SEMEADURA IN VITRO E ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS DE
CARAMBOLEIRA!

Nubia Pereira da COSTA?

Carlos Ferreira DAMIAO FILHO?
Nivania Pereira da COSTA?
Jacinto de Luna BATISTA*

RESUMO: O comportamento germinativo in vitro ¢ variavel em funcdo de cada espécie. Para
tanto, este trabalho tem a finalidade de verificar como ocorre esse processo, além de definir uma
metodologia de aclimatizacdo de plantulas de caramboleira obtidas in vitro. O experimento foi de-
senvolvido no Laboratoério de Cultura de Tecidos da Faculdade de Ciéncias Agrarias ¢ Veterinarias
(FCAV) UNESP, Jaboticabal (SP). As sementes obtidas de frutos maduros da cultivar B-10 perten-
centes ao pomar da FCAV/UNESP foram descontaminadas com alcool 70% e hipoclorito 30% (p/v)

e postas para germinar em meio MS com e sem adi¢do de 2 mL.L"' de anticontaminante PPM. As

1/2°
plantulas obtidas in vitro foram testadas para aclimatizagdo em duas épocas, com 1-2 dias (3,0 cm)
e com 5-6 dias (4,5 cm) apos a germinacdo das sementes. Verificou-se que a semeadura in vitro é
um processo vidvel para obtencao de plantulas de caramboleira e que plantulas com 1-2 dias apos
germinagdoa in vitro ndo sobrevivem, enquanto plantulas com 5-6 dias apds a germinagdo apresen-

taram 98% de sobrevivéncia durante a aclimatizagio.

TERMOS PARA INDEXACAO: Averrohoa Carambola, Germinagdo, Micropropagacio, Sobrevi-
véncia.

IN VITRO CULTURE AND ACLIMATIZATION OF STAR FRUIT
SEEDLING

ABSTRACT: he in vitro germinative behavior is variable among species. The objective of this work
was to check how this process takes place and define an acclimatization methodology for in vitro Aver-
rohoa carambola germination. The experiment was developed in the Tissue Culture Laboratory of the
Agrarian and Veterinary Faculty (FCAV), UNESP, Jaboticabal, SP, Brazil. The seeds were obtained
from mature fruits of B-10 cultivar from the FCAV/UNESP orchard, cleaned with 70% alcohol and
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30% hypochlorite. The seeds were incubated on MS

., medium supplemented and not supplemented

with 2mLL" of preservative PPM. The seedlings obtained in vitro were tested for acclimatization in
two different times 1-2 days (3, 0 cm) and 5-6 days (4-5 cm) after seed germination. It was concluded
that in vitro culture is a viable process to obtain A. carambola seedlings. Seedlings 1-2 days old after

germination showed 98% of survival during acclimatization.

INDEX TERMS: Averrohoa carambola, Germination, Micropropagation, Survival.

1 INTRODUCAO

A caramboleira (Averrhoa caram-
bola L.) pertence a familia Oxalidaceae, ¢
originaria da Asia, adaptada as condigdes
dos tropicos. No Brasil, foi introduzida
em 1817 na regido Nordeste, mais preci-
samente em Pernambuco, dali a espécie
teria se espalhado por todo o litoral brasi-
leiro. Sua multiplicacdo, de forma geral, é
realizada por sementes com mudas de pé-
franco, o que apresenta o inconveniente de
originar pomares desuniformes devido a
grande variabilidade genética apresentada
pelas plantas propagadas por esse método.
De acordo com Sekiya e Cunha (1999), o
cultivo da caramboleira ainda esta sendo
realizado com baixa tecnologia, princi-
palmente com relacdo a propagacdo, que
geralmente ¢ feita por semente e comer-
cialmente por enxertia, apresentando, no
entanto, alguns inconvenientes, tornando-
se necessario testar outros métodos como
a micropropagacao.

A semeadura in vitro tem como
principal objetivo a obtengao de explantes
juvenis e assépticos para o estabelecimen-
to de explantes in vitro, principalmente
quando se trabalha com espécies lenhosas
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que, de forma geral, apresentam dificulda-
des de estabelecimento quando a fonte de
explante ¢ a planta adulta. Pode represen-
tar, também, uma importante ferramenta
para obtencdo de plantulas de algumas
espécies que apresentam dificuldade de
germinar, como, também, nas técnicas de
microenxertia in vitro.

Para algumas espécies essa técni-
ca nao ¢ viavel, uma vez que as semen-
tes sequer chegam a germinar. E o caso
de sementes intactas de freixo (Fraxinus
ornus) que apresentaram apenas 7% de
germinagdo, enquanto as de sorva (Sorbus
domestica) nao germinaram (ARRILLA-
GA; MARZO; SEGURA, 1992) e da fru-
teira-do-conde (Annona squamosa), em
que a semeadura in vitro em meio MS ,
sem tratamento de quebra de dorméncia,
nao resultou em germinacao (COSTA,
2003).

A aclimatizagdo € o processo pelo
qual plantulas produzidas em condigdes
controladas sdo transferidas para um am-
biente com as condig¢des climaticas natu-
rais. Essas novas condigdes devem ser as-
similadas progressivamente, de forma que
as plantulas sofram menos estresses, que
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podem culminar em injurias profundas ou
mesmo em morte (SILVA et al., 1995). A
definicdo de um processo de aclimatiza-
¢ao de plantulas produzidas in vitro ¢ um
aspecto dos mais importantes para o su-
cesso da micropropagacao.

Foi demonstrado que os estresses
sofridos pelas plantulas afetam todos os
parametros de crescimento. Aston e Grout
(1977) citam que o numero de folhas e
area foliar s3o bons indicativos para se ve-
rificar a capacidade das plantulas de se au-
tos-sustentarem durante a aclimatizacdo.
A ndo obtengdo desta capacidade implica
em prejuizos fisioldgicos com estagnacao
aparente. Sutter e Langhans (1980) verifi-
caram que, além da ineficiéncia fotossinté-
tica, as folhas das plantulas desenvolvidas
in vitro também possuem menor quantida-
de de cera epiculticular do que as planta
crescidas em casa de vegetagdo, fato que
acarreta em transpiragcdo excessiva aliada
a reducdo do ntiimero de estomatos, oca-
sionando o dessecamento € murchamento
das folhas, sendo as causas mais comuns
da baixa sobrevivéncia pos-transplantio.

A manutencao de umidade elevada
e temperatura amena ¢ condi¢do necessa-
ria, de acordo com Sutter ¢ Hutzel (1984),
para reduzir o estresse critico provocado
pela remogao das plantulas das condigdes
in vitro. A utilizagdo de uma lamina de
agua em bandejas, no processo de acli-
matiza¢do, proporciona maior disponibi-
lidade de 4gua e, dessa forma, as raizes
desenvolvem-se em busca da lamina de
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agua, favorecendo o crescimento da plan-
ta (SOUZA CRUZ, 1998).

O presente trabalho tem como ob-
jetivo obter a germinagao e a definicao de
uma metodologia de aclimatizacdo para
plantulas de caramboleira obtidas in vi-
tro.

2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Cultura de Tecidos e em
casa de vegetacdo do Departamento de
Biologia Aplicada a Agropecuaria, da Fa-
culdade de Ciéncias Agrarias e Veterina-
rias (FCAV/UNESP), Campus de Jaboti-
cabal (SP).

Foram colhidas carambolas madu-
ras de plantas pertencentes a cole¢dao de
fruteiras da FCAV/UNESP-Jaboticabal,
das quais foram retiradas as sementes e
postas para secar a sombra por dois dias.
Destas, selecionaram-se 300 para realiza-
cdo de dois processos de semeadura: ex
vitro € in vitro, onde 100 sementes foram
testadas para fins de comparag@o em subs-
trato Plantmax® (semeadura ex vitro), e as
demais foram subdivididas em dois lotes
de 100 sementes cada, destinadas a seme-
adura em meio de cultura, suplementado
ou nao com 2 mL.L"! do anticontaminante
PPM™,

Antes da semeadura in vitro, as se-
mentes foram descontaminadas em alcool
70% por um minuto, seguido de imersao
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em solucao de alvejante comercial (Q-
boa), na concentracdo de 30% (p/v), du-
rante 30 minutos, sob agitacdo continua.
Em seguida, foram lavadas trés vezes em
agua destilada autoclavada, em camara as-
séptica.

O meio de cultura utilizado para a
semeadura in vitro foi o de Murashige e
Skoog (1962) com metade (MS, ) da con-
centracdo salina ¢ sem adi¢do de agucar
e vitaminas. O meio teve o pH ajustado
para 5,8, solidificado com agar 7 g/litro e
autoclavado a 121°C por 20 minutos. As
sementes foram semeadas em potes plasti-
cos autoclavaveis com capacidade de 125
mL, contendo 20 mL de meio e transferi-
dos para sala de cultivo com temperatura
média de 25 + 2°C, na auséncia de luz.

A semeadura ex vitro, foi realiza-
da em casa de vegetacdo, utilizando-se
o substrato Plantmax, acondicionado em
bandejas de isopor com 128 células, com
capacidade volumétrica de 73,5 cm® cada
uma, com regas periodicas nas bandejas.

Foram utilizadas dez repetigdes de
dez sementes em delineamento experi-
mental inteiramente casualizado para a
semeadura ex vitro e para as duas seme-
aduras in vitro (com e sem anticontami-
nante).

Apbs a germinacdo, as plantulas
obtidas in vitro foram conduzidas em casa
de vegetagdo, sob iluminagao natural. Fo-
ram avaliadas para as semeaduras in vitro
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e ex vitro, a percentagem de germinagao,
o indice de velocidade de germinagao,
altura de plantas, e o nimero de folhas
emitidas aos 60 dias apos a germinagao.
Para as avaliagdes de altura e niimero de
folhas, foram tomadas ao acaso 20 plantas
em cada condi¢ao de semeadura. Para fins
de analise estatistica, os dados de altura
de plantas e nimero de folhas originaram
10 repeticdes de duas plantas cada. As
médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Os dados
de germ\ifaagao foram transformados em
arc.sen. VX e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para o processo de aclimatizacio
estabeleceram-se dois estadios de desen-
volvimento de plantulas (tratamentos):
estadio 1- 75 plantulas com 1-2 dias apos
a germinagdo com o cotilédone totalmen-
te expandido, medindo, em média, 3cm
de comprimento; estadio 2- 75 plantulas
com 5-6 dias apos a germinacao, com o
primeiro par de folhas formado, medindo
em média, 4,5cm de comprimento. Utili-
zou-se delineamento inteiramente casuali-
zado com trés repeticdes de 25 plantulas
em cada estadio.

As plantulas com a mesma idade
de germinacdo foram retiradas da sala
de crescimento para iniciarem a etapa de
pré-aclimatizacdo, onde os frascos com
as plantulas foram colocados em uma
bandeja com agua (Figura 1), e ficaram
em sala com iluminagao natural e tempe-
ratura média de 29°C + 2°C. As tampas
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dos frascos foram substituidas por sacos
plasticos transparentes contendo quatro
perfuragdes de Imm de diametro, perma-
necendo nessa condigdo por cinco dias.
Posteriormente, passaram a etapa de
aclimatizag¢do, onde as plantulas foram
retiradas do meio de cultura e repicadas
para sacos plasticos com capacidade para
um litro, contendo como substrato a mis-
tura de terra, areia e esterco bovino, na
propor¢ao de 1:1:1. Em seguida, foram
postas sob telado com sombreamento de
50% e cobertas com filme PVC 100 mi-

cras, a 50cm do solo, objetivando manter
a umidade com irrigagdo superficial duas
vezes ao dia. As plantas permaneceram
nessa etapa por quatro dias e, posterior-
mente, foram transferidas para casa de
vegetacdo sob iluminag¢do natural com
temperatura minima de 20 + 2°C e ma-
xima de 30+ 2°C. Avaliou-se a média
das seguintes variaveis: porcentagem de
sobrevivéncia das plantulas aos 15 dias,
altura de planta e nimero de folhas apos
a pré-aclimatizagdo e aos 60 dias apos a
germinagao.

Jeiihcdnn o

Figura 1 - Plantulas de caramboleira na fase de pré-aclimatizagdo. UNESP, Jaboticabal (SP), 2000.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se que a semeadura in
vitro apresenta valores de germinacgao
semelhantes a semeadura ex vitro para
as sementes de carambola quando se usa
o anticontaminante PPM™ no meio de
cultura (Tabela 1). A germinacao in vitro
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sem PPM™ foi a que apresentou menor
porcentagem. O indice de velocidade de
germinacdo também ndo diferiu entre
os dois métodos de semeadura, quando
se usa 0 PPM™ na condigao in vitro. O
menor indice foi apresentado pela seme-
adura in vitro sem PPM™, demonstran-
do que a adi¢do do anticontaminante ao
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meio tem efeito benéfico no nimero de
plantulas germinadas e na velocidade com
que elas germinam, provavelmente, por

sua acdo sobre microrganismos nocivos
que interferem no processo de germina-
¢ao.

Tabela 1 — Porcentagem de geminagao, indice de velocidade de germinagdo, altura de plan-
tas e nimero de folhas em fun¢do dos métodos de semeadura in vitro e ex vitro de carambo-

leira. UNESP, Jaboticabal (SP), 2000.

] IN VITRO

PARAMETRO EX VITRO CV (%)
COM PPM SEM PPM

Germinagao (%) 78 A 76 AB 58 B 37,21

IVG 3,60 A 3,37A 2,15B 25,67

Altura de planta (aos 60 dias) cm 15,23 A 15,18 A 1492 A 9,81

Numero de folhas (aos 60 dias) 16,41 A 15,20 A 15,55A 8,98

M¢dias seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%.

IVG — Indice de Velocidade de germinago.

Nao houve diferenga estatistica
quanto a altura de plantas e ao numero de
folhas aos 60 dias para os dois métodos de
semeadura ex vitro ou in vitro com ou sem
PPM™, Isso demonstra que para esta espé-
cie a semeadura in vitro ¢ perfeitamente vi-
avel, produzindo plantulas com desenvol-
vimento compativel com aquelas obtidas
no processo de semeadura tradicional.

As plantulas que passaram para
a fase de pré-aclimatizagdo no estadio 1
(com 1-2 dias ap6s a germinagdo) ndo se
desenvolveram (Tabela 2), permanecendo
com o mesmo numero de folhas (cotile-
donar) e mesmo tamanho, ndo apresentan-
do, dessa forma, condi¢coes de desenvol-
vimento para passar a etapa seguinte de
aclimatizagao (Figura 2).

Tabela 2 — Numero de folhas, altura de plantulas antes e depois da pré-aclimatizagdo e
percentagem de plantas de caramboleira aclimatizadas, 15 dias apds germinagdo, em
dois diferentes estadios de desenvolvimento. UNESP, Jaboticabal (SP), 2000.

L Antes aclimatiza¢ao' Depois aclimatiza¢ao' Plantas
Estadio de aclimatizadas?
desenvolvimento  N°. folhas  Alturaplanta N folhas Altura planta Y

(par) (cm) (par) (cm) (%)
Estadio 1° 1,0 3,0 1,0 32 0,0
Estadio 2* 2.0 4.5 5.0 6.1 98.6
— Média de 20 plantas

1
2 — Média de 75 plantas

3 — Plantulas com 1-2 dias apds a germinacao
4 — Plantulas com 5-6 dias apds a germinagao
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Figura 2 — (A) - Plantula de caramboleira no Estadio 1, com 1-2 dias ap6s a germinagao; (B)
- Plantula de caramboleira apds 5 dias em pré-aclimatizagdo. UNESP, Jaboticabal (SP), 2000.

As plantulas que entraram na preé-
aclimatizacao no estadio 2 (com 5-6 dias
apds germinadas), apos esta fase, au-
mentaram o numero de folhas e altura da
planta (Tabela 2). Evidenciou-se, ainda
que, provavelmente, a partir de entdo, ini-
ciaram o processo de autotrofismo, pois
passaram de uma coloragdo verde claro
para verde escuro (Figura 3). O estimu-
lo para a condi¢do autotrdfica durante a
fase in vitro melhora o estabelecimento
ex vitro em decorréncia dos beneficios
proporcionados pela maior resisténcia
ao estresse hidrico (LEES; EVANS; NI-
CHOLAS, 1991) obtido, provavelmente,
pelo melhor desenvolvimento da cuticula
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e, conseqiientemente, melhor ajustamen-
to osmotico das plantas no estadio 2, o
que, provavelmente, as plantas no esta-
dio 1 ndo conseguem. Ao final de quatro
dias, as plantulas no estadio 2 ja estavam
preparadas para a etapa de aclimatizagao.
15 dias apds a germinagdo, em torno de
98% das plantas estavam totalmente acli-
matizadas (Figura 4).

Quando comparado o desenvol-
vimento aos 60 dias ap6s germinagdo
das planta germinadas in vitro e ex vitro
(Tabela 1), verificou-se que as plantas
obtidas in vitro ndo sofreram atraso no
desenvolvimento na etapa de aclimatiza-
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¢do, pois a altura e o numero de folhas
foram ndo diferiram estatisticamente
entre si.

Grattapaglia e Machado (1998)
relataram que existem poucos traba-
lhos descrevendo os detalhes do pro-
cedimento de transplantio e aclima-
tizacdo de plantulas in vitro e que a
caréncia de informacoes é maior ainda
num sistema comercial de micropro-
pagacdo. A maioria dos trabalhos de
aclimatizacdo descreve processos de-

morados como redugdo de umidade
do ambiente dos frascos de cultivo,
cobertura do meio com lanolina, reti-
rada e recolocacdo de saquinhos com
aumento do periodo de exposicdo das
plantulas, etc, que sdo técnicas que re-
duzem o estresse ¢ a perda de umidade,
mas nao parecem viaveis para a micro-
propagac¢ao em larga escala. Uma das
vantagens obtidas no processo de acli-
matizagdo da caramboleira é o de ter
plantas aclimatizadas em um periodo
relativamente curto.

Figura 3 — (A) - Plantula de caramboleira no Estadio 2, com 5-6 dias ap0s a germinacao;
(B) - Plantula de caramboleira ap6s 5 dias em pré-aclimatizagdo. UNESP, Jaboticabal (SP),
2000.
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Figura 4 — Plantas aclimatizadas de caramboleira, em casa de vegetacdo. UNESP, Jabotica-
bal (SP), 2000.

4 CONCLUSAO

A semeadura in vitro ¢ viavel para
obtengdo de plantulas de caramboleira.

Plantulas que entram na fase de pré-
aclimatizagdo com 1-2 dias apo6s a ger-
minagdo, ndo conseguem aclimatizar-se,
enquanto plantulas com 5-6 dias apds a
germinacgado sdo 98% aclimatizadas.
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