinacdo de
espécies nativas do Cerrado. Com o crescente interesse
por parte dos pesquisadores, aos poucos se revela o po-
tencial dessa vegetacdo (COELHO, 1999).

No caso do murici-pequeno (Byrsonima in-
termedia A. Juss.), um arbusto medicinal cujo cha da
casca do caule apresenta atividade adstringente nas
diarréias e disenterias, ndo foram encontrados relatos na
literatura quanto ao seu processo de germinagdo. Ha, no
entanto, em Lorenzi (2002), mengdo sobre a ocorréncia
de baixa taxa de germinacdo e emergéncia lenta em ou-
tras espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia, B.
lancifolia, B. sericea, B. spicata, B. stipulacea e B. ver-
bacifolia.

Para que o processo de germinagdo ocorra, ¢ ne-
cessario que as sementes estejam viaveis, que as condi-

¢Oes ambientais sejam favoraveis e que as sementes ndo
estejam dormentes (BEWLEY e BLACK, 1984).

Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais e
acucares que compdem os meio de cultura ndo exercem
efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o
crescimento celular e a morfogénese por meio de pro-
priedades osmoticas (GEORGE, 1996).

Diversas formulagdes de meios basicos tém si-
do utilizadas no cultivo in vitro. Ndo ha uma formu-
lagdo-padrdo, mas o meio MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962), com suas modificagdes ¢ diluigdes,
tem sido utilizado com sucesso para diversas espé-
cies. Com espécies lenhosas, entretanto, o meio MS
ndo se mostra satisfatorio em alguns casos e composi-
¢Oes mais diluidas em macronutrientes apresentam me-
lhor desempenho (GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO,
1998). O meio nutritivo WPM (LLOYD e
MCCOWN, 1981), por exemplo, apre-
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senta 25% das concentracdes de ions nitrato e amonia
do meio MS, além de mais potassio e um alto nivel de
ions sulfato, tendo sido amplamente utilizado para a
micropropagacdo de espécies lenhosas (PASQUAL,
2001).

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

Objetivou-se com o presente trabalho estudar as-
pectos da germinagdo in vitro de murici-pequeno.

MATERIAL E METODOS

Procedéncia do material vegetal

Frutos maduros e inflorescéncias de murici-
pequeno foram coletados de populagdes naturais locali-
zadas no municipio de Ijaci, regido sul do Estado de
Minas Gerais, localizado a 918,0 m de altitude, 21°14°S
de latitude e longitude 44,9°00°W GRW.

Apos a coleta, os frutos passaram por processo
de beneficiamento, com retirada da polpa, imersdao em
hidréxido de s6dio (NaOH) 0,1 M por 5 minutos e la-
vagem em agua corrente com auxilio de peneira por 10
minutos. Apos a secagem, os frutos foram armazenados
em sacos de papel a 10°C.

As inflorescéncias foram utilizadas para a con-
firmagao da espécie e preparo de exsicata, que se encon-
tra depositada no herbario ESAL do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA),
sob registro n® 17.601.

Os experimentos de germinac¢do foram conduzi-
dos no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas da
Universidade Federal de Lavras, Setor de Fisiologia Ve-
getal, Lavras - MG, 2003.

O Efeito de diferentes meios de cultura, pre-
senca de sacarose e tipo de explante na
germinacéo de murici-pequeno

A abertura dos endocarpos foi realizada manual-
mente com o auxilio de martelo. Apds a retirada das
sementes, essas foram imersas em alcool 70% (v/v) por
30 segundos e, em seguida, em solucdo de NaOCl 0,5%
de cloro ativo por 5 minutos. Em cdmara de fluxo lami-
nar, as sementes foram lavadas em agua destilada auto-
clavada (a 120°C, durante 20 minutos) e tiveram seus
tegumentos retirados, de acordo com a necessidade do
experimento. Posteriormente, sementes intactas e sem
tegumento (embrides) foram novamente imersas em

solu¢do de NaOCl 0,5% de cloro ativo por 5 minutos
e, ao final desse tempo, lavadas por quatro vezes em
agua destilada e autoclavada e, em seguida, inocula-
das em tubos de ensaio contendo os tratamentos.

Foram testados os meios de cultura WPM
100% e 50%, MS 100% e 50%, acrescidos ou ndo de
3% de sacarose. Em cada um foram utilizados dife-
rentes tipos de explantes: embrido ou sementes. Os
meios foram solidificados com agar 0,7% e o pH foi
aferido para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C, du-
rante 20 minutos. Apés a inoculagéo, os explantes fo-
ram mantidos em sala de crescimento sob irradiancia
de 43 pumol m? s, fotoperiodo de 16 horas e tempe-
ratura de 27 + 2°C. A avaliagdo foi realizada ap6s 30
dias de incubagdo, sendo observado o porcentual de
germinagao.

O experimento foi constituido de trés repeticdes,
sendo cada uma composta por cinco tubos de ensaio e
cada tubo contendo um explante.

A detecgdo de diferencas significativas foi feita
por meio da analise de “Deviance”. Para o ajuste do
modelo, considerou-se a transformacdo denominada
como logito para a estimativa da propor¢do de germina-
¢do de sementes e embrides (DEMETRIO, 1993):

logito(z) =1n

Hi
1

=+, +a;

em que QL representa a média geral ; J;, o efeito de saca-
rose (i=0, 1) e a;, efeito do meio de cultura (j=1,2,3,4).

O Efeito da citocinina BAP na germinagao in
vitro de murici-pequeno

O processo de assepsia das sementes foi seme-
lhante ao realizado no experimento anterior. Em camara
de fluxo laminar, efetuou-se a retirada dos tegumentos
das sementes.

Foram testados quatro niveis de BAP (0,0; 0,5;
1,0 e 2,0 mg L'l) acrescido ao meio de cultura WPM
50% com 3% de sacarose. Os meios foram solidi-
ficados com agar 0,7% e o pH, aferido para 5,8 antes
da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Apds
a inoculacdo, os embrides foram mantidos em sala de
crescimento sob irradidncia de 43 umol m™ s™', foto-
periodo de 16 horas e temperatura de 27 + 2°C. A a-
valiagdo foi realizada apds 45 dias de incubagéo, sen-
do observado o porcentual de germinagao.

O experimento foi constituido de cinco repeti-
¢oes, sendo cada uma composta por cinco tubos de
ensaio e cada tubo contendo um explante.
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Para cada parcela, realizou-se a contagem de
unidades germinadas. A proporgdo foi obtida em rela-
¢do ao numero total de tubos de ensaio por par-
cela, isto é, n = 25. A detecgdo de diferengas significati-
vas foi feita por meio da analise de “Deviance”.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeito de diferentes meios de cultura, presen-
ca de sacarose e tipo de explante na germina-
¢do de murici-pequeno

No cultivo de embrides, a maxima porcentagem
de germinagdo (100%) foi obtida quando cultivados em
meio WPM 50%, na auséncia de sacarose. No cultivo
de sementes, a maior porcentagem de germinacdo tam-
bém foi obtida em WPM 50%, na auséncia de sacarose,
ocorrendo aproximadamente 60% de germinagdo (Figu-
ral).

Para a indicagdo do meio de cultura mais
apropriado para a germinacdo de embrides e sementes
de murici-pequeno, procedeu-se ao ajuste de um mo-
delo generalizado, segundo Demétrio (1993) (Tabela 1).
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Hl semente

Os efeitos da sacarose e do meio de cultura fo-
ram significativos para a analise de germinagdo de
embrides. Observou-se que o acréscimo de sacarose nos
meios testados alterou as porcentagens de germinagao.
Nos meios WPM, WPM 50% e MS, houve menor por-
centagens de germinagdo, ao passo que no MS 50%
houve maior germinag@o. Entretanto, a presenga de sa-
carose no meio WPM 50%, apesar de ter ocasionado
uma diminui¢do na porcentagem de germinagdo em
comparagdo com 0 meio em que ndo se acresceu a saca-
rose, ainda ocorreu em valor elevado (95%).

Nos meios WPM e MS, a presenga de sacarose
ocasionou uma consideravel reducdo na germinagao.
Provavelmente, a concentracdo completa dos sais, jun-
tamente com a sacarose, afetou o balango osmotico, pre-
judicando o processo germinativo. Entretanto, esses
mesmos meios, quando utilizados com metade das con-
centracdes de sais e na presenca de sacarose, ndo apre-
sentaram mudancas consideraveis na taxa de germina-
¢do, chegando essa até a aumentar no meio MS 50%. A
reducdo da concentracdo dos sais parece ter compensa-
do a adicdo de sacarose, ndo afetando, assim, o balango
osmotico e sendo favoravel a germinagao.

Oembrido

MS 50%

WPM + sac
WPM 50% + sac
MS + sac

MS 50% + sac

FIGURA 1 — Germinacdo de embrides e sementes de murici-pequeno em diferentes meios de cultura (MS ou

WPM), na presenca ou auséncia de sacarose.
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Os resultados obtidos com embrides foram seme-
lhantes aos encontrados por Souza (2003) que, testando
diferentes concentra¢des do meio MS (completo, 50% e
25%) liquido ou soélido na germinagdo de embrides de
arnica (Lychnophora pinaster), observou que o MS
25% solido foi o meio que proprocionou melhor resul-
tado, aproximadamente 68% de germinagdo. O MS
em sua concentragao original apresentou porcentagem
de germinagdo inferior a 50%. A autora também com-
parou os meios MS 25%, WPM e WPM 50%, todos
solidos, na presenca e auséncia de sacarose. Os meios
MS 25% sem sacarose, MS 25% com sacarose e
WPM 50% sem sacarose nao diferiram entre si e dife-
riram dos demais meios de cultura, apresentando as
maiores porcentagens de germinagdo, respectivamen-
te, 79%, 70% e 70%.

Ja para o cultivo de sementes, a adi¢cdo de saca-
rose nos meios de cultura promoveu uma redu¢do nao-
significativa na porcentagem de germinagdo. No meio
MS 50%, por exemplo, a porcentagem de germinagao
praticamente ndo sofreu alteracdo, em comparacio ao
mesmo meio acrescido de sacarose.

Pelos resultados apresentados na Tabela 2, veri-
fica-se, por meio do teste de Razdo de Chances, que o
meio WPM 50%, preferencialmente na auséncia de sa-
carose, ¢ mais apropriado para germinacdo de em-
brides.

Pelos resultados apresentados na Tabela 3, cons-
tata-se, por meio da razdo de chances, que os meios
WPM 50% e MS s@o os mais apropriados para germi-
na¢do de sementes, independente da presenga ou ausén-
cia de sacarose.

TABELA 1 — Analise da “Deviance” dos efeitos sacarose (sac) e meio nutritivo para a germinacao de embrides e

sementes de murici-pequeno.

Variavel: Proporcao de Embrides Germinados

FV GL Valor Qui-Quadrado p-valor

SAC 1 9.1027 0.0026

MEIO 3 44.4466 0.0001
Variavel: Proporcio de Sementes Germinadas

FV GL Valor Qui-Quadrado p-valor

SAC 1 2.938 0.0841

MEIO 3 3.7793 0.2863

TABELA 2 — Analise dos coeficientes ¢ razdo de chances para embrides de murici-pequeno inoculados em meio

MS e WPM na auséncia e presenga de sacarose (sac).

Parametro GL Estimativa Erro padréo p-valor Razao de Chances

Intercepto 1 1,0319 0,5229 0,0485

Sac 0 1 1,5452 0,5057 0,0022 4,673

Sac 3% 0 0,0000 0,0000

WPM 1 -2,4337 0,6734 0,0003 0,087

WPM 50% 1 1,8212 1,1433 0,1112 6,122

MS 1 -2,1145 0,6611 0,0014 0,120

MS 50% 0 0,0000 0,0000
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Apesar de o meio MS ser mais concentrado que
o meio WPM 50%, este apresentou as mesmas chances
de germinagdo. A diferenga de concentragdes de sais en-
tre esses meios parece ndo ter afetado o processo ger-
minativo das sementes. Efeitos ndo-significativos do
meio nutritivo para a germinacdo de sementes também
foram observados por Conceigdo (2000), que testou di-
ferentes concentragdes do meio MS na germinagdo de
sementes de timbé (Derris urucu).

A maior germinag@o de embrides em meio nutri-
tivo WPM 50% deve-se, provavelmente, a diminuigao
do potencial osmotico promovido pela redugdo das con-
centragdes de macro e micronutrientes do referido meio,
que é menos concentrado, em comparagdo aos outros
meios utilizados.

O mesmo pode ser concluido para as maiores
chances de germinagdo de embrides, as quais foram ob-
servadas na auséncia de sacarose. A presenca de sais e
de carboidratos possivelmente interferiu na regulagdo
osmotica do meio de cultura e, conseqiientemente, na
disponibilidade de dgua para o processo de embebi¢do
na germinagdo. A auséncia de sacarose no meio WPM
50% disponibilizou mais agua para o explante, desenca-
deando o processo de protusdo da radicula, devido a re-
tomada do crescimento do embrido acionada pela em-
bebigao.

Os valores observados na germinagdo de semen-
tes de murici-pequeno podem estar associados ao tegu-
mento, o qual parece retardar o processo germinativo,

ocasionando a baixa porcentagem de germinacdo. Esse
pode ter servido como uma barreira para a entrada de
agua, inibindo, assim, a ativa¢do de enzimas responsa-
veis pela germinagao.

Azevedo (2003) obteve maiores porcentagens
de germinagdo in vitro em sementes de copaiba
(Copaiba langsdorffii) em meio de cultura MS na au-
séncia de sacarose. Resultados semelhantes também
foram obtidos em sementes de Annona glabra
(DECCETTI, 2000).

Sementes de moreira (Maclura tinctoria), no en-
tanto, germinaram em maior porcentagem quando culti-
vadas em meios com sacarose, porém, em menores con-
centragdes (GOMES, 1999).

Efeito da citocinina BAP na germinacgdo de
embrifes de murici-pequeno

Nao foi possivel a aplicagdo de uma analise esta-
tistica satisfatoria em virtude da ocorréncia de calos em
todos os tratamentos utilizados, uma vez que objetivou-
se neste experimento estimular a germinagdo e induzir
multiplas brotacdes em embrides zigdticos por meio da
aplicagdo de BAP.

As plantulas malformadas foram consideradas as
que apresentaram formagdo de calos e auséncia de raiz.
As plantulas consideradas normais foram aquelas que
apresentaram comprimento proximo a 1,0 cm e auséncia
de calos (Figura 2).

TABELA 3 — Analise dos coeficientes e razdo de chances para a propor¢do de sementes de murici-pequeno inocu-
lados em meio MS e WPM na auséncia e presenga de sacarose (sac).

Parametro GL Estimativa Erro Padréo p-valor Razéo de Chances
Intercepto 1 -0,7501 0,4311 0,0819
Sac 0 1 0,6668 0,3894 0,0868 1,95
Sac 3% 0 0,0000 0,0000
WPM 1 -0,8026 0,5771 0,1643 0,448
WPM 50% 1 0,1409 0,5311 0,7908 11,513
MS 1 0,1409 0,5311 0,7908 11,513
MS 50% 0 0,0000 0,0000

Ciénc. agrotec., Lavras, v. 28, n. 5, p. 1053-1059, set.out., 2004



1058

NOGUEIRA, R. C. etal.

Provavelmente, as folhas cotiledonares, ao entra-
rem em contato com o meio de cultura, foram estimula-
das a multiplicar suas células de maneira desorganizada,
de forma que o desenvolvimento normal da plantula foi
comprometido (Figura 3).

Embora as citocininas sejam indicadas para re-
duzir a dominancia apical, a sua presenga no meio de
cultura deve ter favorecido a divisdo celular, induzindo
uma proliferagdo desorganizada. O BAP parece ter fa-
vorecido o balango hormonal para a formaggo de calos,
em vez de multiplas brotagdes, que era o resultado espe-
rado.

Resultados desfavoraveis também foram obtidos
na cultura de embrides de coqueiro-ando (Coco0S
nucifera), com a utilizagdo de diferentes concentragdes

de BAP ou a interagdo BAP x AIA. A inclusdo de regu-
ladores no meio de cultura ocasionou o inicio da germi-
nacdo, mas com posterior escurecimento ¢ morte dos
embrides (SILVA, 2002).

Em pesquisa com guarirobeira (Syagros oleracea-
e), testaram-se diferentes niveis do meio MS em com-
binac¢do com diferentes concentra¢des de BAP, tendo
sido observada uma redugdo gradativa no nimero de
folhas e peso médio da matéria seca da plantula, a
medida que a concentracio de BAP foi aumentada
(MELLO, 2000).

Embora a citocinina atue na quebra do efeito do
acido abscisico (ABA), inibidor do processo germinativo,
isso ndo foi observado nos experimentos, uma vez que a
presenga de BAP ndo potencializou a germinagao.

100,
S
)
S 60 m normais
'g 40- 0 malformadas
=
O

0

0 05 1 2
BAP (mg L)

FIGURA 2 — Germinagdo de embrides de murici-pequeno cultivados em meio acrescido de diferentes concentra-

¢oes de BAP.

\*

FIGURA 3 - Plantula normal (A) e plantula malformada (B) obtidas de embrides de murici-pequeno inoculados em
diferentes concentragdes de BAP (C).
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Pelos resultados desses experimentos, demons-
tra-se que a adig¢@o dessa citocinina ndo ¢ necessaria pa-
ra a germinagdo de murici-pequeno, uma vez que pode
desencadear processos morfogénicos ndo-desejaveis,
como a formagao de calos, constituindo-se num obstaculo
para a obtengdo de fontes assépticas ¢ com diferentes tipos
de explantes para a micropropagagao.

CONCLUSOES

Os meios de cultura mais eficientes para a ger-
minagdo de sementes e embrides sio o MS e WPM
50%, sem sacarose.

Nao se faz necessaria a adicdo de BAP para ger-
minagdo in vitro de embrides de murici-pequeno.
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