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ESTUDO DA PROPAGAGCAO da Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff (Myrtaceae)

RESUMO GERAL

A Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff € uma das espécies frutiferas pertencentes
a familia Myrtaceae, conhecida popularmente como “cabeludinha” ou “jabuticaba-
amarela”. A espécie ¢ nativa da Mata Atlantica e encontra-se naturalmente nos estados
de S&o Paulo, Rio de Janeiro e na regido sul de Minas Gerais. Contudo, ainda s&o escassos
os estudos sobre a propagacdo desta espécie. No Capitulo 1, avaliou-se diferentes
tratamentos para promover a germinacgdo de sementes de P. glomerata. Utilizou-se 75
sementes por tratamento sendo divididas em 3 repeticbes de 25 sementes, em um
delineamento experimental inteiramente casualizado nos dois experimentos. No
experimento 1 foram realizados sete tratamentos: controle, imersdo em solucdo aquosa
de GA; (250 mg L) por 24h, imersdo em solugdo aquosa de GAs (500 mg L) por 24h,
imers3o em soluco aquosa com 5mL de Stimulate® Kg " de sementes. No experimento
2 foram realizados sete tratamentos com diferentes doses de Stimulate® Kg " de sementes:
controle, 5 mL, 10 mL, 15 mL, 20 mL, 25 mL e 30 mL. A qualidade fisiol6gica das
sementes foi avaliada por meio dos seguintes testes de germinacao e vigor: germinacao,
indice de velocidade de germinacdo, comprimento de plantulas, massas fresca e seca das
plantulas. Com relagdo a comprimento, massa fresca e massa seca, houve diferengas
estatisticas significativas entre os tratamentos realizados, 250 e 500 mg L™ de GAs e 5mL
Kg * de semente de Stimulate®. A utilizagdo de 250 e 500 mg L de GAsz proporcionaram
melhores resultados para as trés variaveis analisadas. As doses de 15 a 25 mL de
Stimulate® Kg * de sementes proporcionaram incremento para todos os parametros
analisados. Tanto o &cido giberélico na concentracéo de 250 mg L™ quanto doses de 15 a
25 mL de Stimulate® Kg * de sementes sdo eficientes na superacdo da dorméncia de
sementes de P. glomerata No Capitulo 2, como tentativa de elucidar o comportamento
das sementes de P. glomerata quanto a tolerancia a dessecacdo visando a sua conservagao
a longo prazo, objetivou-se avaliar os efeitos da secagem lenta sob temperatura ambiente
e rapida com silica gel no potencial fisiolégico das sementes. Os frutos foram coletados
no final do més de novembro/2015, no pomar da area de Fruticultura da UFGD. Para o
estudo da sensibilidade a dessecacdo, realizou-se a reducdo do nivel de hidratacdo das
sementes visando a obtencdo de teores de agua de 30, 25, 20, 15, 10 e 5%, por meio de
secagem com silica gel (rapida) e secagem em condi¢6es de laboratério (lenta) (25 + 2°C
e 35 UR%). Para avaliacdo do potencial fisiologico das sementes foram realizados os
testes de: teor de &gua, porcentagem de plantulas normais, indice de velocidade de
germinacdo, comprimento de plantulas, massa fresca e massa seca de plantulas. O
delineamento foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial (2 tipos de secagens x
6 teores de agua). As sementes de P. glomerata sdo sensiveis a dessecacdo e a reducdo
do teor de &gua. A partir de 20% tanto na secagem rapida quanto lenta ha prejuizo no
potencial fisioldgico das sementes com a reducdo do acimulo de massa fresca e seca nas
plantulas. No Capitulo 3, objetivou-se realizar a germinag&o in vitro de sementes de P.
glomerata utilizando diferentes concentracfes de &cido giberélico, a organogénese in
vitro de explantes foliares com diferentes concentragdes de BAP combinado com ANA e
a andlise histoldgica dos calos. Para a germinacgdo in vitro, foram realizados dois
experimentos: 1) sementes foram primeiramente embebidas por 24 horas em agua estéril
antes da assepsia em hipoclorito de sodio e 2) sementes primeiramente foram
desinfestadas e depois embebidas por 24 horas em agua estéril. Foi utilizado o meio de
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cultura MS para a germinacéo in vitro com diferentes concentracdes de GAs: tratamento
controle, sem adicéo de regulador vegetal; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 € 10,0 mg L de GAs. Paraa
organogénese foram utilizadas folhas de plantulas germinadas in vitro. Os explantes
foram inoculadas em meio MS em seis tratamentos: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L de
BAP, todos combinados com 0,1 mg L™ de ANA. Para a andlise histoldgica de calos
foram utilizados calos cultivados em meio MS suplementados com 1,0 mg L™ de BAP ¢
0,1 mg L de ANA e fixados em F.A.A. 50 por 48 horas e transferidos para alcool etilico
70. As amostras foram seccionadas no sentido transversal na espessura de 5 um com
auxilio de um micrétomo e coradas com azul de toluidina 0,05% em fosfato tampéo 0,1
M (pH 6,8). Apds 30 dias de cultivo in vitro, verificou-se que nas sementes do
experimento 1, houve a emissdo da raiz primaria e parte aérea. No entanto, ndo houve
germinacdo em nenhum tratamento com GAs do experimento 2. Para porcentagem de
germinacdo in vitro, observou-se um incremento na germinacao proporcional ao aumento
da concentracdo, variando entre 2,5% no tratamento controle e 85% na concentracdo de
10 mg L de GAs, demostrando que as sementes de P. glomerata necessitam de aplicacio
exogena desse regulador vegetal para otimizar a germinagdo. Na organogénese, 92% de
explantes apresentaram calos quando se utilizou 1,0 mg L2 de BAP e 0,1 mg L' de ANA.

Palavras-chaves: cabeludinha, cultivo in vitro, fruticultura, GAs, planta medicinal,
secagem de sementes.
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Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff (Myrtaceae)’s Propagation Study

GENERAL ABSTRACT

Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff is a fruit species of the Myrtaceae family, popularly
known as "cabeludinha™ or " yellow jabuticaba". It is an Atlantic Forest’s species
naturally found in the states of S&o Paulo, Rio de Janeiro and in the southern region of
Minas Gerais. In the literature survey, there aren’t studies on the spread of this species.
In Chapter 1 , we evaluate different treatments to promote the germination of P.
glomerata seeds. We used 75 seeds per treatment were divided into three replicates of 25
seeds in a completely randomized design. In the first experiment were performed seven
treatments: control, immersion in an aqueous solution of GAs (250 mg L) for 24h,
immersion in an aqueous solution of GA3 (500 mg L) for 24h, immersion in agueous
solution with 5mL Stimulate® kg - of seeds. In the second experiment were performed
seven treatments with different doses of Stimulate® kg -1of seeds: control, 5, 10, 15, 20,
25 and 30 mL. The seed physiological quality was evaluated by the following germination
and vigor tests: germination count, germination speed index, seedling length, fresh and
dry mass of seedlings. Regarding the length and fresh and dry mass, there were
statistically significant differences between the treatments 250 and 500 mg L™ GAs, and
5 mL kg * Stimulate® of seed. The use of 250 and 500 mg L™* GA; resulted in higher
averages for the three variables. In the second experiment, doses of 15 to 25 mL of
Stimulate® kg * seeds provided increase for all parameters. Both gibberellic acid at a
concentration of 250 mg L™ doses as 15 to 25 mL of Stimulate® kg * of seeds are
effective in overcoming dormancy P. glomerata seeds. In Chapter 2, the water content
of the seeds and desiccation tolerance are associated with the storage period supported by
species. In an attempt to understand the behavior of P. glomerata seeds during the drying
process aiming long-term storage, the objective was to evaluate the effects to the
physiological potential of seeds of slow drying at room temperature and fast drying using
silica gel. Fruits were collected at the end of November / 2015 in the orchard (Fruits area)
of UFGD. To study the sensitivity of desiccant, held reducing the hydration level of the
seeds in order to obtain water content 30, 25, 20, 15, 10 and 5%, by drying with silica
gel (fast) and drying at laboratory conditions (slow) (25 + 2 ° C and 35% RH). To evaluate
the physiological potential of the seeds tests were carried out on percentage of normal
seedlings, germination speed index, seedling length, total dry mass of seedlings. The
design was completely randomized in a factorial scheme (2 types of drying per 6 water
contents). The P. glomerata seeds are sensitive to desiccation and reducing the water
content and from 20 % in both fast and slow drying the physiological potential of seeds
was affected. In Chapter 3, this study aimed perform the in vitro germination of seeds P.
glomerata using different concentrations of gibberellic acid, in vitro organogenesis of
leaf explants with different BAP concentrations combined with ANA and histological
analysis of calluses. For in vitro germination, two experiments were conducted: 1) seeds
were first embedded for 24 hours in sterile water prior to sodium hypochlorite asepsis and
2) seeds were first sterilized and then embedded for 24 hours in sterile water. It was used
MS medium for germination in vitro with different concentrations of GAs: control
treatment without addition of plant growth regulator; 0.5, 1.0, 2.0, 5.0 and 10.0 mg L*
GA:s. During organogenesis seedling leaves were germinated in vitro. The explants were
inoculated in MS six treatments: 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0 mg L* BAP, all combined
with 0.1 mg Lt NAA. After 30 days of in vitro culture, the seeds of the first experiment
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presented issue of primary root and shoot. However there was no germination in
treatments with GAgz at the second experiment. For the variable in vitro germination
percentage was observed an increase in germination proportional to the increase in
concentration ranging from 2.5% in the control treatment and 85% in the concentration
10 mg L GA3, showing that P. glomerata seeds require exogenous application of growth
regulator to the higher percentage germination occurs. During organogenesis, in the fifth
treatment, 92% of explants presented callus when using 1.0 mg I-1 BAP and 0.1 mg L-1
NAA.

Key-words: cabeludinha, fruit, GAs, in vitro cultivation, medicinal plants, seed drying.
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1. INTRODUCAO GERAL

Myrtaceae € uma das maiores familias botanicas, tem 132 géneros e 5.671
espécies, distribuidas em arvores e arbustos (GOVAERTS et al., 2008). E dividido em
duas subfamilias: Leptospermoideae e Myrtoideae. A Leptospermoideae ocorre na Asia
e na Africa e Myrtoideae na América Tropical, Asia, Austrélia e Pacifico (MITRA et al.,
2012). O Brasil tem cerca de 1.000 espécies (LANDRUM e KAWASAKI, 1997),
distribuidos nos diferentes ecossistemas. Do ponto de vista taxondémico € uma das
familias mais complexas, tanto pelo nimero de espécies quanto por poucos estudos
taxonémicos (SOUZA e LORENZI, 2005).

Algumas espécies da familia Myrtaceae produzem frutos comestiveis que séo
usados frescos e para fazer sucos, licores e doces. Segundo Manica et al. (2000), entre as
frutiferas nativas quatro géneros se destacam como o0s mais importantes do ponto de vista
econémico: Feijoa, Eugenia, Myrciaria e Psidium. As espécies pertencentes a familia
Myrtaceae aparecem entre as mais comuns na maioria das formacdes vegetais da flora
brasileira (MALDONADO, 2014; CASTRO e LORENZI, 2005). A espécie frutifera mais
estudada e difundida é a goiabeira (Psidium guajava L.), mas diversas outras espécies
apresentam potencial semelhante, embora dependam de domesticacdo, sendo
comercializada em pequena escala.

Outras frutiferas de destaque sdo: jabuticaba (Myrciaria cauliflora), pitangueira
(Eugenia uniflora), cereja-nacional (Eugenia cerasiflora), uvaia (Eugenia pyriformes),
cerejeira-do-mato (Eugenia involucrata), goiaba-serrana (Acca sellowiana), cambuci
(Campomanesia phaea), gabirobeira (Campomanesia spp.), aracazeiro (Psidium
cattleianum) e cabeludinha (Plinia glomerata ).

O interesse industrial pelas frutas nativas tem aumentando, principalmente ap6s a
década de 40. A mangaba (Hancornia speciosa) foi explorada para a producédo de latex,
e desde a década de 70, sdo encontrados estudos que comprovam a possibilidade de
utilizacdo de babacu (Orbignya phalerata) e macaliba (Acrocomia aculeata) como
biocombustiveis. Outras espécies como pequi (Caryocar brasiliense), cagaita (Eugenia
dysenterica\), araticum (Annona sp), bart (Dypterix alata), cajuzinho-do-cerrado
(Anacardium humili) e a gabirobeira (Campomanesia sp) vem sendo utilizadas pela
industria de forma extrativista e predatéria (AVIDOS e FERREIRA, 2003). Para isso é

importante investir em trabalhos de domesticacdo das espécies frutiferas nativas para que
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possam ser cultivadas e comercializadas (JUNQUEIRA et al., 2008). As espécies nativas
sdo importantes para desenvolver um mercado que possa gerar renda e qualidade de vida
as populacoes locais e, além disso, facilitar a exportacdo de matéria prima para as outras
regides, mantendo-se a qualidade e a conservacdo do produto (NAVES, 1999, BRAGA
FILHO et al., 2009).

A crescente necessidade no avango do conhecimento dos principais processos que
envolvem a germinacéo e a fisiologia do crescimento e o desenvolvimento de espécies
nativas e frutiferas tem se evidenciado no Brasil no inicio deste século. Dentre o0s
principais aspectos necessarios para a implantacdo e o manejo de florestas nativas,
destaca- se o processo de germinagdo das sementes, que pode fornecer subsidio para a
compreensdo da regeneracao natural e a tecnologia de producdo de mudas.

A maioria dos projetos que visa a conservacao e a exploracao de espécies florestais
nativas depende da formacao de mudas. Assim, a renovagéo da vegetacao e a recuperacao
de &reas degradadas, bem como o estabelecimento de bancos de germoplasma, séo
baseados na coleta e técnicas de armazenamento de sementes e na producao de mudas de

espécies em potencial.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais da Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff

A Plinia glomerata pertence a familia Myrtaceae e € conhecida popularmente por
cabeludinha. Recebe este nome devido a sua peculiar caracteristica de possuir uma grande
quantidade de tricomas sobre os frutos e partes verdes da planta e tem como sinonimias
Myrciaria glomerata Berg., Eugenia cabelluda Kiaersk, Eugenia tomentosa Berg. A
espécie € nativa da Mata Atlantica e ocorre naturalmente nos estados de Sao Paulo, Rio
de Janeiro e no sul de Minas Gerais (CABELUDINHA, 2005).

O género Plinia compreende arvores com altura de 3-6 metros, apresentando
ramos eretos, glabros, escuros e flexiveis. As partes jovens da planta sdo recobertas por
pelos brancos. Suas folhas sdo opostas, na cor verde-escuro, com peciolos curtos, sdo
elipticas e agudas, com glandulas translicidas na folha. As folhas tém 4 a 7 centimetros
de comprimento e possuem nervuras salientes na face inferior. Suas flores sdo das vezes
brancas, pequenas e numerosas (LORENZI, 2002).

O fruto é em forma de baga, globosa, coroado por uma cicatriz de restos de flor,
casca grossa na cor amarelo-canario, possui uma ou duas sementes grandes com sabor
adstringente (LORENZI, 2002). Seus frutos tém sabor agradavel, levemente acido, sdo
ricos em vitaminas e normalmente sdo consumidos in natura. Também é utilizada como
planta ornamental, gracas as suas densas ramificacOes, elegante copa e folhagem verde-
escura (LORENZI, 2002).

Segundo Andersen e Andersen (1989), os frutos possuem valores de acido
ascorbico superiores aos teores encontrados no suco de laranja. Apesar de pouco
conhecida, essa fruta é muito utilizada na fabricacdo de geleia e refrescos. E também
muito apreciada por passaros e outros animais silvestres (SUGUINO et al., 2006).

Estudos demostraram que a composicdo do 6leo essencial de P. glomerata é
constituido praticamente de germacreno B, a-cardinol, B-elemene, germacreno D e
cariofileno. Estudos relacionados a aplicacdo de seu extrato metandlico demostraram
atividade antimicrobiana contra Streptococus aureus, Pseudomonas aeruginosa e
Burhloderia cepacia (SILVA et al., 2000).

Fisher et al. (2008) avaliaram o extrato metandlico bruto e o extrato aceténico de
P. glomerata, que exibiram efeito hipinotico, antidepressivo e mostrou propriedades

antinoceptivas em varios modelos de dor em ratos. Em relagdo aos estudos fitoquimicos
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das folhas, foram isolados os acidos 3,4,3"- trimetoxiflavelagico-4- O-glicosideo, 3,4,3"-
trimetoxiflavelagico e quercitrina. Serafin et al. (2007) observaram que alguns compostos
sdo mais ativos que certos farmacos, como: aspirina, paracetamol, diclofenaco e dipirona,
quando testados no modelo de dor induzido por acido acético em ratos (SERAFIN et al.,
2007).
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FIGURAL. Estruturas quimicas de substancias presentes no 6éleo essencial de Plinia
glomerata. Fonte: Serafin et al. (2007)

Em 2014, no Congresso Brasileiro de Fruticultura, esta espécie foi citada e

exemplificada como uma frutifera potencial para futuros trabalhos de pesquisa.

2.2. Germinacdo de sementes

A germinacdo das sementes, do ponto de vista bioldgico, pode ser definida como
a sequéncia de eventos fisioldgicos que ocorrem antes da protruséo da raiz primaria em
sementes embebidas ndo dormentes, regulado por varios fatores ambientais, como
umidade, oxigénio, temperatura, luz, nutrientes e balango hormonal (NONOGAKI, 2006;
SEO et al., 2009; DOUSSEAU et al., 2011).

O processo germinativo tem inicio com a embebicdo de agua pelos tecidos da
semente, seguida da retomada das atividades metabodlicas, sobretudo da sintese de novas

enzimas e do aumento de atividades das hidrolases pré-existentes, visando a mobilizacéo
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dos compostos de reserva para a retomada de crescimento do eixo embrionario (SALES,
et al., 2005).

O processo de absorcdo de agua pelas sementes evolui de acordo com um padrao
trifasico, proposto por Bewley e Black (1994). A Fase | é caracterizada pela rapida
transferéncia de agua do substrato para a semente, mediante a diferenca acentuada entre
os potencias hidricos. Nesta fase, surgem os primeiros sinais da reativacdo do
metabolismo, com o aumento acentuado da atividade respiratoria e liberacdo de energia
para a germinacdo, ativacdo de enzimas e sintese de proteinas a partir do RNAmM
armazenado ao final do processo de maturagdo. Na fase Il ocorrem reduces drasticas da
velocidade de hidratagdo e da intensidade de respiracdo. O inicio da Fase Ill, tornando
visivel a retomada de crescimento do embrido, é identificado pela protrusdo da raiz
primaria, tratando-se de uma etapa alcangada apenas por sementes vivas e ndo dormentes.

A &gua exerce determinante influéncia sobre o processo de germinacdo. De sua
absorcéo resulta a reidratacdo dos tecidos com a consequente intensificacdo da respiracéo
e de todas as outras atividades metabdlicas, que culminam com o fornecimento de energia
e nutrientes necessarios para a retomada de crescimento por parte do eixo embrionario.
Além disso, a absorcdo de dgua desempenha outros efeitos, como o aumento de volume
da semente, provocando o rompimento do tegumento, o0 que vem, posteriormente, facilitar
a emergéncia do eixo embrionario (ou outra estrutura qualquer) do interior da semente
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000; BRASIL, 2009).

O teste mais tradicionalmente utilizado para a avaliagcdo da qualidade de lotes de
sementes € o teste de germinacdo (OLIVEIRA et al., 2004). Nesse teste, a temperatura
atua na velocidade de absorcdo de agua e também sobre as reacdes bioquimicas que
determinam todo o processo e em consequéncia, afeta tanto a velocidade e uniformidade
da germinacdo, como a germinacdo total (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012). O
intervalo de temperatura para germinacgdo varia em funcdo da espécie e, dentro dessa
faixa, pode ser considerada como temperatura 6tima aquela na qual a maior porcentagem
de germinacdo é obtida em menor espaco de tempo. A faixa de temperatura considerada
Otima para a germinacéo se encontra entre 15 e 30°C (MARCOS FILHO, 2005).

A luz representa outro fator ambiental com efeito sobre 0 processo germinativo,
podendo estimula-lo ou inibi-lo. As sementes podem ser classificadas com relagao a sua
resposta a condicéo de luz, sendo consideradas fotoblaticas positivas, quando as sementes
dependem da luz para promover a geminacao, fotoblaticas negativas, quando a geminacéao

é reduzida ou inibida na presenca de luz e fotoblaticas independentes, quando germinam



29

indiferentes a condicdo de luz (MARCOS FILHO, 2005). A ativacdo das sementes pela
luz esté relacionada a um pigmento denominado fitocromo, o qual, ao absorver luz num
determinado comprimento de onda, muda de estrutura bioguimica, permitindo ou ndo a
resposta fotomorfogenética (TAIZ e ZEIGER, 2013). Aparentemente, o fitocromo esta
sempre associado ao funcionamento das membranas biologicas, regulando,
provavelmente, sua permeabilidade e controlando, dessa maneira, o fluxo de inimeras
substancias dentro das células e entre elas (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Pouco se sabe sobre o efeito fisiologico e as respostas dos bioestimulantes na
germinacdo de sementes, no entanto, sabe-se dos efeitos dos reguladores vegetais na
fisiologia do desenvolvimento vegetal e dos provaveis efeitos sinérgicos da auxina
giberelina e citocinina em atuacdo conjunta em diferentes culturas. Os bioestimulantes
sdo a mistura de reguladores vegetais ou de um ou mais reguladores com outros
compostos de natureza bioquimica diferente; esse produto quimico pode, em fungédo da
sua composigéo, concentracédo e proporcdo das substancias, incrementar o crescimento e
desenvolvimento vegetal (CASTRO e VIEIRA, 2001). A aplicacdo de bioestimulantes
tem apresentado resultados significativos no desenvolvimento e produtividade em plantas
agricolas, olericolas e frutiferas (CASTRO e VIEIRA, 2004).

2.3. Superacdo da dorméncia

A dorméncia é considerada como a condi¢do na qual a semente ndo germina
mesmo com os fatores ambientais favoraveis a tal evento, podendo o bloqueio a
germinacdo estar situado na propria semente (CARVALHO e NAKAGAWA, 2012;
LOPES et al., 2011). Esse fendmeno representa atributo dos mais eficientes para garantir
a sobrevivéncia e a continuidade da espécie, ja que evita a germina¢do quando as
condicdes sdo desfavoraveis ao estabelecimento das plantulas. Além disso, a dorméncia
permite a distribuicdo da germinacdo ao longo do tempo (FOWLER e BIANCHETTI,
2000).

Em alguns momentos, a dorméncia é vantajosa para a sobrevivéncia das espécies
em condicdes naturais, uma vez que distribui a germinacéo ao longo do tempo ou permite
que a germinacgédo ocorra somente quando as condicGes forem favoraveis a sobrevivéncia
das plantulas. Por outro lado, a dorméncia € prejudicial quando se deseja que as sementes
germinem em curto espaco de tempo, pois, impede a producdo uniforme de mudas. Neste

caso, o conhecimento das causas da dorméncia é de significativa importancia pratica, pois
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permite a aplicagdo de tratamentos apropriados para se obter melhor germinacdo
(DUTRA et al., 2010).

A dorméncia é um fendmeno controlado por fatores genéticos, mas, sua inducéo
ocorre devido a influéncia do ambiente durante a maturacédo, reagindo, principalmente,
as temperaturas elevadas e ao estresse hidrico (MARCOS FILHO, 2005). Ha diversas
classificagOes para a dorméncia de sementes. Bewley e Black (1994) reconhecem trés
tipos: dorméncia fisioldgica, causada pela presenca de substancias inibidoras dos
processos metabolicos; dorméncia embrionaria, quando o embrido se encontra
subdesenvolvido ou subdiferenciado e a dorméncia imposta pelo tegumento
impermeavel.

No entanto para Marcos Filho (2005), existem somente dois tipos de dorméncia:
primaria e secundaria. A dorméncia primaria € uma caracteristica ou padrdo de
desenvolvimento especifico e programado geneticamente, ou seja, as sementes S&o
liberadas da planta-mée ja dormentes. Na dorméncia secundaria, a semente € programada
para desencadear a manifestacdo do mecanismo que determina a dorméncia, mas,
geralmente, ndo esta dormente quando se desliga, fisiologicamente, da planta-mée, ou
seja, sdo liberadas em estado ndo-dormente, em condi¢fes desfavordveis para a
germinacéo, tornando-se dormentes.

Uma das préticas para superacao da dorméncia e uniformizacdo da germinacéo é
a utilizacdo de fitoreguladores. A utilizacdo de reguladores vegetais tem sido reportada
por diversos pesquisadores para acelerar e melhorar a germinagdo de sementes e
promover o crescimento das plantulas (PEIXOTO et al., 2011).

Segundo Raven (2002) e Taiz e Zeiger (2013), a giberelina (GA3) produzida no
embrido migra para a camada de aleurona, estimulando a sintese de enzimas hidroliticas.
Essas enzimas sdo liberadas no interior do endosperma amilaceo, onde hidrolizam as
reservas do endosperma em agucares e aminoacidos, as quais sao soluveis e difusiveis.
Os aglcares e aminoacidos sdo entdo absorvidos pelo escutelo (cotilédone) e
transportados para 0s eixos embrionarios, promovendo o crescimento. Tal fato levara ao
estimulo ao alongamento celular, fazendo com que a raiz rompa o tegumento da semente,
acelerando a germinagdo com maior uniformidade.

Nesse sentido, a aplicacdo exdgena de giberelina e outros reguladores de
crescimento vegetal pode ser realizada por meio de bioestimulantes que promovem o
equilibrio hormonal das plantas, favorecendo a expressdo do seu potencial genético,

estimulando o desenvolvimento do sistema radicular (ONO et al., 1999). Esses produtos
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agem na degradacéo de substancias de reserva das sementes, na diferenciacgéo, diviséo e
alongamento celulares (CASTRO e VIEIRA, 2001).

O produto comercial conhecido como Stimulate® possui a capacidade de
estimular o desenvolvimento radicular, aumentando a absorcéo de agua e nutrientes pelas
raizes, podendo favorecer também o equilibrio hormonal da planta (SANTOS e VIEIRA,
2005). Segundo Dantas et al. (2012), a aplicagdo de reguladores de crescimento durante
os estadios iniciais de desenvolvimento da planta promove o crescimento da raiz, permite
a rapida recuperacdo ap0s o estresse hidrico, aumenta a resisténcia a insetos, pragas,
doencas e nematoides, e promove o estabelecimento de plantas de forma répida e

uniforme que melhora a absorcéo de nutrientes e o rendimento.

2.4. Sensibilidade a dessecacgédo

A tolerancia das sementes a dessecacdo € decorrente da interacdo de varios
mecanismos que atuam em conjunto e que podem afetar diretamente o grau de
sensibilidade. Um dos mecanismos associados a sensibilidade a dessecacdo durante o
desenvolvimento de sementes € a expressdo de proteinas especificas. Nas sementes
tolerantes, proteinas hidrofilicas, como as Late Embryogeneses Abundant - LEA, sdo
tipicamente acumuladas durante as fases finais da embriogenese em resposta a secagem,
a baixa temperatura, salinidade ou tratamento exdgeno de Acido Abscisico - ABA
(WALTERS et al., 2001; ROSA et al. 2005, FISHER, 2008a).

As proteinas LEA tém alta solubilidade e estabilidade em &gua, mesmo em
ebulicdo, sendo esta caracteristica atribuida a proporcdo de aminoacidos hidrofilicos,
principalmente glutamina e glicina (BUITINK et al., 2002). Sua fungdo € protetora de
componentes celulares, principalmente pela habilidade de formar espirais amorfas, com
0 objetivo de proteger a integridade celular na auséncia de 4gua (PAMMENTER e
BERJAK, 2000).

O teor de agua nas sementes é outro fator que influencia decisivamente no
processo germinativo e na sua longevidade. Com relacdo a tolerancia a secagem, as
sementes podem ser classificadas em dois grandes grupos, ortodoxas e recalcitrantes. As
sementes ortodoxas toleram a dessecacgéo no final de seu amadurecimento na planta-mae
e sdo capazes de manter seu potencial de germinagdo por longos periodos de
armazenamento em estado seco. Por outro lado, as sementes recalcitrantes apresentam

elevado teor de agua na maturidade, séo intolerantes a dessecacdo e comegam a germinar
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imediatamente apos a fase de maturacdo, sem passar pela fase de secagem e quiescéncia
metabdlica. Existe ainda, um outro grupo que apresenta um comportamento intermediério
entre as ortodoxas e recalcitrantes, chamado de sementes intermediarias. Sementes desse
grupo apresentam pequena resisténcia a baixas temperaturas, porém certa tolerancia a
dessecacgédo (ELLIS et al., 1990; COSTA, 2009).

Varios trabalhos (MASETTO et al., 2008; FISHER, 2008; ANGELOVICI et al.,
2010; MASETTO et al., 2015; DRESCH et al., 2015a; DRESCH et al., 2015b; DRESCH,
et al., 2016; BENTO et al., 2016) avaliam a sensibilidade das sementes ao processo de
dessecagéo, sendo de grande importancia quantificar esse comportamento.

Alguns trabalhos citam que as sementes de diversas espécies de Myrtaceae
apresentam comportamento recalcitrante. Alguns estudos vém demonstrando essa
caracteristica em sementes de araca amarelo (Aulomyrcia venulosa, JOSE et al., 2007);
guaramirim-ferro (Calyptranthes lucida) e fruto-do-macaco (Eugenia handroana,
CARVALHO et al., 2006), grumixameira (Eugenia brasiliensis, ANDRADE, 1995),
cagaita (Eugenia dysenterica, ANDRADE et al., 1997), camu-camu (Myrciaria dubia ,
GENTIL e FERREIRA, 2000; FERREIRA e GENTIL, 2003).

Existem varios métodos de secagem de semente, no entanto, todos visam a
obtencgéo de sementes que, quando semeadas, germinem e originem plantulas vigorosas
(CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Na secagem natural as sementes sdo secadas
essencialmente pela acdo do calor e do vento, sem o uso de equipamento mecéanico e/ou
eletroeletronico; este tipo de secagem € mais lento e de baixo custo, quando comparado
com o método artificial, sujeita, portanto, as modificacBGes climaticas, razdo pela qual é
utilizada principalmente nas pequenas propriedades (CARVALHO, 2005; SILVA et al.
2012).

Algumas espécies de Myrtaceaea apresentam sensibilidade a dessecacéo, tais
como gabiroba (Campomanesia xanthocarpa, BORDIGNON, 2000), guaviroveira-de-
folha-crespa (Campomanesia rhombea), guabiju (Myrcianthes pungens), camboim
(Myrciaria tenella), cambuizinho (Myrceugenia euosma), pau-ferro (Myrrhinium
atropurpureum) e araca-roxo (Myrcia glabra)(ANDRADE, 2002), e diversas espécies
pertencentes ao género Eugenia (DELGADO, 2006).

O processo de secagem ocorre mediante duas fases, sendo a primeira, a
transferéncia de agua da superficie da semente para o ar que a circunda e, a segunda o
movimento da agua do interior da semente para a superficie (CARVALHO e

NAKAGAWA, 2000). A secagem das sementes, alem de contribuir para a preservagao
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da qualidade fisiologica durante o armazenamento, possibilita a antecipacdo da colheita
(GARCIA et al., 2004). Em sementes ortodoxas, a reducdo do teor de &gua retarda os
processos fisiologicos como a respiracdo e 0 consumo das reservas nutritivas
armazenadas em seus tecidos de reserva, prevenindo a proliferacdo de fungos e bactérias,
enquanto para as sementes recalcitrantes ou intermediarias, a secagem pode levar a morte
do embrido. Nas sementes florestais, a secagem é feita por método natural e artificial, o
primeiro refere-se a exposicao dos frutos e/ou sementes a acdo dos ventos e energia solar,
enguanto o outro ocorre pela movimentacdo da massa de ar de secagem por meio de
equipamentos especiais (MEDEIROS e EIRA, 2006).

2.5. Cultura de tecidos

O cultivo in vitro € uma importante ferramenta biotecnoldgica utilizada com
sucesso para a propagacao clonal de plantas, obtencdo de plantas livres de patgenos,
melhoramento e transformacdo genética, fertilizacdo in vitro, resgate de embrides,
conservagdo de germoplasma e também para a producdo de metabolitos secundarios
(GEORGE, 2008; ENGELMANN, 2011). E também utilizado na conservacéo in vitro de
germoplasmas de espécies ameacadas de extincdo ou que possuam dificuldade na
propagacédo sexuada (PINHAL et al., 2011).

Dentro da cultura de tecidos, a calogénese é amplamente utilizada como indicativo
das condicGes do meio de cultura que o explante requer para crescer, para estudar o0s
processos de diferenciacdo e o desenvolvimento das células, estudar explorar e produzir
metabdlitos primarios e secundarios, obter suspensdes celulares e alcancar a formacgéo de
brotacfes multiplas (LANDA et al., 2000; SANTOS et al., 2010).

Os calos sdo massas de células em crescimento desordenado, que apresentam
formas e tamanhos variados em diferentes graus de diferenciacdo (CARVALHO et al.,
2011; IKEUCHI et al., 2013). Este processo ocorre devido aos tecidos vegetais possuirem
alto grau de plasticidade para a diferenciacédo celular (IKEUCHI et al., 2013).

O processo de organogénese in vitro é complexo, pois envolve multiplas
interacOes entre varios fatores, como a fonte de explante, meio de cultura e condi¢des de
cultivo (GEORGE, 2008). Segundo Duclercq et al. (2011), os processos de regulacéo dos
estadios iniciais da organogénese sdo comandados por eventos que envolvem a
sinalizacdo celular, ocorrendo mudangas nas substancias associadas a sinalizacdo e

atividades de genes reguladores durante a formacdo de brotos. Tradicionalmente, o
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desenvolvimento de brotac6es € induzido utilizando-se meio de cultura enriquecido com
citocininas, combinadas ou ndo com outros compostos, como auxinas e giberelinas
(NICIOLI et al., 2008).

Na formacao dos calos, ha varios fatores que interferem no seu desenvolvimento,
como o 6rgdo fornecedor, o tamanho do explante, a idade e a época do ano em que este
foi seccionado (CERQUEIRA et al., 2002). Além disso a composicao do meio de cultura
e a presenca de reguladores de crescimento sdo fatores determinantes no estabelecimento
da competéncia e determinacao destas células, condigdes necessarias para a formacéo de

meristemas caulinares e/ou radiculares (KERBAUY, 1999).

2.6. Germinacdo in vitro

A germinacdo in vitro, de sementes e de embrides € uma metodologia da cultura
de tecidos, muito utilizada para espécies de dificil germinacdo ou com algum problema
de recalcitrancia. Essa técnica gera explantes assépticos e oferecem uma melhor resposta
morfogénica quando comparada com tecidos adultos, nas proximas etapas da cultura de
tecidos (GRIGOLETTO, 1997). Além disso, a germinacao de sementes in vitro permite,
frequentemente, maior germinabilidade das sementes do que em viveiros, possivelmente
porque as condig¢des in vitro sdo mais adequadas aos processos de germinacdo e
desenvolvimento inicial da plantula (NOLETO e SILVEIRA, 2004).

As técnicas de germinacdo in vitro podem ser aplicadas para varias espécies
(PINHEIRO et al., 2001; MARTINOTTO et al., 2007; PICOLOTTO etal., 2007; SOUZA
etal., 2011; DAMIANI et al., 2016), ja que visa a producdo de mudas em larga escala e
com garantias fitossanitarias, que podem ser empregadas na formacdo de bancos de
germoplasma para futuras pesquisas, estudos de reposicdo de mata nativa e implantacdo
de pomares comerciais (OLIVEIRA et al., 2014).

A presenga de reguladores de crescimento no meio de cultura é também
importante na regulagdo da germinacdo. Sabe-se hoje, que as giberelinas tém um papel-
chave nesse processo, estando envolvidas tanto na superacdo da dorméncia como no
controle da hidrdlise de reservas, da qual depende o embrido em crescimento (SOARES
etal., 2009). Além da superacéo da dorméncia, o uso de reguladores, como 0 GA® permite
a uniformizagdo da germinagdo de sementes, bem como favorece o crescimento das

plantulas.
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De acordo com Taiz e Zeiger (2013) as giberelinas possuem capacidade
promotora em uma série de processos do desenvolvimento vegetal, incluindo a
germinacdo de sementes, alongamento de haste, inducdo de florescimento,
desenvolvimento de anteras e sementes e crescimento do pericarpo (TAIZ e ZEIGER,
2013).

2.7. Andlise histologica

A inducdo de calos é uma técnica bastante utilizada na cultura de tecidos, pois
pode ser um indicativo das condi¢cdes de cultura que o explante requer para crescer
(SIQUEIRA e INOUE, 1992) e € uma forma de estudar o desenvolvimento das células,
explorando produtos que podem ser gerados pelo metabolismo primario e secundario,
podendo-se obter também, suspensbes celulares, multiplicacdo em larga escala de
embrides somaticos (LANDA et al., 2000). Outra vantagem deste processo € a utilizacao
em processos de transformacdo genética, regenerando plantas transformadas de forma
mais eficiente (FERNANDES et al., 2008).

No entanto, essas células podem ou ndo possuir competéncia para regenerar
estruturas organizadas, expressando sua totipotencialidade se estimuladas de forma
adequada. Isso significa que cada célula ja& diferenciada pode ser induzida a voltar ao seu
estado meristematico (desdiferenciado), redefinindo seu padrédo de diferenciacdo celular
e desenvolvendo ao final novos 6rgdos ou embrides somaticos (TERMIGNONI, 2005).

Durante a fase de calo, acompanhamentos citoldgicos se fazem necessarios, pois
assim € possivel identificar células que possuem potencial organogénico ou
embriogénico, obtendo informacdes associadas a morfologia e 0s parametros bioquimicos
das células viaveis, sendo possivel também identificar formacdes anormais durante o
cultivo in vitro (MOURA et al., 2008; PESCADOR et al., 2008; STEIN et al., 2010;
CARVALHO et al., 2013). Células de calos com este potencial possuem divisao mitética
rapida, tamanho pequeno e isodiamétrico, citoplasma denso, ndcleo volumoso com
nucléolo proeminente, pequeno vacuolo e abundancia de grdos de amido (STEIN et al.,
2010), indicativos que podem ser obtidos atraves da utilizagio de anélises histoldgicas.

O entendimento da ontogenia e do desenvolvimento dos principais eventos na

desdiferenciacdo celular para a formacéao do calo ou de estruturas definidas, tem sido alvo



36

de pesquisas em varias espécies para o aprimoramento da técnica de propagacg&o in vitro
(DIBAX et al., 2010; ALMEIDA et al., 2012; FEITOSA etal., 2013; LIMA et al., 2014).

Analisar a inducdo de calos com caracteristicas embriogénicas para posterior
regeneracdo de plantas in vitro €, portanto, importante para a regeneracao e multiplicacao
de plantas com caracteristicas agrondémicas desejaveis (PINTO et al., 2011; ROCHA et
al., 2015).

Os estudos anatébmicos em Myrtaceae foram voltados principalmente para o
reconhecimento de padrdes taxonémicos e variacGes histoldgicas em funcdo ambientais
como incidéncia de luz, idade, poluicdo, entre outros (GOMES et al., 2008). Algumas
caracteristicas comuns sdo a ocorréncia frequente de cavidades secretoras
subepidérmicas, distribuidas nas duas faces na lamina foliar.

Cavidades secretoras sdo estruturas constituidas pelas células epiteliais e pelo
lumen formado pelo arranjo destas células. Em algumas espécies, além das células
epiteliais, ha uma bainha de células parenquimaticas. Sua natureza é majoritariamente
lipofilica, mas pode apresentar variacdes na composicao de acordo com a familia, género
ou espécie. As funcBes destas estruturas nas plantas sdo, em geral, atribuidas a defesa
quimica ou mecénica dos 6rgdos onde estdo presentes (FAHN, 1979). Cavidades
secretoras ocorrem em diversas familias, a exemplo de Asteraceae (RUSSIN, et al. 1988),
Hypericaceae (CURTIS e LERSTEN, 1990; CICCARELLI et al. 2001), Myrtaceae
(KALACHANIS e PSARAS 2005), Rutaceae (TURNER, 1986), Salicaceae (THADEO,
et al. 2009) e Primulaceae, incluindo Myrsinaceae e Theophrastaceae (METCALFE e
CHALK, 1950; OTEGUI e MALDONADO, 1998).

As cavidades secretoras podem ser formadas a partir de trés processos de
desenvolvimento: (i) a esquizogenia, através da qual a lamela média das células epiteliais
é desfeita, ocorrendo rearranjo das mesmas, resultando na formacdo de um espaco
intercelular, o limen, encontrada, por exemplo, nas familias Hypericaceae (CURTIS e
LERSTEN, 1990) e Leguminosae (TEIXEIRA e ROCHA, 2009); (ii) lisigenia, através
da qual ha morte celular para a formacdo do limen; e (iii) esquizolisigenia, uma
combinacdo dos processos anteriores, ocorrendo morte celular seguida de rearranjo
espacial das células epiteliais, ocorre, por exemplo, nas familias, Myrtaceae
(CICARELLI et al., 2008), Asteraceae (CURY e APPEZZATO DA GLORIA, 2009) e
Rutaceae (CHEN e WU, 2010).
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3. OBJETIVOS

e Avaliar diferentes tratamentos para superar a dorméncia de sementes de
Plinia glomerata,

e Avaliar os efeitos da secagem lenta sob temperatura ambiente e da
secagem rapida com silica gel no potencial fisioldgico das sementes;

e Avaliar agerminacéo in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido
giberélico (GAs);

e Avaliar deiferentes tipos e concentracdes de reguladores de crecimento
vegetal na organogénese in vitro em explantes foliares de plantulas
obtidas por germinacdo in vitro;

e Avaliar a viabilidade dos calos durante o processo de organogénese in

vitro.
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Superacdo da dorméncia em sementes de Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff
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RESUMO

A Plinia glomerata ¢ uma espécie frutifera pertencente a familia Myrtaceae,
conhecida popularmente como “cabeludinha” ou “jabuticaba-amarela”. A espécie ¢é
nativa da Mata Atlantica. Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes
métodos na superacdo da dorméncia de sementes de P. glomerata. Utilizaram-se 75
sementes por tratamento sendo divididas em 3 repeticbes de 25 sementes, em um
delineamento experimental inteiramente casualizado nos dois experimentos. No
experimento 1 foram aplicados quatro tratamentos: controle, imersdo em solugdo aquosa
de GA; (250 mg L) por 24h, imersdo em solugdo aquosa de GAs (500 mg L) por 24 h
e imersdo em solucéo aquosa com 5mL de Stimulate® Kg  de sementes. No experimento
2 foram realizados sete tratamentos com diferentes doses de Stimulate® Kg " de sementes:
controle, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mL. A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada por
meio dos seguintes testes de germinacdo e vigor: germinacdo, indice de velocidade de
germinacdo, comprimento de plantulas, massas fresca e seca das plantulas. Com relagédo
ao comprimento, massa fresca e massa seca, houve diferencas estatisticas significativas
entre os tratamentos realizados (controle, 250 e 500 mg L™ de GAsz e 5mL Kg * de
semente de Stimulate®). A utilizagdo de 250 e 500 mg L™ de GAs proporcionaram o0s
melhores resultados para as trés variaveis analisadas. As doses de 15 a 25 mL de
Stimulate® Kg * de sementes proporcionaram incremento para todos os parametros
analisados. Tanto o &cido giberélico na concentracéo de 250 mg L™ quanto doses de 15 a
25 mL de Stimulate® Kg * de sementes sdo eficientes tanto na germinagdo quanto na
superacdo da dorméncia de sementes de P. glomerata,

Palavras-chaves: acido giberélico; bioestimulante; Myrtaceae.

ABSTRACT

Overcome dormancy in Plinia glomerata seeds (O. Berg) Amshoff

Plinia glomerata is a fruit species of the Myrtaceae family, popularly known as
"cabeludinha” or " yellow jabuticaba". It is an Atlantic Forest’ species. In the literature
survey, there aren’t studies on the spread of this species. This work aimed to study the
effect of different methods to overcome the dormancy of P. glomerata seeds. We used 75
seeds per treatment were divided into three replicates of 25 seeds in a completely
randomized design. In the first experiment were performed seven treatments: control,
immersion in an aqueous solution of GA3z (250 mg L) for 24h, immersion in an aqueous
solution of GAs (500 mg L) for 24h, immersion in aqueous solution with 5mL
Stimulate® kg ! of seeds. In the second experiment were performed seven treatments
with different doses of Stimulate® kg -1 of seeds: control, 5, 10, 15, 20, 25 and 30 mL.
The seed physiological quality was evaluated by the following germination and vigor
tests: germination count, germination speed index, seedling length, fresh and dry mass of
seedlings. Regarding the length and fresh and dry mass, there were statistically significant
differences between the treatments (control, 250 and 500 mg L™* GAs, and 5 mL kg *
Stimulate® of seed). The use of 250 mg L™ and 500 mg L* GA; resulted in higher
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averages for the three variables. In the second experiment, doses of 15 to 25 mL of
Stimulate® kg * seeds provided increase for all parameters. Both gibberellic acid at a
concentration of 250 mg L™ doses as 15 to 25 mL of Stimulate® kg * of seeds are
effective in overcoming dormancy P.glomerata seeds.

Keywords: biostimulant; gibberellic acid; Myrtaceae.
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1. INTRODUCAO

A Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff é uma das espécies pertencente a familia
Myrtaceae. E conhecida popularmente como “cabeludinha” ou “jabuticaba-amarela” e
possui frutos saborosos e comestiveis. Tem como sinonimia botanica Myrciaria
glomerata Berg., Eugenia cabelluda Kiaersk, e Eugenia tomentosa Berg. A espécie é
nativa da Mata Atlantica e encontra-se naturalmente nos estados de S&o Paulo, Rio de
Janeiro e na regido sul de Minas Gerais (CABELUDINHA, 2005).

Em espécies nativas € comum a existéncia de sementes, que mesmo que as
condicBGes ambientais estejam aparentemente favoraveis, ndo germinam. Tais sementes
séo conhecidas como dormentes e podem necessitar de tratamentos adicionais para
promover a germinacdo. A dorméncia € um fendmeno proprio da semente e funciona
como mecanismo natural de resisténcia a fatores adversos do meio, recebidos pelos
tecidos da planta-mée e transferidos para a semente (MARCOS FILHO, 2005).

Entre os métodos utilizados com sucesso para a superacdo da dorméncia de
espécies nativas estdo o tratamento com reguladores vegetais, como o acido giberélico
(GA3) e bioestimulantes. Também pode ser utilizada a escarificacdo, que pode ser
quimica, mecéanica e/ou a imersdo em agua quente. A aplicacdo e a eficiéncia desses
tratamentos dependem da intensidade da dorméncia, bastante varidvel entre espécies,
procedéncia e anos de coleta (ALBUQUERQUE et al., 2007).

O processo de germinacdo é influenciado por diversos horménios, existindo
aqueles que atuam como promotores, e outros, como inibidores. As giberelinas, por
exemplo, sdo consideradas como promotores da germinacdo, pois atuam na ativacédo do
crescimento vegetativo do embrido, no enfraquecimento da camada do endosperma que
envolve o embrido e restringe seu crescimento, assim como na mobilizacdo de reservas
energéticas (TAIZ e ZEIGER, 2013).

Os bioestimulantes promovem o equilibrio hormonal das plantas, favorecendo a
expressao do seu potencial genético, estimulando o desenvolvimento do sistema radicular
(ONO et al., 1999). Esses produtos agem na degradacdo de substancias de reserva das
sementes, na diferenciacéo, diviséo e alongamento celulares (CASTRO e VIEIRA, 2001).

Apesar de alguns relatos encontrados na literatura que utilizam diversos métodos
para a superagdo de dorméncia em sementes de espécies frutiferas da familia Myrtaceae,

a utilizagdo destes em sementes de P. glomerata ainda ndo esta registrado na literatura.
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Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo estudar o efeito de diferentes
métodos na superagdo da dorméncia de sementes de P. glomerata.
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2. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Nutricdo e Metabolismo de
Plantas/UFGD entre os meses de outubro de 2014 e janeiro de 2015 (experimento 1) e de
outubro de 2015 a janeiro de 2016 (experimento 2).

Os frutos de P. glomerata foram colhidos no pomar (area de Fruticultura)
localizado na Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) no Campus Cidade
Universitaria, Dourados/MS. Os frutos foram levados ao laboratério e despolpados
manualmente em agua corrente. Para a retirada da mucilagem que envolve a semente foi
necessario a utilizagdo de uma peneira, e posteriormente as sementes foram secas durante

40 minutos sobre uma toalha de papel em ambiente de laboratério (25 +1°C e 60% UR).

Experimento 1:

Utilizaram-se 75 sementes por tratamento, em 3 repeti¢cGes de 25 sementes, em
um delineamento experimental inteiramente casualizado. O experimento constou dos
seguintes tratamentos:

1) controle,

2) Imers&o em solugio aquosa de GA3(250 mg L) por 24h,

3) Imersdo em solugdo aquosa de GAsz (500 mg L) por 24h,

4) Imersdo em solucdo aquosa com 5mL Kg * de sementes de Stimulate®.

Os dados foram analisados utilizando o programa ASSISTAT Beta versao 7.7,
submetidos ao Teste Bartlett e ao Teste de andlise de varidncia. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade para todos os
tratamentos. Ndo houve necessidade de transformacao dos dados para atendimento das

preposicdes da analise da variancia.

Experimento 2:

Utilizaram-se 75 sementes por tratamento sendo divididas em 3 repeticdes de 25
sementes, num delineamento experimental inteiramente casualizado. O experimento
constou dos seguintes tratamentos com diferentes dosagens de Stimulate®:

1) tratamento controle

2) 5 mL de Stimulate® Kg * de sementes,
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3) 10 mL de Stimulate® Kg " de sementes,
4) 15 mL de Stimulate® Kg  de sementes,
5) 20 mL de Stimulate® Kg " de sementes,
6) 25 mL de Stimulate® Kg " de sementes,

7) 30 mL de Stimulate® Kg " de sementes.

Para os dois experimentos foram realizados os seguintes procedimentos:

O teor de agua foi determinado em estufa a 105 + 3 °C por 24 h (BRASIL, 2009),
com trés repetices contendo duas sementes cada e os resultados foram expressos em base
umida.

As sementes passaram por um procedimento de ascepcia em hipoclorito de sodio
a 2,5% por 5 minutos e depois foram distribuidas sobre trés folhas de papel Germitest®
previamente umedecida com agua destilada, em quantidade equivalente a 2,5 vezes 0 peso
do papel seco e mantidas em germinadores do tipo Biochemical Oxygen Demand
(B.0.D.) na temperatura de 25 °C, sob luz branca constante.

A qualidade fisioldgica das sementes foi avaliada por meio dos seguintes testes de
germinacéo e vigor:

Porcentagem de plantulas normais: computando-se as percentagens de
plantulas normais utilizando-se como critério a emissao de parte aérea e raiz, 30 dias apds
0 inicio da germinacéo.

indice de velocidade de germinacgdo (IVG): calculado pelo somatério do
namero de sementes germinadas a cada dia, dividido entre o nimero de dias decorrido
entre a semeadura e a germinacdo, de acordo com a formula de Maguire (1962): IVG =
(G1/N1) + (G2/N2) + (G3/N3) + ... + (Gn/Nn), em que: IVG = indice de velocidade de
germinacdo, G1, G2, G3,..., Gn = nimero de plantulas computadas na primeira, segunda,
terceira e Ultima contagem; N1, N2, N3,..., Nn = nimero de dias da semeadura a primeira,
segunda, terceira e Ultima contagem.

Comprimento de plantulas: o comprimento de raizes e da parte aérea das
plantulas foi mensurado 30 dias apds o inicio da germinacdo com a utilizacdo de uma
régua graduada. Os resultados foram expressos em centimetros, com duas casas decimais
apos a virgula.

Massa fresca das plantulas: foram realizadas a partir das raizes e da parte aérea
30 dias apos o inicio da germinagdo. As massas foram determinadas em balanca analitica

de precisdo (0,001g) e os resultados expressos em g plantula .
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Massa seca das plantulas: foram realizadas a partir das raizes e da parte aérea
colocadas em sacos de papel e mantidas em estufa regulada a 60°C por 48horas, quando
atingiram massa seca constante. Depois de serem retiradas da estufa e resfriadas, foram
determinadas as massas em balanca analitica de precisdo (0,001g) e os resultados
expressos em g plantula 2.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando significativos, foram realizadas analise de
regressdo a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

O grau de umidade das sementes de Plinia glomerata encontrava-se em torno de
47%, na ocasido da instalacdo dos experimentos.

Em relagéo ao experimento 1, verificou-se efeito significativo entre os tratamentos
aplicados em todas as variaveis analisadas ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F

(p<0,01), como pode ser observado na Tabela 1.

TABELA 1. Resumo da analise de variancia da massa fresca (g), massa seca (g), comprimento
médio (cm) da parte aérea (p.a.), raiz e total (p.a. + raiz), indice de velocidade de germinacéo (IVG)
e tempo médio de germinacdo de Plinia glomerata (Berg). Dourados — MS, UFGD, 2016.

Quadrados médios

Massa fresca (Q)

F.V. G.L. p.a. raiz Total
Tratamentos 3 79,42 33,117 46,35 ™
CV (%) 13,81 19,50 16,96
Média Geral 0,21 0,34 0,55

Massa seca (g)

Tratamentos 3 20,02 ™ 216,35 43,63™
CV (%) 31,70 8,21 19,31
Média Geral 0,07 0,96 0,16

Comprimento (cm)

Tratamentos 3 86,53 8,49 25,95
CV (%) 10,22 16,94 12,90
Meédia Geral 5,54 8,74 14,30
IVG TMG
Tratamentos 3 359,71 80,57
CV (%) 3,66 1,03
Media Geral 1,79 35,39

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo. Elaborac&o dos autores.
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Na Figura 1 (a,b,c,d,e) observamos efeito significativo dos tratamentos nas
variaveis analisadas. Estes resultados indicam que comprimento, massa seca e fresca,
assim como no IVG (indice de velocidade de germinagdo) das plantulas foram
influenciados pela pré-embebicdo das sementes em GAa.
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FIGURA 1. a) Germinacao, b) IVG, ¢) Massa fresca (g): da parte aérea, raiz e total; d)
Massa seca (g): da parte aérea, raiz e total; e) Médias do comprimento (cm): da parte
aérea, raiz e total de plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata tratadas com
diferentes tratamentos para superacdo da dorméncia. Dourados — MS, UFGD, 2016.

O baixo indice de germinacdo e a heterogeneidade das plantulas emergidas no
tratamento controle podem ser resultado do balango desfavoravel entre promotores e
inibidores de crescimento (Figura 1a). No entanto, ao ser empregado acido giberélico
(GA3), houve germinacdo, uma vez que esse regulador promove o aumento do
alongamento celular, sendo comprovado em sementes de espécies como fruta-do-conde
(STENZEL et al., 2003) maracuja-do-mato (PASSOS et al., 2004), uvaia (SCALON et
al., 2004), jenipapeiro (LUCENA et al., 2006) e anonaceas (MENEGASSO et al., 2012;
MENEGASSO et al, 2013; VASCONCELOQOS et al., 2015). Assim, sementes que possuem
uma concentracéo relativamente baixa de GAsz quando tratadas com uma concentragdo
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adequada deste regulador vegetal, teriam uma germinagdo mais homogénea e em maior
porcentagem (FERREIRA et al., 2002; STENZEL et al., 2003).

Quanto ao indice de velocidade de germinacdo (IVG) os melhores resultados
foram obtidos em tratamentos utilizando GAs (Figura 1d). Mamedes et al. (2010),
obtiveram resultados semelhantes para o IVG na germinagdo de sementes de cagaita
(Eugenia desynterica Mart ex DC.). Em sementes de canafistula (Peltophorum dubium),
Perez et al. (1999) verificou que as sementes previamente embebidas em GAs
apresentaram 0s maiores valores numéricos de todos os parametros avaliados
(germinacao, peso seco e IVG).

Em sementes de pitanga (Eugenia uniflora L.), onde a porcentagem de
germinacdo e o IVG aumentaram para as sementes que foram previamente embebidas em
GA:z (LIMA et al., 2005). No entanto, Vasconcelos et al. (2015) ao utilizarem 1000 mg
L em sementes de pinha (Annona squamosa L.) com ou sem escarificagdo mecanica,
relataram valores tanto de IVG quanto de TMG (tempo médio de germinacdo) bem
inferiores ao obtidos para P. glomerata. Os efeitos fisioldgicos dos reguladores vegetais
e bioestimulantes dependem de alguns parametros, como a dose aplicada e a formulacao,
a espécie, as condi¢bes ambientais, incluindo a disponibilidade dos nutrientes, etc.

Com relagdo a comprimento, massa fresca e seca (Figura 1c, 1d, 1le), houve
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos realizados: controle, 250 e 500
mg L de GAs e 5ml Kg " de semente de Stimulate®. Porém, a utilizacio de 250 e 500
mg L de GAs resultaram em maiores médias para as trés variaveis analisadas (Figura 1a,
1b, 1c).

Foi observado que o desempenho das sementes tratadas com Stimulate® foi abaixo
do esperado. Acreditamos que este fato talvez esteja ligado com a baixa concentracdo
efetiva de GAz que o produto possui, por apresentar em sua formula uma mistura de trés
reguladores vegetais (90 mg L™ de cinetina — 0,009%, 50 mg L™ de 4cido giberélico —
0,005%, 50 mg L* de de acido indolbutirico — 0,005%), e ndo tendo o efeito fisioldgico
esperando, uma vez que foi utilizado somente 5ml Kg * de semente. A germinagdo
sementes de algodoeiro foi positivamente influenciada quando foram tratadas com 21
ml/0,5 kg de sementes, proporcionando maior rendimento de massa seca, vigor e
crescimento inicial (SANTOS, 2004).

Sousa et al. (2008) utilizaram alguns metodos fisicos e quimicos para superacéo
de dorméncia em sementes de pinha, e foi constatado que a escarificagdo com lixa nao

foi eficiente na superacdo da dorméncia. No entanto, quando a escarificagdo com lixa foi
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combinada com a embebicgdo das sementes escarificadas em dgua e em um bioestimulante
(Stimulate®), houve aumentos de 22 a 43% na porcentagem de germinagio,
respectivamente. Estes autores observaram que quando foi utilizado o &cido giberélico
nas dosagens de 50 a 750 mg L, a porcentagem de germinagéo variou de 83 a 98%, sem
necessidade da utilizacio da escarificagdo mecanica com lixa.

O uso de produtos gue possuam em sua composicao reguladores como giberelina,
citocinina e auxina na fase de germinacao pode melhorar o desempenho de sementes de
inimeras espécies. A giberelina faz com que a raiz primaria rompa os tecidos que
restringem o seu crescimento, como o0 endosperma, o tegumento da semente e/ou do fruto,
enquanto que as citocininas e auxinas, completam a acdo das giberelinas, caracterizadas
por induzir a divisdo celular e na promocéo do crescimento da radicula e da parte aérea
(CROZIER et al, 2001; TAIZ e ZEIGER, 2013).

A giberelina, na de germinagdo das sementes, melhora o desempenho das
plantulas, acelerando a velocidade de emergéncia e realgando seu potencial. Lima-Brito
et al. (2006), Menegasso et al. (2012 e 2013) e Vaconcelos et al., (2015) ao estudaram o
efeito da utilizacdo de acido giberélico na emergéncia de plantulas de anonaceas e relatam
que o uso de concentragbes que variaram de 250 a 1000 mg L, aumentaram a
porcentagem de germinagdo, indice de velocidade de emergéncia e tempo médio de
germinacdo das sementes de pinha, quando comparado ao tratamento controle (sem o

acido giberelico).

Experimento 2

O experimento 2 teve como base os resultados obtidos no experimento 1, onde foi
utilizado somente uma dose de Stimulate® (5mL), com o objetivo de diminuicio dos
custos para a producdo de mudas de P. glomerata, uma vez que as sementes desta espécie
necessitam da aplicacdo exogena de acido giberélico (GAsz) para que haja germinagéo. O
Stimulate® possui em sua composicao, além de citocinina e auxina, somente 50 mg L de
GAg;, portanto a concentragio utilizada no experimento anterior foi de 0,25 mg L™ de do
produto ativo necessario.

A porcentagem de germinagdo teve um comportamento linear com relacéo as
doses de Stimulate®, atingindo 100% de germinagio com a dose de 30 mL Kg? de

sementes (Figura 2a), indicando que concentracdes maiores poderdo ser utilizadas para
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se obter valores maximos dessa varidvel. Esse resultado € idéntico ao obtido quando as
sementes foram embebidas com GAgz, 0 que pode indicar que a presenga dos outros
reguladores vegetais contidos no Stimulate® também podem ter atuado em diferentes
formas no desenvolvimento vegetal. IVG foi influenciado pelas doses de Stimulate®

aplicadas, apresentando efeito quadratico (Figura 2b).

)
g0 ©(~) y=8,333333 +03,190476x , R?=0,96 -7
70 - /,//
60 - -~
50 - -
40 - =7
30 - -7
20 - -~
10 ~~
0 ‘ ‘ ‘ ‘ : ‘
0 5 10 15 20 25 30
Teor de umidade das sementes (%0)

Germinacao (%)
\
<>\

b 15 -
) ¢ (---) y=0,084302 + 0,067498x - 0,001114x? , R?=0,96
PR
1
O __e-T T
> T
0,5 n 0////
///
-
s
e
0 T T T T T |
0 5 10 15 20 25 30

Teor de umidade das sementes (%)

FIGURA 2. a) Porcentagem de germinag&o de plantulas normais, b) indice de velocidade
de germinagdode plantulas oriundas de sementes de Plinia glomerata tratadas com
diferentes concentracdes de Stimulate®. Dourados — MS, UFGD, 2016.

A porcentagem de germinagdo teve um comportamento linear com relagéo as
doses de Stimulate®, atingindo 100% de germinagdo com a dose de 30 mL Kg? de
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sementes (Figura 2a), indicando que concentragdes maiores poderdo ser utilizadas para
se obter valores maximos dessa varidvel. Esse resultado é idéntico ao obtido quando as
sementes foram embebidas com GAs, 0 que pode indicar que a presenga dos outros
reguladores vegetais contidos no Stimulate® também podem ter atuado em diferentes
formas no desenvolvimento vegetal. O IVG foi influenciado pelas doses de Stimulate®
aplicadas, apresentando o ponto maximo de 1,14 na dosagem de 30 mL do produto
(Figura 2b).

Para as variaveis comprimento da parte aérea (Figura 3a), comprimento da raiz
(Figura 3b) e comprimento total (Figura 3c) foram observados efeito quadratico para as
doses de Stimulate®. O maior crescimento da parte aérea (6,08 cm) foi com a dosagem
de 25 mL de Stimulate® kg™. Para as variaveis comprimento da raiz e comprimento total,
os valores méaximos foram obtidos com a dosagem de 30 mL kg™ de Stimulate®.

Para o comprimento da parte aérea, o maior resultado foi obtido utilizando-se 25
mL de Stimulate® kg™. A concentragdo de citocinina presente no produto é de 50 mg L™
de cinetina e, na dose de 25 mL testada, continha 1,25 mg L™ desta substincia,
demonstrando que possivelmente pode ter ocorrido efeito fitotoxico acima desta
dosagem.

As citocininas e auxinas desempenham papéis fundamentais no crescimento
radicular. Ambas tém papéis em diversos processos, como o desenvolvimento vascular
daraiz, a iniciacdo de raizes laterais (ALONI et al., 2006; VANNESTE e FRIML, 2009).
Segundo Sversson (2006), as zonas de alongamento das raizes reagem bem as auxinas e
a cinetina com um aumento do comprimento, portanto, em alguns casos, 0 &cido
giberélico pode causar a reducdo da sua espessura.

Trabalhando com sementes de jenipapeiro (Genipa americana), Prado Neto et al.
(2007), obtiveram bons resultados no aumento do comprimento de raiz e plantulas e do
indice de velocidade de emergéncia quando pré embebidas por 12 horas em solucdo
Stimulate®, sendo a melhor concentragdo 10 mL L. O Stimulate® aplicado as sementes
promoveu aumentos significativos na porcentagem de emergéncia e no desenvolvimento
de plantulas de maracuja (Passiflora edulis) atingindo os maiores valores com as
concentragdes de 12 e 16 mL kg* de sementes (FERREIRA et al.,2007).

Este produto tem sido utilizado em diversas culturas, com resultados satisfatorios,
atuando no crescimento da parte aérea de algumas culturas, como amoreira- preta cv.
Brazos e Guarani (DIAS et al., 2012) e fumo (Nicotiana tabacum L.) (VIEIRA e
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ALMEIDA, 2010); e no sistema radicial das plantas, como em trés espécies de
Annonaceae (SILVA et al., 2008).
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FIGURA 3. Comprimento (cm): a) da parte aérea, b) raiz e c) total de plantulas oriundas
de sementes de Plinia glomerata tratadas com diferentes concentragdes de Stimulate®.
Dourados — MS, UFGD, 2016.
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Com relacdo a massa fresca e seca da parte aérea, da raiz e total (Figura 4a, 4b,
4c¢) foi observado efeito quadratico para as doses de Stimulate®. Os maiores actiimulos
de biomassa fresca da parte aérea, raiz e total foram observados nas doses de Stimulate®de
20,2 mL Kg1(0,059g), 24,2 mL Kg* (0,186 g) e 21,8 mL Kg™* (1,553 g), respectivamente
(Figura 4a, 4b, 4c).

Para massa seca da parte aérea, raiz e total, os maiores resultados foram
verificados nas doses de Stimulate® de 19,4 mL Kg™ (0,0205 g), 10 mL (0.09 g) e 21,4
mL Kg(0,6681 g), respectivamente (Figura 5a, 5b, 5¢).

O Stimulate® apresenta um efeito sinergético, em funcéo da presenca equilibrada
dos reguladores de crescimento (acido indolbutirico — auxina - 0,005%; cinetina -
citocinina- 0,009% e acido giberélico — giberelina - 0,005%). Provavelmente, este efeito
foi o responsavel pelos melhores resultados obtidos nas variaveis parte aérea, massa seca
da parte aérea e massa seca da raiz, tendo em vista que esse produto incrementa o
crescimento e o desenvolvimento vegetal estimulando a divisao celular, a diferenciagdo
e o0 alongamento das células, também aumenta a absorcdo e a utilizacdo dos nutrientes
sendo especialmente eficiente quando aplicado com fertilizantes foliares (CASTRO et al.,
1998).

Resultados positivos da aplicacdo de Stimulate® diretamente na semente foram
observados por Echer et al. (2006), que ao estudarem o efeito do Stimulate® aplicado via
sementes na formacgdo de mudas de maracujazeiro (Passiflora edulis) verificou um maior
acumulo de massa seca, com éarea foliar e sistema radicular bem desenvolvido. Em
tamarindeiro (Tamarindos indica), Dantas et al. (2012) observaram que o Stimulate®

promoveu incremento em altura e nas massas secas da parte aérea e da raiz das plantas.
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Dourados — MS, UFGD, 2016.
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FIGURA 5. Massa seca (g): a) da parte aérea, b) raiz e c) total de plantulas germinadas
de sementes de Plinia glomerata tratadas com diferentes concentraces de Stimulate®.
Dourados — MS, UFGD, 2016.
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O Stimulate® apresenta propriedades quimicas e caracteristicas que incrementa o
crescimento e desenvolvimento vegetal, estimulando a divisdo celular, diferenciacéo e
alongamento celular (VIEIRA e CASTRO, 2004). Essas propriedades sdo compativeis
com o aumento do comprimento de plantas e raiz, bem como aumentos consideraveis na
massa fresca e seca de P. glomerata obtidos nesse trabalho e representa uma alternativa
eficiente para obter elevadas porcentagens de germinacgéo e crescimento de plantulas,
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4, CONCLUSOES

e A utilizacdo de acido giberélico é eficiente para a superagdo da dorméncia
em sementes de P. glomerata,

e O uso de Stimulate® foi eficiente para a superacdo da dorméncia de
sementes de P. glomerata.

e As sementes de P. glomerata tratadas com 250 mg L' GAs
proporcionaram 100% de germinacao.

e As sementes de P. glomerata tratadas com 20 mL Kg! sementes de

Stimulate® proporcionaram 100% de germinagao.
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RESUMO

A secagem de sementes € um procedimento fundamental para o armazernamento
a longo prazo. Como tentativa de elucidar o comportamento das sementes de Plinia
glomerata (Berg) quanto & secagem visando a sua conservagao ex situ, objetivou-se
avaliar os efeitos da secagem lenta sob temperatura ambiente e rapida com silica gel no
potencial fisioldgico das sementes. Os frutos foram coletados no final do més de
novembro/2015, no pomar da area de Fruticultura da UFGD no Campus Cidade
Universitaria, Dourados/MS. Realizou-se a reducdo do nivel de agua das sementes
visando a obtencédo de teores de agua de 30, 25, 20, 15, 10 e 5%, por meio de secagem
com silica gel (rapida) e secagem em condicGes de laboratdrio (lenta). Para avaliagdo do
potencial fisiologico das sementes foram realizados os testes de: teor de agua,
porcentagem de plantulas normais, indice de velocidade de germinacdo, germinagao,
massa fresca e massa seca de plantulas. Utilizaram-se 75 sementes por tratamento sendo
divididas em 3 repetigdes de 25 sementes. O delineamento foi o inteiramente casualizado
em esquema fatorial (2 tipos de secagens x 6 teores de agua). As sementes de P. glomerata
sdo sensiveis a dessecacdo e a reducdo do teor de agua. A partir de 20% tanto na secagem
rapida quanto lenta ha prejuizo no potencial fisioldgico das sementes com a reducdo do
acumulo de massa fresca e massa seca nas plantulas.

Palavras-chave: Cabeludinha, longevidade, secagem.

ABSTRACT

Desiccation tolerance in Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff seeds

The water content of the seeds and desiccation tolerance are associated with the storage
period supported by species. In an attempt to understand the behavior of Plinia glomerata
(Berg) seeds during the drying process aiming long-term storage, the objective was to
evaluate the effects to the physiological potential of seeds of slow drying at room
temperature and fast drying using silica gel. Fruits were collected at the end of November
/ 2015 in the orchard (Fruits area) of UFGD Campus University City, Dourados / MS. To
study the sensitivity of desiccant, held reducing the hydration level of the seeds in order
to obtain water content 30, 25, 20, 15, 10 and 5%, by drying with silica gel (fast) and
drying at laboratory conditions (slow) (25 = 2 ° C and 35% RH). To evaluate the
physiological potential of the seeds tests were carried out on percentage of normal
seedlings, germination speed index, seedling length, total dry mass of seedlings. The
design was completely randomized in a factorial scheme (2 types of drying per 6 water
contents). The P. glomerata seeds are sensitive to desiccation and reducing the water
content and from 20 % in both fast and slow drying the physiological potential of seeds
was affected.

Keywords: Cabeludinha, drying, longevity.
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1. INTRODUCAO

Popularmente conhecida como cabeludinha ou jabuticaba amarela, a Plinia
glomerata (O. Berg) Amshoff (Myrtaceae) é uma espécie nativa do Brasil e tipica da
regido da Mata Atlantica, ocorrendo naturalmente nos estados de Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Sdo Paulo (LORENZI, 2002). Tem como sinonimia botanica Myrciaria
glomerata Berg., Eugenia cabelluda Kiaersk, e Eugenia tomentosa Berg. Segundo
Andersen e Andersen (1989), o suco dos frutos de P. glomerata possui valores de acido
ascorbico superiores aos teores encontrados no suco de laranja. Apesar de pouco
conhecida, essa fruta é muito utilizada na fabricacdo de geleia e refrescos e também muito
apreciada por passaros e outros animais silvestres (SUGUINO et al., 2006), sendo
recomendada em programas de recuperacdo de areas degradadas.

Ao longo das fases iniciais do desenvolvimento, as sementes ainda ndo possuem
completa capacidade de germinacéo e tolerancia a dessecacdo (GRUWEZ et al., 2013).
Por fim, na terceira fase do desenvolvimento e maturacéo, pode-se verificar dois tipos de
comportamentos em relacdo a perda de agua. Sementes que passam por um periodo pré-
programado de secagem, classificadas inicialmente por Roberts (1973) como ortodoxas,
que apresentam reducdo na quantidade de agua durante a fase final do processo de
maturacdo (WEBER et al., 2005), e sementes intolerantes a dessecacao, que séo dispersas
com teores de &gua elevados e completa capacidade de germinacdo, sendo chamadas de
recalcitrantes (WALTERS, 2000).

Roberts (1973) inicialmente classificou as sementes quanto ao comportamento
fisiolégico durante o armazenamento em duas categorias: recalcitrantes e ortodoxas.
Sementes recalcitrantes sao aquelas que ndo podem ser desidratadas abaixo de um teor de
agua relativamente elevado (12,5) e ndo suportam o armazenamento em baixa
temperatura, na qual ocorrem danos fisiologicos. Sementes ortodoxas sdo aquelas que
podem ser desidratadas a baixo teor de 4gua (5%), podendo permanecer armazenadas em
temperatura baixa sem alterar o vigor.

Posteriormente, Ellis et al. (1990, 1991a, 1991b) verificaram que sementes de
algumas espécies apresentam comportamento fisiolégico que ndo se enquadra no grupo
das recalcitrantes nem no das ortodoxas, sugerindo uma terceira categoria. Essas
sementes foram classificadas como intermediarias, que podem ser desidratadas até 8 a
11% de agua e armazenadas a médio prazo, geralmente em temperatura superior a zero

grau. Dessa forma, o teor de agua das sementes e a temperatura do ambiente de
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armazenamento sdo fatores decisivos para a conservacdo da qualidade fisiologica das
sementes. Hong e Ellis (1996) salientaram que, para definir o comportamento das
sementes para fins de armazenamento, € fundamental estudar a tolerancia a dessecacéo e
a temperatura inferior a zero

A secagem de sementes pode ocorrer de modo natural ou artificial. No primeiro
caso, as sementes sdo secas em condi¢des ambientais, a perda de 4gua ocorre de um modo
lento, o que principalmente em sementes recalcitrantes, tende a causar prejuizos na
qualidade fisioldgica. A secagem em condigdes artificiais pode ocorrer com o auxilio de
uma corrente de ar forcadaou com a utilizacdo de silica gel. A semente permanece por
menos tempo com altos teores de &gua, o que favorece a sua conservagdo (OLIVEIRA et
al., 2015).

Os motivos pelos quais as sementes recalcitrantes ndo suportam a perda de agua
ainda ndo sdo totalmente conhecidos. A presenca de grandes vacuolos, reagdes no
citoesqueleto, falta da manutencdo da integridade do DNA, células pouco diferenciadas
e 0 desarranjo na estrutura de membranas, bem como a falta de moléculas anfipaticas e
de mecanismos de reparo durante a hidratacdo, sdo algumas das explicacdes da
vulnerabilidade das sementes recalcitrantes a secagem (PAMMENTER e BERJAK,
2000; MARCOS FILHO, 2005).

A reducdo no contetdo de agua em sementes tolerantes a dessecacdo, resulta em
reducdo da atividade metabolica, o que possibilita manter a capacidade de germinacao
por periodos consideraveis (RAJJOU e DEBEAUJON, 2008).

Como tentativa de elucidar o comportamento das sementes de P. glomerata
guanto a secagem visando a sua conservacdo em longo prazo, objetivou-se avaliar 0s
efeitos da secagem lenta sob temperatura ambiente e rapida com silica gel no potencial

fisioldgico das sementes.
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2. MATERIAL E METODOS

Os frutos maduros de P. glomerata foram coletados no final do més de
novembro/2015, foram colhidos no pomar da éarea de Fruticultura localizado na
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) no Campus Cidade Universitéria,
Dourados/MS. Apos a coleta, os frutos foram levados ao Laboratério de Nutricdo e
Metabolismo de Plantas da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em
Dourados-MS, onde foram lavados em &gua corrente, descartando-se os frutos
danificados.

O teor de agua: foi determinado a 105 £ 3°C por 24 h, pelo método da estufa
(BRASIL, 2009), com trés repeticdes de 2 sementes cada e 0s resultados foram expressos
em base Umida.

Posteriormente, os frutos foram processados manualmente e sobre peneiras para
a separacao das sementes dos residuos dos frutos. Em seguida, as sementes foram lavadas,
e passaram por tratatamento de assepsia (hipoclorito de sédio a 2,5% por 5 minutos) e
colocadas sobre papel Germitest® por 40 minutos em temperatura ambiente (25 + 2°C,
35% UR). Posteriormente, as sementes foram submetidas a secagem répida em silica gel
ativada (8% UR) e a secagem lenta em condic¢des de ambiente de laboratério (25 £ 2°C e
35 UR%).

Para a secagem rapida, as sementes foram posicionadas sobre uma tela de aco no
interior de caixas plasticas tipo “gerbox’ tampadas com silica-gel ao fundo, sendo feita a
troca da silica assim que a camada superficial perdia a coloracdo azul indicativa. Para a
secagem lenta, as sementes foram acondicionadas dentro de recipientes plasticos sem
tampa na temperatura de 25 + 2°C e 35% UR. Posteriormente a cada hora, as sementes
foram pesadas até que atingissem os pontos pré-estabelecidos, conforme a férmula de
Sacandé et. al. (2004). Apds a obtencdo do teor de dgua desejados (30, 25, 20, 15, 10,
5%) nas duas condicdes de secagem, as sementes foram embebidas em solucdo aquosa
de GA3 (250 mg L) por 24h, de acordo com experimentos realizados anteriormente, e
posteriormente, foram determinadas as seguintes caracteristicas para avaliacdo do
potencial fisiologico:

Porcentagem de plantulas normais: foi realizado em rolo de papel Germitest® com trés
repeticGes de 25 sementes cada e mantido em cdmara do tipo B.O.D. na temperatura de
25 °C sob luz contante. Foi computado as percentagens de plantulas normais utilizando-

se como critério a emissdo de parte aerea e sistema radicular desenvolvido.
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indice de velocidade de germinacdo (IVG): calculado pelo somatdrio do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido entre o nimero de dias decorrido entre a
semeadura e a germinacao, de acordo com a formula de Maguire (1962): IVG = (G1/N1)
+(G2/N2) + (G3/N3) + ... + (Gn/Nn), em que: IVG = indice de velocidade de germinacéo,
G1, G2, G3,..., Gn = nimero de plantulas computadas na primeira, segunda, terceira e
ultima contagem; N1, N2, N3,..., Nn = numero de dias da semeadura a primeira, segunda,
terceira e Gltima contagem.

Comprimento de plantulas: o comprimento de raizes e da parte aérea das plantulas foi
mensurado aos 35 dias ap6s a semeadura com a utilizacdo de uma régua graduada. Os
resultados foram expressos em centimetros, com duas casas decimais apos a virgula.
Massa fresca das plantulas: foram realizadas a partir das raizes e da parte aérea apds o
encerramento do experimento. As massas foram determinadas em balanca analitica de
precisdo (0,001g) e os resultados expressos em g.

Massa seca das plantulas: foram realizadas a partir das raizes e da parte aérea colocadas
em sacos de papel e mantidas em estufa regulada a 60°C por 48 horas, quando atingiram
massa seca constante. Depois de serem retiradas da estufa e resfriadas, foram
determinadas as massas em balanca analitica de precisdo (0,001g) e os resultados
expressos em g.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial (2
secagens X 6 teores de agua). Os dados foram submetidos a analise de variancia e foram
realizadas anélise de regressao a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR
(FERREIRA, 2011).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de &gua das sementes de P. glomerata encontrava-se em torno de

44%, na ocasido da instalagdo dos experimentos.
A secagem lenta (ambiente) das sementes de P. glomerata levou 86 horas para
atingir o teor de dgua de 13%. Entretanto, verificou-se que a secagem rapida (silica gel)
ocorreu em menor tempo, sendo necessaria apenas 66 horas para atingir o mesmo teor de

agua (Figura 1).
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FIGURA 1. Curva de secagem em silica (rapida) e em ambiente (lenta) de sementes de
Plinia glomerata. Dourados/MS, UFGD, 2016.

A porcentagem de plantulas normais foi influenciada pelo método de secagem das
sementes, apresentando funcdo quadratica de acordo com teores de agua. Em sementes
recém-processadas, apresentaram sobrevivéncia de 100%. No entanto, ndo apresentaram
indices de sobrevivéncia nos dois tipos de secagem ao atingir 13% de teor de agua na
semente (Figura 2a). Os metodos de secagem utilizados evidenciaram niveis
diferenciados de sensibilidade a dessecacdo das sementes aos teores de agua atingidos,
sendo observados valores de plantulas normais superiores a 50% para 21% de &gua para
os dois tipos de secagem (67,33% na secagem lenta e 76% na secagem rapida) (Figura

2a), evidenciando que houve diferenca entre os dois métodos de secagem.
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O indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes decresceu com a
secagem nos dois métodos. As sementes provenientes da secagem rapida e lenta
apresentaram valores de 1VG bastante semelhantes, de 0,35 para a secagem rapida e 0,31

para a secagem lenta, no teor de agua de 17%.
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FIGURA 2. a) Porcentagem de plantulas normais (%) e (b) indice de velocidade de
germinacado (IVG) de sementes de Plinia glomerata em funcéo da secagem rapida e lenta
em diferentes teores de agua. Dourados/MS, UFGD, 2016.

Em sementes de Myrciaria dubia (camu-camu) a reducéo do teor de 4gua, de 46%
para 40% afetou negativamente a viabilidade e o vigor de sementes (FERREIRA e
GENTIL, 2003). Sementes de inga (Inga vera) tiveram seu vigor afetado quando
submetidas a secagem (ALVES et al., 2008). A principal causa da perda de viabilidade

das sementes com a desidratacdo ¢ o desequilibrio metabdlico que ocorre durante a
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desidratacdo, pois a &gua € essencial para a integridade de estruturas intracelulares
(BERJAK e PAMMENTER, 2000).

Para sementes de café (Coffea arabica), a secagem lenta a sombra até 20% de teor
de agua propicia a conservacdo da qualidade em sementes de cafeeiro por até doze meses
de armazenamento (ABREU et al., 2014). No caso da guavira (Campomanesia
adamantium), as sementes sdo sensiveis a desseca¢do a uma reducdo do teor de agua a
21,1 % (DRESCH et al., 2015) quando submetidas a secagem rapida. Sementes de pau-
brasil (Caesalpinia echinata) toleram a secagem até um teor de agua de 5% (base
umida)quando submetidas a secagem répida utilizando solugdes salinas (CaClz e ZnCly)
sendo que, a maioria das sementes permanecem vidveis, mas mantém a viabilidade por
curtos periodos, quando em temperatura ambiente (MARTINI NETO e BARBEDO,
2015).

Em condi¢cbes de secagem lenta, as sementes de murta (Blepharocalyx
salicifolius) e guacatunga (Casearia decandra) foram sensiveis a reducdo de umidade
entre 29% e 25% e perderam a viabilidade em torno de 14% e 8% de umidade,
respectivamente (REGO et al., 2013). Para sementes de uvaia (Eugenia pyriformis), a
tolerdncia a dessecacdo depende do estadio de maturidade fisiolégica no momento da
dispersdo, que por sua vez depende das condicGes térmicas e hidricas do ambiente durante
a sua formacdo (LAMARCA et al., 2016).

Como a secagem de sementes sensiveis ndo € possivel, existe a perspectiva de
armazenar as sementes em osmotico e/ou com &cido abscisico. Sementes germinadas de
sesbania (Sesbania virgata) com radicula de Imm de comprimento toleram dessecacéo e
armazenamento por até trés meses sem reducdo significativa na longevidade (COSTA et
al., 2016).

Trabalhando com sementes de caneleira (Cinnamomun zeylanicu) Silva et al.
(2012a) obtiveram aproximadamente 90% de germinacdo antes de exporem as sementes
a desidratacdo, com teor de agua inicial de 39,43%. Ao nivel de 34,82% de teor de agua,
tanto a porcentagem de germinacdo quanto o IVG foram afetados significativamente.

Resultados semelhantes foram observados por Dousseau et al. (2011) quando o
teor de agua de sementes de guabiroba (Campomanesia pubescens) reduziu de 35 para
4% ocasionando a reducdo do potencial germinativo e do vigor, sugerindo que as
sementes sdo intolerantes a dessecacgéo e podem ser classificadas como recalcitrantes.

. Isso demonstra que esta caracteristica é variavel de acordo com a espécie e com
o individuo (SILVA et al., 2012; BARBEDO e MARCOS FILHO, 1998). Existem
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indica¢des que o teor minimo de 4gua na semente que pode levar a perda da viabilidade
de sementes recalcitrantes é altamente variavel dentro e entre as espécies. Assim, a
sensibilidade a dessecacdo parece variar de extremamente a moderadamente, quando a
taxa de secagem das sementes pode ser um dos fatores que contribuem para a variacdo na
sensibilidade (REGO et al., 2013),

O comprimento da parte aérea (Figura 3a), comprimento da raiz (Figura 3a) e
comprimento total (Figura 3c) apresentaram funcdo quadratica para os métodos de
secagem empregados e foram afetados pela dessecacdo das sementes. Para a secagem
rapida foi observado o valor maximo de 5,02 cm plantula™ para o teor de dgua de 37%%,
e na secagem lenta 4,8 cm plantula™ para o teor de dgua de 39,4%. Para comprimento de
raiz, foi observado, na secagem rapida, o valor maximo de 8,5 cm plantula™® em 32,1%
de teor de agua, e na secagem lenta, 14,05 cm plantula em 30,4% de teor de umidade.
Houve uma reducdo no comprimento do comprimento da raiz tanto para os tipos de
secagem quanto para a reducdo dos teores de dgua. O mesmo foi observado para o
comprimento total, pois foi observado que o valor maximo de 18,3 cm plantula? em
31,5% de teor de 4gua na secagem lenta. Entretanto, para secagem rapida, o valor maximo
obtido (13,4 cm plantula?) foi obtido no teor de dgua de 33,4%.
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FIGURA 3. a) Comprimento da parte aérea (cm), b) comprimento da raiz (cm) e c)
comprimento total de plantulas de Plinia glomerata em funcgéo do tipo de secagem (répida
ou lenta) em diferentes teores de agua. Dourados/MS, UFGD, 2016.
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A desidratacdo das sementes, além de afetar significativamente a porcentagem
germinacdo de plantulas normais e o IVG, também influenciaram o crescimento, acimulo
de biomassa fresca e seca de plantulas de P. glomerata. Nascimento et al. (2007), ao
avaliar as consequéncias fisiologicas da dessecacdo das sementes de acgai (Euterpe
olereata), também constataram que além da reducdo da velocidade de emergéncia,
aumento do tempo medio de germinacdo e reducdo no comprimento e massa seca das
plantulas.

Em sementes de guavira (Campomanesia adamantiun), Dresch et al. (2015)
relataram que o tipo de secagem e os teores de agua influenciaram no desenvolvimento
de plantulas. Esses resultados indicam que a dessecacdo das sementes prejudicou o
crescimento tanto da raiz quanto da parte aérea, e podem prejudicar a fixacéo no solo, a
absorcdo de agua e nutrientes como também acumulo de fotoassimilados. Scalon et al.
(2012) e Santos et al (2010) também observaram diminui¢cdo no comprimento da raiz em
relacdo a perda de &gua das sementes de uvaia (Eugenia pyriformes) e mangaba
(Harconia speciosa), respectivamente.

Para parte aérea (Figura 4a) e massa fresca da raiz (Figura 4b) houve interacéo
estatistica significativa entre os métodos de secagem e teores de dgua. Para massa seca
total, apenas os fatores isolados (teor de dgua e tipo de secagem), foram signicativos, onde
o ponto de maxima (1,25 g plantula ) foi observado em sementes recém-processadas

Para massa fresca da parte aérea a dessecacdo das sementes comprometeu o
crescimento nos dois métodos de secagem utilizado, sendo observado os valores maximo
de 0,036 g plantula™® para o teor de 4gua de 21% e 0,033 g plantula® para o teor de agua
de 24% de teor de agua, para secagem rapida e lenta, respectivamente (Figura 4a). Para a
massa fresca da raiz, no fator isolado teor de 4gua, o valor madximo observado foi de 0,093

g plantula * para o teor de agua de 28% (Figura 4b).
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FIGURA 4. a) Massa fresca parte aérea (g) em funcéo dos teores de dgua e do tipo
de secagem (rapida ou lenta); b) massa fresca da raiz (g) e ¢) massa fresca total (g) em
funcdo do teor de 4gua. Dourados/MS, UFGD, 2016.
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Houve diferencas estatisticas significativas para o tipo de secagem. Foi possivel
observar que a secagem lenta obteve 0,061g e a secagem répida 0,046g, indicando que o
tipo de secagem teve influéncia no desenvolvimento da plantula de P. glomerata (Figura
5).

Rapida Lenta
Secagem

FIGURA 5. Massa fresca da raiz (g) de plantulas de Plinia glomerata.em funcéo do tipo
de secagem da semente. Dourados/MS, UFGD, 2016.

Para massa seca da parte aérea (Figura 6a), massa seca da raiz (Figura 6b) e massa
fresca total (figura 6¢) apresentaram funcdo quadratica para os métodos de secagem
empregados, no entanto a interacdo foi estatisticamente significativa somente para a
massa fresca da parte aérea. Para os fatores massa fresca da raiz e massa seca total, apenas
os fatores isolados teores de agua foram significativos.

Para massa seca da parte aérea, foi observado os valores maximo de 0,018 g
plantula™® para o teor de agua de 35,5% para a secagem rapida, e 0,011 g plantula™ para o
teor de agua de 28% de teor de agua lenta, respectivamente (Figura 6a). Para a massa
fresca da raiz, o valor maximo observado foi de 0,032 g plantula * no teor de agua de
33,8% (Figura 6b). Para massa seca total, o valor maximo observado foi de 0,729 g

plantula’ no teor de 34,1% de agua (Figura 6¢).
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FIGURA 6. a) Massa seca parte aérea (g) de plantulas de Plinia glomerata em funcéo
dos teores de agua e do tipo de secagem (rapida ou lenta); b) massa fresca da raiz (g) e c)
massa fresca total (g) em funcao do teor de agua. Dourados/MS, UFGD, 2016.
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A dessecagédo das sementes comprometeu o crescimento total das plantulas e o
acumulo de massa seca total, sendo que na secagem répida observou-se reducdo dréstica
do acumulo de massa seca das plantulas nos menores niveis de hidratacdo das sementes.
Possivelmente, a reducdo do teor de agua das sementes afetou a capacidade de
translocacdo de reservas das plantulas. Resultados semelhantes foram observados em
sementes de guavira (Campomanesia adamantium, DRESCH et al., 2015), caneleira
(Cinnamomum zeylanicun, SILVA et al., 2012a), ameixa-do-para (Burchonia arménica,
SILVA et al., 2012b) e acai (Euterpe oleracea, NASCIMENTO et al., 2007).
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4, CONCLUSOES

As sementes de P. glomerata Berg sdo sensiveis a dessecagao;

A reducédo do teor de dgua a partir de 21% tanto para a secagem em silica gel
(rapida) quanto para a secagem em ambiente (lenta) prejudica o potencial
fisioldgico das sementes, reduzindo a germinacaode 76% (secagem rapida) e 67%
(secagem lenta) para 40 e 37%, respectivamente, quando o teor de agua foi
reduzido a 17%.
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RESUMO

Popularmente conhecida como cabeludinha, a Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff é uma
espécie nativa e tipica da regido da Mata Atlantica. Como a planta ainda se encontra em
fase de domesticacdo, estudos relacionados a propagacdo e a selecdo de genotipos
promissores para a propagacdo sdo necessarios. O cultivo in vitro é uma importante
ferramenta em programas de conservacdo de recursos genéticos e melhoramento
genético. Considerando esses aspectos, este trabalho foi realizado com o objetivo de
avaliar a germinacdo in vitro de sementes de P. glomerata utilizando diferentes
concentragdes de &cido giberélico, a organogénese in vitro de explantes foliares com
diferentes concentracdes de BAP combinado com ANA e a analise histoldgica dos calos.
Para germinagdo in vitro, foram realizados dois experimentos: 1) sementes foram
primeiramente embebidas por 24 horas em agua estéril antes da assepsia em hipoclorito
de sddio e 2) sementes primeiramente foram desinfestadas e depois embebidas por 24
horas em agua estéril. Utilizou-se o meio de cultura MS para a germinacao in vitro com
diferentes concentragdes de GAs: tratamento controle: 0,5; 1,0; 2,0; 5,0 e 10,0 mg L™ de
GA:z. Para a organogénese foram utilizadas folhas de plantulas germinadas in vitro. Os
explantes foram inoculadas em meio MS em seis tratamentos: 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0e 2,0
mg L de BAP, todos combinados com 0,1 mg L™ de ANA. Para a andlise histoldgica de
calos foram utilizados calos cultivados em meio MS suplementados com 1,0 mg L™ de
BAP e 0,1 mg L de ANA e fixados em FAA 50 por 48horas e transferidos para alcool
etilico 70% (v/v). As amostras foram seccionadas no sentido transversal na espessura de
5 pum com auxilio de um micrétomo e coradas com azul de tuluidina 0,05% em fosfato
tampdo 0,1 M (pH 6,8). Ap6s 30 dias de cultivo in vitro, nas sementes do experimento 1,
houve a emissdo da raiz primaria e parte aérea. No entanto, ndo houve germinagdo em
nenhum tratamento com GAsz do experimento 2. Para porcentagem de germinagéo in
vitro, observou-se um incremento na germinacdo proporcional ao aumento da
concentragéo, variando entre 2,5% no tratamento controle e 85% na concentragéo de 10
mg L de GAs, demostrando que as sementes de P. glomerata necessitam de aplicagio
exogena desse regulador vegetal para otimizar a germinacéo in vitro. Na organogénese,
quando se utilizou 1,0 mg L* de BAP e 0,1 mg L* de ANA, 92% de explantes
apresentaram calos. Nas analises histoldgicas, foi possivel observar a formacéo indireta
de raiz adventicia.

Palavras-chaves: cabeludinha, GAs, rizogénese.
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Germination, induction and morpho - histological analysis of calos of Plinia
glomerata (O. Berg) Amshoff

ABSTRACT

Popularly known as cabeludinha, P. glomerata (O. Berg) Amshoff is a native and typical
species of the Atlantic Forest region. Still in the domestication phase, some aspects of
propagation and selection of promising genotypes for in vitro propagation are needed,
and development of in vitro culture protocols is very important for genetic resources
maintenance programs and for genetical enhancement. This study aimed perform the in
vitro germination of seeds P. glomerata using different concentrations of gibberellic acid,
in vitro organogenesis of leaf explants with different BAP concentrations combined with
ANA and histological analysis of calluses. For in vitro germination, two experiments
were conducted: 1) seeds were first embedded for 24 hours in sterile water prior to sodium
hypochlorite asepsis and 2) seeds were first sterilized and then embedded for 24 hours in
sterile water. It was used MS medium for germination in vitro with different
concentrations of GAas: control treatment without addition of plant growth regulator; 0.5,
1.0, 2.0, 5.0 and 10.0 mg L™t GAs. During organogenesis seedling leaves were germinated
in vitro. The explants were inoculated in MS six treatments: 0, 0.1, 0.25, 0.5, 1.0 and 2.0
mg L BAP, all combined with 0.1 mg Lt NAA. After 30 days of in vitro culture, the
seeds of the first experiment presented issue of primary root and shoot. However there
was no germination in treatments with GAs at the second experiment. For the variable in
vitro germination percentage was observed an increase in germination proportional to the
increase in concentration ranging from 2.5% in the control treatment and 85% in the
concentration 10 mg L GAs, showing that P. glomerata seeds require exogenous
application of growth regulator to the higher percentage germination occurs. During
organogenesis, in the fifth treatment, 92% of explants presented callus. After histological
analysis, we observed the indirect formation of adventitious root.

Palavras-chaves: cabeludinha, GAs, rizogenesis.
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1. INTRODUCAO

Popularmente conhecida como cabeludinha ou jabuticaba amarela, Plinia
glomerata (O. Berg) Amshoff (Myrtaceae) € uma espécie nativa e tipica da regido da
Mata Atlantica, ocorrendo naturalmente nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e
Sao Paulo (LORENZI, 2002). Essa espécie possui frutos com propriedades adstringentes
e é utilizada na fabricacéo de geleias e refrescos, no entanto trata-se de uma espécie pouco
conhecida pela populacéo brasileira (SUGUINO et al., 2006). Os frutos possuem valores
de vitamina C, superiores ao encontrado no suco de laranja (ANDERSEN e ANDERSEN,
1989). Os futos da espécie também sdo muito apreciados por passaros e outros animais
silvestres, como abelhas (SUGUINO et al., 2006).

Plinia glomerata apresenta frutos arredondados que assumem coloracdo amarela
no amadurecimento, possui de uma a duas sementes grandes podendo pesar até 4 g cada.
A frutificacdo acontece de setembro a novembro, no entanto, pode apresentar variagoes
dependendo da regido de cultivo (ANDERSEN e ANDERSEN, 1989). As sementes
devem ser colocadas para germinar logo apds a colheita, pois perdem a viabilidade
rapidamente (LORENZI et. al., 2002)

Apesar do aumento consideravel de trabalhos com espécies nativas, muitas ainda
carecem de informacdes béasicas sobre a propagacdo, cultivo e a utilizagdo comercial para
os mais diversos fins (ARAUJO NETO et al., 2003; ALVES et al., 2004a), como é o caso
da P. glomerata, com poucas informacges sobre a propagacao da espécie.

A germinacdo da semente é um passo crucial para a vida da planta, pois este
processo de propagacdo possibilita a manutencéo da diversidade genética das populacdes
(ROJAS-ARECHIGA e VASQUEZ-YANES, 2000), permitindo a selecio de gen6tipos
superiores que possam ser usados em programas de melhoramento para fins comerciais e
também para a producdo de mudas para reflorestamento de areas degradadas.

Como técnica de propagacdo, a cultura de tecidos constitui-se como uma
ferramenta viavel para a obtencéo de plantas sadias (ULISSES et al., 2010). A partir dela
é possivel propagar espécies que apresentem dificuldades na reproducdo sexuada,
produzir material vegetal em condi¢Ges assépticas, uniformes e em larga escala,
independente da época do ano (PINHAL et al., 2011). Além disso, o cultivo in vitro
constitui-se como um importante método de conservacdo, por viabilizar a inclusdo e

manutencdo de espécies em bancos de germoplasma in vitro (KELLER et al., 2013).
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As giberelinas estdo diretamente envolvidas no processo germinativo das
sementes e melhoram o desempenho das plantulas, acelerando a velocidade de
emergéncia e realcando o potencial das sementes de varias espécies. Como aracga-rosa
(Psidium catleianum, PRUDENTE et al. 2014); guavira (Campomanesia adamantium,
DEO et al.,2014), beterraba (Beta vulgaris, BRAUM et al.,2010), ipé-branco (Tabebuia
réseo-alva, ABBADE et al., 2010), araticum (Annona classiflora, RIBEIRO et al., 2009)
e uvaia (Eugenia uvalha, SCALON et al., 2004).

Como ha poucas informacdes sobre a espécie, relacionados a propagacéo e selecédo
de gendtipos promissores para a propagagdo in vitro sdo necessarios, além do
desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro.

A cultura de tecidos pode contribuir para a obtencdo de plantas com caracteristicas
agrondmicas desejaveis e a inducdo da organogénese ou embriogénese somatica na
presenga ou na auséncia de uma fase de calo tém a finalidade de regenerar plantulas a
partir de células transformadas, ap6s a introducgdo de genes de interesse (FIGUEIREDO
etal., 2007).

A regeneracdo de plantas in vitro € considerada complexa pois diversos fatores,
tanto externos quanto internos, estdo envolvidos, como, o genétipo, a fonte e as condi¢bes
fisiol6gicas em que se encontra material vegetal, a associacdo de reguladores vegetais
(principalmente o balanco auxinas e citocininas presentes no meio de cultivo), as
caracteristicas do meio de cultura empregado e as condi¢des do ambiente (HUSSEIN e
AQLAN, 2011; LIMA et al.,2012).

Os processos de regeneracao de plantas in vitro podem ser avaliados pela analise
histoldgica e morfolégica do material vegetal. Caracterizando-se a via de regeneracéo,
podem-se também estabelecer melhores condicdes de cultivo, para a determinacdo de
protocolos eficientes para a inducéo e obtencdo de plantas. Secces histoldgicas seriadas,
além de permitir a observacdo da formacdo de gemas adventicias ou de embrides
somaticos, permitem caracterizar as modificagdes celulares (MONTERO-HARA, 2000).

No mesmo explante, ha caracteristicas divergentes relacionadas com as estruturas
anatdmica que influenciam na resposta aos tratamentos (RODRIGUEZ, 2013). Entre 0s
procedimentos que podem auxiliar o estudo anatémico dos processos celulares in vitro,
ressalta-se o uso de corantes basicos, acidos, e outros reagentes especificos para 0s grupos
guimicos presentes no tecidos e células como ligninas, sacarideos, compostos lipidicos,
dentre outros (CUTLER, 2011).
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O entendimento do desenvolvimento dos primeiros eventos na desdiferenciagédo
celular para a formacéo de calo ou de estruturas definidas tem sido alvo de pesquisas em
varias espécies para o aprimoramento das técnicas de propagacao in vitro (ALMEIDA et
al., 2012). Os estudos anatdbmicos em Myrtaceae foram voltados principalmente para o
reconhecimento de padrdes taxondmicos e varia¢Ges histologicas em funcdo de fatores
ambientais como incidéncia de luz, idade e poluicdo (GOMES et al., 2009).

Objetivou-se realizar a germinacdo in vitro de sementes de P. glomerata
utilizando diferentes concentracfes de acido giberélico, a organogénese in vitro de
explantes foliares com diferentes concentragdes de BAP combinado com ANA e a analise
histoldgica dos calos.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal do Centro
de Biotecnologia e Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar da Universidade Federal
da Grande Dourados/UFGD.

Os frutos de P. glomerata foram colhidos na segunda quinzena do més de outubro
de 2015 (primeiro experimento) e na primeira quinzena do més de novembro de 2015
(segundo experimento), no pomar, area de Fruticultura localizada na Universidade
Federal da Grande Dourados (UFGD), Dourados/MS. Os frutos foram levados para o
laboratério e despolpados manualmente em &gua corrente. Para a retirada da mucilagem
que envolve a semente foi necessario a utilizacdo de uma peneira, e posteriormente as
sementes foram secas com toalha de papel em ambiente de laboratério (25 +1°C e 60%
UR).

O teor de &gua foi determinado em estufa a 105 + 3 °C por 24 h, (BRASIL, 2009),
com trés repetices contendo duas sementes cada e os resultados foram expressos em base
umida e encontrava-se em torno de 45%, na ocasido da instalacdo do experimento.

Foi utilizado o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), solidificado
com 0,6 g L de agar e suplementado com 30 g L™ de sacarose. O pH foi ajustado para
5,8 £ 0,1 antes da esterilizacdo em autoclave, a temperatura de 121°C e a pressdo de 1,05
kg cm, durante 20 minutos. Em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em
frascos de 250 mL e suplementados com diferentes concentracdes de acido giberélico,
que constituiram os seguintes tratamentos:

T1) tratamento controle, sem adicao de regulador vegetal,

T2)0,5mg L de GA;s,

T3) 1,0 mg L de GA;,

T4) 2,0 mg L de GAs,

T5) 5,0 mg L de GAs,

T6) 10,0 mg L de GA..

Foram realizados dois experimentos, modificando o momento para realizar o
procedimento de assepsia das sementes:
Experimento 1: As sementes foram primeiramente embebidas em agua destilada

e autoclavada por 24 horas antes da assepsia em hipoclorito de sodio.
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Experimento 2: As sementes primeiramente passaram pelo processo de
desinfestacéo e sd entdo, ficaram 24 horas em embebig&o.

O processo de desintestacdo das sementes, independente do momento da
embebicdo, foi realizado em camara de fluxo laminar com todos os utensilios previamente
autoclavados, como descrito anteriormente. As etapas do processo foram: 3 minutos em
alcool etilico 70% (v/v) e 20 minutos em hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo, (v/v))
acrescido de 3 gotas de detergente comercial. Depois desse procedimento, foram
enxaguados trés vezes em agua destilada estéril para a retirada de tracos dos agentes
desinfestantes.

Apobs o procedimento de desinfestagdo superficial das sementes, estas foram
inoculadas nos diferentes tratamentos descritos acima e permaneceram durante 7 dias no
escuro, e entdo, o experimento foi mantido em sala de crescimento a 25 + 2°C de
temperatura, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de fotons de 45 pmol m=2 s,
fornecido por lampadas fluorescentes brancas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado e cada
tratamento foi constituido por 4 repetices de 5 frascos contendo uma semente cada,
totalizando 20 frascos por tratamento.

As avaliacOes foram realizadas apds 30 dias da instalagdo do experimento. As
caracteristicas analisadas foram: porcentagem de germinacdo, porcentagem de
contaminacdo fungica e bacteriana e porcentagem de sementes nao responsivas aos
tratamentos.

Os dados foram submetidos & andlise de variancia e foram realizadas anélise de
regressao a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2008)

Experimento 3: Efeito de diferentes reguladores sobre a organogénese in vitro
em folhas de Plinia glomerata

Utilizou-se folhas de explantes de P. glomerata previamente estabelecidas in
vitro. O experimento constou de seis tratamentos, os quais foram dispostos em diferentes
concentragGes de BAP (6-Benzilaminopurina) 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg L™, todos
combinados com 0,1 mg Lt de ANA (4cido naftaleno acético).

Cada tratamento foi constituido de quatro repeticbes, sendo cada repeticao
composta por 1 placa de Petri contendo 10 segmentos foliares com aproximadamente 1
cm?. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As folhas utilizadas

como explantes foram excisadas na altura da nervura central, na posicdo abaxial e
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inoculadas em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), previamente preparado e
autoclavado, acrescido de 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de agar, pH 5,8 (ajustado antes a
adicdo do agar). O meio de cultura foi suplementado com os reguladores de crescimento
de acordo com cada tratamento e, em cAmara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em
placas de Petri.

Apos a inoculacéo, as placas de Petri com os explantes foram vedados e mantidos
no escuro por um periodo de 7 dias em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C
e ap0ds este periodo foram mantidos sob luminosidade de 45umol m2 s e fotoperiodo de
16 horas.

As avaliacBes foram realizadas 30 dias ap6s a inoculagdo e foram analisadas:
porcentagem de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e
numero de brotacdes emitidas por explante.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e foram realizadas analise de
regressdo a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Experimento 4: Analise histologica de calos

Para a andlise histologica de calos foram utilizados calos cultivados em meio MS
suplementados com 1,0 mg L™ de BAP combinado com 0,1 mg L de ANA.

Os calos foram fixados em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) por 48 horas e
transferidos para alcool etilico 70% (v/v). O processamento das amostras foi realizado
mediante a desidratacdo em série alcoolico-etilica e infiltrada em parafina. As amostras
foram seccionadas no sentido transversal na espessura de 5 pum com auxilio de um
micrétomo de rotacdo e coradas com safranina.

As analises microscépicas e registros fotomicrograficos foram realizados em

microscopio Optico e com camera digital fotogréfica Canon PowerShot SX510HS.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Germinagéo in vitro

Ap0os 30 dias de cultivo in vitro foi verificado, que nas sementesque que foram
primeiramente embebidas em agua destilada estéril, apresentaram a emissdo da raiz
primaria e parte aérea. No entanto, ndo houve germinagdo em nenhum tratamento com
GAs nas sementes que foram primeiramente desinfestadas antes do procedimento de
embebicdo. Este fato pode indicar que os agentes desinfestantes, a concentracdo ou o
tempo de exposicdo das sementes podem ter sido toxicos para o embrido, e em
consequéncia, levaram & morte. A natureza do agente desinfestantes, concentragdo e o
tempo de exposicao sdo variaveis de acordo com cada espécie vegetal e com o tipo de
explante utilizado, sendo necessario o estabelecimento de protocolos de descontaminacgéo
para cada caso. Vale ressaltar que, nesta etapa, a maior dificuldade é obter um tecido livre
de microorganism os como fungos e bactérias, sem que, durante a descontaminacéo o
tecido seja danificado durante a exposi¢do ao agente quimicos (JUNGHANS e SOUZA,
2009).

Uma seérie de eventos fisicos, fisioldgicos, bioquimicos e morfoldgicos ocorre no
sentido de desenvolver o embrido em uma plantula (BORGHETTI, 2000; FERREIRA e
BORGHETTI, 2004; MARCOS-FILHO, 2005). Para iniciar o processo de germinagdo, é
necessario que haja umidade suficiente para ativar as reacdes de desenvolvimento do
embrido. Durante esse processo, a semente passa por trés fases de embebicdo, que se
inicia pela entrada rapida de 4gua (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010).

Durante o periodo de cultivo, ndo foi observado contaminacdo fangica nem
bacteriana, indicando que exposicdo das sementes ao alcool etilico (70%) por 3 minutos
seguido de 20 minutos em hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo) foram eficientes
para a desinfestacdo superficial. No entanto, as medidas fitossanitarias adotadas para as
sementes de P. glomerata devem ser realizadas apds 24 horas de embebicdo das sementes
em agua destilada estéril, para que os produtos desinfetantes hajam sem influenciar no
processo de germinacéao.

Durante a germinacao in vitro de sementes de P. glomerata (Figura 1) observou-
se que a adicdo de GAs no meio de cultura, promoveu um aumento linear no percentual
de germinacédo quando comparado ao controle. Dentre as concentracdes testadas de GAs,
destaca-se a concentragcdo de 10 mg L™, pois nesta concentragdo verificou-se 85 % de

germinacao.
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FIGURA 1. Porcentagem de germinagdo in vitro de Plinia glomerata utilizando
diferentes concentracdes de &cido giberélico (GAs) aos 30 dias apds a inoculacdo.
Dourados — MS. UFGD, 2016.

Esses resultados demostram que as sementes de P. glomerata necessitam de
aplicacdo exogena desse regulador vegetal para que ocorra maior porcentagem de
germinagdo. Ressalta-se, que as sementes de P. glomerata possuem uma concentragdo
endogena de GAs baixa, mas quando tratadas com uma concentracdo adequada,
apresentaram uma germinagdo maior e mais homogénea.

O acido giberélico possui efeito marcante no processo de germinacdo de sementes,
ativando enzimas hidroliticas que atuam ativamente no desdobramento das substancias
de reserva (SANTOS, et al., 2013). Enquanto para diversas espécies, as giberelinas
aceleram a germinacéo e a emergéncia, para outras elas apresentam pequena resposta ou
nenhum efeito (SOARES et al., 2009). Prudente et al. (2015) verificaram que a adi¢éo de
0,4 mg L de GA3 no meio de cultura proporcionou quase 80% de germinagdo em
sementes de aracazeiro (Psidium cattleyanum). Damiani et al. (2016) concluiram que 1mg
L de GA; adicionada no meio de cultura promoveu 100% de germinagio em sementes
de guavira (Campomanesia adamantium). Braum et al. (2010) relatam que a maior
porcentagem de germinacdo de sementes de beterraba (Beta vulgaris) foi obtida quando
estas foram tratadas com 1,5 mg L de GA.

Para sementes de inga (Inga vera), STEIN et al., 2007 e CALGAROTO et al.,
2007), cagaita (Eugenia dysenterica, MANEDES et al., 2010) e pinh&do-manso (Jatropha
curcas, VEDOVATO, 2011), relataram que ndo ha necessidade de adicionar GA3z na

germinacao in vitro.
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O é&cido giberélico pode agir simultaneamente em varios fatores de crescimento
celular, tais como: extensibilidade da parede celular, na permeabilidade da membrana
celular, na atividade enzimatica, na variacdo do potencial osmotico e na mobilizacao de
aclicares (GUARDIA e BENLLOCH, 1980; METRAUX, 1987; WAGNER JUNIOR et
al., 2012; TAIZ e ZAIGER, 2013). Além disso, € claro ao observar nas informacgdes
encontradas na literatura que as sementes necessitam de uma quantidade minima de
fitohormonios e nutrientes para estimular sua germinacdo e desenvolvimento, que é
possivel gracas a disponibilidade de suas reservas nutricionais. A medida que suas
reservas vao se tornando ineficientes, as sementes comegam a absorver alguns elementos
do meio de cultura, se tornando indispensavel para a continuidade do crescimento da

plantula in vitro.

Organogénese in vitro

Durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais e agUcares que compdem 0s meios
de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o
crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades osméticas (GEORGE e
DEBERGH, 2008). A presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura é
também importante na regulacdo da germinacdo. Sabe-se, hoje, que as giberelinas séo
importantes nesse processo, pois estdo envolvidas tanto na superacdo da dorméncia como
no controle da hidrélise de reservas, da qual depende o embrido em crescimento.

Durante o cultivo in vitro de segmentos foliares de P. glomerata (Figura 2)
observou-se efeito quadratico da adicdo de BAP e ANA no meio de cultura, sobre o
processo de calogénese. As maiores porcentagens de formacdo de calos foram obtidas
quando os segmentos foliares foram cultivados na presenca de 0,5 e 1,0 mg L de BAP

combinado com 0,1mg L de ANA (67 e 92% respectivamente).
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FIGURA 2. Porcentagem de calogénese in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes
concentragdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L*de ANA aos 30
dias apds a inoculacdo. Dourados — MS. UFGD, 2016.

Estudos realizados por Pacheco et al. (2008) em segmentos foliares de amendoin
selvagem (Arachis stenosperma) cultivados em meio MS suplentado com ANA e BAP
mostraram alta frequéncia de calogénese (100%), independente da concentracdo de BAP
e de sua combinacdo com ANA. No tratamento controle, a porcentagem de formacdo de
calos foi de apenas 5%, indicando que o suprimento exdgeno de reguladores de
crescimento ao meio de cultura é, em muitos casos, necessario para a calogénese.

Em relacdo a coracdo dos calos observados neste experimento, em todos 0s
tratamentos testados, era amarelo-esverdeado, de consisténcia ndo friavel e se
restringiram apenas na regido onde foi realizado o corte (Figura 3a, 3b). Esses resultados
confirmam que a interacdo entre auxinas e citocininas é responsavel pela alta inducéo de

calos.
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FIGURA 3. Explantes foliares de Plinia glomerata aos 30 dias de cultivo in vitro em
meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de BAP combinado com 0,1mg L* ANA. a)
Explante com calo; b) Explante com raizes adventicias.

Calos podem conter células ou grupos de células que possuem centros ativos
responsaveis pela divisdo celular. Em condi¢Bes adequadas (balango correto entre
citocinina e auxina) tais centros sdo induzidos e entdo sdo capazes de se diferenciarem
em oOrgdos. As células que sdo capazes de responder a determinados estimulos sdo
denominadas competentes; nelas podem ocorrer a diferenciacéo celular e a formacéo de
brotos ou raizes (GEORGE et al. 2013). A competéncia é o primeiro passo para a
diferenciacdo celular; o segundo ¢ a inducdo da determinacdo em células competentes.
As células sdo determinadas quando se osubmetem a um caminho particular de
desenvolvimento geneticamente programado e continuam sem a influéncia de
reguladores de crescimento (GEORGE et al. 2013).

Foi observado rizogénese direta em dois explantes do tratamento T5, na mesma
regido onde houve formacéo de calos em outros explantes cultivados in vitro (Figura 3B).
Lima et al. (2000) apontam que a diferenciagdo da parte aérea e radicular é controlada
pelo balanco entre auxina e citocinina.

A teoria da totipotencialidade em plantas indica que é possivel o estabelecimento
de uma cultura de calo de praticamente qualquer planta e da maioria de suas partes,
empregando um meio nutritivo simples, acrescido de auxinas e citocininas (GEORGE et
al. 2013). As altas porcentagens de explantes formando calos, observados neste trabalho,
sem regenerar gemas, quando cultivados em meio de cultura contendo BAP combinado
com ANA, podem estar relacionadas ao fato de que o balango hormonal adequado para

que ocorra regeneracao de brotos néo foi alcancado.
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Existe evidéncia de que a atividade citocininica diminui durante a maturacéo, que
reduz a divisdo celular e indugdo de genes (GARCIA et al., 2011). Em cedro (Cedrela
montana) Basto et al. (2012) estudaram o potencial morfogénico avaliando explantes de
duas idades e relataram que em material adulto ndo houve resposta organogénica mesmo
quando os explantes foram cultivados na presenca de acido nafteleno acético (ANA), 6-
benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) ou thidiazuron (TDZ).

As maiores percentagens de oxidacao foram obtidas no tratamento controle e com
a utilizacdo de 2 mg L de BAP combinado com 0,1 mg L™ de ANA, atingindo 95% de
explantes oxidados nos dois tratamentos realizados (Figura 4), apresentando fungéo
quadrética.
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FIGURA 4. Porcentagem de oxidag&o in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes
concentracdes de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L*de ANA aos 30
dias ap06s a inoculagdo. Dourados — MS. UFGD, 2016.

Além da definicdo da composicdo quimica do meio e da interacdo
explante/regulador vegetal para o controle da organogénese in vitro, um outro desafio
encontrado nas técnicas de cultivo in vitro estd no controle da oxidagdo. Segundo Paiva
e Paiva (2001), a oxidacdo fenodlica é altamente dependente do gendtipo, da fase de
desenvolvimento da planta e da estacdo do ano. Em épocas mais favordveis ao
crescimento, a concentragdo de polifendis € menor e, consequentemente, a oxidagao nos
tecidos cultivados in vitro também é menor (PAIVA e PAIVA, 2001; RIBEIRO et al.,
2013).
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No cultivo in vitro o processo de oxidacdo pode ser desencadeado por injurias
causadas aos tecidos vegetais, como o corte dos explantes com bisturi (CID e TEIXEIRA,
2010) ou devido a utilizacdo de agentes quimicos na esterilizacdo superficial. O tecido
lesionado libera compostos fenolicos que em contato com as enzimas polifenoloxidases
oxidam os polifenois formando as quinonas. As quinonas sao substancias altamente ativas
e, posteriormente & sua producdo, polimerizam e ou oxidam proteinas para formar
compostos melanicos, os quais sdo responsaveis pelo escurecimento das partes excisadas
dos explantes e do meio de cultura (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). O acumulo de
polifendis e de produtos da oxidagdo modificam a composi¢do do meio e a absorcao de
metabdlitos (ANDRADE, 2000), inibindo o crescimento e podendo causar a morte dos
explantes (SATO et al., 2001).

Anélises histoldgicas

O material vegetal utilizado foi coletado de plantas de P. glomerata mantidas no
pomar na area de Fruticultura localizada na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD); Para a realizacao dos cortes, utilizou-se a quarta folha do ramo.

As folhas de P. glomerata sdo simples, inteiras, curtamente pecioladas,
peninérveas e de consisténcia coriacea. Possuem coloracdo verde-escura na face superior
e verde-prateada na face inferior, medindo 10 cm de comprimento por 3 cm de largura,
aproximadamente. A filotaxia é oposta e as folhas sdo glabras na superficie adaxial e
pilosas na superficie abaxial. A lamina tem forma lanceolada com as margens lisas, 0
apice € agudo e a base acunheada.

A epiderme, em seccdo transversal, é uniestratificada e o mesofilo é dorsiventral
As células epidérmicas na face adaxial sdo maiores quando comparadas a face abaxial.
Uma cuticula espessa esté depositada sobre face adaxial na epiderme (Figura 5b).

No mesofilo, o parénquima pali¢adico € constituido por 2-3 estratos de células. O
parénquima esponjoso é formado por 4-5 estrato de células arranjadas fracamente (Figura
5b). Os feixes vasculares sdo do tipo bicolaterais (Figura 5a). Também é possivel
observar a presenca de canais secretores (Figura 5b).

A calogénese foi evidenciada por meio das analises das sec¢des transversais dos
calos. Em explantes cultivados na presenca de 1,0 mg L™ de BAP combinado com 0,1mg

LT ANA é possivel observar as mudangas nas estruturas internas dos explantes (Figura
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5C) e a intensa proliferacdo celular rompeu a epiderme, evidenciando a rizogénese
indireta. Resultados semelhantes da origem adventicia de 6rgdos formados por calos
desenvolvidos a partir do mesofilo foi descrito por Dibax et al. (2010) e Alves et al
(2004b) em explantes foliares de hibridos de Eucaliptus, no entanto, os autores relatam
que houve a formacao de brotagdes adventicias ap6s 35 dias de cultivo in vitro.

O entendimento do local exato onde comecam a ocorrer a formacao de calos é
importante para a cultura de tecidos, e a analise histologica dos calos pode evidenciar a

local exato da origem da inducdo de brotos ou raizes adventicias.

\4". 1
s

FIGURA 5. Seccoes transversais de folhas in vivo de Plinia glomerata: a) Detalhe da
nervura principal, seta apontando tricoma tector, b) Detalhes do limbo. Secc¢des
transversais de folhas in vitro de Plinia glomerata: c) Detalhes dos calos cultivados in
vitro na presenca de 1,0 mg L™ de BAP combinado com 0,1mg L de ANA, d) Detalhes
da medula do calo. Legendas: cs: cavidade secretora; ep: epiderme; pp: parénquima
palicadico; pe: parénquima esponjoso; cc: cortex do calo; mc: medula do calo; np:
nervura principal da folha. Barra de escala: 1um (d), 5 um (b,c), 20 um (a),
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4., CONCLUSAO

e O procedimento de assepsia deve ser realizado somente ap0s as sementes serem
embebidas em agua destilada estéril,

e A maior porcentagem de germinagdo ocorreu na presenca de &cido giberélico,

e E possivel a formacdo de calos em explantes foliares, no entanto nio houve a
formacdo de orgdos adventicias, como evidenciado nos cortes transversais
realizados dos calos,

e Foi observado a formacéo de calos cultivados in vitro na presenca de 1,0 mg L™
de BAP combinado com 0,1mg L™ de ANA.
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CONSIDERACOES FINAIS

Diante das condicdes em que todos os experimentos foram realizados, podemos
elencar algumas consideragdes:

Os dados dos experimentos de germinacdo e tolerancia a dessecagdo de sementes
indicam que a espécie é recalcitrante, porém, somente apos a realizacdo de experimentos
de armazenagem das sementes é que poderemos ter certeza dessa afirmacéo.

Os dados obtidos de germinagdo e organogénese in vitro, sdo iniciais e é
necessario testar e desenvolver um protocolo completo de micropropagacdo para a
espeécie. Para que isso seja possivel, sugerimos a necessidade em manter mudas em casa-
de-vegetacdo para diminuir a porcentagem de contaminacgdo; ou, utilizar explantes
oriundos da germinagao in vitro.

N&o foi possivel a obtencdo de brotacdes adventiceas, indicando novos trabalhos

com concentracdes e tipos de reguladores de crescimento vgetal, isolados ou associados.
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QUADRO 1. Resumo do quadro de analise de variancia da germinacdo de sementes de
Plinia glomerata sob diferentes métodos de superacdo da dorméncia. Dourados — MS.
2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 6 36682.285714 6113.714286 655.041**
Erro 14 130.666667 9.333333
CV% 8,40
Media geral 36,38

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo

QUADRO 2. Resumo do quadro de analise de variancia do indice de velocidade de
germinacdo de sementes de Plinia glomerata sob diferentes métodos de superacdo da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 4.65380 1.55127 359.7144**
Erro 8 0.03450 0.00431
CV% 3.66
Média geral 1.79

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo

QUADRO 3. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento total de
plantulas de Plinia glomerata sob diferentes métodos de superacdo da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QoM F
Tratamento 3 265.16757 88.38919 25,9527**
Erro 8 27.24620 3.40578
CV% 12,90
Meédia geral 14,30

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo
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QUADRO 4. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento da parte aérea
de pléantulas de Plinia glomerata sob diferentes métodos de superacdo da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 83.11423 27.70474 86.5323**
Erro 8 2.56133 0.32017
CV% 10,22
Média geral 5,54

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 5. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento da parte aérea
de plantulas de Plinia glomerata sob diferentes métodos de superacdo da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ oM F
Tratamento 3 55,82782 18.60928 8.4846**
Erro 8 17.54647 2.19331
CV% 16,94
Média geral 8,74

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 6. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca total de
diferentes métodos de superacdo da dorméncia de plantulas de Plinia glomerata sob
diferentes métodos de superacao da dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 1.22283 0.40761 46.3467**
Erro 8 0.07036 0.00879
CV% 16,96
Média geral 0.55

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 7. Resumo do quadro de analise de variancia da massa fresca da parte aérea
de plantulas de Plinia glomerata sob diferentes métodos de superagdo da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 0.19765 0.06588 79.4250**
Erro 8 0.00664 0.00083
CV% 13,81
Media geral 0,21

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 8. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca da raiz de
plantulas de diferentes métodos de superacdo da dorméncia de sementes de Plinia
glomerata. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QoM F
Tratamento 3 0.44623 0.14874 33.1064**
Erro 8 0.03594 0.00449
CV% 19,50
Media geral 0,34

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 9. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa seca total de plantulas
de diferentes métodos de superacdo da dorméncia de sementes de Plinia glomerata.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 0.44623 0.14874 33.1064**
Erro 8 0.03594 0.00449
CV% 19,50
Media geral 0,34

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 10. Resumo do quadro de analise de variancia da massa seca da parte aérea
de plantulas de diferentes métodos de superacdo da dorméncia de sementes de Plinia
glomerata. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM F
Tratamento 3 0.03056 0.01019 20.0065**
Erro 8 0.00407 0.00051
CV% 31,70
Media geral 0,07

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 11. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca da raiz de
plantulas de diferentes métodos de superacdo da dorméncia de sementes de Plinia
glomerata. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QoM F
Tratamento 3 0.04111 0.01370 216.3592**
Erro 8 0.00051 0.00006
CV% 8,21
Media geral 0,09

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 12. Resumo do quadro de analise de variancia da germinacao de sementes de
Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacio da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 22201.904762  3700.317460  346.905 0.0000
Erro 14 149.333333 10.666667
CcVv 5.81

Média geral 56,19

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns nédo significativo.
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QUADRO 13. Resumo do quadro de andlise de variancia do indice de velocidade de
germinacéo de sementes de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a
superacdo da dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 2.738652 0.456442 553.678 0.0000
Erro 14 0.011541 0.000824
CVv 3.91

Meédia geral 0.73

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 14. Resumo do quadro de anélise de variancia do comprimento da parte aérea
de plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacio da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 74.391429 12.398571 85.648 0.0000
Erro 14 2.026667 0.144762
CVv 9.26
Média geral 4.11

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 15. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento da raiz de plantulas de
Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacio da dorméncia. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1128.499048 188.083175 36.373 0.0000
Erro 14 72.393333 5.170952
CVv 9.26
Média geral 411

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 16. Resumo do quadro de andlise de variancia do comprimento total de
plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superagdo da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 1790.359048 298.393175 57.769 0.0000
Erro 14 72.313333 5.165238
CVv 10.97

Média geral 20,72

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 17. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca total de
plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superagdo da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 4.933714 0.822286 38.866 0.0000
Erro 14 0.296200 0.021157
CVv 12,82
Meédia geral 1,13

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 18. Resumo do quadro de analise de variancia da massa da parte aérea de
plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superagdo da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 0.008512 0.001419 35.134 0.0000
Erro 14 0.000565 0.000040
CcVv 15,54

Meédia geral 0,0409

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 19. R Resumo do quadro de analise de variancia da massa fresca da raiz de
plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superagdo da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 0.075034 0.012506 22.918 0.0000
Erro 14 0.007639 0.000546
CVv 17,22

Meédia geral 0,1356

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 20. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa seca total de plantulas
de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacio da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 0.944671 0.157445 111.648 0.0000
Erro 14 0.019743 0.001410
CVv 7,32

Meédia geral 0,512

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 21. Resumo do quadro de analise de variancia da massa seca da parte aérea
de plantulas de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacio da
dorméncia. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 0.001162 0.000194 26.577 0.0000
Erro 14 0.000102 0.000007
Cv 18.96

Média geral 0,0142

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns nédo significativo.
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QUADRO 22. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa da raiz de plantulas
de Plinia glomerata sob diferentes doses de Stimulate® para a superacdo da dorméncia.
Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 6 0.013382 0.002230 59.212 0.0000
Erro 14 0.000527 0.000038
CVv 12,39

Meédia geral 0,0495

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 23. Resumo do quadro de analise de variancia da germinacdo de sementes de
Plinia glomerata submetidas a tolerancia a dessecacédo sob diferentes tipos de secagem e
teor de umidade da semente. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 36.000000 36.000000 3.682 0.0670
Agua 5 50178.222222 10035.644444 1026.373 0.0000
Secagem * agua 5 201.333333 40.266667 4118 0.0077
Erro 24 234.666667 9.777778
CcVv 4,65

Meédia geral 67,22

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 24. Resumo do quadro de andlise de variancia do indice de velocidade de
germinacdo de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a dessecacao sob
diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000491 0.000491 0.175 0.6795
Agua 5 38.207243 7.641449  2719.941  0.0000
Secagem * 4gua 5 0.345016 0.069003 24,561 0.0000
Erro 24 0.067426 0.002809
CV 4,94
Meédia geral 1,07

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 25. Resumo do quadro de andlise de variancia dado comprimento total de
plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a toleréncia a
dessecacgdo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 66.422500 66.422500 25.216 0.0000
Agua 5 852.041389  170.408278 64.692 0.0000
Secagem * agua 5 88.005833 17.601167 6.682 0.0005
Erro 24 63.220000 2.634167
CcVv 17,27
Média geral 9,40

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 26. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento da parte aérea
de plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a
dessecacdo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.160000 0.160000 0.740 0.3981
Agua 5 80.448889 16.089778 74.451 0.0000
Secagem * agua 5 9.613333 1.922667 8.897 0.0001
Erro 24 5.186667 0.216111
CcVv 15.73
Média geral 2,95

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 27. Resumo do quadro de analise de variancia do comprimento da raiz de
plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a toleréncia a
dessecacgdo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 75.690000 75.690000 39.144 0.0000
Agua 5 504.125556  100.825111 52.143 0.0000
Secagem * agua 5 61.970000 12.394000 6.410 0.0006
Erro 24 46.406667 1.933611
CcVv 21.48
Média geral 6.47

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 28. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca total de
plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerdncia a
dessecacgéo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000011 0.000011 0.000 0.9854
Agua 5 6.925889 1.385178 42.490 0.0000
Secagem * agua 5 0.040889 0.008178 0.251 0.9352
Erro 24 0.782400 0.032600
CcVv 18.62
Media geral 0.97

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.



130

QUADRO 29. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa fresca da parte aérea
de plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a
dessecacgdo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000152 0.000152 1.886 0.1823
Agua 5 0.007007 0.001401 17.379 0.0000
Secagem * agua 5 0.001367 0.000273 3.391 0.0186
Erro 24 0.001935 0.000081
CcVv 39,14
Média geral 0.0229

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 30. Resumo do quadro de analise de variancia da massa fresca da raiz de
plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerdncia a
dessecacgéo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ oM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.002025 0.002025 5.740 0.0247
Agua 5 0.033414 0.006683 18.943 0.0000
Secagem * agua 5 0.001458 0.000292 0.827 0.5431
Erro 24 0.008467 0.000353
CcVv 35,40
Media geral 0.0530

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 31. Resumo do quadro de andlise de variancia da massa seca total de plantulas
germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a dessecacéo sob
diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000278 0.000278 0.026 0.8744
Agua 5 1.798656 0.359731 33.045 0.0000
Secagem * agua 5 0.011356 0.002271 0.209 0.9556
Erro 24 0.261267 0.010886
CcVv 21,24
Media geral 0.4911

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 32. Resumo do quadro de analise de variancia da massa seca da parte aérea
de plantulas germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a
dessecacgéo sob diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000012 0.000012 1.271 0.2707
Agua 5 0.000687 0.000137 14.258 0.0000
Secagem * agua 5 0.000077 0.000015 1.596 0.1993
Erro 24 0.000231 0.000010
CcVv 35,71
Media geral 0.0086

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 33. Resumo do quadro de analise de variancia da massa seca da raiz plantulas
germinadas de sementes de Plinia glomerata submetidas a tolerancia a dessecacéo sob
diferentes tipos de secagem e teor de umidade da semente. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Secagem 1 0.000125 0.000125 3.066 0.0927
Agua 5 0.003825 0.000765 18.812 0.0000
Secagem * gua 5 0.000078 0.000016 0.383 0.8557
Erro 24 0.000976 0.000041
cVv 35,84
Media geral 0.0183

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste T; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 34. Resumo do quadro de analise de variancia da germinacdo in vitro de
sementes de Plinia glomerata sob diferentes concentragdes de giberelinas. Dourados —
MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 4 17492.708333  4373.177083  113.628 0.0000
Erro 19 731.250000 38.486842
CVv 18,50

Meédia geral 33,54

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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QUADRO 35. Resumo do quadro de anélise de variancia da calogénese in vitro de
segmentos foliares de Plinia glomerata diferentes concentracdes de 6- benzilaminopurina
combinada com 0,1 mg L de &cido naftaleno acético. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 5  23783.333333 4756.666667 155673  0.0000

Erro 18 550.000000 30.555556

CV 12,76

Média geral 43,33

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.

QUADRO 36. Resumo do quadro de analise de varidncia da oxidacdo in vitro de
segmentos foliares de Plinia glomerata diferentes concentracdes de 6- benzilaminopurina
combinada com 0,1 mg L™ de 4cido naftaleno acético. Dourados — MS. 2016.

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamento 5 23783.333333  4756.666667  155.673 0.0000
Erro 18 550.000000 30.555556
Cv 9,75

Meédia geral 56,67

** significativo, ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste F; * significativo, ao nivel
de 5% de probabilidade, pelo teste F; ns ndo significativo.
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APENDICE
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FIGURA 1 — Aspecto de plantulas de Plinia glomerata oriundas de sementes submetidas
a diferentes tratamentos para asupera¢do da dorméncia. Dourados—MS, UFGD, 2016.
Foto: Fernanda Pinto
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FIGURA 2 — Aspecto de plantulas de Plinia glomerata oriundas de sementes submetidas
a diferentes doses de Stimulate®. Dourados—MS, UFGD, 2016. Foto: Fernanda Pinto
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FIGURA 3 — Aspecto de plantulas de Plinia glomerata oriundas de sementes submetidas
a secagem em ambiente de laboratéio. Dourados—-MS, UFGD, 2016. Foto: Fernanda
Pinto
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FIGURA 4— Aspecto de plantulas de Plinia glomerata oriundas de sementes submetidas
a secagem em silica gel. Dourados—MS, UFGD, 2016. Foto: Fernanda Pinto



