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Resumo:

Eugenia involucrata (Myrtaceae) ocorre naturalmente em varios estados brasileiros e paises da América do Sul,
nos quais € muito valorizada como recurso genético florestal. Porém, como apresenta sementes recalcitrantes,
a producdo de mudas dessa espécie pode, alternativamente, ser efetuada pela via clonal. O estudo teve por
objetivo avaliar o efeito da giberelina GAz no alongamento in vitro de explantes na micropropagacéo. Os
tratamentos consistiram da combinacéo das concentracdes de GAz (0; 1; 2 ou 4 uM) com dois periodos (30 ou
60 dias) de cultivo in vitro em meio nutritivo MS com concentracdo de sais reduzida a metade. Houve efeito
significativo apenas do fator principal GAsz sobre a altura média dos brotos (p=0,0275), obtendo-se ajuste a uma
equacao linear (R?=0,9904), em que a menor média (0,12 cm) ocorreu na auséncia da giberelina, enquanto a
maior média (0,52 cm) foi a 4uM. A presenca de GAsz afeta positivamente o alongamento de brotos em Eugenia
involucrata.
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Introducao:

Eugenia involucrata De Candolle, conhecida popularmente por Cerejeira-do-mato, pertence a familia
Myrtaceae e possui ampla distribuicdo nos estados brasileiros, desde o Rio Grande do Sul até Minas Gerais,
como também em outros paises da América do Sul, como Argentina, Uruguai e Paraguai (LORENZI, 2008).
Esta espécie € muito utilizada para uso madereiro, fruticola, paisagistico, ambiental e medicinal, porém suas
sementes sao consideradas recalcitrantes em relagcdo a conservacdo, ou seja, perdem a viabilidade se
armazenadas por longos periodos, o que leva a limitagdo da propagacéao seminal (LORENZI, 1992; BACKES e
IRGANG, 2002; CARVALHO, 2008) para a producdo de mudas. Assim, devido a recalcitrancia apresentada
pela espécie, vem sendo desenvolvidos varios estudos de produgdo de mudas via propagacgao vegetativa, mais
especificamente pela micropropagacdo, uma técnica da cultura de tecidos. Para Degenhardt et al. (2007), o
elevado potencial econbmico e ambiental da espécie justifica essas pesquisas. A micropropagac¢ao tem sido
explorada em diversas espécies vegetais com aplicagfes praticas comprovadas. Porém, o elevado custo para
obtenc¢éo de muda torna a utilizagcdo desta técnica limitada em escala comercial (ERIG; SCHUCH, 2005).

Nessa técnica, os fitorreguladores, substancias sintéticas analogas aos hormdnios vegetais, que
alteram morfologicamente as plantas, seja promovendo, inibindo ou influenciando no crescimento ou
desenvolvimento, devem ter seus efeitos avaliados. Dentre os fitorreguladores, de uma maneira geral, as
giberelinas sdo consideradas promover a divisdo celular e, mais especificamente, atuar na indugdo de
alongamentos de brotos, favorecendo a propagac&o in vitro (ISOGAI et al., 2008). O Acido giberélico (GAs),
dentre as giberelinas, é considerado o mais importante para uso comercial (XAVIER et al., 2009), e como sua
acdo ocorre no meristema intercalar, localizado préximo a base de entrend (TAIZ, ZEIGER, 2008), sua
aplicacdo ndo ocasiona em aumento de entrends, e sim, em alongamento no caule (ALMEIDA; PEREIRA,
1996). Considerado o exposto, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a concentracdo de GAz no
alongamento in vitro de segmentos nodais de Eugenia involucrata.

Metodologia:

O trabalho foi realizado no Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de Fitotecnia,
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), em Santa Maria, RS. Foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, arranjo bifatorial 4 x 2, em que os niveis do fator A foram constituidos por
concentracdes de GAs (0; 1; 2 ou 4 uM) e os niveis do fator B, pelos periodos de cultivo in vitro (30 ou 60 dias).
Foram utilizadas 10 unidades experimentais, constituidas por um frasco contendo 30 mL de meio nutritivo e
trés explantes, totalizando 80 unidades experimentais e 120 unidades amostrais.

Como explantes utilizaram-se segmentos nodais de individuos com aproximadamente 9 anos de idade,
gue estdo sendo cultivados em casa de vegetacdo. Na coleta descartou-se o segmento apicar caulinar do
ramo, a fim de diminuir a variacdo entre os explantes. Ap6s a coleta, as brotacdes foram submetidas ao
processo de desinfestacdo superficial no laboratério, que consistiu de: lavagem em agua corrente e detergente
comercial, seguido de dois enxagues com agua destilada; imersdo em solucdo de etanol a 70%, por 1min, em
camara de fluxo laminar, seguido da imersao em solug¢édo de hipoclorito de calcio a 3,0% durante 15min e,
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depois, em solucéo de hipoclorito de sodio a 2,0% por 15min. No final deste processo, os explantes foram
enxaguados trés vezes com agua destilada e autoclavada.

O meio nutritivo utilizado foi MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com reducao de sais a metade (*2MS)
e acréscimo de 10g L de sacarose, 50mg L de mio-inositol, 4g L™ de agar e pH, ajustado para 6,0, segundo
a metodologia desenvolvida por Stefanel (2016). O meio nutritivo foi autoclavado a 121°C e latm durante
15min, antes da inoculagdo e apds a adicao de agar. Os frascos foram vedados com papel aluminio e mantidos
em sala de crescimento com temperature controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de
20umol m2s?, oriundas de lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

Aos 30 e aos 60 dias de cultivo foram avaliadas as variaveis: sobrevivéncia (expressa em
porcentagem), sinalizada pela coloragéo verde do explante, e altura media dos brotos (em cm). Os dados foram
transformados pela fungdo Vx+0,5 e submetidos & andlise de variancia, depois da normalidade dos erros ser
avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de variancias pelo teste de Bartlett. Quando o
valor “F” foi significativo, as médias de tratamentos quantitativos foram submetidas a andlise de regressdo
polinomial. Utilizou-se o pacote estatistico Sisvar (Sistema para Analise de Variancia) para Windows verséo 5.1
(FERREIRA, 2011) para andlise estatistica dos dados e a precisdo dos ensaios foi estimada pelo indice de

Variacéo (IV), calculado por \C/—; em que o IV é igual ao coeficiente de variagao (CV) dividido pela raiz quadrada
do nimero de repeti¢cdes (N) (PIMENTEL-GOMES, 2009).

Resultados e Discusséo:

Para a variavel sobrevivéncia in vitro observou-se efeito significativo somente do fator principal periodo
de cultivo (p=0,0073), ja para a variavel de altura média dos brotos (p=0,0275), somente do fator principal GAs.
Para a sobrevivéncia, a maior média ocorreu aos 30 dias de cultivo (88,10%), ocorrendo um decréscimo aos 60
dias (61,45%), provavelmente provocado pelo periodo de permanéncia no mesmo meio nutritivo, ocasionando
menor disponibilidade de nutrientes as culturas in vitro. Desempenho semelhante foi observado em outro
trabalho com Eugenia involucrata em que houve 71,12% de sobrevivéncia aos 30 dias, que decresceu para
52,48% aos 60 dias de cultivo in vitro em meio nutritivo de idéntica composi¢cdo (STEFANEL, 2016).

Em relacao a altura média dos brotos, houve 0 ajuste a uma equacao linear (Figura 1), em que a menor
média (0,12cm) foi obtida na auséncia de GAs, enquanto a maior média (0,52cm) ocorreu na maxima
concentracdo testada (4uM). O efeito das concentragcbes da giberelina nas brotagfes de Eugenia involucrata
pode ser observado na Figura 2. O resultado observado em Eugenia involucrata ratifica a afirmacao de que o
acido giberélico é conhecido por propiciar alongamento celular (DAVIES, 1995). De maneira similar ao que foi
observado no presente estudo, também em macieira (Malus sylvestris) cv “Fuji”’, o crescimento em altura
aumentou proporcionalmente ao incremento na concentracéo de GAs (CORREA et al., 1991).

Figura 1 — Altura média dos brotos (cm), obtidos a partir do cultivo in vitro de segmentos nodais de Eugenia
involucrata, em meio nutritivo MS cuja concentracdo de sais foi reduzida a metade (*2MS), em func¢do das
concentragcbes de GAs, independentemente do periodo de cultivo (30 ou 60 dias). Santa Maria, RS, UFSM,
2017.
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Figura 2 — BrotagGes de Eugenia involucrata cultivadas in vitro, em funcdo de diferentes concentracdes de GAs
no meio nutritivo ¥2MS, independentemente do periodo de cultivo in vitro. Observa-se em “A” brotagdes na
auséncia do fitorregulador; “B” brotagdes na presenca de 1uM de GAgz; “C” brotagdes na presencga de 2uM de
GAs3; e “D” brotacdes na presenca de 4uM de GAs. Barra = 1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2017.

Conclusdes:
A presenca de GAs afeta positivamente o alongamento in vitro de brotos na micropropagacédo de
Eugenia involucrata.
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