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Campomanesia  xanthocarpa O.
Berg é uma espécie nativa do Brasil
pertencente a familia Myrtaceae, popu-
larmente conhecida como guabiroba,
que ocorre nos Biomas Cerrado e Mata
Atlantica (Sobral et al., 2016). Além do
Brasil, ocorre no Paraguai, Argentina e
Uruguai.

Embora a espécie nado seja cultivada
comercialmente no Brasil, seus frutos
sao apreciados tanto pelos homens
quanto pelos animais nas regides onde
ocorre naturalmente. A época de floragéo
ocorre durante os meses de setembro a
novembro e seus frutos amadurecem
nos meses de novembro e dezembro
(Lorenzi, 1992). A composi¢ao nutricio-
nal dos frutos mostrou que a espécie é
fonte alimentar potencial de proteinas,
carboidratos e sais minerais (Cordeiro et
al., 2010), além de consideravel quan-
tidade de fibras alimentares (6,26%)
(Napoli et al., 2013). Destaque deve ser
dado também para a quantidade muito
baixa de lipideos, o que corrobora as
afirmacdes apontando-a como alter-
nativa para uma fonte de alimentacao
saudavel e rica em minerais, com baixo
valor calérico (Andrade et al., 2012). Os

teores de alguns minerais como potéssio
e calcio sao superiores aos encontrados
em frutos popularmente consumidos
no Pais, tais como a banana e a maga
(Andrade et al., 2012).

Além dos frutos, suas folhas e casca
apresentam principios medicinais utiliza-
dos na cultura popular para o tratamento
de tuberculose (Pavan et al., 2009),
também com atividade anti-inflamatéria,
antioxidante e com um crescente inte-
resse em pesquisas para o combate do
diabetes (Vinagre et al., 2010; Ferreira
et al., 2013; Vieceli et al., 2014). Além
disso, existem relatos de seu uso para
doencgas gastrointestinais, como a diar-
reia, e doencgas do trato urinario, como a
cistite (Cordeiro et al., 2010).

De uma forma extrativista, a guabi-
robeira é utilizada por moradores locais
como fonte de madeira para lenha e
para consumo dos frutos in natura ou na
producéao de geleias (Napoli et al., 2014;
Godoy et al., 2015), sucos, doces e lico-
res (Almeida, 1998).

Apesar do potencial da espécie,
assim como a maioria das espécies
frutiferas brasileiras, a guabirobeira
continua negligenciada e nao existem
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programas de melhoramento ou es-
forcos para a implementagdo de seu
cultivo. Além disso, suas sementes, séo
recalcitrantes, dificultando a germinacao
e inviabilizando seu armazenamento.
Esta caracteristica, sem duvida, é uma
barreira a sua propagacao, conforme
ressaltam Melchior et al. (2006). Quanto
a propagacéo vegetativa dessa espécie,
poucos trabalhos sdo encontrados na
literatura. Uma taxa de enraizamento
de 25,5% foi observada para estacas
obtidas a partir de material juvenil, em
material proveniente de brotagdo de
cepas, enquanto para fragmentos de
tronco/inverno esta taxa resultou em até
44,4% das brotacdes (Teleginski, 2016).
A alporquia também n&o foi eficiente
para o enraizamento e produgao de mu-
das de guabirobeira, conforme relataram
Teleginski et al. (2018). Portanto, técni-
cas alternativas de propagacao vegeta-
tiva devem ser estudadas para viabilizar
a multiplicacdo de materiais superiores e
a sua conservagao in vitro.

A propagacao de espécies lenhosas
com interesses comerciais e/ou que
apresentam dificuldades de reproducéo
em condi¢des naturais, bem como a pro-
pagacao vegetativa de genotipos com
produgéo superior, podem também ser
realizadas mediante técnicas da cultura
de tecidos. Dentre elas, a micropropa-
gacao é definida como um conjunto
de técnicas que visam a propagacao
vegetativa de plantas em larga escala,
a partir do cultivo de tecidos ou 6rgaos
vegetais sob condigdes controladas
in vitro (George et al., 2008). Estudos

de micropropagacdo de espécies da
familia Myrtaceae embora escassos,
demonstram que € possivel a obtencao
de plantas regeneradas e aclimatizadas,
como no caso das espécies Eugenia
pyriformis (Nascimento et al., 2008),
Acca sellowiana (Ross; Grasso, 2010) e
Eugenia uniflora (Silva et al., 2014). Para
C. xanthocarpa nao existem protocolos
de micropropagacéo estabelecidos.

Este trabalho teve como objetivo
estabelecer um protocolo eficiente de
micropropagagado de guabirobeira, uti-
lizando a técnica de multiplicacdo de
gemas axilares.

Equipamentos e material
necessario

» Casa de vegetacao.

» Capela de fluxo laminar.

» Balanca.

* pHmetro.

» Autoclave.

* BOD ou sala climatizada.

* Pipetas.

» Beckers.

* Provetas.

* Tubos de ensaio.

» Frascos de vidro com 8,5 cm de altura
e 5,5 cm de diametro.

* Placas de Petri esterilizadas.

* Pingas e bisturis esterilizados.

» Bandejas de plastico divididas em cé-
lulas de 3,5 cm x 3,5 cm.

* Vermiculita.

* Plantmax ®.



Reagentes

+ Sais e vitaminas do meio WPM (Ane-
xo 1).

» Sacarose.

« Agar.

* Benzil amino purina (BAP).

Hipoclorito de sédio (NaOCl ).

0,1% PPM®.

Etanol 70%.

Agua destilada autoclavada.

Acido indol butirico (AIB)

* Inositol

» Tween-20

Vermiculita

Preparo dos meios de cultura

Meio de germinacé&o

« WPM.

* 0,1% PPM® .

« 30 g L' de sacarose.
* 7gL"deagar.

Meio de introdugao

* Macro e micronutrientes do meio WPM

(Lloyd; McCown, 1980).

30 g/L de sacarose.

* 0,1% PPM®.

* 6 g/L de agar.

» Verter 10 mL do meio em tubos de en-
saio e autoclavar antes do uso.
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Meio de micropropagacao

* Macro e microelementos e vitaminas
do meio WPM (Anexo 1).

» 30 g L' de sacarose.

* 0,1 g L' de inositol.

* 2,2 yM Benzil amino purina (BAP)
(Anexo 2).

* 0,1% PPM®.

* 7gL"de agar.

» Frascos de vidro com tampa autocla-
vavel.

Meio de enraizamento

» Macro e micronutrientes do meio WPM.
» 30 g L' de sacarose.

0,1% de PPM®.

* 4,9 uM acido indol butirico (AIB).

* 6 gL’ deagar.

O pH dos meios de cultura foi ajus-
tado em 5,8 com solugbes de HCI ou
NaOH 0,1 N, antes da adi¢ao do agar
e da autoclavagem. Os meios de mi-
cropropagacgao e enraizamento foram
vertidos em frascos de vidro, cada um
contendo 40 mL de meio, tampados com
tampa plastica. Os frascos e tubos de
ensaio foram autoclavados a 120 °C e
1 atm por 20 minutos, antes do uso.

Assepsia e germinacao

Frutos maduros foram coletados e
despolpados manualmente. Em capela



Micropropagacédo de guabirobeira a partir de segmentos nodais 5

de fluxo laminar, as sementes foram
desinfestadas mediante sua imerséo
em solugdo de etanol (70% v/v) por
um minuto, seguido por imersdo em
solugdo de hipoclorito de sodio (5% de
cloro ativo) adicionado de duas gotas de
Tween-20, por dez minutos. Para elimi-
nar os residuos do NaOCI as sementes
foram lavadas trés vezes com &agua
destilada esterilizada por autoclavagem.

Em seguida as sementes foram
inoculadas em meio de cultura de
germinacao.

Inicialmente foi utilizado meio de
cultura sem PPM para a germinagao de
sementes. No entanto, apesar da assep-
sia, ocorreram altas taxas de contamina-
¢ao, principalmente por fungos.

O PPM na concentragdo indicada
pelos fabricantes (0,1%) foi eficaz para
prevenir as contaminagdes durante o es-
tabelecimento das culturas assépticas.

Nos tratamentos contendo este bio-
cida, ndo foram observadas quaisquer
contaminacdes, seja por bactérias ou
fungos, durante todo o periodo analisado.

Estudos anteriores relataram
problemas na micropropagacdo de
Campomanesia xanthocarpa devido a
contaminagdes das culturas por bactéria
endofitica resistente aos processos de
desinfestagcao (Scutti; Zanette, 2000).
Essa contaminacao bacteriana nao foi
detectada em nenhum momento do cul-
tivo neste trabalho. Contaminagdes por
bactérias endofiticas sdo consideradas
como um dos principais problemas do
cultivo in vitro e ja foram observadas em
outras espécies de Myrtaceae, tal como

no aracga (Psidium cattleianum) (Freire et
al., 2018).

Apds a germinacdo das sementes,
as plantulas permaneceram no mesmo
tubo de ensaio até formarem, pelo me-
nos, um par de folhas verdadeiras. Neste
momento, segmentos nodais contendo
duas gemas axilares foram cortados
com auxilio de pinga e bisturi e utilizados
na fase de micropropagagao da espécie.

Micropropagagéao

Segmentos nodais de aproximada-
mente 1 cm e contendo duas gemas ad-
venticias foram seccionados com auxilio
de pinga e bisturi e colocados em meio
de micropropagacgao. Foram colocados
4 segmentos por frasco em meio WPM
(Lloyd; McCown, 1980), suplementado
com BAP 2,2 uM. Apés 30 dias, os bro-
tos novos foram seccionados, separados
do segmento nodal (explante inicial),
subdivididos de forma a obter novos seg-
mentos contendo duas gemas axilares, e
subcultivados em meios frescos de mes-
ma composic¢ao, a cada més (Figura 1).

As culturas foram mantidas em sala
de crescimento sob luz fluorescente de
tipo branca fria, com densidade de flu-
xo de fotons fotossintéticos (PPFD) de
50 ymol m? s, fotoperiodo de 16 horas
e temperatura de 26 °C £ 2 °C.

A cada 30 dias foram avaliados a
porcentagem de segmentos formando
brotos, e o numero médio de brotos no-
vos formados por segmento nodal.
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Fotos: Jean Santos Machado

Figura 1. Multiplicagdo de gemas axilares em Campomanesia xanthocarpa. A: planta obtida de
semente germinada in vitro; B: explante inicial contendo duas gemas axilares; C-K: brotagdo em

meio WPM. Barras: 1 cm.
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No final do primeiro subcultivo (30
dias), foram observadas brotacées em
87% dos segmentos iniciais e o numero
de novas brotacgdes foi 2,5 por segmento.

No segundo subcultivo (60 dias), a
porcentagem de segmentos formando
brotos foi 85% e o numero de novas
brotagdes foi 3,3.

O alongamento das brotagdes foi
observado no préprio meio de micro-
propagacédo, ndo sendo necessaria a
utilizagdo de meio especifico para este
fim, antes do enraizamento.

Pelos resultados obtidos,
Campomanesia xanthocarpa nao ne-
cessita de elevadas concentragcbes de
nitrogénio no meio de cultura, pois hou-
ve maior desenvolvimento dos explantes
quando cultivados em meio WPM, onde
este nutriente encontra-se em menor
concentragdo. Assim como ocorrido
para Campomanesia xanthocarpa, para
Acca sellowiana (Ross; Grasso, 2010) e
Eugenia pyriformis (Nascimento et al.,
2008), o meio de cultura mais adequado
para a micropropagacao foi o WPM.

A citocinina BAP tem sido a mais
utilizada na multiplicacdo de gemas de
diversas espécies florestais (Oliveira et
al., 2013). BAP também foi a citocinina
mais eficaz para outras mirtaceas na-
tivas do Brasil, como Campomanesia
adamantium (Rossato et al.,, 2015),
Eugenia pyriformis (Nascimento et al.,
2008), Eugenia uniflora (Silva et al.,
2014) e Psidium cattleianum (Freire et
al., 2018).

Em relagdo as concentragdes de
BAP, resultados semelhantes aos ob-
tidos com este protocolo foram obtidos

para Eugenia pyriformis, para a qual
foram observadas 4 novas brota-
¢bes por segmento nodal, no cultivo
inicial em meio contendo 4,4 uM de
BAP (Nascimento et al., 2008) e em
Campomanesia adamantium com nu-
mero de novas brotagbes de 2 nesta
mesma concentragdo do fitorregulador
(Rossato et al., 2015). Com base em ou-
tros protocolos utilizados para diferentes
espécies de Myrtaceae, observou-se
que existe grande variagdo na resposta
aos efeitos de BAP, na formag&o de no-
vas brotagodes.

Enraizamento

Inicialmente as microestacas oriun-
das da micropropagagao com aproxima-
damente 1 cm de altura foram colocadas
no meio de enraizamento contendo ma-
cro e microelementos do meio de cultura
WPM, PPM (0,1%) e 4,9 uM de AIB. As
culturas foram mantidas nas condigdes
descritas anteriormente, exceto na pri-
meira semana de cultivo, quando elas
ficaram no escuro.

A percentagem de enraizamento das
microestacas foi 32% apdés 30 dias, che-
gando a 53% apos 60 dias. Foi observa-
da necrose em 20% das brotacdes nesta
segunda avaliagéo (Figura 2).

As primeiras raizes comecaram a
surgir aproximadamente em 20 dias
e continuaram a aparecer durante o
cultivo. Apds 60 dias nao foi observada
formacao de novas raizes e as forma-
das continuaram se desenvolvendo e
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Fotos: Jean Santos Machado

Figura 2. Enraizamento in vitro de microestacas de Campomanesia xanthocarpa cultivadas em

meio WPM suplementado com AIB, apés 60 dias.

crescendo normalmente. O nimero mé-
dio de raizes por explante apés 30 dias
foi 1,4 e 2,6 apds 60 dias.

Concentragdes relativamente baixas
de AIB induziram o enraizamento em
Campomanesia xanthocarpa, sem fito-
toxidade e nem calogénese.

A formacao de raizes em explantes
de Campomanesia xanthocarpa cul-
tivados na auséncia de reguladores
vegetais também foi possivel, assim
como observada por outros autores para

guabirobeira (Scutti; Zanette, 2000),
e outras espécies de mirtaceas, como
Acca sellowiana (Oltramari et al., 2000),
Eugenia myrtifolia (Blando et al., 2013)
e Eugenia pyriformis (Nascimento et al.,
2008). No entanto, a porcentagem de
enraizamento observada em meio con-
tendo AIB foi superior.

O enraizamento em meio de cultura
sem reguladores vegetais pode ser expli-
cado pelo efeito fisiolégico das auxinas
enddgenas presente nos explantes, que
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sdo capazes de induzir este processo.
Nas plantas, a auxina & produzida nos
apices caulinares e foliares, transporta-
da via polar pelo floema e, entre seus
efeitos, estdo o crescimento celular e o
desenvolvimento de raizes (Taiz et al.,
2017).

Em Myrtaceae, comumente o AIB
é utilizado para promover formacao de
raizes adventicias em microestacas.
No enraizamento de Campomanesia
xanthocarpa, esta auxina foi a que pro-
moveu maior percentagem de formagao
de raizes e ndmero médio de raizes,
apos 30 e 60 dias de cultivo. O mesmo
efeito de AIB (4,9 uM) no enraizamento
de C. xanthocarpa foi encontrado em
Eugenia involucra, com 70% de enraiza-
mento apds 60 dias (Golle et al., 2012),
em Eugenia pyriformis, com 60% apods
40 dias (Nascimento et al., 2008) e em
Syzygium cordatum com 70% apds 30
dias (Dewir et al., 2011).

Concentragbes maiores deste
regulador foram utilizadas em Acca
sellowiana (Oltramari et al., 2000) onde
foi aplicado um tratamento pulso de
20 uM de AIB durante trés dias, que
resultou em 52% de enraizamento apds
30 dias. Em Psidium guajava (Mishra et
al., 2007) foi utilizado 49 uM de AIB e
houve formacgéao de raizes apds 17 dias.

Transplantio e aclimatizacdo
de mudas

As plantas enraizadas foram retira-
das do meio de enraizamento, tiveram

suas raizes lavadas em agua corrente
e foram, entdo, transplantadas para
bandejas de plastico contendo substra-
to florestal Plantmax® em mistura com
vermiculita Dimy, em uma proporg¢ao de
1:1 (v/v).

As plantas foram mantidas em casa
de vegetacdo sob luz de lampadas
de vapor de mercurio com PPFD de
20 ymol m? s com fotoperiodo de 16
horas, temperatura maxima de 22 °C dia
e minima de 18 °C noite e irrigagéo por
meio de sistema automatico com nebu-
lizacdo, por trés minutos, a cada seis
horas.

Para a aclimatizacdo, as bandejas
com as plantas foram cobertas por um
filme de plastico PVC transparente com
perfuracdes e regas feitas manualmen-
te, todos os dias. Apds este periodo, o
plastico foi removido completamente,
mantendo irrigacao automatica.

Todas as plantas sobreviveram
durante os primeiros 15 dias apds o
transplantio para as caixas plasticas.
Apods 45 dias na mistura Plantmax com
vermiculita foi observada uma porcenta-
gem de 92% de plantas sobreviventes.
O mesmo resultado foi observado 60
dias apds o inicio da aclimatizagdo. O
fendtipo das plantas que sobreviveram
apos 60 dias de aclimatizagdo era nor-
mal e as plantas vigorosas e clorofiladas
(Figura 3).

A aclimatizagdo em caixa plastica
com abertura gradual foi eficiente para
a sobrevivéncia das plantulas micropro-
pagadas. Isto pode estar relacionado
com o fato da caixa permitir controle
de umidade e intensidade luminosa de
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Figura 3. Aclimatizagéo de plantulas micropropagadas de Campomanesia xanthocarpa. A) inicio
do cultivo; B-D) sintomas de deficiéncia nutricional; seta: necrose apical; E) planta aclimatizada
apos 90 dias; F) cultivo dentro de caixa plastica; barras: 1,5 cm.

maneira uniforme para todas as mudas.
Muitos trabalhos recomendam periodos
mais prolongados de abertura da cober-
tura/caixa antes da remocdo completa
e total exposicao das plantulas as no-
vas condi¢cbes de cultivo. Este periodo
prolongado pode aumentar as taxas de
sobrevivéncia, como foi observado para
Campomanesia xanthocarpa e para
Eugenia pyriformis com 85% de sobrevi-
véncia (Nascimento et al., 2008).

As perfuragdes/aberturas graduais
fornecem, aos poucos, novas condigbes
ambientais as mudas sem promover mu-
dangas bruscas e altamente estressan-
tes. Consequentemente, aumentam as
taxas de sobrevivéncia destas plantas
em relacéo as aclimatizadas diretamen-
te em casa de vegetagao (Pospisilova et
al., 2007).

Da mesma forma, na aclimatizagao
de Syzygium alternifolium (Khan et al.,
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1999) e Psidium guajava (Mishra et al.,
2007), as maiores taxas de sobrevivén-
cia (70% e 80%, respectivamente) foram
obtidas nos tratamentos contendo mistu-
ras de substratos como solo com areia e
fibra de cbco.

Os substratos variam muito na sua
composicao e caracteristicas. Uma mis-
tura entre dois ou mais tende a ser ideal
para o desenvolvimento das mudas,
pois apresenta caracteristicas diferentes
especificas de cada um que, quando jun-
tas, podem se complementar (Oliveira et
al., 2013). A vermiculita apresenta maior
porosidade, o que permite maior escoa-
mento da agua, no entanto ndo possui
nutrientes minerais. Por outro lado, o
substrato florestal comercial (Plantmax)
tem menor porosidade, retém mais agua
e pode fornecer, de certa forma, nutrien-
tes minerais. Uma combinacgéo entre os
dois pode ser mais vantajosa como foi
aquela observada para a aclimatizacao
de Campomanesia xanthocarpa.

Apds a remocao da tampa da cai-
xa ou do plastico PVC houve morte
das mudas, no decorrer do tempo.
Possivelmente, o principal fator que
dificultou a sobrevivéncia das plantas
foi a diferenga da umidade relativa do
ar entre o cultivo in vitro e a casa de
vegetagdo. Os sintomas de estresse
observados foram o murchamento das
folhas e a estagnagédo no desenvolvi-
mento das mudas, que nao formaram
novas folhas. Novas folhas desenvolvi-
das em condigbes ex vitro auxiliam no
controle da perda de agua pela transpi-
racdo e promovem aumento nas taxas
de sobrevivéncia (Pospisilova et al,

2007). Algumas plantas apresentaram
sintomas de deficiéncia nutricional,
como clorose internerval, apice e borda
foliar queimados e necrose apical. Estes
sintomas estéo relacionados com a defi-
ciéncia em nutrientes minerais que séao
de extrema importancia para o desen-
volvimento vegetal. Eles surgem devido
a disturbios metabdlicos em resposta ao
suprimento ineficiente de determinado
nutriente considerado essencial para as
plantas (Taiz et al., 2017).

Uma alternativa para solucionar este
problema de nutrigdo mineral e promo-
ver a sobrevivéncia de plantas sauda-
veis € adicionar uma solugao nutritiva
diluida aos substratos. De um modo
geral, a aclimatizagéo é conhecida como
uma das etapas mais importantes e pro-
blematicas da micropropagacéo, pois &
nesta fase que as plantas micropropa-
gadas devem se adaptar as novas con-
di¢cdes ex vitro, para consequentemente
sobreviverem no campo (Popsilova et
al., 2007).
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Anexo |

Composicédo do meio WPM (macro e microelementos e vitaminas)

Reagentes

NH,NO,
Ca(NO,)*.4H,0
MnSO,.H,0
K,SO,
MnSO,.H,0
MgSO,.7H,0
CuS80,.5H,0
ZnS0O,.7H,0
CaCl.2H,0
KH,PO,

H.BO,
Na,Mo0O,.2H,0
Na,EDTA.2H,O
FeSO,.7H,0
Tiamina

Glicina

Acido nicotinico
Piridoxina

Concentragao final no meio de cultura
(mg L")
400,00
556,00

22,30
990,00
22,30
370,00
0,25
8,60
96,00
170,00
6,20
0,25
37,30
27,80
1,00
2,00
0,50
0,50
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Anexo |l
Preparo de solugdes estoque de BAP e AIB

1. BAP
Preparar uma solugao estoque de 10 mM.
Pesar 0,225 g de BAP e dissolver para um volume de 100 mL de agua bidestilada
Nao é necessario esterilizar por filtragao.

Para 1 L de meio de cultura: Para obter a concentragéo final de 2,2 uM, adicionar
0,22 mL da solugéo de 10 mM no meio de cultura, antes da autoclavagem.

2. AlB
Preparar uma solugao estoque de 10 mM:
Pesar 0,203 g de AIB e dissolver para um volume de 100 mL de agua bidestilada
N&ao é necessario esterilizar por filtragao.

Para 1 L de meio de cultura: Para obter a concentragéo final de 4,9 uM, adicionar
0,49 mL da solucdo de 10 mM no meio de cultura, antes da autoclavagem.
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