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ABSTRACT

Myrciaria floribunda (h. West ex Willd.) O. Berg, known as cambui, is a fruit shrub of Family Myrtaceae.
It’s mainly propagated by seeds and presentes slowness unevenness in the germinative process. For
methods of assexual germination, like the in vitro cultive of M. floribunda , there are few reports, requiring
further studies. This paper aimed to avaliate the in vitro germination of sementes of M. floribunda, in
diferente storage times, growing media and genotypes. The seeds were taken from ripe fruits of M.
floribunda, grown in the experimental orchard of CECA/UFAL in Rio Largo — AL. The outline was entirely
randomized, in a factorial scheme of 4x2x2, in four storage times (+8°C of refrigeration for 7 days, 15 days
and 30 days) and at room temperature for 24 hours; two growing media (agar + sacarose and MS) and two
genotypes colors of M. floribunda (red and Orange), 5 repetitions and 3 seeds per plot. The 4gar + sacarose
media provided a bigger germination percentual, root and aerial part length, and the MS media contributed
for a bigger number of leaves in seedlings of M. floribunda. The viability of this fruit shrub seeds in the
study was affected by long storage periods at + 8°C temperature. The genotype type (red of orange) have
little or none influency in the evaluated variables.

RESUMO

A Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg, conhecida como cambui, é uma frutifera arbustiva,
da familia Myrtaceae. E propagada principalmente por sementes e apresenta lentiddo e desuniformidade
no processo germinativo. Para métodos de propagacao assexuada, como o cultivo in vitro de M. floribunda,
hé poucos relatos, necessitando de estudos mais aprofundados. O presente trabalho objetivou avaliar a
germinacdo in vitro de sementes de M. floribunda, em diferentes tempos de armazenamento, meios de
cultivo e genotipos. As sementes foram retiradas de frutos maduros de M. flortbunda, cultivados no pomar
experimental do CECA/UFAL em Rio Largo — AL. O delineamento foi inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 4x2x2, sendo quatro tempos de armazenamento (refrigeragdo a +8°C por 7 dias; 15 dias
e 30 dias) e temperatura ambiente por 24 h; dois meios de cultivo (agar + sacarose e MS) e duas cores de
gendtipos de M. floribunda (vermelho e laranja), 5 repeticoes e 3 sementes por parcela. O meio agar +
sacarose proporcionou maior porcentagem de germinacao, comprimento de raiz e de parte aérea e o meio
MS contribuiu para um maior nimero de folhas em plantulas de M. floribunda. A viabilidade das sementes
da frutifera em estudo, foi afetada por longos periodos de armazenamentos em temperaturas a + 8°C. O
tipo de genoétipo (vermelho ou laranja) possui pouca ou nenhuma influéncia sobre as variaveis avaliadas.
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Introducao

A familia Myrtaceae apresenta espécies frutiferas nativas que possuem grande
potencial para serem transformadas em frutiferas de expressao econémica. Sao encontradas
desde plantas rasteiras a grandes arvores, sendo considerada uma das familias mais
importantes economicamente da mata Atlantica brasileira, pois esta ligada a recuperacao de
areas degradadas e ao enriquecimento de florestas secundarias (Serafin et al., 2007), ocupando
a oitava posicao em diversidade no Nordeste (Stadnik et al., 2016).

O cambuizeiro (Myrciaria floribunda (H. West ex Willd.) O. Berg) apresenta porte
arbustivo com folhas pequenas, frutos pequenos e globosos do tipo baga, apresentando uma
variacdo de coloracao que parte do amarelo, laranja, vermelho, vinho e roxo quando maduros,
e possui grande potencial nutricional, ornamental e farmacolégico, devido sua alta
concentracao de acido ascorbico, além de ser rica em Oleos essenciais (Paiva, 2013; Santos,
2017).

Para a germinacao de sementes de M. floribunda, assim como para diversas mirtaceas,
a literatura indica um comportamento germinativo lento e desuniforme em periodos menores
que 30 dias. Testes com diferentes luminosidades, temperaturas, substratos, umidades,
armazenamentos etc., sao realizados para se observar o comportamento germinativo desta
familia e checar o motivo da lentidao desse processo (Santos et al., 2004).

A germinacdo depende de diversos fatores internos e externos a semente, e a
temperatura e a luminosidade podem fornecer varias informacoes sobre o comportamento
germinativo de varias espécies, onde a temperatura altera a velocidade de absorcao de agua e
das reacoes bioquimicas (Santos et al., 2004).

Poucos sao os relatos de cultivo in vitro de M. floribunda, da introducao ao processo de
aclimatacdo. Tratando-se de uma espécie em processo de domesticacao, todo o processo
relacionado ao seu cultivo ainda depende de estudos. No entanto, o sucesso desse processo
depende de alguns fatores que vao desde o estabelecimento de um protocolo eficiente até a
manipulacao da semente, seu processo de esterilizacdo, meio de cultivo, temperaturas ideais
de armazenamento de sementes, dentre outros fatores, os quais s@o etapas a serem observadas
para alcancar o sucesso da propagacao in vitro desta frutifera (Reis et al., 2008).

A cultura de tecidos é uma técnica também conhecida por cultivo in vitro, que tem
grande relevancia nas areas agricolas e florestais, um dos seus objetivos € manipular plantas
em nivel molecular (Andrade, 2002; Quisen, Angelo, 2008). A técnica consiste em utilizar
pequenos fragmentos de tecido vivo (explantes), onde passam por processo de desinfestacao,
sao isolados e cultivados em meio de cultura, e tem por objetivo obter uma nova planta igual a
originaria. O cultivo in vitro é um procedimento relevante na propagacao de plantas em
diferentes espécies. Em frutiferas nativas essa técnica € incipiente, com plantas apresentando-

se em estado selvagem e com grande variabilidade genética (Almeida, 2009).
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O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinacdo in vitro de sementes de M.

floribunda, em diferentes tempos de armazenamento, meios de cultivo e genotipos.

Metodologia

Localizacao

O trabalho foi realizado no periodo de abril a julho de 2019, no Laboratério de
Biotecnologia Vegetal (BIOVEG) do Campus de Engenharias e Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal de Alagoas, em Rio Largo, AL (latitude 9° 29’ 45”, longitude 35° 49’ 54"
W e 127m de altitude).

As sementes de M. floribunda foram obtidas de frutos maduros de coloragao vermelho
e laranja, cultivados no pomar experimental do CECA/UFAL em Rio Largo — AL. Os frutos
foram coletados, acondicionados em sacos de papel, identificados pela cor do genétipo, levados
ao laboratorio BIOVEG e despolpados para a retirada das sementes e eliminacdo da polpa.

Para a introducao in vitro, foram utilizadas sementes secas por 24h em temperatura
ambiente (testemunha), sementes acondicionadas em sacos de papel e plasticos, sendo essas
armazenadas em geladeira (baixas temperaturas + 8°C) por 7, 15 e 30 dias. Posteriormente,
todas as sementes passaram pela quebra do tegumento, com o auxilio de um penetrometro de
bancada digital (modelo PTR 300).

Em seguida, a desinfestacdo foi realizada em camara de fluxo laminar, onde as
sementes foram imersas em alcool 70% por 1 minuto, e lavadas em agua destilada estéril.
Posteriormente, as sementes foram imersas em hipoclorito de sédio (2,5%) por 10 minutos e
receberam triplice lavagem em 4gua destilada estéril.

Apos desinfestacdo, em camara de fluxo laminar, as sementes foram introduzidas em
frascos de vidro transparente contendo 30 ml do meio MS (Murashige & Skoog, 1962), e meio
agar com adicao de sacarose.

O meio agar com adicao de sacarose e sem adi¢ao de sais e nutrientes foi gelificado com
6g L de 4gar e 30g L* de sacarose, e o meio MS com todas as concentracoes de sais foi
gelificado com 6g L' de agar e 30g L de sacarose. Todos os meios de cultura tiveram o pH
ajustado para 5,8 e autoclavagem a 121°C por 20 minutos. Apoés introducao, os frascos com as
sementes foram mantidos a 25 + 2°C, em fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo
luminoso de 36 pmol m=s. Ap6s 30 dias, foi avaliada a germinacao das sementes submetidas
aos tempos de armazenamento e apdés 90 dias do estabelecimento in vitro, foram avaliadas
comprimento de raiz, comprimento da parte aérea e ntimero de folhas. As avaliacoes foram
realizadas mediante a um paquimetro digital (modelo — MTX 316119).

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, em arranjo
fatorial 4 x 2 x 2 (4 tempos de armazenamento — 24 h, 7 dias, 15 dias e 30 dias; 2 meios de

cultura - Agar com adicio de sacarose e MS normal; e 2 genétipos de M. floribunda — Vermelho
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e Laranja), totalizando 16 tratamentos, 5 repeti¢does com 15 sementes por parcela e 3 sementes
por frasco, totalizando 240 sementes. Os dados experimentais foram submetidos a analise de
variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando-se o

software SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados e discussao
Aos 30 dias ap6s a introducdo in vitro das sementes de M. floribunda observou-se a

porcentagem de germinacao (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinacgdo das sementes de M. floribunda, nos diferentes meios

de cultura, tempo de armazenamento e gendtipo, 30 dias apos a introducdo.

TEMPO DE

~ A o,
GENOTIPO ARMAZENAMENTO GERMINACAO (%)
AGAR +
SACAROSE MS

24h 93,33 46,67
M. floribunda 7 dias 73,33 66,67
(Laranja) 15 dias 40,00 33,33
30 dias 46,67 20,00
24h 80,00 6,67
M. floribunda 7 dias 53,33 40,00
(Vermelho) 15 dias 60,00 13,33
30 dias 13,33 33,33

As sementes de M. floribunda, obtiveram uma maior germinacao no genotipo laranja,
no meio agar + sacarose, atingindo 93,33% e 73,33% nos tratamentos 24h e armazenadas 7
dias a +8°C respectivamente, seguido de 46,67% e 40,00% de germinacao nos tratamentos 30
e 15 dias armazenadas a +8°C, respectivamente (Figura 1). Ja para o meio MS no genoétipo
laranja, a maior porcentagem de germinacao foi aos 7 dias armazenadas a +8°C, obtendo-se
66,67%, em seguida 46,67%, 33,33% € 20,00% de germinacao nos tratamentos 24 h, 15 dias e

30 dias armazenadas a +8°C.
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Figura 1.

Germinacao de sementes de M. floribunda, apés 30 dias de introducao.
wr y

Para as sementes germinadas do gendtipo vermelho no meio agar + sacarose, houve
80,00% e 60,00% de germinacdo nos tratamentos 24h e 15 dias armazenadas a +8°C
respectivamente, seguida de 53,33% e 13,33% de germinacao aos 7 e 30 dias armazenadas a
+8°C de modo respectivo. Para o meio MS no genotipo vermelho, foi onde apresentaram as
menores porcentagens de germinacdo, onde 40,00% de germinacdo aos 7 dias de
armazenamento a +8°C foi a maior, acompanhado de 33,33%, 13,33% e 6,67% de germinacao
nos seguintes tratamentos 30 dias, 15 dias armazenadas a +8°C e 24h temperatura ambiente.

A temperatura interfere na germinacao das sementes, a partir da sua influéncia sobre
a velocidade de absorcao de 4gua e por afetar as reagoes bioquimicas (Carvalho & Nakagawa,
2000). Para algumas espécies, o desempenho germinativo das sementes é favorecido por
temperaturas constantes, como em Eugenia rostrifolia D. Legrand (Santos et al., 2004),
enquanto para outras como Caryophyllus aromaticum L., o ideal é a alternancia de
temperatura (Maeda et al., 1991), e tem aquelas que respondem com insensibilidade a
temperatura utilizada, como foi verificado nas sementes de Campomanesia adamantium
Camb (Scalon et al.,, 2009), porém, as sementes quando mantidas armazenadas em
temperaturas abaixo de 10°C podem apresentar uma queda no seu potencial germinativo,
diferentes daquelas sementes armazenadas em temperatura ambiente. Temperaturas abaixo
da 6tima tendem a reduzir a velocidade do processo de germinacao (Carvalho & Nakagawa,
2000).

Valores médios para porcentagem de germinacao de dois genotipos de sementes de

cambui obtidos em diferentes meios de cultivo encontram-se na tabela 2.
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Tabela 2. Dados médios de germinacao de dois genétipos de sementes de cambui,

avaliadas em diferentes tempos de armazenamento e meios de cultura.

GENOTIPO + TEMPO DE ARMAZENAMENTO
MEIO 24h =~ dias 15 dias 30 dias
1 2,80 a* 2,20 a 1,20 a 1,40 a
2 1,40 a 2,00 a 1,00 a 0,60 a
3 2,40 a 1,60 ab 1,80 ab 0,40 ¢
4 0,20 a 1,20 a 0,40 a 1,00 a

Nota: *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.
1.Laranja — Agar+Sacarose 2.Laranja — MS 3.Vermelho — Agar+Sacarose 4.Vermelho — MS

Considerando-se o teste de médias para os tratamentos avaliados, por meio dos efeitos
das interacoes, foi observado que os fatores sao independentes, ou seja, o comprimento de um
fator independe da variacao de outro fator. Sementes do genétipo de cambui vermelho incisos
em solucao de agar+sacarose aos 7, 15 e 30 dias mostram diferenca significativa para o tempo
em dias de germinacdo. Observa-se que a maior média de germinacao foi obtida no tempo de
armazenamento de 24h. Os tempos de armazenamento de 15 e 7 dias proporcionaram a
segunda e terceira maior média de germinacao, respectivamente. Enquanto, que aos 30 dias

de armazenamento, pode-se observar decréscimo na germinacao de sementes.

Apo6s 90 dias do estabelecimento in vitro das sementes de M. floribunda observou-se
que para a variavel comprimento de raiz (cm) houve diferenca significativa entre os

tratamentos (Tabela 3).

Tabela 3. Comprimento da raiz (cm) nas sementes de M. floribunda, em diferentes meios

de cultura, tempo de armazenamento e gendtipo, 90 dias apos o estabelecimento in vitro.

MEIO TEMPO DE ARMAZE- GENOTIPO
NAMENTO
24h-1,98 a*
Agar+Sacarose - 2,02 a 7 dias - 1,96 a Vermelho - 1,42 b
MS-1,18b 15dias-1,45b Laranja - 1,78 a

30 dias-1,02¢
Nota: *Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

O meio agar + sacarose apresentou um melhor resultado para o comprimento da raiz
em sementes de M. floribunda, com uma média e 2,02 cm, diferindo estatisticamente do meio
MS (1,18 cm) (Tabela 3). O meio de cultura adequado, para a propagacao in vitro, deve ser
adaptado para cada espécie a qual requer uma fonte de energia ex6gena, pois nao dispéem de
condicoes adequadas para a realizacao da fotossintese, assim, a sacarose tem sido a fonte de

carbono mais utilizada no meio de cultura (Ferreira et al., 2002).
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Meios de cultura que contém altos niveis de sais, como, por exemplo, o0 MS, podem
inibir a iniciacdo de raizes, podendo ser substituido pela metade da concentracao, como o MS
/2, quando o objetivo for o enraizamento. Os autores associam o beneficio dos baixos niveis de
sais no meio a necessidade de baixas concentracdes de nitrogénio na formacao de raizes
(George et al., 2008), o que foi observado neste trabalho, em que as sementes introduzidas em
meio agar + sacarose apresentaram um maior comprimento da radicula de M. floribunda, aos
90 dias (Tabela 3). O contetido de carboidratos atua como um fator importante a rizogénese,
ja que a iniciacao radicial requer energia (Golle et al., 2012).

A emissao da radicula e seu desenvolvimento também foram influenciados pelo tempo
de armazenamento no qual as sementes foram submetidas (Tabela 3). Os tratamentos
temperatura ambiente, por 24 horas, e armazenamento por 7 dias a £8°C, ndo apresentaram
diferenca significativa, com uma média de 1,98 cm e 1,96 cm raizes, respectivamente. Aos 15
dias, sob armazenamento a +8°C, a radicula apresentou um menor comprimento (1,45 cm),
diferindo estatisticamente dos demais tempos de armazenamento (Tabela 3), porém, sementes
armazenadas por um periodo de 30 dias, apresentaram a menor média geral (1,02 cm).

A coloracgdo do gendtipo de M. floribunda influenciou no desenvolvimento da radicula,
pois sementes retiradas de geno6tipos com frutos laranja, apresentaram uma maior média de
comprimento de raiz (1,78 cm). Trabalhos afirmam que, a coloracdo pode influenciar no
desempenho germinativo de sementes, onde Tomaz et al. (2011) observaram que sementes de
aracd-amarelo (Psidium cattleyanum Sabine L.) apresentaram uma porcentagem de
germinacdo superior ao aracid-vermelho (Psidium cattleyanum Sabine L.). Antunes et al.
(2012), em trabalho com germinacdo de sementes de pitangueira (Eugenia uniflora L.),
justificaram para a diferenca no potencial germinativo das sementes de pitangueira roxa e
pitangueira vermelha, a possivel diferenca de maturacao fisiologica no dia da colheita dos
frutos ou a qualidade do lote das sementes. Provavelmente a cultivar de M. floribunda laranja
seja mais vigorosa e, consequentemente, suas sementes possuam mais reservas, o que pode

justificar um maior enraizamento (Figura 3).

1239



SANTOS, H. R. da S); REZENDE, L. de P.; SALVADOR, T. de L.; FARIAS, A. R. de O.; OLIVEIRA, D. S. P.; LEMOS, E.E. P.

Figura 2. Comprimento da raiz das sementes de M. floribunda, apos 90 dias de

introducado.

Para a variavel comprimento de parte aérea (cm), ndo houve diferenca significativa
apenas para o tratamento cor, apos 90 dias da introducao in vitro das sementes de M.
floribunda, onde apresentaram uma média de comprimento de brotacao nos valores de 4,97

cm e 5,07 cm, respectivamente para a coloracao vermelha e laranja (Tabela 4).

Tabela 4. Comprimento da parte aérea (cm) de sementes de M. floribunda, em diferentes

meios de cultura, tempo de armazenamento e genotipo, 90 dias apoés o estabelecimento in

vitro.
MEIO TEMPO DE ARMAZENA- GENOTIPO
MENTO
J ] 24h-5,15a
Agar+1\§[2éclarose2 b5’13 a 7 dias - 5,26 a Vermelho - 4,97 a
4.9 15 dias - 4,95 ab Laranja - 5,07 a

3o dias-4,72b

Nota: *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

No meio agar + sacarose foi obtido um maior comprimento de parte aérea, com uma
média e 5,13 cm, diferindo estatisticamente do meio MS (4,92 cm) (Tabela 3). Uma vez
estabelecida, a raiz tende a promover o crescimento da parte aérea assim como a parte aérea é
fonte de intensa producao de auxina que, ao ser translocada para a base, estimula a formacao
de raizes (Cuzzuol et al., 1996).

Lédo et al. (2014), obtiveram 100% de germinacao das sementes de Myrciaria tenella
(DC.) O. Berg in vitro, utilizando meio de cultura sem concentracao de sais de MS (Murashigue

& Skoog, 1962) e maior desenvolvimento das plantulas em meio com metade da concentracao
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de sais do MS (Y2 MS). Estes autores citam que meios sem concentracao de sais e com Y2 MS
apresentam potencial para estabelecimento de protocolos de propagacao in vitro de M.
floribunda.

Oliver (1997) observou que o meio MS com 100% dos seus sais e vitaminas utilizado
para a multiplicacdo de cereja (Prunus cerasus L.), apresentou baixa taxa de multiplicagao.
Almeida et al. (2013), em trabalho com germinacao in vitro de jenipapeiro (Genipa americana
L.), observaram que na auséncia de sais no meio, houve uma maior porcentagem de brotacoes
(90%), e no tratamento com auséncia total de sacarose, o nimero de brotos era comprometido
significativamente.

O tempo de armazenamento a que as sementes foram submetidas antes da introducao
in vitro influenciou significativamente, em partes, os resultados (Tabela 3). Sementes
armazenadas em temperatura +8°C por um periodo de 30 dias, mostrou a menor média de
comprimento de parte aérea de plantulas de M. floribunda (4,72 cm), diferindo dos demais
tratamentos, exceto daquelas armazenadas por um periodo de 15 dias (4,95 cm) (Tabela 3).

O armazenamento em temperaturas baixas pode prejudicar a qualidade fisiologica das
sementes de Myrtaceae, refletindo no menor namero de brotos e raizes, e devido a curta
viabilidade dessas sementes, a semeadura, seja em substrato ou em meio de cultura, deve ser
feita imediatamente apos a sua extracdo dos frutos, para que as mesmas nao percam a
qualidade fisiologica, e consequentemente, sua viabilidade e vigor (Silva, 2015).0 nimero de
folhas foi influenciado pelo tipo de meio de cultivo utilizado (4gar+sacarose ou MS) onde

apresentaram médias de 6,11 cm e 6,69 cm, respectivamente (Tabela 4).

Tabela 3. Niimero de folhas de plantulas de M. floribunda, em diferentes meios de cultura,

tempo de armazenamento e genétipo, 9o dias apos o estabelecimento in vitro.

MEIO TEMPO DE ARMAZENA- GENOTIPO
MENTO
. B 24h — 6,48 a*
Agar+Saca11‘\(/)IsSe_ 66,6112 7 dias — 6,39 b Vermelho — 6,42 a
09 15 dias — 6,37b Laranja — 6,38 a

30 dias — 6,17b

Nota: *Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo Teste de Tukey a 5%.

Para M. floribunda, observou-se que o nimero de folhas foi estimulado pela presenca
dos sais e vitaminas presentes no meio MS (Tabela 4). Castro et al. (2003), estudando a
multiplicacdo in vitro de Limonium brasiliensis (Boiss.) Kuntze, verificaram que o meio MS e
50% MS revelou-se significativo para a varidvel nimero de brotagdes por explante, onde
concentracoes acima de 50% MS, houve uma diminuicao do comprimento e nimero das folhas.

Podemos considerar que uma relacdo adequada entre os nutrientes minerais presentes
no meio MS é importante para o desenvolvimento da massa foliar de diversas frutiferas (Souza

et al., 1996).
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O tempo de armazenamento no qual as sementes foram submetidas influenciou o
numero de folhas de plantulas de M. floribunda in vitro, onde, sementes que nao passaram
pelo periodo de armazenamento em temperaturas frias a + 8°C, e que foram acondicionadas
em temperatura ambiente por um dia antes da introducao in vitro, foram as que apresentaram
a maior média para a variavel nimero de folhas (Tabela 4).

Uma das principais hipdteses, quanto ao armazenamento, é que sementes podem sofrer
injurias quando armazenadas a baixas temperaturas, o que pode refletir no menor
desenvolvimento das plantulas (Medeiros et al., 2000), o que foi confirmado neste trabalho
(Tabela 4), além da tendéncia de rapida perda da viabilidade, nas condicoes avaliadas.

Para a variavel cor (Tabela 4), o nimero de folhas nao foi influenciado pelo genétipo
estudado, com uma média de 6,42 e 6,38 folhas, respectivamente, para a coloracao do fruto

vermelho e laranja (Figura 3).

Figura 3. Comprimento da parte aérea e nuuimero de folhas das sementes de M. floribunda,

apos 9o dias de introducdo.

Conclusoées

A porcentagem de germinagao de sementes de M. floribunda, em meio agar + sacarose
foi superior para os geno6tipos estudados.

O comprimento das raizes das plantulas de M. floribunda, foi influenciado pelas
variaveis: meio de cultura, tempo de armazenamento das sementes e cor do genotipo.

Para as variaveis comprimento da parte aérea e nimero de folhas das plantulas de M.
floribunda, cultivadas in vitro, a cor do genétipo nao teve influéncia sobre o comportamento

das mesmas.
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