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DESINFESTACAO DE SEMENTES E MULTIPLICACAO
IN VITRO DE GUABIJUZEIRO A PARTIR DE
SEGMENTOS APICAIS JUVENIS
(Myrcianthes pungens O.BERG) D. LEGRAND!

LUANA DOS SANTOS DE SOUZA?, CLAUDIMAR SIDNEI FIOR?,
PAULO VITOR DUTRA DE SOUZA*, SERGIO FRANCISCO SCHWARZ*

RESUMO - O guabijuzeiro ¢ uma arvore perenifolia de 15 a 25 metros de altura. Seus frutos sdo comesti-
veis e contém uma ou duas sementes. Ocorre no Brasil desde Sao Paulo até o Rio Grande do Sul. Dentre as
fruteiras silvestres, esta espécie possui varias caracteristicas que a tornam com potencialidades de utilizagao
comercial, nas quais as mais importantes estao relacionadas com a frutificacdo. Sua propagacao ¢ realizada
por sementes e sdo escassas as informagdes sobre a propagacao vegetativa. Diante disto, o objetivo deste
trabalho foi estudar a desinfestacdo de sementes e a multiplicagdo in vitro de guabijuzeiro. Os experimentos
foram realizados no Laboratorio de Biotecnologia em Horticultura da Faculdade de Agronomia da UFRGS. O
teste de desinfestacdo iniciou com a imersao das sementes em etanol 70% por 1 minuto, seguido de solucdo
de hipoclorito de sddio nas concentragdes de 0; 2; 4; 6 ¢ 8%. O meio de cultura utilizado nos experimen-
tos foi 0 WPM com 30 g.L! de sacarose e 7 g.L'de agar. Para o teste de multiplicagdo, foram utilizados
segmentos apicais de plantulas provenientes de sementes germinadas in vitro. Os tratamentos consistiram
em concentragdes de BAP (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 ¢ 2 mg.L!). Como resultados, as concentragdes entre 4
e 6% de hipoclorito de s6dio mostram-se mais vantajosas, pois além de serem eficientes na desinfestacdo,
influenciarem positivamente a germinagdo. Para a multiplicacdo, o cultivo de segmentos apicais em meio
com o BAP em concentracdes de até 1 mg.L! foi eficiente.

Termos para Indexacio: Assepsia, frutifera nativa, germinagdo, multiplicacdo in vitro.

DISINFESTATION OF SEEDS AND IN VITRO MULTIPLICATION
OF GUABIJUZEIRO FROM APICAL JUVENILES SEGMENTS
(Myrcianthes pungens O.BERG) D. LEGRAND

ABSTRACT - The guabijuzeiro is an evergreen tree 15-25 meters high. Occurs in Brazil from Sao Paulo to
Rio Grande do Sul. Among the wild fruits this species has several characteristics which make it with potential
for commercial use, in which the most important are related to fructification. Its propagation is carried out
by seed and little information on vegetative propagation. Hence, the objective was to study the disinfection
of seeds and in vitro multiplication of guabijuzeiro. The experiments were performed at the Laboratory of
Biotechnology in Horticulture, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul. The
test began with the disinfestation soaking in 70% ethanol for 1 minute, followed by a solution of sodium
hypochlorite at concentrations of 0; 2; 4; 6 and 8%. The culture medium used in experiments was WPM
with 30 g.L! sucrose and 7 g.L! of agar. For the multiplication test were used apical segments of seedlings
from seeds germinated in vitro. The treatments consisted of BAP concentrations (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1 and
2 mg.L"). As a result the concentrations between 4 and 6% of sodium hypochlorite are more advantageous,
as well as being effective in disinfestation, positively influence the germination. For multiplication, the
cultivation of apical segments on medium with BAP at concentrations of up 1mg.1"' was effective.

Index terms: Asepsis, native fruit, germination, in vitro multiplication.
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INTRODUCAO

Espécies nativas pertencentes a familia Myr-
taceae sdo abundantes em todo o territdrio brasileiro e
em alguns paises latino-americanos. Varias espécies
dessa familia, principalmente as nativas do Brasil,
tém frutos comestiveis utilizados ha milénios por
populagdes indigenas. Seu uso potencial é enorme,
ndo somente pela possibilidade de consumo do fruto
in natura, como também para industrializagdo, como
no caso de compostos em bebidas (licores, sucos),
geleias, doces, sorvetes, picolés, condimentos, entre
outras formas de uso. Além disso, ha varias espécies
com valor ornamental (LORENZI, 2002; MATTOS,
1993).

O guabijuzeiro (Myrcianthes pungens
(Berg) Legr.) ¢ uma planta arborea nativa no Brasil.
Apresenta copa perenifolia e arredondada, podendo
atingir de 15 a 25 metros de altura. Seus frutos
sdo do tipo baga globosa, contendo de uma a duas
sementes reniformes, medindo de 6 a 7 milimetros
(LORENZI, 2002; MARCHIORI; SOBRAL,1997).
Trabalhando com sementes de guabijuzeiro oriundos
de seis procedéncias, Fior et al. (2010) obtiveram
germinagdo acima de 80% em ambiente controlado,
e emergéncia entre 66 a 91% em casa de vegetacao.
Estes autores mencionam ainda que sementes desta
espécie coletadas com elevada qualidade inicial e
armazenadas em condigdes de camara fria (tempe-
raturas proximas a 5°C e umidade relativa do ar em
torno de 45%) podem ter sua longevidade estendida
por cerca de oito meses.

A propagacgdo do guabijuzeiro por sementes
apresenta como desvantagem a segregagdo genética,
originando plantas com grande variabilidade e pro-
longado periodo juvenil (PADUA, 1983).

Donadio et al. (2002) ressaltam que o tipo
ideal de propagacdo comercial para a maioria das
espécies frutiferas é a vegetativa. A micropropagagao
destaca-se como alternativa, pois, segundo Cid et al.
(1997), ela tem sido utilizada para obtengao de mudas
de espécies florestais nativas visando a exploragdo
na Fruticultura.

Uma das vantagens desta técnica ¢ a obtengao
de grande numero de mudas a partir de um ntimero
restrito de plantas-elite (LIEW; TEO, 1998).

Um dos maiores problemas no estabelecimen-
to de tecidos vegetais in vitro ¢ a contaminagdo por
microrganismos, principalmente quando se trabalha
com espécies lenhosas (BONGA, 1982). Uma das
maneiras de facilitar a obteng@o de material vegetal
sem contaminagdo ¢ a germinagao in vitro, para isso
é necessario realizar uma desinfesta¢ao eficiente das
sementes.

Além da vantagem da obtencdo de tecidos
menos contaminados, a utilizagdo de material juve-
nil j& estabelecido in vifro pode ser vantajosa, pois
estes tecidos sdo mais responsivos a aplicacdo de
fitorreguladores. Além disso, potencialmente, podem
originar explantes com elevada capacidade de desen-
volvimento (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Logo, esse tipo de explante pode orientar e auxiliar
a elaboracdo de protocolos para posterior aplicagao
em tecidos de plantas adultas.

Os relatos na literatura sobre a propagagao
vegetativa de guabijuzeiro sdo escassos, tornando-se
indispensavel a investigacao cientifica.

Diante disso, realizou-se o presente estudo
com o objetivo de testar concentragdes de hipoclorito
de sodio (NaOCl) na desinfestag@o e germinagdo in
vitro de sementes de guabijuzeiro, bem como a indu-
¢do a multiplicacdo com concentragdes de citocinina
em explantes oriundos de plantulas.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no La-
boratério de Biotecnologia em Horticultura da
Faculdade de Agronomia da UFRGS. O meio de
cultura utilizado nos experimentos foi o WPM
(Wood Plant Medium (LLOYD; McCOWN,1980)),
com 30 g.L! de sacarose e 7 g.L"'de agar (Merck®).
O pH foi ajustado em 5,8 antes da esterilizagdo, a
qual foi realizada em autoclave por 15 minutos sob
temperatura de 120°C e pressdo de 1,2 atm. Quando
utilizado fitorregulador, este foi adicionado ao meio
de cultura antes da esterilizacdo. Apds a inoculagao,
as culturas foram mantidas em sala de crescimento
com temperatura de 25 + 3°C, e fotoperiodo de 16
horas (intensidade luminosa de 3 Klux, lampadas
fluorescentes de 40W).

Obtencio e caracterizacio do material
vegetal

Foram coletados frutos de duas plantas situa-
das lado a lado, na Estacdo Experimental da Funda-
c¢ao Estadual de Pesquisa Agropecuaria (FEPAGRO),
em Maquiné-RS (GPS: 29°39°46,2” S; 50°13°20,5”
0). As plantas eram bastante semelhantes, tanto em
dimensdes das copas como no didmetro do tronco.
Os frutos de cada planta apresentavam aspecto tipi-
co da fase de maturagdo (coloracdo roxo-escura do
epicarpo). Logo apos a coleta, os frutos de ambas as
matrizes foram levados para o laboratdrio e homoge-
neizados, constituindo um lote. Os frutos foram des-
polpados sob agua corrente. Logo em seguida, foram
separadas 3 repeti¢oes de 10 sementes para o teste de
teor de agua. Este foi realizado através da diferenca
percentual de massa das sementes apds secagem em
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estufa por 24h a 105 + 3°C (BRASIL, 1992).

Desinfestacio e germinacio de sementes
in vitro

Uma amostra aleatoria de 500 sementes foi
separada em cinco subamostras de 100 sementes (com
tegumento), para a realizagdo do teste de desinfesta-
¢do, que iniciou com a imersao em etanol 70% por 1
minuto, seguido de solug@o de hipoclorito de sodio
nas concentragdes de 0; 2; 4; 6 ¢ 8% (v/v), acrescido
de 5 gotas L' de Tween 20®, por 20 minutos. Poste-
riormente, as sementes foram levadas para a camara
de fluxo laminar e lavadas em agua destilada estéril
(trés enxagues) e estabelecidas em tubos de ensaio 25
x 150 mm, com 10 mL de meio de cultivo cada, uma
semente por tubo. O delineamento foi o inteiramente
casualizado com quatro repeti¢des de 25 sementes, to-
talizando 100 sementes por tratamento. Foram avalia-
dos os percentuais de contaminago e germinagao aos
30 dias, e mensurado o vigor das sementes através do
calculo do tempo médio de germinagdo (TMG) e do
indice de velocidade de germinacao (IVGM), através
das formulas: TMG — Conforme Silva e Nakagawa
(1995), com base na soma do numero de sementes
germinadas em cada avaliagdo, dividido pelo respec-
tivo tempo, com o resultado expresso em dias apds
a semeadura; IVGM - Conforme Silva ¢ Nakagawa
(1995) modificada por Santana e Ranal (2004), com
base na soma do numero de sementes germinadas
em cada avaliagdo, dividido pelo respectivo tempo,
dividindo-se o resultado final pelo niimero total de
sementes germinadas em cada repeticao.

Multiplicacio

Foram utilizadas plantulas provenientes de
sementes germinadas in vitro, com 90 dias apds
a semeadura. Cada explante constituiu-se de um
segmento apical com aproximadamente 0,4 cm de
comprimento. Os explantes foram inoculados em
frascos de vidro com 8 cm de altura por 6 cm de
diametro, contendo, aproximadamente, 30 mL de
meio de cultura, fechados com tampa de polietileno
de alta densidade.

Os tratamentos foram constituidos por dife-
rentes concentragdes de BAP (0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8;
1 e 2 mg.L") em um delineamento experimental
completamente casualizado, com quatro repeti¢des
por tratamento, sendo trés frascos com trés segmentos
apicais em cada repetigdo.

Apos trinta dias da inoculacgdo, foram ava-
liadas a porcentagem de brotagdo ¢ a oxidagdo, e
as médias do niimero de folhas, altura de brotagdes
por explante.

Os dados de cada variavel de ambos os expe-
rimentos foram submetidos a testes de normalidade
e igualdade das variancias, sendo transformados

quando necessario. Posteriormente, procedeu-se a
analise de variancia (ANOVA), e quando esta foi
significativa, realizou-se teste de comparacao de
médias, a 5% de probabilidade de erro. Procedeu-se
também a andlise de regressao polinomial em ambos
0s experimentos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Desinfestacio e germinacio de sementes
in vitro

Logo ap6s a coleta, as sementes apresentaram
teor de agua de 38,7%. Este valor elevado no
estadio de maturagdo ¢é caracteristico de espécies
recalcitrantes, e estdo de acordo com resultados
encontrados por Andrade (2002), que classificou
as sementes de M. pungens como intolerantes a
dessecagdo.

No tratamento-testemunha (0% de hipoclorito
de sddio), ocorreu 100% de contaminagdo. Nos
demais, houve baixa contaminacao (entre 2% ¢ 14%),
sem diferenga significativa entre as concentragdes de
hipoclorito de soédio (Tabela 1).

Nos tratamentos com 4%, 6% e 8% (de cloro
ativo), verificou-se 98%, 92% e 91% de germinagéo,
respectivamente (Tabela 1). Resultados semelhantes
foram encontrados por Picolotto et al. (2007), os
quais concluiram que o hipoclorito de sodio a 5%
¢é eficiente como desinfestante na contaminagdo
de jabuticabeira (Myrciaria spp.), proporcionando
reducdo nas taxas de contaminagao.

Assim como constatado neste trabalho,
Hanrry e Thorpe (1994) obtiveram bons resultados
na desinfestacdo de sementes de Pinus banksiana,
expostas a concentragdo de 6% de hipoclorito de
sodio durante 20 minutos.

Segundo Rocha (2005), o hipoclorito de sddio
¢ um potente oxidante, ¢ sua a¢do pode ser resultante
de modificagdes nas propriedades das membranas
celulares do tegumento ou no fornecimento de
oxigénio adicional para a semente, aumentando,
dessa forma, a porcentagem de germinagdo. Isso
pode explicar o fato de os tratamentos com 4%, 6% e
8% de hipoclorito de sddio apresentarem germinagao
superior ao tratamento com 2% de hipoclorito de
sodio. Provavelmente, essas concentragdes mais
elevadas tenham aumentado a permeabilidade
do tegumento das sementes de guabijuzeiro,
promovendo maior germinagao.

As concentragdes de cloro ativo ndo afetaram
o vigor das sementes de guabijuzeiros mensurado
pelo TMG (dias) e IVGM (Tabela 1).

A analise de regressdo demonstra uma
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tendéncia quadratica da porcentagem de germinagao
em relagdo a concentragdo de hipoclorito, sendo
que o ponto de maxima resposta, de acordo com
a formula obtida, é de 5,6%. Possivelmente,
concentragdes acima de 8% poderiam ser fitotoxicas,
prejudicando a germinagdo (Figura 1).

Multiplicacio

A porcentagem de explantes com brotagdes
e o numero de folhas por brotagdo apresentaram
tendéncia linear descendente em relagdo ao aumento
na concentragdo de BAP no meio de cultivo, enquan-
to o numero de brotagdo por explante apresentou
tendéncia quadratica, tendo como ponto de maxima
resposta, conforme a equagdo, 0,45 mg/L (Figura 2).

Resultados diferentes foram relatados por
Nascimento et al. (2008), avaliando a influéncia
do BAP na micropropagagao de uvaieira (Eugenia
pyriformis), que observaram maior nimero e com-
primento de brotacdes, folhas e gemas por explante
na concentragdo de 1 mg.L' de BAP.

Souza et al. (2008), estudando a multipli-
cacdo in vitro de pitangueira (Eugenia uniflora),
avaliaram diferentes tipos (BAP; 2iP; zeatina) e
concentragoes (0; 5 e 10 uM) de citocininas em meio
WPM. Os autores concluiram que, para a multiplica-
¢do in vitro de pitangueira, a concentracdo de 5 uM
(1,13 mg.L") de BAP ¢ eficiente e tem menor custo.

Souza (2007), trabalhando com multipli-
cacdo in vitro de goiabeira-serrana, aragazeiro e
pitangueira, utilizou os meios de cultura MS e WPM,
com adicao de BAP na concentragdo de 2,2 uM (0,5
mg.L") ou auséncia desta citocinina. Observou que,
para o nimero de brotagdes por explante, ndo houve
diferenga entre o tipo de meio de cultura sem adi¢éo
de BAP, mas verificou que o meio WPM favoreceu
o ntimero de brotagdes quando em presenca do BAP.

Uematsu et al. (1999) propagaram pitanguei-
ra utilizando brotagdes alongadas em meio MS. Ob-
servaram que o meio de cultura suplementado com
0,2 mg.L' BAP foi adequado para a regeneragdo ¢

a proliferagdo das brotagdes.

No presente trabalho, o numero de folhas
por explante nos tratamentos com concentragdes de
0,2; 0,4; 0,6 ¢ 0,8 mg.L' de BAP foram superiores
aos demais, com um numero médio de folhas entre
1,65 ¢ 2,81, ndo apresentando diferengas entre estes
(P=0,039). Os tratamentos com concentragoes de 1 e 2
mg.L"! de BAP e Testemunha (sem adigao de hormo-
nio), que apresentaram menor nimero de folhas, ndo
apresentaram diferengas estatisticas entre si (dados
nao apresentados).

Conforme o aumento da concentragdo de BAP
no meio de cultura, maior foi a oxidagdo dos explantes
(Figura 2). Com resultado similar, Lattuada (2010),
observou que doses mais altas de BAP (0; 0,1; 0,2 ¢
0,5 mg.L") foram fitotoxicas para a multiplicagdo in
vitro de pitangueira (Fugenia uniflora). As plantas da
familia das myrtaceas sdo ricas em compostos fenoli-
cos, principalmente as lenhosas, como o guabijuzeiro,
¢ estes compostos dificultam o estabelecimento inicial
do cultivo in vitro. A concentragao de fitorreguladores
no meio de cultivo pode influenciar na oxidagao dos
explantes, como foi observado neste trabalho.

O que pode ter contribuido para a oxidag@o dos
explantes ¢ o desequilibrio entre citocinina e auxina.
De acordo com Silva (2007), calos de eucalipto oxida-
ram em maior intensidade, quando desenvolvidos em
meios com relagdes desequilibradas de fitorregulado-
res, seja auxina em relagdo a citocinina ou vive-versa.
Resultado semelhante foi obtido por Hubner et al.
(2007), pois a maior oxidagdo de explantes de Aspi-
dosperma ramiflorum ocorrera em tratamentos com
maior proporg¢do de auxina em relagéo a citocinina.

A altura das brotagdes variou entre 0,15 e
0,33, ndo havendo diferenca entre os tratamentos
(P=0,377). Resultados diferentes foram relatados por
Rogalski et al. (2003), onde a utilizacdo de BAP em
concentragdes maiores que 0,5 mg.L! reduziram a
altura dos brotos de ameixeira ‘Santa Rosa’ in vitro,
na fase de multiplicag@o.

TABELA 1- Porcentagem de contaminacao, germinagao e vigor calculado pelo tempo médio de germinacgao
(TMQG) e indice de velocidade de germinagao (IVGM) de sementes de guabijuzeiro logo apos
a coleta e semeadas em meio de cultura WPM. UFRGS, Porto Alegre-RS, 2009.

Trat.

(Conc. NaOCI) Contamina¢do Germinacgio (%) TMG (dias) IVGM
0 100b Oc - -
2 14a 68b 19,1 0,061
4 6a 98a 17,2 0,065
6 2a 92a 17,2 0,064
8 6a 9la 18,2 0,063
Valor P <0,001 <0,001 0,207 0,7128
CV (%) 17 8,3 7,6 8,7

Mcédias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente, pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro. Os dados

foram transformados em Vx.
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FIGURA 1 - Porcentagem de germinagdo de sementes de guabijuzeiro submetidas a desinfestacdo em
diferentes concentragdes de hipoclorito de sddio. Porto Alegre-RS, 2009.
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FIGURA 2 - Porcentagem de explantes com brotacdo e oxidacdo, numero de brontagdes e folhas de gua-
bijuzeiro em meio de cultivo com diferentes concentracdes de BAP. Porto Alegre, RS, 2009.
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CONCLUSOES

1-A desinfestagdao das sementes de guabi-
juzeiro com solucdo de hipoclorito de sodio de 4
a 6% de cloro ativo ¢ eficiente ¢ ndo prejudica a
germinagao.

2-A multiplicag@o in vitro, a partir de explan-
tes de plantulas de guabijuzeiro, é satisfatoria em
meio com BAP em concentragdes de até 1 mg.L".
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