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RESUMO: O sucesso da aplicagio das técnicas de cultura de tecidos € dependente do estabelecimento
prévio da cultura que se quer estudar in vitro. Para a producéo de plantulas assépticas, um dos
principais problemas € o alto indice de contaminagao de explantes obtidos diretamente de plantas de
campo. Este trabalho objetivou avaliar a percentagem de germinacgfo de sementes de camu-camuzeiro,
em dois experimentos de germinacio in vitro, visando a obtenc#o de plantulas assépticas. No primeiro
experimento foram utilizadas cinco concentragdes diferentes de dcido giberélico (AG,) combinadas
a cinco tipos de explantes obtidos a partir de sementes maduras de camu-camuzeiro, em um
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x5. No segundo
experimento, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x3x4,
utilizando auséncia e presenca de carvio ativado a 3g.L"!, sementes em trés estddios de maturacgio e
quatro concentragdes de AG, (0; 1; 2 e 4mg.L"). Os explantes foram inoculados em meio MS com
pH 5,8, contendo 20g.L! de sacarose e 2g.L"! de phytagel. A incubagio foi feita em uma sala com
fotoperiodo de 16h/luz/dia e temperatura de 25° + 2°C, e a caracteristica avaliada foi a percentagem
de germinagdo. Nos dois experimentos, o nimero de explantes germinados foi baixo e independente
do estddio de maturagio, da presenga de AG, e de carvio ativado no meio de cultura.

TERMOS PARA INDEXACAO: Germinagio, Camu-camu, AG,, Cultura de Tecidos.

GERMINATION IN VITRO OF CAMU-CAMU
(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh)

ABSTRACT: The success of tissue culture techniques is sometimes dependent on the previous
establishment of the culture to be studied in vitro. The main problem for the production of aseptic
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plantlets is the high contamination of index explants obtained directly from the field. This research
had the objective to evaluate the germination percentage of explants of camu-camu from two in vitro
germination experiments in order to obtain aseptic plantlets. In the first experiment, a complete
randomized experimental design in a 5x5 factorial scheme, with five concentrations of gibberillic
acid (GA,) applied to five kinds of explants from ripe seeds of camu-camu, was used. In the second
experiment, a complete randomized experimental design in 2x3x4 factorial scheme, with presence
or absence of activated coal at 3g.L"", seeds in three ripening phases and four concentrations of GA,
(0,0; 1,0; 2,0 e 4,0mg.L", was used. The explants were inoculated in MS medium with pH of 5,8
containing 20g.L" of sucrose and 2g.L"! of phytagel. The incubation was in a room with photoperiod
of 16 H/light/day and temperature of 25° + 2°C. The number of germinated explants was low
independent of the ripening phase, the presence of GA, and of activated coal in the culture medium.

INDEX TERMS: GA3, Tissue Culture.

1 INTRODUCAO

Considerando que o camu-camuzeiro
(Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh) é uma
espécie selvagem, cujo processo de
domesticacio esta no inicio (RIVA RUIZ,
1994; CLEMENT; MULLER; CHAVEZ
FLORES, 1982; MOTA; SILVA; BASTOS,
1997; SILVA et al., 1998; RIBEIRO et al.,
2000), ha necessidade de se desenvolverem
programas de melhoramento, de forma a
dispor de cultivares capazes de responder
com eficiéncia a processos de cultivo. Para
que as respostas de selecio sejam mais
rdpidas € importante contar com métodos
de propagacdo assexuada que permitam a
fixacdo de gendtipos superiores (NORTH,
1979; PAIVA; VALOIS, 2001).

A micropropagacgio surge como
método alternativo para uso na fixacio de
genodtipos superiores em programas de
melhoramento (MANTELL; MATTHEWS;
McKEE, 1994; FERREIRA; CALDAS;
PEREIRA, 1998). Entretanto, para que os
protocolos de micropropagacdo em camu-
camuzeiro sejam desenvolvidos ¢&
fundamental que se se disponha de plantas
assépticas, visto que os explantes
provenientes de plantas de campo, como:

108

segmentos apicais, axilares, foliares e de
hipocotilo apresentam problemas de
contaminacdo e oxidacdo.

A germinacao de sementes e embrides
in vitro tem sido usada em vérias espécies
de plantas, para a obtencdo de explantes
assépticos a serem utilizados em diversos
estudos de propagacio in vitro (ARELLO;
PINTO, 1993; PASQUAL; BARROS, 1991
e 1992; NUNES; MOTA, 1993; PINTO et
al., 1994; VERASTEGUI PENA;
ESTRADA JIMENEZ; ROCA, 2001).

Em muitas espécies ndo domesticadas,
a germinacgdo encontra-se limitada a fatores
intrinsecos e extrinsecos as sementes, e
mesmo que sejam fornecidas condicdes
favordveis para que elas germinem, fatores
inerentes como: a impermeabilidade do
tegumento, presenca de substdncias
inibidoras, imaturidade e abortamento do
embrido podem inibir a germinacio
(SANTOS, 1998). Segundo Pasqual e Pinto
(1988), o carvio ativado pode absorver
substdncias inibidoras do meio de cultura
ou produtos toxicos liberados pelos
explantes, promovendo o crescimento de
embrides. A participagio de reguladores de
crescimento, destacando-se as giberelinas
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que regulam vdrios processos fisioldgicos,
incluindo a germinagdo e a mobilizagdo de
reservas armazenadas no endosperma, pode
melhorar a performance de vérias espécies
na fase de germinacdo, principalmente sob
condi¢Oes adversas (TAIZ; ZEIGER, 1998;
BEVILAQUA etal., 1998), existindo varias
informagdes sobre os efeitos do dcido
giberélico (AG,) em embrides extraidos de
sementes dormentes que ndo germinaram
mesmo sob condicdes ideais (PASQUAL;
RIBEIRO; RAMOS, 1990).

O tempo e a percentagem de
germinacdo de sementes de camu-
camuzeiro in vivo t&m apresentado respostas
variadas. Riva Ruiz (1994) observou que a
germinagio tem inicio no 12° dia, obtendo-
se até 90% de germinacdo durante os
primeiros 50 dias, enquanto que Pinedo
(1989) verificou que em sementes nao
escarificadas a germinagio inicia apos 34
dias de cultivo, atingindo cerca de 55% de
germinacdo no 69°% dia. Carvalho,
Nascimento e Miiller, (1998) observaram
que 93% das sementes de camu-camuzeiro
germinaram a partir do 162 dia, entretanto,
Kikuchi et al. (1998), avaliando 12
populacdes de camu-camuzeiro proveniente
do Rio Xingu, observaram que, em média,
a germinacio teve inicio no 36° dia, e a
percentagem de germinacao variou de
59,13% a 98,07%.

O trabalho objetivou avaliar a
percentagem de germinacio de sementes de
camu-camuzeiro, em dois experimentos de
germinacao in vitro, visando a obtencdo de
plantulas assépticas.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram instalados no
Laboratério de Biotecnologia Vegetal da
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Faculdade de Ciéncias Agrarias do Pard,
utilizando-se sementes de camu-camuzeiro
do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Amazoénia Oriental.

Experimento 1:

testadas diferentes
concentragdes de dcido giberélico - AG,
(0,0;0.1;0,5; 1.0e 2,0mg.L"), associadas a
diferentes tipos de explantes de sementes
maduras de camu-camuzeiro, como mostra
a Figura 1: E - Sementes inteiras sem
tegumento; E - Sementes inteiras sem
tegumento com corte no lado oposto ao
embrido; E,- Sementes sem tegumento com
50% do endosperma e o embrido; E, -
Sementes sem tegumento com 25% do
endosperma e o embrido e E.- embrido. O
delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5x5, com
duas repeticdes/tratamento, € cada repeticdo
constando de cinco tubos com uma semente
cada, totalizando 250 tubos.

Foram

O tratamento de assepsia das sementes
sem tegumento foi feito com imersao em
solucdo de detergente liquido (1:3) por
quinze minutos, seguida de imersao em
NaOCl a 1% por trinta minutos. Apés a
assepsia, sob cdmara de fluxo laminar, as
sementes foram excisadas em diferentes
tipos de explantes, e inoculadas
isoladamente em tubos de ensaio
(25x150mm), contendo cada tubo 10mL de
meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
com 20g.L! de sacarose, 2g.L"! de phytagel
e as cinco diferentes combinactes de AG,,
sendo o pH do meio ajustado para 5,8. Apds
a inoculagdo, os tubos foram transferidos
para sala de crescimento com fotoperiodo
de 16h/luz/dia e temperatura de 25° + 2°C.

109



HENRIQUETA DA CONCEICAQ BRITO NUNES, MILTON GUILHERME DA COSTA MOTA, TATIANI YURIKO PINHEIRO KIKUCHI,

IRENICE MARIA DOS SANTOS VIEIRA, SYDNEY ITAURAN RIBEIRO

Figura 1 — Diferentes tipos de explantes de sementes maduras de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh)
utilizados (E;: sementes inteiras sem tegumento; E,: sementes inteiras sem tegumento com corte no lado oposto ao
embrido; E,: sementes sem tegumento com 50% do endosperma ¢ o embrido; E,: sementes sem tegumento com 25% do
endosperma e o embridio e E;: embrido). FCAP, Belém (PA), 2000.

As avaliacdes foram feitas diariamente
até o inicio da germinagdo, ¢ apds 60 dias
de cultivo in vitro, sobre a percentagem de
germinacao a partir da emisséo da radicula.
Para andlise da variancia os dados foram
transformados para arc sen. VIJ ﬁa +0.05

Experimento 2:

O experimento foi instalado sob um
delineamento experimental inteiramente

casualizado, em esquema fatorial 2x3x4
com quatro repeticdes (frasco),
utilizando-se cinco sementes/frasco,
totalizando 20 sementes/tratamento, com
frutos de camu-camuzeiro em trés estadios
de maturacdo diferentes (verdes,
semimaduros e maduros - Figura 2),
quatro concentracoes de acido giberélico
- AG, (0; I; 2 e 4mg.L"') e na auséncia e
presenca de carvao ativado.

Figura 2 — Frutos de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh.) em diferentes estddios de maturacio (A:
frutos verdes; B: frutos semi-maduros e C: frutos maduros). utilizados no experimento de germinacio in vitro. FCAP,
Belém-PA, 2000.
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Os frutos foram lavados, despolpados
e feita a retirada do tegumento da semente
em 4dgua corrente. Sob cidmara de fluxo
laminar, as sementes sem tegumento
receberam o seguinte tratamento de assepsia
antes da inocula¢io: imersdo em uma
solucido de detergente liquido (1:3) por
quinze minutos, seguida de trés lavagens
com dgua destilada autoclavada. Apos as
lavagens, as sementes foram imersas em
uma solucdo de NaOCl a 2% por trinta
minutos, e lavadas cinco vezes com dgua
autoclavada, para retirar o excesso do
produto.

Ainda sob camara de fluxo laminar,
as sementes foram excisadas no lado oposto
ao embrido e inoculadas em frascos de vidro
contendo 5S0mL de meio MS (Murashige &
Skoog, 1962), com 20g.L! de sacarose,
2g.L' de phytagel e os tratamentos de
carvao ativado 3g.L' e as quatro
concentracdes de AG,, sendo o pH do meio
ajustado para 5,8. Apés a inoculagio, os
tubos foram transferidos para sala de
crescimento com temperatura de 25° + 2°C,
fotoperiodo de 16h/luz/dia.

As avaliacdes foram feitas diariamente
até o inicio da germinacio, e ap6s 60 dias
de cultivo in vitro, sobre a percentagem de
germinagdo, a partir da emissdo da radicula.
Para a andlise de variincia os dados foram

transformados para arc sen 1’13—0 +0,05,

utilizando nimero de repeticdes diferentes,
conforme Steel e Torrie (1960).

3 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Houve  diferenca  estatistica
significativa ao nivel de 1% de
probabilidade entre os tipos de explantes de
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sementes e entre os fatores (interag¢do), para
o primeiro experimento (Tabela 1). Os tipos
de explantes: sementes inteiras sem
tegumento (E,), sementes inteiras sem
tegumento com corte no lado oposto ao
embrido (E,) e sementes sem tegumento
com 50% do endosperma e o embrido (E,),
ndo diferiram estatisticamente entre si €
foram superiores aos demais tipos de
explantes para percentagem de germinago
(Tabela 2).

Souza et al. (1999), utilizando trés
tipos de explantes de semente de pau-rosa
(Aniba rosaeodora), observaram que o
melhor explante para producgo in vitro de
plantulas assépticas foi sementes com 25%
do endosperma + embrido, o que nao foi
observado neste ensaio, onde este tipo de
explante resultou em 4% de germinacdo
(Tabela 2).

A aplicagdo de AG, ndo influenciou a
germinacdo in vitfro de sementes de camu-
camuzeiro, o que ndo foi observado por
Bevilaqua et al. (1998), que verificaram que
o AG, afeta o metabolismo de sementes de
cenoura, (Daucus carota) aumentando a
percentagem de germinacado e velocidade de
emergéncia das plantulas in vivo.

A baixa percentagem média de
germinacdo in vitro obtida neste
experimento (Tabela 2), quando comparada
as altas percentagens de germinacao
conseguidas em experimentos realizados
sob condicdes naturais (RIVA RUIZ, 1994;
CARVALHO; NASCIMENTO; MULLER,
1998; KIKUCHI et al., 1998), demonstra
que algum fator do meio de cultura (pH,
sacarose, e outros) deve ter inibido a
germinacio das sementes de camu-
camuzeiro.
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Tabela 1 — Resultados da andlise da variincia para percentagem de germinacdo de sementes
de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh), dados transformados

para arc sen, - germinadas apés 60 dias de cultivo in vitro. FCAP,
—+0,05
100

Belém-PA, 2000.

Causas
de Gl Quadrado médio
variagdo
Tratamentos 24 0,0761ns
AG, (A) 4 0,0146ns
Explante (E) 4 0,3 173%*
AxXE 16 0,031 2%+
Residuo 25 0,0105
CV (%) 23,0021
DMS 0,1348

ns: nao-significativo
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F.

Tabela 2 — Valores médios para percentagem de germinacido em diferentes tipos de
explantes de sementes maduras de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K)
McVaugh), em relagdo a concentragio de AG,, ap6s 60 dias de cultivo in vitro
(dados niao transformados). FCAP, Belém-PA, 2000.

Tipo Concentracgdo de AG, (mg.L"?) Médias
de explante Tipos de
0,0 0,1 0,5 1,0 2,0 explantes

E, 10b 20a 20b 40a 20a 22a

E, 50a 10a 50a 20ab 20a 30a

E, 20ab 30a 20b 30ab 20a 24a

E, 0b Oa Oc 10ab 10a 4b

E 0b Oa Oc 0b Oa Ob

Médias

de AG, (%) 16A 12A 18A 20A 14A 16

Nota: a) Médias para tipo de explante com a mesma letra miniscula nas colunas nio diferem estatisticamente entre si
pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 1%.
b) Médias para concentragdes de AG, com a mesma letra maitscula nas linhas nao diferem estatisticamente entre
si pelo Teste de Tukey.
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A germinacio in vitro teve inicio ao
132 dia de cultivo (Figura 3), o que estd de
acordo com Riva Ruiz (1994), que observou
que a germinagdo in vivo de sementes de
camu-camuzeiro tem inicio no 122 dia.
Entretanto, ao 60° dia de cultivo in vitro, a
percentagem de germinacao era baixa (16%)
em relacdo ao numero de explantes
inoculados, que em comparacdo aos
trabalhos de germinagido in vivo de
Carvalho, 1998; Kikuchi et al., 1998; Riva
Ruiz, 1994, onde a percentagem de
germinacdo foi em torno de 90%, comprova
a existéncia de algum fator limitante no
meio utilizado que provocou a morte das
sementes.

No segundo ensaio, verificou-se que
houve diferenca estatistica significativa ao
nivel de 5% de probabilidade entre as
concentracdes de AG, (Tabela 3), e que a
concentragio de 0,0mg.L' de AG,
(testemunha), ou seja, auséncia do regulador
de crescimento, apresentou a maior
percentagem de germinagio in vitro,
diferindo estatisticamente das demais
(Figura 4). Os resultados encontrados na
literatura sobre o efeito do AG, na
germinacdo sdo varidveis, pois, segundo
Maestri e Vieira (1961), as giberelinas
aceleram a germinacdo e emergéncia de
sementes de vdrias espécies, mas sobre
outras espécies nao tem o mesmo efeito.

35
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Figura 3 — Valores médios para percentagem de germinagio em diferentes tipos de explantes (E,: sementes inteiras sem
tegumento; E,: sementes inteiras sem tegumento com corte no lado oposto ao embrido; E,: sementes sem tegumento com
50% do endcsperma ¢ 0 embrido; E,: sementes sem tegumento com 25% do eudosperma e 0 embrido ¢ E_: embrido) de
sementes maduras de camu-camuzmro (Myrciaria dubia (H.B.K) McVaugh.), por diferentes periodos de incubacdo in

vitro (dados ndo-transformados). FCAP. Belém-PA, 2000.
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Tabela 3 — Resultados da andlise de varidncia para percentagem de germinacéo de sementes
excisadas de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K.) McVaugh), apés 60
dias de cultivo in vitro, dados transformados para arc sen.

FCAP, Belém-PA, 2001, Y 10,05
100
Causas
de Gl Quadrado médio
variacao
Tratamentos 23 0,0435ns
Carvéo (A) 1 0,0293ns
Estadio (B) 2 0,0178ns
AG, (O) 3 0,1626%*
AxB 2 0,0144ns
AxC 3 0,0164ns
BxC 6 0,0432ns
AxBxC §) 0,0116ns
Residuo 57 0,0490
CV (%) — 47,0333
DMS - 3,7430

ns: nao-significativo
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F.

28,571a

o

germinacao

15
10

o1

Percentagem de

o

0 1 2 4
Concentragdes de AG,; (mg.L")

Meédias seguidas da mesma letra para concentragdes de AG,nao diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia.

Figura 4 — Valores médios para percentagem de germinacio de sementes excisadas de camu-camuzeiro (Myrciaria dubia
(H.B.K) McVaugh.) em relagio a concentracdio de AG,, apds 60 dias de cultivo in vitro (dados ndo-transformados). FCAP,
Belém-PA, 2001.
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Houve uma tendéncia de reducio na
percentagem de germinagdo com 0 aumento
das concentracgdes de AG,, indicando que 0
AG, teve um efeito inibidor na germinagdo
de sementes de camu-camuzeiro. Este
resultado corrobora com Maestri e Vieira
(1961) que observaram que com 0 aumento
da concentragdo de AG, ocorre uma
diminui¢do na percentagem de germinagao
de sementes de café, (Coffea arabica), onde,
provavelmente, o AG3 causou toxidez as
sementes, ocasionando a morte ou inibindo
a germinacgao in vivo.

Resultado semelhante foi encontrado
por Takaki, Dietrick e Furtado (1979), em
que sementes tratadas com AG, tiveram uma
reducdo na percentagem de germinacdo em
decorréncia do aumento da atividade de
algumas enzimas (celulase e outras), que
atuaram degradando material da parede
celular. Enquanto que Carvalho et al. (1998)
observaram que o AG, influenciou na
emergéncia de folhas, mas diminuiu a
emergéncia de raizes em embrides de café,
a medida que a concentracdo de AG,
aumentava. Os resultados observados
confirmam os obtidos no Experimento 1, de
que, para a germinacao in vitro de sementes
de camu-camuzeiro, ndo ha necessidade de
aplicag@o de AG,.

Como o estddio de maturagdo da
semente e a aplica¢do de carvio ativado a
3g.L! ndo afetaram significativamente a
germinacio, além do AG; outros fatores do
meio de cultura podem ter dificultado a
germinagio, como o pH e a sacarose. Gomes
(1999) observou que a utilizacdo de
concentracdes superiores a 15g.L! de
sacarose reduziu a germinacdo de sementes
de moreira (Bagassa guianensis), 0 que
pode ter ocorrido neste trabalho, visto que
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foi utilizada uma concentracdo de 20g.L"!
de sacarose. Segundo George (1996), esta
inibi¢do é decorrente da regulagdo osmatica
do meio de cultura, visto que concentragdes
elevadas de sacarose retiram dgua do meio
disponivel para a embebicao das sementes,
impossibilitando a germinacio.

As respostas obtidas para a
germinacdo de camu-camuzeiro sob
condigdes in vitro podem estar relacionadas
aos diferentes fatores intrinsecos e
extrinsecos que estdo envolvidos no
processo. Segundo Mantell, Matthews e
McKee (1994), células em fase inicial de
desenvolvimento, como os tecidos
embriondrios estdo num estado definido
como indeterminado. Estas células sao
capazes de mudar para diferentes vias
metabdlicas de desenvolvimento,
dependendo das condi¢des a que sdo
submetidas, como temperatura, meios
nutritivos e reguladores de crescimento, pois
elas podem exibir um alto grau de
plasticidade em sua resposta a estimulos
fisiol6gicos e ambientais. Além disso, vale
ressaltar que o AG, € um regulador de
crescimento termoldbel, ou seja, que €
degradado pelo calor durante o processo de
autoclavagem (CALDAS; HARIDASAN;
FERREIRA, 1998).

Foi observado, também, em algumas
sementes de camu-camuzeiro germinadas in
vitro, o fendmeno de poliembrionia
(Figura 5), que, segundo Pasqual, Ribeiroe
Ramos (1990), dificulta a identidade de
embrides zigdticos e o melhoramento das
espécies citricas, mas este fato em sementes
de camu-camuzeiro pode ser importante
para a obtengdo de um maior nimero de
explantes, visto que a percentagem de
germinagdo in vitro foi baixa.
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in vifro. FCAP, Belém (PA), 2001.

4 CONCLUSAO

A germinacdo in vitro de camu-
camuzeiro (Myrciaria dubia (H.B.K)
McVaugh.) pode ser conseguida utilizando-
se sementes inteiras sem tegumento,
sementes inteiras sem tegumento com corte
no lado oposto ao embrido e sementes sem
tegumento com 50% do endosperma e o
embrido que, apesar de baixa (16 e 17,9%),
€ possivel e independe do estddio de
matura¢do dos frutos, da presenga de AG, e
de carvao ativado no meio de cultura.
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