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INTRODUCAO

O Brasil é considerado o pais com maior biodiversidade do planeta, com
aproximadamente 46.430 espécies autdctones distribuidas nos seis biomas de que é
composto (Flora do Brasil, 2017). Dentre esses, o Cerrado é reconhecido como a
savana mais rica do mundo em relacdo a biodiversidade, variedade de ecossistemas e
flora nativa (Brasil, 2017). Ocupa aproximadamente 2 milhGes de km? do territorio
brasileiro (Myers et al., 2000; Brasil, 2017), o que representa cerca de 22% do Brasil
coberto, originalmente, por cerrado (Martinelli et al., 2014; Brasil, 2017).
Na ultima compilacdo de espécies vegetais, publicada para o Cerrado em 2008, foram
citadas 12.438 espécies de plantas, destas, 12.029 tdxons, pertencentes as Angiospermas
(Mendonca et al., 2008).

Em funcdo da ocupacdo acelerada e desordenada de éareas destinadas a
exploracdo agricola e pastagens (Klink & Machado, 2005; Magrin et al., 2014), a
cobertura vegetal nativa diminuiu em quase 50% de sua extensdo em aproximadamente
quatro décadas (Sano et al., 2010). Os dados sdo alarmantes uma vez que 645 espécies
da flora do Cerrado encontram-se ameacadas de extincdo, representando
aproximadamente 30% das espécies brasileiras elencadas na Lista vermelha do Brasil
(Martinelli & Moraes, 2013). Agravando tais dados, Scariot et al. (2005) estimam que a
maioria das herbaceas e ervas listadas nessa publicacdo sdo exclusivas desse bioma.

Devido a rica biodiversidade, o alto indice de endemismo e grau elevado de
degradacdo ambiental, o Cerrado se enquadra no conceito de Hotspot de biodiversidade
(Myers et al., 2000; Mittermeyer et al., 2005).

As publicagdes “Livro Vermelho da Flora do Brasil” e “Livro Vermelho da
Flora do Brasil: plantas raras do Cerrado”, lancados pelo Centro Nacional de
Conservacao da Flora - CNCFlora (Martinelli & Moraes, 2013; Martinelli et al., 2014),
respectivamente, revelaram dados alarmantes em relacdo a quantidade de espécies
ameacadas de extincdo para o bioma Cerrado. Tais listas s&o mais extensas e completas
quando comparadas a dos anexos da Instrugdo Normativa n2 6 do Ministério do Meio
Ambiente - MMA de 23 de setembro de 2008 (Brasil, 2008). O documento instruiu, em
seu Art. 52, que fossem elaborados e implementados planos de acdo para a retirada de
especies das listas vermelhas no prazo maximo de cinco anos - a partir da data de

publicacdo — sob a coordenacdo do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da



Biodiversidade e do Instituto de Pesquisas do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, com a
participacdo de 6rgdos governamentais da comunidade cientifica e da sociedade civil
organizada. O prazo de cinco anos se esgotou em 2013, quando foi publicado o Livro
Vermelho da Flora do Brasil. Ao invés de um plano de acdo, obteve-se uma listagem
ainda mais preocupante sobre uma iminente perda de biodiversidade brasileira.

Porém, ao mesmo tempo em que o desequilibrio ambiental avangou, a sociedade
comecou a se preocupar com o meio ambiente (Rede de Sementes do Cerrado, 2011). E
perceptivel o aumento pela procura de mudas de espécies nativas (Fonseca et al., 2001;
Rego et al., 2009). A explicagdo desse movimento esta tanto na valorizagdo das
espécies, como na necessidade de recuperacdo das Areas de Preservacdo Permanente
(APP) e das Areas de Reserva Legal (ARL) indicadas pelo codigo florestal (Oliveira et
al., 2016).

Sdo poucas as informagdes sobre o cultivo de espécies nativas do Cerrado
(Bardiviesso et al., 2011). Isso implica negativamente em programas de conservacgao
(Oliveira et al., 2016). Autores como Silva et al. (2003) e Zamith & Scarano (2004)
relatam a auséncia de tecnologias especificas para produ¢do de mudas nativas. Portanto,
sdo prementes estudos que possam amenizar a situacdo atual de perda expressiva da
diversidade vegetal brasileira.

Para que uma espécie seja retirada da lista de ameacada de extingdo, é preciso
uma producdo de mudas em namero suficiente para que possam ser reintroduzidas em
meio natural e mantidas em cole¢des ex situ. Desta forma, chegamos a possibilidade de
utilizacdo da técnica de cultura de tecidos como uma ferramenta extremamente util j&
que possibilita a producdo de plantas em grande gquantidade (Souza & Pereira, 2007;
Mondo et al., 2008; Cid & Teixeira, 2014; Scherwinski-Pereira & Costa, 2014), além de
preservar a diversidade genética com o objetivo de tornad-las fonte futura de
variabilidade (Radzan, 2003; Siddique et al., 2003; Fermino-Junior et al., 2009).

Ainda sdo poucos o0s protocolos de germinacéo in vitro e micropropagagédo
estabelecidos para espécies do Cerrado (Oliveira et al., 2001; Rios et al., 2001; Santos,
et al., 2006; Martinotto et al., 2007; Stein et al., 2007; Herrera et al., 2011; Pégo et al.,
2013; Silva et al., 2015). Os estabelecimentos de protocolos de micropropagacao
efetivos ajudam na andlise da possibilidade de individuos produzidos invitro se
desenvolverem na natureza, contribuindo para o crescimento das populagdes de baixa
representatividade — considerado um dos motivos pelos quais algumas espécies estao

em risco (Martinelli et al., 2014).



Para isso, € necessario conhecer os processos reprodutivos e desenvolvimento
das fases iniciais das espécies nativas (Soriano & Torres, 1995), além de elaborar e
protocolos de propagacdo das espécies do Cerrado para fornecer subsidios para os
projetos de conservacdo das espécies ameacadas. Atitudes como essa, permitem o
estimulo de processos de conservacdo ex situ, in situ e valoracdo das espécies do
Cerrado perante a populacéo - que muitas vezes desconhece sua diversidade e potencial
por ndo estar em contato com as plantas nativas (Bezerril, 2009).

Diante do exposto o presente trabalho tem como objetivo estabelecer protocolos
de germinacdo e de micropropagacdo para Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva
(Myrtaceae) e descrever a morfologia das fases iniciais de desenvolvimento dos

individuos da espécie.

REFERENCIAS

BARDIVIESSO, D. M; MARUYAMA, W. |; REIS, L. L.; MODESTO, J. H,;
REZENDE, W. E. Diferentes substratos e recipientes na producao de mudas de
guabiroba (Campomanesia pubescens O.Berg). Revista Cientifica Eletrénica de
Agronomia. 18(1): 52-59. 2011.

BEZERRIL, M. Vivendo o cerrado e aprendendo com ele. Ed. Saraiva. S&o Paulo,
2009. 80p.

BRASIL. MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE — MMA.. Instrucdo normativa n° 6.
2008. Disponivel em:
<http://www.mma.gov.br/estruturas/179/_arquivos/179_05122008033615.pdf> Acesso
em: 10.07.2017.

BRASIL. MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE - MMA. O Bioma Cerrado. 2017.
Disponivel em: <http://www.mma.gov.br/biomas/cerrado> Acesso em: 10.07.2017.

CID, L.P.B; TEIXEIRA, J.B Explante, meio nutritivo, luz e temperatura. In: CID, L.P.
Cultuvo in vitro de plantas. 3° edicao. EMBRAPA, Brasilia, 2014. 325p.

FERMINO-JUNIOR, P.C.P., NAGAO, E.O., SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E.
Estabelecimento, germinagdao e multiplicagdo in vitro de teca (Tectona grandis L.f.).
Scientia Agricola, Piracicaba, 37(84): 427-435, 2009.

FLORA DO BRASIL 2020 em construcédo. Jardim Botanico do Rio de Janeiro.
Disponivel em: < http://floradobrasil.jbrj.gov.br/ >. Acesso em: 10.07.2017

FONSECA, C.E.L; RIBEIRO, J.F.; SOUZA, C.C.; REZENDE, R.P.; BALBINO, V.K.
Recuperacao da vegetagao de matas de galeria: estudos de caso no Distrito Federal e
entorno. In: RIBEIRO, J.F.; FONSECA, C.E.L. da; SOUZA-SILVA, J.C. (Ed.).
Caracterizagdo e recuperagdo de matas de galeria. Planaltina: Embrapa Cerrados.
2001. 815-870p.



HERRERA, R.C.; PAIVA, R;; STEIN, V.C.; SALGADO, C.C.; MAGALHAES, M.M;
SOARES, F.P. Indice mitético e viabilidade celular de calos embriogénicos de murici-
pequeno. Revista Ciéncias Agrdrias. 54(1): 28-32. 2011.

KLINK, C.A.; MACHADO, R.B. A conservacao do Cerrado brasileiro.
Megadiversidade, 1(1): 147-155. 2005.

MAGRIN, G.O., J.JA. MARENGO, J.-P. BOULANGER, M.S. BUCKERIDGE, E.
CASTELLANOS, G. POVEDA, F.R. SCARANO, AND S. VICUNA, América Central
e do Sul. In: Mudangas Climaticas 2014: Impactos, Adaptagao e Vulnerabilidade. Parte
B: Aspectos Regionais. Contribui¢ao do Grupo de Trabalho II para o Quinto Relatorio
de Avaliacao do Painel Intergovernamental sobre Mudangas Climéaticas. Cambridge
University Press, Cambridge, Reino Unido e Nova York, NY, Estados Unidos, 2014.
1499-1566p.

MARTINOTTO, C.; PAIVA, R.; SANTOS, B.R.; SOARES, F.P.; NOGUEIRA, R.C;
SILVA, A.A. Efeito da escarificagdo e luminosidade na germinagdo in vitro de
sementes de cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.). Ciéncia e Agrotecnologia. 31(6):
1668-1671, 2007. Doi: 10.1590/S1413-70542007000600010.

MARTINELLI, G.; MESSINA, T; FILHO, L.S. Livro Vermelho da Flora do Brasil —
Plantas Raras do Cerrado. 12 ed. Andrea Jakobsson Estudio- Jardim Botanico do Rio
de Janeiro. Rio de Janeiro, 2014. 320 p.

MARTINELLI, G.; MORAE, M.D. (eds.). Livro vermelho da flora do Brasil.1? ed.
Andrea Jakobsson Estidio-Jardim Botanico do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro, 2013.
1100 p.

MENDONCA, R.C.; FELFILI, J.M.; WALTER, B.M.T.; SILVA JUNIOR, M.C,;
FILGUEIRAS, T.S.; NOGUEIRA, P.E. & FAGG, C.W. Flora vascular do bioma
Cerrado: checklist com 12.356 espécies. Pp. 423-1279. In: SANO, S.M.;ALMEIDA,
S.P.; RIBEIRO, J.F. (eds.). Cerrado: ecologia e flora. v. 2. Brasilia, Embrapa
Informacé&o e Tecnologia, 2008.

MITTERMEYER, R. A.; ROBLES, P.; HOFFMAN, M.; PILGRIM, J.; BROOKS, T.,
MITTERMEYER, C. G.;LAMOREUX J.; FONSECA, G. B. Hotspot Revised: earth’s
biologically richest and most endangered ecoregions. Conservation International.
Mexico, 2005.

MONDO, V.H.V; BRANCALION, P.H.S.; CICERO, S.M.; NOVEMBRE, AD.L.C;
DOURADO NETO, D. Teste de germinacdo de sementes de Parapiptadenia rigida
(Benth.) Brenan (Fabaceae). Revista Brasileira de Sementes. S&o Paulo, 30(2): 177-183,
2008.

MYERS, N.; MITTERMEIER, R. A.; MITTERMEIER, C. G.; FONSECA, G. A.B;
KENT, J. Biodiversity Hotspots for Conservation Priorities. Nature, Reino Unido,
403:853-858. 2000.

OLIVEIRA, M.C.; OGATA, R.S.; ANDRADE, G.A.; SANTOS, D.S.; SOUZA, RM;
GUIMARAES, T.G.; SILVA-JUNIOR, M.C.; PEREIRA, D.J.; RIBEIRO, J.F. Manual



de viveiro e producdo de mudas: Espécies arboreas nativas do Cerrado. Ed. Rede de
sementes do Cerrado. Brasilia, 2016.

OLIVEIRA, M. C.; RIBEIRO, J. F.,, SILVA-RIOS, M. N.; REZENDE, M. E.
Enraizamento de estacas para a producdo de mudas de espécies nativas de matas de
galeria. Recomendacao técnica 41, EMBRAPA Cerrados. Brasilia, 2001. 4p.

PEGO, R.G.; PAIVA, P.D.O; PAIVA, R. Micropropagation of Syngonanthus
elegantulus. Ciéncia e Agrotecnologia. 37(1): 32-39. 2013.

RAZDAN, M.K. Introduction to plant tissue culture. 2° ed. Enfield: Science Publishers,
2003. 287-306p.

REDE DE SEMENTES DO CERRADO. Semeando o bioma cerrado — Beneficiamento,
embalagem e armazenamento de sementes — Projeto semeando o Bioma Cerrado. Ed.
Rede de sementes do Cerrado, Brasilia, 2011.

REGO, S.S.: NOGUEIRA, A.C.;: KUNIYOSHI, Y.S.; SANTOS, A.F. dos. Germinacao
de sementes Blepharocalyx salicifolius (H.B.K.) Berg. em diferentes substratos e
condicGes de temperaturas, luz e umidade. Revista Brasileira de Sementes, Brasilia, 31
(2): 212-220, 2009.

RIOS, M.N.S.; RIBEIRO, J.F.; REZENDE, M.E. Propaga¢do vegetativa: enraizamento
em estacas de espécies nativas de Mata de Galeria. In: RIBEIRO, J.F.; FONSECA,
C.E.L.; SOUSA-SILVA, J. C. Cerrado: caracterizagdo e recuperagdo de Matas de
Galeria. Planaltina: EMBRAPA- CPAC. Brasilia, 2001. 455-491p.

SANO, E. E.; ROSA, R,; BRITO, J. L. S.; FERREIRA, L. G. Land cover mapping of
the tropical savanna region in Brazil. Environmental Monitoring and Assessment, 166:
113-124, 2010.

SANTOS, B.R.; PAIVA, R.; NOGUEIRA, R.C.; OLIVEIRA, L.M.; SILVA, D.P.C,;
MARTINOTTO, C.; SOARES, F.P.; PAIVA, P.D.O. Micropropagacao de pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.). Revista Brasileira de Fruticultura. 28(2): 293-296.
2006. Doi: 10.1590/S010029452006000200031.

SCARIOT, A.; SILVA, J. C. S.; FELFILI, J. M. Cerrado: ecologia biodiversidade e
conservagao. In: FELFILI, J.M.; SILVA. J. C. S.; SCARIOT, A. (ed.). Biodiversidade,
ecologia e conservacgdo do Cerrado: avancos no conhecimento. Ministerio do Meio
Ambiente. Brasilia, 2005. 27-44p.

SCHERWINSKI-PEREIRA, J.E.; COSTA, F.H.S. Conservacéo in vitro de recursos
genéticos de plantas: estratégias, principios e aplicacdes. In: CID, L.P. Cultuvo in vitro
de plantas. 3° edigdo. ENBRAPA, Brasilia, 2014. 325 p.

SIDDIQUE, N.A.; BARI, M.A.; KHATUN, N.; RAHMAN, M.; RAHMAN, M.H.;
HUDA, S. Plant regeneration from nodal segments derived callus in Hemidesmus
indicus (L.) R. Br (Anantamul) an endangered medicinal plant in Bangladesh. Journal
of Biological Sciences, 3:1158- 1163. 2003.



SILVA, C.V.; BILIA, D.A.C.; MALUF, A.M.; BARBEDO, C.J. Fracionamento ¢
germinacao de sementes de uvaia (Eugenia pyriformis Cambess. - Myrtaceae). Revista
Brasileira de Botanica. 26:213-221. 2003.

SILVA, L.C; PAIVA, R.; VARGAS, D.P.; SILVA, D.P.C.; BARBOSA, S.;
HERRERA, R.C. Decontaminant solution on in vitro growth of Byrsonima intermedia
seedlings. Ciéncia Rural, Santa Maria, 45(4): 674-679. 2015.

SORIANGO, S.; TORRES, R.B. Descricao de plantulas de arvores nativas. In:
Congresso da Sociedade Boténica de Sao Paulo, 9., 1992, llha Solteira. Anais...
Campinas: SBSP, 27-46p. 1995.

SOUZA, A. V.; PEREIRA, A. M. S. Enraizamento de plantas cultivadas in vitro.
Revista Brasileira de Plantas Medicinais, Botucatu, 9(4): 103-11. 2007.

STEIN, V.C.; PAIVA, R.; SOARES, F.P.; NOGUEIRA, R.C.; SILVA, L.C.S.,
EMRICH, E. Germinagdo in vitro e ex vitro de Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.)
T.D. Penn. Ciéncia e Agrotecnologia, 31: 1702-1708. 2007. Doi: 10.1590/S1413-
70542007000600015.

ZAMITH, L.R.; SCARANO, F.R. Produ¢do de mudas de espécies das Restingas do
municipio do Rio de Janeiro, RJ, Brasil. Acta Botanica Brasilica, 18: 161-176. 2004.



REVISAO DE LITERATURA

1. CARACTERIZACAO DA ESPECIE DE ESTUDO

A espécie Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva (Myrtaceae) é tipica de
campos limpos e sujos da regido da Chapada dos Veadeiros — GO e se apresenta como
um subarbusto de aproximadamente 0,5 m de altura, xilopodifero, glabro com flores
terminais ou raramente em botrioides de até cinco flores. Lobos do célice (4-5) ovados a
lanceolados. Folhas linear-lanceoladas apice agudo a longo-acuminado, base aguda,
brilhantes na superficie ventral, coriaceas na maturidade, 4 X 0,5 cm, venagao
reticulado-broquidédroma. Frutos globosos a elipticos, escassamente pubescentes com
glandulas ligeiramente prominentes, 7.8-10.6 X 5.5-11 mm (Faria et al., 2015).

A espécie foi descrita um ano depois do langamento do “Livro Vermelho da
Flora do Brasil: plantas raras do Cerrado” (Martinelli et al., 2014), mas ja se enquadra
no critério de risco “em perigo” da Unido Internacional para Conservagdo da Natureza -
IUCN descrito na publicacdo. Ndo existem outros estudos sobre a espécie além do

artigo de descricdo de Faria et al. (2015).

-

Figura 1: Flores de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva em area de campo sujo no
municipio de Cavalcante — GO.



2. GERMINAQAO E DESENVOLVIMENTO DAS PLANTULAS

As sementes representam o fim de uma geracgdo e inicio de outra. Elas séo o
diasporo, o mecanismo de sobrevivéncia e preservacdo da biodiversidade, visto que
carregam 0 codigo genético da espécie e o potencial para originar outro individuo por
meio do processo de germinagédo (Souza, 2009).

A germinagdo se inicia quando partes do embrido emergem para fora da testa da
semente (Labouriau, 1983; Souza, 2009). Trata-se de um momento crucial no
desenvolvimento das espécies vegetais (Labouriau, 1983), pois depende de fatores
intrinsecos (da propria semente e oriundos da planta mae) e extrinsecos (do ambiente)
como, por exemplo, agua, luz, temperatura, oxigénio, umidade relativa do ar e substrato,
que pode apresentar diferentes caracteristicas como nivel de aeracdo, capacidade de
retencdo de agua, grau de infestacdo de patdgenos e outros (Baskin & Baskin, 1998;
Brasil, 2009; Souza, 2009). A combinacdo dos fatores abiGticos e bidticos
desencadeiam diferentes resultados no cultivo das espécies (Laviola et al., 2006).

Mesmo com o controle parcial de algumas das variaveis abidticas (incidéncia de
luz, substrato e fornecimento de dgua) nem todas as espécies do Cerrado apresentam
bons resultados ou facilidade na producdo de mudas em viveiro (Oliveira et al., 2016).
Assim, fatores abioticos podem ser controlados e manipulados em ambiente laboratorial
para aperfeicoar o processo e gerar grande quantidade de pléntulas vigorosas em curto
periodo (Gomes et al. 2003; Noleto & Silveira, 2004; Melo et al., 2008).

As sementes que germinam em condi¢cbes ambientais favoraveis sao
denominadas “quiescentes”. Entretanto, sementes que em condi¢les favoraveis nao
germinam sdao chamadas “dormentes”. A dorméncia ¢ a falta de capacidade do embrido
germinar em funcdo de condicdes inerentes da semente como, por exemplo, a
resisténcia de alguns tegumentos, imaturidade do embrido e arilo inibidor (Souza,
2009). Labouriau (1983) relata que a dorméncia € um mecanismo capaz de regular o
inicio da germinag&o e esta ligado a area de ocorréncia das espécies ou mecanismos de
sobrevivéncia. Pinhal et al. (2011) descrevem que a dorméncia, a recalcitrancia e a
heterogeneidade no processo de maturacdo de frutos e sementes sdo caracteristicas
comuns nas espécies do Cerrado, o que pode interferir no processo de propagagéo
dessas espécies.

Para avaliar o processo de germinacdo, existem algumas medidas como, por
exemplo, a porcentagem de sementes germinadas em relagdo a um total de sementes

dispostas a germinar em condicGes experimentais (Ferreira e Borguetthi, 2004).



O Tempo Médio de Germinagdo (TMG) é o que determina o0 tempo necessario
para um conjunto de sementes germinar e € calculado por meio da formula de Silva &
Nakagawa (1995) onde TMG = (3 niti)/> ni, ni = nimero de sementes germinadas por
dia e ti = tempo de incubacéo.

Ja o Indice de Velocidade de Germinagéo (IVG) determina a velocidade que as
sementes precisam para germinar. Considerando o critério agronémico, IVG pode ser
substituido por IVE, onde “E” significa Emergéncia do solo (IVE) (Ferreira e
Borguetthi, 2004). O célculo do indice de Velocidade de Emergéncia ou de Germinag&o
segue a seguinte regra: IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn. Detalhadamente, IVE =
indice de velocidade de emergéncia; E1, E2,... En = numero de plantulas computadas na
primeira, segunda e Ultima contagem respectivamente e N1, N2,... Nn = numero de dias
da semeadura (Maguire, 1962).

Nakagawa (1999) relata que quanto maior o IVG/IVE maior a velocidade de
germinacéo e, consequentemente, maior o vigor das sementes. Souza (2009) indica que
0 vigor das sementes € uma das caracteristicas intrinsecas capaz de influenciar o
potencial de germinacdo ou emergéncia rapida e uniforme das sementes, bem como
assegurar o bom desenvolvimento plantulas em determinadas condicdes.

Morfologicamente, o0 processo de germinacdo € classificado em
criptocotiledonar, quando os cotilédones permanecem no interior do diasporo, ou
fanerocotiledonar, quando as folhas cotiledonares sdo expostas (Souza, 2009). Em
relacdo aos aspectos morfofisioldgicos, a germinacdo é classificada como epigea ou
hip6gea. A germinacdo epigea ocorre quando o hipocotilo se alonga e eleva os
cotilédones (clorofilados) acima do solo. A germinacdo hipdgea ocorre quando 0s
cotilédones se mantém abaixo do solo expondo apenas o epicétilo. Nesse caso, as
reservas dos cotilédones sdo utilizadas até se esgotarem e depois se decompdem (Souza,
2009).

A fase de plantula é iniciada com a emergéncia de partes do embrido para fora da
semente. O periodo em que o individuo se mantem nessa fase é caracteristico de cada
espécie (Labouriau, 1983; Souza, 2009). Do ponto de vista morfoldgico, a defini¢do de
Souza (2009) parece ser a mais adequada: a fase de plantula inicia-se pela protuséo de
partes do embrido para fora da semente e seu término € marcado pela completa
expansdo do primeiro eofilo. Ap6s esse momento inicia-se a fase de tirodendro que se
mantém até o surgimento do primeiro metafilo. E importante ressaltar que definir essas

fases é algo complicado, visto que algumas espécies apresentam eofilos e metafilos
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morfologicamente similares, sendo necessaria uma analise especifica para a
classificacdo (Souza, 2009).

Assim como a definicdo da fase final de plantula, a literatura apresenta varias
classificacbes dos tipos de plantulas que as espécies possuem (Souza, 2009). Duke
(1965) subdivide as plantulas em criptocotiledonar, quando os cotilédones estdo
envoltos pelos envoltorios da semente e/ou fruto e fanerocotiledonar quando os
cotilédones estdo livres dos envoltorios. Rizzini (1965) subdivide a classificacdo em
plantulas epigeias (que expdem os cotilédones na superficie do solo) e hipogeias (que
mantém o hipocotilo e cotilédones no interior do solo). Ng (1978) em estudo com 210
espécies de plantas lenhosas estabeleceu quatro grupos de plantulas: as epigeias (quando
0 hipocotilo bem desenvolvido expdem as folhas cotiledonares acima do solo), as
hipdgeas (em que o hipocotilo curto ndo expde os cotilédones acima do solo), as semi-
hipogeias (que mesmo com um hipocétilo curto expdem os cotilédones acima do solo) e
as plantulas Durian (de germinacdo epigea com hipocoétilo desenvolvido, mas os
cotilédones ndo sdo expostos, pois estdo envolvidos por algum tegumento). N&o existe

registro desse tipo de plantula em regides tropicais (Souza, 2009).

3. CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS

O cultivo in vitro € uma técnica baseada na totipoténcia das células vegetais para
realizar organogénese ou embriogénese em condicGes favoraveis de luz, temperatura e
meio de crescimento (Termignoni, 2005). Esse cultivo possibilita a producdo e
multiplicacdo de células, tecidos e 6rgaos das plantas (Carvalho et al., 2006; Hussain, et
al., 2012). Entre os métodos estudados €é possivel destacar a micropropagacao, processo
de propagacdo assexuada que consiste na inoculacdo asséptica de explantes, pequenos
segmentos de partes da planta, como fragmentos de raiz, hipocétilo, epicétilo,
cotilédone, folhas, flores e outros, em meio nutritivo sob condi¢Bes controladas
(Grattapaglia & Machado, 1998; Pereira, 2004; Cid & Teixeira, 2014).

A aplicacéo da técnica de micropropagacdo tem ganhado espaco na atualidade a
partir do desenvolvimento de pesquisas (Pereira et al., 2005; Carvalho et al., 2006; He
et al., 2007; Chinnappan et al., 2011; Silveira et al., 2013; Silva et al., 2014), visto que
disponibiliza explantes livres de contaminagéo para o desenvolvimento de estudos de
regeneracdo de tecidos, transformacéo genética, manutencao de cole¢des de genotipos e,

consequentemente, preservacdo de espécies ameacadas por meio da producgéo de grande
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guantidade de mudas constantes e independentemente do periodo do ano (Merceier et
al., 1992; Cabral et al., 2003; Siddique et al., 2003; Pereira et al., 2005; Castro et al.,
2007; Sathyanarayana & Varghese, 2007; Nicioli et al., 2008; Silva et al., 2008;
Chinnappan et al., 2011; Srivastava et al., 2011; Thorpe, 2012). Outra vantagem é que
em condi¢Oes in vitro as varidveis podem ser controladas, o que é Util para espécies que,
em condigdes de viveiro, apresentam baixa germinabilidade (Gomes et al., 2003; Noleto
& Silveira, 2004; Melo et al., 2008).

Para estabelecer protocolos de micropropagacdo, Grattapaglia & Machado
(1998) dividem o procedimento em etapas — selecdo de explantes, desinfestacdo e
cultura em meio nutritivo em condicBes assépticas; multiplicacdo dos propagulos
mediante sucessivas subculturas em meio proprio para multiplicacdo e transferéncia das
partes aéreas produzidas para o meio de enraizamento e subsequente transplantio das
plantas obtidas para o solo. Os mesmos autores esclarecem que os protocolos podem ser
alterados mediante as especificidades das espécies que estdo sendo trabalhadas, uma vez
gue as mesmas apresentam fatores geneticos unicos e diferentes atividades fisioldgicas
de acordo com a planta matriz.

A obtencdo de tecido descontaminado € relatado com frequéncia como fator
limitante para o desenvolvimento da primeira etapa da pesquisa (Grattapaglia &
Machado,1998) visto que 0s microrganismos responsaveis pela contaminacao
competem com os explantes pelos nutrientes do meio de cultura (Pereira & Fortes,
2003). Bonga (1982) afirma que a contaminacdo por microrganismos é comum em
pesquisas in vitro, principalmente para espécies lenhosas.

Alguns autores propdem protocolos de assepsia, agentes ou substancias capazes
de inibir o desenvolvimento de microorganismos ou patégenos (Souza et al., 2006;
Silva et al., 2008; Pereira et al., 2009; Bertozzo & Machado, 2010; Silveira et al., 2013;
Silva et al., 2014) ou a utilizacdo de explantes a partir de plantas germinadas in vitro
(Bonga, 1982; Santos et al., 2006; Martinotto et al., 2007; Dewir et al., 2011; Silva et
al., 2014), dispensando a etapa de desinfestagdo, desde que manuseado em condigédo
asséptica (Pinhal et al., 2011).

A assepsia € comumente realizada por meio de alvejantes comerciais a base de
cloro ativo geralmente tendo como fonte o hipoclorito de sddio (NaOCI). A aplicacéo
pode ser feita por imersdo em diferentes tempos, de acordo com o grau de contaminacao
dos explantes e, posteriormente, enxague em agua esterilizada, para retirar o residuo da

substancia desinfectante (Pereira et al., 2009; Pereira et al., 2011; Cid & Teixeira,
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2014). Silva et al. (2014) obtiveram o resultado de 98% de descontaminacdo das
sementes de Eugenia uniflora L. ap6s 25 minutos de imersdo em NaOCI (1,25%) o que
comprova a eficécia do produto.

Cada espécie vegetal requer um meio de cultura especifico para se desenvolver
(Santos et al., 2005; Cid & Teixeira, 2014). Entre os meios utilizados com frequéncia
estdo o MS (Murahige & Skoog, 1962) e WPM (Lloyd & McCown, 1980). O meio MS
tem sido relatado como eficiente para espécies vegetais herbaceas. Para as espécies
lenhosas, 0 mais indicado € a redugdo do teor de macronutrientes por meio de dilui¢cGes
do meio original ou ado¢do do meio WPM (Melo et al., 1999; Bertozzo & Machado,
2010).

O grande desafio da cultura de tecidos ¢ o ajuste de um protocolo eficiente que
supra as necessidades da espécie, tornando-a propicia a multiplicagdo (Bertozzo &
Machado, 2010). Para isso, € preciso proporcionar a interacdo e equilibrio entre as
substancias de crescimento presentes na planta (horménios) e dos analogos sintéticos
(reguladores de crescimento ou fitorreguladores), aos quais sdo adicionados ao meio de
cultura (George, 1996; Cid & Teixeira, 2014) para controlar os aspectos da
diferenciagéo celular e organogénese nas culturas de tecidos (Pasqual, 2001).

Os reguladores do crescimento mais utilizados sdo as auxinas e citocininas
(Skoog e Miller, 1957; Caldas et al., 1998; Hussain et al., 2012; Cid & Teixeira, 2014;).
As auxinas controlam o crescimento e o alongamento celular, enquanto as citocininas
estimulam a divisdo celular e reduzem a dominancia apical (Pasqual, 2001; Cid &
Teixeira, 2014). Porém, a resposta aos reguladores de crescimento varia de acordo com
a espécie cultivada, esse fato pode ser observado no trabalho desenvolvido por Bastos et
al. (2007), onde os explantes de Hancornia speciosa Gomes responderam de maneira
diferente aos estimulos conjuntos de citocininas e auxinas em relacdo ao estudo de
Santos et al. (2006) com Caryocar brasiliense Camb. quando expostas a esses grupos
de reguladores de crescimento.

Das citocininas comercialmente disponiveis, o 6-benzilaminopurina (BAP) é
reconhecido pela grande influéncia na inducdo de brotos de diferentes espécies (Torres
et al., 1998; Santos et al., 2006) e considerada uma etapa essencial para garantir a
continuidade das demais fases da propagacdo in vitro (Galvanesse et al., 2007). Os
resultados, porém, variam muito em relagdo a respostas das espécies sobre as

concentragcdes dessa citocinina (Cid & Teixeira, 2014). Para Nogueira (2003), as

concentragdes de BAP acima de 4,0 mg.L'l ndo foram eficientes na indu¢do de brotos
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para espécie Byrsonima intermedia A. Juss., enguanto para Soares et al. (2007)

concentragdes de 1,0 ou 2,0 mg.L'1 promoveram a multibrotacdo de segmentos nodais
de Hancornia speciosa Gomes. Resultado divergente foi obtido por Stein et al. (2007),
que constataram que o BAP reduziu o numero de brotagdes e o nimero de folhas de
explantes de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.).

As auxinas mais utilizadas sao acido indolbutirico (AIB), acido naftalenoacético
(ANA), acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido indol-3-acético (AlA) (Santos
et al., 2006), conhecidos por promover o enraizamento (Assis & Teixeira, 1998).
Autores como Mereti et al. (2002); He et al. (2007); Dewir et al. (2010) e Dewir et al.
(2011) tiveram sucesso na obtencdo de raiz utilizando AIB, inclusive em espécies
lenhosas de areas tropicais (Yadav et al., 1990; Das et al., 1999; Malik et al., 2005;
Pandey et al., 2006).

Existem ainda estudos que relatam resultados satisfatorios de combinacdes de
auxinas e citocininas, como no caso de Stein et al. (2007) quando, estudando a espécie

Inga vera subsp. affinis, obtiveram um aumento do numero de brotagdes quando

combinado ANA (0,1 mg.L'l) e diferentes concentracGes de BAP.

A fase de enraizamento ou inducdo de raizes é um processo complexo e envolve
fatores enddgenos e exdgenos ainda ndo completamente esclarecidos (Lemos, 2014),
podendo ser dividida em inducdo, iniciacdo e alongamento. As duas primeiras etapas
sdo, normalmente, estimuladas pelas auxinas e a Gltima pode ser inibida pela presenca
desses fitorreguladores (Ono & Rodrigues, 1996; McCown, 1998). De acordo com
Lemos (2014), o AIB é a auxina que apresenta os melhores resultados na inducéo de
raizes na cultura de tecidos como no estudo de Pandey et al. (2006) com a espécie
Terminalia arjuna Roxb.

Souza & Pereira (2007) fizeram uma revisdo bibliografica que descreve variaveis
que podem influenciar na obtencdo de raizes como, por exemplo, 0s niveis de auxinas
enddgenas, condigdes bidticas da espécie e do explante (genétipo e juvenilidade),
condigdes de cultivo, composi¢do do meio de cultura, concentragdes dos carboidratos,
minerais, reguladores do crescimento e substancias que podem ser adicionadas ao meio
como o carvdo ativado. Fachinello et al. (1995) ressaltam que a lignificacdo das
especies também é um fator que pode dificultar o enraizamento de segmentos nodais,
visto que espécies herbaceas apresentam alta atividade meristematica e pouca

lignificagao.
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O carvéo ativado tem sido incorporado aos meios de cultura visando melhorar o
desenvolvimento ou estimular a organogénse (Cid & Teixeira, 2014). Trata-se de uma
substancia que apresenta efeito, considerado por Grattapaglia e Machado (1998), como
fisico e quimico. Fisico, porque simula a condicdo de escuro, comum para O
desenvolvimento de raizes que se encontram abaixo do solo. E quimico por adsorver
substancias prejudiciais e tdxicas como compostos fenodlicos. No entanto, essa
propriedade de adsorcdo pode prejudicar o desenvolvimento do explante retirando do
meio auxinas, vitaminas e nutrientes (Assis & Teixeira, 1998; McCown, 1998; Pasqual,
2001; Pinto & Lameira, 2001; Cid & Teixeira, 2014). O emprego de carvao ativado
favoreceu o desenvolvimento e enraizamento de plantas de Hancornia speciosa no
trabalho desenvolvido por Ledo et al. (2007).

H&, contudo, outras questdes a serem ponderadas ao utilizar técnicas de cultura
de tecidos. Como o custo e a qualidade e estabilidade genética das espécies (Erig &
Schuch, 2005; Ribeiro et al., 2013; Silva et al.,, 2014). O preco de mudas
micropropagadas é considerado alto quando comparado as mudas produzidas em
viveiros por meio de sementes (Rocha, 2013), mas atualmente a maioria de flores
comercializadas s&o micropropagadas, visto que a qualidade de producéo se elevou.

O custo da técnica exige planejamento em relagdo aos profissionais qualificados,
perdas de material por contaminacao, estrutura laboratorial, condi¢es de aclimatizacao
e aclimatacdo, funcionamento e manutencdo da sala de crescimento na intencdo de
reduzir a0 maximo os gastos com o objetivo de competir com os métodos tradicionais
de propagacdo em viveiros (Erig & Schuch, 2005; Ribeiro et al., 2013; Silva et al.,
2014). Pacheco et al. (2006) relatam que os resultados positivos obtidos por cultura in
vitro, como possibilidade de producdo de um grande numero de plantas independente do
periodo do ano, pode reduzir gastos de producdo por parte dos viveiristas para algumas
especies que apresentam baixa germeabilidade em condicdes tradicionais. Ribeiro et al.
(2013) indicam uma série de procedimentos visando diminuir o custo da técnica, afim
de tornar o cultivo in vitro mais exequivel comercialmente.

Alguns dos procedimentos indicados por Ribeiro et al. (2013) sdo: substituicdo
de componentes do meio nutritivo e a substituicdo da autoclavagem pela esterilizagédo
quimica do meio nutritivo. Ribeiro e Teixeira (2008) realizaram experimentos
substituindo o nitrato de potassio por salitre potassico no cultivo de Pfaffia glomerata
(Spreng.) Pedersen e os resultados obtidos mostraram plantas com maiores

comprimentos cultivadas nos meios nutritivos nos quais foi utilizado o salitre potassico.
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A abordagem de adicdo de hipoclorito de sédio como esterilizante quimico do meio
nutritivo se mostrou eficaz para estudos com Ananas comosus cv. Smooth cayenne
(Teixeira et al., 2006), Eucalyptus pellita L. (Teixeira et al., 2008) e banana
(Matsumoto et al.,, 2009). Outra possibilidade para reduzir os custos da
micropropagacao é a utilizagdo de luz natural em Salas de Crescimento (Ribeiro et al.,
2013). Segundo Erig e Scuch (2005), a utilizacdo de luz natural elimina gastos com luz
artificial, reduz custos de constru¢do e manutencdo e diminui os estresses causados as
plantas durante a fase de aclimatizagéo.

Embora a area de estudo esteja em crescimento, autores relatam dificuldades no
estabelecimento de protocolos para algumas espécies vegetais, como as espécies nativas
do Cerrado - refletido na escassez de literatura (Oliveira et al., 2001; Rios et al., 2001;
Leite et al., 2007; Silveira et al., 2013). A literatura é ainda mais limitada sobre a
utilizacdo da técnica de micropropagacdo com objetivo de conservacdo de espécies
ameacadas, visto que a grande maioria dos estudos tem um enfoque de produgéo
voltado para o comércio de plantas.

Algumas espécies do Cerrado ja foram estudadas com a utilizacdo de técnicas de
cultura de tecidos como, por exemplo, Gomphrena macrocephala A.St.-Hil. (Moreira et
al., 1999), Sinningia allagophylla (Mart.) Wiehler (Almeida & Shepherd, 1999; Gomes
& Shepherd, 2000), Syagrus oleracea (Mart.) Becc. (Melo, 2000), Anemopaegma
arvense (Vell.) Stellfeld ex de Souza (Pereira et al., 2003), Caryocar brasiliense Camb.
(Santos et al., 2006; Leite et al., 2007), Hancornia speciosa Gomes (Ledo et al., 2007;
Bastos et al., 2007; Soares et al., 2007), Eugenia dysenterica DC. (Martinotto et al.,
2007), e Jacaranda ulei Bureau and K. Schum (Silveira et al., 2013).

O conhecimento sobre a aplicacao da cultura de tecidos para a familia Myrtaceae
ainda é limitado, embora ja existam alguns registros de estudos que podem direcionar

pesquisas — exemplificados na Tabela 1.

15



Tabela 1: Micropropagacdo com espécies da familia Myrtaceae.

Espécie

Meio de cultura

Reguladores do crescimento

Tipo de explante

Referéncias

Acca sellowiana (Berg)
Burret

Campomanesia
adamantium CAMB.

Eucalyptus benthamii
Maiden & Cambage
Eucalyptus dunnii Maiden
Eucalyptus dunnii Maiden

Eugenia dysenterica DC.

Eugenia pyriformis
Cambess

Eugenia involucrata DC.

Eugenia uniflora L.

Eugenia uniflora L.

Psidium guajava L.

Psidium sp.
Syzygium cordatum
Hochst.ex C.Krauss

Ugni molinae Turcz.

WPM + 1,5 gL de carvio
ativado
WPM

Y2 MS

MS

MS

WPM + 1,5/0,5 gL "de
carvao ativado

MS, 12 MS e WPM.
1,5/0,5 gL'lde carvio ativado

WPM

% MS
agar/agua
MS

MS
MS

Agar/agua

BAP (0,05; 0,5; 5 € 50 uM); Kin (0,05; 0,5; 5 ¢ 50 uM); 2-iP (0,05;

0,5; 5 & 50 uM); AIB (20 pM).

BAP (0,25: 0,5; 1,0 e 20 mg.L™) ; AIB (0,5; 1,0; 1,5 € 2,0 mg.L™):
AIA (0,5;1,0; 1,5 2,0 mg.L™); ANA (0,5; 1,0; 1,5 € 2,0 mg.L ™).

BAP (0,25; 0,50; 0,75; e 1,0 mg.L™") ANA (0,01 mg.L™Y).

AIA(0,05 a 1,0 mg.L™); Zeatina (0,1 20,75 mg.L™Y)

BAP (0,1a0,75 mg.L™).

BAP (1,0; 2,0; 3,0;4,0e 5,0 mg.L'l); AIB (1,0; 2,0;3,0e 4,0 mg.L'l).

1 uM de ANA e 5 uM de TDZ.

BAP (0,0; 5,0; 10 uM); Zeatina (0,0; 5,0; 10 pM)
2iP (0,0; 5,0; 10 uM).

AIB 0,1 mg.LY; BAP 0,2 mg.L ™.

BAP (1,0 mg.L™); Kn (1,0 mg.L™); 1AA (0, 0,1, 0,5 ou 1,0 mg.L™);
NAA (0, 0,1, 0,5 ou 1,0 mg.L™); IBA (0, 0,1, 0,5 ou 1,0 mg.L™}).

5uMde BAP.

TDZ (0,05 1e2mg.L™Y); IBA(0,1e2mg.L™Y
IBA (0, 1,3e5mg.L™).

GA3 (1, 10, 100 pM); BAP (1, 10, 100 uM); FLU (1, 10, 100 uM).

Segmentos nodais.

Segmentos nodais (1cm).

Brotagdes contendo de uma
a duas gemas axilares.

Segmentos nodais da gema
apical e gemas laterais.

Germinagéo de sementes.

Segmentos caulinares
contendo  duas  gemas
laterais.

Segmentos apicais e nodais
coletados em plantas de trés
anos de idade.

Segmentos caulinares com
trés ou quatro gemas (0,5 a
1,0cm) sem &pice.
Segmentos de 1,5 cm.
Germinagéo de sementes.
Explants nodais.

Ramos com 30cm.
Os brotos in vitro (3 a 4
cm).

Germinagéo de sementes.

Oltramari et al., 2000

Rossato et al., 2015

Brondani, 2009

Malyz et al., 2011

Martinotto et al.,
2007
Nascimento et al.,
2008

Golle et al., 2012

Souza et al., 2008

Silva et al., 2014

Rai et al., 2009

Souza et al., 2006a
Dewir et al., 2011

Beraud et al., 2016
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Estabelecer protocolos de germinacdo e de micropropagacdo para Myrcia macrocalyx
Faria & Soares-Silva (Myrtaceae) e descrever a morfologia das fases iniciais de
desenvolvimento dos individuos da espécie.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Descrever as caracteristicas morfologicas do fruto, semente e plantula da espécie
estudada;

b. Avaliar diferentes substratos e procedimentos de cultivo ex vitro para producéo de
mudas de Myrcia macrocalyx;

c. Avaliar diferentes reguladores de crescimento e procedimentos de micropropagacgéo

da espécie estudada.
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Capitulo 1. O capitulo esta escrito nas normas da Revista Botany (Ottawa Online) para futura traducéo e
submisséo.

CAPITULO 1: GERMINACAO E DESCRICAO MORFOLOGICA DE FRUTOS,
SEMENTES E PLANTULAS DE Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva
(Myrtaceae), ESPECIE RARA DO CERRADO COM POTENCIAL
ORNAMENTAL

Renata Uchda Alves, Rafael Pereira Niemeyer?, Conceicdo Eneida dos Santos Silveira
& Lucia Helena Soares-Silva®*. Universidade de Brasilia - UnB.
renata.uchoa.alves@gmail.com, rpniemeyer@gmail.com, alibertia.edulis@gmail.com e
Iselena71l@gmail.com

Resumo

A espécie Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva, descrita recentemente, é
endémica do Cerrado e, pela sua raridade e area de ocupacdo reduzida, enquadra-se na
categoria “Em Perigo” de extingdo da Unido Internacional para a Conservacdo da
Natureza - IUCN. O trabalho visou a caracterizacdo morfolégica de frutos, sementes e
das plantulas e a verificacdo de melhores respostas de germinacdo da espécie em
diferentes substratos. Plantas coletadas no municipio de Cavalcante (GO) foram
utilizadas para as descricdes morfoldgicas dos frutos e sementes (formato, cor, textura,
brilho, peso, dimensdes, nimero de sementes por fruto e espessura do pericarpo); peso
da matéria fresca e seca e conteldo de agua. Para os testes de germinacdo foram
utilizadas 100 sementes por tratamento (vermiculita, bioplant, areia e terra comum de
cerrado). As bandejas com as sementes, dos diferentes tratamentos, foram mantidas em
casa de vegetacdo e contabilizadas quando germinadas, no intervalo de 24h, durante 45
dias. Foi calculado: percentual de germinacéo, indice de Velocidade de Emergéncia -
IVE e Tempo Médio de Germinacdo - TMG. A plantula foi classificada
morfologicamente. Verificou-se que o fruto é do tipo bacaceo com deiscéncia irregular
com 1 a 3. A espécie apresenta melhores resultados de germinacdo no substrato
vermiculita (87%), IVE (8,22) e TMG (13,52). A plantula é do tipo fanerocotiledonar,
epigea com hipocétilo bem desenvolvido e emergéncia curvada.

Palavras-chave: Myrcia, fruto bacéceo, deiscéncia, fanerocotiledonar, epigea.

*2Mestrandos do Programa de Pés-Graduagdo em Botanica da Universidade de Brasilia. 3*Docentes do
Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia. 70910-900, Brasilia, DF,
renata.uchoa.alves@gmail.com.
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GERMINATION AND MORPHOLOGICAL DESCRIPTION OF THE FRUITS,
SEEDS AND SEEDLINGS OF Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva
(Myrtaceae), A RARE, POTENTIALLY ORNAMENTAL SPECIES NATIVETO
THE CERRADO BIOME

Abstract

Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva, only recently described in scientific
literature, is a species native to the Cerrado biome. Due to its rarity and to the small
portion of land it covers, it is listed as an “endangered” species by International Union
for Conservation of Nature - IJUCN. This research aims to describe the morphology of
its fruits, seeds and seedlings, as well as to identify the best germination responses
within the species. For the morphological description of fruits and seeds (shape, color,
texture, shine, weight, sizing, amount of seeds per fruit and pericarp width); wet and dry
weights and water content, plants collected in the city of Cavalcante (GO) were used. A
total of 100 seeds were used in each treatment technique (vermiculite, Bioplant, sand
and earth) for the germination tests. The trays containing the seeds with each type of
treatment were kept in a greenhouse and were counted upon germination, each 24 hours
for 45 days. The parameters for calculations consisted of: germination percentage,
Emergence Speed Index and Average Germination Time. Seedlings were
morphologically described. Its fruits are bacaceous, irregular, dehiscent, containing 1 to
3 seeds in varying shapes. Best germination results for this species were seen in
vermiculite (87%), ESI (8,22) and AGT (13,52). The seedlings are phanerocotylar,
epigeal, with a well-developed hypocotyl and a curved emergence.

Index terms: Myrcia, fruit bacaceous, dehiscence, phanerocotylar, epigeal.
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Introducéo

A familia Myrtaceae é composta por duas subfamilias: Psyloxyloideae, com duas
tribos, e Myrtoideae com 15 tribos. Myrteae € uma dessas e engloba todas as espécies
neotropicais de Myrtaceae, em geral, com frutos carnosos indeiscentes, com excec¢ao do
género monoespecifico Tepualia, com ocorréncia no Chile e Argentina e que pertence a
Tribo Metrosidereae com frutos capsulares (Wilson et al., 2005).

A familia Myrtaceae é considerada complexa do ponto de vista taxondmico, devido
ao numero elevado de espécies (Govaerts et al., 2017), a grande similaridade
morfolégica entre géneros e a utilizacdo de caracteristicas cripticas na caracterizacao de
tais grupos (Macvaugh, 1963; Soares-Silva, 2000), principalmente na tribo Myrteae.

O género Myrcia se destaca em numero de espécies, compreendendo 418 taxons
especificos registrados (Govaerts et al., 2017). Destes, 260 ocorrem no Brasil (Sobral et
al., 2015), com registro em todos os biomas brasileiros. A espécie Myrcia macrocalyx
Faria & Soares-Silva, descrita recentemente (Faria et al., 2015), é endémica do estado
de Goias, com registro de ocorréncia apenas para 0 municipio de Cavalcante. E uma
espécie sub-arbustiva de Campo limpo e sujo e, pela sua raridade (poucas populacdes
conhecidas) e area de ocupacdo reduzida (16 km?), enquadra-se na categoria “Em
Perigo” de extingdo da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza (IUCN
category EN), mesmo critério adotado no Livro Vermelho da Flora do Brasil — Plantas
Raras do Cerrado (Martinelli et al., 2014). Apesar de as populacGes conhecidas estarem
nas vizinhangas do Parque Nacional Chapada dos Veadeiros, ndo ha registro de coleta
da espécie nessa unidade de conservagdo, aumentando, ainda mais, o risco de extingéo.

Para retirar as espécies do estado de ameacadas da IUCN, é preciso estimular o uso
racional da vegetacdo nativa como, por exemplo, a utilizacdo de sementes — unidades

responsaveis pela perpetuacdo das espécies vegetais (Rede de Sementes do Cerrado,
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2011). O aproveitamento de sementes para producdo de mudas depende da eficacia no
processo de cultivo e, consequentemente, da germinacdo e conhecimento das
caracteristicas dos frutos e sementes das espécies em risco.

Reconhecer a morfologia de frutos e sementes representa papel importante na
verificacdo da qualidade dos mesmos (Oliveira e Pereira, 1984), além de fornecer
informacdes para trabalhos de armazenamento, conservacdo, semeadura e producao de
mudas. Também é fundamental para interpretacdes em testes de germinacao e avaliacao
do vigor das plantulas (Aradjo e Matos, 1991; Amorim et al., 2006); entendimento de
processos de regeneracdo e sucessdo ecoldgica (Aradjo Neto et al., 2002; Barreto et al.,
2011) compreensdo do estabelecimento das plantulas no ambiente natural (Donadio e
Dematte, 2000; Abreu et al., 2005; Guerra et al., 2006; Amorim et al., 2008).

O conhecimento da biologia da germinacdo e armazenamento de sementes é
essencial para o desenvolvimento de ferramentas capazes de promover a conservagdo
(El-Kassaby e Edwards, 1998). A germinacdo € um processo critico na ontogénese das
espécies vegetais (Labouriau, 1983), uma vez que depende de fatores bidticos da
semente, oriundos da planta méae, e abidticos, dentre o0s quais se destacam agua, luz,
temperatura, oxigénio e o substrato (Baskin e Baskin, 1998), que pode favorecer ou
prejudicar o processo de germinacdo de acordo com as suas caracteristicas — grau de
aeracdo, estrutura, capacidade de retencdo de agua e grau de infestacdo de patdgenos
(Popinigis, 1985). Essas caracteristicas, combinadas com as necessidades das espécies,
desencadeiam diferentes resultados no cultivo e producdo de mudas (Laviola et al.,
2006).

Vale et al. (2004) destacam que o substrato é fundamental na producdo de mudas de
qualidade, visto que promove o suporte da planta (Fermino, 1996; Kampf, 2000),

disponibiliza e regula a quantidade de nutrientes (Kampf, 2000; Vale et al., 2004), agua
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(Fonteno, 1996) e influencia tanto a germinacdo quanto o desenvolvimento das
plantulas (Tonin e Perez, 2006). O substrato ideal deve ter a capacidade de reter agua
suficiente para assegurar a umidade nas sementes, conter porosidade ideal que permita
boa aeracgdo e ser isento de patdgenos que possam interferir no crescimento ou vigor das
plantulas (Brasil, 2009).

Entender como acontece a germinacdo e o desenvolvimento da pléantula é
fundamental para explicar a ocorréncia das espécies em determinados locais (Labouriau,
1983; Aquila e Ferreira, 1984) e fornecer subsidios para estudos de producéo de mudas
nativas e, consequentemente, conservagdo dessas espéecies por meio da reintroducdo no
habitat natural (Labouriau, 1983). Acompanhar o desenvolvimento das plantulas
reconhecendo seus caracteres morfoldgicos possibilita a classificacdo e identificacdo de
espécies do mesmo género; reconhecimento da planta em campo e indicacbes sobre
armazenamento de sementes e cultivo das espécies (Abreu et al., 2005).

Atualmente existe um fortalecimento de politicas ambientais que promovem a
demanda em busca de sementes de espécies nativas, visto que a acdo permite a
execucdo de programas de conservacdo (Carvalho et al., 2006). Dentro desta
perspectiva, a Instrucdo Normativa n° 6 instruiu, em seu Art. 52, que fossem elaborados
e implementados planos de acdo para a retirada de espécies das listas vermelhas no
prazo maximo de cinco anos, a contar da data de sua publicacdo (Brasil, 2008). O prazo
se esgotou em 2013, justamente no ano de publicacdo do Livro Vermelho da Flora do
Brasil e, ao invés de um plano de acdo para essas espécies, obteve-se uma listagem
ainda mais preocupante sobre uma iminente perda de biodiversidade brasileira.

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar
morfologicamente os frutos, sementes e plantulas de Myrcia macrocalyx e verificar as

melhores respostas de germinacao dessa espéecie ameacada do bioma Cerrado.
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Materiais e Métodos

Coletas férteis (com flores, frutos e sementes) de Myrcia macrocalyx foram feitas no
municipio de Cavalcante — GO, na margem esquerda da estrada, sentido Sitio dos
Kalungas, em uma area de campo sujo do Cerrado (13°36°26.3”’S 47°28°24.3’W em
2016). Uma amostra testemunha foi depositada no Herbario UB, da Universidade de
Brasilia — Alves, R.U. et al. 1 (UB). Os frutos, na ocasido das coletas, apresentavam o
pericarpo integro. Foram feitos registros fotogréficos em campo com uma camera
Canon PowerShot SD960IS. As analises dos frutos e sementes foram realizadas no
Laboratdrio de Cultura de Tecidos e Casa de Vegetacdo do Centro de Referéncia em

Conservacéo da Natureza e Recuperacéo de Areas Degradadas — CRAD/UnB.

Morfologia de frutos e sementes — Para as descri¢des morfoldgicas, foram utilizados
100 frutos e 100 sementes escolhidos, aleatoriamente, do montante coletado. Os
caracteres analisados foram: formato, cor, textura, brilho, peso, dimensdes
(comprimento e largura), nUmero de sementes por fruto e espessura do pericarpo. Os
frutos foram abertos com auxilio de bisturi e pinca de ponta fina, com cuidado para nao
danificar a testa das sementes. As danificadas foram desprezadas. As sementes foram
acondicionadas em sacos de papel kraft e armazenadas sob temperatura entre 6° ¢ 10°C
em refrigerador. As observacdes foram feitas a olho nu e com auxilio de lupa de mesa.
As medicGes foram feitas com paquimetro manual de 0,05mm de precisdo; paquimetro
digital e a pesagem feita em balanga de precisdo (0,001g). A metodologia adotada para a
descricdo dos frutos e sementes foi baseada nos trabalhos de Abreu et al. (2005); Afez
et al. (2005) e Almeida Jr. et al. (2010). Foi realizado o registro fotografico das
estruturas durante as andlises, utilizando camera Nikon D3100 e as imagens foram

tratadas digitalmente, por meio do programa Photoshop. A anélise dos dados foi do tipo
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descritiva (minimo, maximo, média e desvio padrdo) utilizando o programa RStudio

versdo 0.99.903, 2009-2016.

Peso da matéria fresca, seca e conteddo de agua das sementes — para a verificacdo do
peso da matéria fresca, seca e conteudo de agua das sementes foram adotadas as
recomendacdes presentes nas “Regras para analise de sementes” (Brasil, 2009), que
consistem em pesar 50 sementes frescas, individualmente, visando obter a média do
peso da matéria fresca das sementes e, posteriormente, coloca-las em estufa sem
ventilagdo forcada, sob & temperatura de 100 ‘C para secagem. Os lotes foram pesados
em intervalos de 24h até que atingissem o0 peso constante, momento em que as sementes
foram pesadas novamente separadamente para obter a média de seu peso seco. Os
resultados do conteudo de agua foram expressos em porcentagem (%), sendo o
contetdo de &gua a relacdo entre o0 peso da agua presente na semente seca e a massa

total da semente fresca.

Germinacao - Apos a coleta, os frutos foram despolpados com auxilio de pinca e bisturi
e as sementes foram acondicionadas, por uma semana, em embalagens de polietileno e
armazenadas em geladeira, em temperatura entre 6 °C a 10 °C, até serem semeadas. A
selecdo da temperatura e forma de armazenamento foi baseada nos resultados obtidos
por Andrade e Ferreira (2000), Maluf et al. (2003) e Kohaman et al. (2006) em manter a
longevidade de sementes de espécies da mesma familia. Para os experimentos de
germinacdo foram utilizadas 400 sementes selecionadas aleatoriamente no montante
coletado. Utilizou-se 100 sementes por tratamento, sendo considerado como tratamento
cada um dos diferentes substratos — vermiculita de granulometria media, areia lavada,

Bioplant (substrato comercial) e terra comum de cerrado coletada superficialmente, no
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préprio CRAD/UNB, sendo este solo classificado como latossolo vermelho do horizonte
B, dispostas em bandejas de isopor. O delineamento experimental foi uni fatorial (1x4),
no qual os quatro tratamentos foram referidos como fatores. Todos os tratamentos foram
submetidos as mesmas condic¢es na casa de vegetacdo - temperatura e luminosidade
ndo controlada (sombrite de 50%), com fornecimento de agua de irrigacdo por aspersao
e vazdo uma vez por dia com duracdo de 20 minutos. O percentual de germinacéo foi
calculado apds 45 dias da semeadura, adotando o critério de germinacao de Labouriau
(1983) e Souza (2009), utilizando a formula: G=(N/100)x100, em que: N=numero de
sementes germinadas ao final do teste e o resultado foi expresso em porcentagem (%)

(Ferreira e Borghetti 2004).

indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) e Tempo Médio de Germinagdo (TMG) -
Utilizou-se o mesmo material dos testes de germinacao para verificacdo do IVE e TMG.
Para calcular o IVE, as sementeiras, contendo 100 sementes por tratamento, foram
contabilizadas no intervalo de 24h, durante 45 dias, adotando-se a metodologia
recomendada por Maguire (1962): IVE = E1/N1 + E2/N2 + ... En/Nn. Onde: IVE =
indice de velocidade de emergéncia; E1, E2,... En = nimero de plantulas computadas na
primeira, segunda e Ultima contagem respectivamente; N1, N2,... Nn = numero de dias
da semeadura. Para o célculo do TMG adotou-se a formula determinada por Silva e
Nakagawa (1995): TMG = (3niti)/Y ni, em que: ni = nimero de sementes germinadas

por dia; ti = tempo de incubacdo; 1 =1 — 45 dias. Unidade: dias.

Classificacdo da germinacéo - Ao longo dos testes de germinacgéo, as sementes foram
observadas, diariamente, para o acompanhamento do desenvolvimento das plantulas e

classificagdo nos tipos: fanerocotiledonar/criptocotiledonar e epigea/hipogea. As
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defini¢bes adotadas estdo de acordo com Souza (2009).

Morfologia descritiva das plantulas — As descricdes morfoldgicas e registro dos
caracteres foram realizadas no final do experimento (45 dias), utilizando 40 plantulas de
cada tratamento (areia, bioplant, terra e vermiculita) que se apresentavam mais
vigorosas. Os registros ilustrativos foram feitos com maquina fotografica Nikon D3100.
Utilizando régua graduada em milimetros e paquimetro digital (mm), as plantulas foram
medidas do apice até a ponta da raiz ap0s a retirada do substrato. Foram analisados
também: raiz (tipo, forma, comprimento, largura e coloracdo), hipocotilo e epicétilo
(forma, pilosidade, comprimento, largura, e coloracdo), cotilédones e eofilos [forma,
textura, nervacao, coloracdo, tipo de bordo, apice, base e dimensdes (altura e largura)],
conforme metodologia adaptada de Rego et al. (2010). Os conceitos morfoldgicos estdo
de acordo com Souza (2003) e Souza (2009). E classificacdes das plantulas de acordo
com Duke (1965); Rizzini (1965) e NG (1978).

Os individuos foram considerados em fase de plantula quando os primeiros
eofilos encontravam-se totalmente formados e distendidos e a fase de tirodendro quando
o primeiro metafilo estava completamente formado (Souza, 2009). Para avaliacdo
estatistica foi feita a analise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Tukey (5%),

por meio do programa RStudio versdo 0.99.903, 2009-2016.

Analise de materia fresca, seca e conteudo de agua das plantulas - As 160 plantulas
utilizadas na descricdo morfoldgica foram pesadas em balanca de preciséo de 0,001g,
determinando o peso da matéria fresca. ApOs este momento, as plantulas foram
colocadas em sacos de papel kraft e identificadas conforme os lotes (tratamentos) e

acondicionadas em estufa, com circulacéo de ar, a temperatura de 80°C e mantidas até
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atingir o peso constante. As avaliacdes ocorreram em intervalos de 24 horas e todas as
plantulas foram pesadas individualmente. A analise foi feita a partir da comparacao
entre a média do peso da mateéria fresca e seca das plantulas nos diferentes tratamentos e
0 conteudo de agua, expresso em porcentagem (%), sendo o teor de dgua equivalente a
diferenca entre o peso da plantula fresca e seca. Todos os calculos foram feitos por meio

do programa Excel.

Resultados

As observacbes em campo mostraram que a espécie apresenta propagacdo
vegetativa, estando os individuos ligados sob o solo por um sistema subterraneo. Faria
et al. (2015) afirmam que a espécie é detentora de xylopodio, porém as observacgdes de
campo ndo sdo suficientes para afirmar se os individuos encontram-se ligados pela raiz
ou pelo xylopodio. O fruto de Myrcia macrocalyx € do tipo bacdceo. A coloragdo varia
de verde a roxo, quando maduro. S&o encontradas de 1 a 3 sementes por fruto e a forma
da semente esté relacionada com o nimero de sementes no fruto (Figura 1).

Frutos com uma s6 semente foram mais representativos na amostra coletada,
representando 46% da amostra, seguidos por frutos com duas sementes, que
representam 42% e com trés sementes, 12%. Os frutos apresentam, entre si, intensa
variabilidade biométrica (Tabela 1).

O fruto quando imaturo passa pelas coloracGes: verde-claro, amarelo, vermelho,
vinho até atingir a cor arroxeada. O mesocarpo é carnoso, com polpa escassa, quase
nula (Tabela 1), de coloracdo branca & leitosa, quase transparente. E quando maduro
apresenta-se arroxeado, liso, glabro, brilhante e sem odor. O pericarpo maduro resseca
e se rompe apresentando uma deiscéncia irregular, que exple as sementes no ambiente

(Figural—A,BeD).
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— 13,0em

Figura 1: Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva (Myrtaceae). Flor e frutos, com o
pericarpo ressecado expondo as sementes. A — Fruto com uma semente; B - Fruto com
duas sementes; C — Flor aberta; D — Fruto com uma semente mostrando a por¢do do

endocarpo.

Tabela 1: Biometria dos frutos de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva coletados
no municipio de Cavalcante - GO.

Compr. ¢/ Compr.s/ Largura Espessurado Peso
sépala (cm) sépala (cm) (cm) pericarpo fresco
(mm) (9)
Minimo 1.00 0.70 0.70 0.16 0.20
Maximo 2.20 2.00 1.80 1.75 1.03
Média 1.56 0.99 0.96 0.59 0.50
Desvio padréo 0.23 0.17 0.17 0.32 0.15

Abreviacbes: Comp. — Comprimento; ¢/ - com; s/ - sem. (n=100).

Nos frutos monospérmicos, a semente mostra-se globosa, como o fruto; nos

bispérmicos, as sementes apresentam-se plano-convexas, enquanto nos frutos com trés
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Ou mais sementes, estas apresentam-se quinadas com a porcdo externa convexa (Figura
3).

A testa da semente apresenta coloracdo que varia em tons de castanho, com textura
lisa, glabra e brilhante quando madura. As sementes variam em tamanho (comprimento
0,4 — 1,7 cm), peso da matéria fresca (0,04 — 0,6 g). O contetido de &gua presente, na
semente é de, ca., 50% de seu peso fresco (Tabela 2).

Tabela 2: Biometria das sementes de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva
coletadas no municipio de Cavalcante - GO.

Comprimento Largura Peso Peso seco  Agua

(cm) (cm)  fresco (g) (9) (%)

Minimo 0.40 0.30 0.04 0.04 0.00
Maximo 1.70 1.00 0.60 0.19 81.82
Média 0.86 0.73 0.23 0.09 51.46
Desvio padréo 0.16 0.15 0.11 0.03 19.95

(n=100).

As sementes iniciaram a emergéncia a partir do 22 dia apds a semeadura no
substrato vermiculita, enquanto nos demais tratamentos a emergéncia se iniciou no 42 e
no 52 dia ap6s a semeadura em Bioplant e areia, respectivamente. Embora a emergéncia
de algumas sementes tenha iniciado poucos dias ap0s a semeadura, ao final do
experimento, aos 45 dias, sementes presentes no substrato areia ainda estavam
emergindo do solo.

As melhores porcentagens de germinacdo foram de 87% nos substratos
vermiculita e areia. O maior IVE foi encontrado no substrato vermiculita (8,22) seguido
pelo Bioplant (7,53) e areia (7,03), enquanto no substrato terra (3,09) esse indice foi

inferior (Tabela 3).
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Tabela 3: Porcentagem de germinacéo, Indice de Velocidade de Emergéncia — IVE e

Tempo Médio de Germinacdo — TMG de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva em

diferentes tratamentos em casa de vegetacdo, obtidos aos 45 dias ap0s a semeadura.
Tratamentos Germinacdo IVE TMG

(%) (dias) (dias)
Areia 87 7,03 17,89
Bioplant 86 7,53 15,64
Terra 48 3,09 22,35
Vermiculita 87 8,22 13,52

(n=100).

Na andlise biométrica das plantulas aos 45 dias, ndo foram encontradas
diferencgas significativas entre os tratamentos, em relagdo ao comprimento do hipocotilo,
a largura da raiz e o nimero de raizes laterais. As plantulas que atingiram maior
comprimento aos 45 dias se encontravam nos substratos Bioplant e vermiculita, embora
ndo exista diferenca significativa entre esses tratamentos. Os demais caracteres
apresentaram resultados similares em todos os tratamentos, com excegdo do tratamento
com terra do Cerrado, com menores médias (Tabela 4).

A pléantula de Myrcia macrocalyx é do tipo fanerocotiledonar e epigea, com
emergéncia curvada do hipocotilo. Os cotilédones se encontram livres do envoltorio das
sementes e o hipocétilo, bem desenvolvido, se estendem expondo os cotilédones acima
do substrato. A distensdo completa dos cotilédones ocorreu antes e depois da distensao
do hipocoétilo, fato que foi observado por volta do 152 a 202 dia apds a semeadura.

O desenvolvimento da plantula iniciou a partir do eixo hipocétilo-radicular,
dando origem a raiz primaria. O sistema radicular é do tipo axial/pivotante, réseo-claro
no inicio do desenvolvimento, passando para castanho. Mais da metade dos individuos
(56,5%) apresentavam raizes secundarias aos 45 dias pos semeadura/inoculacao.

A regido do coleto é bem definida em relacdo ao didmetro e coloracdo (Tabela 2
e Figura 3). O hipocotilo, inicialmente curvo, se desdobra, ficando ereto; glabro,
medianamente espesso, cilindrico e de coloracao inicialmente verde, passando a vinho-
arroxeado (Figura 2 e 3). O hipocotilo é bem desenvolvido, podendo chegar a 3 cm de
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comprimento em plantas germinadas em areia confirmando a classifica¢cdo como epigea

(Tabela 5).

Tabela 4: Caracteres morfologicos de plantulas de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-
Silva, cultivadas aos 45 dias, em diferentes substratos.

Comp. Comp. Comp. Comp. Larg. Comp. Larg. Larg.

Substrato Plant.* Epi.* Raiz* Cot.* Cot* Eo.* Hip.** Col.**
Areia 712D 0.44a 3.80ab 1.19a 16la 0.66b 1.02b 1.71a
Bioplant 7.75ab 047a 438a 123a 160a 1.10a 098b 1l47ab
Terra 549c 0.09b 277D 0.76b 096b 0.18c 1.11b 153ab

Vermiculita 7.61ab 0.44a 4.41a 1.14a 150a 0.74b 098b 1.28b

Abreviacdes: Comp. — Comprimento; Plant. — Plantula; Larg. — Largura; Epi — Epicétilo; Cot —
Cotilédone; Eo — Eofilo; Hip — Hipocdtilo; Col — Coleto. Simbolos: * - cm; ** - mm. Resultados
seguidos pelas mesmas letras, na mesma coluna ou linha, sdo estatisticamente similares e foram
calculados pelo teste T (p = 0,05).

Os cotilédones sdo cordiformes, opostos, com apice foliar obtuso e retuso com
margem sinuosa proxima ao apice e base cordada. O 6rgdo laminar é coriaceo com
pontuacdes aparentes, glabro, com venacdo pinado-broquiddédroma, face adaxial verde
escuro brilhante e abaxial verde-claro.

O eofilo é oposto, agudo apiculado, linear a lanceolado, de 0,2 a2,5cm x 0,1 a
0,4 cm, o apice arredondado e base aguda, margem inteira, glabra e venacdo pinado-
broquidédroma. A nervura é marcante sendo mais clara que a lamina. A coloracao
inicial é roxa passando a verde conforme se desenvolve e se distende.

Entre 45 e 50 dias algumas plantulas ja apresentam mais de um par de eofilo
formado, mas ndo se pode afirmar que esses individuos ja se encontram em fase de
tirodendro, uma vez que ndo se pode distinguir morfologicamente os eofilos dos
metafilos (visualizados em campo). Ap6s 6 meses de semeadura, 5 individuos

apresentavam botdes florais e 2 ja estavam com as flores abertas (Figura2 - He I).
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Figura 2: Desenvolvimento de plantulas de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva
germinadas em diferentes substratos em casa de vegetacdo. A - Emissdo do hipocétilo
acima do subsrato terra ap6s 6 dias; B — Hipoc6tilo curvo emergindo do substrato
vermiculita e distendendo os cotilédones com 10 dias; C - Plantula com 17 dias com o
hipocétilo distendido e cotilédones dobrados protegidos por parte da testa da semente
em bioplant; D — Plantula de 15 dias desdobrando o hipocétilo e distendendo os
cotilédones sem a testa da semente, em bioplant; E - Plantula com 20 dias com testa da
semente se desprendendo dos cotilédones em terra; F - Plantula com o hipocotilo ereto e
cotilédones distendidos em terra; G - Plantula de 22 dias com eofilos formados porém
ainda unidos no substrato areia; H — Plantula com 6 meses, apresentando botéo floral
em vermiculita; | - Plantula com 6 meses com flor aberta em bioplant. Fotos de Gilberto
Alves.
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Figura 3: Sementes e fases sucessivas de desenvolvimento da plantula de Myrcia
macrocalyx Faria & Soares-Silva germinadas no substrato vermiculita. A - Semente
unica com formato globoso similar ao fruto; B e C — Sementes plano-convexas,
oriundas de um mesmo fruto; D - Semente mostrando a por¢do quinada, oriunda de
fruto com 3 sementes; E — Inicio do processo de germinagdo a partir do eixo hipocétilo-
radicular; F — Desenvolvimento e espessamento da raiz e do hipocétilo; G -
Rompimento da testa da semente expondo as folhas cotiledonares dobradas; H -
Plantula com alongamento da raiz primaria e hipocoétilo; | — Plantula ap6s a distencdo
dos cotilédones e liberacdo da testa que as envolvia; J — Surgimento do eofilo de cor
roxa; K — Plantula com o eofilo desenvolvido com coloracdo verde. Fotos de Gilberto
Alves. Abreviagbes: mi - micrépila ;eb — eixo embrionario; te - testa da semente; , hi — hipocétilo; tc —
tecido cotiledonar; rp — raiz primaria; te — tecido embrionario; co — coleto; fc — folha cotiledonar; eo —
eofilo; ep — epicdtilo; rs — raiz secundéria; eo — primeiro eofilo.
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Tabela 5: Caracteres morfométricos das plantulas de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva com 45 dias apds a semeadura em diferentes

tratamentos.
Compr. Hipocdtilo Epicotilo Cc.JIeto Raiz Cotilédone Eofilo Folha Peso Peso
(cm) Compr. Larg. Compr. Diam. Compr. Larg. Compr. Larg. Compr. Quant. Compr. Larg. Fresco Seco
(cm)  (mm) (cm) (mm) (cm)  (mm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)

Minimo
Areia 5,40 1,00 0,10 0,10 0,20 2,00 0,10 0,70 1,10 0,30 0,00 1,00 0,10 0,08 0,03
Bioplant 4,50 0,50 0,02 0,10 0,03 3,50 0,01 0,80 1,00 0,10 0,00 1,00 0,10 0,50 0,02
Terra 1,30 0,50 0,01 0,10 0,01 0,10 0,01 0,50 1,00 0,30 0,00 1,00 0,10 0,05 0,02
Vermiculita 5,80 1,00 0,01 0,10 0,02 3,00 0,01 0,90 1,10 0,10 0,00 0,70 0,10 0,09 0,04

Maximo
Areia 9,00 3,00 0,07 1,10 0,01 5,00 0,04 2,10 2,80 1,50 4,00 2,00 0,30 0,61 0,22
Bioplant 9,60 2,50 0,05 1,80 0,07 5,20 0,28 1,60 2,30 2,50 2,00 2,00 0,50 0,34 0,13
Terra 8,10 2,50 0,07 1,00 0,06 4,80 0,04 1,80 2,00 1,30 2,00 1,00 0,10 0,30 0,13
Vermiculita 9,50 2,30 0,42 1,00 0,07 5,10 0,17 1,50 2,10 1,70 4,00 2,00 0,20 0,31 0,12

Média
Areia 7,12 1,64 0,04 0,43 0,06 3,80 0,02 1,19 1,61 0,66 0,55 0,35 0,03 0,22 0,09
Bioplant 7,75 1,66 0,03 0,40 0,08 4,38 0,03 1,22 1,60 1,10 0,80 0,65 0,05 0,18 0,07
Terra 5,49 1,56 0,04 0,09 0,07 2,76 0,02 0,75 0,96 0,17 0,05 0,02 0,02 0,17 0,06
Vermiculita 7,61 1,48 0,04 0,44 0,05 4,41 0,02 1,13 1,50 0,74 0,75 0,41 0,04 0,17 0,07

Desvio Padréo

Areia 0,76 0,50 0,01 0,29 0,01 0,60 0,08 0,24 0,40 0,42 1,10 0,67 0,07 0,10 0,03
Bioplant 0,97 0,40 0,01 0,35 0,12 0,43 0,05 0,17 0,30 0,65 0,99 0,83 0,07 0,05 0,02
Terra 1,82 0,46 0,01 0,19 0,09 1,45 0,01 0,56 0,68 0,35 0,31 0,15 0,15 0,67 0,02
Vermiculita 0,80 0,32 0,06 0,02 0,01 0,40 0,02 0,18 0,26 0,46 1,08 0,62 0,06 0,05 0,02

AbreviacBes: Comp. — Comprimento; Larg. — Largura; Diam. — Didmetro; Quant. — Quantidade.
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Discussao

Fruto do tipo baciceo como o de Myrcia macrocalyx é caracterizado por Barroso
et al. (1999) como um fruto carnoso de pericarpo escasso e pouca polpa. O
escurecimento e ressecamento do pericarpo acarretando uma deiscéncia irregular pode
ser consequéncia da perda de agua ou atividade de enzimas oxidativas presentes nos
tecidos (Silva et al., 2010). N&o existe registro de frutos carnosos deiscentes em Myrcia
como na espécie em questdo. Também ndo foram encontrados frutos com 4 sementes,
embora Faria et al. (2015) tenham registrado que sejam comuns na espécie.

O contedo de &gua presente nas sementes da espécie estudada foi superior a
50% de seu peso de matéria fresca, sendo este um percentual superior ao encontrado por
Leonhardt et al. (2010) para as espécies congéneres Myrcia glabra (O. Berg.) D.
Legrand (47,7%) e Myrcia palustris DC. (valores que variam de 40,7% a 46,2%).
Algumas espécies do género Eugenia apresentam teor de agua elevado (entre 40% e
70%) e sdo consideradas sensiveis a dessecacdo (Barbedo et al., 1998; Anjos e Ferraz,
1999; Andrade e Ferreira, 2000; Andrade et al., 2003). Castro et al. (2004) relatam que
sementes ortodoxas apresentam um baixo conteido de &gua, entre 5% e 10%, e
sementes recalcitrantes um alto conteldo de &gua, por volta de 60% a 70% de seu peso
fresco. As ortodoxas sdo capazes de se manter viaveis apés a desidratacdo e/ou baixas
temperaturas e as recalcitrantes sdo incapazes de suportar essas pressdes (Roberts,
1973). Dentro desta perspectiva, a espécie pode ser classificada como “intermediaria”,
definida por Ellis et al. (1990), como sementes sensiveis ou a desidratacdo ou a
temperaturas baixas.

Em relacdo ao inicio do processo de emergéncia das sementes, o resultado obtido
é considerado rapido segundo padrdes de Ng (1978) e resultado semelhante foi obtido

por Ferreira et al. (2013) para Myrcia cuprea (O. Berg) Kiaersk. Embora a germinagéo
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de algumas sementes tenha se iniciado poucos dias ap6s a semeadura, ao final do
experimento, aos 45 dias, sementes presentes no substrato areia ainda estavam
emergindo do solo. Segundo Andrade e Ferreira (2000), a diferenca de porcentagem e
tempo médio de emergéncia das plantulas pode ser explicado pela desuniformidade das
sementes, fato que foi observado no experimento de germinacdo considerando a massa
das sementes de Eugenia pyriforms Camb. no qual as sementes de tamanho
intermediario apresentaram um melhor desempenho germinativo em menor tempo. O
mesmo pode ter ocorrido com a Myrcia macrocalyx, uma vez que a espécie também
apresenta variedade biomeétrica e diferencas entre o tempo médio de germinacéo (Tabela
3). Ng (1978) discutiu ainda a eficacia da germinacdo rapida e uniforme em ambiente
natural, uma vez que as plantulas competem entre si e estariam suscetiveis a ataques de
predadores e muitas vezes ndo possuem um estoque de sementes no solo.

Fanti e Perez (1999) afirmam que a obtencdo de mudas nativas esta ligada a
escolha do substrato que permita o bom desenvolvimento das plantulas e, para isso, é
preciso levar em consideracdo o tamanho das sementes e as necessidades fisiologicas
das mesmas. Segundo Borghetti e Ferreira (2004), sementes de uma mesma espécie
podem apresentar diferentes resultados de germinacdo dependendo do substrato
recebido. Tal situacdo ocorreu no presente experimento, no qual as sementes de Myrcia
macrocalyx condicionadas aos tratamentos areia, Bioplant e vermiculita apresentaram
germeabilidade superior a 85%, enquanto que no tratamento com o substrato terra, a
mesma espécie apresentou porcentagem inferior a 50% (Tabela 3). Os mesmos autores
afirmam que germeabilidade abaixo de 100% pode indicar dorméncia ou inviabilidade
das sementes, embora as condic¢des dos experimentos também possam ter condicionado
esses resultados.

As melhores porcentagens de germinagdo obtidas no presente estudo foi de 87%
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nos substratos vermiculita e areia, superando a encontrada por Leonhardt et al. (2010)
para Myrcia glabra (O. Berg.) D. Legrand (80%) e igualando ao resultado obtido pelos
mesmos autores para Myrcia palustris DC. (87%), quando germinadas em gerbox
contendo areia (Tabela 3). O resultado encontrado no substrato vermiculita difere do
descrito por Ferreira et al. (2013) para Myrcia cuprea (O. Berg) Kiaersk., que
apresentou o pior resultado quando germinada em vermiculita e o melhor resultado
quando germinada em solo de restinga, local de ocorréncia da espécie. Tal diferenca
pode ser justificada pela divergéncia de areas de ocorréncia entre as especies e,
consequentemente, das caracteristicas do solo dessas regifes. E ainda por questdes
fisioldgicas das préprias espécies.

O maior IVE foi encontrado no substrato vermiculita (8,22) seguido pelo
Bioplant (7,53) e areia (7,03), enquanto em terra (3,09) esse indice foi inferior (Tabela
3). Nakagawa (1999) afirma que uma maior velocidade de emergéncia permite inferir
em maior vigor do lote de sementes oriundas do tratamento ao qual foram submetidas,
nesse sentido, a maior velocidade por sugerir uma melhor vigorosidade do lote de
sementes.

O inicio da fase de plantula da Myrcia macrocalyx é o padrdo comum para as
Magnoliopsida segundo Souza (2009). O resultado observado de um hipocétilo bem
desenvolvido e inicialmente curvo, foi similar ao registrado por Ferreira et al. (2013)
para Myrcia cuprea (O.Berg) Kiaersk. Os eofilos apresentaram a mesma filotaxia e
caracteristicas similares das descrtitas por Faria et al. (2015) nas folhas dos individuos
adultos.

Em conclusdo, os resultados obtidos indicam que a espécie germina bem no
substrato vermiculita e a complementacdo da descricdo morfolégica dos frutos e

sementes trouxe dados importantes que fornecem subsidios para a conservacdo de
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Myrcia macrocalyx, que se encontra em risco.

O trabalho de campo revelou uma caracteristica incomum dentre 0s componentes
da tribo Myrteae: frutos deiscentes. Ndo foram encontrados registros na literatura
descrevendo especies americanas de Myrtaceae com frutos deiscentes. Os mesmos
apresentaram-se carnosos e sao dispersos, em geral, por aves e macacos (Pizo, 2002;
Gressler et al., 2006). Os frutos de Myrcia macrocalyx com deiscéncia irregular do
pericarpo e exposicdo das sementes, com testa castanha lisa e glabra sugerem que néo
existe dispersdo por qualquer animal, abrindo a possibilidade para dispersdo por agentes
abioticos. Esses dados abrem linhas para estudos da biologia da dispersdo da espécie,
conhecimento essencial para sua conservacao, e ainda de registro escasso para a familia
de Myrtaceae no Brasil (Souza, 1997; Pizo, 2003; Sugahara e Takaki, 2004; Gressler et

al., 2006).
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Capitulo 2. — O capitulo esta escrito nas normas da Revista Arvore para submissao.

CAPITULO 2: INFLUENCIA DE REGULADORES DE CRESCIMENTO NA
INDUQAO DE BROTOS E RIZOGENESE EM EXPLANTES GERMINADOS IN
VITRO DE Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva (Myrtaceae): ESPECIE
ENDEMICA DO CERRADO

RESUMO

A espécie Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva, recentemente descrita, € um
subarbusto endémico do bioma Cerrado com area de ocorréncia restrita e poucas
populacOes registradas para o estado de Goias o que a coloca em perigo de extingdo
pelos critérios da Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza - IUCN. O
cultivo in vitro é uma via de conservacdo que contorna as condi¢fes naturais e
possibilita a producdo de grande guantidade de mudas. O trabalho teve como objetivo
verificar a influéncia de reguladores do crescimento na indugéo de brotos e rizogénese
de Myrcia macrocalyx, iniciando os estudos de micropropagacdo com a espécie. As
sementes foram germinadas no meio agar/agua e transferidas para o meio 2 MS com

combinagbes de BAP (0,0; 0,05; 0,5 mg.L'l) e AIB (0,0; 0,01 mg.L'l) para inducdo de
brotos. Para rizogénese foi testado o meio ¥4 MS com adicdo de (0,0; 0,1; 1,0 mg.L‘l)
AlBe (1,5 mg.L'l) de carvéo ativado. A porcentagem de germinacéo foi de 84%. Para
a inducdo e alongamento de brotos e folhas indica-se 0,05 mgL‘lde BAP. Néo foi
possivel estabelecer um protocolo de rizogénese, mas o tratamento com 0,1 mg.L'1 de

AIB+15 mg.L'1 de carvéo ativado estimulou o alongamento dos brotos.
Palavras-chave: Cerrado; Myrcia; BAP; AIB; MS.

THE INFLUENCE OF PLANT GROWTH REGULATORS ON THE
INDUCTION OF SPROUTS AND RHIZOGENESIS IN EXPLANTE IN VITRO
CULTURES OF Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva (Myrtaceae): A
SPECIES NATIVE TO THE CERRADO BIOME

ABSTRACT

The recently described Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva species is a subshrub
native to the Cerrado biome which covers a small piece of land and has few registered
populations in Goias state, which puts the species in danger of extinction according to
IUCN’s criteria. In vitro cultivation is a preservation tool that overrides natural
conditions and allows for the growth of a large amount of seedles. This research aimed
to verify the influence of groth regulators on the induction of Myrcia macrocalyx
sprouts and rhizogenesis, launching the micropropagation studies of this species. Seeds
were germinated in an agar-water substrate and later transferred to a %2 MS substrate
with BAP (0,0; 0,05: 0,5 mg.L™) and IBA (0,0; 0,01 mg.L™) for the induction of
sprouts and for rhizogenesis the chosen substrate was ¥4 MS combined with IBA(0,0;

0,1;1,0 mg.L'l) and (1,5 mgL'l) activated charcoal. Germination percentage was 84%.
The best option for the induction and lenghtening of sprouts and leaves is a 0,5 mg.L'1
BAP substrate. A rhizogenesis protocol could not be defined, but 0,1 mg.L'1 IBA+15

mg.L'l charcoal treatment stimulated the elongation of the sprout estimulou o
alongamento do broto.
Index terms: Cerrado biome; Myrcia; BAP; IBA; MS.
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1. INTRODUCAO

A Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva (Myrtaceae) € um subarbusto
xilépodifero, de aproximadamente 0,5 m de altura, endémico do bioma Cerrado.
Apresenta area de distribuicdo restrita em campos limpos e sujos na regido da Chapada
dos Veadeiros — GO. Embora a espécie tenha sido recentemente descrita (FARIA et al.,
2015), ja se enquadra no critério de risco “Em Perigo” da Unido Internacional para a
Conservacao da Natureza - IUCN definido no “Livro Vermelho da Flora do Brasil:
plantas raras do Cerrado” (MARTINELLI et al., 2014).

O cultivo in vitro é uma técnica baseada na totipoténcia das células vegetais em
originar novos individuos (TERMIGNONI, 2005; HUSSAIN et al., 2012). A técnica
permite ainda, conservacdo da biodiversidade (SIDDIQUE et al., 2003; FERMINO-
JUNIOR et al., 2009), pois contorna as condic¢Ges naturais de reproducdo e possibilitam
a producdo de grande quantidade de mudas de qualidade, independentemente do periodo
do ano (CASTRO et al., 2007; MONDO et al., 2008; NICIOLI et al., 2008; SILVA et
al., 2008; SRIVASTAVA etal., 2010; CHINNAPPAN et al., 2011).

Alguns estudos foram desenvolvidos para espécies do Cerrado como para
Eugenia dysenterica DC. (MARTINOTTO et al., 2007). No entanto, a propagacao por
cultura de tecidos de espécies selvagens, como é o caso da M. macrocalyx ndo é uma
tarefa facil. Em geral, ha pouca informacdo sobre morfologia, anatémia e fisiologia das
plantas nativas, o que dificulta o estabelecimento de protocolos eficientes (LIMA et al.,
2015) No caso da Myrcia macrocalyx ndo é diferente, visto que ndo existem estudos
com a espécie, o que dificulta o cultivo e, consequentemente, sua conservacao.

Outro problema é que o material vegetal de espécies selvagens, disponivel em
campo, geralmente esta contaminado (SILVEIRA et al., 2013; LIMA et al., 2015). Uma
alternativa é a utilizacdo de explantes a partir de plantas germinadas in vitro (DEWIR et
al., 2011; SILVA et al., 2014). Melo et al. (2008) e Martins et al. (2011) afirmam que as
sementes sdo menos contaminadas do que os brotos maduros retirados do campo e séo
mais resistentes aos tratamentos de descontaminacao.

Considerando que ndo existem estudos de propagacdo de M. macrocalyx e a
necessidade de ferramentas que viabilizem programas de conservacdo da espécie, 0
presente trabalho teve como objetivo verificar a influéncia de reguladores do
crescimento na indugdo, alongamento e rizogénese de explantes germinados in vitro de

Myrcia macrocalyx, iniciando os estudos para a micropropagacao da espécie.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Coleta e Beneficiamento - A populacdo amostral se encontra no municipio de
Cavalcante — GO, na margem esquerda da estrada, sentido Sitio dos Kalungas em uma
area de campo sujo (13°36°26.3”’S 47°28°24.3W em outubro de 2016). Ramos com
flores foram depositadas no Herbario (UB) da Universidade de Brasilia — Alves, R.U. et
al. 1 (UB). Os frutos foram coletados manualmente, de varios individuos de uma mesma
populacdo, no entanto ndo € possivel afirmar a auséncia de clones na amostra. Apos a
coleta, os frutos foram armazenados em papel kraft. 3 dias ap6s a coleta os frutos, do
tipo bacaceo, foram despolpados com auxilio de pinca e bisturi. As sementes obtidas
foram acondicionadas em sacos de papel kraft e armazenadas em geladeira em
temperatura entre 6 °C a 10 °C, até a inoculagdo in vitro. Todos os experimentos foram
realizados no Laboratdrio de Cultura de Tecidos do Centro de Conservacdo da Natureza
e Recuperacéo de Areas Degradadas — CRAD/UnB.

2.2. Desinfestacdo, Germinacédo e Estabelecimento — As sementes (n=50) foram
desinfestadas em 4alcool 70% por um minuto e, subsequentemente, imersas em
hipoclorito de sodio comercial (NaClO) (2,5% de cloro ativo) durante 25 minutos e
lavadas trés vezes (1, 2 e 3 minutos) em agua destilada autoclavada. As sementes foram

inoculadas em tubos de ensaio (2,5 x 15 cm), contento 15 mL de solucdo agar-agua (8

g.L'l), sendo uma semente por tubo, previamente autoclavado a 120 °C e 1 atm de
pressdo, por 20 minutos. Apds a inoculagdo em camara de fluxo laminar, as sementes

foram transferidas para a sala de cultivo a 25 °C %1 °C, fotoperiodo de 16 h e

intensidade luminosa de 41 pmol.m™”s™. O numero de sementes germinadas foi
avaliado até 45 dias de cultivo em intervalos de 24h durante. O percentual de
germinacdo e contaminacdo e indice de Velocidade de Germinacdo — IVG (Maguire,
1962) foi calculado considerando germinadas as sementes com emergéncia de partes do
embrido para fora da testa (Labouriau, 1983). Depois de germinadas segmentos das
partes aéreas, de ca. de 1 cm, foram retirados de 12 plantulas com 90 dias e com ca. 20
cm, de comprimento e subcultivados no meio de cultura 2 MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962). O meio foi acrescido de 20 g de sacarose, solidificado com 0,8 g.L'1 de
agar e teve o seu pH ajustado para 5,8. A autoclavagem foi realizada a 120 °C e 1 atm
de pressdo durante 20 minutos e levadas para a sala de crescimento, visando obter um

maior numero de explantes.
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2.3. Meio de cultura — %2 ou ¥a MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) acrescido de 20 g

de sacarose, solidificado com 0,8 g.L'l de agar. PH ajustado para 5,8, antes da

autoclavagem a 120 °C e 1 atm de pressao durante 20 minutos.

2.4. Multiplicacao e subcultivos

2.4.1. Segmentos nodais - Explantes de ca. 1 cm, foram inoculados verticalmente no
meio de cultura ¥2 MS suplementado com BAP (0,0; 0,05; 0,5 mg.L‘l) combinado com
AIB (0,0; 0,01 mg.L'l) para realizacdo de dois subcultivos. O primeiro e o terceiro
subcultivo foram feito em tubos de ensaio sendo um explante por tubo, o segundo em
frascos de vidro, 3 explantes por frasco de 250 mL. A suplementacdo do terceiro

subcultivo foi com BAP (0,5; 1,0; 2,0 mg.L'l) sendo os tratamentos formados por 24

repeticoes.

2.4.2. Segmentos da raiz e do hipocétilo — Explantes de ca. de 1cm foram inoculados
em % MS suplementado com ANA (0,5 mg.L'l) ou 2,4D (0,5 mg.L'l) combinado ou

ndo com BAP (0,5e 1,0 mg.L'l). Estes foram inoculados horizontalmente em frascos de
vidro (250 mL) contendo 3 explantes. Todas as subculturas foram avaliadas aos 45 dias
de cultivo em relacdo ao nimero de brotos; comprimento dos brotos; nimero de folhas;

comprimento e largura da folha expandida e presenca ou auséncia de calos.

2.5. Rizogénese — Brotos de 1 a 2 cm de comprimenro, originados de partes aéreas da
fase anterior, foram repicados em % MS contendo AIB (0,0; 0,1; 1,0 mg.L'l), com ou

sem (1,5 mg.L'l) de carvdo ativado (Sigma Chemical CO), totalizando 6 tratamentos,

com 12 repeticdes. A presenca de raiz foi avaliada aos 45 dias da cultura.

2.6. Analise Estatistica - O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. A
normalidade dos dados foi avaliada por meio do teste de Shapiro-Wilk e quando os
dados ndo seguiram a distribuicdo normal foram ajustados utilizando a transformacao
\x+1. Para analise da varifncia dos dados utilizou-se ANOVA e a comparagdo das
médias utilizando o teste de Tukey com 5% de probabilidade. Todas as analises foram

feitas no programa SISVAR.
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3. RESULTADOS

No 45¢ dia de cultivo, 84% das sementes haviam germinado e 84% das sementes
se encontravam livres de contaminagdo. O IVG foi de aproximadamente, 4 dias e as
plantulas apresentavam em média 8,73 cm de comprimento (Tabela 1).

O desenvolvimento da plantula iniciou-se a partir do eixo hipocotilo-radicular
dando origem a raiz primaria que variou de 1 a 15,8 cm de comprimento. Aos 45 dias,
as raizes se encontravam enoveladas no fundo do tubo de ensaio. O hipocétilo
encontrava-se bem desenvolvido, variando de 0,5 a 3 cm de comprimento. Os
cotilédones coredceos comecaram a se distender por volta do 22° dia e aos 45 dias de
cultivo apresentavam em média 0,54 x 0,72 cm (Tabela 1; Figura 1).

O conteldo de &gua presente nas plantulas aos 45 dias foi de, aproximadamente,
74% de seu peso fresco (Tabela 2).

Tabela 1: Caracteres morfométricos de 40 plantulas de Myrcia macrocalyx Faria &
Soares-Silva germinadas in vitro aos 45 dias apds a inoculacdo (4gar-agua).

Comp Raiz Hipocétilo Cotilédone Epicotilo  Eofilo
(cm) " Comp. Larg. Comp. Larg. Comp. Larg. Comp. Comp.
cm) (mm) (m) (mm) (cm) (mm)  (cm) (cm)
Minimo 1,00 1,00 0,01 0,50 0,84 0,20 0,01 0,01 0,01
Maéaximo 20,00 15,80 1,29 3,00 2,75 1,70 2,20 1,20 1,70
Meédia 8,73 6,13 0,67 1,57 1,54 0,54 0,72 0,20 0,18
D.p. 4,49 3,64 0,25 0,53 0,42 0,63 0,85 0,37 0,40
Variancia 20,16 13,26 0,06 0,29 0,17 0,39 0,72 0,14 0,16

Abreviagdes: D.P — Desvio Padrdo; Comp. — comprimento; Larg. — Largura. (n=40)

Tabela 2: Peso da matéria fresca, seca e teor de agua (%) das plantulas de Myrcia
macrocalyx Faria & Soares-Silva germinadas in vitro aos 45 dias ap6s a inoculagéo na
solucdo agar-agua.

Peso Fresco (g) Peso Seco (g)  Teor de dgua (%)

Minimo 0,09 0,02 54,15
Maximo 0,55 0,18 86,91
Média 0,28 0,07 73,60
Desvio Padréao 0,11 0,03 6,59

Na analise de multiplicacdo e subcultivos de segmentos nodais, ndo foram
observadas diferencas significativas no primeiro subcultivo para numero e dimensdes
das folhas expandidas e, no segundo subcultivo, para o comprimento dos brotos (Tabela

3). No primeiro e segundo subcultivo, a maior média para numero e comprimento de

brotos foi obtida no tratamento com BAP 0,05 mg.L'l. Em relacdo ao nimero de brotos

no segundo subcultivo a maior média foi encontrada no mesmo tratamento. Houve
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alongamento e formacdo de brotos em todos os tratamentos, mesmo no controle. N&o

houve diferencas significativas entre os subcultivos (Tabela 3; Figura 1).

Tabela 3: Multiplicacao e alongamento de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva.
Tratamentos, médias de nimero de brotos e comprimento (cm) dos brotos dos explantes
para cada subcultivo das partes aéreas. Os dados representam as médias de repeticdes

por tratamento.
BAP AIB NiUmero de Brotos Comprimento dos Brotos
mgl™h *  (mgL?) Sub. 1 Sub. 2 Sub. 1 Sub. 2
0,00 + 0,00 145ab A 1.36a A 1.61ab A 114aA
0,05 + 0,00 173 bA 1.66b A 1.72b A 1,79aA
0,50 + 0,00 1.66ab A 157ab A 131aA 111aA
0,00 + 0,01 141ab A 140ab A 152ab A 147aA
0,05 + 0,01 1.42ab A 1.39ab A 1.60ab A l46aA
0,50 + 0,01 1.34aA 1.52ab A 1.57ab A 123aA

As letras minisculas comparam os resultados apenas na mesma subcultura (coluna), enquanto as letras
mailsculas comparam os tratamentos entre as subculturas (linhas). Os resultados seguidos pelas mesmas
letras, na mesma coluna ou linha, sdo estatisticamente similares e foram calculados pelo teste T (p =
0,05).

Em relacdo ao nimero de folhas, o tratamento com BAP 0,05 mg.L'1 + AIB 0,01
mg.L'1 apresentou maior media, embora seja estatisticamente similar ao tratamento

com AIB (0,01 mg.L™) e o tratamento com BAP (0,05 mg.L™).

O tratamento com AIB (0,01 mg.L'l) foi diferente estatisticamente aos demais
tratamentos para “largura das folhas”. Para o “comprimento das folhas” o mesmo

tratamento foi superior estatisticamente embora s apresente diferenca significativa

entre o controle e o tratamento BAP (0,05 mg.L'1 ) (Tabela 4; Figura 1).

Tabela 4: Multiplicagdo e alongamento de folhas de Myrcia macrocalyx Faria &
Soares-Silva. Tratamentos, médias do ndmero, comprimento (cm) e largura (cm) das
folhas expandidas, respectivamente, dos explantes na 22 subcultura das partes aéreas. Os
dados representam as médias de repeticdes por tratamento.

BAP (mg.L) *+ AIB(mgL™) NUmero Comprimento Largura
0,00 + 0,00 1.53a 1.13a 1.00a
0,05 + 0,00 247b 1.21 ab 1.00a
0,50 + 0,00 2.23 ab 1.09a 1.00a
0,00 + 0,01 2.39b 1.33b 1.06b
0,05 + 0,01 295b 1.18 ab 1.00a
0,50 + 0,01 2.22 ab 1.11 ab 1.00a

As letras mindsculas comparam os resultados apenas na mesma subcultura (coluna). Os resultados
seguidos pelas mesmas letras, na mesma coluna, sdo estatisticamente similares a partir do calculo do teste
T (p=0,05).

Ao final dos 45 dias do terceiro subcultivo, com as alteragdes dos

fitorreguladores, 96% dos explantes utilizados no experimento estavam ressecados, com
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aparéncia de mortos, e sem nenhuma brotacdo. Apenas trés explantes apresentaram

brotacdes, sendo dois no tratamento com BAP 0,5 mg.L'l e um em BAP 1,0 mg.L'l.
Em relagdo a multiplicacdo de explantes da raiz e do hipocotilo, houve

ocorréncia de brotamentos em apenas seis explantes inoculados, sendo quatro no
tratamento com BAP 0,5 mg.L'1 e dois no tratamento com BAP 1,0 mg.L'1 + ANA 0,5
mg.L'l. Em todos os tratamentos, mesmo no controle, apareceram calos de coloracao

marrom ou verde. No tratamento 2,4D 0,5 mg.L'l, 80% dos explantes apresentavam

calos ( Figura 1).

Tabela 5: Presenca de calos em explantes da raiz e do hipoc6tilo de Myrcia macrocalyx
Faria & Soares-Silva em 7 tratamentos.

BAP (mgL) * ANA(mgL") * 24D (mgL™) Presencade calos
0,0 ¥ 0,0 ¥ 0,0 37%
0,5 + 0,0 ¥ 0,0 50%
1,0 + 0,0 ¥ 0,0 21%
0,0 + 0,5 ¥ 0,0 1%
0,5 + 0,5 ¥ 0,0 8%
1,0 + 0,5 ¥ 0,0 8%
0,0 + 0,0 ¥ 0,5 80%

No experimento de rizogénese, ndo houve enraizamento em nenhum dos

tratamentos testados. O tratamento com AIB 0,1 mg. L™ + carvio ativado 1,5 mg. L™
apresentou média superior aos demais tratamentos e diferenca significativa em relacédo

ao tratamento controle para “alongamento do broto” (Tabela 6; Figura 1).

Tabela 6: Efeito do AIB e do carvdo ativado no alongamento de brotos de Myrcia
macrocalyx Faria & Soares-Silva. Tratamentos, médias do comprimento (cm) dos
brotos ap6s o experimento de rizogénese. Os dados representam as médias de repeticdes
(n=12) por tratamento.

AlIB (mg.l_'l) +  Carvéo ativado (mg.l_'l) Comprimento dos Brotos (cm)
0,0 + 0,0 1.31a
0,0 + 1,5 1.54 ab
0,1 + 0,0 1.54 ab
0,1 + 1,5 1.58b
1,0 + 0,0 1.48 ab
1,0 + 1,5 1.54 ab

As letras mindsculas comparam os resultados entre os tratamentos. Os resultados seguidos pelas mesmas
letras, na mesma coluna, sdo estatisticamente similares a partir do calculo do teste T (p = 0,05).
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Figura 1: Multiplicagdo de Myrcia macrocalyx Faria & Soares-Silva. A — Plantula com
50 dias apo6s a inoculacdo no meio agar/agua. B - Explantes ap6s 45 dias de inoculagédo

no meio ¥ MS suplementado com 0,05 mg.L'1 BAP (22 subcultivo). C - Brotos com 60
dias originados a partir de segmentos da raiz no meio de cultura ¥2 MS suplementado

com BAP (1,0 mg.L™) + ANA (0,5 mg.L™). D — Explante de segmento nodal com 60
dias ap0s inoculagdo no meio de cultura ¥4 MS com 0,1 mg.L'1 AIB. E — Explante de
segmento nodal com 60 dias apds inoculagdo no meio de cultura ¥ MS com 0,1 mg.L'1
AIB + 15 mg.L'1 de carvao ativado. F - Calos originados de segmentos nodais da raiz
no meio %2 MS com 0,5 mg.L'1 2,4D.

4. DISCUSSAO

O estabelecimento de protocolos de propagacao in vitro pode ser extremamente
eficiente para preservar a biodiversidade do Cerrado (SILVA et al, 2008), considerando
que a vegetacdo nativa do Cerrado vem sendo gradualmente devastada por atividades
agricolas e muitas espécies pouco conhecidas ja se encontram ameacadas (MOFFAT,
2002; KLINK; MACHADO, 2005; MAGRIN et al., 2014). Para isso, é necessario
desenvolver metodologias de desinfestacdo que permitam o crescimento da planta sem
microorganismos exdgenos e/ou enddgenos. Sabendo que, em geral, as sementes sao

menos contaminadas e mais resistentes aos tratamentos de desinfestacdo (MELO et al.,
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2008; SILVA et al., 2008) o presente estudo as utilizou como fonte de explantes.

Segundo Rocha (2005), o hipoclorito de sodio ¢ um oxidante que pode resultar
em modificagdes nas membranas celulares da testa da semente acarretando em um
aumento na absorcdo de oxigénio e, consequentemente, na porcentagem de germinacao,
fato que pode explicar o resultado encontrado - germinacdo e descontaminacdo de 84%
para M. macrocalyx. Para a espécie Eugenia uniflora L., da mesma familia, os autores
Silva et al. (2014) atingiram resultados 15% melhores em relagdo a germinacdo e
descontaminacao (98%), utilizando a mesma solucdo (&gar-agua) e mesmo tempo de
imersdo no hipoclorito (1,25%), a diferenca de resultado pode ter ocorrido em fungéo do
transporte e armazenamento das sementes de M. macrocalyx antes da execucdo do teste,
uma vez que ainda ndo se tem dados sobre viabilidade das sementes.

Além da viabilidade, Pasqual (2001) indica que a escolha do meio de cultura é
parte essencial do cultivo in vitro, necessitando de constantes aprimoramentos para que
resulte em uma maior resposta de germinacdo. Nesse sentido, é possivel que o
percentual de germinacdo in vitro seja aumentado mediante a ado¢do de meios de
cultura que apresentem macro e micronutrientes em sua cOmposi¢cdo, cOmMo por
exemplo, os meios MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e Wood Plant Meedium —
WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980) que vem sendo amplamente utilizados para
frutiferas do Cerrado (LONDE et al., 2007) mas ndo testados no presente trabalho. Em
funcdo do alto custo da técnica e dos meios de cultura, em geral, 0 uso da solucdao
agar/agua tem sido uma alternativa de baixo custo que apresenta resultados satisfatorios
(ERIG; SCHUCH, 2005; FARI; MELO, 2005; RIBEIRO et al., 2013; SILVA et al,
2014).

Para a multiplicacdo de M. macrocalyx, a diluicdo de %2 do meio MS se mostrou
eficiente, da mesma forma que foi usado para trabalho com Stryphnodendron
polyphyllum Mart. (FRANCA et al., 1995), Alibertia edulis Rich (SILVA et al, 2008) e
Jacaranda ulei Bureau and K. Schum (SILVEIRA et al., 2013).

Outro fator que pode influenciar o desenvolvimento dos explantes, durante o
cultivo in vitro, é a interacdo entre as concentracdes de reguladores de crescimento e 0s

horménios presentes nas plantas (MERCIER et al., 2003). Os dados mostraram que a

citocinina BAP na concentragdo de 0,05 mg.L'1 resultou em maior producdo de brotos
(aproximadamente 2 brotos/explantes) nas duas subculturas, com segmentos nodais, em
comparagdo com os demais tratamentos para M. macrocalyx e brotos maiores (1,72 cm -
1° subcultura; 1,79 cm - 2° subcultura). Os resultados foram diferentes dos obtidos por
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Scutti e Zanette (2000); Brondani et al (2009); Rossato et al (2015) e Rai et al (2009)
0s quais trabalharam com outras espécies da familia Myrtaceae e que, em geral,

recomendam concentragdes acima de 0,25 até 1,00 mg.L"1 de BAP.

Na literatura estd bem documentado o potencial das auxinas no alongamento e
rizogénese de explantes (LITTLE; MACDONALD, 2003; NURI, 2004; SOARES et al,
2007) e das citocininas na inducdo brotacées (PEREZ-TRONERO et al., 2000), mas os
efeitos desses reguladores do crescimento nem sempre sdo 0s mesmos nas diferentes
espécies estudadas (PASQUAL, 2001). Dessa forma, ndo € incomum encontrar
citocininas que promovam o0 alongamento como ocorreu com a M. macrocalyx
(DEBNATH, 2005; KHALEKUZZAMAN et al, 2003). E importante ressaltar que
embora ndo tenham induzido a formacdo de raizes, a auxina AIB influenciou no
alongamento dos explantes quando combinada ao carvdo ativado e na indugédo e
alongamento de folhas quando combinado a citocinina BAP.

Em relacdo as folhas, os resultados encontrados na segunda subcultura podem
indicar que o nimero de subculturas subsequentes pode ter um efeito importante na
inducgéo e alongamento das folhas. O efeito dessas consecutivas subculturas pode estar
associado ao equilibrio entre os reguladores de crescimento e os horménios, visto que
0s horménios presentes na planta podem diminuir de uma subcultura para outra (SILVA

et al., 2008). A maior média foi encontrada no tratamento com a combinacdo de BAP

0,05 mg.L'l + AIB 0,01 mg.L'l. A combinacdo de auxinas e citocininas foi relatado
como eficiente em protocolos de propagacdo in vitro de outras espécies do Cerrado,
como Kielmeyera coriacea (ARELLO e PINTO, 1993) e Alibertia edulis Rich (SILVA
et al., 2008).

Assim como no experimento de Silva et al (2014) e Rossato et al (2015), ndo foi
possivel estabelecer um protocolo eficiente para a indugdo de rizogénese de M.
macrocalyx, mesmo na presenca das auxinas ANA, 2,4-D e AIB e do carvéo ativado.
Situacdo registrada com frequéncia na literatura para diversas espécies (ROHN;
HANUS, 1987; LEITE et al., 2007; GOLLE et al., 2012).

Segundo Hackett (1988), a habilidade de enraizamento dos explantes declina
com a maturidade. De acordo com Rotundo (1993), isso ocorre por que ha significativas
alteracdes na capacidade morfogenética dos tecidos quando as espécies passam do
estado juvenil para o adulto. McCown (1988) e Pasqual (2001) indicam que, em alguns

casos, 0 problema pode ser resolvido com continuas subculturas que promovem o

62



rejuvenescimento dos tecidos e aumentam a capacidade de enraizamento. Embora a
presente pesquisa tenha utilizado explantes subcultivados trés vezes, ndo houve
formacdo de raizes para a especie estudada. Souza e Pereira (2007), em revisdo sobre
“enraizamento de plantas cultivadas in vitro”, relatam que muitos trabalhos tém
revelado que fatores genéticos, pH e meio de cultura, também podem estar ligados a
capacidade dos explantes da espécie em formar ou néo raizes.

Embora ndo tenha ocorrido a formacéo de raizes, foi possivel verificar a grande
ocorréncia de calos que podem ter aparecido em funcdo das condi¢des do tratamento
com a auxina 2,4-D. Essas celulas, quando estimuladas, podem formar embrides
somaticos, brotos e raizes, 0 que permite estudos de regeneracdo de plantas a partir de
células isoladas (VENTURIERI; VENTURIERI, 2004; MA et al., 2009), abrindo
precedentes para novos questionamentos e estudos com a espécie. Outra possibilidade é
a continuidade com estudos que viabilizem a inducéo de brotos a partir de segmentos da
raiz e do hipocétilo, uma vez que mesmo com uma baixa representatividade estatistica

foram registrados brotos nesses tipos de explantes.

5. CONCLUSAO

Os protocolos iniciados nesse trabalho necessitam de continuidade,
principalmente no que se refere a etapa de rizogénese da espécie. A utilizacdo de
sementes como fonte de explantes assim como a solucdo de &gar/agua sdo indicados
para a germinacdo in vitro da espécie em funcdo do baixo custo e alto percentual
germinativo. O protocolo de assepsia foi considerado eficaz para desinfestacdo das
sementes da espécie, visto que apresentou baixo nivel de contaminacdo e possibilidade

de orientacdo para a elaboracdo de protocolos em tecidos maduros. Para a inducéo e

alongamento de brotos indica-se BAP 0,05 mg. L em % MS e para inducdo e

alongamento das folhas a combinagéo de BAP e AIB em baixas concentracdes.
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CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo € o primeiro a registrar as caracteristicas morfolégicas das
plantulas e do processo germinativo de Myrcia macrocalyx, além de testar as técnicas de
propagacao in vitro e ex vitro com a espécie. Esta dissertacao registra dados importantes
sobre o desenvolvimento de suas fases iniciais como a caracteristica de deiscéncia do
fruto, considerado incomum para as espécies do género Myrcia.

A partir dos dados coletados, foi aberta a possibilidade de novos estudos com a
tribo Myrtae e a possibilidade de pesquisas que permitam o entendimento da biologia da
dispersdo da M. macrocalyx, contribuindo para a conservacdo da espécie. Além da
descricdo da plantula e do processo germinativo que podem auxiliar na identificacdo da
espécie em campo e no registro de novas populages, visto que a mesma apresenta uma
area de distribuicdo restrita com poucas populacdes conhecidas.

Embora o protocolo de germinacao por técnicas tradicionais (ex vitro) tenha sido
estabelecido, ainda ha muito a ser feito para estabelecimento de um protocolo in vitro
eficiente, principalmente no que se refere a rizogénese e fases subsequentes
(aclimatizacdo e aclimatacdo). O estudo resulta em explantes descontaminados a partir
de sementes germinadas in vitro e respostas de indugdo e alongamento dos brotos por
meio de reguladores de crescimento, 0 que possibilita o direcionamento para a
conclusdo desses protocolos.

Dessa forma, acredita-se que a totalidade deste estudo forneca ferramentas para
elaboracdo de estratégias de conservacdo da espécie e ampliacdo dos estudos de cultivo
in vitro de outras espécies nativas do Cerrado.
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