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MICROPROPAGACAO E MINIESTAQUIA DE
PITANGUEIRA (Eugenia uniflora L.)*

Autora: Daiane Silva Lattuada
Orientador: Paulo Vitor Dutra de Souza

RESUMO

A pitangueira (Eugenia uniflora) € uma importante espécie frutifera
representante do género Eugenia, familia Myrtaceae, possui potencial ornamental e
fitoterapico, podendo ser incluida em projetos de revegetacdo de areas degradadas.
No Brasil a maioria dos pomares dessa espécie sdo formados por mudas do tipo pé-
franco, o que torna os plantios com baixa uniformidade genética. Métodos de
propagacdo vegetativa como o cultivo in vitro e a miniestaquia séo alternativas
viaveis para propagacdo de diversas espeécies frutiferas, podendo ser utilizado
também com as espécies nativas proporcionando a formacdo de pomares com
populacdes de plantas homogéneas, além de acelerar o processo de propagacao.
No entanto, um dos maiores entraves na propagacao vegetativa da pitangueira esta
na dificuldade de obter tecidos livres de contaminagdes provocadas por fungos e
bactérias e, ainda, por oxidacdes causadas pela liberacdo de compostos fendlicos no
ponto de incisdo. Neste contexto, conduziu-se dois estudos visando a multiplicacdo
da pitangueira, no Departamento de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de
Agronomia da UFRGS, no periodo de 2008 a 2010. O estudo 1 concentrou-se em
métodos de assepsia e tratamento de plantas matrizes, meios de cultivo e
concentracdes de reguladores de crescimento. No estudo 2 testou-se a estaquia com
material herbaceo de pitangueira. Os resultados obtidos indicam a possibilidade do
cultivo in vitro de pitangueira, quando tratados os explantes com solucao bactericida
e estabelecendo-os em meio WPM com 0,2mg.L* de BAP para a fase de
multiplicacéo e 0,1mg.L™ de ANA para a fase de enraizamento. No entanto, ainda ha
necessidade de melhoria nos percentuais de enraizamento e brotacdo dos explantes,
bem como na reducdo de explantes oxidados e contaminados. A miniestaquia foi
eficiente para produzir mudas, especialmente, quando utilizadas estacas oriundas de
plantas jovens na auséncia de auxinas exdgenas. Contudo, ainda ha a necessidade
de aprimorar a técnica visando a multiplicacdo a partir de estacas coletadas de
planta adulta de gendtipos promissores.

! Dissertacéio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (75p.) — Margo, 2010.



MICROPROPAGATION AND MINICUTTING OF
SURINAM CHERRY (Eugenia uniflora L.)*

Author: Daiane Silva Lattuada
Advisor: Paulo Vitor Dutra de Souza

ABSTRACT

The surinam cherry (Eugenia uniflora) is an important fruit species,
representative of the genus Eugenia, Family Myrtaceae, wich has ornamental and
herbal potential and could be included in projects in degraded disturbed areas. In
Brazil, most of this species orchards are formed by planting ungrafted plants, which
gives low genetic uniformity to the plantations. Vegetative propagation methods, such
as micropropagation and minicutting, are viable alternatives for the propagation of
several fruit species and can also be used with the native species, allowing the
formation of orchards with homogeneous populations and accelerating the
propagation process. However, one of the biggest obstacles in surinam cherry
propagation is the difficulty of obtaining free from funghi and bacteria contamination
tissue and also by oxidation due to the phenolic compounds liberation at the incision
point. In this context, two surinam cherry multiplication studies were carried out, both
at the Departamento de Horticultura e Silvicultura, Faculdade de Agronomia, UFRGS,
for the period 2008 to 2010. Study 1 focused on sterilization methods and mother
plants treatment, culture medium and growth regulators concentrations. In study 2
minicuttings of surinam cherry were tested. The results indicate the possibility of in
vitro cultivation of surinam cherry when the explants were treated with antibacterial
solution and established in culture medium with 0.2 mg.L-1 BAP for multiplication and
0.1 mg.L-1 NAA for rooting. However, there is still a need for improvement of rooting
and sprouting percentage of the explants, and the reduction of oxidized and
contaminated explants. The minicutting was efficient to produce seedlings, especially
when obtained from young plants with not exogenous auxin. Although, the necessity
to improve the technique continues, aiming to multiply starting from adult plant
collected cuttings from promising genotypes.

! Master's of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia,

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (75p.) —
March, 2010.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas do mundo (estimado em 43,1
milhes de toneladas), depois de China e india (Anuario brasileiro da fruticultura,
2008). A producdo brasileira esta voltada para frutas tropicais, subtropicais e
temperadas, gracas a sua extensdo territorial, posicdo geografica, solo e
condicdes climaticas. No pais sdo exploradas 500 variedades de plantas
produtoras de frutas comestiveis e 220 espécies de frutiferas nativas somente na
Amazonia (Anuario brasileiro da fruticultura, 2008).

Essas frutiferas nativas brasileiras podem constituir uma alternativa em
nichos de mercado que buscam novidades e com uma renda adicional para os
pequenos produtores. Entretanto, muito pouco se conhece sobre a grande maioria
destas espécies. No Sul do pais, as fruteiras nativas, especialmente algumas da
familia Myrtaceae, possuem potencial para exploracdo econdmica.

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 100 géneros e 3.500
especies, distribuidas principalmente nas regides tropicais e subtropicais, com
centros de diversidade na América tropical e Australia, e poucas espécies ocorrem
em regides temperadas (Barroso, 1984). Aproximadamente um terco dessas

espécies pertence ao género Eugenia, que apresenta ampla distribuicao,



ocorrendo desde o México até a Argentina, com cerca de 1000 espécies
(McVaugh 1968; Johson & Briggs 1984).

De acordo com Manica (2002), dentre todos os géneros da familia
Myrtaceae que englobam espécies fruteiras, apenas quatro géneros (Myrciaria,
Acca, Psidium, e Eugenia) tém importancia econémica. No género Myrciaria estao
as jabuticabeiras (Myrciaria cauliflora), com mais de uma dezena de espécies
nativas do centro Sul/Sudeste brasileiro, e 0 camu-camu (Myrciaria dubia H. B. K.
(McVough). Entretanto, embora muitos autores ainda incluam as jabuticabeiras
neste género, Sobral (1985) classifica-as no género Plinia. No género Acca esta a
feijoa (Acca selowiana), enquanto que no género Psidium estdo agrupadas mais
de 10 espécies, todas nativas das Ameéricas (Manica, 2002).

O género Eugenia esta inserido na subfamilia Myrtoideae, o qual inclui
todos os géneros de Myrtaceae que apresentam frutos carnosos (Lughadha &
Proenca, 1996) e ao qual pertence a pitangueira (E. uniflora). Este género
encontra-se bem representado nas diversas formacdes vegetais do Brasil, ndo
apenas quanto a riqueza especifica, mas também quanto a abundancia e
frequéncia de suas espécies (Klein 1984; Peixoto & Gentry 1990; Leitdo Filho
1993; Barroso & Peron 1994; Chagas & Silva et al. 1995; Rodrigues & Nave 2000;
Arantes & Monteiro 2002). Muitas dessas espécies sao ricas em 6leos essenciais
e taninos, e sdo freqlientemente utilizadas na medicina popular (Pio Corréa 1984,
Neves & Donato 1989; Pott & Pott 1994; Lunardi et al. 2001) e na industria
farmacéutica. Além disso, o 6leo essencial da pitangueira também €& descrito como
agente fumigante contra o &caro rajado (Tetranichus urticae), podendo ser

utilizado no controle integrado desta praga (Neves et al, 2009). S&do, também,



fornecedoras de frutos comestiveis, podendo-se citar E. involucrata DC. (cereja-
do-mato), E. pyriformis Cambess. (uvaia), E. brasiliensis Lam (grumixama) e E.
uniflora L. (pitanga), que sao apreciadas, tanto pelo homem como pela fauna
silvestre (Pott & Pott 1994, Marchiori & Sobral 1997, Lorenzi 1998).

A pitangueira ocorre espontaneamente em grande parte do territério
brasileiro, incluindo o Rio Grande do Sul, onde a producdo de mudas desta
espécie € tradicionalmente feita através da propagacdo sexuada, o que muitas
vezes resulta em problemas fitossanitarios e de homogeneidade do pomar. Neste
sentido sdo necessarias mudancas no processo de propagacdo desta espécie,
tais como: produzi-las em cultivo protegido e de forma assexuada.

Diante disso, métodos de propagacdo vegetativa de plantas, como a
micropropagacao e a estaquia, podem propiciar uma produgcdo de mudas em larga
escala, fixando genotipos de interesse agricola e com boas condi¢cdes
fitossanitarias. Para tanto, o presente trabalho teve como objetivos propagar a
pitangueira (E. uniflora L.) através das técnicas de cultivo in vitro e da miniestaquia
de forma a contribuir para o conhecimento dos métodos de propagacdo desta

especie.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Pitangueira ( Eugenia uniflora L.)

A pitangueira (Eugenia uniflora) € uma importante representante do género
Eugenia e é encontrada na Argentina, Paraguai, Uruguai e no Brasil. Neste ultimo,
é distribuida da Bahia ao Rio Grande do Sul, ocorrendo em todas as formacbes
vegetais deste Estado. Seu nome comum tem origem indigena, do tupi pi'tdg, que
significa vermelho, em aluséo a cor do fruto (Donadio et al., 2002).

Sanchotene (1989) descreve a pitangueira como uma arvoreta, ou arvore,
com altura variando de 3 m a 12 m, e sistema radicular profundo, formado por uma
raiz pivotante. O tronco € tortuoso, com manchas claras acinzentadas, com
didmetro de até 40 cm. A copa apresenta forma arredondada, com diametro de
projecdo variando de 3 m a 5 m, quando em cultivo isolado.

As folhas sdo simples, opostas, ovaladas ou ovado-oblongas, de bordos
lisos, apice atenuado-acuminado a obtuso, base obtusa a subcordada, as vezes
atenuada ou aguda, de dimensodes variando de 2,5 cm a 7 cm de comprimento por
1,2 cm a 3 cm de largura, e coloracdo verde-escura, lustrosas e com consisténcia
membranacea. Os peciolos medem entre 1Imm e 2mm, podendo chegar a 5mm.
Sdo de coloragdo verde-escura, lustrosas e de consisténcia subcoridcea

(Sanchotene, 1989).



A pitangueira é uma espécie frutifera e ornamental, podendo ser incluida
em projetos de revegetacdo de areas degradadas (Reitz et al. 1988; Lorenzi 1992;
Marchiori & Sobral 1997; Backes & Irgang 2002). Apresenta potencial para ser
utiizada na medicina como antidiarréica, antitérmica, diurética e hipotensora
(Sanchotene 1985; Rotman 1995). Possui 6leo essencial que pode ser utilizado
com acao digestiva, em cosméticos ou como acaricida. Os frutos, ricos em ferro,
calcio e fosforo (Tabela 1), sdo usados para fazer xarope, e as folhas, esmagadas,

servem como repelentes contra insetos (Neves & Donato 1989).

TABELA 1. Valor nutricional de 100g de polpa de frutos de pitangueira.

Componente Valor
Valor energético 51,00 cal
Umidade 85,80 g
Proteina 0,80 g
Gordura 0,40 g
Carboidratos 12,50 g
Fibra 0,60 g
Cinza 0,50 g
Vitamina A (retinol) 635,00 mg
Vitamina B1 (tiamina) 0,30 mg
Vitamina B2 (riboflavina) 0,60 mg
Vitamina B3 (niacina) 0,30 mg
Vitamina C (4cido ascérbico) 14,00 mg
Célcio 9,00 mg
Fosforo 11,00 mg
Ferro 0,20 mg

Fonte: Villachica et al., 1996.

O fruto ainda se destaca pelos elevados teores de vitamina A encontrados
na polpa (Tabela 1). De acordo com Beitune et al. (2003), a vitamina A, também
chamada de retinol, possui inUmeras funcdes de grande importancia para o ser

humano, especialmente na visdo, na reproducgéo e no sistema imuninoldgico.
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Segundo Villachica et al. (1996), o fruto de pitanga € formado
aproximadamente, de 66% de polpa e cerca de 34% de semente em alguns
genotipos (Tabela 2). No entanto estes valores e outras caracteristicas fisico-
quimicas variam de acordo com as diferentes regides de cultivo, bem como do

manejo da cultura.

TABELA 2. Caracteristicas fisico-quimicas do fruto de pitangueira cultivada em
diferentes regides do Brasil.

Porto Alegre/RS
Caracteristicas Selviria/MS  Itambé/PE  Jaboticabal/SP ?;?(Ieor:@enscgi

2006 2008
Peso do fruto (g) 3,49 4,77 4,00 3,00 4,80 -
% Polpa 80,09 90,67 - 88,40 74,60 -
% Semente 19,91 9,33 - 11,60 25,40 -
SST (Brix) 10,60 11,80 8,30 8,60 11,60 > 6,00
ATT (%) 1,15 1,53 1,87 1,80 1,75 > 0,92
SST/ATT 9,10 7,70 - 4,80 6,62 -
Vitamina C
(mg/100g) 54,89 46,24 - - 22,87 -
AcUcares totais
naturais (g/100g) ) - - < 9,50

- - >2.5e<3,4

pH

Adaptado de: Lira Junior et al. 2007; Loioes, 20009.
* Instrucdo Normativa de n° 136, de 31 de marco de 1999, Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (Brasil, 1999).

Embora o tamanho dos frutos seja uma caracteristica importante para o
mercado in natura, os teores de soélidos soluveis totais e a acidez total titulavel,
sdo as caracteristicas mais relevantes, quando se trata da producdo de frutos,
como a pitanga, que € essencialmente voltada para industrializacdo (Lira Janior et
al. 2007).

A pitangueira, assim como outras espécies da familia Myrtaceae, apresenta

elevadas concentracdes de compostos fendlicos. Esses compostos possuem

propriedades antioxidantes, que podem estar relacionadas com o retardamento do



envelhecimento celular e a prevencédo de algumas doencas (Wang et al., 1996;
Velioglu et al., 1998). Lima et al. (2002) observaram que a pitanga roxa apresenta
maiores teores de compostos fendlicos e carotendides que a pitanga vermelha
(Tabela 3), e que estes concentram-se mais na pelicula do que na polpa do fruto

maduro.

TABELA 3. Teores de compostos fendlicos e carotendides totais em duas
selecbes de pitanga.

N Pitanga roxa Pitanga vermelha
Determinacao Madura Semi-madura Madura Semi-madura
Fendlicos totais (mg/100g)* 325+24 257+12 25743 25244
Carotendides totais 11142 98+1 10440 79+1

(Lo/g)*™

*mg em equivalente de catequina/100g; **ug em equivalente de B-caroteno/g
Fonte: Lima et al., 2000.

No Brasil e em outros paises, centros de pesquisa mantém bancos ativos
de germoplasma da espécie (Tabela 4) com o objetivo de preserva-la e estudar
seu potencial de cultivo, para que possa ser melhorada e incorporada aos
sistemas produtivos, tornando-se uma nova alternativa aos produtores rurais.
Segundo a Embrapa Clima Temperado, a pitangueira e o aracgazeiro (com duas
cultivares lancadas pela EMBRAPA, uma de pelicula amarela, “Ya-Cy”, e outra de
pelicula roxa-avermelhada, “Irapud”), sdo as espécies frutiferas nativas que
apresentam maior potencial para cultivo em curto prazo, pois existem trabalhos
adiantados de selecdo de clones, os quais devem ser testados quanto as

possibilidades de serem propagados como cultivares comerciais.



TABELA 4. Acessos de Eugenia uniflora L. em bancos de colecdo de

germoplasma.

Instituicéo Local N°de
acessos
Empresa If’grnambucana de Pesquisa ltambé, PE. Brasil 117
Agropecuaria - IPA
CATIE Turrialba, Costa Rica 3
CIRAD - Station de Neufchateau - Sainte Marie Guadeloupe, Antilhas 3
Francesas
Crop Reserch Institute - Plant Genetic Unit Ghana 1
Department of_AgrlcuIture - Tropical Fruit New South Wales, Australia 1
Research Station
Direccion de Investigaciones de Citros y Otros Havana, Cuba 5
Frutales
Embrapa Clima Temperado Pelotas, RS, Brasil 150
Empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola  Conceigdo do Almeida, BA,
: 4

— EBDA Brasil
INIA Iquitos, Peru 5
Institute de Recherches Agricoles Njombe, Camardes 1
Instituto Agrébnomico de Campinas - IAC Campinas, SP, Brasil
:&%g\uto Nacional de Pesquisas da Amazoénia - Manaus, AM. Brasil 5
National Genebank of Kenya Kikuyu, Quénia 1
TARI - Chia Yi Agricultural Experiment Station ~ Chia-Yi, Taiwan 1
Tropical Pesticids Reserch Institute Arusha, Tanzania 1
Universidade Estadual Paulista - UNESP Jaboticabal, SP, Brasil 23
Universidade Federal da Bahia - UFBA Cruz das Almas, BA, Brasil 12
Universidade Federal do Rio Grande do Sul - Eldorado do Sul, RS, Brasil 5
UFRGS
Universidade Federal de Vigosa - UFV Vigosa, MG, Brasil 6
USDA - ARS - National Clonal Germplasm Hilo, Havai, Estados Unidos 2

USDA - ARS - Subtropical Reserch Station

Miami, Florida Estados
Unidos

Adaptado de: Lira Junior et al. 2007; Franzon, 2008; Lopes, 2009.

No Brasil, os dois principais pélos de pesquisa da pitangueira sao a

Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria — IPA, com selecao de clones

de elevado potencial produtivo para a regido, e que langou a Unica cultivar

brasileira “tropicana” desenvolvida e adaptada a regido da zona da mata de

Pernambuco. E no sul do pais, a Embrapa Clima Temperado de Pelotas, que



mantém um banco ativo de germoplasma de espécies nativas, o qual possui cerca
de 150 gendtipos de pitangueira. Ainda, no Departamento de Horticultura e
Silvicultura da Faculdade de Agronomia/UFRGS tém-se desenvolvido estudos
com varias espécies nativas no estado, especialmente as frutiferas da familia
Myrtaceae. E estes tém o objetivo de, no decorrer do ano de 2010, instalar, na
Estacdo Experimental Agrondmica/lUFRGS, uma colecdo de plantas com estas
espécies, a fim de estudar caracteristicas agricolas e fisiolégicas das plantas.

A pitangueira produz frutos tanto por autofertilizacdo quanto por polinizacéo
cruzada. Sendo que a autopolinizacdo implica em aumento de endogamia, que por
sua vez ocasiona diferenciagcdo populacional (Franzon, 2008). A espécie €
caracterizada pela floragio em massa, com uma grande producédo de flores em
curto espaco de tempo (Silva & Pinheiro, 2007). Esse padrao de floragdo € uma
estratégia da planta para atrair polinizadores, j4 que a espécie é autocompativel,
porém necessita de polinizadores para uma maior taxa de frutificacdo (Franzon,
2008).

A maioria dos pomares brasileiros de pitangueira € formado por mudas do
tipo pé-franco, ou seja, resultantes da propagacdo por sementes. Mudas assim
propagadas ndo sdo recomendadas para a formacéo de pomares comerciais, pois
além de retardar o inicio da producdo de frutos, desenvolvem plantas
desuniformes, quanto ao crescimento, floracdo e frutificacdo dificultando as
atividades de manejo da cultura, inclusive a prépria colheita (Lira Junior et al.,
2007). Considerando-se a expanséo e o elevado potencial de cultivo agroindustrial
da pitangueira, recomenda-se a substituicAo de pés-francos por mudas

propagadas vegetativamente (Bezerra et al., 2000).
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Neste contexto, métodos de propagacdo vegetativa seriam uma alternativa
para a producdo de mudas com caracteristicas idénticas a planta matriz,
permitindo a formagdo de pomares homogéneos quanto a produtividade,
qualidade do fruto, precocidade e tolerancia as pragas e doencas, além da
antecipacéo do inicio da producado comercial, a partir da reducéo da fase juvenil da
planta (Lira Junior et al., 2007).

Contudo, pouco se conhece sobre a resposta desta espécie quando
submetida a estes métodos de propagacdo. No Brasil, grupos de pesquisa vém
estudando a enxertia para substituicdo da parte aérea, aproveitando-se de mudas
de pé-franco adaptadas a regido de cultivo como porta-enxerto. Bezerra et al.
(1999), indica a garfagem no topo em fenda cheia e a inglesa simples como o0s
métodos mais eficientes na propagacdo por enxertia da pitangueira, com até
77,5% de pegamento dos enxertos, em porta-enxertos de 9 meses de idade. A
enxertia por borbulhia de placa em janela aberta, também pode ser adotada, com
razoavel sucesso segundo Bezerra et al. (2000), alcancando 56,7% de
pegamento. JA a micropropagacao e a estaquia sdo técnicas pouco exploradas
para esta espécie.

2.2 Micropropagacéao

O cultivo in vitro € um método viavel para propagacdo de diversas espécies
frutiferas, podendo ser utilizado também com as espécies nativas proporcionando
a formacao de pomares com populagdes de plantas homogéneas além de acelerar
0s métodos de propagacao convencional (Souza et al. 2007).

A micropropagacdo baseia-se no fenbmeno da totipoténcia das células

vegetais, ou seja, cada célula possui a capacidade de gerar uma nova planta,
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permitindo a manutencdo plena das caracteristicas da planta-mée, de modo
uniforme, rapido crescimento e matéria-prima homogénea, uma vez que € possivel
obter véarias copias geneticamente idénticas de um mesmo individuo, livre de
contaminagdes (Gamborg & Shyluck, 1981; Caldas et al., 1990).

Murashige (1974) propds trés diferentes estagios para a micropropagacao:
Estagio I: selecdo de explantes, desinfestacdo e cultivo destes em meio nutritivo,
sob condi¢des assépticas; Estagio Il: multiplicacdo dos propagulos por meio de
sucessivos subcultivos, em meios de cultura apropriados e; Estagio Il
transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de cultura com reguladores
de crescimento indutores de raizes e o0 posterior transplantio das mudas
produzidas para substrato ou solo. Um protocolo completo de propagacdo de
plantas consiste em descrever esses trés estagios do processo para uma
determinada espécie.

Muitos sdo os fatores que influenciam o comportamento do explante no
meio de cultura, incluindo o 6rgdo que serve como fonte de tecido, a idade
fisiologica e ontogenética do 6rgédo, o tamanho do explante, e acima de tudo, a
qualidade da planta doadora (Thorpe & Patel, 1984). O controle da qualidade do
material vegetal em si e a manipulacdo deste antes de se isolar o explante sdo
aspectos importantes na cultura de tecidos. Esta manipulagdo inclui o manejo
cultural e ambiental da planta matriz, pois os estados nutricional, fisiologico e
fitossanitario desta tém grande influéncia no posterior comportamento do explante
e da cultura. Plantas bem nutridas sem sintomas de deficiéncia nutricional ou
hidrica, em geral, fornecem explantes de melhores qualidades (Grattapaglia &

Machado, 1998).
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Contudo, um dos maiores entraves no estabelecimento in vitro de espécies
lenhosas, esta na dificuldade de obter tecidos livres de contaminagdes provocadas
por fungos e bactérias e, ainda, por oxidagbes causadas pela liberacdo de
compostos fendlicos (Thorpe et al., 1991; Grattapaglia & Machado, 1998).

As contaminac¢fes provocadas por fungos e bactérias podem ser evitadas
ou minimizadas com a manutengcdo da planta-matriz, doadora de explante, em
casa-de-vegetacdo, situacdo que favorece a aplicacdo e acdo de fungicidas e
bactericidas (Grattapaglia & Machado, 1998). Os microrganismos contaminantes
competem com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura, e provocam
danos diretos e indiretos pela colonizagdo de seus tecidos, podendo eliminar no
meio, metabolitos téxicos as plantas (Montarroyos, 2000).

A desinfestacdo de segmentos nodais em espécies lenhosas € a primeira
etapa a ser considerada para a realizacdo de um 6timo estabelecimento in vitro
(Pierik, 1990). Os niveis de contaminacdo tendem a ser maiores quando as
plantas matrizes usadas como fonte de explantes sdo provenientes do campo. No
entanto, mesmo as plantas submetidas a rigoroso controle fitossanitario e
mantidas em viveiro protegido ou casa de vegetacdo sdo fontes potenciais de
microrganismos, que podem tornar-se limitantes aos procedimentos de cultivo in
vitro (Medeiros, 1999).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), podem ser utilizados
fungicidas e antibiéticos durante a desinfestacdo ou incorpora-los ao meio nutritivo.
O Benomil® (fungicida sistémico) tem sido utilizado em diversos trabalhos no
controle de contaminagdes fungicas do meio e do material vegetal. Ele apresenta

baixa toxicidade, de modo que ndo provoca fitotoxidade ao tecido vegetal. Ja os
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antibioticos adicionados ao meio de cultivo, para o controle de contaminagfes
bacterianas endogenas, possuem funcdo bacteriostatica e ndo bactericida,
podendo ser fitotoxicos (Yepes & Aldwinckle, 1994, Grattapaglia & Machado,
1998; Peros et al. 1998) e conduzirem a alteragdes nas respostas morfogénicas. O
objetivo de sua utilizacdo, nesse caso, € o de manter o desenvolvimento do
explante, reduzindo a multiplicacdo das bactérias dentro dos tecidos, de maneira
qgue seja possivel isolar explantes livres de contaminagdo. Como opc¢ao, pode-se
utilizar material juvenil oriundo de sementes germinadas in vitro, em virtude da
facilidade de assepsia e rapida resposta das brotacdes a essas condicdes. O
estado juvenil das plantas possibilita maior crescimento da planta, producdo de
grande superficie foliar e maior producdo de fotoaasimilados a serem
posteriormente utilizados no crescimento e desenvolvimento geral das plantas.

Os desinfestantes superficiais, como alcool ou hipoclorito de sodio, podem
controlar apenas fungos, mas ndo garantem niveis aceitaveis de controle de
bactérias (Vianna et al., 1997).

Outro obstaculo a ser vencido no estabelecimento in vitro de espécies
lenhosas é a oxidagdo dos explantes. Esta ocorre pelo corte que danifica as
células dos tecidos, promovendo a liberacdo de compostos fendlicos precursores
da sintese de lignina, os quais modificam a composicdo do meio de cultivo e a
absorcdo de metabdlitos (Andrade et al., 2000), podendo levar a morte dos
tecidos. Para evitar ou minimizar estes fatores, os pré-tratamentos aplicados as
plantas doadoras de explantes sdo determinantes no processo de estabelecimento

in vitro.
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Durante o processo in vitro, 0 sucesso para a propagacao vai depender de
varios fatores, entre eles os fitorreguladores, que se destacam como 0s principais
controladores da morfogénese in vitro. Dentre as citocininas, o BAP (6-
benzilaminopurina) tem sido muito eficaz para promover a multiplicacdo em
diversas espécies e parece ser a citocinina mais adequada para a multiplicacdo de
parte aérea e inducdo de gemas adventicias. Contudo, em algumas culturas,
pode-se obter brotacbes pequenas, inadequadas para serem individualizadas para
0 enraizamento. Neste caso, necessita-se de uma fase de alongamento, sendo as
giberelinas os principais reguladores vegetais utilizados com esta finalidade
(Grattapaglia & Machado, 1998).

No que se refere & micropropagacdo da cultura da pitangueira, Olivier
(1997) inoculou gemas axilares juvenis (destacadas dos ramos) e segmentos
nodais oriundos de sementes germinadas, em meio de cultura contendo 1/2 MS
(Murashige & Skoog, 1962) e MS na concentracdo total sendo suplementados,
respectivamente, com concentracdes de reguladores de crescimento 0,6 uM
(micromol) e 1,12 uM 6-benziladenina (BA) e 0,15 pM e 0,3 uM acido naftaleno
aceético (ANA). Os melhores resultados foram obtidos no meio basico MS completo
contendo as concentragdes de 1,12 uM BA e 0,3 uM ANA.

Na etapa seguinte, a rizogénese ou formacdo de raizes adventicias nas
partes aéreas obtidas no estagio de multiplicacdo, permite a constituicdo de
plantas completas, para posterior aclimatacdo as condi¢gBes ex-vitro. No caso da
maioria das espécies lenhosas, o0 enraizamento € a etapa mais dificil,

principalmente quando se usa material na fase adulta (Hu & Wang, 1983).

Segundo Assis & Teixeira (1998), as auxinas séo as principais responsaveis pela
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rizogénese, sendo os ANA e o AIB os mais utilizados, principalmente em plantas
lenhosas.

2.4 Estaquia

Na fruticultura, a propagacdo assexuada ou vegetativa é utilizada
largamente na producdo de mudas, em funcdo da necessidade de se garantir a
manutencao das caracteristicas varietais, que determinam o valor agronémico do
material a ser propagado, tais como uniformidade, producéo, qualidade do fruto,
precocidade e sanidade (Fachinello, 1995).

A estaquia € uma técnica de propagacao vegetativa largamente utilizada na
producédo comercial de mudas, com boa qualidade e em curto espaco de tempo
(Oliveira et al. 2001). O processo de formacéo de raizes em estacas € influenciado
por um grande numero de fatores, que podem atuar isoladamente ou em conjunto.
Dentre esses, destacam-se as condicdes fisiolégicas da planta matriz (presenca
de carboidratos, substancias nitrogenadas, aminoacidos, auxinas, exsudagédo de
compostos fendlicos e outras a presenca ou ndo de substancias néo identificadas
como os cofatores), a época, posicdo de coleta e didmetro das estacas, a
juvenilidade, o estiolamento, a presenca de folhas e gemas, a idade da planta-
matriz, o di e os fatores do ambiente, como disponibilidade de 4gua, luminosidade
e substrato (Hartmann et al., 1990).

A inducdo do sistema radicular é provocada pela acdo do &cido indol
acetico (AlA) uma auxina natural, que atua em conjunto com carboidratos,
compostos nitrogenados e vitaminas. A primeira auxina isolada foi o AlA, que junto
com o AIB formam o grupo de auxinas mais conhecidas (Benincasa & Leite,

2004). Além da concentracdo enddgena de auxina, outros fatores influenciam o
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enraizamento de estacas. A oxidacdo de compostos fendlicos, fenémeno
responsavel pela liberacdo de exsudados toxicos ao tecido da estaca, tem sido
apontada como fator que reduz a capacidade de enraizamento. O controle das
reacdes de oxidacdo destes compostos pode vir a favorecer a formacéao de raizes
(Fachinello et al., 1994). Em algumas espécies, como as pertencentes a familia
das Mirtaceas, tal fenbmeno é comumente observado, no ponto de corte,
dificultando assim o enraizamento (Fachinello et al. (1995).

Esse entrave pode ser minimizado com o emprego de alguns reguladores
vegetais, especificamente do grupo das auxinas e de co-fatores do enraizamento
(Ono et al., 1994; Zanette, 1995). Substancias quimicas, chamadas reguladores
de crescimento podem ser utilizadas, quando necessarias, para o enraizamento
com objetivo de aumentar a porcentagem de enraizamento, acelerar a formacgéo
de raizes, aumentar o numero e a qualidade das raizes e uniformizar o
enraizamento (Oliveira et al. 2001). As auxinas sintéticas sdo as substancias mais
utilizadas para promover a formacdo do primordio radicular em estacas de varias
espécies, sendo elas o AIA (acido indolacético), o ANA e o AIB (Oliveira et al.
2001). Estas podem ser aplicadas através da embebicdo da base da estaca em
solugcdo de agua e/ou outros solventes, bem como através de talcos onde s&o
colocados os hormdnios ou pela mistura com sais potassicos sollveis em agua
(Hartmann et al., 1997). Estes mesmos autores citam a utilizacdo de sprays na
folnagem e base das estacas, bem como a imersao total das estacas na solugéo,
como meétodos alternativos na aplicacdo de reguladores de crescimento.

O tempo de imersdo da base das estacas depende da concentracdo das

solucBes utilizadas. Solucdes diluidas (0 a 500 mg.L™!) necessitam ficar em
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contato com a base das estacas por horas, enquanto nas solu¢des concentradas
(> 500 mg.L!), o contato com a base das estacas deve ser de segundos
(Couvillon, 1988).

O tipo de estaca e a estacdo do ano também sao fatores que influenciam a
formacao de raizes adventicias e varios autores verificaram o efeito desses fatores
como Ferreira et al. (2001) e Dutra et al. (2002). Com relacéo a idade das plantas
matrizes, em geral, estacas provenientes de material vegetativo juvenil enraizam
com maior facilidade; quanto mais juvenis, mais rapida é a formacao das raizes,
melhor é a qualidade do sistema radicial formado e menor € a probabilidade de
barreiras anatbmicas que podem interferir negativamente para a formacao de
raizes adventicias (Hartmann et al., 2002). Em espécies de facil enraizamento, as
estacas podem ser colhidas em qualquer época do ano, enquanto para outras
espécies o periodo de maior enraizamento coincide com a estagdo de repouso ou
com a estacado de crescimento (Paiva & Gomes, 1993).

Diferentes espécies pertencentes a familia Myrtaceae foram estudadas
guanto ao enraizamento de estacas tratadas com AIB. Scarpare Filho et al. (1999)
estudaram o enraizamento de estacas herbaceas de jabuticabeira ‘Sabard’
(Myrciaria jabuticaba (Vell) Berg.) originadas de brotagbes novas, de plantas
matrizes submetidas a poda drastica (a 1 metro do solo), e tratadas com zero,
1000, 2000, 4000 e 8000 mg.L™ de AIB, concluindo que a obtencéo de material
ontogeneticamente mais jovem néo foi suficiente para formacgéo de raizes, sendo
gue somente a associacdo das estacas com o regulador de crescimento (AIB)
provocou 0 enraizamento (8,96% com 1000 mg.L™, 12,98% com 2000 mg.L™,

23,16% com 4000 mg.L™* e 37,98% com 8000 mg.L™). J4, Duarte et al. (1997),
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encontraram até 60% de enraizamento de Myrciaria cauliflora, utilizando AIB e ndo
realizando poda drastica sobre as plantas matrizes antes da retirada das estacas.

Coutinho et al. (1991), utilizando AIB em estacas semi-lenhosas de
goiabeira serrana (Acca sellowiana Berg.), guabijuzeiro (Myrcianthes puncens
Berg.), cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata), pitangueira (Eugenia uniflora L.) e
aracazeiro amarelo (Psidium cattlyanum Sab.) verificaram que estacas de
guabijuzeiro, cerejeira do mato e pitangueira ndo enraizaram mesmo quando
tratadas. J4 as estacas de goiabeira serrana e aracazeiro amarelo apresentaram
baixa porcentagem de enraizamento, tanto sem tratamento (3,00 a 0,66%
respectivamente), como com tratamento com AIB (6,33% com 5.000 mg.L" a
2,66% com 1.000 mg.L™"). Nachtigal et al. (1994) utilizaram 200, 300 e 400 mg.L™
de AIB, além do tratamento controle com agua destilada, em estacas semi-
lenhosas de aracazeiro, obtendo maior percentual de enraizamento (69,6%) e
maior peso de matéria seca de raizes (0,22 g/estaca) com a concentracdo de 200
mg.L* desta auxina.

Lopes (2009), utilizando diferentes doses de AIB (0, 1000, 2000 e 4000
ppm) em estacas semilenhosas (&pice, mediana e basal) de trés espécies do
género eugenia: grumixameira (E. brasiliense), cerejeira-do-mato (E. involucrata) e
pitangueira (E. uniflora), ndo observou enraizamento independentemente da dose
de AIB utilizada. Porém as estacas da regido apical de cerejeira-do-mato
apresentaram 100% de sobrevivéncia. A falta de resposta ao enraizamento de
estacas semi-lenhosas de cerejeira-do-mato e de pitangueira tratadas com as
mesmas doses de AIB (0, 1000, 2000, 4000 ppm) também foi observado por

Coutinho et al. (1991). Lopes (2009) destaca que a auséncia de enraizamento
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pode estar relacionada a diversos fatores, dentre eles o tipo de estaca e a dose do
regulador de crescimento utilizado, a liberacdo de compostos fendlicos que
provocam a oxidacdo na regido do corte da estaca, as condi¢cdes inerentes ao
ambiente da casa de vegetacdo, as peculiaridades genéticas do material em
estudo com relacdo ao potencial destas em formar raizes, entre outros fatores que

de alguma forma vem a influenciar na resposta das estacas ao enraizamento.



3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram desenvolvidos no periodo de marco de 2008 a
janeiro de 2010, nas instalagcdes do Departamento de Horticultura e Silvicultura
(DHS), localizado no Campus da Faculdade de Agronomia na Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em Porto Alegre (RS).

O estudo foi dividido em duas etapas, buscando aprimorar metodologias
para a propagacao vegetativa de pitangueira (E. uniflora L.). Na primeira,
denominada Estudo 1, foram realizados estudos para micropropagacdo da
espécie, concentrando-se em meétodos de assepsia e tratamento de plantas
matrizes, meios de cultivo e concentracdes de reguladores de crescimento. Na
segunda etapa (Estudo 2) foram avaliados, em casa de vegetacdo, diferentes
fatores, como idade da planta matriz, imersdo das estacas em agua, doses de
AIB, visando melhorar a eficiéncia da propagacao por miniestacas.

Em todos experimentos, a anadlise dos dados foi feita pelo sistema de
analise estatistica SANEST (Zonta & Machado, 1984).

3.1 Estudo 1. Estudos para micropropagacao de pitan  gueira

O material vegetal utilizado foi coletado em varias regides do Estado do Rio
Grande do Sul e multiplicado via sementes na Estagdo Experimental Agronémica

da UFRGS (Apéndice 1). Desta forma, dispds-se de 80 mudas para cada um dos
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cinco acessos de pitangueira coletados, sendo estes diferenciados pelas
caracteristicas fenotipicas e organolépticas dos frutos. Selecionou-se 0 acesso
que apresentava melhores condi¢cbes fitossanitarias e essas mudas foram
transferidas para casa de vegetacdo do Departamento de Fitossanidade na
Faculdade de Agronomia (UFRGS).

As mudas foram cultivadas em sacos de polietiieno preto de 3 litros
(30X10X10cm), contendo substrato a base de residuo decomposto de casca de
acacia, solo S&o Jerdbnimo, casca de arroz carbonizada e areia média nas
proporcbes 1:1:2:2 em volume, respectivamente. Durante todo o periodo as
plantas receberam irrigacdes diarias por gotejamento (100 mL. planta™.dia™) e
adubac&o quinzenal (10mL de soluc&o contendo (8-6-8 de NPK e 1g.L™* da mistura
de micronutrientes - Microsol® - contendo Ferro 5%, Zinco 3%, Cobre 0,2%,
Molibdénio 0,003%, Magnésio 1%, Boro 0,1%).

3.1.1 Experimento 1. Tratamento das plantas matrize s com fungicida

e/ou bactericida no momento da assepsia dos explant  es.

Plantas matrizes mantidas em casa de vegetacdo do Departamento de
Fitossanidade/UFRGS, foram dispostas em trés blocos, ao acaso, de 30 plantas
cada, em bancada de um metro de altura. Estas foram submetidas a trés
tratamentos fitossanitarios, sendo eles: tratamento um: aplicacdo de fungicida
(Benomil® 2g/L), tratamento dois: bactericida (Tetraciclina 60mg) e tratamento trés
fungicida (Benomil® 2g.L™") associado ao bactericida (Tetraciclina 60mg).

Nas plantas do tratamento um, aplicou-se quinzenalmente o fungicida
Benomil®, com auxilio de pulverizador manual (500mL), durante trés meses, nas

plantas destinadas a receber os tratamentos para controle de fungos.
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No tratamento dois a aplicacdo do bactericida Tetraciclina 60mg, deu-se
nos explantes ap0s sua coleta, ja no laboratorio de biotecnologia do DHS, no
momento que antecedia a desinfestacdo destes. Um comprimido de tetraciclina
60mg foi diluido em 300mL de alcool 96%, no momento do tratamento do material
vegetal (Precila Zambotto Lopes, informacé&o verbal). Os explantes permaneceram
sob agitacdo, imersos nesta solu¢do por uma hora. Apos este processo passaram
para a etapa de desinfestacdo. O tratamento trés consistiu da associacdo dos
tratamentos um e dois.

O tratamento sem agente desinfestante (testemunha) nao foi realizado, pois
testes preliminares apresentaram praticamente 100% de contaminacéo bacteriana
e fungica, indicando, com isso a necessidade de desinfestacdo das fontes de
explantes.

O material vegetal coletado (em 06/11/2008) e levado ao laboratorio, foi
primeiramente lavado e escovado com detergente neutro e escova, enxaguado e,
apos submetido & assepsia e tratamento bactericida, quando indicado no
tratamento adotado.

A desinfestacdo adotada consiste de imersdo das microestacas em alcool
70% por um minuto, seguida de imersdo em solucao de hipoclorito de sodio 2% de
ingrediente ativo (i.a.) adicionado do detergente Tween® 20 (4 gotas.L™), por 15
minutos. Apoés, os explantes sofreram a triplice lavagem, com agua deionizada
autoclavada, na sala de inoculagdo em camara de fluxo laminar estéril
previamente esterilizada (limpeza das superficies com alcool 70% e exposi¢cdo a

luz ultravioleta por 15 minutos).



23

Imediatamente apds a assepsia, inoculou-se individualmente os explantes
qgue mediam cerca de 1cm e com um noO, em tubos de ensaio (180x21mm)
contendo 20mL do meio de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962), onde ficaram
apenas na superficie. Os tubos inoculados foram encaminhados para a sala de
crescimento (temperatura 27 £ 1°C), onde permaneceram sete dias na auséncia
de luz. Na sequéncia, foram dispostos nas prateleiras e expostos a luz (16 horas
de fotoperiodo), onde foram avaliados aos 20 dias ap0ds a inoculagéo.

Os parametros avaliados foram: os percentuais de contaminacéo bacteriana
e fangica isoladamente, oxidacdo e sobrevivéncia dos explantes. Considerou-se
vivo 0 explante que apresentava-se verde e oxidado aquele com escurecimento
completo dos tecidos.

O delineamento experimental foi completamente casualizado, onde quatro
repeticbes com dez tubos de ensaio compunha cada tratamento. As meédias
observadas foram analisadas estatisticamente e diferenciadas pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

3.1.2 Experimento 2. Tratamento das microestacas co m bactericida em
distintas concentracbes de &lcool etilico e solucdo de &cido
ascorbico, no momento da assepsia.

Microestacas, contendo dois a trés segmentos nodais foram coletadas (em
04/02/2009) de plantas matrizes, mantidas em cultivo protegido, sem receber
tratamento fitossanitario. O material levado ao laboratorio permaneceu imerso em
agua por 24 horas (totalmente trocada a cada oito horas). Apos, foram lavados e
escovados com detergente neutro e escova; enxaguados e submetidos a quatro

tratamentos com as diferentes solugbes bactericidas (Tabela 5). O material foi
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exposto a estas solugbes por um periodo de 40 minutos e ap0s passou pela
assepsia com etanol 70% (um minuto), seguido de hipoclorito de sédio 2% (i.a)
acrescido de Tween® 20 (4 gotas.L™) (15 minutos) e triplice lavagem (Agua

deionizada autoclavada) em camara de fluxo laminar estéril.

TABELA 5. Tratamentos utilizados para o experimento de desinfestacdo de
explantes de pitangueira. Porto Alegre, 2009.

Tratamentos Constituintes da solucao

Acido ascorbico (60mg ) (300mL de agua) + 1 comprimido de

T1 L
tetraciclina 60mg

T2 Solucdo de etanol 50% (300mL) + 1 comprimido de tetraciclina
60mg

T3 Solucdo de etanol 70% (300mL) + 1 comprimido de tetraciclina
60mg

T4 Solucdo de etanol 96% (300mL) + 1 comprimido de tetraciclina
60mg

Um comprimido de tetraciclina 60mg foi diluido para cada tratamento, em
solugbes de 300mL. No primeiro tratamento utilizou-se agua como meio liquido
acrescido de &cido ascérbico (200mg.L ™). Nos seguintes tratamentos as solucdes
continham concentracdes respectivamente crescentes de etanol (50, 70 e 90%).
Todas as solucbes foram preparadas no momento em que se efetuou o
tratamento.

A inoculacdo do material foi realizada em tubos de ensaio (180X21mm)
contendo 20mL de meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962). Em sala de
crescimento, o material permaneceu, nos sete dias iniciais, sob escuro e apés foi
exposto a luz (16 horas de fotoperiodo).

Aos 20 e 50 dias ap0s a inoculacdo in vitro do material foram feitas

avaliagbes, onde, na primeira, avaliou-se 0s percentuais de contaminacdo por
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bactérias ou fungos, oxidacdo e sobrevivéncia e, na segunda, somente avaliou-se
a sobrevivéncia e oxidacdo dos explantes.

O delineamento experimental adotado foi o completamente casualizado,
com quatro repeticbes de dez tubos de ensaio cada tratamento. As médias
observadas foram transformadas para V(x+1), analisadas estatisticamente e
diferenciadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3.1.3 Experimento 3. Teste de meios de cultivo e im ersdo em agua
precedendo a inoculacdo in vitro de segmentos nodais de
pitangueira.

Seis tratamentos compunham o experimento, onde foram testados tempos

de imersdo das microestacas em agua para lavagem dos compostos fendlicos e
meios de cultivo para estabelecimento in vitro da espécie (Tabela 6). A partir de
plantas matrizes mantidas sob cultivo protegido, coletou-se caules herbaceos, que
serviram como explantes (coleta em 09/03/2009). Metade do material coletado
permaneceu, por 24 horas, imerso em agua (trocada a cada oito horas) e a outra

metade foi imediatamente inoculada.

TABELA 6. Tratamentos envolvendo meios de cultivo e tempos de imersédo dos
explantes de pitangueira inoculados in vitro. Porto Alegre, 2009.

Tipo de meio de cultivo e tempo de imersao dos explantes em

Tratamentos .
agua
T1 WPM + imersao por 24 horas
T2 DSD1 + imerséo por 24 horas
T3 MS + imersao por 24 horas
T4 WPM + sem imerséo
T5 DSD1 + sem imerséao

T6 MS + sem imersao
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Os meios nutritivos escolhidos para o experimento foram o MS (Murashige
& Skoog, 1962), DSD1 (Silva & Doazan, 1995) e WPM (Wood Plant Médium)
(Apéndice 2). Verteu-se os meios nutritivos em frascos de vidro com tampas
autoclavaveis, no volume de 30mL/frasco. Acrescentou-se a este, segundo
Radmann et al. (2002), mio-inositol (100 mg.L™" ) e sacarose (30 g.L™!). O pH foi
ajustado para 5,8 e adicionado 7,0 g.L" de Agar com auxilio de pHmétro marca
Digimed/modelo DM20, o qual foi calibrado previamente ao uso com as solugdes
padrao de pH 7,00 e 4,00.

A limpeza dos explantes, em todos os tratamentos, (realizado antes da
inoculacdo e apdés a imersdo em agua nos distintos tratamentos) consistia de
quatro etapas: 1 - escovacdo e lavagem do material com sabdo neutro, 2 -
imersdo em 300mL de solucdo bactericida (tetraciclina 60mg) e acido ascorbico
por 40 minutos, 3 - assepsia com etanol 70% (um minuto), seguido de solucéo de
hipoclorito de sédio 2% (i.a) acrescido de Tween® 20 (4gotas por L) (15 minutos)
e, 4 - triplice lavagem em camara de fluxo laminar estéril.

A inoculagéo foi realizada em camara de fluxo laminar estéril. Nos sete dias
subsequentes o material inoculado permaneceu na auséncia de luz e, apos, foi
exposto a 16 horas de fotoperiodo.

As avaliagbes foram realizadas aos 20 e 50 dias ap0s a inoculagéo in vitro
do material. Aos 20 dias, j& era possivel observar-se os resultados quanto aos
percentuais de sobrevivéncia, contaminacdo bacteriana e fangica isoladamente,

oxidacao e brotacdo dos explantes vivos e aos 50 dias a sobrevivéncia e oxidacao
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dos explantes que permaneceram intactos, sem ter consumido todas as suas
reservas.

O delineamento experimental adotado foi o completamente casualizado,
com trés repeticbes de cinco frascos, contendo quatro explantes em cada, para
cada tratamento. As médias observadas foram transformadas para V(x+1) e
analisadas estatisticamente e diferenciadas pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

3.1.4 Experimento 4: Multiplicacdo e enraizamento in vitro e

aclimatizacéo de explantes de pitangueira

Mudas de pitangueira obtidas a partir de germinacéo in vitro serviram de
matrizes para coleta de segmentos nodais, objetivando inoculé-los testando-se
meios de cultivo suplementados com diferentes fitorreguladores e doses destes,
afim de testar o estabelecimento da espécie pela fase de multiplicacdo ou de
enraizamento.

O estudo contou com duas etapas, onde na etapa 1 haviam sete
tratamentos (Tabela 7) testando a efetividade de trés doses de ANA e trés doses
de BAP, sendo elas 0,1; 0,2 e 0,5mg.L™, e, ainda, uma testemunha onde ndo se
acrescentou fitoreguladores ao meio de cultivo WPM (Wood Plant Medium).

Na etapa 2, explantes brotados (provenientes de meio de cultivo
suplementado com BAP e da testemunha) foram subcultivados para meios
nutritivos suplementados com 0,2mg.L-1 de ANA. Enquanto que os explantes
cultivados na primeira etapa com ANA e que apresentavam raizes formadas,

passaram na etapa seguinte ao cultivo com 0,2mg.L-1 BAP. As informacdes
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referentes aos tratamentos da primeira etapa foram mantidas, afim de se detectar

um possivel efeito fitotoxico de doses elevadas do fitoregulador (Tabela 7).

TABELA 7. Tratamentos utilizados para a multiplicacdo e enraizamento in vitro e
aclimatizacdo de explantes obtidos a partir de segmentos nodais de
Pitangueira que foram germinadas in vitro nas etapas 1 (um) e 2
(dois). Porto Alegre, 20009.

Tratamentos Doses e tipo de fitorregulador
Etapa 1 Etapa 2
T1 WPM WPM + 0,2mg.L"t ANA
T2 WPM + 0,1mg.L"* ANA WPM + 0,2mg.L™* BAP
T3 WPM + 0,2mg.L"t ANA WPM + 0,2mg.L™* BAP
T4 WPM + 0,5mg.L"t ANA WPM + 0,2mg.L™* BAP
T5 WPM + 0,1mg.L! BAP WPM + 0,2mg.L"t ANA
T6 WPM + 0,2mg.L! BAP WPM + 0,2mg.L"t ANA
T7 WPM + 0,5mg.L"* BAP WPM + 0,2mg.L"t ANA

A inoculacdo dos segmentos nodais se deu em camara de fluxo laminar
estéril e mantiveram-se os frascos, em sala de crescimento, nas condi¢cdes de
27+1 C e fotoperiodo de 16h.

Nas avaliacdes realizadas ao 60 dias, pode-se analisar o percentual de
sobrevivéncia, a contaminagdo (fungos e bactérias), a oxidacdo, a brotacdo
adventicia por explante, o percentual de enraizamento e a calogénese. Ainda, as
brotacbes advindas foram classificadas quanto ao seu crescimento e avaliadas
subjetivamente, através de uma escala criada para este experimento, levando-se
em consideragdo, numero de folhas, tamanho e altura das brotacdes. Esta escala
iniciava no indice 1 (um) até o 5 (cinco), sendo a nota 1 (um) dada a brotacao
recém emergida; 2 (dois): brotacdo com trés a cinco folhas distinguiveis e até
0,3cm de altura; 3 (trés): brotacdo com quatro a seis folhas expandidas e até

0,5cm de altura; 4 (quatro): brotagdo com mais de seis folhas expandidas e acima
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de 0,5cm de altura; e 5 (cinco): mudas que apresentavam parte aérea e raiz
desenvolvidas e prontas para a etapa de aclimatizacao ex vitro (Figura 1).

As plantulas completas, obtidas neste experimento, foram levadas a casa
de vegetacao, onde foram plantadas em bandejas multicelulares (124 células) com

substrato CAC (casca de arroz carbonizada) umedecida e sob nebulizacdo

intermitente (irrigacdo de 1 minuto a cada 20 minutos).

FIGURA 1. Escala de qualidade das brotacbes a)indice 1 - brotacdo recém
emergida; b) 2 - brotacdo com trés a cinco folhas distinguiveis e até
0,3cm de altura; ¢) 3 brotagdo com quatro a seis folhas expandidas e
até 0,5cm de altura; d) 4 - brotacdo com mais de seis folhas
expandidas e acima de 0,5cm de altura; e €) 5 — explantes com
regeneracdo completa de plantulas.

O delineamento experimental utilizado para a primeira etapa deste
experimento foi completamente casualizado, onde quatro repeticbes, de dez
frascos, com quatro explantes cada; compunha cada tratamento. As médias
observadas foram transformadas para V(x+1), e analisadas estatisticamente sendo
diferenciadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro. Na segunda
etapa adotou-se o delineamento experimental completamente casualizado, onde
trés repeticbes, de cinco frascos, com quatro explantes cada; compunha cada

tratamento. As médias observadas foram analisadas estatisticamente e

diferenciadas pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro. Devido ao
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baixo nimero de plantulas ndo foi realizada analise estatistica da etapa de
aclimatizacéo das plantulas em casa de vegetacao.

3.2 Estudo 2. Estudo para propagacéo vegetativa por miniestaquia de

pitangueira

Caules herbaceos de pitangueira foram coletados, em setembro no inicio da
primavera, das plantas matrizes jovens (3 anos) mantidas em casa de vegetacao e
de uma planta adulta (mais de dez anos) em estadio de florescimento em Porto
Alegre (30°1’27.90”S e 51°11'22.92"0, 46,97m de alt itude) (INMET 2009).

Os tratamentos para induzir a rizogénese destas estacas constavam de
quatros doses de AIB nas concentracdes zero, 2000, 4000 e 6000mg.L™” e trés
tempos de imersdo (zero, 24 e 48 horas) das estacas em agua destilada
precedendo a estaquia. Totalizou-se, assim, 24 tratamentos (Tabela 8) a partir de
trés fatores (idade da planta matriz, tempo de imersdo em agua apoés coleta das
estacas e doses de AIB).

As estacas foram selecionadas quanto ao seu diametro médio (1,2mm),
homogeneizadas com 5cm de comprimento e mantidas duas metades de folhas
opostas. Na base da estaca realizou-se um corte em bisel com auxilio de bisturi,
expondo-se assim, o cambio. Imediatamente ap0s o0 corte as estacas eram
imersas em agua, evitando a desidratacdo e assim que somavam dez, eram
unidas e imersas nas solucdes testadas no experimento. As estacas foram
plantadas em bandejas multicelulares com 124 células preenchidas com CAC.

Todas as bandejas, tdo logo estavam preenchidas eram levadas a camara

de nebulizacdo intermitente (irrigacdo de 1 minuto a cada 20 minutos) no
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laboratério de biotecnologia do departamento de horticultura e silvicultura da
faculdade de agronomia.

Foram coletados os dados de temperatura média no periodo (Apéndice 3) e
as avaliacbes foram realizadas aos 70 quanto a retencdo de folhas, brotagdes

novas e ao final do experimento percentual de enraizamento.

Aos 70 dias, o teste de miniestaquia foi finalizado e avaliado quanto a
presenca de raizes, calos ou oxidacdo na base do caule; parametros de
crescimento das mudas quanto a area foliar por planta (cm?), medida através de
um medidor de area marca LI-Cor, modelo LI - 3100; numero de folhas por planta;
massa fresca e massa seca de parte aérea e raiz (g). O acumulo de massa seca
das raizes e parte aérea por planta foi obtido pela secagem em estufa, com
temperatura de 65C, até atingir peso constante.

O delineamento experimental adotado para a estaquia foi completamente
casualizado com trés repeticdes de 10 estacas para o teste de miniestaquia por
tratamento e trés repeticdbes com cinco mudas, cada tratamento, para as analises
de rizogénese e os parametros de crescimento da planta, respectivamente. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, sendo as meédias

diferenciadas estatisticamente pelo teste de Duncan (P > 0,05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudos para micropropagac¢ao de pitangueira
4.1.1 Experimento 1. Tratamento das plantas matrize s com fungicida
e/ou bactericida no momento da assepsia dos explant  es.

Ndo houve manifestacdo de fungos como agentes contaminantes do
material vegetal neste estudo (Tabela 8). Vinte dias apds a inoculagéo, 65% dos
explantes oriundos de plantas matrizes submetidas ao tratamento somente com
fungicida, apresentaram contaminacdo bacteriana (Tabela 8). Nos demais
tratamentos n&o ocorreu nenhum tipo de contaminagéo. No entanto, a oxidacao foi
elevada nos tratamentos com bactericida e, quando associou-se bactericida e
fungicida no tratamento, a oxidacdo expandiu afetando, inclusive, o meio de
cultura (Tabela 8).

TABELA 8. Contaminacéo por bactérias ou fungos, oxidacao e sobrevivéncia dos

explantes de pitangueira inoculados in vitro, apos tratamentos da
planta matriz. Porto Alegre, 2008.

Tratamentos Contaminacgédo (%) Oxidacao (%) Sobrevivéncia (%)
Benomil® 65,0 A 125 B 22,5
Benomil® + Tetraciclina 00 B 850 A 15,0
Tetraciclina 0,0 B 75,0 A 25,0
P>F 0,00 0,00 0,27
CV % 15,38 20,89 69,02

Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5%.
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Na sobrevivéncia dos explantes, ndo houve diferencas entre o0s
tratamentos, ficando na faixa de 15% a 25% (Tabela 9).

Amaral (2006), ao estudar o controle da contaminacdo e oxidacdo de
segmentos nodais de cedro (Cedrela fissilis), desinfestados com HgCl, e
cultivados em quatro distintos meios de cultura (}/4 WPM; 3/, WPM + Benlate na
concentracdo de 300mg.L™"; %/, WPM + sulfato de estreptomicina na concentragéo
de 10 mg.L* e, *, WPM + benlate e streptomicina nas mesmas concentracées ja
citadas) observou que ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos quanto
a contaminacao fangica, necrose e sobrevivéncia, porém a presenca do fungicida
e bactericida associados ou somente da estreptomicina no meio de cultivo foram
fundamentais para a reducdo da contaminacdo bacteriana. Contudo, no presente
trabalho, observou-se maior oxidacdo na utilizagdo de bactericida e na associagéo
de bactericida e fungicida. Segundo Gratapaglia & Machado (1998), apesar de se
realizar a desinfestacdo dos explantes, diversos microrganismos de natureza
endogena ndo sdo expostos aos agentes desinfestantes e devem ser controlados
ja na planta matriz.

Caldas & Taketomi (1993) utilizaram concentra¢cfes que variaram de 10 a
100mg.L™ de Benlate na desinfestacdo de explantes lenhosos de jabuticabeira,
demonstrando que todas as concentracdes foram eficazes na reducdo da
contaminacdo. Por outro lado, neste estudo observou-se que somente 0S
tratamentos que continham tetraciclina foram eficazes para reduzir a
contaminacao.

Segundo Cunha et al (2006), os antibiéticos Mycoshield (oxitetraciclina) e

Agrimicina (estreptomicina e tetraciclina) sdo utilizados na area agrondmica para
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controle da bacteriose da batata causada por Erwinia caratovora e do pimentao e
tomate causada por Xanthomonas vesicatoria; além da recomendacao para essas
culturas, a Agrimicina € utilizada em cafeiro, maracujazeiro, ameixeira e
péssegueiro. Embora sem eficiéncia comprovada, esses antibidticos também tém
sido usados, em menor escala, para controle de bacteriose do eucalipto. Cunha et
al (2006) estudando o efeito in vitro de antibioticos e rizobactérias no controle de
bactérias fitopatogénicas ao Eucalyptus spp. observaram que os antibioticos
sulfatos de amicacina, ceftriaxona, polimixina, oxitetraciclina e vancomicina
inibiram o crescimento de isolados de bactérias fitopatogénicas, assim como no
presente trabalho ao utilizar-se tetraciclina.

4.1.2 Experimento 2. Tratamento das microestacas co m bactericida
diluido em solucdo de acido ascérbico ou alcool em diferentes
concentracdes, no momento da assepsia.

Na primeira avaliagdo, realizada 20 dias ap0s a inoculacéo, verificou-se que

a tetraciclina diluida em &cido ascorbico foi ineficiente para combater bactérias,
tendo ocorrido 50% de contaminagdo com estes patdogenos que foi diretamente
proporcional a reducdo na dose de alcool (Tabela 9). A diluicdo do bactericida em
etanol foi eficiente para controlar a contaminacéo, independente da concentracao
do mesmo, contudo aumentou a oxidacdo dos explantes (Tabela 9). A
contaminacao por fungos néo foi afetada pelos tratamentos, sendo igual ou inferior
a 7,5% de explantes atacados (Tabela 9). Em todos tratamentos foi observada a

ocorréncia de contaminagao e oxidacdo concomitantemente em alguns explantes.
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TABELA 9. Contaminacdo (bactérias e fungos), oxidacdo e sobrevivéncia dos
explantes de pitangueira inoculados in vitro, apos tratamento dos
explantes com solucdo do bactericida tetraciclina diluida em acido
ascorbico ou diferentes concentracfes de etanol; apos 20 e 50 dias
da inoculagéo. Porto Alegre, 2008.

Tratar_nentos\ Contaminacao (%) Sobrevivéncia (%) Oxidagao (%)
?Zf:gﬂﬁ;a Bactérias Fungos 20 dias 50 dias 20 dias 50 dias
Ac. Ascorbico 50,0 A 2,5 425 B 40,0 A 125 C 125 C
Etanol 50% 25,0B 5,0 67,5 A 00 B 475 B 650 B
Etanol 70% 20,0B 50 00 C 00 B 75,0 A 750 AB
Etanol 96% 12,5B 7,5 00 C 00 B 875 A 875 A
P>F 0,01 0,85 0,00 0,00 0,00 0,00
CV % 52,34 52,07 (ns) 38,56 40,82 21,55 18,5

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a
5%, ns nao significativo. Dados transformados V(X+1).

Os tratamentos com &cido ascorbico e etanol 50%, viabilizaram a
sobrevivéncia de 42,5% e 67,5% dos explantes, respectivamente (Tabela 9), aos
20 dias. No entanto, 47,5% dos explantes submetidos ao tratamento com etanol
50% oxidaram, sendo que, parte deste percentual, apresentava sinais de divisdo
celular. No restante dos tratamentos ndo houve sobrevivéncia dos explantes,
devido ao esgotamento das reservas do material (devido a auséncia de
fitorreguladores no meio de cultivo) ou a elevada oxidacdo dos mesmos,
evidenciando o efeito negativo de elevadas concentracdes de etanol na assepsia,
que propicia a liberagdo de compostos fenolicos pelos explantes. Também, para o
estabelecimento in vitro de gemas caulinares de teca (Tectona grandis L.),
segundo Shirin & Sarkar (2003), foram detectados grandes problemas com
relacdo a producdo de compostos fendlicos e a baixa resposta morfogénica dos
explantes, sendo que a utilizacdo de solucao de &cido bdrico e acido ascorbico a
0,1 % apresentou resultados satisfatérios para a minimizacdo dos efeitos da

oxidacdo no cultivo in vitro desta espécie vegetal (Shirin et al., 2005).
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Do material que permaneceu vivo na primeira avaliagdo, apos 50 dias de
inoculacéo verificou-se que apenas 40% daqueles submetidos a assepsia com
solucéo contendo acido ascorbico sobreviveram (Tabela 9). O restante do material
oxidou ao longo do periodo ou esgotou as reservas dos tecidos, ja que no meio de
cultivo ndo foram adicionados fitoreguladores que estimulam o desenvolvimento
das plantulas.

Segundo Erig & Schuch (2005) a sobrevivéncia dos segmentos nodais €
indicada pela coloracdo verde do explante. Entretanto, a alta porcentagem de
sobrevivéncia dos segmentos nodais nem sempre pode ser usada como indicativo
de que haverd o estabelecimento de plantas a partir destes explantes. Muitas
vezes, como no presente trabalho, os tecidos dos segmentos nodais continuam
vivos (de coloragéo verde), no entanto, ndo emitem folhas ou brotos, isto €, ndo se
estabelecem in vitro, 0 que pode ser justificado pelo grau de desenvolvimento da
gema do explante.

Mesmo ocorrendo uma alta taxa de contaminagdo bacteriana, o tratamento
com acido ascorbico, apresentou maior sobrevivéncia, sugerindo que um ajuste
neste método de desinfestacdo, quanto a redugcdo de contaminacdes, possa
auxiliar no estabelecimento da espécie in vitro.

4.1.3 Experimento 3. Teste de meios de cultivo e im ersdo em agua
precedendo a inoculacdo in vitro de segmentos nodais de
pitangueira.

A pré-lavagem dos explantes por 24 horas, antecedendo a inoculagéo

propiciou maior sobrevivéncia dos explantes aos 20 dias ap0s os tratamentos,

independente do meio de cultivo adotado (Tabela 10). De qualquer maneira,
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independente da lavagem e do meio de cultivo, aos 50 dias de inoculagéo, houve
uma mortalidade pronunciada dos explantes, que superam os 91,7% (Tabela 10)
TABELA 10. Sobrevivéncia relativa dos explantes de pitangueira aos 20 e 50 dias

apos os tratamentos de pré-lavagem e inoculagdo em distintos meios
de cultivo. Porto Alegre, 2009.

Sobrevivéncia aos 20 dias (%)

Meios de cultivo

; Média
Tempo de pré-lavagem WPM MS DSD1
24h 65,0 62,5 50,0 59,1 A
Oh 25,0 15,0 5,0 150 B
CV% 36,50 (ns)

Sobrevivéncia aos 50 dias (%)

Tempo de pré-lavagem WPM MS DSD1 Média
24h 7,5 5,0 12,5 83 A
Oh 7,5 0,0 0,0 25 B
MEDIA 7,5 0,0 6,2
CV% 60,47 (ns)

Médias seguidas por letras distintas na coluna entre si pelo teste de Duncan a 5%.
Dados transformados V(X+1).

A reducao na sobrevivéncia, observada aos 50 dias em relacdo a avaliagao
realizada aos 20 dias, pode ter ocorrido devido ao esgotamento das reservas do
explante, jA que este ndo recebeu estimulo de reguladores de crescimento para
iniciar a divisao celular, além da proliferacdo de agentes contaminantes (fungos e
bactérias) e a oxidagéo (Tabela 11).

N&o houve diferenca entre os tratamentos quanto ao desenvolvimento de
fungos, onde aproximadamente 30% dos explantes contaminaram. No entanto,
qguanto a presenca de bactérias, houve interacdo entre os tratamentos, sendo os
tratamentos DSD1 sem lavagem e MS com 24 horas de pré lavagem 0s mais
prejudicados com 95% e 35%, respectivamente (Tabela 11).

Silva et al (2007) estudando o efeito da iluminacdo e pré-lavagem das
brotacbes para o estabelecimento in vitro de mirtilo (Vaccinium myrtillus),

obtiveram efeito negativo da pré-lavagem e do sombreamento para a
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contaminacdo fungica, enquanto que para contaminacdo bacteriana, oxidacéo e
sobrevivéncia ndo houve efeito dos tratamentos com médias de 47,5%; 17,36% e
21,13%; respectivamente. Resultado diferente foi observado neste estudo, onde a
pré-lavagem além de aumentar a sobrevivéncia dos explantes, ainda mostrou-se
eficaz para reducdo da ocorréncia de bactérias com efeito significativo nos meios
MS e DSD1 (Tabela 11), contudo elevou o percentual de oxidacdo especialmente

no meio de cultivo MS (Tabela 11).

TABELA 11. Contaminacéo bacteriana relativa e oxidacao relativa dos explantes
de pitangueira aos 50 dias ap0s os tratamentos de pré-lavagem e
inoculacdo em distintos meios de cultivo. Porto Alegre, 2009.

Meios de Cultivo

WPM MS DSD1
Tempo de Pré-lavagem Contaminagdo bacteriana (%)
24h 35 aA 7,5 bB 25 abB
Oh 55 b A 52 bA 95 aA
CV % 30,70

Oxidacao (%)

Tempo de Pré-lavagem WPM MS DSD1
24h 55 Aab 65 Aa 35 Ab
Oh 10 Bab 25 Aa 0 Bb
CV% 27,95

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha ndo
diferem entre si pelo teste de Duncan a 5%. Dados transformados V(X+1).

A lavagem dos explantes foi prejudicial a multiplicacdo daqueles explantes
cultivados no meio DSD1, mas mostrou-se benéfica para aqueles cultivados no
meio WPM (Tabela 12). Para os explantes cultivados no meio MS a pré-lavagem
nao influiu sobre o nimero de brotacfes. A baixa concentracdo ibnica dos meios
WPM e DSD1 pode ter contribuido no processo de inducao de brotagdo de gemas
nos segmentos nodais dessa espécie. Melo et al. 1999, ja haviam observado que

0 meio MS, para espécies lenhosas, ndo se mostrava satisfatério em alguns
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casos, e que composi¢cdes de meios de cultivo mais diluidas em macronutrientes
tém melhor desempenho. Formulagbes especialmente desenvolvidas para
espécies lenhosas como, por exemplo, o meio WPM, tém sido descritas e

utilizadas frequientemente como alternativa ao meio MS.

TABELA 12. Numero de brotacdes por explantes de pitangueira aos 50 dias ap6s
os tratamentos de pré-lavagem e inoculacdo em distintos meios de
cultivo. Porto Alegre, 2009.

Meios de Cultivo

Tempo de Pré-lavagem WPM MS DSD1
24h 1,05 Aa 0,70 Aa 0,65 Ba
Oh 0,33 Ba 0,60 Aa 1,34 Aa
CV % 33,97

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna, ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p> 0,05). Dados transformados
V(X+1).

Resultado similar ao deste experimento foi encontrado por Soares et al.
(2005), ao trabalharem com a multiplicacdo de segmentos caulinares de goiabeira-
serrana e pitangueira, em meios de cultura WPM e MS, com auséncia e presenca
de BAP, onde verificaram que para as duas espécies de mirtaceas estudadas, o
meio WPM com a presenca de 2,2 yM BAP, foi essencial para a multiplicacdo
destas. Além de salientarem que a espécie de Eugenia (pitangueira) tem maior
potencial para a multiplicagdo in vitro.

Ainda com resultado similar Mantovani et al. (2001) observaram que o meio
WPM proporcionou um maior estimulo ao desenvolvimento das gemas axilares de
louro-pardo (Cordia trichotoma (Vellozo) Arrabida ex Steudel), tanto em ndmero de
brotacbes formadas (63,3% de gemas induzidas desenvolveram brotacdes),
quanto no comprimento destas (2,19 cm de comprimento médio), quando

comparado ao meio MS. Da mesma forma para caixeta (Didymopanax
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morototoni), o meio WPM produziu melhores resultados do que o meio MS
(Mantovani et al. 1999).

A calogénese foi observada especialmente no meio de cultivo MS seguido
do meio WPM (Tabela 13), que sao aqueles com maior concentracao de sais.

Assim como constatado neste trabalho, alguns autores verificaram que
meios de cultura mais diluidos em macronutrientes, como o WPM e o DSD1 e
também modificacdes e diluicbes do MS tém apresentado bons resultados na
micropropagacdo de algumas espécies frutiferas (Dal Vesco & Guerra, 1999;

Pérez-Tornero & Burgos, 2000 e Soares et al., 2005).

TABELA 13. Calogénese relativa de explantes de pitangueira aos 50 dias apos os
tratamentos de pré-lavagem e inoculagdo em distintos meios de
cultivo. Porto Alegre, 2009.

Calogénese (%)

Meios de Cultivo

Tempo de Pré-lavagem WPM MS DSD1 Média
24h 4,00 5,25 2,75 4,00 A
Oh 0,25 0,00 0,00 0,08 B
Média 2,12 ab 2,62 a 1,37b

CV% 35,71

Médias seguidas de mesma letra, mindscula na linha e maiuscula na coluna, ndo
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p> 0,05). Dados transformados
V(X+1).

4.1.4 Experimento 4. Multiplicagdo, enraizamento in vitro e
aclimatizacdo de explantes obtidos a partir de segm  entos
nodais de pitangueira.

Os meios WPM suplementados com doses de BAP propiciaram resposta

linear negativa quanto a sobrevivéncia dos explantes, sendo considerada a dose

mais alta dessa citocinina, fitotoxica (Figura 2A). Quanto a emissdo de brotacdo

adventicia e a qualidade das mesmas, a resposta do experimento utilizando-se
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BAP foi quadratica, ocorrendo incremento até as doses de 0,21mg.L™* e 0,17mg.L™
respectivamente, a partir das quais saturaram e passaram a ser prejudicial na

maior concentragdo utilizada (Figuras 2B e 2C).

. —— Y =3,48-452x; " =0,9753

% Sobrevivencia

30 .

I | I | I | I | I |
t t t t T t 1

O
~

4,54 —— Y = 2,47 + 6,03X — 14,53x%; r° = 0,9983
4,0
3,5

3,0 1

Brotagoes/explante

2,54

(¢
~

3,5 ——— Y = 3,47 + 5,26X — 15,34x; I’ = 0,9944
3,01
2,5

2,0

Escala de qualidade das brotagoes

0.0 0.1 0.2 0.3 04 05
Doses de BAP (mg.L™)

FIGURA 2. a) Percentual de sobrevivéncia de explantes; b) Numero de brotacfes
por explante; c)Escala de qualidade das brotacdes de explantes
inoculados em meios de cultivo WPM suplementados com doses de
BAP. Porto Alegre, 2009.
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Embora o BAP seja utilizado na maioria dos sistemas experimentais in vitro,
verifica-se que as culturas apresentam diferentes sensibilidades a essa citocinina
dependendo do meio de cultura utilizado e da fase de cultivo. Deschamps & Pinto
(1995) observaram resposta diferente ao BAP que a encontrada no atual
experimento, jA que as brotacfes de sarandi (Sebastiania schottiana MUELL.
ARG.) apresentaram um maior desenvolvimento em meio WPM sem reguladores
de crescimento, e que a adicdo de BAP foi responsavel pela reducdo do nimero
de folhas por explante e também pela redu¢do do comprimento das brotagdes.

Porém Soares et al. (2005) tiveram resultados similares aos desse estudo
ao utilizar meios de cultura WPM e MS, com auséncia e presenca de BAP na
multiplicacdo de segmentos caulinares de goiabeira-serrana e pitangueira, onde
verificaram que para as duas especies de mirtaceas estudadas, a presenca de 2,2
MM BAP, em meio WPM, foi essencial para a multiplicacdo destas. Da mesma
forma em teca (Tectona grandis L.) foi observado aumento no nimero de brotos e
0 seu alongamento quando utilizaram adicdo exdgena de baixas concentracdes de
auxinas e citocininas (Tiwari et al, 2002). Entretanto, Fermino Jr. et al. (2009)
obtiveram baixos numeros de brotos e menor altura das brotacfes de teca em
pequenas concentracdes de BAP, existindo, portanto, uma concentragdo hormonal
exdgena otima para a micropropagacao desta espécie.

De modo geral, observa-se em pitangueira que altas concentragdes de BAP
para as variaveis analisadas sédo consideradas de menor eficiéncia nas respostas
organogénicas in vitro, reduzindo principalmente a sobrevivéncia, a quantidade e
qualidade dos brotos formados. Este resultado esta de acordo com Souza et al.

(2008) que; ao submeteram segmentos caulinares em diferentes tipos e
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concentracdes de citocininas (BAP; zeatina; 2iP- isopenteniladenina) em meio
WPM, concluiram que a menor concentragdo (5,0 uM BAP) mostrou-se mais
promissora.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), as citocininas constituem o grupo
de fitorreguladores indispensavel para a quebra da dominancia apical e inducdo
de proliferacdo de gemas axilares, o tipo e a concentracdo das mesmas séo 0S
fatores que mais influenciam no sucesso da multiplicacdo in vitro. O uso de baixas
concentracdes de BAP ao meio de cultura também tem sido indicado como
eficiente na multiplicacdo de brotos para espécies lenhosas como parica
(Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke) (Cordeiro et al., 2004), eucalipto
(Eucalyptus globulus Labill) e sucupira branca (Pterodon pubescens (Benth.)
Benth.), espécies estudadas por Ponte (1999) e Coelho (1999).

Os resultados obtidos para as variaveis percentagem de sobrevivéncia em
meios suplementados com BAP ou ANA, estdo de acordo com os resultados
encontrados por Dal Vesco & Guerra (1999), por Soares et al. (2005) e por Lopes
(2009) para feijoa (Acca sellowiana (Berg) Burr.), para pitangueira (Eugenia
uniflora L.) e para cerejeira-do mato (Eugenia involucrata D.C.), respectivamente.

Rizogénese e calogénese foram observadas em explantes submetidos a
meio de cultivo adicionado ou ndo de auxina, além de, nas doses de 0,1 e O,
2mg.L™" de ANA ter ocorrido regeneracdo de plantulas completas (Figura 3). O
material inoculado em WPM suplementado com ANA, apresentou resposta
quadratica positiva aos tratamentos, quanto as variaveis sobrevivéncia, percentual

de enraizamento e calogénese (Figuras 4A, 4D e 4E). A dose de 0,26mg.L™" de
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ANA com maior sobrevivéncia e desenvolvimento de calos e a dose de 0,24mg.L™

de ANA a de maior rizogénese (Figuras 4A, 4D e 4E).

FIGURA 3. Explantes exibindo regeneracdo de plantulas completas (T2- WPM +
0,1mg.L* ANA, T3 - WPM + 0,2mg.L* ANA,). Porto Alegre, 2009.

Leitzke et al. (2009), ao estudarem meios de cultivo (MS e WPM),
concentracdes de AIB (0; 3; 6; 9 e 12uM) e tempo de cultivo (qQuatro semanas em
meio com AIB ou uma semana em meio com AlIB mais trés semanas em meio sem
auxina) para o enraizamento in vitro de amoreira-preta e framboeseira, concluiram
gue, assim como neste estudo, o meio WPM com baixas concentracbes de AlIB
(abaixo de 3uM) induziu maiores médias de enraizamento e comprimento de
raizes, enquanto que as altas doses induziram a formacéo de calos. Ainda, maior
percentual de enraizamento foi observado quando o material foi cultivado uma

semana com auxina, seguida de trés semanas em meio livre de regulador.
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Nascimento et al. (2008) estudando uma outra espécie de Eugenia,
avaliaram segmentos nodais de uvaieira, na proliferacdo de brotos e
enraizamento. O meio WPM utilizado foi suplementado com diferentes
concentracdes de BAP variando de 0,0 a 5,0 mg.L-1 e diferentes concentracdes
de AIB variando de 0,0 a 4,0 mg.L-1. Os melhores resultados de desenvolvimento,
proliferacdo e formacdo de raizes foram obtidos tanto em 1,0 mg.L-1 de BAP
como na mesma concentracdo de AIB, tendo essa espécie resposta diferente
guanto aos fitorreguladores comparada a pitangueira.

O numero de brota¢des por explante, bem como a sua qualidade, tiveram
resposta negativamente linear aos tratamentos com ANA, evidenciando o efeito
maléfico desse regulador de crescimento para a emisséo de brotagdes adventicias
(Figuras 4B e 4C).

Também em louro-pardo (Cordia trichotoma) o ANA provocou excesso de
calosidade inibindo a multiplicacdo e o desenvolvimento das brotacdes (Mantovani
et al., 2001). Resultados similares a ac¢do calogénica do ANA também foram
observados em goiabeira serrana por Dal Vesco & Guerra (1999).

Na segunda etapa do estudo, os explantes que provinham de meio
suplementado com 0,5mg.L"*ANA foram subcultivados para meios acrescidos de
0,2mg.L™* BAP. Os mesmos apresentaram menor, sobrevivéncia e brotacdes por
frasco, contudo obteve-se maior enraizamento, distinguindo do restante dos
tratamentos (Tabela 14). N&o houve diferenca entre os tratamentos para a

qualidade das brotacfes geradas nesta segunda etapa (Tabela 14).
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TABELA 14. Sobrevivéncia relativa, nimero de brotacdes por frasco, numero de
raizes por frasco e qualidade das brotacbes de pitangueira
subcultivadas para meios WPM de cultivo suplementados com ANA
ou BAP. Porto Alegre, 2009.

Tratamentos Sobrevivéncia N°brotacdes N°raizes por Qualidade das
Cultivo Subcultivo % por frasco frasco brotacbes
Testemunha  0,2mg.L' ANA 100,0 a 4,25 ab 0,25 d 2,98
0,1mg.L*ANA 0,2mg.L" BAP 87,5 a 3,50 ab 2,00 ab 3,32
0,2mg.L"ANA  0,2mg.L" BAP 75,0 ab 3,00 bc 1,50 bc 3,71
0,5mg.L"ANA  0,2mg.L" BAP 437 b 1,75 ¢ 2,75 a 3,25
0,1mg.L* BAP  0,2mg.L ANA 100,0 a 450 a 0,25 d 3,68
0,2mg.L*BAP  0,2mg.L™" ANA 100,0 a 4,00 ab 0,00 d 4,00
0,5mg.L™ BAP  0,2mg.L™" ANA 81,2 a 3,25 ab 0,50 cd 3,46
P>F 0,017 0,004 0,0001 0,18
CV % 26,4 25,4 67,4 15,27 (ns)

Médias seguidas de distintas letras, na coluna, diferem significativamente pelo
teste de Duncan (p> 0,05).

Por sua vez ao subcultivar-se plantulas inicialmente multiplicadas em meio
WPM com BAP, transferidas para meio acrescido de ANA, observou-se emissao
de poucas ou de nenhuma raiz (entre 0,0 e 0,5 raizes por frasco) (Tabela 14,
Figura 5b). Da mesma forma, Uematsu et al. (1999) ao subcultivarem brotagcdes
de pitangueira, propagadas em meio MS suplementado com 0,2 mg.L" BAP,
obtiveram sucesso na indugcdo e elongacdo das raizes ao repicarem o material
para meio livre de regulador de crescimento. Segundo Grattapaglia & Machado
(1998), o contato prolongado das culturas com altas concentracdes de citocinina
(BAP), na fase de multiplicacédo, pode inibir ou atrasar a etapa de enraizamento.

Houve a inducdo de brotacdes adventicias, no material que provinha de
meio suplementado com 0,1 e 0,2 mg.L™* ANA e, foi repicado para meio com BAP
(Figura 5a), exibindo 3,5 e 3,0 brotagdes por frasco, respectivamente (Tabela 14).
Este resultado, associado a regeneracdo de plantulas completas, obtido em meios

acrescidos de baixas concentracfes de ANA na primeira etapa, pode sugerir que,
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iniciar o cultivo in vitro de pitangueira pela fase de enraizamento, possa ser mais
promissor que iniciar pela fase de multiplicacao.

Na aclimatizacdo das plantulas obtidas, em cémara com nebulizacdo
intermitente, obteve-se 100% de adaptacdo, embora nédo tenha se realizado

estudos comparativos com outros métodos (Figura 5c).

FIGURA 5. a) explantes oriundos de meios suplementados com ANA e
subcultivados para meios com BAP; b) explantes oriundos de meios
suplementados com BAP e subcultivados para meio com ANA; ¢)
Plantulas micropropagadas na fase de aclimatizagdo ex vitro. Porto
Alegre, 2009.

4.2 Estudos para propagacdo vegetativa por miniesta quia de
pitangueira

Houve interacdo entre as variaveis doses de AIB e idade da planta matriz e,

doses de AIB e tempo de imersdo das estacas, para os fatores: sobrevivéncia,

retencdo foliar e emissdo de novas folhas (Figura 6). As variaveis que se

destacaram para estes fatores foram o tempo de imersédo de 0 horas e as estacas

de plantas jovens (Figura 6). As estacas de plantas adultas atingiram até 45% de

sobrevivéncia, quando ndo tratadas com AIB, com acréscimo na mortalidade a

medida que aumentou a concentragdo da auxina (Figura 6a). A maior

sobrevivéncia das estacas (85%) foi observada no tratamento 0 horas de imerséo
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e 0 mg.L""de AIB (Figura 6a). A imersdo em agua por 24 e 48 horas prejudicou a
sobrevivéncia e desenvolvimento das estacas, sendo que no tratamento 48 horas
todas as estacas morreram nas primeiras semanas do experimento.

As estacas de plantas jovens apresentaram maior sobrevivéncia, ficando
entre 42% e 60%, enquanto que sobreviveram entre 0% e 46% das estacas
oriundas de plantas adultas (Figura 6a). O baixo percentual de sobrevivéncia e
enraizamento das estacas oriundas de plantas adultas pode ter ocorrido devido a
época do ano em que foram coletadas as mesmas, ja que no periodo da coleta a
planta apresentava-se em plena floragdo. Da mesma forma, Sasso (2009)
propagando a jabuticabeira Agu (Myrciaria sp.) por estacas apicais herbaceas (10
cm) coletadas no término da frutificacdo, obteve percentagem de enraizamento em
torno de 7,1%. O autor justifica dizendo que este fato pode estar relacionado com
a menor concentracdo de reservas da planta-matriz, devido ao estadio que se
encontrava a planta matriz no momento da coleta das estacas.

Lopes (2009) estudando a estaquia de diferentes tipos de estacas semi-
lenhosas (apical, mediana e basal) das espécies de cerejeira-do-mato (E.
involucrata D.C.), pitangueira (E. uniflora L.) e grumixameira (E. brasiliensis Lam),
verificou que a sobrevivéncia das estacas de pitangueira foi afetada
negativamente pelas maiores doses de AIB, contudo o percentual de
sobrevivéncia observado foi similar ao deste trabalho, para a dose de 0 mg.L™ de
AIB. Quanto as outras espécies, grumixameira ndo apresentou efeito significativo
a dose de auxina (atingindo cerca de 95% de sobrevivéncia em estacas apicais) e

em cerejeira-do-mato observou uma correlacdo entre o incremento das doses de
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AIB e sobrevivéncia das estacas, alcancando até 50 % e 55,5 % de sobrevivéncia

para estacas da por¢do mediana e basal.
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FIGURA 6: a) Percentual de sobrevivéncia, b) retencéo foliar (n°de folhas/estaca)

e ¢) emisséo foliar em

miniestacas de pitangueira. Porto Alegre, 2009.

A dose de 0 mg.L' AIB propiciou a maior retencdo de folhas,

independentemente da idade da p

lanta matriz e do tempo de imerséo, retendo até

1,5 folhas por estaca no tratamento O horas de imersao (Figura 6b). No entanto,

para a emissdo de novas folhas o incremento ocorreu até a dose de 2400mg.L™

AIB para estacas de plantas jove

Costa Juanior (2000) a presenca d

ns e 0 horas de imerséo (Figura 6¢). Segundo

e folhas no enraizamento de estacas influencia
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no processo de formacdo radicial, auxiliando no transporte de substancias
promotoras de enraizamento e promovendo a perda de agua por transpiracao.

Nachtigal et al. (1994), trabalhando com enraizamento de estacas
herbaceas de aracazeiro (Psidium cattleyanum Sabine, Myrtaceae), em pleno
crescimento vegetativo, obtiveram tendéncias a fitotoxidez de AIB com aumento
das concentracbes aumentando a queda das folhas e a morte das estacas. Os
autores relacionam este fato com o efeito fitotéxico do AIB, principalmente pela
formacdo de uma camada de abscisdo foliar que provoca queda das folhas e
posterior morte das estacas.

Assim como no presente estudo, a queda de folhas, também foi verificada
em goiabeira-serrana, o que influenciou negativamente na percentagem de
sobrevivéncia de estacas (Franzon et al., 2004). Segundo Pasqual et al. (2001), é
necessario que haja um balanco hormonal endégeno adequado, especialmente
entre auxinas, giberelinas e citocininas, ou seja, equilibrio entre promotores e
inibidores do processo de iniciacdo radicial. As folhas também séo requisitos
essenciais para o enraizamento das estacas (Silva, 1998), tendo demonstrado
grande participacdo no processo de enraizamento, por contribuirem com
substancias benéficas ao mesmo (Oliveira, 2000).

Houve interagéo entre as doses de AIB testadas e a idade da planta matriz,
para a calogénese das estacas sobreviventes, sendo os tratamentos estaca de
planta adulta e 0 mg.L*AIB, a combinacdo que apresentou maior proliferacéo de
calos 34,14% (Tabela 15, Figura 7a). Contudo ndo houve interacdo entre os

demais fatores. Entre os tempos de imersédo, 0 horas foi o que acarretou a maior
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calogénese, com média de 7,26%, enquanto o tempo 24 horas apresentou

somente 3,39% em meédia (Tabela 15).

TABELA 15. Calogénese relativa de miniestacas de pitangueira. Porto Alegre,

2009.
Calogénese relativa em estacas (%)
Doses de AIB (mg.L™)
Idade da planta matriz 0 2000 4000 6000
Adulta 34,14 A 0,00 B 000 B 0,00 B
Jovem 7,63 B 0,00 B 2,58 B 0,00 B
Tempo de pré-lavagem (horas)
Idade da planta matriz Oh 24 h
Adulta 9,67 3,16
Jovem 5,00 0,00
Média 7,26 A 339 B
CV % 33,87

Médias seguidas de distintas letras maiuscula na linha e mindscula na coluna,
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p> 0,05). Dados transformados
(V(x+10).

Segundo Hartmann et al. (2002), quando as estacas sao colocadas em
condi¢des de enraizamento, comumente ocorre a formacao de calos, os quais sédo
massas irregulares de células parenquimaticas em diferentes estagios de
lignificagcdo, através dos quais as raizes emergem. Porém, a formacéo das raizes
adventicias e dos calos € independente e sua ocorréncia simultanea se explica
pelo fato de ambos envolverem processo de divisao celular, o que pode depender
de condic¢des internas e ambientais similares.

O enraizamento ocorreu apenas em estacas de plantas jovens (Figura 7),
tendo interagido os fatores idade da planta matriz e tempo de pré-lavagem, sendo
estatisticamente superior, com 69,07% de enraizamento, as estacas de planta
jovem ndo submetidas a pré-lavagem (Tabela 16). Entre as doses de AIB

estudadas, ndo houve diferencas significativas, ficando entre 36,09% e 44,15% de

enraizamento nas estacas de plantas jovens (Tabela 16).
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FIGURA 7. a) Calogénese em estacas de planta matriz adulta, b) estaca emitindo

nova brotagédo, c) estacas de planta adulta, ndo submetidas a imerséo
e sem adicao de auxina, d) estacas de planta adulta, submetidas a 24
horas de imersdo e sem adicdo de auxina, e€) estacas de planta
jovem, ndo submetidas a imersao e sem adicdo de auxina, f) estacas
de planta jovem, ndo submetidas & imerséo e com adigdo 2000mg.L™
de AIB, g) estacas de planta jovem, ndo submetidas a imersdo e com
adicdo 4000mg.L* de AIB, h) estacas de planta jovem, n&o
submetidas & imersdo e com adicdo 4000mg.L™" de AIB, i) estacas de
planta jovem, ndo submetidas & imersdo e com adi¢cdo 6000mg.L™* de
AlIB, j) estacas de planta jovem, submetidas a 24 horas de imerséo e
sem adicdo de auxina, I) estacas de planta jovem, submetidas a 24
horas de imersdo e com adicdo 2000mg.L™ de AIB; Porto Alegre,
dezembro de 2009.
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Para aracazeiro, Nachtigal & Fachinello (1995), observaram resultado
diferente ao deste trabalho, j& que o aumento de concentracoes de AIB
proporcionou aumento no percentual de enraizamento, até a concentracdo de
4000 mg L™, diminuindo o percentual de enraizamento a partir de 6000 mg L™ de
AIB, para esta espécie. Da mesma forma, em experimento realizado com
jabuticabeira (M. jabuticaba Berg.), Scarpare et al. (2002), observaram aumento
nos percentuais de enraizamento a medida que aumentava-se as doses de AIB
(20,17%, 33,0%, 35,08%, 11,0% e 22,58% de enraizamento para as doses
respectivas de 0, 3000, 6000, 9000 e 12000 mg L™ AIB), contudo a partir da dose

de 6000 mg L-1 o efeito do AIB passou a ser considerado inibitdrio.

TABELA 16. Enraizamento relativo de miniestacas de pitangueira. Porto Alegre,

20009.

Enraizamento relativo em estacas (%)

Doses de AIB (mg.L™)
Tratamentos 0 2000 4000 6000 Média
Adulta 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 B
Jovem 36,09 44,15 38,79 35,82 38,66 A
Média 14,75 17,67 15,74 14,65

Tempo de pré-lavagem (horas)

Idade da planta matriz Oh 24 h
Adulta 0,00 Ab 0,00 Ab
Jovem 69,07 Aa 15,59 Ba
CV % 33,60

Médias seguidas de distintas letras mailscula na linha e mindscula na coluna,
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p> 0,05). Dados transformados
(V(x+10).

Também com resultado diferente deste estudo, Coutinho et al. (1992) e
Franzon (2004) com goiabeira-serrana, e Lopes (2009) com cerejeira-do-mato (E.

involucrata D.C.), pitangueira (E. uniflora L.) e grumixameira (E. brasiliensis Lam)

nao obtiveram sucesso no enraizamento de estacas destas espécies. Coutinho et
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al. (1992) testando tratamentos formados pela combinacdo de 5000 mg L-1 e
diferentes concentracbes de polivinilpirrolidona (PVP), um antioxidante, n&o
obtivram sucesso no enraizamento de estacas de goiabeira-serrana, ocorrendo
apenas a formacao de calo na base das estacas.

Em dois ensaios com as espécies de cerejeira-do-mato (E. involucrata
D.C.), pitangueira (E. uniflora L.) e grumixameira (E. brasiliensis Lam), Lopes
(2009) observou a formacgéo de calos nas estacas sobreviventes (média de 90,5%
em pitangueira e 85% em grumixameira), independente do tipo e da dose de AIB
utilizada, encontrando raiz somente em 6,67% nas estacas de cerejeira-do-mato
tratadas com 500 e 1000 mg.L™* de AIB. Da mesma forma, Franzon et al. (2004)
observaram em seu estudo com estacas herbaceas de diferentes tamanhos de
goiabeira-serrana que o numero de estacas com formacédo de calo ndo diferiu
significativamente entre os diferentes tratamentos testados com concentracdes de
AIB (0, 2000, 4000, 8000 mg.L™"), além da auséncia de enraizamento das
mesmas.

N&o houve interacdo entre os fatores doses de AIB e idade e, tempo de pré-
lavagem e idade, para a oxidac&o relativa das estacas (Tabela 17). Contudo a
oxidacdo foi significativamente maior nas estacas de plantas jovens e também
naquelas ndo submetidas a pré-lavagem, com 13,3% e 13,1% respectivamente
(Tabela 17).

Quanto ao parametro de crescimento das plantas houve resposta
quadratica positiva, com incremento até 2900mg.L™ de AIB, para aquelas estacas
coletadas de planta jovem para massa fresca e seca de parte aérea (Figura 8a e

8b). Ja para aquelas coletadas de plantas adultas a resposta foi quadratica
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negativa, em funcdo da morte do material submetido as doses de 4000mg.L™ e
6000mg.L™* de AIB (Figura 8a e 8b). Para as mesmas variaveis o tempo de

imersdo néo foi significativo (Figura (8a e 8b).

TABELA 17. Oxidacao relativa de miniestacas de pitangueira. Porto Alegre, 2009.

Oxidacao relativa em estacas (%)

Doses de AIB (mg.L'l)

0 2000 4000 6000
Adulta 19,09 0,00 0,00 0,00
Jovem 12,14 11,02 13,53 18,43
CV % 35,84 (ns)

Tempo de pré-lavagem (horas)

Idade da planta matriz Oh 24 h Média
Adulta 5,94 1,88 38 b
Jovem 21,61 6,93 13,3 a
Média 13,1 A 4,29 B
CV % 35,84

Médias seguidas de distintas letras mailscula na linha e mindscula na coluna,
diferem significativamente pelo teste de Duncan (p> 0,05). Dados transformados
(V(x+10).

As doses de AIB utilizadas apresentaram resposta quadrética para a massa
seca de raiz e resposta nao significativa para a massa fresca das mesmas (Figura
8c).

Na analise do numero de folhas e area foliar, as estacas de planta adulta
apresentaram resposta quadratica negativa e para o restante dos fatores a
resposta foi estatisticamente nao significativa.

Marinho et al. (2009) estudaram a miniestaquia de goiabeira e observaram
que o tamanho da estaca influenciou na brotacdo da parte aérea, sendo que
estacas de menor comprimento, como as utilizadas neste estudo, apresentaram
maior massa e tamanho de brotagcbes da parte aérea, dentro do intervalo

estudado, entretanto, estacas de maior comprimento do caule resultaram em

maior comprimento e massa fresca de raizes.
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FIGURA 8. a) Massa fresca de parte aérea, b) massa fresca de raiz, c)massa seca
de parte aérea, dymassa seca de raiz, €) numero de folhas e, f) area
foliar de miniestacas de pitangueira. Porto Alegre, 2009.



5 CONCLUSOES

A multiplicacdo in vitro de pitangueira é possivel quando utilizado
tratamento com solucdo bactericida (acido ascoérbico e tetraciclina 60mg) nos
explantes, estabelecendo-os inicialmente em meio WPM com 0,2mg.L™ de ANA e
subcultivando-os para meio acrescido de 0,2mg.L™" BAP. Ainda, ao iniciar-se o
estabelecimento da espécie pela fase de enraizamento (0,2mg.L™* ANA), pode-se
obter a regeneracdo completa de plantulas. A aclimatizacdo pode ser realizada em
camara de nebulizag&o intermitente.

Para a propagacdo vegetativa por estaquia da espécie, pode-se utilizar
miniestacas oriundas de plantas jovens, sem a necessidade de tratamento com

auxina exdgena, nem tampouco imersdo em agua.



6 CONSIDERACOES FINAIS

A pitangueira tem um grande potencial para a exploracdo econdémica, tanto
pelo consumo in natura de seus frutos, pelo seu potencial fitoterapico, pela
utilizacéo de seus 6leos essenciais na industria de cosmeéticos e também pelo seu
valor ornamental. E uma espécie de grande potencial adaptativo a diferentes
regibes de cultivo e de grande variabilidade genética. Contudo, € propagada
majoritariamente por via sexuada, o que acarreta em desuniformidade dos
pomares afetando tanto a quantidade quanto a qualidade de producao de frutos.
Ainda, sdo poucas as informacdes quanto aos métodos de propagacao vegetativa
da espécie, dificultando assim a multiplicacdo desta. Neste contexto os resultados
aqui apresentados contribuem para o conhecimento de tais aspectos, embora
ainda haja uma série de trabalhos a serem realizados para se atingir o objetivo de
propagar a pitangueira satisfatoriamente por via assexuada.

Quanto aos estudos realizados através da micropropagacao, observou-se
que had a necessidade de dar continuidade a estes quantos aos métodos de
desinfestacdo, meios de cultivo e doses de fitorreguladores visando a melhoria
nos percentuais de enraizamento e brotacao dos explantes, bem como na reducéo

de explantes oxidados e contaminados.
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J& a miniestaquia mostrou ser um método promissor para a multiplicacéo da
espécie, no entanto, ainda € preciso realiza-la em outras épocas do ano, em

plantas adultas de gendtipos promissores em estadio de crescimento vegetativo.

Além de seguir os testes quanto aos métodos propagativos dessa espécie,
ainda € preciso observar, nas mudas produzidas por propagacao assexuada, o

seu desenvolvimento e a sua adaptabilidade no campo.
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8 APENDICES

APENDICE 1. Identificacdo e descricdo taxondmica das frutiferas nativas
coletadas em diferentes locais, no Herbario do Departamento de
Botanica da UFRGS, Porto Alegre, RS, 2008*.
Nome Familia ICN Nome Localizagdo Habitat Biologia
Cientifico Popular (Brasil)
Eugenia Myrtaceae 157167 pitangueira RS, na estacgao arbusto denso * 2 m, folhas
uniflora L. Eldorado do  experimental verde, ovaladas, flores 4
Sul agrondmica/ pétalas brancas, frutos
UFRGS globosos costados,
vermelhos
Eugenia Myrtaceae 157168 pitangueira RS, em residéncia arvore + 3 m, folhas verde,
uniflora L. Arroio dos particular ovaladas, flores 4 pétalas
Ratos brancas, frutos globosos
costados, roxo escuro
Eugenia Myrtaceae 157169 pitangueira RS, em residéncia arvore + 3 m, folhas verde,
uniflora L. Arroio dos particular ovaladas, flores 4 pétalas
Ratos brancas, frutos globosos
costados, vermelho
Eugenia Myrtaceae 157172 pitangueira RS, em residéncia  arvore + 1,8 m, folhas verde,
uniflora L. POA particular ovaladas, flores 4 pétalas
brancas, frutos globosos
costados, vermelho a
alaranjado escuro
Eugenia Myrtaceae 157173 pitangueira RS, na estacao arvore + 2 m, folhas verde,
uniflora L. Eldorado do  experimental ovaladas, flores 4 pétalas
Sul agronémica/ brancas, frutos globosos
UFRGS costados, vermelho

Lopes, 2009



APENDICE 2. Composi¢éo dos meios de cultivo MS, WPM e DSD1.
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MS WPM DSD1
Compostos ey mg.L -
NH4NO3 1650 400 100
KNO3 1900 - 1000
K2S504 - 990 -
MgS04.7H20 370 370 180
KH2PO4 170 170 100
Ca(N0O3)2.4H20 - 556 500
MnSO4. 4H20 22,3 22,3 1,2
H3B03 6,2 6,2 1
Kl 0,83 - -
ZnS04.7H20 8,6 8,6 1
FeS04.7H20 27,8 27,8 27,5
Na2.EDTA 37,2 37,2 37,5
CuSO04. 5H20 0,025 0,25 0,025
CaCl2. 2H20 440 - -
CoCl2. 6H20 0,025 - 0,025
Na2MO4.2H20 0,25 0,25 -
Vitaminas
Tiamina 0,1 1,0 1
Piridoxina 0,5 0,5 1
Acido Nicotinico 0,5 0,5 1
Glicina 2,0 - -
Fonte de Carbono
Sacarose 30 x103 30 x103 20x103
Mio-Inositol 100 100 10
Agente Gelificante
Agar-Agar 6x103 6x103 7x103
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- EXterior
—— Casa de nebulizagéo

Temperatura C

20 -

' I ' I ' I ' I ' I
16/9 1/10 16/10 31/10 15/11 30/11
Data

APENDICE 3. Temperatura média no interior e exterior da casa de nebulizagéo,

no periodo de realizacdo do experimento de estaquia. Porto Alegre,
Dezembro de 2009.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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