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RESUMO  

 

 

 
O murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) é uma árvore de pequeno porte do bioma do 

cerrado que tem potencial na medicina popular, na produção de alimentos e de lenha. 

Sua exploração é extrativista, sendo que as plantações comerciais são praticamente 

inexistentes. Porém, essa espécie tem dificuldades na reprodução, causada 

principalmente, pela presença de um endocarpo esclerificado que envolve o embrião e 

atua como uma barreira mecânica, prejudicando a protrusão da radícula e, 

consequentemente, a emergência da plântula. Assim, as técnicas de cultura de tecidos 

constituem uma importante ferramenta que auxiliam na reprodução dessa espécie, em 

que mudas podem ser produzidas o ano todo, de maneira uniforme, em um curto espaço 

de tempo e livres de contaminantes. Com este estudo, objetivou-se o cultivo in vitro de 

plantas de murici, para posteriormente implantar um sistema de produção de mudas, que 

permitirá disponibilizar, em menor tempo, mudas com alto padrão genético e 

fitossanitário, oferecendo uma alternativa na geração de renda para o produtor e para a 

preservação da natureza. Para isso, foram realizados nove ensaios, visando o 

estabelecimento e a multiplicação in vitro da espécie em questão. Testou-se a assepsia 

dos embriões zigóticos, no hipoclorito de sódio (2,5%) com e sem a imersão em álcool 

70%; a germinação de embriões zigóticos e o crescimento de plântulas nos meios de 

cultivo MS e WPM em diferentes concentrações de sais. Utilizou-se plântulas, para 

testar o efeito das diferentes concentrações de sacarose, volumes do meio de cultivo; 

valores de pHs, concentrações de nutrientes minerais no meio de cultivo, sendo 

utilizados o KH2PO4 e o MgSO4.7H2O. Por fim, testou-se reguladores de crescimento 

(BAP e ANA) e tipos de vedações utilizando segmentos nodais. De acordo com os 

resutados obtidos, verificou-se que para a espécie de murici (B. cydoniifolia A. Juss.) a 

melhor assepsia dos embriões zigóticos foi utilizando álcool 70% durante 1 minuto e 
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hipoclorito de sódio, durante 25 minutos. Para a germinação dos embriões, o meio de 

cultivo mais adequado foi preparado com água e ágar, sendo cultivados por 30 dias e 

para o crescimento das plântulas, o meio de cultivo WPM 50% foi o mais adequado. A 

adição de 30 g L
-1

 de sacarose no meio de cultivo, o volume de meio com 30 mL e o pH 

5,0 proporcionaram as melhores resposta para o cultivo in vitro dessa espécie. Os tipos 

de vedações não influenciaram no crescimento. A concentração de 170 mg L
-1

 KH2PO4 

e de 37 mg L
-1 

de MgSO4.7H2O e para os reguladores de crescimento, a concentração de 

11,1 µM de BAP e  de 13,43 µM de ANA, isoladamente, foram os mais adequado para 

o cultivo.  

 

PALAVRAS-CHAVE: Byrsonima cydoniifolia A. Juss, cerrado, embrião zigótico, 

sacarose, pH, nutrientes minerais, regulador de crescimento.  
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ABSTRACT 
 

 

 

 

The murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) is a small tree from cerrado that has 

potential in the popular medicine, in food production and firewood. Its exploration is 

extractive, and the commercial plantations are practically nonexistent. However, this 

species has reproductive difficulties, caused mainly by the presence of a 

sclerenchymatous endocarp that surrounds the embryo and acts as a mechanical barrier, 

damaging the radicle protrusion and, consequently, the seedling emergence. Therefore, 

the techniques of tissue culture are an important tool that assists in the reproduction of 

this species, where plants can be produced duing all year, uniformly in a short time and 

free of contaminants. This study aimed to in vitro culture of murici plants to later 

implement a system of seedling production, which will provide, in less time, with high 

seedling and plant genetic pattern, providing an alternative income generation for the 

producer and nature preservation. For this, nine tests were performed, aiming at the 

establishment and in vitro multiplication of the species in question. There were tested 

whether the asepsis of the zygotic embryos in sodium hypochlorite (2.5%) with and 

without immersion in 70% alcohol, the germination of zygotic embryos and seedling 

growth in culture media and WPM MS salts in different concentrations . Seedlings were 

used to test the effect of different sucrose concentrations, volumes of culture medium; 

pHs, concentrations of nutrients in the culture medium, which were used KH2PO4 and 

MgSO4.7H2O. Finally, there were tested growth regulators (BAP and NAA) and types 

of seals using nodal segments. According to results obtained, it was found that murici 

(B. A. cydoniifolia Juss.) the best zygotic embryo aseptically were using sodium 

hypochlorite for 25 minutes. For embryos germination, the most appropriate culture 

medium was prepared with water and agar, and cultured for 30 days and for seedling 
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growth, the culture medium WPM 50% was more appropriate. The addition of 30 g L-1 

sucrose in the culture medium, the volume of medium with 30 ml and pH 5.0 gave the 

best response to the in vitro culture of species. The types of seals did not affect growth. 

The concentration of 170 mg L-1 KH2PO4 and 37 mg L-1 MgSO4.7H2O and growth 

regulators, 11.1 mM the concentration of BAP and 13.43 mM NAA, were most suitable 

for cultivation. 

 

KEY WORDS: Byrsonima cydoniifolia A. Juss., cerrado, zygotic embryo, sucrose, pH, 

mineral nutrients, plant growth regulator.
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

 

 

1.1 Bioma Cerrado 

   

O cerrado é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando 21% do território 

nacional e 85% do Planalto Central do Brasil, sendo superado em área apenas pela 

Floresta Amazônica (Klink & Machado, 2005). Este bioma abrange em maior 

quantidade o Distrito Federal, Goiás, Maranhão, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e 

Tocantins e tem 204 milhões de hectares, formado de grande biodiversidade de fauna e 

flora (Avidos & Ferreira, 2003). Abriga cerca de 10 mil espécies de plantas dos quais 

4400 seriam endêmicas, correspondendo a 1,5% da flora mundial (Myers et al., 2000), 

de forma que essa riqueza de espécies representa cerca de 30% da biodiversidade 

brasileira (Aguiar & Camargo, 2004). Segundo Proença et al. (2000), o cerrado é o mais 

brasileiro dos biomas sul-americanos, está localizado quase que completamente dentro 

do território nacional, com exceção de pequenas áreas do cerrado na Bolívia e no 

Paraguai. 

Esse bioma possui inúmeras espécies de interesse econômico como plantas 

medicinais e frutíferas que geralmente são utilizadas pela população local, como fonte 

de alimento e no tratamento de muitas doenças (Alves et al., 2000). Todavia, o 

desconhecimento do potencial de uso dos recursos naturais, o desrespeito às leis de 

proteção ambiental, as queimadas e a intensa exploração agrícola, têm provocado 

prejuízos irreparáveis ao solo, à fauna, à flora e aos recursos hídricos, comprometendo a 

sustentabilidade desse ecossistema e de muitas espécies vegetais, incluindo as fruteiras 
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nativas (Silva et al., 2001). Assim, buscam-se medidas e alternativas para a preservação 

do cerrado brasileiro, que é considerado uma fonte natural de recursos biológicos, com 

inúmeras espécies vegetais de elevado valor nutricional e medicinal (Rodrigues & 

Carvalho, 2001). 

 

1.2 Frutíferas do Cerrado 

 

As espécies frutíferas nativas ocupam um lugar importante no ecossistema do 

cerrado, que geralmente são retiradas de forma extrativista e consumidas pela população 

local. Esses frutos possuem sabores exóticos, característicos e elevados teores de 

açúcares, proteínas, vitaminas e sais minerais e podem ser consumidos in natura ou na 

forma de sucos, licores, sorvetes, doces, geleias (Avidos & Ferreira, 2003; Pinhal et al., 

2011).  

No entanto, essas espécies tem dificuldades na propagação, fatores como 

heterogeneidade no processo de maturação dos frutos e dormência nas sementes, 

prejudicam a germinação e a formação de mudas em escala comercial                     

(Pinhal et al., 2011). 

É muito importante investir no trabalho de domesticação dessas fruteiras, para 

que possam ser cultivadas em pomares comerciais. Dessa forma, evita-se o extrativismo 

e ao mesmo tempo preserva as espécies em seu habitat natural (Avidos & Ferreira, 

2003). 

A fruticultura brasileira é reconhecida mundialmente como uma das mais 

diversificadas. As cadeias produtivas nacionais se dedicaram nos últimos anos a 

arrojados investimentos no aperfeiçoamento de seus pomares e estruturas industriais, 

buscando principalmente qualidade (Reetz, 2007). Instituições governamentais vêm 

investindo em pesquisas com a finalidade de melhorar os sistemas de produção em uso. 

A introdução de novas espécies com melhoramento genético contribui para o aumento 

da eficiência do sistema produtivo. A muda de qualidade potencializa a resposta à 

tecnologia aplicada no pomar, auxiliando na redução de custos e na produção de frutas 

com alta qualidade e produtividade (Oliveira et al., 2004). O objetivo principal da 

fruticultura é dispor de frutas com aparência uniforme, polpa de textura sucosa, doce, 

bom sabor e aroma (Nakasu, 2003). Para que esse objetivo seja alcançado é necessário 

primeiramente infraestrutura apropriada, mudas sadias e conhecimento tecnológico da 

cultura, tornando a produção eficiente e economicamente viável (Hoffmann et al., 
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2005). Na produção comercial de mudas frutíferas, utiliza-se mais comumente a 

propagação assexuada, ou seja, por estruturas vegetativas, desejando manter as 

características agronômicas da planta matriz. Há uma grande variabilidade entre as 

espécies produzidas sexuadamente, e na propagação vegetativa se tem espécies 

morfologicamente uniformes (Assis & Teixeira, 1998). 

1.3 Murici (Byrsonima  cydoniifolia A. Juss.) 

O gênero Byrsonima Rich. ex Kunth, cujas espécies são popularmente 

conhecidas como “murici”, tem aproximadamente 150 espécies nas regiões neotropicais 

(Joly, 2002; Vicentin et al., 1999). O murici pertence a família Malpighiacea, sendo 

também popularmente conhecida por murici-rasteiro, orelha-de-veado, douradinha-

falsa, murico grande, murici pequeno. É um arbusto que pode medir até 5m de 

comprimento, tem o tronco nodoso, tortuoso, casca suberosa, escura e 

longitudinalmente fissurada (Lorenzi, 1998).  

A espécie Byrsonima cydoniifolia A. Juss é uma árvore de pequeno porte do 

bioma cerrado, e chega a medir aproximadamente 1,5 m aos 2 anos de idade (Figura    1 

A) (Lorenzi, 1998). Tem potencial na medicina popular, na produção de alimentos e da 

madeira, sua utilização é basicamente extrativista, feito pela população local e 

basicamente não existem relatos de pomares comerciais. O murici tem o fruto do tipo 

drupa, depresso-globoso, mesocarpo carnoso, fino, endocarpo rígido, contendo de 1 a 3 

sementes e o embrião é do tipo circinado, cilíndrico e com formato em espiral      

(Figura 1 B-E). Em uma planta, encontra-se, aproximadamente, de 100 a 500 frutos, 

pesando de 1 a 4 g cada.  Esses frutos possuem alto valor nutricional, tem sabor forte, 

agridoce e ligeiramente oleoso, podendo ser consumido in natura, além de ser usado na 

fabricação de doces, sucos, sorvetes e licores (Silva, 2001; Figueiredo et al., 2005; 

Almeida et al., 2008; Guimarães & Silva, 2008).  

Entretanto, o murici não tem no fruto sua única utilidade, mesmo que não haja 

registro de produção em escala comercial, a madeira é própria para a construção civil. 

Na medicina popular, a casca serve como antitérmico e além disso, ela é adstringente 

(contém de 15 a 20% de tanino), podendo ser utilizada na indústria de curtume. Dela se 

extrai ainda, um corante preto utilizado na indústria de tecidos, conferindo cor cinzenta 

ao algodão. As folhas geralmente são consumidas por bovinos, por isso a espécie 

também tem grande potencial forrageiro (Almeida et al., 1998).  
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Figura 1. Byrsonima cydoniifolia A. Juss.:  (A) arbusto; (B) fruto; (C) diásporos; (D) diásporo quebrado 

composto por  dois embriões com tegumento; (E) embrião com formato em espiral. Partes do 

diásporo: (EN) endocarpo; (EB) embrião com tegumento. Rio Verde-GO, 2012.  Foto: Cíntia 

de Oliveira Martendal.  

O murici floresce e frutifica praticamente durante o ano todo, mas a grande 

dificuldade de sua propagação sexuada é decorrente da baixa taxa de germinação e 

emergência lenta das plântulas em campo (Lorenzi, 2002). A maior dificuldade de 

reprodução é causada, principalmente, pela presença de um endocarpo esclerificado e 

rígido que envolve o embrião e que atua como uma barreira mecânica, dificultando a 

protrusão radicular e, consequentemente, a emergência da plântula (Almeida et al., 

1998). Assim, o conhecimento sobre cultivo in vitro de plantas nativas do cerrado ainda 

é pouco explorado, estas plantas se encontram em estado silvestre, oferecendo grande 

variabilidade genética (Pinhal et al., 2011).  

 

1.4 Cultura de Tecidos Vegetais 

 

Técnicas de cultura de tecidos vegetais, como a micropropagação representa 

uma alternativa para serem utilizadas em espécies de fruteiras do cerrado, algumas já 

com sucesso enquanto outras, ainda necessitam de mais estudos (Pinhal et al., 2011). 

Para o emprego da micropropagação com essas espécies, um fator fundamental é o 

conhecimento da tecnologia e mão de obra especializada para a propagação em 

laboratório, o qual é o resultado de estudos realizados com os fatores que afetam o 

crescimento das plantas in vitro (Schuch & Erig, 2005; Souza et al., 2008). 

A B 

A 

C 

D E 

EN 

EB 
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A cultura de tecidos é feita a partir do isolamento de um tecido ou órgão vegetal, 

chamado de explante que é todo segmentado de tecido ou órgão vegetal utilizado para 

iniciar uma cultura in vitro. Pode ser usado um segmento de folha, de raiz, de caule ou 

de qualquer tecido que responda as condições de indução em meio de cultivo, com vista 

à regeneração vegetal (Torres et al., 2000). 

Uma das técnicas da cultura de tecidos é a micropropagação, que consiste na 

regeneração e multiplicação de mudas a partir de uma célula ou de segmentos sadios de 

tecidos de uma planta (Erig & Schuch, 2005a). Essa técnica engloba diferentes etapas 

que vão desde o estabelecimento da cultura in vitro até o seu enraizamento, culminando 

com a aclimatização da plântula (Bastos et al., 2007). O método também permite a 

produção massal de mudas, independente da época do ano e com ótimas condições 

sanitárias (Erig et al., 2004). Para espécies frutíferas, a micropropagação tem sido 

utilizada com sucesso técnico e econômico, pela sua rapidez e eficiência de produção. O 

pleno potencial de produção depende da interação dos fatores da planta e dos fatores 

ambientais (Erig & Schuch, 2005b).  

Para o estabelecimento de uma cultura in vitro é necessária uma planta-matriz 

sadia para a obtenção de explantes. Os explantes podem ser gemas axilares ou apicais, 

meristemas e tecidos diferenciados já mencionados (Fachinello & Bianchi, 2005) e 

embriões zigóticos. Segundo Santos et al., (2005), as brotações oriundas da germinação 

in vitro de embriões zigóticos, além de servirem como explantes, também formam 

raízes adventícias, o que permite o posterior transplantio das plântulas para condições ex 

vitro.  

Além da escolha do explante, o uso de reguladores de crescimento, tais como 

auxinas e citocininas, isolados ou em combinação, tem sido empregado, visando a um 

rápido crescimento de células, acompanhado do desenvolvimento organizado de raízes e 

da parte aérea (Diniz et al., 2006).  

Portanto, as técnicas de cultivo in vitro representam uma importante alternativa 

para a produção de mudas e conservação dessa espécie, com destaque para a 

micropropagação, que permite obter mudas com características genéticas idênticas às da 

planta-matriz, a partir de genótipos selecionados. As mudas produzidas são livres de 

vírus, uniformes e obtidas em um curto espaço de tempo (Villa et al., 2008). Além 

disso, a clonagem in vitro é particularmente útil para a preservação de espécies 

ameaçadas de extinção, propagação de espécies que possuem sementes recalcitrantes ou 

de ciclo de vida longo (Rodrigues et al., 2009). Relatos sobre a utilização dessas 
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técnicas em fruteiras do cerrado ainda são escassos e restritos a poucas espécies. Dessa 

maneira, é necessário ampliar e aperfeiçoar essas técnicas nas fruteiras do cerrado, 

mesmo aquelas já estudadas, dando maior atenção para aquelas que apresentem 

dificuldades de multiplicação por outros métodos ou que têm limitada variabilidade 

genética natural (Pinhal et al., 2011). 

 

1.5 Fatores que afetam o cultivo in vitro  

O meio de cultivo é constituído de todos os nutrientes necessários para o 

crescimento da planta, além de uma fonte de carbono. Pode-se utilizar ainda, vitaminas 

e reguladores de crescimento (Andrade, 2002). Durante o cultivo in vitro, as soluções de 

sais e açúcares que compõem os meios de cultura não exercem efeito puramente 

nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a morfogênese, por meio de 

propriedades osmóticas (George et al., 2008).  

Diversas formulações de meio têm sido utilizadas no cultivo de explantes. 

Dentre elas, a formulação de Murashige & Skoog, (1962) é a mais utilizada, 

principalmente nos trabalhos de multiplicação para a maioria das espécies, porém para 

espécies lenhosas, o meio WPM (Lloyd & MacCown, 1980), é o mais indicado.   

O carboidrato mais utilizado no meio de cultivo é a sacarose, que atua como 

fonte de energia e proporciona as mais altas taxas de crescimento, na maioria das 

espécies (Jesus et al., 2011),  além disso,  afeta a produção de metabólitos secundários 

de grande importância nos processos metabólicos e na composição da parede celular 

(Pasqual, 2001). 

Outros fatores também são de extrema importância para o cultivo in vitro, como 

os nutrientes minerais e o valor do pH do meio de cultivo. Os nutrientes são absorvidos 

de acordo com as exigências nutricionais de cada espécie vegetal. Entretanto, a acidez 

ou a basicidade, quando bem ajustados, podem promover maior e melhor 

aproveitamento dos nutrientes pelo explante (Pasqual et al., 2002). 

 Os tipos de recipiente, vedações e o volume de meio, ainda são poucos 

estudados, mas pode influenciar direta e indiretamente o cultivo in vitro. Estes fatores 

são responsáveis pelo ambiente heterogêneo que se forma dentro do frasco e pela 

variabilidade no comportamento das culturas (Bandeira et al., 2007).  

Em relação aos reguladores de crescimento presentes no meio de cultura as 

auxinas são utilizadas com o objetivo de estimular o crescimento da parte aérea por 
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meio da expansão e do alongamento celular e induzir raízes adventícias. As citocininas 

são indispensáveis para a quebra da dominância apical e indução de proliferação de 

gemas axilares, aumentando a taxa de multiplicação, embora nem sempre seja 

necessária a utilização de reguladores (Grimaldi et al., 2008; Kielse et al., 2009).                                   
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2 OBJETIVOS GERAIS 

 

 

 

 
Estabelecimento e multiplicação in vitro de plantas de murici (Byrsonima 

cydoniifolia A. Juss.), visando a micropropagação para atender a demanda em 

programas de reflorestamento e produção de mudas dessa espécie frutífera nativa do 

cerrado. Com o estabelecimento deste protocolo, será possível disponibilizar, em menor 

tempo, mudas selecionadas e livres de contaminação, para a implantação de pomares, 

oferecendo uma alternativa de geração de renda para o produtor e a preservação do 

ambiente natural, além da manutenção de um banco de germoplasma no Instituto 

Federal Goiano Campus Rio Verde. 
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3 CAPÍTULO II: CULTIVO IN VITRO DE EMBRIÕES ZIGÓTICOS DE 

MURICI (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.): ESTABELECIMENTO,  

DESINFESTAÇÃO E GERMINAÇÃO  

 

3.1 RESUMO 

  

Objetivou-se com este estudo, estabelecer um protocolo de germinação e cultivo 

in vitro de murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) a partir de embriões zigóticos. Para 

isso, foram feitos três ensaios: no ensaio I, testou-se a assepsia do embrião, nos tempos 

de exposição de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos no hipoclorito de sódio a 2,5% com e 

sem a imersão em álcool 70%. No ensaio II, para a germinação de embriões, testou-se 

os meios de cultivo MS (Murashige & Skoog, 1962) e WPM (Lloyd & McCown, 1981) 

nas concentrações de sais de 25, 50 e 100%, com e sem a adição de sacarose. No ensaio 

III, avaliou-se o crescimento de plântulas em meios de cultivo MS e WPM nas 

concentrações de sais de 25, 50 e 100%. Verificou-se que a imersão de 1 minuto em 

álcool 70% e 25 minutos em hipoclorito de sódio (2,5%) foi adequado para evitar 

contaminações não sendo fitotóxico para o embrião de murici. Para a germinação dos 

embriões, o meio de cultivo com água-ágar é o mais adequado e para o crescimento de 

plântulas é o meio de cultivo WPM 50%.  

 

PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecido, assepsia, meio de cultivo e frutífera do 

cerrado.  

 

3.2 ABSTRACT 

 

The objective of this study is to establish an in vitro germination and cultivation 

protocol for murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) using zygotic embryos. Therefore, 

three assays were performed: in assay I, embryo asepsis was tested at exposure times of 

5, 10, 15, 20, 25, and 30 minutes in 2.5% sodium hypochlorite, with or without 

immersion in 70% alcohol; in assay II, MS (Murashige e Skoog, 1962) and wpm (Lloyd 

e McCown, 1981) culture media were tested at salt concentrations of 25%, 50%, and 

100%, with or without the addition of sucrose, to germinate the buds; in assay III, 

seedling growth was evaluated in MS and WPM culture media at salt concentrations of 

25%, 50%, and 100%. It was found that the sodium hypochlorite (2.5%) with the use of 

alcohol was 70% effective to avoid contamination is not phytotoxic to murici embryo. 
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For germination of embryos, the culture medium with water-agar  is best suited and for 

plants growth is the culture medium of WPM 50%. 

 

KEY WORDS: tissue culture, sterile, growth medium and fruitful in the cerrado. 

  

3.3 INTRODUÇÃO 

 

O murici (Byrsonima ssp.) é uma frutífera nativa do cerrado, dicotiledônea 

pertencente a família Malpighiaceae. Esta espécie arbórea produz frutos entre dezembro 

e março, nas regiões serranas do sudeste, nos cerrados de Mato Grosso e Goiás e no 

litoral do norte e nordeste do Brasil. Quando maduros tem coloração amarela e com 

diâmetro de 1,5 a 2 cm, com odor marcante, que o caracteriza como fruto de sabor e 

aroma exóticos (Alves & Franco, 2003; Rezende & Fraga, 2003; Guimarães & Silva, 

2008). 

Os frutos possuem alto valor nutricional sendo consumidos principalmente in 

natura ou na forma de sucos, licores, geleias, doces e sorvetes (Almeida et al., 1998, 

2008; Figueiredo et al., 2005; Guimarães e silva, 2008). As populações locais que 

vivem do extrativismo comercializam o murici em feiras livres e mercados locais 

(Gusmão et al., 2006), portanto ainda não existe um mercado formal.  

A Byrsonima cydoniifolia A. Juss, é uma das espécies de murici, árvore de 

pequeno porte que tem potencial para a produção de alimento, madeira e na medicina 

popular (Gusmão et al., 2006; Sannomiya et al., 2005). São poucas as informações na 

literatura sobre as espécies de murici, tendo a necessidade de mais pesquisas para seu 

cultivo, que possam ingressar no mercado formal de frutas (Cavalcante et al., 2009).  

As espécies de muricis, têm limitações quanto a propagação, uma vez que a 

germinação tem baixa porcentagem, é lenta e com acentuada desuniformidade 

(Carvalho e Nascimento, 2008; Nogueira et al., 2004). Isso ocorre em virtude dos 

embriões estarem envolvidos pelo espesso endocarpo, constituindo uma barreira 

mecânica, além disso, existe a hipótese de dormência fisiológica (Carvalho et al., 1998; 

Carvalho et al., 2007; Sautu et al. 2006; Sautu et al., 2007). Assim a remoção do 

endocarpo, a extração do embrião e a utilização das técnicas do cultivo de embriões, 

contribuem para a redução do tempo de germinação e permitem a produção de plantas 

livres de contaminantes. Apesar do cultivo in vitro ser um procedimento empregado na 

propagação de várias espécies, o conhecimento sobre essa técnica em fruteiras nativas 

do cerrado ainda é insuficiente (Ledo et al., 2007; Pinhal et al., 2011).  
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Uma alternativa importante é o cultivo de embriões in vitro, que pode ser 

utilizada como uma ferramenta para o cultivo de murici. Segundo Oliveira (2001), o 

cultivo de embriões reduz o tempo para a obtenção de um novo indivíduo, permite 

uniformidade, alto percentual de germinação, rápida multiplicação do material 

selecionado, antecipa a época de plantio e evita a destruição das plantas matrizes. Esta 

técnica tem sido utilizada para superar dormência de sementes, testar sua viabilidade e 

servir como fonte de explantes (Hu & Ferreira, 1998). Observa-se que as brotações 

oriundas da germinação in vitro de embriões zigóticos, além de servirem como 

explantes, também formam raízes adventícias, o que permite o posterior transplantio das 

plântulas para condições ex vitro (Santos et al., 2005).  

Um fator importante na cultura de embriões é a metodologia de uma assepsia 

eficiente, que diminui ao máximo os contaminantes do material (Corder & Borges 

Junior, 1999). A presença de microrganismos, sobretudo fungos e bactérias, podem 

afetar o vigor germinativo e promover plântulas mal formadas ou sua morte.  Por isso o 

método adequado de assepsia é importante, sendo eficaz, para que a plântula sirva de 

fonte de explante livre de contaminações (Couto et al., 2004).  

O meio de cultivo é outro fator importante para o bom crescimento de plântulas. 

Eles visam atender as necessidades da espécie estudada, fornecendo os nutrientes 

necessários para o seu crescimento in vitro. As exigências das plantas que são variáveis 

com a espécie, cultivar ou explante utilizado, deve ser experimentalmente definido para 

cada caso em particular. Por isso, a quantidade adequada de nutrientes e a relação 

osmótica são fatores que definirão a germinação e as etapas subsequentes do processo 

(Kanashiro et al., 2009). Segundo Ledo et al. (2007) e Sousa et al. (2007) os meios de 

cultivo mais encontrados em trabalhos de germinação in vitro de fruteiras são o         

MS (Murashige & Skoog, 1962) e WPM (Lloyd & McCown, 1980).  

Sob este contexto, verifica-se que a germinação de fruteiras nativas do Cerrado 

em um ambiente controlado, é um desafio devido aos diversos fatores que interferem na 

conservação e no seu crescimento, tais como a contaminação, falta de protocolos para o 

cultivo in vitro. Este processo se torna ainda mais difícil, quando necessita produzir 

mudas em grandes quantidades para escala comercial (Pinhal et al., 2011). 

Diante desses fatos e em razão da falta de relatos sobre a propagação assexuada 

de B. cydoniifolia A. Juss., objetivou-se com este trabalho estabelecer um protocolo de 

germinação e cultivo in vitro desta espécie, a partir de embriões zigóticos. 
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3.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Obtenção do material vegetal 

 

 O material vegetal utilizado na propagação in vitro foi retirado de frutos 

maduros de Byrsonima cydoniifolia A. Juss., coletados em novembro de 2010, no 

município de Goiânia – GO (S 16
o 

35.855’- W 049º 16.352’), altitude de 771 m   

(Figura 1 A-C). Os diásporos que consiste no endocarpo e semente foram cedidos pelo 

Centro de Treinamento da EMATER, localizada no Campus II da UFG (Universidade 

Federal de Goiás) em Goiânia-GO. Os diásporos ficaram armazenados em sacos de 

papel em temperatura ambiente até o início dos estudos, em janeiro de 2011. 

 Os ensaios foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 

Instituto Federal Goiano – Campus Rio Verde. A exsicata do material vegetal está 

depositada no Herbário Jataiense, da Universidade Federal de Goiás campus Jataí, sob o 

número 5646. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.  Material Vegetal de B. cydoniifolia A. Juss.:  (A) arbusto; (B) folhas e flores; (C) fruto. Rio 

Verde-GO, 2012.  Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

 

 

3.4.1 Ensaio I: Influência do tempo de imersão dos embriões zigóticos de               

B. cydoniifolia A. Juss. em solução de hipoclorito de sódio.  

 

Os diásporos selecionados foram lavados com água corrente por 5 minutos. Em 

seguida, foram imersos em solução de hipoclorito de sódio com teor de cloro ativo 2,5% 

(água sanitária comercial a 100%) durante 10 minutos e depois lavados com água 

destilada e autoclavada. O excesso de água dos diásporos foi retirado com papel toalha. 

Com o auxílio de morsa de mesa, os diásporos foram quebrados e os embriões foram 

retirados cuidadosamente com uma pinça para evitar injúrias físicas (Figura 2 A-C).  

A B C 

C 
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Figura 2.  Material vegetal de B. cydoniifolia A. Juss.:  (A) diásporos; (B) quebra do diásporo em morsa de 

mesa; (C) diásporo quebrado composto por  dois embriões com tegumento. Partes do diásporo: 

(EN) endocarpo; (EB) embrião com tegumento. Rio Verde-GO, 2012. Foto: Cíntia de Oliveira 

Martendal. 

 

Para avaliar o efeito do agente desinfestante, os embriões permaneceram 

submersos em solução de hipoclorito de sódio com teor de cloro ativo de 2,5% (água 

sanitária comercial 100%), com a adição de três gotas de detergente Tween-20, nos 

tempos de 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos, com e sem imersão em álcool 70% (v/v) por 

30 segundos. Em seguida, em câmara de fluxo laminar, foi feita a tríplice lavagem com 

água destilada e autoclavada e os embriões foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 

150 mm) contendo 15 mL de meio água-ágar, fechados com tampa plástica. Para a 

solidificação do meio utilizou-se 3,5 g L
-1

 ágar (Marca: Dinâmica®) e o pH foi ajustado 

para 5,7±0,3 antes da autoclavagem  a 120
o 

C, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio 

contendo os embriões inoculados foram mantidos em sala de crescimento, com 

temperatura de 25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação 

fotossintética ativa de 45-55 µmol m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes. 

Diariamente foram feitas contagens para avaliar a porcentagem de contaminação 

fúngica e bacteriana, e aos 30 dias, a porcentagem de germinação, o comprimento da 

parte aérea e raiz. Considerando germinados todos os embriões com protusão radicular. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 

2x6 (presença e ausência de álcool x tempos de imersão em hipoclorito de sódio), e 

cada tratamento contendo 20 repetições cada uma, constituída por um tubo de ensaio, 

totalizando 240 unidades experimentais.  

Os resultados expressos em porcentagem, foram transformados em arco seno 

(%)
0.5

,e o restante em (x+1)
0.5

.
 
Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, 

EB 

A B C 

EN 
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mediante à análise de variância com aplicação do teste F a 5% de probabilidade e as 

médias, analisadas por regressão, com auxílio do software SISVAR (Ferreira, 2011).  

 

3.4.2 Ensaio II: Germinação dos embriões zigóticos de B. cydoniifolia A. Juss. em 

diferentes meios de cultivo, acrescidos ou não de sacarose. 

 

 Para a excisão dos embriões de murici, utilizou-se a mesma técnica do ensaio 

anterior e a assepsia dos embriões foi utilizado a melhor metodologia obtida do ensaio 

(I). Os meios de cultivo utilizados foram MS (Murashige & Skoog, 1962) e WPM 

(Lloyd & McCown, 1981), com as concentrações de sais de 25, 50 e 100% de cada um, 

acrescidos ou não com 30 g L
-1

 de sacarose e o tratamento controle com água-ágar. Para 

solidificação do meio, utilizou-se 3,5 g L
-1

 ágar (Marca: Dinâmica®) e o pH foi 

ajustado para 5,7±0,3 antes da autoclavagem  a 120
o
C, durante 20 minutos. Os embriões 

foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 150mm) contendo 15 mL do meio de 

cultivo e mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25±2 
o
C, umidade 

relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação fotossintética ativa de 45-55 µmol  

m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes. 

Diariamente foram feitas contagens para avaliar a porcentagem de germinação, o 

índice de velocidade de germinação (IVG) e aos 30 dias o comprimento da parte aérea. 

Os cálculos do IVG foram feitos segundo Maguirre (1962).  Considerando germinados 

todos os embriões com protrusão radicular. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 7 tratamentos e 

20 repetições, cada uma, constituída por um tudo de ensaio, totalizando em 140 

unidades experimentais. Os resultados expressos em porcentagem, foram transformados 

em arco seno (%)
0.5

 e o restante em (x+1)
0.5

. 

Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a análise de 

variância, testando as médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, 

utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011). 
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3.4.3 Ensaio III: Cultivo de plântulas de B. cydoniifolia A. Juss. em diferentes 

meios de cultivo. 

  

Utilizou-se como fonte de explante, plântulas com 30 dias de cultivo, 

provenientes de embriões zigóticos preestabelecidos in vitro. As folhas cotiledonares e 

as radículas das plântulas foram excisadas obtendo explantes de + 1 cm de 

comprimento. Os explantes foram inoculados em frascos contendo 50 mL de meio MS e 

WPM nas concentrações de sais de 25, 50 e 100%, acrescidos com 30 g L
-1

 de sacarose. 

Para solidificação do meio, utilizou-se 3,5 g L
-1

 ágar (Marca: Dinâmica) e o pH foi 

ajustado para 5,7±0,3 antes da autoclavagem  a 120
o
C, durante 20 minutos. Os frascos 

contendo os explantes inoculados foram mantidos em sala de crescimento, com 

temperatura de 25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação 

fotossintética ativa de 45-55 µmol m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes 

brancas.  

Após 30 dias de cultivo, avaliou-se a porcentagem de contaminação, o 

comprimento da parte aérea e número de folhas, e aos 60 dias, o comprimento da parte 

aérea e o número de folhas por plântula. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 

2x3 (meio de cultivo x concentrações de sais) e cada tratamento contendo 20 repetições, 

constituído por um tubo de ensaio, totalizando 120 unidades experimentais.  

Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a análise de 

variância, testando as médias pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, 

utilizando o software SISVAR (FERREIRA, 2011). 

 

3.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

A viabilidade de multiplicação in vitro de murici via embriões é aceitável visto 

que em todos os tratamentos houve a regeneração de plântulas. 

Os embriões de murici possuem coloração branca amarelada e sua grande 

peculiaridade é a forma espiralada (Figura 3 A). Verificou que ao serem inoculados, 

caso a forma espiralada estivesse desconfigurada, a taxa de germinação diminui, o que 

compromete a regeneração. Por isso, é de suma importância que o tegumento esteja 

envolto no embrião no processo de desinfestação, isto porque é o tegumento que ajuda 

manter o seu formato e o mantém resguardado da exposição externa.                              
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No processo de desinfestação, o tegumento tende a se danificar e são rompidos por 

completos, ficando os embriões livres. Desta forma, os embriões selecionados para a 

inoculação foram aqueles que mantiveram a forma espiralada.  

Os embriões inoculados se mantiveram enrolados até o momento em que o 

processo de embebição foi o suficiente, para que por si só se desenrolassem iniciando a 

protrusão da radícula, que teve início após o 7
o
 dia de cultivo (Figura 3 B). Aos poucos 

as folhas cotiledonares dos embriões foram surgindo e gradativamente mudou a 

coloração, momento em que se iniciou o processo de enverdecimento, as clorofilas 

foram produzidas, tornando verdes. Este evento ficou mais evidente a partir do 14
o
 dia 

de cultivo in vitro (Figura 3 C). 

Aos 30 dias de cultivo, obteve-se plântulas bem formadas, com coloração verde 

intenso, característico da espécie (Figura 3 D). Durante todo processo de germinação 

não houve oxidação dos explantes, nem a formação de calos e uma média de 85% de 

embriões germinados para todos os tratamentos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Germinação e crescimento in vitro de embrião zigótico de B. cydoniifolia A. Juss.: (A) embrião 

no 1o dia de cultivo; (B) embrião  com  protrusão radicular aos 7 dias de cultivo; (C) formação 

de plântula  aos  14  dias de cultivo;   (D)  plântula aos 30 dias de  cultivo in vitro. Rio Verde-

GO, 2012. Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

  

 

3.5.1 Ensaios I: Influência do tempo de imersão dos embriões zigóticos de              

B. cydoniifolia A. Juss. em hipoclorito de sódio.  

 

O modelo de regressão quadrática teve o melhor ajuste em resposta aos ensaios 

testados. Observou-se que a tendência foi obter menores taxas de contaminação quando 

o período de exposição dos embriões na água sanitária (hipoclorito de sódio 2,5%) foi 

maior, tanto daqueles que inicialmente foram submersos em álcool, quanto daqueles que 

A B C D 

S 
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não foram. Verificou a utilização, com álcool 70% durante 1 minuto e água sanitária 

(hipoclorito de sódio 2,5%) durante 25 minutos, proporcionou bons resultados     

(Figura 4 A).  

Constatou-se também, que independente da imersão dos embriões em álcool 

70% quando estes foram submersos durante 5 minutos em água sanitária, as maiores 

porcentagens de contaminação, foram de 20% (Figura 4 A).  

O ponto de máxima para contaminação (18,83%), foi obtido com o tempo de 

imersão de 7,99 minutos na água sanitária sem álcool e 37,55% quando imerso por 7,41 

minutos em água sanitária com álcool. 

Quanto ao comprimento médio da parte aérea, verificou-se que a medida que 

aumentou o tempo de imersão na água sanitária sem álcool ocorreu uma redução nos 

valores até chegar 20 minutos, e depois manteve a mesma tendência. Já na presença de 

álcool os valores foram semelhantes em qualquer tempo de imersão. A desinfestação 

feita somente com água sanitária por 5 minutos proporcionaram melhores resultados, o 

embrião cresceu 1,6 cm. Já para o ensaio em que foi submetido a combinação de álcool 

70% e água sanitária por 5 minutos, a parte aérea do embrião cresceu 1,2 cm (Figura     

4 B). O ponto de máxima para o comprimento médio da parte aérea (1,02 cm) foi obtido 

com o tempo de imersão de 31,25 minutos na água sanitária sem álcool e 1,16 cm com 

imersão em água sanitária com álcool no tempo de 8,67 minutos. 

Com relação ao comprimento médio da raiz ocorreu uma redução dos valores a 

medida que aumentou o tempo da assepsia até 20 minutos, porém com 25 e 30 minutos 

foi observado um aumento dos valores (Figura 4 C).  

Por ter bom desempenho com relação a todos os caracteres avaliados e para que 

se tenha eficiência na desinfestação de embriões de murici deve-se utilizar a imersão em 

álcool 70% durante 1 minuto, seguido de água sanitária ( durante 25 minutos. 

Diferentes tipos de metodologias para a assepsia de embriões de muricis são 

utilizados, como por exemplo o estudo de Nogueira et al. (2004) que trabalhando com 

murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), utilizou álcool 70% por 30 segundos e 

em seguida solução de hipoclorito de sódio a 0,5% por 5 minutos para os embriões com 

tegumento, após a retirada do tegumento, foram novamente imersos em solução de 

hipoclorito de sódio 0.5% por 5 minutos. Já Castro et al. (2005), trabalhando com o 

murici (Byrsonima verbascifolia Rich.) fez a assepsia somente dos diásporos, que foram 

desinfestados com hipoclorito de sódio comercial, a 2%, por 10 minutos, em seguida os 

embriões foram extraídos do endocarpo e inoculados em câmara de fluxo laminar.  

A 
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O hipoclorito de sódio e álcool são dois agentes desinfestantes bastante 

utilizados em assepsia de sementes e embriões, com efeitos satisfatórios contra a 

contaminação fúngica e bacteriana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.  Assepsia de embriões zigóticos de B. cydoniifolia  A. Juss. aos 30  dias de cultivo in vitro:  (A) 
porcentagem  de contaminação em função dos diferentes tempos  de  imersão em  solução  de  

hipoclorito  de  sódio (2,5%); (B) comprimento médio da parte aérea em função da 

concentração de hipoclorito de sódio (2,5%); (C) comprimento médio de raízes em função da 

concentração de hipoclorito de sódio (2,5%). Rio Verde-GO, 2012. 

 

3.5.2 Ensaio II: Germinação dos embriões zigóticos de B. cydoniifolia A. Juss. em 

diferentes meios de cultivo, acrescidos ou não de sacarose. 

 

 A assepsia utilizada de 1 minuto em álcool 70% combinado com água sanitária 

(hipoclorito de sódio 2,5%), por 25 minutos foi eficiente, manteve a integridade do 

embrião e não foi fitotóxico, desta forma, verificou-se que em todos os tratamentos 

houve a germinação dos embriões (Tabela 1). 

A B 

C 
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Observou-se que a associação de sacarose aos diferentes tipos de concentrações 

de meio de cultivo, foram significativas para porcentagem de germinação e o 

comprimento da parte aérea. Para a contaminação e IVG, não houve significância 

(Tabela 1). Não houve significância para nenhuma das características analisadas quando 

se testou as concentrações e os tipos de meio de cultivo sem a adição de sacarose. 

 De modo geral, as maiores taxas de germinação ocorreram em função da 

redução da concentração dos sais dos meios de cultivo testados, sendo que a taxa de 

germinação esteve entre 45 a 95%. As menores taxas de germinação foram de 45 e 50% 

provenientes do meio MS 50 e 100% respectivamente (Tabela 1). 

 Avaliando o comprimento da parte aérea, verificou-se que houve a mesma 

tendência observada no estudo da porcentagem de germinação. Menores comprimentos 

da parte aérea nos tratamentos MS 50 e 100% com crescimento médio de 0,80 e       

1,32 cm, respectivamente. Os demais tratamentos obtiveram médias de 1,58 a 2,17 cm. 

Para o comprimento de raiz, não houve diferença entre os meios testados, ficando para 

os meios sem sacarose uma média de 1,33 cm e os meios com sacarose de 1,15 cm 

(dados não mostrados). 

Ainda nesta condição, observa-se que o meio preparado somente com água e 

ágar obteve sempre bons desempenhos com relação a todos os caracteres avaliados, 

revelando a possibilidade de germinação neste meio sem necessitar da inclusão de sais e 

sacarose. Esta possibilidade acarreta benefícios por diminuir os custos da produção 

final. 

 

Tabela 1. Germinação, índice de velocidade de germinação (IVG) e média do comprimento da parte aérea 

de B. cydoniifolia A. Juss.  em função da concentração de sais do meio MS e WPM na ausência 

de sacarose e o tratamento controle água-ágar, aos 30 dias de cultivo. Rio Verde-GO, 2012. 

 
 

Z
Médias seguidas pela mesma letra na coluna não diferem estatisticamente, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. 

 

 

 

Meio de cultivo  

  

     Germinação (%) 

       

 

      IVG  

 

Comprimento 

da parte aérea (cm) 

Água-ágar  95 a 7 a 2,17 a 

MS 25% com sacarose  85 a 8 a 1,58 a 

MS 50% com sacarose  45 b 8 a 0,80 b 

MS 100% com sacarose  50 b 6 a 1,32 b 

WPM 25% com sacarose  75 a 7 a 1,81 a 

WPM 50% com sacarose  75 a 8 a 2,05 a 

WPM 100% com sacarose  65 a 8 a 1,73 a 
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 Fisiologicamente, para o embrião germinar em meio ausente ou com pouco sais 

de nutriente, não há prejuízos, haja visto que o processo de germinação ocorre em razão 

das reservas nutricionais dos cotilédones, presentes nos embriões excisados, podendo 

estes utilizar ou não as fontes nutricionais presentes no meio de cultivo. Segundo Hu & 

Ferreira (1998), embriões excisados no estágio maduro ou próximo a este são quase 

autotróficos e, em geral dispensa a suplementação de fonte de energia. Confirmando os 

resultados deste estudo, Ribeiro et al. (1998), em seu trabalho com embriões de laranja 

pera em que se testou diferentes concentrações de sacarose, observaram altos índices de 

sobrevivência dos embriões, em todos os níveis testados, evidenciando ser dispensável 

para a fase inicial do desenvolvimento dos embriões para a espécie em questão. Baixas 

concentrações de sacarose também são indicadas para a germinação de embriões 

zigóticos de murmuru (Astro caryumulei), concentrações abaixo de 15 g L
-1 

de sacarose 

são as mais indicadas (Pereira et al., 2006). 

 Discordando deste resultado, Castro et al. (2005), em seu estudo com 

(Byrsonima verbscifolia Rich.), recomenda a utilização de MS 100%, suplementado 

com 30 g L
-1

  de sacarose no cultivo in vitro de embriões zigóticos desta espécie. Já 

Nogueira et al. (2004), indica para o cultivo in vitro de embriões zigóticos de 

(Byrsonima intermedia A. Juss.) os meios MS e WPM 50% sem sacarose. 

 

3.5.3 Ensaio III: Cultivo de plântulas de B. cydoniifolia A. Juss. em diferentes 

meios de cultivo. 

 

Em ensaios preliminares verificou-se que pelo formato do embrião, as plântulas 

crescem curvas e perdem o contato direto com o meio de cultivo, e é por isso que se faz 

necessário a excisão de parte das folhas cotiledonares e radiculares mantendo retilíneo o 

explante, facilitando a inoculação (Figura 5 A-C). 

A excisão das folhas cotiledonares e da radícula permite que as folhas primárias 

surjam com mais rapidez. Outro fato importante é que o eixo central do explante deve 

ficar inoculado acima do meio de cultivo, a sua sobreposição não permite o crescimento 

dos novos pares de folhas o que consequentemente leva a perda do material vegetal 

(Figura 5 D). 
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Figura 5.  B. cydoniifolia  A. Juss.: (A) Plântula aos 30 dias de cultivo in vitro; (B-C) plântula com 

excisão nas folhas dicotiledonares e na radícula; (D) plântula excisada, em meio de cultivo;  

(E) plântula aos 30 dias de cultivo; (F) plântula aos 60 dias de cultivo. Rio Verde-GO, 2012. 

Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal.   

  

Após 30 dias de cultivo in vitro, verificou-se que em todos os tratamentos houve 

a formação de plântulas bem formadas de coloração verde intenso característico da 

espécie. Não houve oxidação e nem a formação de calos (Figura 5 E). Para as 

concentrações testadas, o meio WPM propicia melhores resultados, sendo observadas as 

melhores respostas quando utilizadas as concentrações de 25 e 50%, médias de 2,95 e 

3,50 cm respectivamente (Tabela 2). 

Quanto ao número de folhas por plântula, também não houve significância entre 

os meios utilizados (Tabela 2). Verificou-se que o meio MS a 25% produziu o menor 

número de folhas, média de 3,25. As concentrações testadas no meio WPM foram as 

quais se obtiveram melhores respostas, com médias de 4,57; 5,30 e 5,90 para as 

concentrações de 100, 25 e 50% respectivamente. 

 

Tabela 2.  Comprimento da parte aérea (cm), da raiz (cm) e o número de folhas por plântulas de              

B. cydoniifolia A. Juss. em relação : à concentração de sais do meio MS e WPM, aos 30 dias 
de cultivo. Rio Verde-GO, 2012.  

Z
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, em cada coluna e minúscula em cada linha,  não diferem ao nível de 5% de 

probabilidade pelo teste de Scott-Knott. 

 

 

Concentração 

                  Tipos de meio de cultivo 

                 MS                            WPM 

Comprimento da parte aérea (cm),  

aos 30 dias de cultivo 

25%               1,81 Ab
z 
                      2,95 Aa     

50%               2,09 Ab                        3,50 Aa  

100%               2,27 Aa                        2,50 Aa  

              Número de folhas por plântula,  

aos 30 dias de cultivo 

 

25%               3,25 Ab                       5,30 Aa       

50%               4,62 Aa                       5,90 Aa  

100%               4,27 Aa                       4,57 Aa  

A B E C D 

S 
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Aos 60 dias, verificou-se que houve crescimento da parte aérea de até 131,42%, 

em relação aos 30 dias de cultivo in vitro. Quando avaliado o tipo de meio de cultivo, 

não foi constatado significância (Tabela 3). No meio WPM as concentrações não se 

diferenciaram, mas proporcionaram as maiores médias 3,78; 4,40 e 4,60 cm. Nas 

concentrações de 100; 25 e 50% respectivamente. 

Já para o número de folhas por plântula, houve significância entre os tipos de 

meio de cultivo. O meio WPM 100% propiciou o menor número de folhas por plântula, 

média de 5,71 (Tabela 3). 

Já para o número de folhas por plântula, houve significância entre os tipos de 

meio de cultivo. O meio WPM 100% propiciou o menor número de folhas por plântula, 

média de 5,71 (Tabela 3). 

Pelos resultados obtidos, em geral o meio de cultivo WPM em concentrações 

mais baixas proporcionaram melhores resultados para as características avaliadas, 

recomendando a utilização do meio WPM 50%.  

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), meios de cultivo com composição 

mais diluída em macronutrientes, proporcionam melhores resultados para espécies 

lenhosas.  

 
Tabela 3.  Comprimento da parte aérea (cm) e número de folhas por plântula de B. cydoniifolia A. Juss. 

em relação à concentração de    sais   do   meio   MS  e  WPM, aos 60 dias de cultivo. Rio 

Verde-GO, 2012.                                                

 

Z
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, em cada coluna e minúscula em cada linha,  não diferem ao nível de 5% de 

probabilidade pelo teste de Scott-Knott. 

 

 

 

Concentração 

Tipos de meio de cultivo 

                    MS                             WPM 

Comprimento da parte aérea (cm),  

aos 60 dias  de cultivo 

25%                  3,00 Ab
z
                        4,40 Aa       

50%                  2,93 Ab                         4,60 Aa  

100%                  2,75 Aa                         3,78 Aa  

           Número de folhas por plântula,  

aos 60 dias de cultivo 

 

25%                  8,28 Aa                       10,00 Aa       

50%                  7,28 Aa                         8,90 Aa  

100%                  7,50 Aa                         5,71 Ba  

Q 
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Dados semelhantes foram obtidos por Mello et al. (1999), que constataram a 

superioridade do meio de cultivo WPM em relação ao MS e DKW no estabelecimento 

in vitro de acerola (Malpighia emarginata DC.), observando que os melhores resultados 

foram obtidos pelos explantes inoculados em meio WPM. No trabalho de Silva et al., 

(2006), o meio de cultivo WPM também foi o que proporcionou melhor resultado no 

estabelecimento in vitro de mirtilo cv Delite (Vaccinium ashei Reade). 

Pelos resultados obtidos, em geral o meio de cultivo WPM em concentrações 

mais baixas proporcionaram melhores resultados para as características avaliadas, 

recomendando a utilização do meio WPM 50%.  

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), meios de cultivo com composição 

mais diluída em macronutrientes, proporcionam melhores resultados para espécies 

lenhosas.  

A superioridade dos resultados obtidos com o meio de cultivo WPM pode ser 

explicada por ser composta por 25% das concentrações de íons nitrato de amônia do 

meio MS, e possuir maior concentração de potássio e um alto nível de íons sulfato, 

sendo utilizado amplamente no cultivo in vitro de espécies lenhosas, que possui menor 

exigência nutricional (Pasqual, 2001). 

Pelos resultados desses experimentos, observa-se que o cultivo in vitro de 

embriões de murici (B. cydoniifolia A. Juss.), é possível, mesmo com algumas 

dificuldades, como a excisão do embrião do diásporo, sem causar injúrias físicas. No 

geral os meios de cultivos com concentrações mais baixas de sais proporcionaram os 

melhores resultados nas características avaliadas. 

  

3.6 CONCLUSÕES 

 

- A assepsia de embriões de B. cydoniifolia A. Juss. deve ser feita utilizando 

álcool 70% durante 1 minuto, seguido de hipoclorito de sódio (2,5) durante 25 minutos. 

- Para germinação dos embriões de B. cydoniifolia A. Juss. o meio de cultivo 

mais adequado é o preparado com água e ágar, permanecendo neste durante 30 dias. 

- Para o crescimento de plântulas de B. cydoniifolia A. Juss. o meio de cultivo 

mais adequado é o WPM 50%. 

 

 

 

D 
I 
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D 
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4 CAPÍTULO III: SACAROSE E VOLUME DO MEIO DE CULTIVO NO 

CRESCIMENTO IN VITRO DE MURICI 

(Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) 

 

4.1 RESUMO 

 

No bioma cerrado o murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) é uma importante 

espécie frutífera que tem propagação lenta e desuniforme. O cultivo in vitro é uma 

alternativa para a produção de mudas em menor tempo, com uniformidade e livre de 

contaminantes. Objetivou-se com este trabalho, testar a concentração mais adequada de 

sacarose e o volume do meio de cultivo no crescimento in vitro de murici. No ensaio I, 

utilizou-se diferentes concentrações de sacarose (0; 10; 20; 30; 40; 50 e 60 g L
-1

) e para 

o ensaio II, testou-se diferentes volumes do meio de cultivo (10; 15; 20; 25 e 30 mL). O 

meio de cultivo utilizado foi WPM com a metade das concentrações de sais. Após 60 

dias de cultivo, avaliou-se o comprimento médio da parte aérea (cm), o número médio 

de folhas expandidas e de gemas por explante e o comprimento médio de raízes (cm). A 

adição de sacarose no meio de cultivo, favoreceu o crescimento in vitro de B. 

cydoniifolia A. Juss., a quantidade de 50 g L
-1

 de sacarose foi a mais adequada. O 

volume de meio de 15 a 25 mL, proporcionaram as melhores respostas no cultivo in 

vitro dessa espécie. 

 

PALAVRAS-CHAVE: cultura de tecido, carboidrato, frutífera do Cerrado.  

 

4.2 ABSTRACT 

 

In the cerrado biome murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.) is an important 

fruit species that spread slow and uneven. The in vitro is an alternative for the 

production of seedlings in less time, uniform and free of contaminants. The objective of 

this study was to test the most suitable sucrose concentration and volume of culture 

medium on in vitro growth of murici. In the essay I, were used different concentrations 

of sucrose (0, 10, 20, 30, 40, 50 and 60 g L
-1

) and II for the test, were tested different 

volumes of culture medium (10, 15, 20, 25 and 30 mL). The culture medium used was 

WPM with half of salt concentrations. After 60 days of culture, were evaluated the 

average length of shoots (cm), the average number of expanded leaves, buds per explant 

and average root length (cm). The addition of sucrose in the medium favored the in 

vitro growth of B. cydoniifolia A Juss., the amount of 50 g L
-1

 sucrose in the culture 
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medium was the most appropriate. The volume of medium from 15 to 25 mL gave the 

best responses for in vitro cultivation of this species. 

 

KEY WORDS: tissue culture, carbohydrate, fruit of the cerrado. 

 

4.3 INTRODUÇÃO 

 

 

O cerrado, é formado por uma grande biodiversidade de espécies, tanto da fauna 

quanto da flora, representando cerca de 30% da biodiversidade do Brasil e o segundo 

maior bioma brasileiro, com vegetação diferenciada, desde campos abertos até florestas 

(Aguiar & Camargo, 2004). Entretanto, a expansão agrícola sobre o Cerrado, tem 

afetado a vegetação nativa, de múltiplos potenciais, como na utilização medicinal ou 

alimentar (Machado et al., 2004; Klink & Machado, 2005), o que torna esse bioma uma 

região de grande valor biológico para ser preservado (Horta et al., 2002; Meyers et al., 

2000).  

O murici é uma espécie nativa do cerrado, que produz frutos que são 

consumidos in natura ou utilizados na forma de sucos, licores, geleias, doces e sorvetes, 

além disso, há relatos de sua utilização na medicina popular (Almeida et al., 2008; 

Figueiredo et al., 2005; Guimarães e Silva, 2008). Esta espécie tem fruto do tipo drupa e 

sua propagação se faz via sexuada. Entretanto, o murici tem alguns obstáculos para a 

germinação, as sementes têm baixa porcentagem de germinação e crescimento lento. O 

comprimento médio de uma árvore de murici, não ultrapassa 1,5 m após 2 anos de 

plantio, em condições de campo (Lorenzi, 1998; 2002).  

Diante do exposto, tornam-se relevantes a busca de alternativas de propagação 

que propiciem a produção de mudas. O cultivo in vitro é uma alternativa para diversas 

espécies frutíferas com dificuldade para se propagar. Essa técnica também pode ser 

utilizada para as espécies nativas do cerrado, proporcionando a formação de pomares 

com populações de plantas homogêneas além de acelerar os métodos de propagação 

convencional (Souza et al., 2007). 

No cultivo in vitro, as plantas perdem parcialmente o autotrofismo e, 

consequentemente, necessitam de uma fonte externa de carboidratos. De acordo com 

Yamada et al. (1978); Barz & Hüsemann (1982), em condições in vitro, as células das 

plântulas não têm capacidade de suprir os carboidratos necessários para seu 



32 
 

crescimento.  A determinação da melhor fonte e concentração de carboidrato depende 

da espécie vegetal e da fase do processo de micropropagação (Nicoloso et al., 2003).  

O carboidrato mais utilizado nos meios de cultivo é a sacarose, sendo a fonte de 

energia que proporciona altas taxas de crescimento, na maioria das espécies (Jesus et 

al., 2011). A sacarose também influencia o crescimento celular e a morfogênese, por 

meio de propriedades osmóticas (George et al., 2008). 

Além do carboidrato, o volume de meio de cultivo, influencia o espaço e o ar 

interno do recipiente, que são utilizados pela planta (Pereira et al., 2006). Segundo 

Grattapaglia & Machado (1998), esses fatores afetam diretamente a área superficial do 

meio de cultivo e atmosfera, como volume de ar sobre o meio de cultivo e a composição 

da fase gasosa do frasco. Estes fatores afetam o crescimento dos explantes e das plantas 

nos cultivos in vitro. 

Assim, verifica-se a necessidade de aprimoramento do cultivo in vitro para essa 

espécie de murici, visando ter um protocolo para a produção de mudas em grande 

quantidade e de alta qualidade. Nesse sentido, objetivou-se com este trabalho, testar a 

concentração mais adequada de sacarose e o volume do meio de cultivo no crescimento 

in vitro de B. cydoniifolia A. Juss.  

  

4.4 MATERIAL E MÉTODOS 

   

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 

Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde. A exsicata do material vegetal está 

depositada no Herbário Jataiense, da Universidade Federal de Goiás Campus Jataí, sob 

o número 5646. 

Utilizou-se como fonte de explante, plântulas preestabelecidas in vitro, com 30 

dias de cultivo, provenientes de embriões zigóticos. As folhas cotiledonares e a radícula 

das plântulas foram excisadas, obtendo segmentos nodais com aproximadamente           

1 cm de comprimento. 

 

4.4.1 Ensaio I: Utilização de diferentes concentrações de sacarose no crescimento 

in vitro de B. cydoniifolia A. Juss. 

 

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaios (25 X 150 mm) contendo  

20 mL do meio de cultivo WPM (Lloyd & McCown, 1980), com  a metade das  
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concentrações de sais, acrescidos com 0; 10; 20; 30; 40; 50 e 60 g L
-1

 de sacarose e 

solidificado com 3,5 g L
-1

 de ágar (Marca: Dinâmica). O pH foi ajustado para 5,7±0,3 

antes da autoclavagem  a 120
o 

C, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os 

segmentos nodais inoculados foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura 

de 25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação fotossintética 

ativa de 45-55 µmol  m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes brancas. 

Após 60 dias de cultivo, avaliou-se o comprimento médio da parte aérea (cm), o 

número médio de folhas expandidas e de gemas por explante e o comprimento médio de 

raízes (cm). 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 7 tratamentos, 

com 20 repetições, cada uma constituída por um tudo de ensaio, totalizando em 140 

unidades experimentais. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, 

mediante a análise de variância com aplicação do teste de F a 5% de probabilidade e as 

médias foram analisadas por regressão, com auxílio do software SISVAR (Ferreira, 

2011). 

 

 

4.4.2 Ensaio II: Uso de diferentes volumes do meio de cultivo no crescimento in 

vitro de B. cydoniifolia A. Juss.  

 

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaios (25 X 150 mm) contendo  

10; 15; 20; 25 e 30 mL do meio de cultivo WPM (Lloyd & McCown, 1980), com  a 

metade das concentrações de sais, acrescidos com 30 g L
-1

 de sacarose e solidificado 

com 3,5 g L
-1

 de ágar (Marca: Dinâmica). O pH foi ajustado para 5,7±0,3 antes da 

autoclavagem  a 120
o 

C, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os segmentos 

nodais inoculados foram mantidas em sala de crescimento, com temperatura de       

25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação fotossintética 

ativa de 45-55 µmol  m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes brancas. 

Após 60 dias de cultivo, avaliou-se o comprimento médio da parte aérea (cm), o 

número médio de folhas expandidas e de gemas por explante e o comprimento médio de 

raízes (cm). 
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 5 tratamentos e 

com 20 repetições, cada uma constituída por um tudo de ensaio, totalizando em 100 

unidades experimentais. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, 

mediante a análise de variância com aplicação do teste de F a 5% de probabilidade e as 

médias foram analisadas por regressão, com auxílio do software SISVAR (Ferreira, 

2011). 

 

4.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.5.1 Ensaio I: Utilização de diferentes concentrações de sacarose no crescimento 

in vitro de B. cydoniifolia A. Juss. 

 

 O modelo de regressão quadrático teve melhor ajuste para este ensaio. 

Observou-se que com menores quantidades de sacarose obteve-se menores valores de 

todas as características avaliadas, e a medida que aumentou a concentração de sacarose, 

aumentou os valores das características, até atingir 30 g L
-1

 (ponto ótimo), com 

posterior diminuição dos valores (Figura 1). 

 Verificou-se também que níveis muito baixos ou muito elevados de sacarose, 

resultaram em menores valores de todas as características avaliada. 

 As características de crescimento em função da concentração de sacarose se 

comportaram da seguinte maneira: plântulas com maior comprimento ocorreu em,   

27,89 g L
-1

 (Figura 1 A), o maior número de folhas em 29,49 g L
-1

 (Figura 1B), o maior 

número de gemas em 28,86 g L
-1

 (Figura 1 C) e o maior número médio de raízes por 

plântula em 39,39 g L
-1

 (Figura 1 D). 

 Portanto, a utilização de 30 g L
-1 

de sacarose foi a mais adequada para o cultivo 

in vitro de murici (B. cydoniifolia A. Juss.). 
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Figura 1.  Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes concentrações de sacarose, 

avaliadas aos 30  dias: (A) comprimento médio da parte aérea (cm); (B) número médio de 

folhas por explante; (C) número médio de gemas por explante; (D) comprimento médio de 

raízes (cm). Rio Verde-GO, 2012. 

 

Visualmente foi verificado que a sacarose teve influência no crescimento dos 

explantes e principalmente do sistema radicular, os tratamentos com a adição de 

sacarose tinham raízes bem desenvolvidas, com muitas ramificações, se comparado ao 

tratamento ausente de sacarose (Figura 2).  

 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Figura 2. Plântulas de B. cydoniifolia A. Juss., aos 60 dias de cultivo in vitro, em diferentes concentrações 
de sacarose: (A) meio de cultivo na ausência de sacarose; (B) detalhe da formação  do sistema 

radicular no meio de cultivo com 30 g L-1 de sacarose; (C) formação da parte aérea no meio de 

cultivo com 30 g L-1 de sacarose. Rio Verde-GO, 2012. Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira 

Martendal. 

 

A sacarose é essencial fonte de energia, e neste caso estimulou o crescimento 

das raízes. Os dados obtidos são concordantes com afirmações de vários autores de que 

a presença de carboidrato é essencial para o enraizamento in vitro de muitas espécies 

(Grattapaglia e Machado, 1998; Leite et al, 2000).  

De maneira geral, a adição de sacarose no meio de cultivo, favoreceu o 

crescimento in vitro de B. cydoniifolia A. Juss. Segundo Fuentes et al. (2007), menores 

proporções de sacarose no meio de cultivo podem melhorar a fotossíntese de plantas, 

porém podem afetar negativamente o seu crescimento durante o cultivo in vitro.  

Por outro lado, níveis muito elevados de sacarose como 60 g L
-1

, prejudicou o 

crescimento da espécie em estudo. Segundo Maldaner et al. (2006), altas concentrações 

de sacarose, afetam negativamente  o cultivo in vitro, com o aumento do potencial 

osmótico do meio, fator conhecido como inibidor do crescimento.  Porém, algumas 

espécies necessitam de concentrações mais elevadas de sacarose, como o exemplo da 

Pfaffia glomerata Spreng. Pedersen, em que o crescimento foi estimulado, quando se 

utilizou as concentrações de 45 a 60 g L
-1

 de sacarose no cultivo in vitro (Skrebsky et 

al., 2004). A amoreira preta cv. Tupy, também teve aumento da biomassa com o  

 

B 

A 

B 

C 

C 
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número de raízes, quando adicionado 60 g L
-1 

de sacarose (Villa et al., 2009). 

Resultados semelhantes foi observado no cultivo de Oncidium varicosum Lindl.,  em 

que 60 g L
-1

 de sacarose foi a melhor fonte e concentração de carboidrato para todas as 

características avaliadas (Rego-Oliveira et al., 2003).  

 

 

4.5.2 Ensaio II: Uso de diferentes volumes do meio de cultivo no crescimento in 

vitro de B. cydoniifolia A. Juss. 

 

 

 Os diferentes volumes utilizados neste ensaio foram significativos apenas para o 

comprimento médio da parte aérea e de raízes. Para o número de folhas e gemas, a 

quantidade de meio não influenciou no crescimento de B. cydoniifolia A. Juss. 

 Para o crescimento médio da parte aérea, menores quantidades de meio de 

cultivo (10 mL) proporcionaram menores valores da parte aérea (4,5 cm), a medida que 

aumentou a quantidade de meio, a partir de 15 mL, o comprimento da parte aérea 

também aumentou, chegando ao valor máximo quando utilizou-se 20,13 mL de meio de 

cultivo, posteriormente houve redução. Observou-se que quando se utilizaram as 

quantidades extremas, como 10 mL ou 30 mL de meio de cultivo, foram atingidos os 

menores valores (4,54 e 4,61 cm) respectivamente (Figura 3 A). Para o comprimento 

médio de raízes, obteve-se o mesmo comportamento, o volume de 10 mL, proporcionou 

o menor comprimento de raízes (4,66 cm). A medida que aumentou o volume do meio, 

houve um acréscimo no comprimento médio, atingindo o valor máximo de raízes (8,31),   

quando utilizou 20,55 mL de meio de cultivo. A partir desse valor, houve um 

decréscimo no comprimento de raízes (7,70 e 5,30 cm), com o aumento do volume do 

meio (25 e 30 mL respectivamente) (Figura 3 B). 
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Figura 3. Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes volumes de meio de cultivo 

(mL), avaliadas aos 60  dias: (A) comprimento médio da parte aérea (cm); (B) comprimento 

médio de raízes (cm). Rio Verde-GO, 2012. 

 

 Observou-se que, tanto para o comprimento médio da parte aérea quanto 

para o comprimento de raízes, o volume de meio mais adequados para o crescimento in 

vitro de B. cydoniifolia A. Juss., foi de 20 mL (Figura 4). Conforme os resultados 

obtidos neste estudo, tanto a menor quantidade de meio (10 mL), quanto a maior 

quantidade (30 mL), proporcionaram os menores valores. Provavelmente isso ocorreu, 

por conter pouco meio (10 mL) e consequentemente pouca água para a planta crescer 

normalmente, já em relação a maior quantidade de meio (30 mL), provavelmente a parte 

superior dentro do tubo de ensaio, espaço que fica a parte aérea da planta, ficou muito 

pequeno, dificultando as trocas gasosas.  

Resultados de outros autores, revelam que a quantidade de meio de cultivo é 

específica para cada espécie. Segundo Pereira et al., (2006),  observaram que o aumento 

do número de brotos de curauá (Ananas erectifolius LB Sm.) é proporcional ao aumento 

do volume de meio de cultivo. Da mesma forma, o volume de meio também influenciou 

no crescimento in vitro de Melissa officinalis L., a medida que aumentou o volume de 

meio, elevou o número de nós e comprimento do broto  (Reis et al., 2007). Já na 

multiplicação de ipeca (Psychotria ipecacuanha Stokes), os autores obtiveram os 

melhores resultados com os volumes de 30 e 40 mL (Reis et al., 2004). 

  Portanto, acredita-se que determinando a quantidade de meio de cultivo que se 

deve utilizar para cada espécie, além de influenciar o crescimento da planta, contribui 

para a economia do material utilizado, uma vez que se utilizará apenas o necessário para 

promover o máximo crescimento. 

 

A B 
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Figura 4.  Plântulas de B. cydoniifolia A. Juss., aos 60 dias de cultivo in vitro, em diferentes volume de 

meio de cultivo: (A) 10 mL; (B) 15 mL; (C) 20 mL; (D) 25 mL e (E) 30 mL. Rio Verde-GO, 

2012. Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 
 

 

4.6 CONCLUSÕES 

 

- A utilização de 30 g L
-1 

de sacarose foi a mais adequada para o cultivo in vitro de 

murici (B. cydoniifolia A. Juss.). 

- O volume de 20 mL do meio de cultivo, foi o mais indicado para o cultivo in vitro 

dessa espécie. 
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5  CAPÍTULO IV: CULTIVO IN VITRO DE MURICI (Byrsonima cydoniifolia A. 

Juss.): AJUSTE DO pH E CONCENTRAÇÕES DE NUTRIENTES MINERAIS 

 

5.1 RESUMO 

 

O murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss) é uma frutífera de pequeno porte que 

faz parte do bioma cerrado e tem grande importância na medicina popular, na produção 

de alimentos e de lenha. Esta espécie tem dificuldades para a reprodução, e tem no 

cultivo in vitro, uma alternativa para sua melhor propagação. Para avaliar as exigências 

nutricionais de B. cydoniifolia A. Juss., uma espécie adaptada ao cerrado, objetivou-se 

avaliar o pH e a nutrição do meio de cultivo, visando sua melhor adaptação in vitro. 

Utilizou-se o meio de cultivo WPM com 50% das concentrações dos sais, para os dois 

ensaios. Com relação ao pH, foram testados os valores iniciais de 4,0 a 6,0 (com 

intervalos de 0,5) e em relação aos nutrientes, foram utilizados 0,0; 1,7; 17 e 170 g L
-1

 

para o KH2PO4 e 0,0; 3,7; 37 e 370 g L
-1

 para o MgSO4.7H2O. Por meio dos resultados 

obtidos, observou-se que o valor do pH 5,0 foi o mais indicado para o cultivo in vitro de 

murici. O KH2PO4 proporcionou o melhor resultado para o compriemnto médio da parte 

aérea, com a concentração de 170 g L
-1

. Já para MgSO4.7H2O, a concentração de  37 g 

L
-1

, foi a mais adequada para o número de folhas expandidas, gemas e raízes por 

explante.   

  

PALAVRAS-CHAVE: fosfato de potássio monobásico, sulfato de magnésio, nutrição 

in vitro.  

 

5.2 ABSTRACT 
 

The murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss) is a small fruit that is part of the 

cerrado biome and has great importance in folk medicine, food production and firewood. 

This species has difficulty playing, and has in vitro culture, an alternative for better 

spread. To assess the nutritional requirements of Byrsonima cydoniifolia A. Juss., a 

species adapted to the cerrado, it was evaluated the nutrition and the pH of the medium, 

aiming at their better adaptation in vitro. There were used the WPM culture medium 

with 50% of the salts concentrations, for the two tests. With respect to pH, the initial 

values were tested from 4.0 to 6.0 (at intervals of 0.5) and in nutrient levels, were used 

0.0, 1.7, 17 and 170 g L
-1

 for the KH2PO4 and 0.0, 3.7, 37 and 370 g L
-1

 to 

MgSO4.7H2O. Through the results, it was observed that the pH value of 5.0 was the best 
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for the in vitro culture of murici. The KH2PO4, provided the best result for the average 

length of shoot, with a concentration of 170 g L
-1

. As for MgSO4.7H2O, the 

concentration of 37 g L
-1

, was the most suitable for the number of expanded leaves, buds 

and roots per explant. 

 

KEY WORDS: pH, potassium phosphate monobasic, magnesium sulfate, nutrition in 

vitro. 

 

5.3 INTRODUÇÃO 

 

 O bioma cerrado é o segundo maior bioma do Brasil e ocupa uma área de      204 

milhões de hectares (Souza & Lobato, 2004). Possui uma grande biodiversidade vegetal 

com cerca de 10 mil espécies de plantas dos quais 4400 seriam endêmicas, 

correspondendo a 1,5% da flora mundial (Myers et al., 2000). Um dos fatores que 

determina a vegetação desse bioma, é o solo, que se caracteriza por ser profundo, bem 

drenado, com intenso intemperismo e lixiviação. Tem elevada capacidade de fixação de 

fósforo (Fernandes & Muraoka, 2002) e todos esse fatores tornam o solo do Cerrado 

ácido, pobre em nutrientes e com altos teores de Fe e Al. Na planta, o alumínio causa a 

inibição do seu crescimento, provavelmente por impedir a absorção de minerais como 

cálcio, magnésio e fósforo, ou por inibir o crescimento da raiz (Meharg, 1994). No 

entanto, algumas espécies do cerrado são acumuladoras de alumínio e possuem 

mecanismos de adaptação eficientes na utilização dos nutrientes (Haridasan, 1982; 

Haridasan et al. 1987). Tal adaptação dessas plantas, proporcionam para o bioma 

cerrado, grande biodiversidade e inúmeras espécies de interesse econômico como 

plantas medicinais e frutíferas que geralmente são utilizadas pela população local como 

fonte de alimento e no tratamento de doenças (Alves et al., 2000).  

Uma dessas espécies é o murici (Byrsonima cydoniifolia A. Juss), árvore 

frutífera de pequeno porte, que tem grande importância na produção de alimentos, lenha 

e na medicina popular. Segundo Almeida et al. (1998), os frutos são consumidos in 

natura ou processados, e sua casca serve como antitérmico. Encontram nos frutos 

grande fonte de energia e nutrientes (Silva et al., 2008).  

A produção de fruteiras no cerrado ainda é limitada pela carência de 

conhecimentos sobre diversos segmentos dos sistemas de produção das culturas, assim 
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o cultivo in vitro se torna uma alternativa para rápida multiplicação, quando comparado 

aos métodos tradicionais de propagação (Erig & Schuch, 2002; Lédo et al., 2007).   

Fatores como o ajuste do pH do meio e a composição dos nutrientes, são 

fundamentais no cultivo de plantas.  O pH influencia a disponibilidade de nutrientes, 

fitorreguladores e o grau de solidificação do ágar (Pasqual et al., 2002). Valores de pH 

entre 5,0 e 6,5 proporcionam os melhores resultados na maioria das culturas in vitro, 

(Pierik, 1987). Se os níveis de pH forem inferiores a 4,5 e superiores a 7,0, poderá 

ocorrer paralisação do crescimento e do desenvolvimento in vitro (Murashige, 1974). 

Durante o crescimento da planta, o pH do meio de cultura se altera à medida que 

diferentes íons são absorvidos e os produtos metabólicos são excretados para o meio. A 

autoclavagem e a estocagem também são fatores que acidificam o meio de cultivo 

(SKIRVIN et al., 1986).  

Assim a acidez ou basicidade do meio, quando bem ajustados podem promover 

maior e melhor aproveitamento dos nutrientes pelo explante (Diniz et al., 1999; 

Kanashiro et al., 2007; Nicoloso et al., 2008). 

Os nutrientes, suplementados no meio de cultivo também são essenciais no 

processo in vitro (Kanashiro et al., 2009). Os macronutrientes como o nitrogênio, 

fósforo, potássio, cálcio, magnésio, e enxofre são utilizados em todos os tipos de 

culturas, mas a concentração ideal depende de cada espécie (Rout et al., 2000).   

A elevada variabilidade de comportamento das espécies in vitro requer a 

adaptação de condições de cultivo para cada espécie em específico. Assim, para o 

sucesso da micropropagação é necessário que a composição mineral do meio seja 

adequada, para manutenção do ótimo crescimento das plantas. Os mecanismos de 

absorção mineral das plântulas in vitro podem ser diferentes daqueles utilizados pelas 

plantas em condições in vivo, pelo fato de crescerem em condições especiais de 

fornecimento de nutrientes (Kanashiro et al., 2007). 

 Para avaliar as exigências nutricionais de B. cydoniifolia A. Juss., uma espécie 

adaptada ao cerrado, objetivou-se avaliar o pH e a composição do meio de cultivo, 

visando sua melhor adaptação in vitro. 

5.4 MATERIAL E MÉTODOS 

   

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 

Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde. A exsicata do material vegetal está 
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depositada no Herbário Jataiense, da Universidade Federal de Goiás Campus Jataí, sob 

o número 5646. 

Utilizou-se como fonte de explante, plântulas obtidas assepticamente, com 30 

dias de cultivo in vitro, provenientes de embriões zigóticos. As folhas cotiledonares e a 

radícula das plântulas foram excisadas obtendo segmentos nodais de aproximadamente 

1 cm. 

 

5.4.1 Ensaio I: Ajuste do pH no crescimento in vitro de B. cydoniifolia A. Juss  

 

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 150 mm) contendo  20 

mL do meio de cultivo WPM (Lloyd & Mccown, 1980), com  a metade das 

concentrações de sais, acrescidos com 30 g L
-1

 de sacarose e solidificado com 3,5 g L
-1

 

de ágar (Marca: Dinâmica). O meio foi ajustado com diferentes valores iniciais de pH 

(4,0; 4,5; 5,0; 5,5; 6,0 e 6,5) antes da autoclavagem  a 120
o
C, durante 20 minutos. Os 

tubos de ensaio contendo os segmentos nodais inoculados foram mantidos em sala de 

crescimento, com temperatura de 25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 

horas e radiação fotossintética ativa de 45-55 µmol  m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas 

fluorescentes brancas. 

Após 30 dias de cultivo, avaliou o comprimento médio da parte aérea (cm), o 

número médio de folhas e raízes por explante e o comprimento médio de raízes (cm). 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 6 tratamentos e 

20 repetições, cada uma constituída por um tudo de ensaio, totalizando em 120 unidades 

experimentais. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a análise 

de variância com aplicação do teste de F a 5% de probabilidade e as médias foram 

analisadas por regressão, com auxílio do software SISVAR (Ferreira, 2011). 

 

5.4.2 Ensaio II: Uso de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) e sulfato de 

magnésio (MgSO4.7H2O) no crescimento in vitro de B. 

cydoniifolia A. Juss. 

 

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 150 mm) contendo  20 

mL do meio de cultivo WPM a 50%, com modificações nas concentrações do  KH2PO4 

(0,0; 1,7; 17 e 170 mg L
-1

) e MgSO4.7H2O (0,0; 3,7; 37 e 370 mg L
-1

), acrescidos com 

30 g L
-1

  de sacarose e solidificado com 3,5 g L
-1

 de ágar (Marca: Dinâmica). O pH foi 

ajustado para valor 5,0, conforme o melhor resultado do ensaio anterior, antes da 

autoclavagem  a 120
o
C, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os segmentos 
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nodais inoculados foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25±2 

o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação fotossintética ativa de 

45-55 µmol  m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes brancas. 

Após 60 dias de cultivo, avaliou o comprimento da parte aérea, número de 

gemas, número de folhas expandidas, comprimento e número de raízes.  

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com 4 tratamentos 

para cada nutriente, 20 repetições, cada uma constituída por um tudo de ensaio, 

totalizando em 160 unidades experimentais. Os dados numéricos foram avaliados 

estatisticamente, mediante a análise de variância com aplicação do teste de F a 5% de 

probabilidade e as médias foram analisadas por regressão, com auxílio do software 

SISVAR (FERREIRA, 2011). 

 

5.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

5.5.1 Ensaio I: Ajuste do pH no crescimento in vitro de B. cydoniifolia A. Juss  

 

 

 Observou que para as características de formação de calos e número de folhas 

expandidas, valores mais baixos de pH foram os mais adequados para o cultivo in vitro 

de B. cydoniifolia A. Juss  e os valores mais altos de pH do meio, como 6,0 e 6,5 foram 

os que resultaram nos menores valores para as características avaliadas (Figura 1). 

 

 

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1.  Plântulas de B. cydoniifolia A. Juss., aos 30 dias de cultivo in vitro, em diferentes valores de 

pH do meio: (A) meio de cultivo com pH 5,0; (B) meio de cultivo com pH 6,5. Rio Verde-GO, 

2012. Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

 

 

 

B A 
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O maior valor para o crescimento da parte aérea (2,77 cm) ocorreu quando se 

utilizou o valor de pH 4,88 (ponto de máxima), a partir desse ponto houve um 

decréscimo no crescimento, com o aumento do pH (Figura 2 A). 

Para o número de folhas por explante, o maior valor obtido também foi com a 

utilização do pH 4,88. Ocorrendo a diminuição do número de folhas com o aumento do 

pH, chegando aos menores valores quando se utilizou pH 6,0 e 6,5 (Figura 2 B). Em 

relação ao número médio de raízes, obteve-se uma correlação negativa, ou seja, 

observou-se que quanto menor o pH, maior o número de raízes, assim a medida que o 

valor do pH aumentou, o número de raízes diminuiram (Figura 2 C). Já para o 

comprimento médio de raízes, o pH ótimo foi de 4,92, a partir do qual ocorreu redução 

do comprimento das raízes com o aumento do pH (Figura 2 D). 

Diferentes pH

0,0 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

C
o

m
p

r
im

e
n

to
 m

é
d

io
 d

e
 p

a
r
te

 a
é
r
e
a
 (

c
m

)

0,0

0,5

1,5

1,8

2,0

2,3

2,5

2,8

3,0

3,3

3,5

y= -11,0701 + 5,6708x - 0,5808x²  R²= 0,77

Diferentes pH

0,0 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

N
ú

m
e
r
o

 m
é
d

io
 d

e
 f

o
lh

a
s 

p
o

r
 e

x
p

la
n

te

0,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

5,0

5,5

y= -16,6288 + 8,6224x - 0,8929x²  R²= 0,86

 

Diferentes pH

0,0 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

N
ú

m
e
r
o

 m
é
d

io
 d

e
 r

a
íz

e
s 

p
o

r
 e

x
p

la
n

te

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

y= 9,2865 - 1,7558x + 0,0728x²  R²= 0,84

Diferentes pH

0,0 4,0 4,5 5,0 5,5 6,0 6,5

C
o

m
p

r
im

e
n

to
 m

é
d

io
 d

e
 r

a
íz

e
s 

(c
m

)

0,0

0,5

1,0

1,5

2,0

2,5

3,0

3,5

4,0

4,5

5,0

5,5

y= - 19,0358 + 9,2251x - 0,9379x²  R²= 0,87

 

Figura 2.  Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes valores de pHs, avaliadas 
aos 30  dias: (A) comprimento médio da parte aérea (cm); (B) número médio de folhas por 

explante; (C) número médio de raízes por explante; (D) comprimento médio de raízes (cm). 

Rio Verde-GO, 2012. 
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Os resultados indicam que para o cultivo in vitro de murici (B. cydoniifolia  A. 

Juss.), valor de pH inicial menor do que geralmente é utilizado (5,7-5,8), é mais 

adequado. Tendo em vista que o murici é bem adaptado para ambientes com solos mais 

ácidos. 

Segundo Islam et al. (1980), baixos valores do pH prejudicam o crescimento das 

plantas pelo excesso de hidrogênio como efeito direto e indireto pela mudança na 

solubilidade de vários elementos minerais importantes. Assim, a planta deve possuir 

estratégias para conseguir viver em lugares ácidos.  

Resultados semelhantes a este estudo foram obtidos por Gomes & Shepherd 

(2000), que ao testarem diferentes valores de pH do meio de cultivo, para uma espécie 

do cerrado a Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler (Gesneriaceae), observaram que 

o crescimento foi favorável nos meios com os menores valores iniciais de pH. 

Resultados diferentes a estes, indicam que valores de pH do meio de cultivo próximos a 

6,0, são ideais para o crescimento da ginseng brasileiro (Pfaffia glomerata) cultivada in 

vitro (Nicoloso et al., 2008).  

Assim, verificou-se que o valor de pH 5,0 foi o mais adequado para o cultivo in 

vitro de murici (B. cydoniifolia A. Juss.). 

 

5.5.2 Ensaio II: Uso de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4) e sulfato de 

magnésio (MgSO4.7H2O) no crescimento de B. cydoniifolia A. 

Juss. 

 

A utilização de fosfato de potássio monobásico (KH2PO4), somente teve 

significância para o comprimento médio da parte aérea. O modelo de regressão 

quadrática teve melhor ajuste. Observou-se que para esta característica, o menor valor 

obtido foi 3,04 cm, na ausência de KH2PO4, e que, com o aumento da concentração 

deste nutriente houve uma tendência ao aumento do comprimento médio da parte aérea 

(5,5 cm), com o ponto de máxima (97,75 mg L
-1

)
  
para a utilização de KH2PO4  (Figura 3 

A). As diferentes concentrações de KH2PO4, utilizadas neste ensaio, não influenciaram 

nas características de número de gemas, de folhas, comprimento e número de raízes.  

O sulfato de magnésio (MgSO4.7H2O), não exerceu significância para o 

comprimento médio da parte aérea. Para o número de folhas expandidas por explante, 

na ausência e na concentração de 3,7 mg L
-1

 de  MgSO4.7H2O, obtiveram-se os valores 

de 7,5 e 8,0, respectivamente. Ao aumentar a concentração para 37 mg L
-1  

de 

MgSO4.7H2O, o número de folhas também aumentou (9,5), porém ao utilizar              
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370 mg L
-1

, o número de folhas diminuiu, atingindo o menor valor (6,2). O ponto de 

máxima para a concentração de MgSO4.7H2O foi de 142,25 mg L
-1  

(Figura 3 B). Para o 

número de gemas por explante, obteve-se o valor de 3,6 na ausência de MgSO4.7H2O e 

a medida que houve aumento da concentração, ocorreu aumento do número de gemas 

por explante, chegando a 4,2 gemas com a utilização de 37 mg L
-1

. Entretanto, com a 

utilização de 370 mg L
-1

, o número de gemas diminuiu, atingindo o menor valor (3,2). 

O ponto de máxima para este nutriente foi de 164 mg L
-1 

(Figura 3 C). Já para o número 

médio de raízes formadas por explante, o menor valor (1,55), foi obtido ao utilizar     

3,7 mg L
-1

 de MgSO4.7H2O e o maior valor com 37 mg L
-1

, com tendência à diminuição 

do número de raiz (3,20), com a concentração máxima de 370 mg L
-1

 de MgSO4.7H2O. 

O ponto de máxima para esta característica foi de 192,1 mg L
-1  

 para a utilização de 

MgSO4.7H2O (Figura 3 D). 

No meio WPM, utilizou-se a concentração de 17 mg L
-1

 para o KH2PO4 e            

37 mg L
-1

 para MgSO4.7H2O, neste estudo, observou-se que o aumento da concentração 

de KH2PO4 até 170 mg L
-1

 e manter 37 mg L
-1

 para MgSO4.7H2O,  promoveu benefício 

para as plântulas de B. cydoniifolia A. Juss in vitro. Observou-se também que para 

algumas características a ausência destes nutrientes não foi prejudicial. Estes resultados 

indicaram que esta espécie, tem eficiência na utilização desses nutrientes presentes no 

meio de cultivo e que a espécie em estudo tem estratégias na utilização desses nutrientes 

quando está na ausência deles.  

Verificou-se que em todos os tratamentos houve regeneração dos segmentos 

nodais em plântulas, que eram bem formadas, sem oxidações ou com formações de 

calos. A coloração verde das folhas era a mesma tanto na ausência, como nas diferentes 

concentrações dos nutrientes. Provavelmente, essa espécie tem adaptações para crescer 

em ambientes com ausências dos nutrientes estudados. 

Entretando, nos estudos de Batista et al. (2003), observou-se que plantas de 

graviola (Annona muricata L.) com sintomas de deficiência de fósforo e potássio, 

tinham coloração verde-amarelada das folhas, sendo que em plantas com deficiência de 

fósforo verificaram ainda o estreitamento foliar. Entretanto, estudos realizados por 

Gomes & Shepherd (2000), mostraram que a Sinningia allagophylla (Martius) Wiehler 

(Gesneriaceae), espécie típica do cerrado, cultivada em meio MS, obteve crescimento 

favorável  em  meios  com baixa concentração de KH2PO4   e   MgSO4.7H2O.  Já Zaidan  
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(1999), obteve melhores respostas quando utilizou de 15 a 20 mM de K, para os 

cultivares de plântulas de bananeira (Musa sp., AAA e AAB) in vitro. 
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Figura 3. Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes concentrações de      

KH2PO4 (mg L-1)  avaliadas aos 60 dias: (A) comprimento médio de parte aérea (cm); e em 
diferentes concentrações de MgSO4.7H2O (mg L-1)  avaliadas aos 60 dias (B) número médio de 

folhas expandidas por explante; (C) número médio de gemas por explante; (D) número médio 

de raízes por explante. Rio Verde-GO, 2012. 

 

Segundo Marschner (1997), as combinações entre os íons estão envolvidas com 

a absorção e utilização pela planta, como a competição, o sinergismo e a relação cátion-

ânion. No preparo de soluções nutritivas artificiais, é importante, não somente os íons 

requeridos, mas também a razão individual entre eles, ou seja, o balanço iônico (Mohr 

& Schopfer, 1995). 

A B 

C D 
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Em geral, plantas de ambientes oligotróficos como o cerrado, acumulam menos 

nutrientes, refletindo, o estado nutricional dos solos em que se encontram (CUZZUOL 

et al., 2005). Assim, observou-se que a espécie de murici (B. cydoniifolia A. Juss.), 

cresceu tanto no meio de cultivo com o pH ácido quanto na ausência de nutrientes, 

portanto, a espécie em estudo, pode se adaptar para sobreviver em solos ácidos e com 

pouca fertilidade. 

 

5.6 CONCLUSÕES 

 

- O uso de pH 5,0 foi adequado para o cultivo in vitro de murici (B. cydoniifolia A. 

Juss.)  

- Dentre as concentrações testadas, é viável a utilização de KH2PO4 a 170 mg L
-1

 e e 

manter 37 mg L
-1

 para MgSO4.7H2O,  no cultivo in vitro desta espécie.  
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6  CAPÍTULO V: MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE SEGMENTOS NODAIS DE 

MURICI (Byrsonima cydoniifolia A. Juss.): USO DE REGULADORES DE 

CRESCIMENTO E ESTÍMULO AO FOTOAUTOTROFISMO 

 

6.1 RESUMO 

 

A micropropagação é uma alternativa para o cultivo in vitro de murici 

(Byrsonima cydoniifolia A. Juss.), uma frutífera do cerrado brasileiro que tem elevado 

potencial agronômico, no entanto tem limitações quanto a propagação. Desse modo, 

objetivou-se avaliar a utilização de reguladores de crescimento e estimular a 

fotoautotrofia, testando diferentes tipos de vedações e o uso de sacarose no crescimento 

in vitro de murici. No ensaio I, o meio de cultivo foi suplementado com BAP nas 

concentrações de 0,0; 11,1; 22,2 e 44,4 µM e com ANA nas concentrações de 0,0; 6,71; 

13,43 e 26,85 µM. Para o ensaio II, foi adicionado ao meio de cultivo 4,9 µM de AIB, 

acrescidos ou não de sacarose com três tipos de vedações, como tampa plástica, 

vedafilme e tampão de algodão. Após 60 dias de cultivo, avaliou-se a porcentagem de 

calo, o número de folhas, comprimento da parte aérea, o comprimento e número de 

raízes. Verificou-se que a concentração de 11,1 µM de BAP e 13,43µM de ANA foram 

os mais adequados. Os tipos de vedações não influenciaram no crescimento de B. 

cydoniifolia A. Juss., porém o meio acrescido com sacarose, foi eficiente para o 

crescimento da espécie em estudo. 

 

PALAVRAS-CHAVE: auxinas, citocininas, enraizamento, frutífera do Cerrado.  

 

6.2 ABSTRACT 

 

Micropropagation is an alternative to in vitro culture of murici (Byrsonima 

cydoniifolia A. Juss.), a Brazilian cerrado fruit that has high agronomic potential, but 

has limits on the spread. Therefore it was aimed to evaluate the use of growth regulators 

and stimulate photoautotrophic, testing different types of seals and the use of sucrose of 

in vitro growth of murici. In assay I, the culture medium was supplemented with BAP at 

concentrations of 0.0, 11.1, 22.2 and 44.4 µM and NAA at concentrations of 0.0, 6.71, 

13.43, 26.85 and 43 µM. For assay II, was added to the culture medium 4.9 µM of IBA 

plus to sucrose with three types of seals, such as plastic lid, plastic film and cotton plug. 

After 60 days of culture, there were evaluated the percentage of callus, leaf number, 

shoot length, the length and number of root. It was found that the concentration of 11.1 
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µM BAP and 13.43 µM NAA were best suited. The types of seals did not influence the 

growth of B. cydoniifolia A. Juss. but the medium plus sucrose was effective for the 

growth of the species under study 

 

KEY WORDS: auxins, cytokinins, root, fruit of the cerrado. 

 

6.3 INTRODUÇÃO 

  

O gênero Byrsonima (Malpighiaceae), tem uma grande variedade de espécies 

que são conhecidas como murici. O murici é uma frutífera do cerrado brasileiro, que 

tem elevado potencial agronômico, pelo fornecimento de frutos para o consumo in 

natura e pela produção de fármaco (Carvalho & Nascimento, 2008; Isaac et al., 2008, 

nogueira et al., 2004; ).  

Da mesma forma que as demais espécies nativas, a Byrsonima cydoniifolia A. 

Juss., tem limitações quanto a propagação, que é agravada pela irregularidade no seu 

processo de germinação que normalmente é baixa, lenta e com acentuada 

desuniformidade, decorrentes do espesso endocarpo que dificulta o crescimento do 

embrião inviabilizando a produção de mudas (Carvalho & Nascimento, 2008;     

Nogueira et al., 2008; Sautu et al., 2007).  

Como via alternativa de propagação assexuada, a micropropagação via 

organogênese direta estabelece a diferenciação de brotações e raízes durante o 

crescimento do vegetal. Para a indução dos processos de desdiferenciação e 

rediferenciação responsáveis pela formação de tecidos e órgãos, além da escolha do 

explante mais adequado, é necessário o uso de regulador de crescimento capaz de 

estimular a formação de parte aérea e raízes (Kielse et al., 2009). Assim, as 

multiplicações de clones com a qualidade desejada, são obtidas com explantes como os 

segmentos nodais, que são mais apropriados para o estabelecimento in vitro quando 

comparados com explantes reprodutivos, como as sementes (Assis et al., 2011).     

Frequentemente, as brotações são induzidas em meio de cultivo adicionados de 

citocininas e subsequentemente, estas brotações são enraizadas em um meio contendo 

auxina (Nicioli et al., 2008). Assim para quebrar a dominância apical dos brotos, e 

aumentar a taxa de multiplicação são utilizadas as citocininas, já as auxinas, apesar de 

não promoverem a proliferação de brotações axilares, podem auxiliar o crescimento do 

cultivo in vitro, induzindo a formação de raízes (Kielse et al., 2009, Grimaldi et al., 

2008).  
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Fatores como a concentração dos sais e dos reguladores de crescimento nos 

meios de cultivo, bem como a temperatura e fotoperíodo são os que mais diferem entre 

as espécies micropropagadas, porém, de igual importância se destacam a utilização ou 

não de fonte de carbono e o uso de tampas empregadas no processo de fechamento dos 

frascos, estes fatores também podem influenciar significativamentes o crescimento in 

vitro (Fuente et al., 2005; Rodrigues Melo & Alonfa, 2006; Skrebsky et al., 2006; 

Santana et al., 2008).  

Em virtude do processo em que se desenvolvem plântulas ou brotações in vitro 

são anatomicamente e fisiologicamente, diferentes de mudas produzidas in vivo. Isso se 

deve ao processo em que elas se desenvolvem. Habitualmente, as culturas são 

heterotróficas, dessa forma, as mudas produzidas heterotroficamente não operam 

eficientemente a absorção de luz, água e nutrientes (Scaranari, Leal, Pellegrino, 2008; 

Dosseau et al., 2008). 

Segundo Santana (2008), a melhora nas trocas gasosas entre a atmosfera interna 

do frasco de cultura e o meio externo conduz a um efeito positivo sobre o crescimento e 

sobre o estímulo ao fotoautotrofismo in vitro.  

Os tipos de vedações é um dos fatores que influenciam no microambiente dentro 

do recipiente de cultivo, interferindo nas trocas gasosas entre o interior do frasco e o ar 

atmosférico (Santana et al., 2008). 

Desse modo, objetivou-se avaliar a utilização de reguladores de crescimento e 

estimular a fotoautotrofia, testando diferentes tipos de vedações e o uso de sacarose no 

crescimento in vitro de B. cydoniifolia A. Juss. 

 

6.4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos Vegetais do 

Instituto Federal Goiano Campus Rio Verde. A exsicata do material vegetal está 

depositada no Herbário Jataiense, da Universidade Federal de Goiás Campus Jataí, sob 

o número 5646. 

Obtiveram-se os explantes primários, utilizando plântulas preestabelecidas in 

vitro de B. cydoniifolia A. Juss., que estavam inoculadas em meio WPM 50% sem 

regulador de crescimento com 60 dias de cultivo in vitro.  

Segmentos nodais foram excisados contendo um par de gemas laterais com 

comprimento médio de 1,0 cm. 
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6.4.1 Ensaios I e II: Uso de BAP e ANA na multiplicação de B. cydoniifolia A. Juss., 

a partir de segmentos nodais 

 

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 150 mm) 

contendo 20 mL de meio WPM (Lloyd & mcCown, 1980), com 50% das concentrações 

dos sais. O meio de cultivo foi suplementado com 6-benzilaminopurina (BAP) nas 

concentrações de 0,0; 11,1; 22,2 e 44,4 µM e ácido naftaleno acético (ANA) nas 

concentrações de 0,0; 6,71; 13,43 e 26,85 µM.
 
 Para a solidificação do meio utilizou-se 

3,5 g L
-1

 ágar (Marca: Dinâmica) e o pH foi ajustado para 5,7±0,3 antes da 

autoclavagem  a 120
o 

C, durante 20 minutos. Os tubos de ensaio contendo os explantes 

inoculados, foram vedados com tampa plástica (polipropileno) e mantidos em sala de 

crescimento, com temperatura de 25±2 
o
C, umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 

horas e radiação fotossintética ativa de 45-55 µmol m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas 

fluorescentes brancas. 

Aos 60 dias de cultivo, avaliou-se, a porcentagem de calo, o número de brotos 

laterais, o número médio de folhas expandidas, o comprimento da parte aérea e a 

porcentagem de enraizamento. 

Para cada ensaio, o delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 

contendo 4 tratamentos e 20 repetições, constituída cada uma por um tubo de ensaio, 

totalizando 80 unidades experimentais para cada regulador de crescimento. Os dados 

numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a análise de variância com 

aplicação do teste de F a 5% de probabilidade e as médias foram analisadas por 

regressão, com auxílio do software SISVAR (Ferreira, 2011). 

 

6.4.2 Ensaio III: Estímulo do comportamento fotoautotrófico: crescimento da 

parte aérea e raiz. 

 

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaios (25 x 150 mm) 

contendo 20 mL de meio WPM com 50% das concentrações dos sais e suplementado 

com 4,9 µM de ácido indolbutírico (AIB), acrescidos ou não com 30 g L
-1

 de sacarose. 

Para a solidificação do meio utilizou-se 3,5 g L
-1

 ágar (Marca: Dinâmica) e o pH foi 

ajustado para 5,7±0,3 antes da autoclavagem  a 120
o 
C, durante 20 minutos. Os tubos de 

ensaio contendo os explantes foram inoculados e fechados com três tipos de vedações, 

com tampa plástica (polipropileno), vedafilme (película de PVC) ou tampão de algodão. 

Em seguida, foram mantidos em sala de crescimento, com temperatura de 25±2 
o
C, 
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umidade relativa de 45%, fotoperíodo de 16 horas e radiação fotossintética ativa de 45-

55 µmol m
-2

s
-1

, obtidas a partir de lâmpadas fluorescentes brancas. 

Aos 60 dias de cultivo, avaliou-se a porcentagem de calos, o número de folhas 

expandidas por plântula, o número de raízes, o comprimento médio da parte aérea e do 

sistema radicular. 

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 

2x3 (concentração de sacarose x tipos de vedação) e cada tratamento continha 20 

repetições, cada uma constituída por um tudo de ensaio, totalizando 120 unidades 

experimentais. Os dados numéricos foram avaliados estatisticamente, mediante a análise 

de variância, testando as médias pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, utilizando o 

software SISVAR (FERREIRA, 2011). 

 

6.5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

6.5.1 Ensaio I: Uso de BAP na multiplicação de B. cydoniifolia A. Juss., a partir de 

segmentos nodais. 

 

 

A utilização de BAP no meio de cultivo foi significativo e o modelo de 

regressão quadrático teve melhor ajuste. Observou-se que a utilização de BAP no meio 

de cultivo induziu a formação de calos presentes na base de todos os explantes 

inoculados (Figura 1 A). Quanto ao número de folhas ocorreu um aumento nos valores 

com adição de BAP até 22,2 µM a partir dessa concentração, os valores diminuiram 

(Figura 1 B). Só houve a formação de raízes no tratamento em que não se utilizou 

regulador de crescimento, obteve-se média de 16,66% (Figura 1 C). Com relação ao 

número médio de brotos e comprimento médio da parte aérea, não houve significância 

nas concentrações testadas. Os valores de ponto de máxima em relação a utilização da 

concentração de BAP foram: para a formação de calos 7 µM, para o número de folhas 

4,10 µM e para a porcentagem de enraizamento 6,75 µM. 
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Figura 1.  Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes concentrações de BAP 

(µM), avaliadas aos 60  dias: (A) porcentagem de formação de calo; (B) número de folhas 

expandidas por explante; (C) porcentagem de enraizamento; em relação a concentração de 

BAP (µM). Rio Verde-GO, 2012. 

 

 

Visualmente, notaram que em todos os tratamentos houve a formação de calos 

na base do explante (Figura 2), exceto o tratamento, sem a adição de regulador de 

crescimento (controle) (Figura 2 A). Utilizando concentrações de 11,1 µM, houve 

formação de calos na base, entretanto, teve maior crescimento da parte aérea (Figura 2 

B). Verificou-se também que, a medida em que se acrescentou BAP no meio de cultivo 

(de 22,2 a 44,4 µM), houve uma modificação na coloração das folhas dos explantes, que 

ficaram avermelhadas (Figura 2 C-E).  

A formação de calos foi mais intensa quando se utilizou a concentração de    

44,4 µM 
 
(Figura 2 E).  
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Figura 2.  Crescimento in vitro de plantas de B. cydoniifolia A. Juss., provenientes de segmentos nodais: 

(A) plântula no meio de cultivo sem regulador de crescimento; (B) plântula com várias 

brotações no meio de cultivo acrescido com 11,1 µM de BAP; (C) plântula com as 

extremidades das folhas avermelhadas sem, a formação de raiz, em meio de cultivo contendo 

22,2 µM de  BAP; (D) plântula com coloração avermelhada sem a formação de raiz,  em meio 

de cultivo acrescido com 44,4 µM L de  BAP;
 
 (E) plântula com formação de calos, em meio de 

cultivo acrescido com 44,4 µM L de  BAP; CA: calo. Rio Verde-GO, 2012. Barra: 10 mm. 

Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

 

Desta forma, a utilização de 22,2 µM de BAP pode ser utilizada em                   

B. cydoniifolia A. Juss., promoveu os melhores resultados para formação de folhas 

expandidas e de brotos e menor porcentagem de formação de calos, no entanto, como a 

adição de BAP não influenciou o processo de indução de número de brotos, recomenda-

se o uso de 11,1 µM de BAP por manter os explantes morfologicamente mais próximos 

da planta matriz. 

Segundo Nogueira (2003), as concentrações de BAP acima de 17,7 µM não 

foram eficientes para a indução de brotos axilares em segmentos nodais de murici 

pequeno (B. intermedia A. Juss.). Também nos estudos de Soares et al. (2007),  ao testar 

as concentrações de 4,44 e 8,88 µM de BAP, observaram brotações mais desenvolvidas 

e acompanhadas da formação de calos na base dos explantes de mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes). Já a utilização de 8,88 µM de BAP promoveu maior número de 

brotos de amoreira-preta (Rubus sp.), cultivar Brazos, quando testados em diferentes 

meios de cultivo e concentrações de BAP (VILLA et al., 2010). Resultados diferentes a 

estes, foram obtidos por Souza et al. (2008) que indicam baixas concentrações de BAP, 

para a multiplicação in vitro de pitangueira (Eugenia uniflora L.). 

 

 

 

 

A 

S 
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6.5.2 Ensaio II: Uso de ANA na multiplicação de B. cydoniifolia A. Juss., a partir 

de segmentos nodais. 

 

Em relação ao ANA, observa-se que quanto maior a concentração do regulador 

de crescimento, maiores são os valores das características, exceto para o número médio 

de brotos. De maneira geral, altas concentrações (26,85 µM) induziram respostas em 

todas as características avaliadas, no entanto, nestas brotações houve a formação de 

calos na base do explante. O ponto máximo para a utilização de ANA foi de 1,17 µM na 

formação de calos, 3,64 µM no número de brotos, 1,01 µM no número de folhas 

expandidas, 0,66 µM no comprimento da parte aeres e 10,68 µM no enraizamento.  

Visualmente, detectou-se que a parte aérea era bem formada com folhas expandidas, 

ficando comprometida somente a formação de brotos por explantes    (Figura 3).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3.  Crescimento in vitro de plantas de B. cydoniifolia A. Juss., provenientes de segmentos nodais: 
(A) plântula, acrescido com 13,43 µM de ANA; (B) plântula, acrescido com 26,85 µM de 

ANA; CA: calo. Rio Verde-GO, 2012. Barra:10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

 

Segundo Fett Neto et al. (1992) e Blakesley et al., (1991), quando a 

concentração de auxina no meio é excessiva, ocorre a formação de calos na base do 

explante, comprometendo o crescimento da parte aérea e a rizogênese. Os autores ainda 

relatam que a toxidez por auxina durante o enraizamento pode se manifestar apenas na 

fase de alongamento das raízes e é por isso que geralmente se recomenda trabalhar com 

dois tipos de meio de cultivo. Primeiramente com meio de cultivo contendo auxina, o 

que favorecerá a indução, e posteriormente transferir o explante para meio sem auxina, 

estimulando a rizogênese e o crescimento das raízes. Assim sendo, considerou-se tóxico 

ANA a 26,85 µM, todavia, obtiveram também resultados positivos com a utilização de 

S 

CA 

B A 
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13,43 µM
 
de ANA sendo esta a concentração indicada, por não induzir a formação de 

calos na base do explante   (Figura 4 A).  As concentrações de 13,43 e 26,85 µM de 

ANA, proporcionaram as maiores porcentagens de enraizamento (56,25 e 70,16 %) 

respectivamente (Figura 4 E).                                            
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Figura 4. Cultivo in vitro de plantas de B. cydoniifolia  A. Juss., em diferentes concentrações de ANA 

(µM), avaliadas aos 60  dias: (A) porcentagem de formação de calo; (B) número médio de 

brotos por explantes; (C) número de folhas expandidas por explante; (D) comprimento médio 

da parte aérea (cm); (E) porcentagem de enraizamento. Rio Verde-GO, 2012. 
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Resultados semelhantes foram obtidos no enraizamento in vitro de marmeleiro 

cv. MC, quando se utilizou ANA na concentração de 10 µM no meio de cultivo, 

promovendo a maior percentagem de enraizamento (Erig & Schuch, 2004). Com 

resultados diferentes a estes, Soares et al. (2007), ao testar várias concentrações de 

ANA, não obteve a formação de raízes em brotações de mangabeira (Hancornia 

speciosa Gomes).     

 

6.5.3 Ensaio III: Estímulo do comportamento fotoautotrófico: crescimento da 

parte aérea e raiz.  

  

Verificou-se que só houve interação do efeito dos fatores sacarose x tipos de 

vedações para a porcentagem da formação de calo. Sendo que as menores porcentagens 

de calo (15 e 10 % respectivamente), obteve quando utilizou vedafilme e algodão como 

vedação na ausência de sacarose (Tabela 1). 

Para o número de folhas por plântula, na presença de sacarose quando se utilizou 

tampão de algodão obteve o maior valor (1,84). Porém não houve diferença, quando se 

comparou os tipos de vedações tanto na ausência como na presença de sacarose   

(Tabela 1).  

Já para o número de raiz por plântula e o comprimento médio de raízes, 

obtiveram os maiores resultados na presença de sacarose no meio de cultivo, 

independente do tipo de vedação utilizado. Já entre os tipos de vedações não houve 

diferença tanto na ausência quanto na presença de sacarose (Tabela 1). 

Observou-se visualmente que as plantas de murici, estavam bem formadas, sem 

oxidações ou formação de calos. A presença de sacarose no meio de cultivo otimizou o 

crescimento de murici e foi fundamental para a formação do sistema radicular       

(Figura 5). As plântulas crescidas em meio sem sacarose tinham sinais de deficiência 

que eram perceptíveis pela coloração, que era verde mais claro ao habitual. Observou-se 

também que o tamanho das plântulas eram reduzidos, no meio que não havia sacarose. 

Segundo Fuentes et al. (2007), o decréscimo na concentração de sacarose no meio de 

cultivo pode melhorar a fotossíntese das plantas, mas também pode afetar 

negativamente o crescimento sob as condições padrões utilizadas nas salas de 

crescimento.  
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Tabela 1.  Porcentagem da formação de calo, número de folhas por plântula , comprimento médio da 

parte aérea (cm), número de raiz por plântula e comprimento médio de raízes de Byrsonima 

cydoniifolia A. Juss. em relação ao tipo de vedação na ausência e presença de sacarose, aos 60 

dias de cultivo in vitro. Rio Verde-GO, 2012. 

                                             

 

Z
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula em cada coluna e minúscula em cada linha, não diferem ao nível de 5% de 

probabilidade pelo teste de Tukey. 

 

A adição de sacarose no meio de cultivo foi o fator que mais influenciou as 

características estudadas. Ainda que muitos autores relatem a possibilidade de espécies 

se adaptarem as condições fotoautotroficas in vitro, a presença da sacarose foi 

fundamental para uma boa formação das plântulas de murici (B. cydoniifolia A. Juss.), 

dentro das condições controladas que essa espécie foi cultivada. 

 

Tipo de vedação 

                Ausência                         Presença  

              de sacarose                     de sacarose 

             Porcentagem da formação de calo                   Médias 

Tampa plástica                  23,75 Aaz                       43,75 Ba                  33,75 A           

Vedafilme                  15,00 Ab                         58,33 Aba                 36,66 A   

Algodão                  10,00 Ab                         77,08 Aa                   43,54 A    

Médias                  16,25 b                            59,72 a   

                 Número de folhas por plântula                      Médias   

Tampa plástica                  1,00 Aa                            1,56 Aa                      1,26 A   

Vedafilme                  0,30 Aa                            0,71 Aa                      0,47 A   

Algodão                  0,66 Ab                            1,84 Aa                      1,29 A   

Médias                  0,64 b                               1,37 a   

             Comprimento médio da parte aérea (cm)         Médias       

Tampa plástica                  1,38 Aa                            1,62 Aa                    1,50 A    

Vedafilme                  1,02 Aa                            1,21 Aa                    1,10 B   

Algodão                  1,22 Aa                            1,46 Aa                    1,32 AB   

Médias                  1,20 a                               1,44 a   

      Número de raiz por plântula                       Médias 

Tampa plástica                  0,38 AZbY                       1,56 Aa                      0,94 A  

Vedafilme                  0,10 Ab                          2,14 Aa                      0,94 A  

Algodão                  0,72 Ab                          2,07 Aa                      1,29 A   

                  0,39 b                             1,90 a  

           Comprimento médio de raízes (cm)              Médias  

Tampa plástica                  0,27 Ab                         1,68 Aa                       0,94 A     

Vedafilme                  0,05 Ab                         2,03 Aa                       0,86 A  

Algodão                  0,25 Ab                         1,38 Aa                       0,72 A  

                  0,18 b                            1,70 a  
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Figura 5.  Plantas de B. cydoniifolia  A. Juss. provenientes de segmentos nodais, aos 60  dias de cultivo in 

vitro em diferentes tipos de vedações com presença ou ausência da sacarose:  (A)  vedação 

com tampa plástica sem sacarose ; (B) vedação com vedafilme sem sacarose; (C) vedação com 

tampão de algodão sem sacarose; (D)  vedação com tampa plástica com sacarose ; (E) vedação 

com vedafilme com sacarose; (F) vedação com tampão de algodão com sacarose . Rio Verde-

GO, 2012. Barra: 10 mm. Foto: Cíntia de Oliveira Martendal. 

 

Resultados semelhantes foram obtidos por Costa et al (2009), na propagação in 

vitro das cultivares de Bananeiras (Musa spp), que indicam a utilização da sacarose no 

meio de cultivo tanto no alongamento como para o enraizamento. Também      

Hawerroth et al. (2010), verificou em seus resultados que a vedação dos frascos com 

vedafilme proporcionou o maior número de brotações e de folhas por explante de 

pereiras ‘Abate Fetel’quando utilizadas altas concentrações de sacarose. 

Resultados diferentes a estes, foram obtidos por Santana et al., (2008), ao 

cultivar Annona glabra, in vitro verificou que  o enraizamento das brotações não 

depende do suprimento de sacarose no meio de cultura, em tubos fechados com o 

tampão de algodão ou tampa plástica. Também o enraizamento fotoautotrófico de 

mirtilo (Vaccinium spp) realizado por meio do cultivo em meio livre de sacarose 

aumentou o percentual de enraizamento e o número de raízes e, quando associado à 

vedação dos frascos com algodão, também promoveu o aumento do comprimento das 

raízes e da massa fresca total (Damiani & Schuch, 2009).   

Para o cultivo in vitro de B. cydoniifolia A. Juss., os tipos de vedações não 

influenciam no seu crescimento. Porém a utilização de vedações de tampa plástica 

(polipropileno) ou tampão de algodão tem vantagens, por serem mais econômicas, 
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permitindo a reutilização do material, e é mais prático no momento de fechar os tubos 

de ensaio.  

Além disso, as vedações com filtros permeáveis como pano ou chumaços de 

algodão, favorecem as trocas gasosas, reduzindo a concentração de etileno, o que resulta 

no melhor crescimento da planta (Kozai & Nguyen, 2003). 

 

6.6 CONCLUSÕES 

 

- O uso de 11,1 µM de BAP foi adequado no cultivo in vitro de                            

B. cydoniifolia A. Juss. 

- Para ANA , a quantidade de 13,43 foi adequado no cultivo in vitro de B. 

cydoniifolia A. Juss.  

- Os tipos de vedações não influenciaram no cultivo in vitro de B. cydoniifolia 

A. Juss. 

- O meio de cultivo na presença de sacarose influenciou o crescimento in vitro 

da espécie em estudo. 
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7 CONCLUSÕE GERAIS 

 

 

 

 
Verificou-se que foi possível o estabelecimento e a multiplicação in vitro do 

murici (B. cydoniifolia A. Juss.), com as seguintes conclusões:  

- Há a necessidade da quebra do diásporo, para a excisão dos embriões zigóticos;  

- Para a assepsia dos embriões zigóticos recomenda-se a imersão em álcool 70% durante 

1 minuto e hipoclorito de sódio durante 25 minutos, e germinação no meio de cultivo 

preparado com água e ágar, permanecendo neste durante 30 dias;  

- Foi necessária a excisão das folhas cotiledonares e da radícula, para que as plântulas 

ficassem em contato com o meio de cultivo, em que o mais adequado foi WPM 50%, na 

quantidade de 20 mL, acrescido de 30 g L
-1 

de sacarose e o pH ajustado para 5,0;  

- Os tipos de vedações não influenciaram no crescimento. O meio de cultivo acrescido 

com 30 g L
-1 

de sacarose foi eficiente;  

- A concentração de 170 g L
-1

 de KH2PO4 e de 37 g L
-1

 de MgSO4.7H2O e os 

reguladores de crescimento de 11,1 µM para BAP e de 13,43 µM para ANA, 

isoladamente foram adequados no cultivo in vitro. 

Em todas as etapas, foi possível verificar o crescimento das plântulas de murici, 

desde a germinação dos embriões zigóticos até a fase de enraizamento. No entanto, 

serão necessários mais estudos referentes ao cultivo in vitro, visando obter um protocolo 

para a micropropagação dessa espécie. 

 


