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Estabelecimento in vitro de sementes de Psidium
cattleianum Sabine

In vitro establishment of seeds of Psidium cattleianum Sabine
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RESUMO
O aragazeiro-vermelho possui caracteristicas que interessam a pesquisadores e Recebido em: 9 out. 2018
produtores. O objetivo do presente estudo foi avaliar diferentes estados fisicos do Aceito em: 26 nov. 2019

meio de cultura e métodos de superagdo da dorméncia no estabelecimento in vitro
de sementes de aragazeiro-vermelho. O experimento aconteceu no Laboratério de
Micropropagacdo Vegetal da Universidade do Estado de Santa Catarina, em Lages.
Foram estudados dois estados fisicos do meio de cultura MS (sélido e liquido) e
dois métodos de superagao da dorméncia (acido sulftrico 96% e agua quente a
80°C). Aos 40 dias, avaliaram-se o percentual germinativo, o comprimento médio
de plantula (cm) e o indice de velocidade de germinagao (IVG). Nao houve interagao
entre os fatores estudados, portanto, foram analisados individualmente. A maior
taxa de germinagao (75%), o maior comprimento médio de plantulas (1,10 cm) e o
maior IVG foram obtidos com o cultivo das sementes em meio liquido. A superacao
da dorméncia das sementes, efetuada com a agua quente, proporcionou a maior
germinagao (66%), o maior comprimento médio de plantula (0,96 cm) e o maior
IVG. O cultivo em meio liquido e a pré-imersao das sementes em dgua quente (80°C)
mostraram-se eficientes e podem ser recomendados para o estabelecimento in vitro
de aragazeiro-vermelho.

Palavras-chave: indice de velocidade de germinacgao; micropropagagao; Myrtaceae.

ABSTRACT

The red guava Psidium cattleianum has characteristics that interest researchers
and producers. The objective of the present study was to evaluate different
physical states of culture medium and methods of overcoming dormancy in the
establishment of in vitro seeds of the red guava. The experiment was carried out at
the Plant Micropropagation Laboratory of Santa Catarina State University in Lages.
Two physical states of MS culture medium (solid and liquid) and two dormancy
overcoming methods (96% sulfuric acid and 80°C hot water) were studied. At 40
days, germination percentage, mean seedling length (cm) and germination speed
index (IVG) were evaluated. There was no interaction between the factors studied,
therefore, they were analyzed individually. The highest germination rate (75%), the
highest average seedling length (1.10 cm) and the highest IVG were obtained by
cultivating the seeds in liquid medium. Overcoming seed dormancy through warm
water provided the largest germination (66%), the longest average seedling length
(0.96 cm) and the highest IVG. Cultivation in liquid medium and pre-immersion of
seeds in hot water (80°C) proved to be efficient and may be recommended for the
establishment of red guava in vitro.

Keywords: germination speed index; micropropagation; Myrtaceae.
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INTRODUCAO

0 araca-vermelho (Psidium cattleianum Sabine L.), pertencente a familia Myrtaceae (SOBRAL et
al., 2014), é considerado uma espécie nativa do bioma mata atlantica (RBMA, 2018), podendo ser
encontrado em todo o territério brasileiro (GASPER et al., 2013). A espécie possui grande importancia
em programas de recuperacdo de ecossistemas degradados (FRANZON et al., 2009).

O fruto do aracgazeiro pode serconsumido na forma in natura (apresentando boas caracteristicas,
como o elevado teor de vitamina C) bem como na forma industrializada, por meio da fabricacao de
sucos, doces e geleias (SANTOS et al.,, 2014). Estudos sobre a composi¢cao quimica dos frutos
do aracazeiro-vermelho indicam que sao ricos em metabdlitos secundarios, tais como compostos
fendlicos, acido ascorbico e carotenos, e possuem atividades antioxidantes, prevenindo a oxidacao
celular (MENEZES et al., 2010; MEDINA et al., 2011; CHALANNAVAR et al., 2013). O potencial exibido
pelo araca-vermelho chamou a ateng¢ao do Ministério do Meio Ambiente, que o incluiu em sua lista
de espécies nativas produtoras de alimentos com capacidade para uso imediato ou futuro, em
ecossistemas tropicais e subtropicais (LISBOA et al., 2011).

Em termos de propagacao, as primeiras tentativas foram feitas utilizando-se estacas
semilenhosas, em que se verificou que o aracazeiro é uma espécie de dificil enraizamento (NACHTIGAL
et al., 1994), fato que demonstra limitacoes de propagacao assexuada para tal espécie, com baixas
taxas de multiplicacao. A principal forma de propagacao é via sementes (RASEIRA et al., 2004;
LORENZI, 2008), que se apresentam em ndmero de 5 a 250 por fruto, além da caracteristica de
haver pouca variabilidade genética, pelo fato de boa parte das sementes ser produzida por apomixia
(FRANZON et al., 2009).

No entanto as sementes de Psidium cattleianum Sabine L. tém caracteristicas relacionadas
a recalcitrancia e dorméncia tegumentar, em virtude da baixa embebicdao da semente (LISBOA et
al., 2011; MEDINA et al., 2011), o que pode atrasar a germinagao por varios anos e torna-la menos
homogénea, nao assegurando a producao de mudas. Além do mais, a espécie apresenta reducao
de sua qualidade fisiolégica durante o armazenamento (CISNEIROS et al., 2003). Diante disso, a
aceleracao e a uniformizacao da germinacao das sementes sao importantes para a producao de
mudas em larga escala.

A biotecnologia, por intermédio da técnica de micropropagacao, pode ser usada para a produgao
de grande quantidade de material em curto espaco de tempo, com 6timas condi¢oes fitossanitarias,
e permite a propagacao de espécies dificeis de serem multiplicadas por outros métodos (DAMIANI
& SCHUCH, 2009), tornando-se uma alternativa promissora para a producao comercial de mudas
(FARIA et al., 2012).

Nos dltimos anos, a cultura de tecidos vegetais vem avancando nos estudos em relacao a
propagacao de Psidium cattleianum Sabine L. (FREIRE et al., 2017; FREIRE et al., 2018). Diversos
fatores incidem na resposta desejada e, de acordo com Marcos Filho (2005), o potencial hidrico, a
concentracao de sais e a presenca de sacarose no meio de cultura para a germinacao das sementes
devem ser levados em consideracao. A composicao do meio de cultura tem funcao importante
também nas respostas de crescimento de células e tecidos, ja que plantas ou explantes cultivados
in vitro possuem exigéncias nutricionais especificas e requerem meios nutritivos compostos por
minerais, vitaminas e fontes de energia (BRAGA et al., 2009).

Na cultura de tecidos vegetais, a utilizacao do meio de cultivo liquido ou geleificado pode
alterar drasticamente o desenvolvimento in vitro, mesmo quando se emprega igual formulacao do
meio. Isso acontece por causa de diferencas no teor de umidade, disponibilidade e absorcao de
nutrientes (THORPE et al., 2008). Além disso, existe a possibilidade de ocorrer um efeito osmético.
0 agar, um tipo de agente geleificante de natureza polissacaridica produzido por algas (CID, 2001),
usado na cultura de tecidos para dar suporte aos explantes, representa um dos componentes mais
caros para a propagacao in vitro de plantas em larga escala (GALLO et al., 2014).

Nesse sentido, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito de diferentes estados
fisicos do meio de cultura e a eficiéncia de métodos de superacao da dorméncia no estabelecimento
in vitro de sementes de aracazeiro.
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MATERIAL E METODOS

Frutos maduros de aracazeiro-vermelho foram coletados no pomar didatico de plantas
nativas do Centro de Ciéncias Agroveterinarias — Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV
/ Udesc), em Lages (SC). Em seguida, foram levados para o Laboratério de Micropropagacao
Vegetal, pertencente a mesma universidade, onde se extrairam as sementes por despolpamento
manual e maceracao dos frutos sobre peneiras.

As sementes foram colocadas para secar a sombra por quatro dias e, logo apds, foram
mantidas sob refrigeracao (4°C) durante sete dias. Em seguida, foram lavadas previamente com
agua destilada e transferidas para camara de fluxo laminar, onde se realizou a assepsia do material
mediante imersao das sementes em alcool 70% durante um minuto. Logo apés, as sementes
foram colocadas em uma solucao de hipoclorito de sédio 2,5% contendo trés gotas de detergente
comercial Tween 20® por 15 minutos e, a seguir, passaram por uma triplice lavagem, com agua
destilada e autoclavada. Logo depois, imergiram-se as sementes em acido sulfdrico concentrado
(96%) ou agua fervente (80°), ambos durante um minuto. Ressalta-se que a escolha do tempo de
imersao nao seguiu um protocolo especifico.

O meio de cultura empregado para o estabelecimento da cultura foi o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), com adicdo de sacarose (30 g L), mio-inositol (0,1 g L) e ajuste do pH para 5,7 £
0,1. Os tubos de ensaio contendo os meios foram autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

As sementes foram inseridas nos tubos de ensaio de acordo com os tratamentos, que
diferiram quanto a consisténcia do meio — MS liquido com espuma fendlica ou MS com agente
geleificante (6 g L* de agar) — e aos métodos de superacao da dorméncia — imersao em acido
sulfurico concentrado (96%) ou agua fervente (80°C).

Os tubos de ensaio com os distintos tratamentos foram transferidos para a sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25 = 2°C e intensidade luminosa de
27 ymol.m?2s™,

Aos 40 dias, realizaram-se analises do percentual de germinacao e do comprimento médio
de plantula (cm). Para calcular o indice de velocidade de germinacao, as avaliacdes ocorreram em
intervalos de dez dias, durante 40 dias, e empregou-se a formula proposta por Maguirre (1962):
IVG = G1/N1 + G2/N2 +...+ Gn/Nn, em que G = nimero de plantas germinadas, N = periodo de
dias em que houve germinacao e n = tempo considerado. Foi contabilizada como germinada a
semente que apresentou a protrusao da radicula.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial
duplo 2x2 (estado fisico do meio de cultura e métodos para superacao da dorméncia), originando
quatro tratamentos com cinco repeticoes, sendo cada repeticao composta por seis tubos de
ensaio, totalizando 120 sementes. Submeteram-se os dados obtidos ao teste de normalidade de
Shapiro-Wilk e a analise de variancia, e as médias, quando significativas, foram comparadas entre
si por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Por intermédio da anadlise de variancia, verificou-se que nao houve interacao entre o estado
fisico do meio de cultura e os métodos para superagao da dorméncia na germinagao in vitro € no
comprimento médio de plantulas de aracazeiro (tabela 1). Portanto, analisaram-se ambos os fatores
de forma isolada.
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Tabela 1 — Analise de variancia (Anova) para os fatores de variagao nos dados de germinagao e comprimento
médio de plantulas de aragazeiro-vermelho estabelecidas in vitro em diferentes estados fisicos do meio de
cultura e métodos para superacao da dorméncia.

Quadrado médio
Fonte de variacao Graus de liberdade Germinacao (%) Comprimento médio (cm)
Meio de cultura 1 28,03* 0,078*
Superacao da dorméncia 1 9,67* 0,245%*
Meio x superagao 3 1,36 0,008
Erro 12 0,78 0,004
Coeficiente de variacao (%) 12,07 5,35

0 estado fisico do meio nutritivo influenciou a germinacao e também o comprimento médio
das plantulas originadas. O percentual germinativo obtido com a utilizacao do meio liquido foi o
dobro do constatado no meio com a presencga do agente geleificante. Da mesma maneira, 0 maior
comprimento médio de plantulas foi atingido no meio de cultura sem a presenca de agar (tabela 2).

Tabela 2 — Percentual de germinagao e comprimento médio de plantula (cm) de sementes de frutos de
aracazeiro estabelecidas in vitro em diferentes estados fisicos do meio de cultura.

Liquido Soélido

Germinacao (%) 75 a* 37,5b

Comprimento médio (cm) 1,10 a 0,39b
Coeficiente de variacao (%) 12,07

* Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Os maiores percentuais de germinacao com a utilizacao do meio liquido provavelmente
decorrem da melhor hidrata¢ao dos tecidos no processo de germinag¢ao. Entre os principais fatores
que afetam a hidratacao dos tecidos, destacam-se o potencial osmético dos meios de cultura e as
concentragoes de agar. Assim, a medida que o potencial osmético diminui e o potencial matricial
muda, hd menor hidratacao dos tecidos e, consequentemente, menor absor¢ao de agua, o que
dificulta o processo de germinagao.

A melhor resposta obtida para a variavel comprimento médio de plantulas com a utilizagcao do
meio de cultura liquido (figura 2) esta relacionada com o aumento na superficie de contato com o
meio, ocasionando maior difusao, absorcao e reposicao dos nutrientes in vitro, 0 que proporcionou
melhor desenvolvimento das plantulas (PULLMAN & SKRYABINA, 2007). O agar, além de ser o
agente geleificante tradicionalmente usado em pesquisas (GORDO et al., 2012), promove condicdes
ideais de suporte. Porém altas concentracoes dessa substancia afetam a disponibilidade e a
disseminacao de outros componentes presentes no meio de cultura (CID, 2010), podendo gerar o
aumento da resisténcia a difusao de sais e a diminuicao do potencial hidrico em comparacao ao
meio liquido, tendo como consequéncia a inibicao do crescimento (PEREIRA-NETO et al., 2007).
De acordo com George (1993), o explante também tem um contato menos eficiente com o meio
de cultura solidificado, o que afeta a disponibilidade de macro e micronutrientes e impacta o
crescimento das plantas.
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Figura 1 — Plantulas de aracgazeiro estabelecidas in vitro em: A) meio de cultura liquido + espuma fendlica; B)
meio de cultura sélido.

Dos métodos testados para superacao da dorméncia das sementes de aracazeiro, a imersao
em agua quente (80°C) durante um minuto mostrou-se mais eficiente, propiciando os maiores
percentuais germinativos e o maior comprimento médio de plantulas (tabela 3).

Tabela 3 — Percentual de germinagao e comprimento médio de plantula (cm) de sementes de frutos de
aracazeiro estabelecidas in vitro em diferentes métodos de superacao da dorméncia.

Agua fervente 80°C Acido sulfirico 96%
Germinacao (%) 66 a* 46 b
Comprimento médio (cm) 0,96 a 0,48 b
Coeficiente de variacao (%) 5,35

* Médias seguidas pelas mesmas letras nao diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

0 aumento da germinacao, gracas a temperatura de 80°C, conseguiu promover o amolecimento
do tegumento de Psidium cattleianum Sabine L. e possibilitou a embebi¢cdo da semente e, com isso,
o0 rompimento da dorméncia tegumentar. Resultados semelhantes foram encontrados por Tomaz
et al. (2011), que, ao estudar métodos de superacao da dorméncia em sementes de aragazeiro,
verificaram que o0 armazenamento das sementes em geladeira com posterior imersao em agua a 80°C
por 25 segundos apresentou maior indice de germinacao. Segundo Oliveira et al. (2003), a utilizagao
de agua quente é um método eficiente, pratico e de baixo custo na promoc¢ao da germinagao.

Tratamentos com acidos sao usados para promover fissuras no tegumento das sementes que
possuem casca impermeavel. O tempo de permanéncia € de grande importancia, pois as sementes
devem ser retiradas imediatamente antes que o acido penetre no tegumento. Com os resultados
obtidos no presente ensaio, foi possivel constatar que o tempo de imersao das sementes em acido
sulfdrico durante um minuto nao foi suficiente para superar de maneira efetiva a dorméncia em
sementes de Psidium cattleianum Sabine L. Freire et al. (2017), em seu experimento com diferentes
métodos para superar a dorméncia de sementes de aracazeiro in vitro, observaram que as maiores
porcentagens de germinacao e o maior indice de velocidade de germinacao de sementes de aragazeiro
sao obtidos com a imersdao em acido sulfurico durante 20 minutos. Entretanto Baskin & Baskin
(2014) sugerem que o tempo para a escarificagao acida de sementes com dorméncia tegumentar
deva ser cuidadosamente testado, ja que tempos ligeiramente acima do ideal podem danificar o
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embriao e impedi-lo de germinar. Os mesmos autores citam que a adicao de acidos concentrados
altera o pH das solu¢des que envolvem o embriao, interferindo na germinagao das sementes, pois
cada espécie apresenta uma faixa limitada de pH ou ainda um pH especifico para germinacao.

O indice de velocidade de germinagcao (IVG), no cultivo das sementes em meio de cultura
liquido, evidenciou valores superiores em relacao ao cultivo em meio de cultura sélido em todos os
dias em que foram feitas as avaliacoes (figura 2).
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Figura 2 - indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes de frutos de aracazeiro estabelecidas in vitro
em diferentes estados fisicos do meio de cultura.

Alcancaram-se os melhores resultados para IVG quando a superacao da dorméncia foi efetuada
com agua fervente a 80°C, em todos os dias de observacgao (figura 3).
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Figura 3 - Indice de velocidade de germinacao (IVG) de sementes de frutos de aracazeiro estabelecidas in vitro
em diferentes métodos de superagao da dorméncia.

O maior IVG obtido com a utilizacao do meio de cultura liquido e com o0 método de superacao da
dorméncia em agua fervente evidencia o potencial desses métodos em favorecer o desenvolvimento
de plantulas. De acordo com Oliveira et al. (2009), quanto maior o IVG, mais vigorosas sao as
sementes.
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CONCLUSAO

O meio de cultura liquido € o mais indicado para germinacao in vitro de sementes de aracazeiro.
O uso de agua quente (80°C) durante um minuto € o método mais eficiente para a superacao da
dorméncia de sementes de Psidium cattleianum Sabine L.
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