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RESUMO

A gabiroba (Campomanesia pubescens O. Berg) é uma espécie nativa do bioma Cerrado e
seus frutos sio apreciados in natura, na forma de doces, licores e vinhos. Suas folhas e cascas
possuem propriedades medicinais e sdo usadas na medicina popular. A espécie se reproduz
via semente ou estaquia, caracterizando o método convencional. Estudos recentes tém focado
na propagacdo in vitro da espécie, porém, por ser nativa e lenhosa, sua propagagdo in vitro
apresenta algumas limitagdes, ou seja, recalcitrincia as condigdes in vitro. Diante disso o
objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes de BAP e das
formulacdes salinas do meio de cultura MS no cultivo in vitro de gabirobeira por meio de
segmentos nodais. Aplicou-se o delineamento inteiramente casuahzado em ensaio fatorial 5 x
2, sendo cinco concentra¢des BAP (0; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg.L’ " e duas concentracdes (50% e
100%) das formulagdes salinas do meio de cultivo MS, constituido de oito repeti¢des ¢ um
explante por tubo de ensaio. Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio
contendo meio de cultura suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de dgar, distribuidos nos
diferentes tratamentos. Passados 30 dias foram avaliadas as seguintes caracteristicas: presenca
de brotos, contaminacio, presenca de raiz e oxidagdo. Aos 60 dias avaliou-se: presenga de
brotos, presenca de folhas, nimero de folhas e comprimento do broto (cm). Concentragdes
entre 2 ¢ 3 mg. L' de BAP com meio de cultura MS 50% teve maior significancia para as
variaveis avaliadas, com destaque para indugdo de brotacdes. Concentragdes mais elevadas de
BAP, proximas de 4 mg. L™ ndo foram satisfatérias. Diante dos resultados pode-se inferir que
para o cultivo da espécie C. pubescens O. Berg por meio de segmentos nodais ¢ recomendada
a utilizagdo de meio de cultura MS com 50% das formulagdes salinas, suplementado de
concentragdes de BAP até 3mg. L' para a obtencdo de brotagdes com bom crescimento e
desenvolvimento.

Palavras-chave: Campomanesia pubescens O. Berg, fitorreguladores, meio de cultura,

inducdo de brotagdo, micropropagagao
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1 INTRODUCAO

O Cerrado representa cerca de 21% do territorio nacional, sendo o segundo maior
bioma brasileiro. E contemplado com uma rica biodiversidade, o que atrai mais atengdo e
preocupacdo quanto a sua conservacdo, pois segundo as estatisticas, 55% do Cerrado ja se
encontra desmatado (KLINK; MACHADO, 2005; MACHADO et al., 2004). Segundo Ratter
et al. (2003), 914 espécies de arvores e arbustos foram identificadas e registradas no bioma
Cerrado, dentre essas espécie encontra-se a gabirobeira.

A gabiroba (Campomanesia pubescens O. Berg) € uma espécie da familia
Myrtaceae, seus frutos sdo normalmente consumidos in natura e também utilizados na
fabricagdo de doces, vinhos e licores (VIEIRA et al., 2006). Essa planta apresenta
propriedades medicinais tanto em seus frutos como em suas folhas (PINHEIRO, 2006).
Portanto, pesquisas relacionadas a sua propagacao sfo de extrema relevancia.

A espécie se reproduz via semente ou estaquia (FACHINELLO et al., 1995),
caracterizando o método convencional. Estudos recentes tém focado na propagacao in vitro da
espécie, porém, por ser nativa e lenhosa, sua propagacdo neste sistema apresenta algumas
limitagGes, ou seja, recalcitrancia a essas condigdes. A espécie apresenta certa resisténcia aos
estimulos oferecidos, resultando em oxidagio e consequente morte dos materiais in vitro.

O cultivo in vitro consiste basicamente na inoculagdo do explante (semente, 6rgao
ou fragmento da planta usada para reprodu¢@o) em um meio asséptico contendo diferentes
concentragdes de sais (macro e micronutrientes), sacarose, agentes gelificantes, reguladores
de crescimentos e condigbes ambientais controladas para o cultivo in vitro
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Sdo poucos os resultados efetivos obtidos com a multiplicacdo continua da
gabirobeira. Assim, o uso da micropropagacdo na producdo de mudas de gabirobeira ainda
ndo se justifica técnica e economicamente, sendo por enquanto, realizada somente a nivel de
pesquisa, visando a obten¢do de protocolo de estabelecimento e multiplicagdo de materiais
propagativos da espécie. Embora a micropropagacdo tem se mostrado economicamente viavel
para algumas espécies lenhosas como o café, eucalipto e teca, para a gabirobeira, pode se
dizer que a micropropagacdo € tecnicamente viavel para a clonagem de materiais, em escala
reduzida.

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo avaliar o efeito de diferentes
concentragdes de BAP e das formulagdes salinas do meio de cultura MS no cultivo in vitro de

gabirobeira por meio de segmentos nodais.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Cerrado

O Brasil apresenta a maior diversidade do planeta, distribuida em diferentes
biomas: Amazonia, Caatinga, Pampa, Pantanal, Mata Atlantica e o bioma Cerrado, o qual
exibe uma vasta biodiversidade vegetal, em uma 4rea de aproximadamente 2.000.000 km?,
considerado o segundo maior bioma brasileiro em 4rea, perdendo apenas para a Amazonia
(BORLAUG, 2002). Seus recursos naturais vém sofrendo grandes impactos devido a
expansdo agricola, desmatamento e explorag@o predatéria (RIBEIRO et al., 2005).

Em sua grande extensfo territorial, observam-se diferentes constituigdes vegetais,
florestais, sdvanicas lenhosas e campestres. Varias espécies compdem o cendrio do cerrado €
sdo aproveitadas para fins alimentares, medicinais, madeireiros, tintoriais, ornamentais e
outros (ALMEIDA, 1998; AQUINO; OLIVEIRA, 2006). O potencial mais explorado € o seu
aproveitamento alimentar, podendo ressaltar algumas espécies frutiferas, por exemplos: baru
(Dypterix alata Vog.), pequi (Caryocar brasiliense Camb.), cagaita (Eugenia dysenterica
DC.), buriti (Mauritia vinifera Mart.), jatoba (Hymenaea stigonocarpa Mart.), com destaque
maior para a gabirobeira (Campomanesia pubescens O. Berg), objeto de estudo do presente

trabalho.

2.2 Aspectos gerais da gabirobeira

A espécie Campomanesia pubescens O. Berg ¢ nativa do Cerrado pertencente a
familia das Myrtaceas. Ela ¢ comumente conhecida como gabirobeira, gabiroba e guabiroba-
do-campo, conforme a regido que ¢ identificada (SOUZA; LORENZZI, 2008). A ocorréncia
dessa abrange os estados de Sdo Paulo, Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias,
Distrito Federal, Bahia, Santa Catarina e Minas Gerais (LEGRAND; KLEIN, 1977).

De acordo com Ferreira (1972), o género Campomanesia sdo subarbustos ou
arbustos com estatura de 0,3 a 2 metros e apresenta ramos amarelados. Segundo classificagido
de Ferreira (1972), a gabirobeira apresenta folhas opostas, simples, inteiras com pontuagdes
translticidas, 4pice agudo, base obtusa, membranaceas, levemente avermelhadas quando
jovens, coriaceas oblongas com a face ventral pruinosa e dorsal amarelada quando adulta
(FIGURA 1A). Suas flores sdo axilares isoladas, pedicelos glabros, de coloragdo branca,
pentdmeras, dialipétalas, sépalas triangulares, agudas, ciliadas, pétalas ovais, conchiformes,
androceu com muitos estames, anteras pequenas, rimosas, apresenta ovario infero,

placentacio axial, estigma captado (FIGURA 1B). Seu fruto é globoso, bacaceo com diametro
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de 2,0 a 2,5 cm com 6 loculos. Apresenta polpa amarelada quando madura. Sementes

pequenas, discoides, reniformes e pardas (FIGURA 1C).

Figura 1 — Planta de gabirobeira destacando folhas (A), flores (B) e frutos (C)

Fonte: Do autor, 2017 (A e B); Ricardo Cardim, 2016

Seus frutos sdo consumidos principalmente na forma in natura, entretanto so
utilizados também na confecgdo de licores, doces, sucos e cachagas. Além do consumo dos
frutos, folhas e cascas sdo extraidas para o uso da medicina popular, ajudando em doengas do
trato urinario e diarreia (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

2.3 Propagacio

A propagagdo da gabiroba pode ser realizada de forma sexuada ou assexuada.
Para Dias ef al. (2012) e Hartmann et al. (2002) a propagacdo sexuada refere-se a
multiplicagdo via semente, na qual ocorre uma maior variagdo genética, sendo importante
para variabilidade das espécies. Porém, em questfio comercial isso ndo é desejado, pelo fato
de obter plantas desuniformes. Nesse caso, € mais utilizada para programas de melhoramento
genéticos e para espécies que s proliferam desta maneira. A reprodugdo assexuada ou
vegetativa reporta-se na multiplicagéo por partes da planta (estaca, bulbos, rizomas, etc), que
sdo capazes de regenerar e produzir uma planta nova, idéntica a planta mde, garantindo
uniformidade nas populagdes, onde se destaca para o uso comercial.

Uma ferramenta muito utilizada para propagar espécies que apresentam alguma
limitagdo na propagacdo convencional ou para propagar um elevado numero de mudas

homogéneas, em um pequeno espago € menor tempo, € a cultura de tecidos de plantas.

2.4 Cultura de tecidos vegetais
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Considerada como uma ferramenta de grande importancia, a cultura de tecidos de
plantas trata-se do cultivo de um explante (célula, tecido ou 6rgdo) em um meio nutritivo
artificial, em ambiente com condi¢des assépticas, com temperatura e fotoperiodo controlado
(CARVALHO et al., 2011).

A cultura de tecidos de plantas tem como principio fundamental a
“totipotencialidade™ das células, caracteristica indispensavel para que ocorra a regeneracio de
uma planta. Essa regeneragao €é fundamentada na capacidade das células vegetais se dividirem
e organizarem-se em tecidos e, eventualmente, em plantas completas (KERBAUY, 1997,
MANTELL et al., 1994).

De acordo com Pinhal et al. (2011), a reproducdo de espécies nativas via semente
¢ dificultada pela heterogeneidade na maturagdo dos frutos, além de apresentar tipos
diferentes de dorméncia, somando o fator de muitas destas sementes serem recalcitrantes. Por
essa razdo, explica-se a importancia da cultura de tecidos em frutiferas do Cerrado. Vé-se a
relevancia nos seguintes exemplos: pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) (SANTOS et
al., 2006); cajuzinho do cerrado (Anacardium humile St. Hill) (LONDE et al., 2007) e
mangabeira (Hancornia speciosa) (MACHADO et al., 2004).

Diferentes técnicas compdem a area da cultura de tecidos de plantas, como por
exemplo, a organogénese, com a formacdo de orgdos vegetais adventicios; a embriogénese
somatica, dando origem a embrides somaticos; o resgate de embrides, bastante utilizado para
a recupera¢do de embrides que nd3o encontram condigdes adequadas para o seu
desenvolvimento; producdo de haploides e duplo haploide, com a produ¢do de plantas
haploides seguida por duplica¢do de seus cromossomos e a micropropagacio, técnica que
envolve a produgao de plantas em escala comercial (TORRES ef al., 1999). Por intermédio
das técnicas supracitadas € possivel obter novas plantas. A micropropagacio € o destaque do
nosso trabalho e trataremos desse tema com maiores detalhes.

2.5 Micropropagacio

A micropropagacdo € uma técnica que vem sendo muito estudada em diferentes
especies vegetais. Ela € conduzida em condi¢des assépticas e compreende multiplos estagios
que se inicia no estabelecimento, seguido pela multiplicacdo, alongamento e enraizamento,
finalizando com a aclimatizacdo das mudas (BASTOS er al., 2007). Para o sucesso da
micropropagacao ¢ necessario a obtenc¢do de um protocolo especifico, ajustado para a espécie
de interesse. Como por exemplo, concentra¢des salinas do meio de cultivo, relagdo 6tima

entre fitorreguladores, ambiente e condi¢des de cultivo.
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Hoje em dia muitas lavouras s@o constituidas por mudas advindas da propagacao
vegetativa in vitro, destacando-se espécies frutiferas, florestais e ornamentais. A bananeira, o
morangueiro ¢ o abacaxizeiro sdo exemplos de espécies frutiferas micropropagadas a nivel
comercial. O eucalipto e a teca, representantes florestais e as ornamentais pode-se citar as
orquideas como carro chefe, seguida das bromélias, violeta africana e criséntemo (CID,
2014).

Ha4 certas vantagens na utilizacdo da micropropagac¢do, entre elas existe a chance
de reprodugio de diversas plantas a partir de um explante inicial, produgdo independente da
estacdo do ano em questdo; plantas isentas de pragas e doengas; menor tempo para obtengdo
das plantas, menos espaco fisico, homogeneidade, material idéntico a planta mae e produgéo
em escala comercial. Algumas limitagdes podem ser consideradas como desvantagens no
cultivo in vitro, sendo elas: a falta de mao-de-obra capacitada para o manuseio das plantas e
dos frascos; baixa taxa de sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatiza¢do; contaminagdo
in vitro; ocorréncia de desordens morfologicas e fisioldgicas (hiperidricidade); € o elevado
custo de funcionamento e manutencdo das salas de crescimento (CID, 2014).

Alguns exemplos de espécies lenhosas que apresentam estudos relacionados a
microprogac¢do: pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) micropropagado em meio WPM
(Lloyd; Mc Cown, 1980), suplementado com benzilaminopurina (BAP), éacido
naftalenoacético (ANA) e acido indolbutirico (AIB) (SANTOS et al., 2000); cerejeira
(Eugenia involucrata) propagada via segmentos nodais em meio de MS com 50% das
formulacdes salinas e utilizacdo de citocininas. No mesmo trabalho foi testado o efeito de
TDZ (16 e 32 uM) combinado a GAj; (0; 10: 20 e 40 uM), adicionados em meio MS citado
anteriormente (PAIM, 2011). Trabalhos com ipé-amarelo (Handroanthus chrysotrichus
(Mart. ex DC) Mattos) testando diferentes tipos de explantes (segmento apical caulinar e
epicotilo) e meios nutritivos (WPM, MS, WPM/2 e MS/2) (PAIM, 2011) e pau-rosa (4niba
rosaeodora Ducke) no qual os autores utilizaram segmentos nodais e brotagdes apicais
inoculadas em meio MS suplementado com BAP, ANA, é4cido indolacético (AIA) e 2.4
diclorofenoxiacético (2,4-D) (JARDIM et al., 2010). Em todos os exemplos supracitados
verifica-se a modificagdo dos meios de cultura utilizados, pois este ¢ um fator de relevéancia

na obtencdo de mudas micropropagadas.
2.6 Meios de cultura

Ha uma diversidade de meios utilizados para a micropropagacdo, sendo que a

escolha do mesmo deve ser definida em fun¢do da espécie e tipo de cultivo que sera realizado.
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Os meios nutritivos utilizados na micropropagacdo fornecem substancias essenciais para o
crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro
(CALDAS et al., 1998). Nesse sentido, verifica-se que o meio MS (Murashige & Skoog,
1962) vem favorecendo o crescimento e desenvolvimento de vérias espécies. As formula¢des
salinas do meio MS sdo bem concentradas, ndo sendo tdo adequadas para algumas espécies. A
literatura tem mostrado que a utilizacdo de composi¢des salinas menos concentradas tem
fornecido melhores resultados para algumas espécies, como as lenhosas. Varias mudancas no
padrio das formulagdes sdo propostas, na tentativa de otimizar o crescimento in vitro, essas,
visam principalmente, a redugdo ou incremento de alguns componentes (PASQUAL, 2001).
Para a micropropagagio, os meios de cultura sdo preparados conforme a
necessidade da espécie e sdo suplementados com reguladores de crescimento, 0s quais s&o
responsaveis pelo crescimento e diferenciagdo do explante. Os reguladores de crescimento

serdo mais detalhados no proximo topico.

2.6.1 Reguladores de crescimento

A planta em seu estado natural produz elementos quimicos que expressam fun¢do
de regularizar seus processos metabdlicos responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento.
Esses elementos sdo encontrados em baixas concentragdes nos tecidos e sdo denominados de
horménios ou substéncias de crescimento. Em contraponto, existem elementos sintéticos que
desencadeiam atividades fisiologicas similares aos hormonios. Esses elementos recebem o
nome de reguladores de crescimento ou fitorreguladores (PASQUAL, 2001).

Os grupos de hormoénios vegetais e fitorreguladores fundamentais sdo compostos
pelas auxinas, citocininas, giberelinas, etileno e acido abscisico. Entre eles podemos destacar
as auxinas e as citocininas, que s3o as principais responsaveis pela morfogénese e regulagdo
de crescimento (PASQUAL, 2001).

As auxinas favorecem o desenvolvimento inicial do meristema e da extremidade
do broto nos explantes. As citocininas sdo responsaveis por promoverem a sintese proteica. A
combinacdo entre as duas estimulam a divisdo celular e controlam a morfogénese, dando
inicio ao crescimento ou diferenciagdo na cultura de tecidos vegetais (PASQUAL, 2001).

O BAP ¢ uma citocinina sintética frequentemente utilizada na micropropagagdo.
Na literatura ¢ possivel encontrar resultados que mostram sua eficiéncia na multiplicagéo de
partes aéreas e na inducdo de gemas adventicias. Jardim et al. (2010) trabalharam com Pau-

rosa (Aniba rosaeodora Ducke) em meio de cultura MS acrescido de 4,0 mg.L"' de BAP ¢
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obteveram quantidades satisfatorias de brota¢des. J4 Gutiérrez et al. (2011) trabalharam com
pata-de-vaca (Bauhinia cheilantha) em meio de cultura WPM, suplementado com 1,5 mg.L!
de BAP e verificaram maior namero de brotos. O presente trabalho espera identificar uma

concentra¢do 6tima de BAP capaz de sustentar a micropropagagéo da gabirobeira.

3 MATERIAL E METODOS
3.1 Local

O trabalho foi conduzido no laboratério de Biotecnologia do Centro de Pesquisas
em Ciéncias Agrarias (CPCA) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) campus
Montes Claros, entre o periodo de agosto a dezembro de 2016.

3.2 Material vegetal e preparacio

Como fonte de explante foram utilizados propdgulos de gabirobeira pré-estabelecidos in
vitro, com aproximadamente 7 a 10 cm de comprimento, oriundos do segundo subcultivo.
O material foi fornecido pelo laboratério de Cultura de Tecido Vegetais da Universidade
Federal de Lavras, Lavras-MG (FIGURA 2A). Como explante foram utilizados segmentos

nodais de aproximadamente 1 cm contendo um par de gemas axilares (FIGURA 2B).

Figura 2 — Propagulo de gabirobeira de cultivo in vitro (A) e segmentos nodais constituindo

os explantes (B)

Fonte: Do autor, 2017

3.3 Tratamento
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O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, em

esquema fatorial 5x2, sendo cinco concentragdes de 6 — benzilaminopurina (BAP): 0; 1,0; 2,0;

3.0 e 4,0 mg.L" e duas concentracdes: 50% e 100% das formulagdes salinas do meio de
g ¢

cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), constituido de oito repeti¢des, sendo um

explante por tubo de ensaio, como apresentado na Tabela 1. Na Tabela 2 encontra-se 0 meio

MS em sua composi¢do original.

Tabela 1 — Tratamentos aplicados no experimento.

Tratamentos

BAP (mg.L™")

Solugdes salinas do meio
MS (%)

50

100

—| o ©

50

—

100

50

SOl I o]

100

(U5

50

100

Ol co|l Al o] | )| W ] —

50

-
o

| ] W

100

Tabela 2 — Tabela do meio de cultura Murashige e Skooge (1962) constando a formulagdo

salina original dos respectivos sais minerais.

Soluc¢ao Estoque

Compostos Concentracio da solucio Volume da

estoque (mg. LY

solucdo estoque
adicionada ao

meio (mL. L)
Sais minerais
A NH4NO; 82500 20
B KNO; 95000 20
C H;BO; 1240 5
KH,POq4 34000
K1 166
NaMoO4.2H30 50
CoCl,.6H,0 5
D CaCl,.2H,0 8800 50
E MgS04.7H,0 74000 5
MnS04.4H20 4460
ZnSQO4.7H,0 1720
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CuSO4.5H,0 5

F NaEDTA.2H,0 7450 5
FeSO4.7H50 5570
- Componentes diversos
Hexitol Mio-inositol 100 0,1g
Vitaminas Tiamina 50 10
Ac. Nicotinico 50
Piridoxina 50
Aminoacido Glicina 80 25
Carboidrato 3% 30 g
Agente 0,7% 7g
gelificante

3.3.1 Inducéo de brotacoes

Para a instalacdo do experimento o meio MS foi suplementado com 3% de
sacarose, 0,7% de 4gar e o pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos. Em camara de fluxo laminar, com o auxilio de pinga e bisturi, os propagulos foram
separados em segmentos nodais e inoculados individualmente em tubos de ensaio de
25x150mm, contendo 20 mL do meio de cultivo, de acordo com os diferentes tratamentos. A
cultura foi mantida em ambiente de cultivo com condi¢des ambientais controladas,

fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25°C.
3.4 Avaliacgoes

Ap6s 30 dias foram realizadas avaliagdes com base nas caracteristicas: presenca
de brotos, presenca de folhas, contaminagdo e oxidagéo. Aos 60 dias avaliou-se: presenca de

brotos, nimero de folhas, comprimento do broto (cm) e presenca de raiz.
3.5 Analise estatistica

As varidveis dependentes dicotdmicas (bindrias) foram ajustadas em regressdo
probit com o auxilio da fungdo glm do software R. E para as varidveis dependentes

quantitativas utilizou-se regressdo linear, com o auxilio da fungéo Im do software R.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Presenca de brotos
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No grafico 1 e 2 encontram-se os resultados das duas avaliagoes (30 e 60 dias).

Tanto na primeira como na segunda avaliacdo a formulagdo salina de 100% do meio de

cultura MS promoveu a indugdo de brotos a medida que aumentou as concentragdes de BAP

s -1 ; - i
até 2 mg.L~, correspondendo a aproximadamente 80%, com declinio dessa variavel em

- : -1
concentragdes superiores a 2 mg.L .

Grafico 1 — Porcentagem de brotagdes na primeira avaliagdo em diferentes
doses de BAP e concentracdes de meio MS
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Grafico 2 — Porcentagem de brotacdes na segunda avaliagdo em diferentes

doses de BAP e concentracoes de meio MS

100

[ I«
{oen TR v N o e

Brotagoes na aval. 2 (%)

o

y=100*0{-61.24+48.12X-8.58X7)
Ricount=95.00

— MS 50%
===-MS 100%

i P e
l" =
~
7 N
g 4
,I
7 A Y
~Fy=100%0(-0,28+1.42%-0.39X7) ‘,
Ricount=77.5 3
\
- A Y
} \ |
T Ny

Doses de BAP

Para 0 meio MS com 50% das formulaces salinas, as brotagdes so surgiram a

partir da adicdo de 2 mg.L”’ BAP se mantendo até 3 mg.L", correspondendo a 100% de
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brotagBes. Conforme foi se aproximando da concentragdo de 4mg.L"' houve um decréscimo
chegando a 0% de brota¢des. Sendo assim, a dose de BAP 2 mg.L'] tanto para o meio MS 100
e 50% ¢ mais eficiente na inducdo de brotagdes, sendo que o meio de cultura MS 50%
suplementado com concentragdes entre 2 e 3 mg. L' de BAP apresentou maior eficicia
quando comparado ao meio MS 100%.

Santos et al. (2006) trabalhando com pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.)
observaram que concentragdes superiores a 1 mg.L"' de BAP resultou em baixas brotagdes. J4
Jardim et al. (2010) trabalhando com pau rosa (Aniba rosaeodora Ducke) observaram que
doses com 4 mg.L"' de BAP em meio MS apresentou maior significancia para indugdo de
brotacdes. No presente trabalho ficou claro que concentragdes com 2 € 3 mg.L" de BAP para
gabirobeira em meio MS 50% teve maior relevancia para indugdo de brotagBes e
concentrag¢des elevadas proximas de 4 mg.L" da citocinina BAP podem ter causado
fitotoxidez nos explantes e por isso ndo ocorreu a formagdo de brotos.

As plantas possuem horménios vegetais que induzem a uma resposta fisiologica,
seja formagdo de folha, raizes, brotos, dentre outros eventos. Estes ndo agem sozinhos €
mesmo que haja a aplicacio ex6gena de um hormoénio vegetal sintético, no caso a citocinina
BAP, outros horménios que sdo produzidos pela planta também atuardo, contribuindo para a
acdo final. Neste trabalho, a relagdo entre os hormonios vegetais e o regulador de crescimento
BAP em concentragdes mais elevadas ndo contribuiu para uma resposta fisiologica
satisfatoria, ou seja, nao favoreceu a formagao de brotos.

O resultado encontrado no trabalho € satisfatorio quando se pensa em custos, uma
vez que os macronutrientes, micronutrientes e reguladores de crescimento oneram bastante a
producdo de mudas micropropagadas nas biofdbricas. A reducdo de tais componentes €

satisfatoria e de interesse no setor de pesquisas e de comercializagio.

4.2 Presenca de folhas

Observa-se no grafico 3 maior porcentagem de folhas quando utilizada 50% das
formulagdes salinas do meio de cultura MS suplementado com concentragdes entre 2 e
Bmg.L'] de BAP, reduzindo essa varidvel em meios suplementados com concentragdes
superiores a 3mg.L" de BAP. Para 0 meio MS com 100% das formulag@es salinas observa-se
a presenca de folhas em meio de cultura com auséncia de BAP e em meios com a adigdo de
até 2 mg.L”, reduzindo a porcentagem de presenca de folhas em meios com concentragdes

mais elevadas.
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As citocininas sdo responsaveis pela sintese de proteina, e consequentemente
promovem a divisdo celular (PASQUAL, 2001), por isso maiores doses de BAP tem a
capacidade de apresentar mais folhas, mas a0 mesmo tempo em concentragdes muito elevadas
e dependendo da condigédo de cultivo, as citocininas podem promover a inibigdo das mesmas,
sendo visto no presente trabalho.

Gréfico 3 — Porcentagem de folhas na segunda avaliagdo em diferentes
doses de BAP e concentracdes de meio MS

1 5 y=100*D(-61.24+48.12%-8.58%7)
R*count=95.00
—~—
< 80 A
—
o} =i
- -
o] i ' -
[~ 60 ,f \\
- 7 <
: i ™ MS 50%
q TR T
7 ’ 3 A
: 40 7 4/, \\
=100*@(-0.51+1.20%-0.36%%) I 0
.g Ricount=62.5 \\ MS 1 00 A)
° \
i A Y
s 20 A
) =
0 T T a1
0 1 2 3 4

Doses de BAP

4.3 Contaminacio

Niao foi detectado contaminag¢do em nenhum dos tratamentos. A auséncia de
contaminac@o pode ser explicada pelo fato da fonte de explante ser de um material ja pré-
estabelecido, o qual se encontrava em condi¢des assépticas, permitindo que os explantes se
encontrassem em melhores condi¢des fitossanitarias. Outro fator que pode ter contribuido
para o sucesso € o manuseio do explante no momento da incisao para obtengdo dos segmentos
nodais, ou seja, o procedimento foi efetuado em condi¢des assépticas respeitando todos os
procedimentos basicos padrdes para evitar a entrada de agentes contaminantes.

A literatura relata que o principio basico para o sucesso da cultura de tecidos
decorre das medidas de prevengdo e controle da contaminacdo microbiana. Esse controle €
diretamente proporcional ao material de origem, assepsia e ambiente de manipulacdo,
podendo estes proporcionar ou nfo um ambiente favoravel para o crescimento de
microrganismos como bactérias, leveduras e fungos (LEIFERT et al., 1994; SILVA et al.,

2004). Tal relato comprova o éxito do presente trabalho. Em relacdo aos microrganismos
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descritos como contaminantes, Blake (1988) cita bactérias, fungos, leveduras, virus, acaros,

tripes e formigas, podendo estes causar danos de forma direta ou indireta no explante.

4.4 Oxidacao

Em condi¢des in vitro, explantes de espécies lenhosas apresentam uma certa
fragilidade, ou seja, oxidam facilmente dependendo da componentes do meio de cultura, dos
cortes realizados no explante, da luminosidade e do tipo de explante. No presente trabalho
tomou-se o cuidado de colocar os explantes em ambiente de cultivo com auséncia de luz por
sete dias e depois a cultura foi mantida em fotoperiodo de 16h. No entanto, mesmo tomando
os devidos cuidados houve presenca de oxidagdo nos diferentes tratamentos, porém, os
explantes conseguiram sobreviver e desenvolveram satisfatoriamente.

A oxidac¢do é uma das dificuldades na propagacdo in vitro de lenhosas e ocorre
pela reagdo de compostos fendlicos, que na presenga de oxigénio causam escurecimento nos
tecidos incisados, podendo levar ao colapso da cultura in vitro. Segundo Andrade ez al. (2000)
esses compostos acumulam-se em torno da superficie incisada, provocando altera¢des na
composicdo do meio de cultivo e absor¢gdo de metabolicos. Tais problemas foram
evidenciados no atual trabalho, tendo a necessidade de mais estudos para evitar ou reduzir

essa oxidac¢@o, podendo ser empregados antioxidantes no meio de cultura.

4.5 Nuameros de folhas

O maior numero de folhas obtido foi observado com o meio de cultura MS 50%
suplementado com concentra¢des entre 2 € 3 mg.L”" de BAP, obtendo média de 10 folhas.
Verificou-se também que a utilizacdo da metade das formulacdes salinas do meio MS com
auséncia do regulador de crescimento BAP ndo promoveu o surgimento de folhas, ou seja, hé
a necessidade da suplementacdo do meio de cultura com BAP quando o objetivo € a obtengéo
o desenvolvimento das gemas presentes no segmento nodal. Para o meio MS 100% observa-
se que tanto a auséncia quanto a presenga do BAP proporcionou o desenvolvimento das
folhas, sendo os melhores resultados encontrados nas concentracoes entre 2 e 3 mg.L! de
BAP, alcangando aproximadamente 6 e § folhas, respectivamente (GRAFICO 4).

Resultado semelhante foi observado por Villa et al. (2005) trabalhando com

amoreira-preta (Rubus sp.), onde os autores observaram um maior nimero de folhas em meio
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MS com 150% das formulac¢des salinas. Villa et al. (2006), trabalharam com videira (Vitis

sp.) e para numero de folhas obtiveram resultados superiores em meio MS 50%.

Grafico 4 - Nuameros de folhas em diferentes doses de BAP e
concentrag¢des de meio MS
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4.6 Comprimento do broto

E observado no grafico 5 que o meio de cultura MS 100% com auséncia e
presenga de BAP até a concentragdo de 2 mg.L" favoreceu o comprimento de brotos,
observando uma reducdo dessa varidvel em concentra¢des mais elevadas. Entretanto o meio
MS 50% apresentou o maior comprimento de broto na concentragdo de 3 mg.L‘1 de BAP com
meédia de 2,5 cm. O comportamento da curva dos polinémios MS 50% e MS 100%
apresentam certa semelhanca, ou seja, concentracdes entre 2 € 3 mg.L"' de BAP sdo mais
proeminentes para o desenvolvimento dos brotos em relagdo ao seu comprimento.

Villa et al. (2005), trabalhando com multiplicagdo in vitro da Rubus sp. constatou
que o meio MS 50%, com 0,5 mg.L" de BAP obteve o maior comprimento de broto,
diferindo dos resultados obtidos, que neste caso o maior comprimento de broto foi com 2 e 3

mg.L" de BAP.

Grafico 5 — Comprimento do broto em diferentes doses de BAP e
concentragoes de meio MS
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4.7 Presenca de raiz

Nio foi constatada a presenca de raiz em nenhum dos tratamentos, sendo que este
resultado pode ser explicado pelo estudo de Grimaldi et al. (2008). Para os autores, o
enraizamento in vitro de explantes de espécies lenhosas € limitado devido a fatores endogenos
(hormoénios, enzimas e diferenciacio dos meristemas) e exodgenos (relagdes hidricas;
luminosidade; temperatura; meio de cultura; reguladores de crescimento, tipo de explante,
nutrientes; carboidratos). A presenca de citocinina e auséncia de auxina no meio de cultura,
pode promover a formagdo da parte aérea do explante e inibir a formacao de raizes.

No presente trabalho néo foi utilizado auxina, somente a citocinina BAP e mesmo
na auséncia desta, ndo houve o surgimento de raiz. Portando pode-se inferir que a presenca de
citocinina no meio de cultura ndo interferiu na indu¢do de raiz. Alguns estudos demonstram
que a intera¢do de citocininas com auxinas ajudam a promover a indu¢do de raizes como
relatado por Jadim er al. (2010) trabalhando com pau-rosa (4niba rosaeodora Ducke), que
observaram maior numero de raizes/ explantes na concentracdo de 3,0 mg. L de ANA,
tornando necesséarios mais estudos para a espécie Campomanesia pubescens O. Berg.

A gabirobeira é uma frutifera de tamanha importancia para a regido do Norte de
Minas e para os trabalhos que compreendem a produgdo de mudas dessa espécie, visando o
interesse de conhecer melhor a fisiologia € o desenvolvimento da planta. O estudo em
questdo, abordou o estabelecimento de protocolo para a micropropagagdo de mudas e servira
de base cientifica para estudos de conservagdo in vitro da espécie € para pesquisas que

tencionam a reintroducdo desta na natureza.
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5 CONCLUSAO

As concentracdes 2 e 3 mgL"' de BAP promovem maiores quantidades de
brotagdes via segmentos nodais. Tais concentragdes possibilita um efeito positivo para o

sucesso do cultivo in vitro da gabirobeira.

Para segmentos nodais a inducéo de brotacdes € mais eficiente com a utilizagio de
metade das formulagdes salinas do meio de cultura MS, ou seja, o meio MS 50%, sendo o

mais recomendado no cultivo in vitro da espécie estudada.
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