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RESUMO

O camu-camu é uma fruta que possui elevado contetdo de &cido ascorbico e vem
se destacando na produgéo de concentrados e suplementos naturais. Devido a essa
importancia, a domesticacdo do camu-camu vem sendo estudada ha alguns anos.
Dentre os diferentes processos de propagagéo, o cultivo in vitro tem sido importante
no processo de clonagem de materiais selecionados. Contudo, ainda nao existem
trabalhos exitosos que viabilizassem o estabelecimento in vitro da espécie e
proporcionassem a multiplicacdo de materiais selecionados e/ou a producédo de
mudas de qualidade. Neste contexto, objetivou-se com o presente trabalho
desenvolver procedimentos para a desinfestagéo e estabelecimento in vitro a partir
de sementes de camu-camu. Para a desinfestacdo, avaliou-se a aplicacdo de
fungicida e formol; o uso de fungicida e hipoclorito de sodio e o efeito de
concentragdes de hipoclorito de sddio e tempo de imersdo das sementes. Para o
cultivo in vitro de sementes de camu-camu foram testadas a inoculagdo em
diferentes meios de cultura e concentragdes de sacarose e diferentes concentragdes
do meio MS e de sacarose. Verificou-se que a utilizagdo de fungicida combinado
com formol e hipoclorito foi eficiente na desinfestacdo de sementes de camu-camu,
sendo que os melhores resultados foram obtidos quando as sementes foram
imersas por 3 horas em fungicida seguida por 3 horas de imersdo em formol e
posteriormente, por 25 minutos no hipoclorito. O uso de fungicida por 6 horas e em
seguida de hipoclorito por 25 minutos, sem adicdo de formol, também pode ser
utilizado na assepsia das sementes de camu-camu. A utilizagdo de hipoclorito de
sédio para desinfestagdo de sementes de camu-camu na concentracdo de 0,5 a 1%
de cloro ativo, por 20 e 60 minutos, mostraram-se eficiente. Os produtos utilizados
na desinfestacdo das sementes ndo foram prejudiciais & germinacdo das sementes
avaliadas. A adicdo de sacarose nos meios de cultura MS, WPM e BOXUS néo
resultou no crescimento inicial de de camu-camu in vitro.

Palavras-chave: Domesticacao, Fruteira nativa, Myrciaria dubia, Cultura de Tecidos,
Assepsia.



da Silva, Marcela Liege. Disinfestation and establishment of in vitro-germinated
seeds of Myrciaria dubia (H. B. K) McVough. 2012. 58p. Dissertagdo de Mestrado
em Agronomia — Universidade Federal de Roraima, Boa Vista, ano 2012.

ABSTRACT

The camu-camu is a fruit which possesses a high content of ascorbic acid and has
been standing out in the production of concentrates and natural supplements. Due to
that importance, the domestication of the camu-camu has been being studied for
some years. Among the different propagation processes, the in vitro cultivation has
been important in the process of cloning of selected materials. However, there is not
yet successful works which make the in vitro establishment of the species viable and
provide the multiplication of selected materials and/or production of high quality
seedlings. In this context, it was intended through the present work to develop
procedures for both the disinfestation and in vitro establishment from camu-camu
seeds. For the disinfestations, the application of fungicide and formol; the use of
fungicide and sodium hypochlorite and the effect of concentrations of sodium
hypochlorite and immersion time of the seeds were evaluated. For the in vitro
cultivation of camu-camu seeds, the inoculation in different culture media and
sucrose concentrations and different concentrations of the MS medium and sucrose
were tested. It was found that use of fungicide combined with formol and hypochlorite
was efficient in disinfestation of camu-camu seeds, the best results were obtained
when the seeds were immersed for 3 hours in fungicide followed for 3 hours’
immersion in formol and afterwards for 25 minutes in hypochlorite. Use of fungicide
for 6 hours and next of hypochlorite for 25 minutes, without the addition of formol,
also can be utilized in the asepsis of camu-camu seeds. The utilization of sodium
hypochlorite for disinfestation of camu-camu seeds at the concentration of 0.5 to 1%
of active chlorine for 20 and 60 minutes proved efficient. The products utilized in the
disinfestation of the seeds were not harmful to the germination of the seeds
evaluated. The addition of sucrose into the culture media MS, WPM and BOXUS did
not result into the initial growth of camu-camu in vitro.

Key words: Domestication, Native fruit-bearing plant, Myrciaria dubia, Tissue
culture, Asepsis.
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1 Introducgéo

A Amazobnia apresenta uma das maiores biodiversidade do mundo, na qual
estdo incluidas espécies vegetais ainda ndo domesticadas e com grande potencial
econbmico. O camu-camu, cacgari, ou araca-d'dgua (Myrciaria dubia (H.B.K.)
McVaugh) é um arbusto, pertencente & familia Myrtaceae, e encontra-se distribuido
desde a parte leste do Para, passando pelo médio e alto Rio Amazonas e parte
oriental da Cordilheira dos Andes (Bacia Amazdnica) no Peru. Ocorre em paises
como Colébmbia, Venezuela, Guiana Inglesa e Bolivia. No Brasil, também ocorre nas
margens de todos os rios que desaguam no rio Amazonas, passando pelos estados
de Rondbnia, Mato Grosso e Tocantins (YUYAMA et al., 2010).

O fruto € muito usado no preparo de refresco, sorvete, picolé, polpa de fruta,
geléia, licor caseiro, xarope, xampu e marmelada. Dificilmente sdo usados in natura
devido a sua elevada acidez (SILVA et al., 2011a). O camu-camu possui um grande
potencial econémico devido ao seu elevado contetdo de acido ascérbico, cerca de
6112 mg.100 g* (YUYAMA, 2002), que é superior ao encontrado na maioria das
plantas cultivadas, como a acerola 1.074 mg.100 g* (FREITAS et al., 2006), e a
goiaba 60 mg.100 g™ (SANTOS DA ROSA, 2005). O &cido ascérbico tem fungao
muito importante devido a sua agéo fortemente redutora, sendo largamente utilizado
como antioxidante para estabilizar a cor e o aroma de alimentos (ALDRIGUE et al.,
2002). Além disso, € uma vitamina essencial que deve ser ingerido diariamente.
(CHAVES et al., 2004).

Devido a essa importancia econdémica e pela dificuldade de sua propagagéao
assexuada (FERREIRA; GENTIL, 2003), a micropropagacao vem se destacando por
apresentar vantagens sobre as formas de propagacéo convencional, especialmente
quando h& necessidade da multiplicagdo de cultivares melhoradas. Por meio desta
técnica é possivel exercer o controle sobre a producdo das mudas, produzindo-as
durante todo o ano e obtendo-se um numero elevado de individuos geneticamente
idénticos a partir de uma planta selecionada (SCHUCH; ERIG, 2005). Contudo, um
dos maiores entraves no estabelecimento in vitro de espécies lenhosas, esta na
dificuldade de obter material propagativo livre de contaminagdo por fungos e
bactérias (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

A etapa de desinfestagdo tem papel fundamental, pois um dos maiores

problemas na utiliza¢do da cultura de tecidos esta na contaminacdo dos explantes.
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Esse problema € mais grave no cultivo de espécies lenhosas, as quais estdo
inseridas todas as espécies amazobnicas com potencial de uso na fruticultura. O
problema é maior quando os explantes séo retirados diretamente do campo.

Para minimizar os problemas de contaminagédo e viabilizar o processo de
estabelecimento in vitro, diversas substancias tém sido testadas, sendo os
compostos a base de cloro e etanol, os mais utilizados no processo de
desinfestacdo (SILVA et al.,, 2005) e, em alguns casos, a adigdo de antibidticos e
fungicidas ao meio de cultura (FERREIRA; SANTOS; BRAGADO, 2009). Estudos
comprovam 0 sucesso na utilizagdo desses produtos na desinfestagdo de explantes
de fruteiras nativas quando se deseja estabelecer tecidos vegetais in vitro para
posteriores estudos de multiplicagdo. As concentragbes das solugdes
desinfestantes, assim como as combinagfes dos seus principios ativos e os tempos
de exposicao, podem variar bastante.

Neste contexto, torna-se necessario, para se iniciar os trabalhos de
micropropagacdo do camu-camu, a realizagdo de estudos que visem a obtencéo de

protocolos de desinfestagéo e estabelecimento.
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2 Objetivos
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver procedimentos para a desinfestagédo de sementes de camu-camu

e estabelecimento in vitro.
2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do uso dos fungicidas Derosal® e Cerconil® e formol na
desinfestacdo de sementes de camu-camu germinadas in vitro;

e Avaliar o efeito do hipoclorito de sddio e seu tempo de imersdo na
desinfestacdo de sementes de camu-camu germinadas in vitro;

e Avaliar o efeito de diferentes meios de cultura, concentracbes de sais e

sacarose na microprogacao de sementes de camu-camu.
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3 Revisdo de Literatura

3.1 Distribuicdo e Aspectos Botanicos

O camu-camu ou araga d’agua [Myrciaria dubia (Humb., Bonpl. & Kunth)
McVough] € uma planta frutifera nativa da Amazodnia encontrado normalmente as
margens dos rios, lagos e igapdés (YUYAMA, 2002). Pertence a classe Dicotiledonea,
ordem Myrtacea, familia Myrtaceae e género Myrciaria (PICON BAOS; DELGADO;
PADILHA TRUEBA, 1997; TEIXEIRA; CHAVES; YUYAMA, 2004).

No Brasil, nas areas de ocorréncia natural, a espécie € conhecida por
diversos nomes como cagcari, araca d'dgua ou sardo, dependendo da regido que é
encontrada (ZANATA, 2004).

A espécie é encontrada geralmente na regido central do Estado do Para, as
margens de médio e alto rio Amazonas, até a parte oriental do Peru, ao longo do rio
Casiquiare e parte da alta e média bacia do rio Orinoco (MCVAUGH, 1969; ALVES;
BORGES; MOURA, 2000).

Segundo CHAVEZ FLORES (1988), nos estados do Amazonas, Rondonia e
Roraima, o camu-camu € encontrado naturalmente, porém, ndo téo frequente e
abundante como se observa ao longo dos rios e lagos da Amazonia peruana, onde
sdo encontradas grandes populacdes nativas e monoespecificas (PETERS;
VASQUEZ, 1987).

A espécie também é encontrada ao longo dos rios Ucayali e Amazonas e
seus afluentes, principalmente as margens do rio Supay, e do rio Nanay no Peru
(MENDOZA et al., 1989; VILLACHICA, 1996).

Com relagédo aos aspectos botéanicos, as plantas de camu-camu séo arbustos
de 4 a 8 metros de altura, com uma ramificagdo que se inicia desde a base; as
folhas sé@o simples, opostas, ovuladas ou elipticas; a raiz principal € de forma conica
e possui muitos fios absorventes; a flor € de cor branca, subséssil com quatro
pétalas; os frutos sdo globosos, de superficie lisa e brilhante, de cor vermelha
escura a preta purpura com dois a quatro centimetros de diametro, apresentando de
uma a quatro sementes com peso meédio de 8,4 g, reniformes, aplanadas, cobertas
de uma pilosidade branca (PINEDO, 2002).
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3.2 Importancia Econdmica

Segundo Suguino (2002), o fruto do camu-camu é consumido de diversas
maneiras, em paises como Estados Unidos, Franca e Japdo, podendo ser
considerado um produto de exportagdo, fazendo com que seu cultivo seja
considerado uma nova opg¢éo para o desenvolvimento de novos produtos agricolas,
principalmente, quando se considera suas caracteristicas agronbmicas e
nutricionais.

No Brasil, a principal utilizacdo € como polpa, e vem sendo disponibilizada no
norte do pais, para producédo de diversos produtos, como refresco, sorvete, picolé,
polpa de fruta, geléia, licor caseiro, xarope, xampu e marmelada. Dificilmente sdo
usados in natura devido a sua elevada acidez (SILVA et al.,, 2011a). A polpa do
camu-camu possui elevado teor de acido ascérbico (vitamina C), entre 877 e 3.133
mg 100 g™ de polpa que é superior ao encontrado na maioria das plantas cultivadas
(PINEDO et al., 2004). Yuyama (2002), constatou que esse valor poderia atingir até
6112 mg 100g™ de polpa, o que foi encontrado em frutos coletados na regio leste
do estado de Roraima, nas margens do rio Urubu.

O fruto de camu-camu por apresentar baixo pH e baixo grau de dogura, tem
sido utilizado basicamente na agroindlstria para produgdo de sucos, néctares,
geléias e licores (VIERA et al., 2010). Atualmente, inimeros processos tecnoldgicos
estdo sendo adaptados e aperfeicoados para a obtengdo de diversos outros
produtos derivados de camu-camu, visando valorar o seu uso em condigdes
regionais onde a fruta ndo é conhecida (RODRIGUES et al., 2003; SILVA et al.,
2011b). Segundo Maeda e Andrade (2003), a polpa também apresenta
caracteristicas desejaveis para producdo de bebida alcodlica fermentada,
destacando-se o alto rendimento em bebida, que atingiu valores de 85 a 90 % em
relacdo ao volume de mostro.

Além do uso na agroinddstria, também tém sido desenvolvidos diversos
estudos na area nutraceutica, onde tém sido identificados compostos, por exemplo,
miricetina e quercetina (RODRIGUES; MARX, 2006), que s&o substancias
antioxidantes de ocorréncia natural (SOUSA; SILVA; VIEIRA, 2007).
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3.3 Propagacao do Camu-Camu

A forma mais utilizada para propagacdo do camu-camu ainda € por sementes,
0 que pode ocasionar no seu cultivo, uma grande variabilidade no ciclo, na produgé&o
e no teor de vitamina C dos frutos. Entretanto, mudas obtidas por sementes ndo séo
recomendadas para formag&o de pomares comerciais, pois além de retardar o inicio
da producéo dos frutos, desenvolvem plantas desuniformes, quanto ao crescimento,
floracdo e frutificagdo, dificultando as atividades de manejo da cultura, inclusive a
propria colheita (LIRA JUNIOR et al., 2007).

Embora a alta variabilidade em uma espécie seja desejavel em programas de
melhoramento, a uniformidade de plantas dentro de uma populacdo clonal é
vantajosa para a produgdo comercial. Quando se projeta sua produ¢cdo em maior
escala, é necessario aproveitar certas caracteristicas Uteis, como o alto rendimento,
0s niveis maiores de acido ascoérbico e o maior tamanho do fruto, dentre outras
caracteristicas (OLIVA; VARGAS; LINARES, 2005).

A multiplicagéo vegetativa do camu-camu vem sendo estudada visando maior
produtividade, uniformidade de producédo, precocidade na frutificagdo bem como
garantir as qualidades desejaveis da planta-mée (SILVA et al., 2009; YUYAMA et al.,
2010).

Dentre as técnicas de propaga¢édo do camu-vamu, destacam-se a enxertia, no
qual ocorre a combinagdo de caracteristicas desejaveis de dois gendétipos, o porta-
enxerto e o enxerto; e a estaquia, que € um método de propagacdo em que
segmentos destacados de uma planta, sob condi¢des adequadas, emitem raizes e
originam uma nova planta, com caracteristicas idénticas aquela que lhe deu origem
(HARTMANN et al., 2002).

Santana (1998), avaliando diferentes porta-enxertos da familia Myrtaceae
(Myrciaria sp., M. caulifl ora, Psidium densicomum, P. guava, P. guineense, P.
friedrichsthalianum e Eugenia unifl ora), obteve os melhores resultados na formagéao
de mudas de M. dubia com as espécies Myrciaria sp. (22%) e Psidium guineense
(20%), com garfagem de topo em fenda cheia; em garfagem de fenda lateral, essas
mesmas espécies apresentaram resultados bem distintos, 40% e 0%,
respectivamente. Entretanto, quando a enxertia foi realizada com o camu-camu em

porta enxertos da familia Myrtaceae, adaptados a terra firme como a goiabeira
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(Psidium guajava L.) e pitangueira (Eugenia uniflora L.), a enxertia se mostrou
incompativel (SUGUINO, 2002).

Para a propagagédo de camu-camu por estacas, Pereira (2002) recomenda
utilizar ramos juvenis provenientes de posi¢cdes basais, com 8 mm de diametro,
imersos de 12 a 24 horas em 200 ppm de &cido naftalenoacético (ANA), para
conseguir 90% de enraizamento. Contudo, alguns trabalhos estudando a
propagacao vegetativa por estaquia de camu-camu, ndo obtiveram sucesso. Costa
da Silva (2009) observou que o uso dos fitorreguladores AIB e AIA ndo se
mostraram eficiente no enraizamento de estacas. Também Utia e Pinedo (1979),
nao obtiveram sucesso no enraizamento de estacas apicais e basais de camu-camu,

submetidas a trés diferentes substratos areia, solo e serragem.

3.4 Cultivo in vitro

O cultivo in vitro € um método promissor para as espécies nativas gerando
pomares com populacdes de plantas homogéneas além de acelerar os métodos de
propagacao convencional (SOUSA; SILVA; VIEIRA, 2007). Segundo Pasqual (2001),
a cultura de tecidos compreende um conjunto de técnicas nas quais um explante é
isolado e cultivado sob condi¢des de plena assepsia, em um meio nutritivo artificial.
Essas técnicas permitem o cultivo sob condigBes fisicas, quimicas e biologicas
otimas.

A producgdo de plantas in vitro é baseada na totipoténcia celular, em que a
célula vegetal ja diferenciada volta ao seu estado meristemético e, apdés, redefine
seu padrdo de diferenciacdo (TERMIGNONI, 2005). Por meio desta técnica,
fragmentos de tecidos vegetais vivos, denominados “explantes”, séo retirados de
plantas de interesse e cultivados em meio nutritivo definido, sob condi¢des
assépticas.

A micropropagacdo pode ser enquadrada como uma técnica de propagacao
vegetativa in vitro (XAVIER; WENDLING; DA SILVA, 2009). Comparada a outras
técnicas, tém sido considerada aquela que mais se difundiu nos dltimos anos, com
aplicagbes comprovadas em diversas espécies de plantas. Dessa forma, a
micropropagacdo pode ocorrer por meio de organogénese direta, com a formacgao

de 6rgdos diretamente, sem a passagem por fases intermediarias. Ou indireta,
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passando obrigatoriamente pela fase de calo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
As duas formas séo fundamentais para o cultivo in vitro.

Outra etapa da micropropagacao é a rizogénese, quando ocorre a formacao
de raizes nas partes aéreas, obtidas no estagio de multiplicacdo, que permite a
constituicdo de plantas completas para posterior aclimatizacdo as condi¢ées ex vitro.
O enraizamento de espécies lenhosas, que inclui a maioria das frutiferas, é a etapa

mais dificil, segundo Schuch e Erig (2005).

3.5 Desinfestagdao in vitro

O uso de processos de desinfestagdes que garantam a assepsia dos
propagulos vegetativos a serem introduzidos in vitro € esséncial na cultura de
tecidos e permite a obtencdo de explantes livres de bactérias, fungos e leveduras.
Esses microorganismos no meio de cultura agem de forma indireta, comprometendo
o desenvolvimento normal dos cultivos por competir com o explante pelos nutrientes
e vitaminas e também produzirem metabdlitos fitotéxicos, como os acidos lactico e
aceético e o cianeto (LIMA; MORAES, 2006).

As substancias mais utilizadas no processo de desinfestagdo sdo os
compostos a base de cloro e etanol (SILVA et al., 2005a). Dentre os produtos
germicidas a base de cloro utilizados para desinfestacdo dos explantes, o mais
comum é o hipoclorito de sédio (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998), que € uma
solucdo aquosa alcalina com 10% de cloro ativo e cerca de 10-13 g L™ de soda
residual, de coloragdo amarela e odor caracteristico.

Algumas hip6teses do mecanismo de ag¢do do cloro sugerem que ha uma
combinagdo com proteinas da membrana celular dos microrganismos, formando
compostos toxicos e levando a inibicdo das enzimas essenciais (DONINI et al.,
2005).

Juntamente com o hipoclorito de sddio, s&o comumente adicionadas gotas de
detergente para melhorar o contato das solugfes a base de cloro com os tecidos. O
mais utilizado € o Tween 20, mas detergentes normais de cozinha podem substitui-
lo (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998). O Tween 20 tem a fungédo de aumentar a
penetragdo da solugéo no tecido (PASQUAL, 2001).
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Picolotto et al. (2007) observaram que a utilizag&o de hipoclorito de sédio a 5%
por 20 minutos foi mais eficiente na desinfestagcdo de sementes de jabuticabeira
(Myrciaria spp.), em comparacao a concentragéo de 2,5%.

O etanol geralmente é utilizado pela sua acdo germicida, surfactante e de
dissolugcéo das gorduras, podendo auxiliar a acdo dos outros produtos. Geralmente é
utilizado nas concentracdes de 70% e 80% por alguns segundos, uma vez que
acima desta concentracdo é menos eficiente e pode desidratar rapidamente os
tecidos (PASQUAL, 2001).

Outros produtos podem ser utilizados na descontaminagédo de explantes, como
cloreto de mercurio, acido cloridrico, cloreto de benzalcénio, peréxido de hidrogénio,
hipoclorito de calcio e formol, porém muitos deles apresentam riscos de toxicidade.

O formaldeido é um gés, normalmente utilizado em solugdo aquosa, incolor
com odor penetrante e irritante, e provoca efeitos téxicos em seres humanos e
animais. Entretanto, vem sendo utilizado na desinfestagcdo de diferentes explantes
para o cultivo in vitro. O uso do paraformaldeido por 2 h em Limonium platyphyllum
Lincz., eliminou a contaminacdo por fungos, porém interferiu na regeneracdo de
brotacdes do material in vitro (FIOR; PRESTES; RODRIGUES, 2001).

Alguns trabalhos vém sendo desenvolvidos com o cloreto de mercurio,
embora raramente, devido a sua toxidez. Ribas et al. (2002) trabalhando com
diferentes concentracbes de cloreto de mercurio na assepsia de explantes de
Aspidosperma polyneuron, observou que o HgCl; a 0,05% de por 10 minutos foi
mais eficiente.

As concentragbes das solugbes desinfestantes, assim como as combinac¢des
dos seus principios ativos e os tempos de exposicdo, podem variar bastante
(XAVIER; WENDLING; DA SILVA, 2009). O efeito positivo do tempo de
desinfestacéo foi verificado em abacaxizeiro e em marmeleiro (MORAES; ALMEIDA;
CAZE FILHO, 2007; BIANCHI et al., 2003). Os mesmos autores verificaram que a
desinfestacdo por 10 minutos utilizando hipoclorito de s6dio a 2%, proporciona maior

sobrevivéncia de gemas.

3.6 Meios de Cultura

No cultivo in vitro utilizam-se meios nutritivos determinados para que as

plantas se desenvolvam, com formulagfes de acordo com as necessidades de cada
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vegetal. Para promover maior crescimento, normalmente, incluem-se certos
componentes organicos, cComo macro e micronutrientes, carboidrato, normalmente a
sacarose, vitaminas, aminoécidos, agente geleificante e reguladores de crescimento
(PASQUAL, 2001). Desta forma, as condi¢cdes in vitro se assemelham aquelas
necessarias para que as plantas se desenvolvam no ambiente, como energia
proveniente da luz, agua, elementos minerais, entre outros (TAIZ; ZEIGER, 2004).

As condigdes in vitro devem ser adequadas aos processos de germinagao e
desenvolvimento inicial da plantula, permitindo, frequentemente, uma maior
germinagdo das sementes do que em viveiros (NOLETO; SILVEIRA, 2004).
Contudo, os niveis de nutrientes organicos e inorganicos nos meios de cultivo
influenciam vérios processos metabolicos apresentando efeito sobre o crescimento e
diferenciagéo dos tecidos (MALDANER et al., 2006).

As primeiras formulagbes nutritivas foram desenvolvidas em estudos de
nutricdo mineral de plantas, que culminaram na definicdo da solugdo nutritiva de
Knop (GAUTHERET, 1934). Outros meios nutritivos foram formulados, com
composicao diferente de macronutrientes, como o meio nutritivo formulado por White
(1945). Durante muitos anos esse meio foi utilizado como meio basico para a cultura
de uma grande variedade de tecidos de diferentes espécies.

A fim de aperfeigoar o crescimento de calo in vitro, modificagbes posteriores
foram desenvolvidas envolvendo, principalmente, o aumento das concentragdes dos
sais em geral, a diminuigdo na concentracdo de sddio e o acréscimo de nitrogénio
na forma de amoénio para complementar o nitrato (MURASHIGE; SKOOG, 1962). O
meio MS foi desenvolvido a partir de testes de suplementacdo do meio de White
com extrato de folhas de fumo.

Para espécies lenhosas, o meio MS ndo tem se mostrado satisfatério em
alguns casos, tendo-se observado melhor desempenho nas formulagbes com
composicdes mais diluidas em macronutrientes. O meio WPM (Wood plant médium)
(LLOYD; MCCOWN, 1980), especialmente desenvolvido para espécies lenhosas,
tém sido frequentemente utilizado como alternativa ao meio MS. Este meio
apresenta 25% das concentracdes de ions nitrato e aménia do meio MS, além de
mais potassio e um alto nivel de ion sulfato (MELO et al., 1999; PASQUAL, 2001).

Outro meio de cultura in vitro que pode ser utilizado, € o BOXUS, tem
semelhangca ao MS, quanto aos micronutrientes e vitaminas, mas apresenta

diferentes concentragdes em macronutrientes e compostos organicos.
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Neste contexto, a micropropagacdo in vitro de espécies lenhosas requer
estudos mais especificos e desenvolvimento de metodologias que atendam as
exigéncias dos explantes (COELHO, 1999; DECCETI, 2000; PEREIRA, 2004).

3.7 Fungicidas

Em espécies lenhosas, na qual se enquadra o camu-camu, sdo encontradas
algumas dificuldades como oxidagdo fendlica e excesso de contaminagdo por
microrganismos, devido a intensidade luminosa, tipos de explantes e gendtipos
utilizados. Dentre estes problemas, a contaminagdo flngica, presente no interior dos
tecidos e que é conhecida como contaminagdo enddgena, € um dos maiores
problemas enfrentados na fase inicial de estabelecimento do explante in vitro. Para
solucionar esses problemas, adequagfes ao meio de cultivo, como composi¢ao de
nutrientes, uso de desinfestantes e compostos antioxidantes podem ser utilizados
(TEIXEIRA, 2008).

Estudos de eficiéncia de fungicidas sdo importantes para indicagdes dos
intervalos de aplicacdo e concentragfes necessarias ao manejo de doencas, pois
muitos fungicidas podem ter efeitos fitotoxicos, reduzindo o crescimento e
interferindo no desenvolvimento de plantas, se utilizados inadequadamente (GAO;
HOFSTRA; FLETCHER, 1988), além de possibiltar a selecdo de isolados
resistentes (ALFENAS; DEMUNER; SILVA, 1987; LEROUX, 2003).

Freitas et. al. (2011) relatam a eficiéncia de fungicidas sistémicos no controle
as diversas contaminagdes. No estabelecimento in vitro de Aniba rosaeodora Ducke,
constatou que adicdo de Benomyl no meio de cultivo, reduziu a contaminagao
fungica e apresentou efeito positivo no estabelecimento inicial de explantes de
apices caulinares de pau-rosa.

Em estudos com Aspidosperma ramiflorum, Silva et al. (2007), testaram a
eficiéncia do tratamento de sementes com solugdo fungicida Tebuconazole
(Folicur®), visando o seu estabelecimento in vitro, e verificaram sua eficiéncia na
desinfestacdo. Os autores n&o observaram interferéncia do fungicida sobre a
germinagao das sementes.

Embora os fungicidas Clorotalonil + Tiofanato-metilico (Cerconil®) e
Carbendazim (Derosal®) sejam do mesmo grupo quimico (benzimidazol) e possuam

o0 mesmo modo de acgdo (sistémico), o principio ativo Carbendazim apresentou
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melhor resultado na descontaminac&o superficial dos explantes de mangueira
(ANDRADE et al., 2008).
Em trabalhos realizados com embrides de dendé, Cardoso, (2010), observou

a eficacia do fungicida Carbendazim (Derosal®) no combate a proliferagéo de fungos.

3.8 Sacarose

A sacarose é a fonte de carboidrato mais utilizado na micropropagacao
(GEORGE; SHERRINGTON, 1984). Variagbes na concentragdo de sacarose no
meio de cultura afetam as condi¢cdes osmoticas e o metabolismo da planta in vitro,
influenciando no crescimento e na diferenciagcéo das culturas (BARG; UMIEL, 1977;
OZAIAS-AKINS; VASIL, 1982; KUMAR; BENDER; NEUMANN, 1984). A sacarose
influencia varios processos metabdlicos das culturas cultivadas in vitro e apresenta
efeito sobre o crescimento e diferenciacdo dos tecidos, além de manter a
osmolaridade adequada do meio (SKREBSKY; NICOLOSO; FERRAO, 2004).

Para Grattapaglia e Machado (2004), a disponibilidade de uma fonte de
energia € indispensavel para que ocorra a rizogénese e ressaltam que a
concentracdo de sacarose no meio de cultura deve ser mantida entre 2 e 3%. Deve-
se manter a sacarose no nivel normalmente utilizado (30 g L™) ou, até mesmo,
aumenta-lo numa fase anterior a aclimatizacéo. (LEITE; NELSON; FINARDI, 2000).

Para o cultivo in vitro de embrides, Garcia et al. (2002) relatam que
dependendo da espécie e do estddio de desenvolvimento, os carboidratos podem
ser utilizados em concentragfes minimas no meio de cultura ou até dispenséavel.
Pasqual et al. (2002), realizaram estudos com embrides de tangerina “Poncad” e
observaram a influéncia da sacarose (15 a 30 g L™) sobre o crescimento e
desenvolvimento tanto da parte aérea quanto do sistema radicular das plantulas. Ja
Nunes et al. (2008) relatam a auséncia de resposta de embrides, oriundos de frutos
maduros e secos de pinhdo-manso, ao aumento nas concentragdes de sacarose.
Segundo estes autores, provavelmente o processo de germinagdo para esses
embrides ocorre em razdo das reservas nutricionais dos cotilédones, presentes nos
embrides excisados, e das fontes nutricionais presentes no meio de cultura, que o

tornam independente do fornecimento de sacarose.
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4 Material e Métodos

4.1 Conducéao dos experimentos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
(Biofabrica), localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de
Roraima, no Campus do Cauamé, em parceria com a Embrapa Roraima,
coordenadas 2° 52’ 15,49” N e 60° 42’ 39,89” W, em Boa Vista-RR.

4.2 Material Vegetal

As sementes de camu-camu utilizadas para instalagdo dos experimentos foram
oriundas de plantas selecionadas de uma populagdo natural coletadas no municipio
de Porto Velho-RO, no periodo de outubro de 2011. As sementes selecionadas
foram extraidas manualmente de frutos maduros e de tamanho homogéneo,
separadas com auxilio de uma peneira, lavadas em agua corrente para retirada dos
residuos de polpa e de casca.

Em condi¢cbes de laboratorio, as sementes foram acondicionadas em um
recipiente de 20 litros e cobertas totalmente com agua potavel (YUYAMA, 2011),
onde permaneceram por 20 dias até a instalacdo de todos os experimentos
constantes neste trabalho. As sementes foram retiradas do recipiente, escarificadas
com auxilio de uma esponja grossa de cozinha com a finalidade de retirar o excesso
de mucilagens e penugens, lavadas com &gua corrente e tratadas com solucdo
contendo hipoclorito de sodio (2%).

Em seguida, foram instalados os seguintes experimentos:

Experimento 1: Uso de fungicida e formol na desinfestagdo in vitro de

sementes de camu-camu

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por repeticdo e duas sementes por

frasco, totalizando 200 sementes.
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Em camara de fluxo laminar, as sementes foram submetidas aos diferentes
tratamentos, onde permaneceram submersas em solucdo fungica constituida pela
combinacédo de Derosalse® e Cerconil®, posteriormente foram retiradas e lavadas
em agua destilada, apds, foram imersas em formol e, por Ultimo, tratadas com
hipoclorito de sddio, de acordo com os tratamentos abaixo:

- Controle;

- 3 h em Derosalspo® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L) + 3 h formol
+ 25 min. em Hipoclorito de sodio;

- 6 h em Derosalsee® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L) + 6 h formol
+ 25 min. em Hipoclorito de sodio;

- 12 h em Derosalsee® (5 mL L) combinado com Cerconil® (2 g L") + 12 h
formol + 25 min. em Hipoclorito de sodio;

- 24 h em Derosalseo® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L™) + 24 h

formol + 25 min. em Hipoclorito de sodio.

Experimento 2: Desinfestagdo in vitro de sementes de camu-camu: uso

combinado de fungicida e formol

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 7
tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por repeticdo e duas sementes por
frasco, totalizando 280 sementes.

Delineou-se o presente experimento visando ajustar o tempo de imersdo das
sementes aos tratamentos propostos abaixo e, seguindo a mesma metodologia
citada acima:

- Controle;

- 1 h em Derosalspe® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L™) + 1 h formol
+ 25 min. em Hipoclorito de sodio;

- 2 h em Derosalspe® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L) + 2 h formol
+ 25 min. em Hipoclorito de sodio;

- 3 h em Derosalspe® (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L™ + 3 h formol
+ 25 min. em Hipoclorito;

- 4 h em Derosalsy® (5 mL L™) combinado com Cerconil® ( 2g L™) + 4 h formol

+ 25 min. em Hipoclorito;
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- 5 h em Derosalspe” (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L™) + 5 h Formol
+ 25 min. em Hipoclorito de sodio;
- 6 h em Derosalse” (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L) + 6 h formol

+ 25 min. em Hipoclorito de sodio.

Experimento 3: Aplicacdo combinada de fungicida e hipoclorito de sédio na

desinfestacédo in vitro de sementes de camu-camu

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por repeticdo e duas sementes por
frasco, totalizando 200 sementes.

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos anteriores e, visando a
ndo utilizacdo de formol, devido ser um produto de maior risco para a saude,
instalou-se o presente experimento, seguindo as mesma metodologia citada no
experimento 1, porém com 0s seguintes tratamentos:

- Controle;

- 3 h em Derosalsge” (5 mL L™ combinado com Cerconil®(2 g L) + 25 min. em
Hipoclorito de sédio;

- 6 h em Derosalspe” (5 mL L™) combinado com Cerconil® ( 2 g L) + 25 min.
em Hipoclorito de sédio;

- 12 h em Derosalse” (5 mL L) combinado com Cerconil® ( 2g L™) + 25 min.
em Hipoclorito de sédio;

- 24 h em Derosalsg” (5 mL L™) combinado com Cerconil® (2 g L) + 25 min.

em Hipoclorito de sédio.

Experimento 4: Concentragcdes de hipoclorito e tempo de imersdo na

desinfestacédo in vitro de sementes de camu-camu

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4, com 16 tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por
repeticdo e duas sementes por frasco, totalizando 640 sementes.

As sementes foram mantidas por 1 hora em solu¢do fungica constituida de

Derosalsoe” + Cerconil® na concentracdo de 2 g L™. Apds, as sementes foram
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lavadas em &gua corrente e transportadas para a cdmara de fluxo laminar, onde
permaneceram imersas em alcool 70% por 5 minutos. Posteriormente, as sementes
foram submetidas aos tratamentos constituidos por solu¢des hipoclorito de sédio em
diferentes concentracdes (0; 0,5; 1 e 2% de cloro ativo, com tween 20), por 0, 20, 40
e 60 minutos. Adicionou-se 1 gota de tween 20 na solugéo para auxiliar na remogéo

das impurezas da semente e aumentar a penetragao da solu¢éo no tecido.
Condigdes de cultivo

Ao final de cada tratamento, as sementes foram lavadas 3 vezes com agua
destilada e autoclavada e, imediatamente, inoculada em frasco de 250 ml contendo
30 ml de meio de cultura MS, acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-
inositol, 7 g L™ de agar e 4,5 g L™ de carvéo ativado. O pH foi ajustado para 5,7 +
0,1 antes do processo de autoclavagem a 120 °C e 1 atm durante 20 minutos.

Apos inoculacdo, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas.
Variaveis analisadas e analise estatistica

Apos 35 dias foram avaliados:

- indice de Contaminacéo das sementes: determinado pela anélise visual das
sementes e expresso em porcentagem. Ao término das avaliagdes de indice de
contaminagédo, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento por mais 35
dias, totalizando 70 dias.

Apos esse periodo, foram avaliadas as seguintes variaveis:

- indice de Velocidade de Germinacg&o: foi calculado de acordo com Maguirre
(1962) utilizando a seguinte formula: IVG = G1/N; + G,/N; +...+ Gn/Nn, onde Gn =
ndimero de sementes com protusdo de raiz; Nn = numero de dias da semeadura até
as contagens.

- Comprimento de parte aérea e comprimento de raiz: realizado com auxilio de
uma régua milimetrada. Mediu-se o comprimento da parte aérea, iniciando-se na
insercdo do sistema radicular até o apice da maior folha. O comprimento da raiz foi
medido em fungdo da maior raiz presente na plantula. As medigbes foram expressas

emcm.
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- Massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e massa fresca total:
realizada com auxilio de uma balanca digital de precisdo e expressa em g por
plantula. Retirou-se as plantulas dos frascos, foi feita uma limpeza para retirada dos
restos de meio de cultura e, em seguida, procedeu-se a medigao.

- Massa seca da parte aérea, a massa seca da raiz, a massa seca total:
realizada com auxilio de uma balanca digital de precisdo e expressa em g por
plantula. Ap6s todas as avaliagdes, as plantulas foram postas a secar em estufa de
secagem por 72 horas a 60 °C. Apds, retirou-se as plantulas e quantificou-se a
massa seca média por plantula, expressa em g por plantula.

- Numero de brotagfes: feita visualmente fazendo-se a contagem do namero
de brotos por plantulas.

Os dados obtidos foram transformados em arco seno de raiz quadrada de
(X+0,5) submetidos & analise de variancia, os dados qualitativos foram submetidos
ao teste de tukey e os dados quantitativos a regressao polinomial, ao nivel de 5% de
probabilidade (GOMES, 2000). As analises foram realizadas pelo programa
computacional Sistema para Analise de Variancia - SISVAR (FERREIRA, 2005).

Experimento 5: Cultivo in vitro de sementes de camu-camu sob diferentes

meios de cultura e concentragdes de sacarose

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 3 x 4, com 12 tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por
repeticdo e duas sementes por frasco, totalizando 480 sementes.

As sementes foram mantidas por 1 hora em solugdo fungica constituida de
Derosalspe” (5 mL L) combinado com Cerconil® (2 g L'™Y). Apés, as sementes foram
lavadas em agua corrente e transportadas a cémara de fluxo laminar, onde
permaneceram imersas em alcool 70% por 5 minutos. Posteriormente, as sementes
foram submetidas a solucdo hipoclorito de sédio a 2% por 25 minutos. Em seguida
as sementes foram lavadas 3 vezes com agua destilada e autoclavada e,
imediatamente, inoculadas em frasco de 250 ml contendo 30 ml de meio de cultura
de acordo com os seguintes tratamentos: trés meios de cultura (MS, WPM e
BOXUS), combinados com diferentes concentragdes de sacarose (0, 30, 60 e 90 g L

1. O meio foi acrescido 100 g L™ de mio-inositol, 7 mg L™ de agar e 4,5 g L™ de
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carvao ativado. O pH foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes do processo de autoclavagem
a 120 °C e 1atm durante 20 minutos.
Apos inoculacdo, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas.

Experimento 6: Cultivo in vitro de sementes de camu-camu sob diferentes

concentracdes do meio MS e de sacarose

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4 x 4, com 16 tratamentos, quatro repeti¢cdes, cinco frascos por
repeticdo e duas sementes por frasco, totalizando 640 sementes.

As sementes foram mantidas por 1 hora em solugdo fungica constituida de
Derosal 500s00" (5 mL L™) combinado com Cerconil® ( 2 g L'™Y). Apds, as sementes
foram lavadas em agua corrente e transportadas a camara de fluxo laminar, onde
permaneceram imersas em alcool 70% por 5 minutos. Posteriormente, as sementes
foram submetidas & solug¢éo hipoclorito de sddio a 2% por 25 minutos. Em seguida
as sementes foram lavadas 3 vezes com agua destilada e autoclavada e,
imediatamente, inoculadas em frascos de 250 ml contendo 30 ml de meio, conforme
os distintos tratamentos constituidos de diferentes concentracdes do meio MS
original (25, 50, 75 e 100%), combinados com 0, 15, 30 e 45 g L de sacarose. O
meio foi acrescido de 100 mg L™ de mio-inositol, 7 g.* de agar e 4,5 g L™ de carvéo
ativado. Cada frasco de 250 ml foi acrescido com 30 ml de meio de cultura e o pH
ajustado para 5,7 = 0,1 antes do processo de autoclavagem a 120 °C e 1atm durante
20 minutos.

Apos inoculacdo, os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento com

temperatura de 26 + 1 °C e fotoperiodo de 16 horas.
Variaveis analisadas e analise estatistica

Apos 70 dias da inoculacéo, os tratamentos foram avaliados de acordo com as
variaveis abaixo:
- Comprimento de parte aérea e comprimento de raiz: realizado com auxilio de

uma régua milimetrada. Mediu-se o comprimento da parte aérea, iniciando-se na
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insercdo do sistema radicular até o apice da maior folha. O comprimento da raiz foi
medido em fungdo da maior raiz presente na plantula. As medigbes foram expressas
emcm.

- Massa fresca da parte aérea, massa fresca da raiz e massa fresca total:
realizada com auxilio de uma balanca digital de precisdo e expressa em g por
plantula. Retiraram-se as plantulas dos frascos, fez uma limpeza para retirada dos
restos de meio de cultura e, em seguida, procedeu-se a medigao.

- Massa seca da parte aérea, a massa seca da raiz, a massa seca total:
realizada com auxilio de uma balanca digital de precisdo e expressa em g por
plantula. Ap6s todas as avaliagdes, as plantulas foram postas a secar em estufa de
secagem por 72 horas a 60 °C. Apds, retirou-se as plantulas e quantificou-se a
massa seca média por plantula, expressa em g por plantula.

- Numero de brotagfes: feita visualmente fazendo-se a contagem do namero
de brotos por plantulas.

Os dados obtidos foram transformados em arco seno de raiz quadrada de
(X+0,5) submetidos a andlise de variancia e as médias a regressdo polinomial, ao
nivel de 5% de probabilidade (GOMES, 2000). As andlises foram realizadas pelo
programa computacional Sistema para Andlise de Variancia — SISVAR versédo 5.1
(FERREIRA, 2005).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Experimento 1: Uso de fungicida e formol na desinfestagdo in vitro de

sementes de camu-camu

Houve efeito significativo para os tratamentos e dias avaliados apo6s a
inoculacéo, isoladamente.

Constatou-se eficiéncia no processo de desinfestacdo quando as sementes
foram tratadas por 12 horas de imersédo em solucdo fungica (Derosal® combinado
com Cerconil®), posteriormente, mais 12 horas de imersdo em formol e, finalmente,
25 minutos de imersdo em hipoclorito de sodio (Tabela 1). Este tratamento nao
diferiu estatisticamente do tratamento com 3 horas de imersdo em solugéo fungica,
seguido de 3 horas de imersdo em formol e, posteriormente, 25 minutos de imerséo
em hipoclorito de sédio, o qual apresentou 5% de contaminacdo. Para os demais
tratamentos, excetuando-se o controle, verificaram-se porcentagens minimas de
contaminagdes entre 11 e 15%. Por outro lado, para o tratamento controle, onde as
sementes ndo foram submetidas a nenhum tratamento de desinfestacédo, houve

100% de contaminagdo das sementes (Tabela 1).

Tabela 1 — Porcentagem de contaminagdo in vitro de embrides de camu-camu
cultivados in vitro em meio MS sob diferentes horas de imersdo em fungicida

combinada com formol e hipoclorito de sédio. UFRR, Boa Vista, RR, 2012.

CONTAMINACAO DESCONTAMINACAO

TRATAMENTOS (%) (%)
12 h Solugéo Fungica + 12 h formol + 25 min. Hipoclorito de sddio Oa 100a

3 h Solugéo fungica + 3 h formol + 25 min. Hipoclorito de sédio 5ab 95ab
6 h Solugéo fangica + 6 h formol + 25 min. Hipoclorito de s6dio 11bc 89bc
24 h Solugéo fangica + 24 h formol + 25 min. Hipoclorito de sddio 15¢ 85¢
CONTROLE 100d od

CV=40%
Médias seguidas de letras distintas ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Solucao fungica: constituida de 5 ml L™ de Derosal® combinado com 2 g L' de Cerconil®.

Fléres (2007) obteve resultados razoaveis na utilizagdo dos fungicidas
Thiabendazole® e Captan®, em sementes de acoita-cavalo, observando médias de
contaminacgdo fungica de 35% a 62%. No presente trabalho as porcentagens de
desinfestacdo foram entre 85 e 100%, evidenciando avango no processo de

desinfestacdo de sementes de camu-camu in vitro. O sucesso obtido pode ser



29

atribuido aos principios ativos utilizados, Clorotalonil + Tiofanato-metilico (Cerconil®)
e Carbendazim (Derosal®).

Avaliando-se a porcentagem de contaminagdo durante os dias de avaliagéo
(Figura 1), observou-se um aumento nesta variavel & medida que os tratamentos
foram sendo avaliados até aproximadamente 35 dias ap6s a inoculacdo (30%). Esse
resultado pode ser explicado devido ao fato de o tratamento controle ter apresentado
100% de contaminagao. Assim, houve um reflexo da porcentagem de contaminagao
desse tratamento (100%) na porcentagem de contaminagdo ao longo do tempo

avaliado (Figura 1).
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Figura 1 — Porcentagem de contaminacédo de embrides de camu-
camu cultivados in vitro em meio MS no periodo de 35 dias apds a
inoculagéo. Boa Vista, UFRR, RR, 2012.

Verificou-se que o uso combinado de solugéo fangica + formol + hipoclorito de
sédio foi eficiente para a desinfestacdo de sementes de camu-camu. Tal
constatagcdo também foi observada por (FIOR; PRESTES; RODRIGUES, 2005).
Esses autores observaram que a utilizagdo de formol por 2 h em Limonium
platyphyllum Lincz foi eficiente na descontaminacéo. Contudo, os autores ressaltam
que houve interferéncia na regeneragdo de brotagbes do material in vitro. No
presente trabalho ndo foi observado tal efeito sobre a germinagéo e crescimento das
plantulas in vitro (Figura 1).

Quanto ao indice de velocidade de germinacéo (Figura 2), observou-se que o
tratamento em que sementes foram tratadas por 12 horas em solucéo fangica, mais

12 horas em formol e, posteriormente mais 25 minutos em hipoclorito de sodio, foi o
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que apresentou maior IVG, 31 sementes, seguido do tratamento em que as
sementes foram tratadas por 6 horas em solugéo fangica mais 6 horas em formol e,

posteriormente mais 25 minutos em hipoclorito, atingindo um IVG de 27 sementes.

35
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IVG
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21 28 35 42 49 56 63 70

Dias apds inoculagéao

0 h fungicida + 0 h formol + 0 min. Hipoclorito
~~m-- 3 h fungicida + 3 h formol + 25 min. Hipoclorito
---4-- 6 h fungicida + 6 h formol + 25 min. Hipoclorito
--@- 12 h fungicida+ 12 h formol + 25 min. Hipoclorito
—-m-- 24 h fungicida + 24 h formol + 25 min. Hipoclorito

Figura 2 — indice de Velocidade de Germinagio de sementes de camu-camu
cultivadas in vitro em meio MS. UFRR, Boa Vista, RR 2012.

Por ouro lado, o tratamento utilizado como controle, apresentou 100% de
contaminagéo das sementes, o que explica o IVG igual a O (Figura 2).

Substéncias utilizadas para desinfestacdo dos explantes em cultura de
tecidos podem interferir no processo de divisdo celular e consequentemente no
desenvolvimento de plantas normais. Os efeitos positivos de fungicidas para
desinfestacdo foram observados na desinfestacéo e na regeneragdo de segmentos
nodais de Pfaffia tuberosa (FLORES; MALDANER; NICOLOSO, 2006). Estes
autores verificaram a eficicia de solu¢fes contendo fungicida benomyl, alcool etilico,
hipoclorito de sédio e bicloreto de mercurio. Resultado semelhante também foi
obtido por Salgado et al. (2001). Estes autores observaram que somente 0sS
tratamentos utilizando o fungicida benomyl aumentaram a quantidade de matéria
verde de plantas de crisantemo (Dendranthema morifolium). No presente trabalho,
também foi observada a eficiéncia da combinacdo de solucao fungica, formol e

hipoclorito de sadio.
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Experimento 2: Desinfestagdo in vitro de sementes de camu-camu: uso

combinado de fungicida e formol

N&o houve interacdo significativa entre os tratamentos e tempo de avaliagdo
testada. Porém, verificou-se efeito significativo para os fatores tratamentos e dias
apds a inoculagéo, isoladamente.

Em relacdo aos tratamentos utilizados, o melhor resultado obtido, 7% de
contaminagéo, foi observado quando as sementes foram submetidas a 3 horas de
imersdo em solucdo fangica + 3 horas de imersdo em formol + 25 minutos de
imersdo em hipoclorito de sédio. Contudo, este nado diferiu estatisticamente dos
tratamentos com 4 horas de imersdo em fungicida + 4 horas de imersao em formol +
25 minutos de imersdo em hipoclorito, o qual apresentou 11% de contaminag&o
(Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem de contaminagdo in vitro de embrides de camu-camu
cultivados in vitro em meio MS sob diferentes horas de imersdo em fungicida
combinada com formol e hipoclorito de sddio. Boa Vista, UFRR, RR

2012.

CONTAMINACAO DESCONTAMINACAO

TRATAMENTO (%) (%)

3 h Solugéo fungica + 3 h formol + 25 min. Hipoclorito de Sédio 7a 93 a

4 h Solugéo fungica + 4 h formol + 25 min. Hipoclorito de S6dio 11 ab 89 ab
5 h Solucéo fangica + 5 h formol + 25 min. Hipoclorito de Sédio 17 abc 83 abc
1 h Solugéo fangica + 1 h formol + 25 min. Hipoclorito de Sédio 21 bc 80 bc
6 h Solugéo fangica + 6 h formol + 25 min. Hipoclorito de Sédio 20 c 79 bc
2 h Solugéo fangica + 2 h formol + 25 min. Hipoclorito de Sédio 29 c 71 ¢
CONTROLE 100 d 0o d

CV=40%
Médias seguidas de letras distintas ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.
Solucao fungica: constituida de 5 mL L™ de Derosal® combinado com 2 g L™ de Cerconil®.

De modo geral, todos os tratamentos testados foram eficientes na
desinfestacdo de sementes de camu-camu onde se observou porcentagens de
descontaminacfes entre 71 a 93% (Tabela 2). A eficiéncia dos tratamentos é
evidenciando quando se compara os tratamentos com o tratamento controle, onde
houve 100% de contaminag&o.

Em relagdo ao fator dias apoOs inoculagcdo, observou-se que a menor

contaminagéo foi obtida aos 7 dias (15%). Para os demais dias de avaliagcdo, houve
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aumento da porcentagem de contaminacdo até os 28 dias, atingindo 39% de
contaminacdo. A partir dai, observou-se uma tendéncia de diminuicdo da
contaminagdo (Figura 3). Esse resultado, provavelmente, ocorreu em fungdo dos
valores verificados para o tratamento controle em que houve 100% de contaminagdo
e esta constatacdo também foi verificada no momento das avaliacdes, onde se
observaram que as contaminagdes tendem a aumentar com o tempo de incubagé&o

em sala de crescimento nos recipientes com problema de assepsia.
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Figura 3 — Porcentagem de contaminagdo de embrides de camu-

camu cultivados in vitro em meio MS no periodo de 35 dias apés a
inoculacdo. UFRR, Boa Vista, RR, 2012.

Verificou-se para o tratamento no qual as sementes ficaram por 1 hora em
fungicida + 1 hora em formol + 25 minutos em hipoclorito, um IVG de 24, ao final de
70 dias. Para o tratamento em que as sementes foram imersas em fungicida por 4
horas + em formol por 4 horas + 25 minutos em hipoclorito, o IVG foi de 22. No
tratamento em que as sementes ficaram por 6 horas em fungicida + 6 horas em
formol + 25 minutos em hipoclorito, o IVG foi de 21 sementes. Verificou-se para o
tratamento em que as sementes foram imersas em fungicida por 3 horas + formol
por 3 horas + 25 minutos em hipoclorito, um IVG de 20. Ao final dos 70 dias de
inoculagéo, os tratamentos em que as sementes foram imersas em fungicida por 5
horas + formol por 5 horas + hipoclorito por 25 minutos e em fungicida por 2 horas +
formol por 2 horas + hipoclorito por 25 minutos, respectivamente, apresentaram o

mesmo IVG semelhante (13) (Figura 4).
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IVG

0] 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70
Dias ap6s inoculacao
—— 0 h fungicida + 0 h formol + 0 min. Hipoclorito
—#— 1 h fungicida + 1 h formol + 25 min. Hipoclorito
—— 2 h fungicida + 2 h formol + 25 min. Hipoclorito
—e— 3 h fungicida + 3 h formol + 25 min. Hipoclorito
--m- 4 h fungicida + 4 h formol + 25 min. Hipoclorito
-a 5 h fungicida + 5 h formol + 25 min. Hipoclorito
-+ 6 h fungicida + 6 h formol + 25 min. Hipoclorito

Figura 4 — indice de Velocidade de Germinagdo de sementes de camu-

camu cultivadas in vitro em meio MS. Boa Vista, UFRR, RR 2012.

Estas substancias utilizadas para desinfestagdo dos explantes n&do afetaram o
vigor das sementes mensurado pelo IVG. As reservas enddgenas das sementes,
juntamente com a agao promotora de germinacdo e de quebra de dorméncia do

hipoclorito de sddio, provavelmente influenciaram na germinagdo do camu-camu.

Experimento 3: Aplicacdo combinada de fungicida e hipoclorito de sédio na

desinfestacédo in vitro de sementes de camu-camu

N&o houve interagdo significativa entre os fatores testados. Houve efeito
significativo apenas para os fatores tratamentos e dias apd6s a inoculagéo,
isoladamente.

De acordo com a Tabela 3, notou-se que os tratamentos com 6 horas de
imersdo em solugdo fungica + 25 minutos de imersdo em hipoclorito de sédio e 12
horas de imersdo em solugdo fangica + 25 minutos de imersdo em hipoclorito de
sédio apresentaram apenas 14% de contaminacdo, o que proporcionou 86% de
desinfestacdo das sementes. Os demais tratamentos ndo diferiram entre si, exceto
do tratamento controle, onde se verificou 100% de contaminacao. Esse resultado ja
era esperado uma vez que o0s meios de cultura possuem todos os elementos

essenciais para o crescimento de fungos e bactérias. Assim, em geral, faz-se
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necessaria o uso de diferentes agentes descontaminantes para que seja possivel a

desinfestacdo e o estabelecimento de explantes em condi¢des in vitro.

Tabela 3 — Porcentagem de contaminagdo in vitro de embrides de camu-camu
cultivados in vitro em meio MS sob diferentes horas de imersdo em fungicida

combinada com formol e hipoclorito de sddio. Boa Vista, UFRR, RR 2012.

TRATAMENTOS CONTAMINACAO(%) DESCONTAMINACAO(%)
6 h Solugéo fangica + 25 min. Hipoclorito de Sodio 14 a 86 a
12 h Solugéo fangica + 25 min. Hipoclorito de Sédio 14 a 86 a
24 h Solugéo fangica + 25 min. Hipoclorito de Sédio 15 ab 85 ab
3 h Solugéo fungica + 25 min. Hipoclorito de Sédio 22 b 78 b
CONTROLE 100 ¢ 0 c

CV=25%

Médias seguidas de letras distintas ndo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste de

Tukey. Solucdo fangica: constituida de 5 mL L™ de Derosal® combinado com 2 g L™ de
Cerconil®.

De acordo com a Figura 5, observou-se que a menor taxa de contaminagao,
21%, foi obtida aos 7 dias. ApOos esse periodo houve um crescimento na
contaminagdo, chegando a 41% ao final de 35 dias apo6s a inoculacdo. Essa
porcentagem de contaminagao ao final das avaliagdes pode ser explicada devido ao

fato de o tratamento controle ter apresentado 100% de contaminagdo e esse valor
ter diluido nos outros tratamentos.
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Figura 5 — Porcentagem de contaminagédo de embrides de camu-camu

cultivados in vitro em meio MS no periodo de 35 dias apé6s a

inoculacdo. UFRR, Boa Vista, RR, 2012.
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Conforme podemos notar na Figura 6, o tratamento com 6 horas de imerséo
em fungicida + 25 minutos de imersdo em hipoclorito, apresentou IVG de 29
sementes ao final de 70 dias. Verificou-se para o tratamento, o qual as sementes
ficaram em fungicida por 3 horas + hipoclorito por 25 minutos, um IVG de 23
sementes. Para o tratamento em que as sementes ficaram 24 horas em fungicida +
25 minutos em hipoclorito, o IVG observado foi de 22 sementes. No tratamento em
que as sementes foram imersas por 12 horas em fungicida + 25 minutos em
hipoclorito, e verificou-se IVG de 20 sementes.

O hipoclorito de sodio pode agir como um promotor da germinacdo e da
quebra de dorméncia. Isto demonstra que esta substéncia pode escarificar o
tegumento, aumentando sua permeabilidade & agua, oxigénio e a solutos, como
facilitar a remogdo ou oxidacdo de inibidores de germinacdo (HISIAO; WORSHAM;
MORELAND, 1981).
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— = - 24 h fungicida + 25 min. Hipoclorito

Figura 6 — indice de Velocidade de Germinacdo de sementes de camu-

camu cultivadas in vitro em meio MS. Boa Vista, UFRR, RR 2012.

Experimento 4: Concentragdes de hipoclorito e tempo de imersdo na

desinfestacédo in vitro de sementes de camu-camu

De acordo com a Figura 7, notou-se que 0s tratamentos em que as sementes
foram imersas em hipoclorito de sodio a 0,5% de cloro ativo por 20 minutos, 0,5%

por 60 minutos e 1,0% por 20 minutos, foram 0s que apresentaram maiores taxas de
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desinfestacdo ao final de 35 dias apdés a inoculacdo, alcancando 0% de
contaminagdo. Por outro lado, maiores porcentagens de contaminagdes foram
obtidas nos tratamentos utilizados como controle em que nédo se utilizou hipoclorito
de sodio, ou seja, as sementes ficaram imersas em 4gua destilada. Esse resultado

evidencia a eficiéncia do hipoclorito de sddio na desinfestacdo e controle da
sanidade do material introduzido in vitro.
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Figura 7 — Porcentagem de contaminagdo de sementes de camu-camu
cultivadas in vitro sob diferentes concentracdes de hipoclorito de sodio e

tempo de imersdo em meio MS, no periodo de 35 dias apds a inoculagéo.
UFRR, Boa Vista, RR, 2012.

Picolotto et al. (2007) demonstraram a eficiéncia de 5% de cloro ativo na
desinfestacdo de sementes de jabuticabeira. Estes resultados corroboram com os
encontrados por Coutinho et al. (2000), os quais observaram que os valores de
germinacdo de conidios fungicos nos tratamentos que foram utilizadas as
concentracdes de 1,0; 2,0 e 5,0% foram inferiores ao do tratamento em que foi
empregada a concentracao de 0,5% do produto.

No presente trabalho, provavelmente, a rapidez entre a coleta dos frutos, a
retirada das sementes e sua imediata inoculagao in vitro, proporcionaram excelentes
resultados de desinfestacdo nas concentra¢cdes mais baixas de hipoclorito, quando

comparado aos resultados encontrados por outros autores. ISso € importante, pois
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permite a economia de material de laboratério, diminuindo os custos e aumentando
a eficiéncia do processo de inoculagéo in vitro.

Quanto ao IVG (indice de velocidade de germinacéo), verificou-se que as
concentragdes mais baixas de cloro ativo ndo afetaram o vigor das sementes.
Verificou-se no presente trabalho que o IVG das sementes submetidas aos
tratamentos com 0,5% e 1% de cloro ativo foi superior ao observado no tratamento
com 2% de cloro ativo (Figura 8) apresentando IVG de 26 sementes. Provavelmente
a alta concentragéo do produto pode ter apresentado efeito toxico as sementes.

Segundo Rocha (2005), o hipoclorito de sddio pode aumentar a
porcentagem de germinagdo, devido a agdo do produto ser resultante de
modificagdes nas propriedades das membranas celulares do tegumento ou no

fornecimento de oxigénio adicional para a semente.
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Figura 8 — indice de Velocidade de germinacéo (IVG) de sementes de camu-
camu cultivadas in vitro sob diferentes concentracdes de hipoclorito de sédio e
tempo de imersdo em meio MS, no periodo de 70 dias apés a inoculacéo.
UFRR, Boa Vista, RR, 2012.
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Experimento 5: Cultivo in vitro de sementes de camu-camu sob diferentes

meios de cultura e concentragdes de sacarose

Houve efeito significativo da adicdo de sacarose no meio de cultura para

todas as variaveis analisadas.

Conforme se pode observar na Figura 12, houve uma diminuigdo dos valores

de todas as variaveis estudadas com o aumento da concentracdo de sacarose.

Maior comprimento de parte aérea (1,3 cm) foi obtido na auséncia de sacarose

(Figura 12A). Comportamento semelhante também foi observado para massa fresca

(Figura 12B) e massa seca da parte aérea (Figura 12C) de plantulas, os quais

apresentaram 0,06 g e 0, 007 g de massas fresca e seca da parte aérea,

respectivamente.
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Figura 12 - Comprimento da parte aérea 12A, Massa fresca da parte aérea 12B,

Massa seca da parte aérea 12C de plantulas de camu-camu cultivadas in vitro

em meio MS, WPM e BOXUS sob diferentes concentragbes de sacarose, no

periodo de 70 dias apos a inoculacdo. UFRR, Boa Vista, RR 2012.

Diante dos

resultados expostos € notéria a utlizacdo das

reservas

cotiledonares pelas sementes, motivo pelo qual essas se desenvolveram sem a
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adicdo de sacarose. Entretanto, o acréscimo da concentragdo de sacarose no meio
de cultura, pode ter influenciado a osmolaridade da semente, inibindo assim o seu
desenvolvimento.

Resultados semelhantes foram obtidos por Pasqual et al. (2002b) em
trabalhos realizados com embrides imaturos de tangerina “poncéd”. Estes autores
observaram que na auséncia e em concentragdes baixas de sacarose, as plantulas
de tangerina in vitro apresentaram as maiores taxas de crescimento para as
caracteristicas de massa de matéria seca das raizes.

A medida gue foram elevadas as concentragdes de sacarose no meio de cultura,
as variaveis comprimento (Figura 13A), massa fresca (Figura 13B) e massa seca de
raiz (Figura 13C), apresentaram valores estatisticamente inferiores, sendo o0s
melhores resultados observados na auséncia de sacarose, assim como verificado na

figura 12.
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Figura 13 - Comprimento da raiz 13A, Massa fresca da raiz 13B, Massa seca da raiz
13C de pléantulas de camu-camu cultivadas in vitro em meio MS, WPM e BOXUS sob
diferentes concentracdes de sacarose, no periodo de 70 dias apds a inoculagéo.
UFRR, Boa Vista, RR, 2012.
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Comportamento semelhante foi observado para as varidveis massa fresca
total (Figura 14A), massa seca total (Figura 14B) e ndmero de brotagbes (Figura
14C), em que os melhores resultados apresentados foram obtidos na auséncia de
sacarose. Para essas caracteristicas também houve um decréscimo a medida que

se elevou a concentragdo de sacarose.
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Figura 14 - Massa fresca total 14A, Massa seca total 14B, Numero de brotacfes
14C de plantulas de camu-camu cultivadas in vitro em meio MS, WPM e BOXUS
sob diferentes concentragcdes de sacarose, no periodo de 70 dias apés a
inoculagdo. UFRR, Boa Vista, RR 2012.

As concentragbes mais apropriadas de sacarose adicionadas ao meio de
cultivo variam de acordo com a espécie, com 0 ambiente nos quais serdo mantidos
os frascos, com o estadio da micropropagagéo e com a possibilidade de fornecerem-
se outras fontes de carbono aos explantes (PEREIRA et al., 2007). Observa-se na
figura 15, a germinagdo e desenvolvimento in vitro de plantulas de camu-camu,

cultivadas em meio MS, aos 70 dias apo6s a inoculagéo.
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Experimento 6: Cultivo in vitro de sementes de camu-camu sob diferentes

concentragdes do meio Ms e de sacarose

N&o houve interacado significativa entre os fatores testados. Apenas o fator de
sacarose apresentou efeito significativo para todas as variaveis estudadas.

Conforme podemos observar na Figura 14, houve uma diminuicdo de todas
as variaveis estudadas com o aumento da concentracdo de sacarose. Maior
comprimento de parte aérea (1,5 cm) foi obtido na auséncia de sacarose (Figura
16A). Comportamento semelhante também foi observado para massa fresca (Figura
16B) e massa seca da parte aérea (Figura 16C) de plantulas, os quais apresentaram
0, 041 g e 0, 007 g de massas fresca e seca da parte aérea, respectivamente.

O acréscimo nas concentracfes de sacarose no meio de cultivo reduziu o
comprimento, a quantidade de massa fresca e seca da parte aérea, devido ao
aumento do potencial osmético da semente, dificultando dessa maneira a absorgéo
de sais e de 4gua. Segundo Kozai e Nguyen (2003), a presencga de fontes externas
de carbono para o explante desfavorece o desenvolvimento de autotrofia das
plantulas, diminuindo o crescimento e podendo levar as plantulas & morte pela falta

de fotossintese.
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Figura 16 — Comprimento da parte aérea 16A, Massa fresca da parte aérea 16B,
Massa seca da parte aérea 16C de plantulas de camu-camu cultivadas in vitro em
diferentes concentragdes do meio MS e sob diferentes concentragdes de sacarose, no

periodo de 70 dias ap6s a inoculacao. UFRR, Boa Vista, RR 2012.

Em relagéo ao comprimento (Figura 17A), massa fresca (Figura 17B) e massa
seca de raiz (Figura 17C), notou-se que os melhores resultados foram obtidos na
auséncia de sacarose. Para essas variaveis verificou-se que houve um decréscimo a
medida que se elevou a concentragdo de sacarose no meio de cultura, assim como

também foi observado na figura 16.
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Figura 17- Comprimento da raiz 17A, Massa fresca da raiz 17B, Massa seca da
raiz 17C de plantulas de camu-camu cultivadas in vitro em meio MS, WPM e
BOXUS sob diferentes concentragdes de sacarose. UFRR, Boa Vista, RR, 2012.

Comportamento semelhante foi observado para as varidveis, massa fresca
total (Figura 18A), massa seca total (Figura 18B) e numero de brotagfes (Figura
18C), em que os melhores resultados foram obtidos na auséncia de sacarose, 0s
quais apresentaram 0,072 g, 0,015 g e 1,2 de massa fresca total, massa seca total e
ndimero de brotacfes respectivamente. Para essas variaveis também houve um

decréscimo a medida que se elevou a concentracdo de sacarose.
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Figura 19 - Massa fresca total 19A, Massa seca total 19B, Numero de brotacdes 19C
de plantulas de camu-camu cultivadas in vitro em meio MS, WPM e BOXUS sob
diferentes concentracdes de sacarose. UFRR, Boa Vista, RR, 2012.

Os resultados obtidos no presente experimento estédo de acordo com Nunes
et al. (2008), em que o processo de germinagdo de sementes in vitro, ocorre em
razdo das reservas nutricionais dos cotilédones. Segundo esses autores, 0
desenvolvimento das sementes e embrifes ocorre independente do fornecimento de

sacarose.
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6 CONCLUSOES

Considerando as condigOes experimentais, e com base nos resultados obtidos no

presente estudo, podemos concluir que:

e A utilizagéo de fungicida combinado com formol e hipoclorito foi eficiente na
desinfestacdo de sementes de camu-camu, sendo que os melhores
resultados foram obtidos quando as sementes foram imersas por 3 horas em
fungicida + 3 horas em formol + 25 minutos no hipoclorito.

e O uso de fungicida por 6 horas seguidas de imersdo em hipoclorito por 25
minutos, sem adi¢cao de formol, pode ser utilizado na assepsia das sementes
de camu-camu.

¢ A utilizac&o de hipoclorito de sodio para desinfestagdo de sementes de camu-
camu na concentragdo de 0,5 a 1% de cloro ativo por 20 e 60 minutos
mostraram-se eficiente.

e Os produtos utilizados na desinfestacdo das sementes ndo foram prejudiciais
a germinacéo das sementes.

¢ NA&o houve acréscimo das variaveis analisadas no crescimento de camu-camu

in vitro com a adigdo de sacarose nos meios de cultura MS, WPM e BOXUS.
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ANEXOS

ANEXO A - Sementes de camu-camu germinadas in vitro em meio MS.

Fonte: Silva e Chagas
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ANEXO B - Plantula de camu-camu germinada in vitro apés 70 dias de cultivo em
meio MS.




