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RIBEIRO, M. I. G. Regeneracao e multiplicacao in vitro de cacari (Myrciaria
dubia (Kunth.) McVaugh). Boa Vista — RR. Universidade Federal de Roraima,
2016. 79 p. (Dissertacdo de Mestrado — Mestrado em Agronomia, Area de

Concentracao: Producéo Vegetal).
RESUMO

O cacari € uma frutifera nativa da Amazbdnia que possui grande
potencial devido as elevadas concentracbes de acido ascorbico que podem
atingir 8.000 mg/ 100 g de polpa, atualmente sendo considerada a fruta mais
rica em vitamina C. Porém, por ser uma frutifera nativa, pouco se conhecer
sobre as caracteristicas de propagacao vegetativa em escala comercial. Dentre
as técnicas de propagacao vegetativa, a micropropagagcdo se destaca como
uma das técnicas mais promissoras para propagacdo comercial em larga
escala e curto espaco de tempo. Neste sentido objetivou-se com o presente
trabalho avaliar a influéncia da consisténcia do meio de cultura, concentracdes
de fertilizante comercial, Fe e citocinina na regeneracao e multiplicacéo in vitro
cacari. Para tal, foram instalados dois experimentos: 1) Regeneragéao in vitro de
cacari (Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh) em meio de cultura contendo
diferentes concentragbes de fertilizante comercial e ferro; 2) Multiplicagéo in
vitro de cacari (Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh) sob diferentes
concentracbes de citocininas.Os experimentos foram conduzidos no
Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Roraima e foram utilizados
como explantes segmentos caulinares de cacari provenientes de plantas
matrizes cultivadas em casa de vegetacdo. Apds a desinfestacdo, os explantes
foram inoculados em tubos de ensaio de 125 mm e 30 ml de meio de cultura
WPM. Apés a inoculacdo, os explantes permaneceram por 15 dias no escuro e,
posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento, com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de 32 pmol.m?.s™. Apds
90 dias, foram avaliadas as variaveis numero de brotos, comprimento dos
brotos e porcentagem oxidacao. Para ambos os experimentos, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, com cinco repeticoes,
sendo cada repeticdo composta por cinco explantes. No primeiro experimento,
verificou-se que a adicdo do fertilizante Maxsol®,na dose de 0,75 g.L™, no meio
de cultura promove melhor regeneracéo de brotos de cacari. O meio de cultura
sem adicao de ferro, proporciona melhor desempenho para o estabelecimento
dos explantes de cacari. O ferro na fase de regeneracdo dos explantes de
cacari ndo se mostra imprescindivel e sua presenca ndo contribui para a
diminuicdo do processo de oxidagdo. JA no segundo, verificou-se que maior
proliferacdo de brotos de cacari é obtida com BAP na concentracdo de 4,9
mg.L™". A adicdo de citocinina no meio de cultura ndo foi benéfica para o
comprimento de brotos. As concentragdes de citocininas testadas causaram
efeito oxidativo elevado, indicando a necessidade de testar concentracfes mais
baixas.

Palavras-chaves: Fruteira Nativa. Camu camu. Myrtaceae. Micropropagacao.
Citocinina.



RIBEIRO, M. I. G. Regeneration and in vitro multiplication of cacari
(Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh).2016. 79p. Master’s Degree Dissertation
in Agronomy — Federal University of Rorima, Boa Vista, 2016.

ABSTRACT

The cagcari is a native fruit from Amazonian, has great potential due to the high
ascorbic acid concentrations up to 8,000 mg / 100 g pulp, currently being
considered the richest fruit in vitamin C. However, being a native fruit, little is
known about the vegetative propagation characteristics on a commercial scale.
Among the vegetative propagation techniques, micropropagation stands out as
one of the most promising techniques for commercial spread on a large scale
and short time. In this sense, the purpose of this study was to evaluate the
influence of the consistency of the medium, commercial fertilizer concentrations,
Fe and cytokinin in the regeneration and proliferation in vitro of cagari. For this,
two experiments were installed: 1) In vitro regeneration of cagari (Myrciaria
dubia (Kunth). McVaugh) in culture medium containing different concentrations
of commercial fertilizer and iron; 2) In vitro multiplication of cagari (Myrciaria
dubia (Kunth.) McVaugh) with different concentrations of cytokinins. The
experiments were conducted at the Embrapa Roraima Tissue Culture
Laboratory and were used as explants shoot segments of cacari from mother
plants grown in a greenhouse. After sterilization, explants were inoculated into
125 mm test tubes and 30 ml of WPM media. After inoculation, the explants
remained for 15 days in the dark and then were transferred to a growth room
with 16 hours of photoperiod, temperature 25 + 2 °C and light 32umol.m?.s™.
After 90 days, the variable number of shoots, length of shoots and oxidation
percentage were evaluated. For both experiments, the experimental design was
completely randomized in a factorial with five replications, each replication
consisted of five explants. In the first experiment, it was found that the addition
of Maxsol® fertilizer at a dose of 0.75 g.L™* in the culture medium promotes
better healing of cacari shoots. The medium without addition of iron culture,
provides better performance for the establishment of explants cacari. The iron in
the regeneration phase of the explants cacari shown not essential and their
presence does not contribute to the reduction of the oxidation process. In the
second, it was found that most cacari proliferation of shoots is obtained with
BAP at concentration of 4.9 mg.L™. The addition of cytokinin in the culture
medium was not beneficial to the length of sprouts. Tested cytokinins
concentrations caused high oxidative effect, indicating the need to test lower
concentrations.

Keywords: Native Fruit. Camu camu. Myrtaceae. Micropropagation. Cytokinin
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1 INTRODUCAO

O cacari (Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh) é uma das fruteiras
tipicamente amazonicas, que cresce na margem dos rios e lagos de toda a
bacia Amazénica (YUYAMA, 2011, Chagas et al., 2015), de arbusto lenhoso
pertencente a familia Myrtaceae (VIEGAS et al., 2004).

A propagacao dessa espécie geralmente é feita por sementes. Porém,
a propagacao sexuada traz consigo problemas de variabilidade genética que,
embora seja importante em programas de melhoramento, ndo é apropriada
para a multiplicacdo de clones selecionados. Por isso, para a producéo visando
fins comerciais e em maior escala, é necessario aproveitar certas
caracteristicas Gteis como o alto rendimento, os elevados niveis de &cido
ascorbico e o maior tamanho do fruto, dentre outras caracteristicas (OLIVA et
al., 2005). Dessa forma, a propagacao vegetativa torna-se imprescindivel.

A micropropagacdo é uma técnica de cultura de tecidos que possui
diversas importancias quanto a manipulacdo e propagacao de plantas de forma
continua, independentemente da época do ano, de forma mais rapida que os
métodos convencionais de propagacdo vegetativa e, ainda, inclui a
possibilidade de obtencdo e manutencdo de estoques de plantas livres de
doencas e o intercambio de germoplasma (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1990; THORPE; HARRY; KUMAR, 1991). Por estas razbfes, a
micropropagacao tem sido uma ferramenta util para a obtencdo de mudas mais
uniformes em larga escala, em tempo e espaco fisico reduzido (RIBAS et al.,
2005).

Um dos grandes obstaculos da micropropagacdo é o ajuste de um
protocolo com um meio de cultivo que supra as necessidades da planta
tornando-a propicia a multiplicacdo em larga escala. Cada espécie de planta
requer um meio de cultura especifico para ter um desenvolvimento considerado
normal, por isso, torna-se fundamental o estudo da composicdo mineral do
meio de cultivo.

Outro fator considerado importante é a concentracdo de alguns
micronutrientes de forma inadequada no meio de cultura. Esse fato pode
contribuir para o aumento do nivel de oxidacdo e aumentar o indice de perdas
na fase de regeneracdo. Um dos micronutrientes que mais contribui para esse

processo é o ferro. O excesso de Fe?* livre nos sistemas vegetais acelera a
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oxidacdo, mediada pelo O, e Hy0,, de importantes metabdlitos como
ascorbato, glutationa e nucleotideos (BACANA et al., 1998; KAMPFENKEL et
al., 1995). Também estimula a producédo de etileno (PENG; YAMAUCH, 1993)
e inibe a atividade de H*-ATPase da membrana plasmatica (SANTOS et al.,
2001).

Outro fator importante para a multiplicacdo in vitro, sdo as citocininas.
Elas estimulam a produgdo de maior nimeros e comprimentos dos brotos até
determinada concentracdo, a partir da qual, ocorre diminuicdo da altura em
virtude de possivel efeito fitotoxico da citocinina (REIS et al., 2008). Por isso, o
balanco desse horménio deve ser determinado para cada espécie.

A consisténcia do meio de cultura € outro fator que deve ser
determinado para obter maior nUmero possivel de brotos. O uso de meio de
cultura com consisténcia sélida € o mais utilizado no cultivo in vitro. Contudo,
para algumas espécies, o uso de meio liquido é essencial.Uma das vantagens
do meio de cultivo sélido é servir como suporte para o explante, diferente do
liquido que € necessario providenciar suporte. Por outro lado, o meio sélido
pode interferir no processo de absorcdo e translocacdo de ions, diferente do
liquido, que possibilita maior difusdo de nutrientes e, geralmente, maior
regeneracao de brotos.

Para o cacari, os trabalhos mais recentes envolvendo a
micropropagacdo da espécie mostram resultados promissores quanto a
regeneracao in vitro. Assim, apesar de ser uma espécie que ainda se encontra
em processo de domesticacdo, apresenta caracteristica lenhosa e elevada
oxidacdo, os estudos indicam bom desenvolvimento no ambiente in vitro.
Contudo, para se obter um protocolo viavel para a regeneracdo e multiplicacao
do cacari, ainda sdo necessérios a realizacdo de diversos estudos visando
conhecer 0 meio e sua consisténcia mais adequada, concentracdo de macro e
micronutrientes e reguladores de crescimento para que se obtenha elevadas
taxas de brotacOes, indugédo de desenvolvimento e/ou de alongamento das

brotacdes e a inducdo de enraizamento in vitro das brotagdes.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia da consisténcia do meio de cultura, concentracoes
de fertilizante comercial, Fe e citocinina na regeneracao e multiplicacéao in vitro

cacari.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito da consisténcia do meio de cultura e diferentes
concentracdes de fertilizante comercial e Fe na regeneracdo in vitro de cacari.

- Avaliar o efeito das citocininas 6-benzilaminopurina (BAP), cinetina e

thidiazuron (TDZ) na multiplicacdo de segmentos caulinares de cacari.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Cagari

A Floresta Amazobnia devido a sua grande biodiversidade é conhecida
mundialmente (YUYAMA,; AGUIAR; YUYAMA, 2002). Aliada a isso, esta a
grande variedade de espécies frutiferas nativas como o acai do Para e acai do
Amazonas, pupunheira, cacari, araca-boi, abiu, cupuagu e outras. Sao
espécies que possuem um alto potencial agrondmico e econdémico, devido
principalmente ao alto teor nutritivo e funcionalidade de seus frutos. Dentre
essas as diversas frutiferas, o fruto que esta conquistando o mercado
internacional como do Japdo e o Estados Unidos é o cacari (YUYAMA;
AGUIAR; YUYAMA, 2002).

O cacari ou cacari planta tipicamente amazonica, pertencente a familia
Myrtaceae de arbusto lenhoso, encontrado espontaneamente as margens dos
rios e dos lagos, as vezes quando na estacao chuvosa, encontra- se parcial ou
totalmente submerso (VIEGAS et al., 2004).

3.2 Importancia econémica

O potencial econdmico do cacari esta no seu fruto, pois é a maior fonte
natural de vitamina C (ANDRADE et al., 1995; YUYAMA, 2002). Sendo assim,
apresenta potencial extraordinario para industria de alimentos utilizados no
preparo de sucos, picolé, bolos, sorvete e na industria farmacoldgica utilizado
em cosméticos e pastilhas de vitamina C (YUYAMA; VALENTE, 2011).

O fruto de cacari por possuir concentragdes variadas e significativas de
nutrientes, como minerais, vitaminas e compostos bioativos, tem grande
potencial para industria de alimentos, cosméticos e farmacos. Possui elevadas
concentragdes vitamina C, que varia de 845 a 6.100 mg em 100 g de polpa
integral (YUYAMA 2002, ESASHIKA; OLIVEIRA; MOREIRA, 2011, YUYAMA et
al. 2011), expressivos teores de carotenoides (Luteina e B caroteno)
(AZEVEDO; RODRIGUEZ, 2004), alguns minerais como potassio, célcio,
magnésio e sodio (JUSTI et al., 2000) e compostos fendlicos como o acido
elagico e as antocianinas e flavonoides ndo antocionicos, quercetina e rutina
(ZANATTA et al., 2005). Portanto o fruto serve como matéria prima para uma
gama de variedades de produtos desde bebidas a creme facial e esta
conquistado o mercado nacional (YUYAMA; VALENTE, 2011).
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A producéo de cacari esta concentrada na Amazoénia peruana, sendo o
Peru o maior exportador, responsével por exportar 72 % da fruta em 2011
segundo OTCA (Organizacao do Tratado de cooperagdo Amazonica, 2011). Os
produtos importados a farinha ou p6 de cacari (76%) o extrato (13,4 %) o cacari
desnaturado (6,2 %) e os paises de destino os Estados Unidos com (56%),
Canada (19%), Reino Unido (5,3%), Japéo (4,4%) e Franca (2,9%) (OTCA,
2011).

No Brasil, na regido Amazénica, segundo Yuyama e Valente (2011), ja
existe a tecnologia de producédo e para o processamento da fruta, onde os
materiais melhorados com alto teor de acido ascérbico a produtividade podem
chegar a 10 e 23 kg de fruto/planta/safra, e por meio de técnicas de clonagem
podem multiplicar-se vegetativamente. No interior de Sdo Paulo, alguns
produtores, ja iniciaram a producdo de camu- camu, principalmente na regido
do Vale do Ribeira, com o intuito de substituir lavouras de banana que néo
suportam a inundacao (YUYAMA; VALENTE, 2011).

A comercializacdo do camu- camu é feita na maior parte em forma de
polpa congelada, em pequena escala e em feiras das regibes produtoras. O
fruto é pouco conhecido dentro pais, mas é muito procurado pelos japoneses,
americanos e europeus, para onde se exporta a polpa em contéineres
refrigerados dentro de tambores de 200 litros (YUYAMA, 2011a).

Existem poucas referéncias sobre exportacdes brasileiras de camu-
camu, pois € um mercado incipiente, embora crescente. Em 2006 o Governo
do Estado do Amazonas negociou por meio da Agéncia de Agronegdécios do
Amazonas, a exportacao para o mercado japonés de 8,5 toneladas de polpa de
camu- camu, processadas pela empresa Cupuama da Amazodnia (SEPROR,
2006). Segundo Pinedo (2007), se houvesse incentivo a producdo de camu-
camu por parte das autoridades, as exportacdes seriam alavancadas e o Brasil
poderia ser principal exportador do fruto no mundo. Para Yuyama (2011b), no
Brasil falta ainda aos produtores de camu-camu o reconhecimento de que este
fruto € um produto exportavel para produzi-lo em larga escala e de forma
organizada, e para que iSSO ocorra é necessario o incentivo financeiro e

orientacdo aos pequenos produtores.
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4. FORMAS DE PROPAGACAO DA ESPECIE
4.1 Propagacdao sexuada

O cacarizeiro pode ser propagado de duas maneiras: sexuadamente
(propagacao seminifera) e assexuadamente (propagacao vegetativa) através
da enxertia. O método sexuado € comumente mais utilizado para propagacao
do cacari que se da por meio de plantas provenientes de matrizes sadias,
vigorosas e que apresentam precocidade e alta produgéo.

A propagacdo seminifera constitui-se no processo natural de
disseminacdo e perpetuacdo da maioria das espécies, sendo de grande
importancia para as plantas nativas ainda pouco exploradas. Suguino, Araujo,
Siméo (2001); reforcam tal constatacdo quando cita que o cacari € comumente
propagado por sementes. Trabalhos mais antigos afirmavam a dificuldade da
germinacdo ser um processo lento e haver necessidade da eliminacdo da
mucilagem que envolve as sementes para facilitar a germinacdo (SUGUINO;
ARAUJO; SIMAO, 2001). Portanto, pesquisas recentes substituem essas
informacdes, mostrando que a porcentagem de germinacdo de cacari ja
alcancou 97,6% em menor tempo (19,25 dias), e maior indice de velocidade de
germinacdo durante o periodo de 6.meses de armazenagem em &gua
(YUYAMA et al., 2011).

4.2 Propagacao assexuada

A propagacdo assexuada é o método que se baseia no uso de
estruturas vegetativas da planta para gerar um novo individuo geneticamente
idéntico. Apesar do cacari possuir sementes viaveis, a falta de uniformidade
gerada pela reproducdo sexuada ndo é desejada no estabelecimento de
plantios comerciais. Assim, a propagacao vegetativa torna-se a técnica mais
viavel para o processo de formacdo de mudas da espécie (CHAGAS et al.,
2012). Dentre as vantagens da propagacao vegetativa, listam-se a manutencéo
das caracteristicas genéticas das plantas matrizes, uniformidade, porte
reduzido e precocidade de producdo (HARTMANN et al.,2002). Por outro lado,
possui as desvantagens de transmissdo de doencas bacterianas, virGticas e
vasculares entre o material vegetal utilizado, além de limitac6es pela falta de
genotipos superiores com caracteristicas agrondmicas e econdmicas

desejaveis.
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Segundo Fachinello; Hoffmann; Nachtigal (2005), a estaquia é o
processo de propagacao vegetativa no qual ocorre a indugcéo ao enraizamento
adventicio em segmentos destacados da parte aérea ou radicial da planta
matriz, que, submetidos a condi¢cdes favoraveis, originam uma nova planta.
Tem-se visto através de pesquisas que o uso de fitorreguladores, em especial,
as auxinas, garante aumentar a porcentagem de estacas enraizadas, acelerar
a iniciacdo radicular, aumentar o nimero e a qualidade das raizes formadas,
uniformizar o enraizamento, além de estimular a sintese de etileno
(HARTMANN et al., 2002) e de favorecer o balanco hormonal (FACHINELLO;
HOFFMANN; NACHTIGAL, 2005).

Na cultura de cacari, a propagacao vegetativa por estaquia pode ser
considerada como de dificil enraizamento, mesmo quando se utilizam indutores
desse processo (PICON; DELGADO; PADILHA, 1987). Silva et al., (2009)
trabalhando com o uso de fitorreguladores, verificaram que a sua utilizac&o
aumentou a porcentagem de estacas lenhosas enraizadas, sendo o maior
percentual (16%) obtido com 3.000 mg L™ de ANA. Percebe-se que mesmo
havendo o enraizamento das estacas de cacari, ainda assim o percentual
obtido (16%) € considerado baixo, para afirmar que esta técnica vegetativa é
vidvel para o camu-camu.

Para favorecer e aumentar o enraizamento de estacas sdo necessarias
técnicas como aplicacdo de reguladores vegetais e nebulizacao as estacas de
caules semi lenhosos e herbaceos. Estas estacas devem ser provenientes de
ramos terminais de maturacéo recente, de plantas sadias e vigorosas, sendo o
vigor e a sanidade especialmente importantes como fatores condicionantes da
facilidade para o enraizamento das espécies (LORENTE, 1999). Trabalhos
recentes, obtiveram até 100% de enraizamento utilizando a técnica de
nebulizacdo em estacas herbaceas (ANDRADE, 2014).

A enxertia tem sido outro estudo para a viabilidade de propagacao
precoce para o camu-camu. Segundo Suguino et al., (2001), os métodos de
enxertia mais utilizados em cacari sdo garfagem de topo com fenda cheia,
garfagem no colo, garfagem com fenda lateral e garfagem em inglés simples,
devendo os garfos conter cerca de trés gemas. Os autores ainda citam que a
enxertia deve ser feita quando o cavalo atingir entre 6 a 9 mm de diametro,

tendo as plantas cerca de 0,70 a 1,00 m de altura e realizada a 30 cm do solo
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(SUGUINO et al., 2001). Experimentos utilizando cacari em porta- enxertos da
familia Myrtaceae (cacgari, pitangueira e goiabeira) demonstraram que existe
incompatibilidade entre a enxertia com pitangueira e goiabeira, sendo essa
incompatibilidade evidenciada por laminas histoldgicas. O melhor resultado
para propagacdo vegetativa nas condicdes testadas foi a garfagem em fenda
lateral (SUGUINO et al., 2003).

4.2.1 Micropropagacao

A micropropagacao compreende varias técnicas que utilizam o cultivo
asséptico de partes da planta em condi¢cdes controladas de nutricdo,
luminosidade, foto-periodo e temperatura como forma de propagacédo
vegetativa (OLIVEIRA et al.,, 2007). O cultivo in vitro tem como base o
fendbmeno da totipoténcia das céluas, ou seja, cada célula possui a capacidade
de gerar uma nova planta idéntica a planta- mae, de modo uniforme, rapido
crescimento e matéria prima homogénia, uma vez que € possivel obter varias
cOpias geneticamente idénticas de um mesmo individuo, livre de
contaminagcdes (GAMBORG; SHYLUCK, 1981; CALDAS; HARIDASAN;
FERREIRA, 1998).

Este cultivo in vitro € um método viavel para propagacéo de diversas
espécies frutiferas, podendo ser utilizado também com as espécies nativas
proporcionando a formacdo de pomares com populacdes de plantas
homogéneas além de acelerar os métodos de propagacdo convencional
(SOUSA et al., 2007).

Dentre essas diversas frutiferas, tem observado que espécies
lenhosas ou varias Myrtaceas como 0 camu-camu tem respondido muito bem a
cultura de tecidos, o que leva ao entendimento que é viavel o estabelecimento
do camu-camu in vitro. Entretanto espécies lenhosas como a familia das
myrtaceas e espécies florestais sofrem limitacdes na microrpropagacéao, devido
a oxidacdo ser maximizada pela liberacdo de compostos fendlicos (SOUZA et
al., 2008; BASSAN et al., 2006).

Diante das caracteristicas tdo vantajosas pode considerar que a
micropropagagdo pode ser estudada mais profundamente e alavancar uma

técnica viavel para a espécie nativa cacari, ja que proporciona a multiplicacdo
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rapida em periodo de tempo e espaco fisico reduzido para muitas espécies
estudadas (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

4.2.2 Estéagios de desenvolvimento da micropropagacéao

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a micropropagacéo
compreende varios estdgios: O estagio zero (0) envolve a selecdo de plantas
matrizes sadias, desenvolvidas em casa de vegetacdo. A adequacao do padrao
da planta- mé&e vai influenciar diretamente no estabelecimento da cultura in
vitro, por isso o estadgio acaba sendo um dos fatores determinantes na
micropropagacédo. O estagio | refere-se ao estabelecimento da cultura, ou seja,
como primeiros passos € feita a selecdo dos explantes, desinfestacdo dos
mesmos e cultivo em meio de cultura sob condicfes assépticas. O estagio |l
compreende o processo de multiplicacdo das brotacdes, cada explante com
brotacéo estabelecida sera repicado (excisado do explante matriz) e transferido
(subcultivado) para outro meio de cultura. O estagio Il busca-se o
alongamento, a inducdo e iniciacdo radicular e a preparacdo para a
aclimatizacdo, o objetivo deste estagio é a preparacdo para a conversao das
condicdes heterotréficas para autotréficas. O estagio IV compreende a
aclimatizacdo: ocorre a transicdo da condi¢do heterotréfica para autotréfica. O
principal objetivo neste estagio é diminuir a0 maximo as perdas que ocorrem
principalmente pela desidratacdo dos tecidos da microplanta. O emprego de
estufas, sistemas de nebulizacdo e de antitranspirantes deve ser considerado
para cada situacao, tendo em vista que as plantas neste estagio normalmente
nao apresentam estébmatos funcionais e suas folhas tem reduzida capacidade
de formacéo cuticulas cerosas protetoras (DEBERGH, 1991).

O sucesso da micropropagacdo pode ser influenciado por diversos
fatores. O gendtipo, o tipo e o tamanho do explante, 0 meio de cultura e as
doses de fitorreguladores sdo os principais controladores da morfogénese in
vitro (MOREIRA et al., 2001). Outro fator a ser considerado é a adequacéo
gradual das caracteristicas fisicas e fisiolégicas das plantas micropropagadas
as condi¢cbes ex vitro, pois 0 ambiente encontrado in vitro € consideravelmente
diferente das condicdes presentes em casa de vegetagcao e no campo, 0 que
promove um alto grau de estresse e pode resultar na morte das plantas durante
a aclimatizacdo (HORBACH, et al., 2011).
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A aclimatizacdo € limitante para a maior parte das espécies
micropropagadas, devido a alta taxa de mortalidade. O sucesso da
aclimatizacao depende, em grande parte, da habilidade da planta de passar da
condicdo heterotrofica para a autotréfica, dos fatores abidticos (umidade
relativa, temperatura, luminosidade, substratos, entre outros), dos fatores
bidticos (pragas e doencas), e da presenca ou capacidade das plantas de

produzir novas raizes (PAIVA; OLIVEIRA, 2006).
4.2.3 Desinfestacdao do material vegetal

Para que os estagios de desenvolvimento atendam ao sucesso, a
micropropagacdo vai depender de inUumeras variaveis, que vdo desde a
assepsia do material coletado do campo até a aclimatizacdo do material
produzido in vitro, passando pelos reguladores de crescimento e tipos de
explantes utilizados. Para isso, devem ser testadas diversas variaveis, a fim de
se encontrar um protocolo com eficiéncia, praticidade e custos compativeis
(MOURA; MENEZES; LEMOS, 2008). A assepsia do material € uma etapa
problematica, pois o desinfetante deve eliminar os microrganismos do tecido
vegetal sem danificar o mesmo.

Dentre os agentes usados para a desinfestacdo dos explantes inclui-se
o cloreto de mercurio, o acido cloridrico, o cloreto de benzalcbnico, o peréxido
de hidrogénio e, os mais comumente utilizados, o hipoclorito de célcio e o
hipoclorito de sddio, e para aumentar o contato da solucdo e a acao do
hipoclorito com o material vegetal é adicionado a um surfactante como Tween®,
ou um detergente neutro. Geralmente, no inicio da desinfestacéo, é utilizado
etanol a 70% durante alguns segundos, para eliminar bolhas de ar e parte dos
lipideos, aumentando assim o contato do desinfetante com o explante
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Trabalho realizado recentemente por Araujo (2012)foi verificado o
processo de desinfestacdo para 0 cacarizeiro in vitro, via segmentos
caulinares, o autor verificou a eficiéncia de utilizar hipoclorito de sédio a 1,5 %
por 12 minutos, com adicdo no meio de cultura de 100 mg.L™ deantibi6tico
ampicilina. Desta forma foramobtidos 98% de desinfestagdo. J& outros agentes
utilizados para desinfestacdo, ndo mostraram resultados tdo satisfatorios, a

exemplo o cloreto de mercurio nas concentragdes utilizadas mostrou-se toxicos



19

aos explantes. A utilizacdo do dioxido de cloro na concentracdo de 50% por 30
minutos resultou em 60% de desinfestagdo dos segmentos caulinares de

cacarizeiro.
4.2.4 Tipos de explantes

Na micropropagacdo sao utilizados varios tipos de explantes, a
exemplo na literatura pode ser encontrado material vegetal cultivado in vitro
como segmentos foliares (CERQUEIRA, et al., 2002) e caulinares que
carregam gemas simples ou multiplas (ERIG; SCHUCH, 2005). Também o
cultivo de embrides imaturos (PASQUAL, et al., 2002) e embribes zigoticos,
assim como o cultivo de raizes isoladas (FREIRE, et al., 2011).

Cada propagulo acima, conhecido como explante é considerado uma
forma viavel de produzir novas plantas. Estas novas microplantas oriundas do
desenvolvimento in vitro vdo se tornar plantas adultas com caracteristicas

agronomicamente desejaveis, iguais a planta matriz.
4.2.5 Meio de cultura

Um dos fatores importantes para o0 sucesso do sistema de
micropropagacdo € a conjugacdo de fatores nutritivos, ambientais e
endodgenos. No caso especifico dos fatores nutritivos, procura-se estudar os
componentes do meio de cultura, o qual deve suprir tecidos e érgdos cultivados
in vitro com nutrientes necessarios ao seu crescimento e desenvolvimento.

Os macronutrientes séo fornecidos ao meio de cultura na forma de
sais. Calcio, magnésio e potassio sao absorvidos pelas células vegetais como
cations (Ca*?, Mg™ e K"); nitrogénio na forma de aménio (NH*+) ou nitrato
(NO3.); fésforo como ions fosfato (HPO,) e (H,PO,). Os sais usados para
fornecer macronutrientes também podem fornecer ions dos elementos sédio
(Na") e cloro (Cl), sendo que as células vegetais toleram bem altas
concentracfes dos mesmos (PASQUAL, 2001). Também deve ser adicionado
ao meio de cultura reguladores de crescimento, assim como sacarose, €
compostos organicos, com a presenca ou auséncia de agente geleificante e
carvao ativado.

O carvao ativado tem um grande desempenho no desenvolvimento

vegetativo, esse componente tem sido frequentemente adicionado aos meios
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de cultura de tecidos vegetais com sucesso (WINKLE; JOHNSON; PULLMAN,
2003), mas de cujos efeitos ainda ndo se possuem bom entendimento.
Espécies lenhosas sdo beneficiadas com o uso de carvdo ativado quando
enraizadas in vitro, 0 mesmo tem uma alta capacidade de adsorgéo elementos
toxicos liberados no meio como fendis e/ou quinonas produzidas durante a
autoclavagem ou liberadas de explantes, cujos tecidos sofreram injlrias. Em
desvantagem o carvao ativado também tem a habilidade de adsorcédo de
substancias promotoras do enraizamento (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH,
2009).

O grande obstaculo da micropropagacdo € o ajuste de um protocolo
com um meio de cultivo que supra as necessidades da planta tornando-a
propicia a multiplicacdo em larga escala. Cada espécie de planta requer um
meio de cultura especifico para ter um desenvolvimento considerado normal,
por isso, torna-se fundamental o estudo da composicdo em sais minerais,
suplementos orgéanicos e o balanceamento e tipo de reguladores vegetais para
a inducéo da diferenciacdo da parte aérea ou raiz das plantas (SANTOS et al.,
2005).

Um dos meios mais utilizados em micropropagacao in vitro nos ultimos
tempos tem sido o meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), otimizado para a
cultura de calos em tabaco. No entanto,0 meio MS €& considerado um meio
basico utilizado por diversas culturas. A exemplo, 4pices caulinares de mamao
foi testado no meio MS com metade da sua concentracdo de nutrientes, e foi
verificado a sua eficiéncia para o estabelecimento da cultura em in vitro
(BERTOZZO; MACHADO, 2010).

O meio MS tem demonstrado mais eficiéncia para a maioria das
espécies herbaceas, no entanto, as espécies mais lenhosas frequentemente
nao se mostram responsivas a composi¢cao nutritiva do MS. Desta forma, o
meio WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) de composicdo mais diluida em
nutrientes, tem sido o mais apropriado para as espécies lenhosas (MELO et al.,
1999). De acordo com Pasqual (2001) citado por Soares et al., (2009), o meio
WPM possui 25% das concentracdes de ions nitrato e amobnia quando
comparado ao meio MS, no entanto, apresenta mais potassio e um elevado

nivel de ions sulfato.
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Para se obter um meio de cultura melhorado é necessario que haja
uma adequacdo do suprimento nutricional a espécie que se esta trabalhando,
como por exemplo, 0 meio de cultura JADS, foi desenvolvido especificamente
para o cultivo Eucalyptus grandis, e mostrando sucesso com outras espécies
do mesmo género (SANTOS et al, 2005; ANDRADE; ALMEIDA;
GONGALVES, 2006; BRAVO et al., 2008; BORGES, et al.,2011).

4.2.6 Consisténcia do meio de cultura

A consisténcia do meio de cultura exerce efeito fundamental na
morfogénese e no crescimento das brotagbes, podendo causar sérios
transtornos ao desenvolvimento esperado do explante, se as suas exigéncias
basicas ndo forem atendidas (KARASAWA et al., 2002). Os meios podem ser
liquidos, solidos ou semissoélidos.

Nos trabalhos com cultivo in vitro, a maioria utiliza o meio de cultura
com adicdo de agente geleificante, a exemplo o &gar, phytagel e outros
componentes, por isso é preciso enfatizar a importancia do meio solido para o
crescimento vegetativo. No meio sélido, ha diferencas nas quantidades de
nutrientes que se estabelecem a medida que os tecidos crescem (SIQUEIRA,
et al., 2013). A natureza fisica do meio sdlido possibilita apenas a absorcdo dos
nutrientes pelas partes da planta que estdo em contato direto com o meio,
refletindo em baixa producdo de biomassa (CALDAS; HARIDASAN,;
FERREIRA, 1998). Porém, sabe- se que a solidez é também uma base de
sustentacdo do explante, um aspecto bom para deixar sempre o explante de
pé, mas por outro lado, a dureza do meio dificulta a difusdo de nutrientes como
ja comentado acima.

Os meios de cultura liquidos tém proporcionado bons resultados para a
micropropagacdo de diversas espécies vegetais, como o abacaxi (FEUSER et
al.,, 2001) e a cana-de-acucar (LORENZO et al.,, 1998). Sdo rapidamente
preparados, mais baratos e proporcionam maior homogeneidade, uma vez que
a difusdo de nutrientes do meio tem maior facilidade de difundir- se
(SIQUEIRA, et al., 2013). Em concordancia Etienne e Berthouly (2002) afirmam
que meio liquido é mais economicamente viavel, pela reducdo de custos em
preparar esse meio, pois ndo havera gastos adicionais com componentes

gelificantes. O meio liquido também viabiliza uma maior taxa de multiplicagéo,
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diminui problemas de contaminacao e possibilita maior automacéo do processo

de producéo de mudas in vitro.
4.2.7 Elementos minerais no meio de cultura

Os elementos minerais em diferentes concentragbes podem surgir
efeitos benéfico ou maléfico no vegetal, dependendo da sua concentracao.
Pensando em plantas lenhosas, como exemplo o cacari, a micropropagacao
requer estudos mais especificos e desenvolvimento de metodologias que
atendam as exigéncias do explante. Os meios nutritivos utilizados no cultivo in
vitro fornecem substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam em grande parte o padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS;
HARIDASAN; FERREIRA, 1998). Embora o meio MS, considerado o meio mais
basico utilizado para uma variedade de espécies e que tem favorecido o
crescimento e desenvolvimento das plantas, a utilizacdo de composi¢des mais
diluidas tem sido adotada, para algumas espécies lenhosas, como é o caso da
videira, gerando melhor resultado no intuito de produzir mudas em larga escala
(SILVA; DOAZAN, 1995).

Nos estudos com meio de cultura, varias mudancas ja ocorreram na
concentracdo de nutrientes na tentativa de otimizar o crescimento in vitro.
Essas modificacBes visam principalmente a reducdo ou incremento de alguns
componentes, como por exemplo, 0s micronutrientes, que podem promover
melhor crescimento em tecidos vegetais. O boro (B) € um micronutriente que
ndo atende ao critério direto de essencialidade, mas satisfaz o critério indireto.
A maior prova da sua essencialidade consiste em que, nos solos das regides
tropicais, € o nutriente que mais promove deficiéncias nas culturas. O sintoma
da deficiéncia do boro em plantas € a paralisagdo do crescimento dos
meristemas apicais (FAQUIN, 2001).

Resultados significantes com o boro, ja foram identificados por Villa et
al. (2009). Os pesquisadores avaliando doses de acido borico observaram
resultados importantes para videira ‘Kobber’, a dose de 4,0 mg L-* adicionado
ao meio de cultura, proporcionou maior numero de folhas e comprimento de
raizes. O ferro (Fe) é outro micronutriente, que revela efeito essencial para a
organizacdo dos meristemas e crescimento das brotacbes (HANSEN et al.,

2006). Em cultura de tecidos, pode ser adicionado nas formas quelatizada ou
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inorganica, sendo utilizado, no meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), a fonte
FeSO,4. 7H,0.

O zinco (Zn) € um elemento também muito importante, pois, é
responsavel direto pela sintese do triptofano, um precursor da auxina (acido
indolacético), e indireto pela sintese de proteina. A auséncia do triptofano
estimula a formacao de calosidade nos tecidos vegetais (VILLA et al., 2009). A
principal funcdo do zinco no metabolismo vegetal € como componente ativador
enzimatico, e esta envolvido no metabolismo de auxinas, em particular no acido
indolacético (AlA) (FAQUIN, 2001). Os sintomas mais tipicos da caréncia do
elemento consistem no encurtamento dos internddios e na producédo de folhas
pequenas cloréticas e lanceoladas (BROADLEY et al., 2007).

A adicéo de fontes de silicio (Si) trazem valores benéficos nas plantas,
elevando o conteudo de hemicelulose e lignina, aumentando assim a rigidez na
parede celular, fazendo com que sejam alcancadas elevadas taxas de
sobrevivéncia de plantas na aclimatizacdo (CAMARGO et al., 2007). A acéo
benéfica do silicio tem sido associada a diversos efeitos indiretos como
aumento da eficiéncia da capacidade fotossintética, reducédo da transpiracao,
crescimento de plantas e aumento da resisténcia mecéanica das células (ZHOU,
1995). Em estudo com morangueiro, Braga et al. (2009) verificaram que a
deposicao de cera foi observada com a utilizacao de silicato de sodio (NaSiO3)
evitando com isso a perda de agua pela epiderme.

Os macronutrientes sado o0s elementos requeridos em maiores
quantidades pelas plantas e desempenham efeitos sensacionais no
metabolismo. O nitrogénio (N) € um dos principais macronutrientes, pois
constitui aminoacidos, nucleotideos e coenzimas. Pode ser acrescido aos
meios de cultura na forma orgénica ou na forma mineral (RAVEN; EVERT,;
EICHHORN, 2007). O potassio (K) atua em vérias funcdes metabdlicas das
plantas, como ativador de enzimas, respiracdo e sintese de proteinas,
transporte no floema, osmorregulacdo e balanco de cation/anion (REIS;
MONNEART, 2001). O fésforo (P) que de acordo com Raven et al., (2007), faz
parte de compostos fosfatados (ATP e ADP), acidos nucléicos, coenzimas e
fosfolipidios.
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4.2.8 Ferro e suas caracteristicas

O ferro em condicbes de excesso pode deslocar o balanco redox
celular para um estado pro-oxidante, causando uma diversidade de sintomas
morfolégicos, bioquimicos e fisiolégicos (BRIAT; LEBRUN, 1999; HELL;
STEPHAN, 2003), gerando estresse oxidativo (HALLIWELL; GUTTERIDGE,

1984). O anion superéxido (O,") e o perdxido de hidrogénio (H,0O,) embora
causem danos oxidativos as células, ndo o fazem com tanta intensidade quanto
os chamados radicais hidroxilas (HO’). Anion superéxido e peroxido de

hidrogénio podem reagir com excesso de Fe?* livre na célula, através da
reacdo de Fenton (HELL; STEPHAN, 2003). Numa primeira fase o Fe?" reage

com H,Oproduzindo radicais hidroxilas:

Fe*" + H0pFe® + HO'+ OH

Nos sistemas biolégicos, contudo, o consumo de Fe** poderia limitar a
reacdo; fons Fe**, entretanto, podem ser reciclados para a forma ferrosa por
reagentes de reducao como os superoéxidos:

Fe** + 0, — O, + Fe?*

O conjunto destas duas reacdes, chamado reacdo de Haber-Weiss,

explica a formacéo de radicais hidroxilicos, na presenca de Fe?*:

Fe” ,Fe*
O, + H,0,HO+ OH" + O,
—)

Os radicais hidroxilas sdo espécies de oxigénio extremamente reativas,
nao-seletivas, oxidando quase todas as moléculas encontradas em células
vivas, incluindo DNA, proteinas, lipidios, membranas e acucares (HELL;
STEPHAN, 2003). Além disso, o excesso de Fe?" livre nos sistemas vegetais
acelera a oxidagdo, mediada pelo O, e H,0,, de importantes metabdlitos como
ascorbato, glutationa e nucleotideos (BECANA et al., 1998; KAMPFENKEL et
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al., 1995); estimula a producéo de etileno (PENG; YAMAUCH, 1993); inibe a
atividade de H'-ATPase da membrana plasmatica (SANTOS et al., 2001);
aumenta o teor de citocromo bgf nos cloroplastos (SUH et al., 2002); reduz o
teor de clorofila (NEVES et al., 2009) e, consequentemente do crescimento e
da produtividade da planta (NEVES et al., 2009).

4.3 Fertilizante comercial Maxsol® MX-21

O fertilizante comercial Maxsol® MX-21 é utilizado para cultivo
hidropdnico e é constituido por macro e micronutrientes. Como macro-elemento
possui nitrogénio (N), fésforo (P), potassio (K), calcio (Ca), magnésio (Mg) e
enxofre (S). E como micro-elemento € constituido por boro (B), cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), molibdénio (Mo) e zinco (Zn). Diante da
composicdo do fertilizante ser tdo rico, assim como 0s meios de cultura
protocolados, o uso in vitro do fertilizante poderia ser uma alternativa para
verificar o comportamento da espécie, ja que na pesquisa trabalhos foram
realizados com fertilizantes comerciais, como NPK, principalmente na cultura
das orquideas e resultados 6timos foram comprovados nos ensaios.

Além disso, o Maxsol® tem demonstrado ser um bom fertilizante para
mudas de cacari cultivadas em casa de vegetacdo na Embrapa Roraima,
promovendo rapido crescimento, plantas vigorosas e sadias. Aliado a esse
comportamento, direcionou-se a pesquisa para se observar o comportamento
da espécie sob esse fertilizante no cultivo in vitro, na tentativa de se verificar o
beneficio para a aceleracdo do processo de regeneracdo do cacari no
ambiente in vitro.

Para o cacari, uma espécie que estd em processo de domesticacdo, o
Maxsol® é uma hipdtese de gerar ou ndo bons resultados, por isso a realizagéo
de experimentos com o fertilizante comercial pode vim revelar as hipéteses

guestionadas.
4.4 Reguladores de crescimento

A adicdo de reguladores de crescimento ao meio nutritivo tem como
objetivo suprir as possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de hormonios
nos explantes que foram isolados da planta matriz, bem como estimular o

alongamento ou a multiplicacdo da parte aérea (CALDAS et al., 1998).
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A inducdo de brotagBes in vitro ocorre pelo desequilibrio hormonal
induzido por concentracdo adequada e balanceada de reguladores vegetais
adicionadas ao meio, como a citocinina, a qual € muito favoravel na fase de
multiplicacéo in vitro. As citocininas estimulam a maior producdo de partes
aéreas das brotacbes até determinada concentracdo, a partir da qual, ocorre
diminuicdo da altura em virtude de possivel efeito fitotoxico da citocinina (Reis
et al., 2008).

As citocininas (6-Benzilaminopurina- BAP; Zeatina- ZEA, Cinetina- CIN;
Thidiazuron- TDZ, entre outras) provocam respostas diferenciadas, sendo que
BAP induz a formagdo de grandes numeros de brotos e a alta taxa de
multiplicagdo em muitos sistemas de micropropagacao (CALDAS et al., 1998),
além disso tem se mostrado mais eficaz na multiplicacdo de diversas espécies
lenhosas (ARAGAO, ALOUFA, COSTA, 2011). ZEA é uma citocinina de
ocorréncia natural, ao contrario de CIN, que é um regulador sintético. No
entanto, estas duas citocininas tém estruturas moleculares similares, e ambas
podem estimular a divisdo de células vegetais maduras juntamente com uma
auxina (TAIZ; ZEIGER, 2004).

O TDZ promove o crescimento e a rediferenciacdo de tecidos
(MATSUMOTO, 2000). A atividade de citocinina do TDZ foi detectada em
bioensaios de calos de Phaseolus lunatusL. cv. Kingston, onde ele foi mais
ativo que a zeatina. E um composto do grupo das feniluréias e ndo apresenta o
anel purina comum as citocininas tipo adenina, tais como, benzilaminopurina,
cinetina ou zeatina, podendo ser a mais potente das difenil uréias que ja foram
avaliadas para uso em cultura de tecidos vegetais (MOK et al.,1982). Estudos
com o TDZ mostram que este é mais ativo biologicamente em baixas
concentracbes que outras citocininas sintéticas como cinetina e
benzilaminopurina, € mais resistente as oxidases, além de ser mais estavel
(MOK et al.,1987).

5. TRABALHOS REALIZADOS COM O CACARI NO CULTIVO IN VITRO

Os estudos com a propagacao in vitro do cacari iniciaram no ano de
2010, os primeiros experimentos foram direcionados para se obter protocolos

de desinfestag&o. Desta forma, varios produtos, concentragdes e tempos foram
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testados visando o controle de dois fatores limitantes no cultivo in vitro, a
contaminagdo (fungica e bacteriana) e o processo de oxidagdo. Por ser uma
espécie nativa e em processo de domesticacdo, na literatura ha poucos
trabalhos com o cacari na parte de propagacéo in vitro, 0 que tornou ser essa
uma pesquisa inicial, permitindo surgir os primeiros resultados do
comportamento do cacari no ambiente in vitro.

Nos primeiros trabalhos para se obter protocolos de desinfestagéo foi
possivel verificar que o hipoclorito de sédio na concentracdo de 1,5% de cloro
ativo, no tempo 12 minutos em contato com o tecido da planta, propiciou98%
de desinfestacdo em segmentos caulinares. Ainda como resultado, foi possivel
observar que é possivel controlar a contaminacéo bacteriana no cultivo in vitro,
adicionando no meio de cultura 100 mg.I" do antibiético ampicilina (ARAUJO,
2012).

Nessa primeira fase de protocolo nédo foi levado em consideracdo o
meio de cultura, mas como base cientifica, foi feito uma revisdo de literatura, e
foi selecionado como meio de cultura padrdo o WPM para iniciar os trabalhos
com o cacari. Esse meio € o mais utilizado para espécies lenhosas e mirtaceas
em geral (MELO et al., 1999).A relacdo dessa espécie com o meio WPM nos
trabalhos iniciais mostram-sepromissores. Os segmentos caulinares de cacari
se regeneram com facilidade.

Posteriormente, novas pesquisas foram desenvolvidas, com o intuito de
obter protocolos de regeneragdo. Assim, diversos experimentos foram
desenvolvidos, focando os principais fatores que influenciavam positivamente
na fase de regeneracédo, tais como: meios e concentracdes de sais, carvao e
antioxidantes, pH e agar. Os resultados foram promissores, o meio WPM foi
considerado o melhor nessa primeira fase, sem necessidade do uso de
antioxidantes, somente de carvao ativado, pH (5,7) e agar na concentracdo de
7 9.L"*(ARAUJO, 2015).

Apesar do avanco nos trabalhos visando a regeneracdo da espécie,
alguns ajustes ainda sdo necessarios, como por exemplo verificar se 0 meio
WPM pode ser modificado para aumentar a eficiéncia na fase de regeneracao
e se a auséncia de ferro pode interferir na regeneracdo e oxidacado dos

explantes.
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CAPITULO I: Regeneracgédo in vitro de cacari (Myrciaria dubia (Kunth.)
McVaugh) em meio de cultura contendo diferentes concentracdes de

fertilizante comercial e ferro

RESUMO: Os fertilizantes comerciais sdo acrescentados aos meios de cultura
como fonte de macro e micronutrientes em substituicdo ou como complemento
aos sais normalmente empregados. O ferro (Fe) revela bom efeitopara o
crescimento das brotacbes e também pode influenciar na oxidacdo dos
explantes. Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito da consisténcia do
meio de cultura e diferentes concentracdes de fertilizante comercial e Fe na
regeneracao in vitro de cacari.O experimento foi conduzido no Laboratério de
Cultura de Tecidos da Embrapa Roraima e foi utilizado como explantes
segmentos caulinares de cacari provenientes de plantas matrizes cultivadas em
casa de vegetacdo. ApoOs a desinfestacdo, os explantes foram inoculados em
tubos de ensaio de 125 mm e 30 ml de meio de cultura, de acordo com o0s
tratamentos dos seguintes experimentos: 1 - Diferentes doses de Maxsol® (0;
0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 g.L™Y) em meio de cultura liquido e sélido e; 2 - Diferentes
concentracdes de ferro (Fe) (0; 25; 50; 75 e; 100%) em meio de cultura liquido
e soélido. O meio padréo utilizado para todos os experimentos foi o WPM. Apos
a inoculacdo, os explantes permaneceram por 15 dias no escuro e,
posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento, com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de 32 pmol.m?.s™. Apds
90 dias, foram avaliadas as varidveis nimero de brotos, comprimento dos
brotos e porcentagem oxidacdo. Para ambos os experimentos, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente casualizado, num esquema fatorial de 2
X 5, com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo composta por cinco explantes.
A adicdo do fertilizante Maxsol®na dose de 0,75 g.L™, no meio de cultura
promove melhor regeneracdo de brotos de cacari. O meio de cultura sem
adicao de ferro, proporciona melhor desempenho para o estabelecimento dos
explantes de cacari. O ferro na fase de regeneracdo dos explantes de cacari
ndo se mostra imprescindivel e sua presenca nao contribui para a diminuicao
do processo de oxidacao.

Palavras-chaves: Fruteira Nativa. Camu camu. Micropropagacgao. Nutrigao.

CHAPTER I: In vitro Regeneration of cacari (Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh.) In culture media containing different concentrations of
commercial fertilizer and iron.

ABSTRACT: Commercial fertilizers are added to the culture medium as a
source of macro and micronutrients in place of or in addition to the salts
normally used. Iron (Fe) shows good effect for the growth of shoots and can
also influence the oxidation of explants. Therefore, the objective was to
evaluate the effect of the consistency of the culture medium and different
concentrations of commercial fertilizer and Fe in the in vitro regeneration of
cacari. The experiment was conducted at the Embrapa Roraima Tissue Culture
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Laboratory and was used as explants shoot segments of cacari from mother
plants grown in a greenhouse. After sterilization, explants were inoculated into
125 mm test tubes and 30 ml of culture medium, according to the experiments
of the following treatments: 1 - Maxsol® Different doses (0, 0.25, 0.50; 1.0 and
1.5 g.L'™Y in liquid culture media and solid; 2 - Different concentrations of iron
(Fe) (O, 25, 50, and 75, 100%) in liquid and solid culture. The culture medium
used for all experiments was WPM. After inoculation, the explants remained for
15 days in the dark and then were transferred to a growth room with 16 hours of
photoperiod, temperature 25 + 2 ° C and light 32umol.m?.s™. After 90 days, the
variable number of shoots, length of shoots and oxidation percentage were
evaluated. For both experiments, the experimental design was completely
randomized in a factorial 2 x 5, with five replications, each replication consisted
of five explants. The addition of fertilizer Maxsol® at a dose of 0.75 g.L™ in the
culture medium promotes better healing of cacari shoots. The medium without
addition of iron culture, provides better performance for the establishment of
explants cacari. The iron in the regeneration phase of the explants cacgari shown
not essential and their presence does not contribute to the reduction of the
oxidation process.

Keywords: Native Fruit. Camu camu. Micropropagation. Nutrition.

1. INTRODUCAO

O cacari (Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh) é uma das fruteiras
tipicamente amazonicas, que cresce na margem dos rios e lagos de toda a
bacia Amazbnica (ZANATTA; MERCADANTE 2007;DELGADO; YUYAMA
2010;YUYAMA 2011). O fruto dessa espécie tem despertado grande interesse
em alguns paises pelo seu potencial de producédo de acido ascérbico, que pode
atingir mais de 8.000 mg em 100 g de polpa integral (YUYAMA et al., 2011;
CHAGAS et al.,, 2015). O fruto dessa espécie € utilizado na producdo de
diversos produtos (AKTER et al., 2011; CHAGAS et al., 2012a). Assim, a
producdo e o beneficiamento de seus frutos tornam-se uma alternativa viavel
ao desenvolvimento da fruticultura na Amazdnia em geral, como fonte de
alimentos e meio de agregar valor aos recursos naturais disponiveis na regiao
(PINEDO et al. 2010, WELTER et al. 2011, NEVES et al. 2015). Na Amazonia
Setentrional e, mais especificamente no Estado de Roraima, é significativa a
ocorréncia de populacdes nativas de camu-camu, as quais estao distribuidas
em diversas partes do Estado (CHAGAS et al. 2010, CHAGAS et al., 2015).
Essa riqueza e variabilidade genética ainda continuam desconhecidas e pouco
estudadas (CHAGAS et al. 2012b).
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Com relacdo ao cultivo in vitro, € escasso o0s estudos encontrados na
literatura sobre a micropropagacéo da espécie. Desta forma, sdo necessarias a
realizacdo de pesquisas, principalmente voltadas para a propagacao vegetativa
e multiplicacdo de gendtipos que sejam altamente produtivos e resistentes a
pragas e doencas para auxiliar os programas de melhoramento e futuramente
plantios comerciais em terra-firme (CHAGAS et al., 2012).

Os trabalhos de propagacgéo vegetativa via micropropagacéao do cacari
é recente e vém sendo estudados desde o ano de 2010 (ARAUJO, 2012,
SILVA, 2012). Essa técnica é de grande importancia, pois possibilita a
producdo de um grande numero de plantas assépticas em um curto espaco
fisico e de tempo. Resultados promissores no cultivo in vitro de cacari vém
sendo obtido gradativamente nos ultimos anos. Contudo, devido ao cacari
possuir elevada variabilidade genética em suas populacdes nativas e ser uma
espécie lenhosa, o que dificulta o processo de diferenciacdo e crescimento in
vitro, a micropropagacdo dessa espécie requer estudos mais especificos para
se obter uma metodologia que atendam as exigéncias da cultura in vitro.

Nesse sentido, a fase de regeneracdo ou também chamada de
estabelecimento dos explantes, vem sendo estudada com éxito para o cagari
(ARAUJO et al., 2015). Os autores obtiveram resultados promissores na fase
de estabelecimento. Portanto, a obtencdo de um protocolo de micropropagacao
pode demorar um longo tempo dependendo de cada espécie. Desta forma,
diversosfatores devem ser estudados para que seja alcancado um protocolo
ideal para a espécie estudada. Assim, um dos fatores importantes a serem
estudados neste momento e que influéncia e determina o rendimento da
produtividade in vitro é o equilibrio nutricional do meio de cultura e a sua
interacdo com material genético ou explante.

O Maxsol®¢ um fertilizante comercial muito utilizado em cultivos
hidropbnicos. Na Embrapa Roraima, esse fertilizante tem sido aplicado na
nutricdo de mudas de cacari cultivadas em casa de vegetagcdo com sucesso,
promovendo rapido crescimento, plantas vigorosas e sadias. Aliado a esse
comportamento, diversas pesquisas tém comprovado beneficio dos fertilizantes
adicionados no meio de cultura (FAVETTA; COLOMBO; FARIA, 2014,
FREITAS et al., 2014). Assim, o Maxsol®tem despertado expectativas boas no

cultivo in vitrode cacari.
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O ferro € um dos micronutrientes presente no meio de cultivo,
considerado elemento essencial nas transformacfes energéticas. Ocorre em
proteinas do grupo heme e ndo-heme, esta diretamenteenvolvido no
metabolismo de &cidos nucléicos, atua como ativador enzimatico e pode
influenciar o desenvolvimentoin vitro e promover oxidacdo dos explantes
(UTINO et al.,, 2001). O cacari € uma especie lenhosa e tende a sofrer o
processo oxidativo mais intenso do que outras espécies que nao sejam
lenhosas. Assim, 0 Fe pode desencadear esse processo se a concentracao
desse elemento ndo estiver balanceada no meio de cultura, pois cada espécie
possui distintas exigéncias nutricionais (FARIA et al., 2004).

Neste contexto, objetivou-se avaliar o efeito da consisténcia do meio de
cultura e diferentes concentracbes de fertilizante comercial e Fe na

regeneracao in vitro de cacari.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Roraima, Boa Vista-RR, Brasil. Para a instalacdo do experimento
foram utilizadas como fonte de explantes plantas matrizes de cacari
consideradas de bom estado fitossanitario, mantidas em casa de vegetacéo,
sob cuidados diarios de irrigacdo, nutricional e sanitario. Antes da retirada dos
explantes, as plantas foram pulverizadas com fungicida (Nativo® 2ml.L™)

durante 30 dias, com intervalo de um dia entre uma aplicacdo e outra.

Foram utilizados como fonte de explantes segmentos caulinares com 4
pares de gemas axilarese e £+ 6 cm de comprimento, oriundos de brotacbes
novas. Apoés a coleta, os segmentos foram levados ao laboratorio de cultura de
tecidos e passaram por um processo de pré-limpeza, com a excisdo das folhas
e 0 excesso de caule, deixando-o no tamanho ideal de £ 1 a 1,5 cm, com um
par de gemas e prontos para serem inoculados apds todo processo de
desinfestacdo. Em seguida foram lavados em agua corrente, para lixiviacao
parcial de compostos fendlicos liberados por consequéncia do corte dos
tecidos. Posteriormente, ficaram 24h imersos na solugcéo de fungicida coml

ml.L™* de Nativo® e 1ml.L ™ do bactericidaKasumin®, conforme Figura 1.
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Figura 1. Processo de pré—assepsia (A), explantes apos a pré—assepsia (B) e

explantes imersos na solugéo de fungicida e bactericida (C).

Fonte: Ribeiro, 2015.

Posteriormente, os segmentos caulinares foram levados para a sala de
inoculacdo e, em camara de fluxo laminar, foram desinfestados passando
primeiro por uma solucdo de alcool 70%, imersos por 1 minuto e, logo apos,
foram imersos em hipoclorito de soédio a 1,5% por 12 minutos, seguido de
triplice lavagem com &gua destilada, deionizada e autoclavada (agua DDA)
para retirada total dos produtos da superficie dos tecidos, conforme Figura 2.

Figura 2—Solugdo de alcool (A), explantes imersos na solucdo de hipoclorito de sodio (B) e

triplices enxague dos explantes.

Fonte: Ribeiro, 2015.

Apols a desinfestagdo, os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio de 125 mm e 30 ml de meio de cultura WPM, de acordo com o0s
tratamentos dos seguintes experimentos: 1 - Diferentes doses de Maxsol® (0;
0,25; 0,50; 1,0 e 1,5 g.L™") em meio de cultura liquido e sélidoe; 2 - Efeito de

diferentes concentracbes de ferro (Fe) (0; 25; 50; 75 e; 100%) em meio de
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cultura liquido e sélido. O meio padrao utilizado para todos os experimentos foi
o WPM, acrescido de4 g.L™* de carvao ativado, solidificado com 7g.L™ de agar e
pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121 °C e 1 atm por 20 minutos.

Apo6s a inoculagéo, os explantes permaneceram por 15 dias no escuro
e, posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento, com 16 horas
de fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de 32 umol.m?.s™.
Apos 90 dias, foram avaliadas as variaveis numero de brotos, comprimento dos
brotos e porcentagem oxidacéao.

Para ambos os experimentos, o delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, num esquema fatorial de 2 x 5,com cinco
repeticbes,sendo cada repeticdo composta por cinco explantes. Os dados
obtidos foram submetidos a andlise de variancia e os dados quantitativos a
regressao polinomial (p<0,05) com auxilio do programa computacional SISVAR
(FERREIRA, 2011).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Consisténcia do meio de cultura e doses de MAXSOL®na

regeneracao in vitro de segmentos caulinares de cacari

Verificou-se que nao houve interacdo entre os fatores consisténcia do
meio de cultura e doses de Maxsol® testados. Para o primeiro fator, verificou-se
ainda que houve 100% de oxidacdo e morte dos explantes, evidenciado que o
meio de cultura liquido ndo foi adequado para o cultivo in vitro de cacari, nas
condicdes do presente experimento. Na Figura 3 é possivel observar a
diferenca dos explantes cultivados em meio de cultura liquido e sélido.
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Figura 3 — Aspecto geral dos experimentos com segmentos caulinares de cacari cultivados em meio de

cultura liquido (A) e sélido (B) com diferentes doses de Maxsol® e ferro.

Diferentes doses de Maxsol® Diferentes concentrag¢des de Fe

Fonte: Ribeiro, 2015.

Para as doses do fertilizante comercial, foi possivel observar que houve
diferenca significativa somente para numero de brotos e comprimento dos
brotos

Verificou-se que houve aumentono nimero de brotos a medida que se
elevou a dose de fertilizante testado até 0,75 g.L™, obtendo-se 5,1 brotos
(Figura 4). A partir dessa dose, verificou-se que ndo houve resposta positiva
para 0 numero e brotos. Provavelmente, nessas condi¢cdes, doses mais
elevadas no meio de cultura pode ser prejudicial e causar fitotoxidade, néo
proporcionando efeitos positivos no aumento do nimero de brotos. O resultado
obtido no presente trabalho foi superior ao encontrado por Araujo (2015), o qual

obteve 2,15 brotos na multiplicagéo de cacari.
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Figura 4 — Numero de brotos de segmentos caulinares de cagari cultivados in vitro sob diferentes

concentracdes de fertilizante comercial.
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Ainda com relacdo ao numero de brotos, verificou-se que apesar do
resultado obtido ser satisfatorio (5,1 brotos), essa resposta depende da
capacidade responsiva da espécie. Em pessegueiro, por exemplo, Silva et al.
(2003) obtiveram média de 14 brotos por apice caulinar quando cultivado no
meio WPM. Essa diferenca pode estar relacionada com o fato do cacari ser
uma espécie lenhosa, o que em geral, dificulta o seu cultivo in vitro. Essa
constatacdo também corrobora com os resultados obtidos por Soares et al.
(2007). Trabalhando com multiplicacéo de explantes caulinares de mangabeira
(Hancornia speciosa Gomes), espécie lenhosa, 0s autores obtiveram média de
quatro brotos. Resultado semelhante ao obtido para o cagari que também é
uma espécie lenhosa.

Para comprimento de brotos foi possivel observar comportamento
semelhante quanto ao numero de brotos. Verificou-se que o comprimento de
broto aumentou a medida em que se elevou a dose de Maxsol no meio de
cultura até atingir 0,75 g.L™*, obtendo-se 1,8 cm de comprimento. A partir da
dose de maxima eficiéncia ndo houve resposta positiva para o0 aumento do
comprimento do broto (Figura 5).Araujo (2015), trabalhando com cultivo in vitro
de cacari, também obteve resultados semelhantes para comprimento de brotos.
Assim, pelos resultados, foi possivel observar que houve uma boa resposta dos

explantes ao cultivo in vitro e nutrigdo com Maxsol.
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Figura 5 — Comprimento de brotos provenientes de segmentos caulinares de cacari cultivados

in vitro sob diferentes concentracdes de fertilizante comercial.
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A utilizagdo de fertilizantes in vitro também tem sido estudada em
diversas espécies. Para hibridos de orquidea (Cattleya walkeriana x C.
loddigesii), a utilizacéo dos fertilizantes Peters® proporcionou 6timos resultados
para o desenvolvimento dos brotos (RODRIGUES et al., 2012). Resultados
semelhantes também foi verificado com o uso fertilizantes comerciais
Hyponex® e OKF (ALAM et al., 2002). No caso do cacari, também foi
observado resultados positivos quanto ao uso de Maxsol até 0,75 g.L™
Rodrigues et al. (2012) também trabalhando com orquidea, observou maior
comprimento do broto em resposta ao aumento da dose de fertilizante (2,6 cm).
De forma semalhante, bons resultados também foram obtidos por Moraes et al.
(2009), ao avaliarem o crescimento de plantulas de Cattleya loddigesii Lindl.
em meio de cultura MS (50% da concentragdo original) contendo os
fertilizantes: Hyponex (NPK 6,5-6-19) e Kristalon laranja (NPK 6-12-36).

Para o cacgari, 0 comprimento maximo obtido foi de 1,8 cm, resultado
semelhante ao encontrado para figueira quando cultivadaem meio WPM, onde
obtiveram-se comprimento maximo de brotos de 2,8 cm (FERREIRA;
PASQUAL, 2008).
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Outra importante informacao € a relacdo entre 0 niumero de brotos e o
seu comprimento. Soares et al. (2007) mencionam que quanto maior 0 humero
de brotos, menor tende a ser o seu comprimento. Desta forma, € mais
vantajoso que essa exista uma boa relacdo entre namero de brotos e
comprimento. Trabalhos realizados por Aradjo (2015) verificou-se que o
namero de brotos (2,15) encontrado, foi menor em relagdo a este trabalho,
porém, os comprimentos dos brotos apresentaram-se em tamanho semelhante
a outros estudos mencionados acima. Assim, esse resultado corrobora com os
de Araudjo (2015), onde menciona que segmentos caulinares de cacari
cultivados somente no meio WPM proporcionou um crescimento maior dos
brotos. Além disso, Soares et al. (2007) também mencionam que € vantajoso
obter brotos normais e alongados (maiores do que 1,5 cm) porque esses
tendem a enraizarem mais facilmente do que brotos curtos (SOARES et al.,
2007).

Verificou-se 0 que a porcentagem de oxidacdo aumentou, de acordo
que se elevou as doses do fertilizante, atingindo 64% de oxidacdo. Esse
resultado permite dizer que as doses crescentes do fertilizante, causaram um
efeito fitotdxico sobre o explante.

Para porcentagem de explantes vivos houve um crescente percentual
(75%) até a dose de 0,75 g.L™, a partir dessa dose verificou-se uma diminuicdo

desse percentual. (Figura 7).

Figura 7 — Porcentagem de explantes oxidados e vivos de cacari cultivados in vitro sob diferentes

concentracdes de fertilizante comercial.
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Espécie de orquidea cultivada em diferentes fertilizantes (Hiponex® e
Kristalon laranja®), apresentaram resultados diferentes quando relacionado
com o cacari. Ambos fertilizantes, as doses nao interfeririam na porcentagem
de sobrevivéncia, havendo 100% de explantes vivos(CUNHA et al., 2011),
comparando com os resultados do cacari, as doses crescentes do fertilizante
Maxsol® elevou bastante o percentual de oxidagéo, obtendo-se um 6timo indice
de sobrevivéncia,apenas até certa dose.

Comparando apenas o tratamento testemunha desse trabalho (WPM
sem fertilizante) com outros na literatura, verificou-se também que em
segmentos nodais de Eugenia involucrata, o tratamento testemunhaapresentou
o percentual mais baixo de oxidacdo(GOLLE et al., 2012).

O meio de cultura suplementado com fertilizante tem indicado bons
resultados para a maioria das orquideas (PEDROSO DE MORAES et al., 2009;
JU; SCHNITZER; FARIA, 2012; UNEMOTO et al., 2007), jA para outras
espécies, principalmente lenhosas como o cacari, praticamente ndo tem
trabalhos publicados, por isso a dificuldade de comparar resultados,
principalmente discutir dados com porcentagem de explantes oxidados e vivos.
Os trabalhos com uso de fertilizantes sédo voltados mais para as espécies
ornamentaise a maioria dos autores ndo analisam as variaveis de
porcentagem, pois a espécie nao sofre intensamente o processo de oxidacao

quando comparado com as espécies lenhosas.

Experimento 2:Consisténcia do meio de cultura e concentracdes de Ferro

naregeneracao in vitro de segmentos caulinares de cacari

Verificou-se que ndo houve interacdo entre os fatores consisténcia do
meio de cultura e concentracbes de Fe testados. Para o primeiro fator,
semelhante ao que ocorreu no primeiro experimento, verificou-se que houve
100% de oxidacdo e morte dos explantes, constatando novamente que nas
condicdes do presente experimento, o meio de cultura liquido néo foi adequado

para o cultivo in vitro de cacari, nas condi¢cdes do presente experimento.

Para concentracdo de Fe testado, observou-se que diferenca

estatistica para numero de brotos e comprimento de brotos e porcentagem de
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explantes vivos. Ja para porcentagem de oxidacdo, ndo houve diferenca

significativa.

Para a variavel niumero de brotos,verificou-se que a concentracao de
Fe no meio de cultura original ndo foi suficiente para garantir o Otimo
crescimento e desenvolvimento do explante in vitro. Houve um decréscimo
linear no niumero de brotacbes a medida em que se aumentou as doses de Fe
no meio de cultura. Maior nimero de broto foi obtido na concentragdo normal
do meio WPM, a qual proporcionou 2,8 brotacdes por explante de segmentos

caulinares de cacari (Figura 8).

Figura 8 — Numero de brotos de segmentos caulinares de cacgari cultivados in vitro sob diferentes

concentracdes de Ferro.
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Schwalbert et al. (2014) estudando a espécieDesmodium incanum com
metade da concentracdo de ferro do meio de cultura MS, observaram bons
resultados para namero de brotagbes (1,5 brotos). Este resultadoé semelhante
aos resultadosobtidos para o cacari, no qual o acréscimo de ferro na fase de
regeneracao in vitrondo implicou na melhoria do nimero de brotos do cacari.
Vérios trabalhos com reducdo de sais e sais especificos do meio de cultura
vém sendo estudado, pois cada espécie requer um balanco nutricional in vitro
especifico, além de que alguns sais ao serem reduzidos, consequentemente
também h& a reducdo de problemas com oxidacdo (UTINO; CARNEIRO;
CHEVES, 2001).
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Para algumas espécies bem conhecidas, a exemplo as orquideas, a
reducdo de sais do meio de cultura MS tem sido benéfica para o seu
desenvolvimento no ambiente in vitro (PEDROSO-DE-MORAES et al., 2009,
CORDEIRO et al, 2011; CUNHA et al, 2011; DEZAN et al., 2012;
RODDRUGUES et al., 2013). Esse efeito positivo foi observado no presente
trabalho ao retirar o excesso de sais de ferro no meio de cultivo, sendo um bom
indicativo de estudo

Para comprimento das brotacbes observou-se um comportamento
semelhante ao numero de brotos. Houve maior crescimento na auséncia de
ferro. Com o aumento das concentracbes de Fe no meio de cultura, houve

redugéo do comprimento dos brotos (Figura 9).

Figura 9 - Comprimento dos brotos provenientes de segmentos caulinares de cacgari cultivados in vitro

sob diferentes concentracdes de Ferro.
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Ferreira (2014), trabalhando com segmentos nodais de tamarindo,
observou que ao reduzir todos os sais do meio de cultura WPM em diferentes
concentracbes ndo promoveu nenhuma diferenca significativa para o
comprimento dos brotos. Esse resultado é diferente do encontrado para o
cacari, onde as menores concentracfes e até mesmo a auséncia de sais de
ferro no meio WPM permitiram maior incremento para o crescimento dos
brotos.

Japara a catingueira (Caesalpinia pyramidalisTul. — Fabaceae) e
barbatiméo (Stryphnodendron adstringensMart. — Fabaceae), verificou-seque as

concentragbes de sais podem implicar no desenvolvimento dessas duas
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espécies. A elevacdo do conteudo de sais do meio WPM (concentracdo 100%
de sais) proporcionou melhor crescimento e estabelecimento in vitro. Esses
resultados para as distintas espécies, s6 explicam que essas variacdes sdo
respostas do comportamento diferente de cada uma e que o balanco de
nutrientes presentes no meio de cultivo € especifico para cada ser vivo vegetal
(SCHWALBERT et al., 2014).

Também verificou-se que houve aumento de explantes oxidados a
medida que se elevou as concentracdes de ferro, atingindo 20% de oxidacao.
Mesmo havendo um efeito linear de oxidacdo diante das concentracOes de
ferro, o percentual pode ser considerado baixo.

Quanto a porcentagem de explantes vivos, houve diminuicdo dos
individuos regenerados a medida em que se elevou as concentracfes de ferro,
atingindo 64% de explantes vivos na concentracao de 100% de ferro. Mesmo
com a elevacgao das concentracdes de ferro, observou-se que a diminuicdo da
porcentagem dos explantes vivos foi baixa, corroborando também com o baixo

percentual de oxidacdo obtido nesse trabalho (Figura 10).

Figura 10 — Porcentagem de oxidacao e explantes vivos de cacari cultivados in

vitrosob diferentes concentracdes de Ferro.
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A diferenca entre os explantes regenerados e oxidados podem ser

melhor visualizados através da Figura 11.
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Figura 11 — Diferenga entre os explantes vivos (A) e oxidados (B) de cacari cultivados in vitroem

funcao das diferentes concentra¢des de ferro.

Fonte: Ribeiro, 2015.

Como observado na Figura 10, a oxidacdo apresentou baixo
percentual, o que tornou possivel obter 6tima permanéncia de explantes vivos.
Tal resultado demonstrou que as concentracées de ferro nédo afetaram o
desenvolvimento dos explantes de cacariin vitro, evidenciando pouca
guantidade de explantes oxidados.

Mesmo considerando as variaveis anteriores, as quais demonstraram
que a auséncia de ferro ndo implicou na formacao de novos individuos e nem
na elevacdo do nivel de oxidacdo, ainda assim, alguns autores néo
recomendam a retirada desse micronutriente na fase de regeneracéo, pois €
essencial para o crescimento dos explantes em todo o ciclo da planta (UTINO;
CARNEIRO; CHAVES, 2001; JUCOSKI, 2011).

Diferentes resultados foram encontrados para tamarindo, onde
observou-se que a elevagdo das concentracdes de sais ndo contribuiu para o
nivel de oxidacéo, havendo pouca oxidacao e a formacéo de calos na base dos
explantes (FERREIRA, 2014).

Em estudos com banana, os autores observaram também resultados
semelhantes, onde as concentracdes de ferro proporcionaram um efeito linear
de oxidagdo, recebendo nota de grau de oxidacdo de 3,14 (UTINO;
CARNEIRO; CHAVES, 2001). O excesso de Fe livre nos sistemas vegetais
acelera a oxidacao, mediada pelo o oxigénio e o perdxido de hidrogénio, reduz
o teor de clorofila diminuindo a taxa fotossintética, providencia o aparecimento
de manchas cloréticas e marrons, e consequentemente a reducdo do

crescimento e desenvolvimento da planta (NEVES et al., 2009).
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4. CONCLUSOES

- A adicdo do fertilizante Maxsol®,na dose de 0,75 g.L™",no meio de
cultura promove melhor regeneragéo de brotos de cacgari.

- O meio de cultura sem adicao de ferro, proporciona melhor
desempenho para o estabelecimento dos explantes de cacari.

- O ferro na fase de regeneragcdo dos explantes de cacari ndo se
mostra imprescindivel e sua presenca ndo contribui para a diminuicdo do

processo de oxidacgao.
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CAPITULO 2: Multiplicacdo in vitro de cacari (Myrciaria dubia (Kunth.)

McVaugh) sob diferentes concentracdes de citocininas

RESUMO: O cacari € uma espécie nativa da Amazbnia e encontra-se
em processo de domesticacdo. Recentemente, alguns estudos tém sido
realizados visando a proliferacdo in vitro da espécie visando a obtencdo de
protocolos para a multiplicacdo de clones superiores e outros estudos
importantes em programas de melhoramento genético. As citocininas sao
substancias que causam divisdo celular nas plantase tém sido bastante
utilizadas emestudos in vitro, sendo as mais importantes BAP (6-
benzilaminopurina), TDZ (Thiudzuron) e cinetina.Diante do exposto, objetivou-
se avaliar o efeito de diferentes concentracfes de citocinina na multiplicacdo in
vitro de cacari.O experimento foi conduzido no laboratério de cultura de tecidos
da Embrapa Roraima. Foram utilizados segmentos caulinares de cacari
provenientes de brotacdes novas de plantas matrizes cultivadas em casa de
vegetacdo. Apds obtencdo, foram desinfestados em camara de fluxo laminar
utilizando alcool 70%, por 1 min. e hipoclorito de sodio 1,5 % por 12 min. e, em
seguida, foram inoculados meio de cultura WPM contendo diferentes
citocininas(BAP, TDZ e cinetina), combinados com suas concentracdes (0; 2; 4;
8 e 10 mg.L?). O experimento foi instalado utilizando-se delineamento
experimental inteiramente casualizado, hum esquema fatorial de 3 x 5, com
cinco repeticdes, sendo cada repeticdo composta por cinco explantes. Apés
inoculacao, os explantes foram transferidos para sala de crescimento, com 16
horas de fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de 32 ymol.m”
2st Apés 90 dias, foram avaliadas as variaveis nimero de brotos,
comprimento dos brotos e porcentagem oxidacao. As andlises foram realizadas
pelo programa computacional SISVAR. Verificou-se que maior proliferacdo de
brotos de cacari é obtida com BAP na concentracdo de 4,9 mg.L™. A adicdo de
citocinina no meio de cultura néo foi benéfica para o comprimento de brotos. As
concentragbes de citocininas testadas causaram efeito oxidativo elevado,
indicando a necessidade de testar concentracdes mais baixas.

Palavras-chaves: Camu-camu.Micropropagacdo.BAP. TDZ. Cinetina.

CHAPTER 2: In vitro multiplication of cagari (Myrciaria dubia (Kunth)
McVaugh.) with different concentrations of cytokinins.

ABSTRACT:The cacari is a native specie to the Amazon and is in the process
of domestication. Recently, some studies have been conducted to the in vitro
proliferation of the species in order to obtain protocols for the multiplication of
superior clones and other important studies in breeding programs. Cytokinins
are substances that cause cell division in plants and have been widely used in
in vitro studies, the most important BAP (6-benzylaminopurine), TDZ
(Thiudzuron) and kinetin. In this sense, the objective was to evaluate the effect
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of different concentrations of cytokinin on in vitro multiplication of cacari. The
experiment was conducted in tissue culture laboratory of the Embrapa Roraima.
stem segments of cacari from mother plants grown in a greenhouse were used.
After obtaining, was realized sterilization in a laminar flow hood using 70%
alcohol for 1 min. and 1.5% sodium hypochlorite for 12 min. and then they were
inoculated in WPM media containing different cytokinins (BAP, kinetin and
TDZ), combined in differents concentrations (0, 2, 4, 8 and 10mg.L™). The
experiment was conducted using a completely randomized design in a factorial
3 x 5, with five repetitions each repetition consists of five explants.After
inoculation, the explants were transferred to a growth room with 16 hours of
photoperiod, temperature 25 + 2 ° C and light 32umol.m?.s™. After 90 days, the
variable number of shoots, length of shoots and oxidation percentage were
evaluated. The analyzes were done using the software SISVAR. It was found
that most cacari proliferation of shoots is obtained with BAP at concentration of
4.9 mg.L™. The addition of cytokinin in the culture medium was not beneficial to
the length of sprouts. Tested cytokinins concentrations caused high oxidative
effect, indicating the need to test lower concentrations.

Keywords: Camu-camu. Micropropagation. BAP. TDZ. Kinetin.

1. INTRODUCAO

As citocininas sdo muito importantes na regulagcéo do crescimento e da
morfogénese, pois estimulam a divisdo das células, a inducéo e a proliferacao
de brotacbes (HOWELL et al., 2003; MENDES et al., 2015). Segundo Mok et al.
(1987), de acordo com a estrutura quimica, as citocininas sao classificadas em
dois grupos: as derivadas da adenina (como a 6-benzilaminopurina — BAP) e as
derivadas das feniluréias (como o N-phenyl- N’-1,2,3-thidiazol-5-ylurea -
Thidiazuron, TDZ).

A adicdo de reguladores de crescimento ao meio nutritivo tem como
objetivo suprir as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios
nos explantes que foram isolados da planta matriz, bem como estimular o
alongamento ou a multiplicacdo da parte aérea (CALDAS et al., 1998; GALLO,
2015). Assim, a inducdo de brotacdes in vitro ocorre pelo desequilibrio
hormonal induzido por concentracdo adequada e balanceada de reguladores
vegetais adicionadas ao meio, como a citocinina, a qual é muito favoravel na
fase de multiplicacdo in vitro. As citocininas estimulam a inducdo de brotos

adventicios a partir de calos ou induz a multibrotacdo em gemas axilares ou
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apicais até determinada concentracdo, a partir da qual, ocorre diminuicdo da
altura em virtude de possivel efeito fitotoxico da citocinina (REIS et al., 2008),
ficando claro a importancia de determinar a melhor concentracdo desse
horménio para o desenvolvimento das espécies.

O cacari (Myrciaria dubia (Kunth.) McVaugh) € uma das fruteiras
tipicamente amazonicas, que cresce na margem dos rios e lagos de toda a
bacia Amazbnica (ZANATTA; MERCADANTE 2007; DELGADO; YUYAMA
2010; YUYAMA 2011). O fruto dessa espécie tem despertado grande interesse
em alguns paises pelo seu potencial de producéo de acido ascorbico, que pode
atingir mais de 8.000 mg em 100 g de polpa integral (YUYAMA et al., 2011;
CHAGAS et al., 2015). Porém, com relacdo ao cultivo in vitro, € escasso 0s
estudos encontrados na literatura sobre a micropropagacéo da espécie.

Estudos mais recentes voltados para a obtencdo de protocolos de
micropropgacao do cacari tém sido realizados por Araujo (2012) e Silva (2012).
Essa técnica é de grande importancia, pois possibilita a producdo de um
grande numero de plantas assépticas em um curto espaco fisico e de tempo.
Assim, resultados promissores no cultivo in vitro de cagari vém sendo obtido
gradativamente nos ultimos anos. Contudo, devido o cacari possuir elevada
variabilidade genética em suas populacfes nativas e ser uma espécie lenhosa,
o0 que dificulta o processo de diferenciacdo e crescimento in vitro, a
micropropagacao dessa espécie requer estudos mais especificos para se obter
uma metodologia que atendam as exigéncias da cultura in vitro.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar o efeito de diferentes

concentragdes de citocinina na multiplicagéo in vitro de cacari.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi executado no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
Embrapa Roraima, Boa Vista-RR, Brasil. Para a instalagdo do experimento
foram utilizadas como fonte de explantes plantas matrizes de cacari
consideradas de bom estado fitossanitario, mantidas em casa de vegetacéo,
sob cuidados diérios de irrigacdo, nutricional e sanitario. Antes da obtencéo dos
explantes, as plantas foram pulverizadas com fungicida (Nativo® 2ml.L™),

durante 30 dias, com intervalo de um dia entre uma aplicagao e outra.
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Foram utilizados como fonte de explantes, segmentos caulinares com
um par de gemas axilares, com = 2cm de comprimento, oriundos de brotagdes
novas. Apos a coleta, os segmentos foram levados ao laboratorio de cultura de
tecidos e passaram por um processo de pré-limpeza, com a excisdo das folhas
e 0 excesso de caule e, em seguida, foram lavados em agua corrente para
lixiviagdo parcial de compostos fendlicos liberados por consequéncia do corte
dos tecidos. Posteriormente, ficaram imersos durante 24h na solucdo de
fungicida e bactericida na concentracdo de 1 ml.L™" de fungicida Nativo® e 1
ml.L™ de bactericida Ksaumin®.

Posteriormente, os segmentos caulinares foram levados para a sala de
inoculacdo e, em camara de fluxo laminar, passaram pelo processo de
desinfestacdo. Os segmentos foram desinfestados inicialmente em solucdo de
alcool 70%, imersos por 1 minuto e, logo apos, no hipoclorito de sodio a 1,5%
por 12 minutos, seguido de triplice lavagem com agua destilada, deionizada e
autoclavada (dgua DDA) para retirada total dos produtos da superficie dos

tecidos.

ApoOs a desinfestacdo, os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio de 125 mm, com 30 ml de meio de cultura WPM, acrescidos de
diferentes citocininas (BAP, TDZ e cinetina) e suas concentracdes (0; 2; 4; 8 e
10 mg.L™).

Apés a inoculacao, os explantes permaneceram por 15 dias no escuro
e, posteriormente, foram transferidos para sala de crescimento, com 16 horas
de fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e luminosidade de 32 pmol.m?.s™.
Apos 90 dias, foram avaliadas as variaveis numero de brotos, comprimento dos
brotos e porcentagem oxidacéo.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado,
num esquema fatorial de 3 x 5, com cinco repeticdes, sendo cada repeticao
composta por cinco explantes. Os dados obtidos foram submetidos a analise
de variancia, sendo os dados quantitativos comparados através do teste de
Tukey e os quantitativos através de regressao polinomial (p<0,05), com auxilio
do programa computacional SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DICUSSAO

Houve efeito da interacdo entre citocininas e concentracdo para as
variaveis numero (NB) e comprimento dos brotos (CB). Para porcentagem de

oxidacéo (OX), somente houve efeito significativo para o fator concentracao.

A citocinina BAP foi a que proporcionou maior numero de brotos.
Quando os segmentos caulinares de cacgari foram submetidos ao cultivo in vitro
com BAP, verificou-se que houve aumento do niumero de brotos a medida que
se elevou a concentracdo dessa citocinina até 4,9 mg.L™, obtendo-se 5,20
brotos.A partir dessa concentracdo, houve uma diminuicdo no numero de
brotos obtidos (Figural). Comportamento semelhante foi observado no nimero
de brotos para cinetina e TDZ. Contudo, verificou-se que o niumero de brotos
obtidos na presenca das duas citocininas foramsignificativamente inferiores,
proporcionando3,80 e 3,30 brotos nas concentracdes de 5,9 e 5,5 mg.L?,
respectivamente. Alguns autores também observaram em seus estudos que 0
BAP foi mais eficiente do que o TDZ na proliferacdo de brotos, o que corrobora
com os resultados obtidos no presente trabalho (OLIVEIRA et al., 2007;
SOARES et al., 2011). A maior eficiéncia do BAP em relacdo a cinetina e TDZ
também foi observado por Rocha et al. (2008). Os autores observaram que 0
BAP foi mais eficiente do que o TDZ e cinetina na multiplicacdo de brotos de
algodao in vitro, sendo que as duas Ultimas ndo proporcionaram bons
resultados, semelhantemente na multiplicagdo de segmentos caulinares de

cacari.

Figura 1 — NUumero de brotos provenientes de segmentos caulinares de cagari cultivados in vitro
em funcéo de diferentes citocininas (BAP, CIN, TDZ) e concentracdes.
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O BAP tem sido a citocinina mais eficiente no processo de
multiplicacdo para diversas espécies, fato observado também no presente
trabalho. Esse resultado é semelhante ao observado por Machado et al. (2008).
Os autoresobservaram maior numero de brotos (6,0) para multiplicacdo de
segmentos caulinares de videira no meio de cultivo contendo 5,0 mg.L™ de
BAP. A eficiéncia no uso de BAP na proliferagdo de brotos de diversas
espécies tem sido comprovada por diversos autores (ROCHA et al., 2008;
GRIMALDI, 2009; SOARES et al., 2011).Contudo, estas diferencas de
concentracdes de BAP utilizadas na multiplicagc&o in vitro de espécies lenhosas
indicam que as respostas a este fitorregulador variam de acordo com cada
espécie e cultivar. Portanto, o fator genético é muito importante na
determinacdo do numero de gemas ou brotos por explante em relacdo a
concentracdo de BAP utilizada (LEONTIEVORLOV et al., 2000).

Em mangabeira, Soares et al. (2011) trabalhando com segmentos
caulinares, observou que BAP promoveu maior namero de brotos (1,98).
Oliveira et al. (2007), visando a inducdo de brotacdes em Annona glabra L.,
observaram a formacéo de 1,33 quando adicionaram ao meio de cultura WPM
1,0 mg L™ de BAP. J& Grimaldi (2009), cultivando explantes de pera, verificou
uma média de 5,0 brotos no meio de cultura com 1,3 mg.L™" de BAP. Este
resultado esta dentro do esperado, ja que o BAP € comumente utilizado na
faixa de 0,5a 5,0 mg.L™.

Para comprimento de brotos (Figura 2), verificou-se queo aumento da
concentracdo de citocinina no meio de cultura (BAP, TDZ e CIN) néo
proporcionaram efeito positivo no crescimento das brotacbes, sendo que os
melhores resultados foram obtidos na auséncia destas. Verificou-se, de modo
em geral, que a medida em que se elevou a concentracdo de citocinina no
meio de cultura houve uma diminuicdo no comprimento dos brotos. Esse efeito

pode ser melhor visualizado através da Figura 3.
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Figura 2 — Comprimento de brotos provenientes de segmentos caulinares de cacari cultivados
in vitro em funcéo de diferentes citocininas (BAP, CIN, TDZ) e concentracdes.
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Figura 3 — Aspectos gerais do comprimento de brotos provenientes de segmentos caulinares
de cacari cultivados in vitro em funcdo de diferentes citocininas (BAP, CIN, TDZ) e
concentracdes (0; 2,0; 4,0; 8,0; 10 mg.L™Y).
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O efeito negativo da adi¢cao de citocinina no comprimento de brotacdes
sao relatados em diversos trabalhos. Machado et al. (2006), verificaram que o
tratamento controle (sem adicdo de CIN) promoveu maior comprimento dos
brotos (4 cm) no cultivo in vitro de videira. Dzazio; Biasi e Zanette (2002),

também constataram que concentracdes de 0, 1, 5 e 10 uyM de cinetina nao
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influenciaram no crescimento dos brotos.Skala e Wysokinska (2004) e Garlet et
al. (2011) também observaram reducdo no alongamento de brotos de Salvia
nemorosa L. e de Mentha gracilis Sole, respectivamente, durante a proliferacao
in vitro destas espécies com o aumento da concentracdo de citocinina. Esses
resultados corroboram com a afirmacdo de Pasqual (2001), que relata que
elevadas concentracdes de citocininas podem reduzir o tamanho das brotagdes
no cultivo in vitro, corroborando com os resultados obtidos no presente
trabalho.

As citocininas, de modo em geral, sdo biologicamente muito ativas e a
intensidade varia de uma para outra. Ribeiro et al. (2010), descreve que o TDZ
€ a citocinina com maior atividade biolégica na multiplicacdo, em relacdo a
outras fontes. Isso deve-se ao incremento da atividade da enzima fosfatase
acida, responsavel pela interconversao nucleotideo-nucleosideo da estrutura
de citocininas enddgenas, tornando-a biologicamente ativa, atuando como um
inibidor de crescimento se utilizado em elevadas concentracbes. Essa
afirmacéo esta de acordo com os resultados observados no presente trabalho.
Ou seja, as citocininas proporcionaram aumento no numero de brotos (Figura
1), porém ndo foram eficientes quanto a crescimento dos mesmos (Figura 2).

Assim, dependendo da finalidade do cultivo in vitro, multiplicacdo ou
alongamento de brotos, € necessario que se adicione ao meio a concentracao
adequada, sendo esta especifica também para cada (GRATTAPAGLIA;
MACHADO, 1998). Por exemplo, na multiplicacdo in vitro de ameixeiras foi
observado que a adicdo de BAP ao meio de cultura, apesar de propiciar uma
alta taxa de brotos, apresentou pequeno comprimento médio de brotos
(RODRIGUES et al., 1999)semelhante ao que ocorreu no presente estudo com
0 cagari.Resultado semelhante também foi obtido por Chaves; Schuch e Erig
(2005), os quais observaram que a adicado crescente de BAP ao meio nem
sempre proporcionava alongamento de brotos.

Por outro lado, para o algoddo, Rocha et al. (2008)observaram que a
adicdo de2,5 mg.L™ de BAP no meio de cultivo promoveu maior comprimento
de brotacdes. Ja no mesmo estudo, o comprimento foi menor quando cultivado
na presenca de CIN e TDZ.

Para a porcentagem de oxidagcdo (Figura 4) observou-se uma

tendéncia  linear  crescente para as  concentracbes  testadas,
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independentemente do tipo de citocinina. Ou seja, a medida que se aumentou
as concentragdes no meio de cultura, houve um aumento na porcentagem de
explantes oxidados, chegando até 60,20 %, na concentragdo méaxima de 10

mg.L™.

Figura 4 — Porcentagem de oxidacdo de segmentos caulinares de cacari cultivados in vitro em
funcéo de diferentes concentrac¢des de citocinina.
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O aumento da oxidacéo dos tecidos in vitro ocasionado pela adicado de
citocininas em elevadas concentracfes tem sido reportado em diversos
estudos. Salgado et al. (2001) notaram que o TDZ possui efeito inibitério na
regeneracao de brotos, quando utilizado em concentracBes acima do nivel
otimo. Este efeito inibitério no crescimento de brotos deve ter ocorrido em
virtude do seu efeito fitotdxico, causado pela producao de etileno. Carvalho et
al. (2011) citam que o TDZ apresenta efeito estimulatério na biossintese do
etileno e consequentemente resulta na senescéncia e na maior taxa de
oxidacao dos explantes (CARVALHO et al., 2011).

Importante ressaltar que as concentracfes de fitormbnios séo
especificos para cada espécie e etapa da micropropagacdo e, por isso,
necessita ser estabelecida em cada espécie estudada. Salgado et al. (2001)
também observaram que o TDZ possui efeito inibitorio na regeneracédo de
brotos, quando utilizado em concentracdes acima do nivel 6timo. Han et al.
(1997) verificaram que o TDZ, em concentracdo acima de 0,01 mg L™, ndo
promoveu a multiplicacdo de brotos em Ficus benjamina devido a presenca de
alto percentual de oxidacao (46%). No presente trabalho, a porcentagem de

oxidacéo foi crescente a medida em que elevou a concentragdao de citocinina
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no meio, concordando com Pasqual (2001), o qual relata que elevadas
concentracfes de citocininas podem causar efeitos fitotoxicos no cultivo in vitro.
Por outro lado, em videira, observou-se que o aumento das concentragcdes nao
aumentou significativamente o percentual de explantes oxidados, atingindo até
33,3 % na dose maxima de 10 uM (CARVALHO et al., 2011).

CONCLUSOES

- Maior proliferacdo de brotos de cacari € obtida com BAP na
concentracédo de 4,9 mg.L'l;

- A adicdo de citocinina no meio de cultura ndo foi benéfica para o
comprimento de brotos;

- As concentracdes de citocininas testadas causaram efeito oxidativo

elevado, indicando a necessidade de testar concentracées mais baixas.
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