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Resumo - Eugenia involucrata ¢ uma espécie florestal nativa do Brasil, com grande
potencial para uso madeireiro, fruticola e medicinal. Esse trabalho teve como objetivo
avaliar o efeito de acido naftalenoacético (ANA) e cinetina (CIN) na sua multiplicacdo
in vitro. Foram testadas diferentes combinagdes de ANA e CIN. Apds 90 dias de
cultivo in vitro foi observada uma média geral de 1,19 gemas por explante, sendo que
0 maior numero de brotos (1,33) e folhas (3,38) foram obtidos a 2 uM de ANA. Essa
concentracdo de ANA ¢ importante na multiplicagdo in vitro de E. involucrata, sendo
dispensavel sua associagdo com cinetina.

Naphthaleneacetic acid and kinetin in vitro multiplication of Eugenia

involucrata

Abstract - Eugenia involucrata is a native Brazilian forest species with great potential
for timber, fruit and medicinal use. The objective of this work was to evaluate the
effect of naphthalenoacetic acid (NAA) and kinetin (KIN) on its in vitro multiplication.
Different combinations of NAA and KIN were tested. After 90 days of in vitro culture,
a general average of 1.19 buds per explant was observed, and the largest number of
shoots (1.33) and leaves (3.38) was obtained at 2 pM NAA. This concentration of
NAA is important to in vitro multiplication of E. involucrata, and its association with
kinetin is not necessary.
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Eugenia involucrata De Candolle ¢ uma espécie florestal
nativa conhecida popularmente como cerejeira-do-mato,
cerejeira-do-rio-grande, dentre outros. E uma Myrtaceae
de ocorréncia natural em varios estados brasileiros, entre
eles o Rio Grande do Sul (Carvalho, 2009). Apresenta
madeira de excelente qualidade e durabilidade, sendo
utilizada na construcao civil, para confecg¢do de cabos de
machado, ripas, ferramentas agricolas em geral e para lenha
e carvao (Lorenzi, 2016). As folhas apresentam propriedades
medicinais, sendo utilizadas na forma de chas com acgéo
antialérgica, antioxidante e anti-inflamatoria (Dametto,
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2014) e os frutos sdo muito apreciados para consumo
humano e animal (Lorenzi, 2016).

Seus frutos apresentam poucas sementes,
normalmente uma ou duas (Silva et al., 2005), as quais
sdo recalcitrantes, caracterizadas pela perda do potencial
germinativo logo ap6s duas semanas em condigdes de
armazenamento (Carvalho, 2009, Lorenzi, 2016). Esse
fato, aliado a baixa ocorréncia de arvores adultas, baixa
taxa de sincronia na flora¢ao e a reduzida frutificagao dos
individuos (Tonetto et al., 2013) dificultam a obtengao
de sementes em grande quantidade para a produgio
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de mudas em larga escala (Silva et al., 2005) e se
configuram nos principais obstaculos para a instalacao
de povoamentos de E. involucrata.

Diante dessa limitagao de reprodugao por via seminal,
a propagacdo vegetativa torna-se uma alternativa para
a multiplicagdo da espécie (Oliveira et al., 2013). A
micropropagac¢do, uma das técnicas de propagagio
vegetativa, ¢ uma ferramenta de grande destaque para a
area (Xavier et al., 2013), sendo de extrema relevancia
para a propagacao das espécies florestais nativas.

Em geral, o sucesso da micropropagagdo esta
relacionado com a suplementacdo de fitorreguladores
de maneira isolada ou combinada (Vidal et al., 2013)
ao meio nutritivo, sendo que as respostas morfogénicas
observadas sdo controladas, principalmente, pelo
balango hormonal que se estabelece entre auxinas
e citocininas. As auxinas atuam na expansio ¢
alongamento celular, auxiliando, também, na divisao
celular. O acido naftalenoacético (ANA) se destaca para
tal finalidade (Taiz et al., 2017). As citocininas estao
envolvidas nos processos associados com o crescimento
e desenvolvimento vegetal, sendo a cinetina (CIN) um
dos fitorreguladores mais utilizados na micropropagagao
(Asmar et al., 2011).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como
objetivo avaliar o efeito dos fitorreguladores ANA e CIN
na multiplicacdo in vitro de E. involucrata.

O ensaio foi realizado no laboratério do Nucleo de
Biotecnologia e Melhoramento do Departamento de
Fitotecnia, Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria, em Santa Maria, RS. Inicialmente,
foi realizada a desinfestacao superficial das sementes
para a germinagao in vitro e obten¢ao dos explantes. Na
desinfestagdo superficial, realizada em camara de fluxo
laminar, as sementes foram submersas durante 1 min
em etanol a 70%, seguida de imersdo por 15 min em
hipoclorito de calcio a 3%, e igual periodo em hipoclorito
de sodio ativo a 3%. Por ultimo, as sementes foram
enxaguadas trés vezes com agua destilada e autoclavada.

Na sequéncia, as sementes foram inoculadas com
o auxilio de pincas em meio agar-agua, autoclavado
previamente a 121 °C e 1 atm de pressdo durante 15 min.
Apos a inoculacdo dos explantes, os frascos foram
vedados com papel aluminio e mantidos em sala de
crescimento com condi¢des controladas de temperatura
(25 °C £ 2), fotoperiodo (16 h) e intensidade luminosa
(20 umol m s, obtida a partir de lampadas fluorescentes
brancas frias, tipo luz do dia), onde permaneceram por
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80 dias. Obtida a germinagdo in vitro, isolaram-se os
segmentos apicais caulinares, os quais foram utilizados
como explantes no experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado em arranjo bifatorial (3 x 4), em
que os niveis do fator A referem-se as concentragdes de
ANA (auséncia, 2 uM ou 4 uM), e os niveis do fator B
referem-se as diferentes concentragoes de CIN (auséncia,
4 uM, 8 uM ou 16 uM), totalizando 12 tratamentos com
10 repeticdes. Cada repeticao foi composta por um frasco
de vidro com capacidade para 150 mL, contendo 30 mL
de meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962), cuja
concentra¢do de sais foi reduzida a metade (/2MS) e trés
explantes por frasco.

Apo6s 90 dias de cultivo in vitro, foram avaliadas
as variaveis nimero de gemas, nimero de brotos e
numero de folhas. Apds testar a normalidade dos erros,
pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade
de variancias pelo teste de Bartlett, as médias foram
transformadas, sempre que necessario, pela funcao
Jx+05 , sendo x o valor observado. Quando significativas,
as médias dos tratamentos qualitativos foram comparadas
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. A
precisdo dos ensaios foi estimada pelo indice de variagao
(IV), calculado por & ,em que o IV éigual ao coeficiente
de variagdo (CV) divido pela raiz quadrada do nimero
de repeticdes (N) (Pimentel-Gomes, 2009). Foi utilizado
0 pacote estatistico Sistema para Andlise de Variancia
(Sisvar) para Windows® versao 5.6 (Ferreira, 2014).

Para o nlimero de gemas (Tabelas 1 e 2), ndo houve
efeito significativo de qualquer dos fatores principais,
tampouco da interagdo entre eles. Foi observado
efeito significativo para as variaveis numero de brotos
(p = 0,0065) e nimero de folhas (p = 0,0488) somente
do fator principal ANA (Tabela 2), ndo sendo observado
efeito significativo de CIN (Tabela 1), tampouco de sua
interagao.

Apesar das diferentes combinagdes de fitorreguladores
avaliadas no presente trabalho ndo tenham influenciado
significativamente o numero de gemas (Figura 1A),
foi observada uma média que pode ser considerada
alta (1,19) (Tabelas 1 e 2) comparativamente ao que
foi registrado para a espécie em trabalho anterior de
multiplicagdo in vitro (0,67) (Golle et al., 2017). O
resultado obtido pode ser explicado pelo nivel endogeno
de citocinina nos explantes, o que aparentemente foi
suficiente para induzir a proliferacdo de gemas axilares,
como pode ser observado no tratamento controle
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(Tabelas 1 e 2). Esse resultado é positivo, uma vez que a
utilizacdo de fitorreguladores no meio nutritivo aumenta
o custo da técnica da micropropagacao.

A maior média de numero de brotos (1,33) foi
obtida com o emprego de 2 uM de ANA, a qual diferiu
significativamente dos demais tratamentos (Tabela 2 e
Figura 1B). Isso pode ser explicado pelo balango hormonal
favoravel a inducdo de brotagdes que se estabeleceu com
a suplementa¢fo da concentracdo intermediaria da auxina.
Na concentracdo mais elevada de ANA (4 uM), assim
como na auséncia de fitorreguladores no meio nutritivo,
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o balango entre auxina e citocinina ndo foi adequado para
a emissdo de um maior nimero de brotagcdes. Em outro
estudo realizado com E. involucrata, foram obtidos 2
brotos por explante quando foram combinados a 0,5 uM
da auxina ANA e uma concentragdo elevada (32 uM)
da citocinina thidiazuron (TDZ) (Golle et al., 2017).
De maneira semelhante, no cultivo in vitro de Tectona
grandis, foi observado uma das maiores médias no
nimero de brotos (2,42) com uma concentragdo mais
baixa (17,7 uM) de citocinina (CIN) associado a 0,53 pM
de ANA (Fermino Junior et al., 2014).

Tabela 1. Numero médio de gemas, brotos e folhas aos 90 dias de multiplicacdo in vitro de Fugenia involucrata, em meio
nutritivo MS, comconcentracao de sais reduzida a metade (*2MS) em fungdo de cinetina (CIN), independente da concentra¢do
de acido naftaleno acético (ANA). Santa Maria, RS, 2019.

Table 1. Average number of buds, shoots and leaves at 90 days from vitro multiplication of Eugenia involucrata in MS nutrient
medium, with salt concentration halved (}2MS) as a function of kinetin (KIN) regardless of naphthalene acetic acid (NAA)
concentration. Santa Maria, Rio Grande do Sul State, 2019.

Concentracio de cinetina (uM) Numero de gemas Nimero de brotos Nuimero de folhas

0 1,17 a* 1,11 a 2,89a
4 0,83 a 0,83 a 1,72 a
8 1,50 a 0,78 a 3,11a
16 1,28 a 0,61 a 1,50 a
Média 1,19 0,83 2,31
v 13,31 11,67 18,64

*M¢édias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). IV = indice de variagao.

Fotos: Charlene Moro Stefanel

Figura 1. Aspectos da indugdo de gemas, brotacdes e folhas em Eugenia involucrata apds 90 dias de cultivo in vitro na
presenca de 2 uM de acido naftalenoacético (ANA) no meio nutritivo MS, cuja concentra¢do de sais foi reduzida a metade
(*2MS). Destaque com setas para o aspecto da formagdo de gemas (A), emissdo de brotagdes (B) e emissdo de diversas folhas
no explante (C). Barra=1 cm.

Figure 1. Aspects of bud, shoots and leaves induction in Eugenia involucrata after 90 days of in vitro cultivation in the presence
of 2 uM naphthalenoacetic acid (NAA) in the nutritive medium MS, with salt concentration halved (/2MS) . Highlighted by
arrows: the bud formation aspect (A), the emission of shoots (B) and the emission of several leaves in the explant (C). Bar=1 cm.
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Tabela 2. Numero médio de gemas, brotos ¢ folhas aos 90 dias de multiplicacdo in vitro de Fugenia involucrata, em meio
nutritivo MS, com concentragao de sais reduzida a metade (*2MS) em fun¢o de acido naftaleno acético (ANA) independente
da concentragdo de cinetina (CIN). Santa Maria, RS, 2019.

Table 2. Average number of buds, shoots and leaves at 90 days from in vitro multiplication of Eugenia involucrata in MS
nutrient medium, with salt concentration halved (/2MS) as a function of naphthalene acetic acid (NAA) regardless of kinetin

(KIN) concentration. Santa Maria, Rio Grande do Sul State, 2019.

Concentracio de ANA (uM) Numero de gemas

Nuimero de brotos Numero de folhas

0 1,00 a* 0,67b 2,38 ab
2 1,04 a 133a 338a
4 1,54a 0,50b 1,17b
Média 1,19 0,83 2,31
v 1331 435 6,95

*M¢édias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey (p > 0,05). IV = indice de variagéo.

Por sua vez, em Hancornia speciosa a auséncia
dos fitorregulares 6-benzylaminopurina (BAP) e ANA
no meio nutritivo MS aumentou significativamente o
numero de brotag¢des (Oliveira et al., 2016). Da mesma
maneira, em estudos com Caesalpinia pyramidalis foi
obtido um aumento no niimero de brota¢des na auséncia
de fitorreguladores no meio nutritivo (Silva et al., 2014),
0 que sugere que nessas espécies ndo ha necessidade
de uma fonte exdgena de citocinina ou auxina para
estimular as brotacdes, diferente do que foi observado
em Eugenia involucrata no presente estudo.

Para a variavel niumero de folhas, a média obtida com
2 uM de ANA (3,38) foi superior aquela observada com o
emprego da maior concentragdo da auxina (1,17), porém
nenhuma das duas diferiu do tratamento controle (Tabela
2 e Figura 1C). O resultado observado provavelmente ¢
decorrente do desbalango hormonal relativo a formagao
de folhas, promovido pela suplementagdo com auxina.
Na etapa de multiplica¢do in vitro, um maior nimero
de folhas por explante ¢ bastante favoravel, visto
que na inserc¢ao entre o caule ¢ a folha pode existe a
producdo de gemas, que irdo originar um novo broto
e, consequentemente, uma nova muda (Costa et al.,
2010). Em estudo realizado com E. involucrata, Golle
etal. (2017) observaram as maiores médias de formagao
de folhas na auséncia (2,22) do fitorregulador TDZ e
na presenga de 16 ou 32 uM (2,08) de TDZ, médias
inferiores ao obtido no presente experimento. Porém, em
Campomanesia adamantium, a adi¢ao de ANA (a 1 uM)
combinado a TDZ (5 uM) no meio nutritivo MS reduziu
o numero de folhas nos explantes (Goelzer et al., 2019).
Contrariamente, em Peltophorum dubium, o nimero de
folhas foi aumentando de acordo com o incremento na
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concentracao de citocininas (BAP, CIN, 2IP ou TDZ),
até a concentragao de 20,2 uM, a partir da qual houve
reducdo (Curti, 2011).

Conclusoes

A utilizacdo de 2 uM de acido naftalenoacético
(ANA) aumenta o nimero de brotagdes e folhas, sendo
importante para na multiplica¢do in vitro de Eugenia
involucrata. E dispensavel o emprego de cinetina (CIN).
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