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RESUMO

Eugenia involucrata apresenta sementes recalcitrantes e é dotada de elevado potencial economico e ambiental, o que
justifica a realizagao de estudos relacionados a produgao de mudas via cultura de tecidos. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar concentrag¢des de Polivinilpirrolidona (PVP) e GA, no cultivo in vitro. Testaram-se diferentes concentra-
¢oes de PVP: 0; 0,5; 1 ou 1,5 g L' e, em um segundo experimento, de GA;: 0; 1; 2 ou 4 uM, em dois periodos de cultivo
in vitro (30 ou 60 dias). Nao houve efeito significativo de PVP, observando-se médias altas para sobrevivéncia (83,10%) e
estabelecimento (73%), mas baixas para oxidagao fenolica (16,55%). No segundo experimento, foi observado efeito signi-
ficativo do periodo de cultivo apenas para sobrevivéncia, enquanto que, para altura média e niumero de brotos, somente
do GA,. A maior sobrevivéncia ocorreu aos 30 (88,10%), observando-se decréscimo aos 60 dias (61,45%). Para altura dos
brotos, a maior média (0,52 cm) foi obtida a 4 pM de GA,, ja, na sua auséncia, ocorreu a menor média (0,12 cm). Para
numero de brotos, obteve-se maior média (4,5) na sua auséncia, enquanto, a 4 M, ocorreu o menor ntimero (0,15). PVP é
dispensavel; GA, apresenta efeito no alongamento in vitro, mas reduz o numero de brotos em E. involucrata.

Palavras-chave: espécie florestal, PVP, GA,, micropropagagao, alongamento in vitro.

ABSTRACT

Eugenia involucrata presents recalcitrant seeds and is endowed with a high economic and environmental potential,
which justifies the realization of studies related to the production of seedlings via tissue culture. The present work
aimed to evaluate the effects of distinct concentrations of polyvinylpyrrolidone (PVP) and GA, in the in vitro culture.
Different concentrations of PVP were tested: 0; 0.5; 1 or 1.5 g L and, in a second experiment, of GA;: 0; 1; 2 or 4 uM,
in two in vitro culture periods (30 or 60 days). There was no significant effect of PVP, with high survival rates (83.10%)
and establishment (73%), but low for phenolic oxidation (16.55%). In the second experiment , significant effect of the
cultivation period was observed only for survival rate, whereas average height and number of shoots were affected
only GAjhad an effect. The greatest survival occurred at 30 days (88.10%), decreasing at 60 days (61.45%). For shoot
height, the highest mean (0.52 cm) was at 4 uM of GA,, and in the absence, the lowest mean (0.12 cm) occurred. For the
number of shoots, a higher mean was obtained (4.5) in its absence, whereas, at 4 uM, the lowest number occurred (0.15).
PVP is dispensable; GA, has an effect on in vitro elongation but reduces the number of shoots in E. involucrata.

Keywords: forest species, PVP, GA,, micropropagation, in vitro elongation.
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INTRODUCAO

A Cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata DC.) per-
tence a familia Myrtaceae e possui ocorréncia natu-
ral em varios estados brasileiros, distribuindo-se
do Rio Grande do Sul até Minas Gerais, além de
outros paises da América do Sul, como Argentina,
Uruguai e Paraguai (Lorenzi, 2016). A espécie
apresenta diversas caracteristicas desejaveis sendo
muito utilizada para uso madeireiro, fruticola, pai-
sagistico, ambiental e medicinal. Entretanto, sua
propagacao pela via seminal é bastante dificulta-
da, pois suas sementes sao consideradas recalci-
trantes, isto é, ndo se mantém viaveis durante lon-
gos periodos de armazenamento (Backes e Irgang,
2002; Carvalho, 2014).

Por apresentar elevado potencial econémico e
ambiental, justificam-se estudos relacionados a
producao de mudas via propagacdo vegetativa
(Degenhardt et al., 2007; Sartoretto et al., 2008), e,
particularmente, pela micropropagagao. Esta mo-
dalidade da cultura de tecidos é um método mui-
to estudado em diferentes espécies vegetais e que
mais tem se difundido e encontrado aplica¢des
praticas comprovadas. Entretanto, o emprego da
micropropagacao em escala comercial visando
a produgao de mudas pode ser limitado, devido,
entre outros fatores, ao elevado custo para obten-
¢ao da muda (Erig e Schuch, 2005), para isso cada
espécie necessita de ajustes em seus protocolos a
fim de otimizar as condic¢oes de cultivo das plantas
(Sartor ef al., 2013), e reduzir custos.

Dentre os fitorreguladores passiveis de utilizagado
na micropropagacao, o Acido giberélico (GA,), que
¢ uma das mais importantes giberelinas como pro-
duto comercial (Xavier et al., 2013), pode promover
um aumento na divisao celular. Essa giberelina,
geralmente, tem, como efeito fisioldgico, a indugao
ao alongamento dos brotos, favorecendo a propa-
gacao in vitro (Taiz et al., 2017).

Além dos fitorreguladores, podem ser adiciona-
dos ao meio nutritivo, também, aditivos, como ¢ o
caso da Polivinilpirrolidona (PVP), que diminuam
a intoxicacao dos explantes pelos compostos feno-
licos oxidados produzidos pelos préprios tecidos
vegetais. Estes compostos sdo, geralmente, libera-
dos nas zonas em que os explantes sofrem cortes,
dificultando, assim, o desenvolvimento in vitro da
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planta (Bezerra et al, 2014). Altas concentragoes
desses compostos fendlicos podem ocasionar a
morte do material vegetal e a abscisao foliar pre-
coce, que € acarretada pelo acimulo de etileno nos
tecidos cultivados in vitro, o qual torna o explante
mais fragil e reduz o seu desenvolvimento in vi-
tro (Kerbauy, 2008). A oxidagao fendlica é uma das
principais limita¢des da propagacao in vitro, espe-
cialmente quando se trabalha com espécies lenho-
sas (Sartor et al., 2013).

OPVPé um antioxidante que tem sido ampla-
mente utilizado nos cultivos in vitro e tem como
principal vantagem a captacao de elétrons, sendo
indicado no controle da oxidagao fendlica (Cid e
Teixeira, 2014). Adicionalmente a fungdo antioxi-
dante o PVP pode, também, regular o crescimento
in vitro das plantas (Xavier ef al., 2013).

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo
avaliar o efeito do antioxidante PVP no meio nutri-
tivo, no controle da oxidacao fendlica, e, também, o
efeito do GA; no alongamento in vitro de segmen-
tos nodais de Eugenia involucrata.

MATERIAL E METODOS

O trabalho, realizado no Laboratério de
Biotecnologia e Melhoramento, do Departamento
de Fitotecnia, Universidade Federal de Santa Maria
(UFSM), Santa Maria, RS, constituiu-se de dois ex-
perimentos, independentes um do outro, condu-
zidos em delineamento inteiramente casualizado.
O primeiro, teve a finalidade de avaliar somente
o efeito da Polivinilpirrolidona (PVP), apresentou
arranjo unifatorial e foi constituido por concentra-
¢oes do antioxidante, e o segundo, bifatorial (4x2),
somente o efeito de combinagdes de concentragoes
do Acido Giberélico (GA,) e perfodos de cultivo
no alongamento in vitro de explantes de Eugenia
involucrata.

Foram utilizados, como explantes, segmentos no-
dais que nao fossem extremamente lenhosos, com
aproximadamente lcm de comprimento e 167 mm
de diametro, de espécimes de Eugenia involucrata
cultivados em casa de vegetacdo com aproxima-
damente 9 anos de idade. No laboratdrio, as brota-
¢des foram lavadas com o auxilio de 4gua corrente
e detergente comercial e, apds, foram enxaguadas



duas vezes com 4gua destilada. Na sequéncia,
em camara de fluxo laminar, foram expostos, por
1min, a solugdo de etanol a 70% (v/v), e, a seguir,
submetidos a imersao em solugao de hipoclorito de
calcio a 3,0% (v/v) durante 15 min e, apds, em solu-
¢ao de hipoclorito de sodio a 2,0% (v/v) por 15min.
Por fim, os explantes foram enxaguados trés vezes
com agua destilada e autoclavada.

Em ambos experimentos, utilizou-se o meio nutri-
tivo MS (Murashige e Skoog, 1962), cuja concentra-
¢ao de sais foi reduzida a metade (*2MS), o qual
foi acrescido de 10 g L' de sacarose, 50 mg L1 de
mio-inositol, 4 g L' de dgar e pH, ajustado para 6,0,
conforme metodologia de Stefanel (2016). A uni-
dade experimental de ambos os experimentos foi
composta por um frasco de vidro com capacidade
para 150 mL, contendo 30 mL de meio nutritivo, e
trés explantes. O primeiro experimento foi com-
posto por quatro tratamentos e 10 repetigoes, to-
talizando 40 unidades experimentais e 120 explan-
tes. O segundo experimento foi composto por oito
tratamentos e 10 repetic¢Oes, totalizando 80 unida-
des experimentais e 240 explantes.

Anteriormente a inoculagao dos explantes e apds
a adicdo do agar, o meio nutritivo foi autoclavado
a 121°C e 1 atm durante 15 min. Os frascos foram
vedados com papel aluminio e as culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25+2°C, fotoperiodo de 16 h e intensi-
dade luminosa de 20 umol m2s, obtida a partir de
lampadas fluorescentes brancas frias tipo luz do dia.

No primeiro experimento, os tratamentos consisti-
ram das concentragdesde PVP (0;0,5;1,00ul,5gL"),
sendo a auséncia de PVP no meio nutritivo o trata-
mento testemunha. Foram avaliadas, apds 30 dias
de cultivo in vitro, as variaveis: sobrevivéncia in
vitro (indicada pela coloragao verde do explante),
estabelecimento in vitro (determinado pelo desen-
volvimento de primérdios foliares no explante) e
oxidacao fendlica (foram contabilizados como oxi-
dados os explantes que se apresentaram totalmen-
te e/ou com pelo menos a metade do seu tamanho
na coloragao marrom escuro), todas expressas em
porcentagem.

Jano segundo experimento, os tratamentos con-
sistiram da combinacdo das concentra¢des de GA,
(0; 1, 2 ou 4 pM), sendo a auséncia de GA, no meio

nutritivo, o tratamento testemunha, com os dois
periodos de cultivo in vitro (30 e 60 dias). Foram
avaliadas as variaveis: sobrevivéncia in vitro (in-
dicada pela coloracdo verde do explante) expressa
em porcentagem, altura média dos brotos (cm) e
numero de brotos. A variavel altura de brotos foi
mensurada, por meio de uma régua, avaliando-se
todas as brotagdes por explante para cada trata-
mento e repetigao.

Apés avaliar a normalidade dos erros pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade de
variancias por meio do teste de Bartlett, os dados
foram transformados pela funcao \y+0,5 e subme-
tidos a analise de variancia. Quando o valor de “F”
foi significativo, médias de tratamentos qualitati-
vos foram submetidos a comparagao de médias por
meio do teste de Tukey ao nivel de 5% de probabili-
dade de erro. Médias de tratamentos quantitativos
foram submetidas a analise de regressao polino-
mial. Os resultados apresentados sdo as médias
originais obtidas. Foi utilizado o pacote estatistico
Sisvar (Sistema para Analise de Variancia) para
Windows® versao 5.1 (Ferreira, 2014) para a andlise
estatistica dos dados. Para determinar a precisao
dos ensaios foi estimado o Indice de Variacao (IV),
calculado por , em que o IV é igual ao coeficiente
de variagao (CV) dividido pela raiz quadrada do
numero de repeti¢oes (N) (Pimentel-Gomes, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAOQ

No primeiro experimento, em que se testaram
diferentes concentracdes de PVP, nao houve efei-
to significativo dos tratamentos para as variaveis
sobrevivéncia (p= 0,4033), estabelecimento in vitro
(p= 02731) e oxidagao fendlica (p= 0,6688)
(Quadro 1). Observou-se uma média geral alta para
a sobrevivéncia e o estabelecimento in vitro dos ex-
plantes (83,10% e 73% respectivamente) e uma mé-
dia geral relativamente baixa para a variavel oxi-
dagao fenolica (16,55%).

A alta sobrevivéncia e estabelecimento observadas,
corroboram com outro estudo realizado com a es-
pécie em que, da mesma maneira que no presente
trabalho (Figura 1), a presenca de oxidacao fendlica
nao inviabilizou o estabelecimento nem, tampouco,
o desenvolvimento dos segmentos nodais de Eugenia
involucrata (Golle et al., 2012). Ademais, nas avalia¢Oes
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Quadro 1 - Sobrevivéncia (%), estabelecimento in vitro (%) e oxidagdo fendlica (%), observadas em segmentos nodais de
Eugenia involucrata, apds a inoculacdo em meio ¥2MS contendo diferentes concentracdes de PVP, aos 30 dias de

cultivo in vitro

PVP (g L) Sobrevivéncia (%) Estabelecimento in vitro (%) Oxidacao fenélica (%)
Testemunha 66,40 a* 53,00 a 20,00 a
0,5 93,20 a 73,00 a 13,20 a
1,0 86,40 a 79,60 a 26,40 a
1,5 86,40 a 86,40 a 6,60 a
Média 83,10 73,00 16,55
1\ 3,44 3,77 5,65

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A letra ‘a’ representa
o resultado mais favoravel para as variaveis analisadas. IV (Indice de variagdo) =, em que CV= coeficiente de variagdo e N= niimero de repetigdes.

do ensaio, observou-se que, geralmente, a regiao oxi-
dada desprendia-se facilmente do explante e, abaixo
dessa regido, existiam novos tecidos. A descamacao
€ uma caracteristica comum da espécie durante o
seu crescimento, o que pode ter sido o motivo que
desencadeou a oxidagao observada. Por isso, pode-se
justificar que, por ser uma caracteristica comum da
espécie (Golle, 2010), a oxidagao fendlica presente nos
explantes nao tenha prejudicado sua sobrevivéncia
e estabelecimento in vitro.

De maneira contrdria ao obtido, no cultivo in vitro
de Handroanthus chrysotrichus foi observada uma
maior sobrevivéncia dos segmentos nodais da es-
pécie quando inoculados em meio 2WPM (Lloyd e
McCown, 1980) contendo 1g L' de PVP (Rabaiolli,
2014) sugerindo, com isso, que a presenga ou nao
de PVP no meio nutritivo é relativo de cada espécie
estudada.

“ i 7.8

Figura1- Oxidacdo fendlica em segmentos nodais de
Eugenia involucrata, inoculados em meio nutritivo
MS com a concentragdo de sais reduzida a metade
(v2MS) contendo 1,0 g Lt de PVP, apds 30 dias
de cultivo in vitro, cuja oxidagdo ndo prejudicou
o desenvolvimento das gemas axilares pré-
existentes. Barra = 1cm. Santa Maria, RS, UFSM,
2017.
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A presenca do antioxidante, independentemente
da concentragao utilizada (0,5; 1,0 ou 1,5 g L"), ndo
proporcionou eficiéncia no controle da oxidagao
fendlica dos segmentos nodais de Eugenia involu-
crata. Isso pode ter acontecido, provavelmente, em
fungdo de que a espécie é lenhosa, necessitando,
assim, de elevadas concentracdes do antioxidante
para diminuir os compostos fendlicos.

Corroborando em parte, para Dalbergia nigra, a
presenca de 1 g L' de PVP, tanto no meio nutriti-
vo MS quanto no WPM, ocasionou as maiores mé-
dia de oxidagdo dos explantes (Sartor et al., 2013).
Entretanto, o contrario foi observado em Theobroma
grandiflorum, em que a presenca de somente
0,4 g L'de PVP no meio DKW (McGranahan et al.,
1987) foi eficiente no controle da oxidacao fendlica
dos explantes (Almeida et al., 2010). Estes resulta-
dos sugerem, novamente, que a resposta a concen-
tracao de PVP é muito dependente da espécie.

No segundo experimento, em que foram testadas
diferentes concentra¢des de GA, foi observado
efeito significativo somente do fator principal pe-
riodo de cultivo para a variavel sobrevivéncia in vi-
tro (p=0,0073) (Quadro 2). Ja para altura média dos
brotos (p=0,0275) e nimero de brotos (p=0,0004),
observaram-se efeito significativo somente do fa-
tor principal GA,. Para a altura média dos brotos,
a equacao estimada que resultou no melhor ajuste
foi a linear crescente (Figura 2), ao passo que, para
o namero de brotos, foi uma equagao linear decres-
cente (Figura 3).

Em relacdo ao periodo de cultivo, a maior média de
sobrevivéncia ocorreu aos 30 dias (88,10%), obser-
vando-se um decréscimo significativo aos 60 dias



Quadro 2 - Sobrevivéncia (%) observada em segmentos
nodais de Eugenia involucrata aos 30 e 60 dias
de cultivo in vitro, apés a inoculagdo em meio
1/2MS contendo diferentes concentra¢des de GA,

Dias Sobrevivéncia (%)
30 88,10 a*
60 61,45b
Média 74,77
v 4,30

*Na coluna, médias seguidas pela mesma letra mindscula, ndo diferem
significativamente pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A
letra ‘a’ representa o resultado mais favoravel para as varidveis analisadas. IV
(indice de variagdo) =, em que CV= coeficiente de variagdo e N= niimero de
repeticdes.

(61,45%) (Quadro 2), o que pode ter sido ocasionado
pela menor quantidade de nutrientes disponiveis
aos explantes, devido ao maior tempo de perma-
néncia no mesmo meio nutritivo. Isso também foi
observado em outro estudo com a mesma espécie,
em que foi obtida, aos 30 dias de cultivo, 71,12% de
sobrevivéncia dos explantes enquanto aos 60 dias
foi observado um decréscimo significativo, com
apenas 52,48% dos explantes vivos (Stefanel, 2016).
Isso pode sugerir que a queda na sobrevivéncia de
Eugenia involucrata aos 60 dias de cultivo pode ser
considerada uma caracteristica comum do com-
portamento in vitro dessa espécie.

Para a variavel altura média dos brotos obteve-se
a maior média (0,52 cm) na presenca da maior con-
centragao da giberelina (4 uM), ao passo que, quan-
do se diminuiu a concentragdo de GA, no meio nu-
tritivo, a altura dos brotos também reduziu, sendo
que, na auséncia da giberelina obteve-se a menor
média (0,12 cm) (Figura 2). O resultado obtido era
esperado, visto que o GA; é uma substancia conhe-
cida por possuir efeito no alongamento celular das
plantas (Taiz et al., 2017).

Os resultados obtidos corroboram em parte com o
verificado em Maclura tinctoria, em que as concen-
tragoes de 10,97 uM e 16,46 uM de GA, no meio nu-
tritivo WPM induziram o crescimento dos brotos
(Gomes et al., 2010). Da mesma maneira, para o cul-
tivo in vitro de Cattleya tigrina a adigao de GA; no
meio nutritivo se fez necessaria para a obtencao de
brotagdes mais alongadas (Fritsche, 2012). Porém,
o contrario foi observado em diferentes genotipos
de Eucalyptus dunnii Maiden, em que a presenga
do acido giberélico no meio nutritivo ¥2MS nao
foi favoravel ao alongamento dos explantes, além
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Figura 2 - Altura média dos brotos (cm) obtidos a partir
de segmentos nodais de Eugenia involucrata,
em funcdo das concentra¢des de GA, (0; 1; 2 ou
4 pM) adicionadas ao meio nutritivo MS, cuja
concentragdo de sais foi reduzida a metade (¥2MS),
independentemente do periodo de cultivo in vitro.
Santa Maria, RS, UFSM, 2017.

disso, a giberelina proporcionou menor tamanho
das brotagdes e formagao de estruturas calogénicas
(Navroski et al., 2013), o que pode ter sido decor-
rente de um possivel efeito inibitorio da giberelina
sobre o alongamento celular da espécie.

Para a variavel nimero de brotos obteve-se a maior
média na auséncia da giberelina no meio nutriti-
vo (4,5), ao passo que na presenca da sua maior
concentragao (4 uM de GA,) observou-se o menor
numero de brotos (0,15) (Figura 3). Esses resulta-
dos sugerem um efeito inibitério do GA; sobre o
numero de brotos em Eugenia involucrata a medida
em que se aumentou a concentragao da giberelina

Ndmero de brotos
N
w

0 1 2 3 4
Concentragbes de GA; (uM)

Figura 3 - Ndimero de brotos obtidos a partir de segmentos
nodais de Eugenia involucrata, em funcdo das
concentragdes de GA, (0; 1; 2 ou 4 pM) adicionadas
ao meio nutritivo MS, cuja concentracdo de sais foi
reduzida a metade (¥2MS), independentemente do
periodo de cultivo in vitro. Santa Maria, RS, UFSM,
2017.
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ilustrativa das

Figura 4 - Representacao
Eugenia involucrata cultivadas in vitro, em fungdo
de diferentes concentracdes de GA, adicionadas

brotacdes de

ao meio nutritivo %¥2MS, independentemente
do periodo de cultivo in vitro. Observa-se em
“A” brotacdes na auséncia do fitorregulador;
“B” brotacdes na presenca de 1 pM de GA;; “C”
brotacdes na presenca de 2 pM de GA,; e “D”
brotacdes na presenca de 4 pM de GA,. Barra =
1cm. Santa Maria, RS, UFSM, 2017.

no meio nutritivo até 4 uM (Figura 4). Esse com-
portamento € reforcado pelos resultados de alguns
estudos que relataram que o uso de GA, pode
inibir a proliferacdo de partes aéreas em plantas
(Grattapaglia e Machado, 1998).

Comportamento similar foi observado em outro
estudo com Eugenia involucrata, em que, na ausén-
cia da giberelina, foi obtido o maior nimero de
brotos, ja, na presenca de 20 uM a 40 uM, os brotos
entraram em senescéncia e acabaram se inviabili-
zando, o que conforme Golle (2010), teria sido devi-
do a toxidez causada pelas concentragdes elevadas
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dessa giberelina. Também, na espécie Mentha x
piperita, o maior nimero de brotos por explantes
foi observado na presenca de 0,15 uM de GA, asso-
ciado a auxina 6-benzilaminopurina (BAP) a apro-
ximadamente 2 uM, sendo obtidos até 6,08 brotos/
explante (Morais et al., 2014).

Em contrapartida, em explantes juvenis de Carica
papaya, a aplicagdo de aproximadamente 0,3 pM de
GA, em meio MS, além de contribuir para o maior
tamanho em altura das plantas, proporcionou um
maior numero de brotagdes por explante (1,84),
principalmente quando a giberelina foi associada
a aproximadamente 0,5 puMde 2-isopentenilade-
nina (2iP) (Vidal et al., 2013). Isso pode ter ocorri-
do devido a um sinergismo entre a citocinina e o
acido giberélico, indicando que associagdo desses
fitorreguladores podem estimular a multibrotagao
dos explantes.

De uma maneira geral, concentra¢des superiores a
2 uM de GA, prejudicam a multiplicacdo in vitro
de Eugenia involucrata, porque, apesar de alongar os
brotos, acabam reduzindo o nimero de brotos por
explantes, o que nao ¢ desejavel na micropropaga-
¢do, pois acaba reduzindo a taxa de multiplicagao
da espécie.

CONCLUSOES

E dispensével a utilizagio de PVP no meio nutri-
tivo no cultivo in vitro de segmentos nodais de
Eugenia involucrata.

O acido giberélico (GA;) apresenta efeito positivo
no alongamento in vitro de Eugenia involucrata.

Na presencga de concentragdes superiores a 2 uM
de GA; em meio nutritivo »2MS, ha uma redugao
no numero de brotos por explante.
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