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GERMINACAO E ORGANOGENESE IN VITRO DE Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg.

RESUMO

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade de germinagao in vitro
de Campomanesia adamantium, tratadas com diferentes concentracdes de acido giberélico,
bem como, avaliar a capacidade organogénica de diferentes explantes, tratados com diferentes
concentragdes e reguladores de crescimento. O primeiro experimento avaliou o poder
germinativo de sementes da espécie, as mesmas foram submetidas a concentragdes de acido
giberélico (GAsz): 0 (controle); 1,0; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 mg L. O segundo experimento avaliou a
capacidade organogénica de folhas obtidas de brotacdes produzidas a partir de explantes
nodais estabelecidos in vitro, tratadas com 5; 10; 15 ¢ 20 uM TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-
1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)), combinadas com 1,0 uM de ANA (acido naftaleno acético) e
tratamento controle (sem adi¢do de regulador). O terceiro experimento avaliou o efeito de
TDZ (5,0 uM), ANA (1,0 uM) e a combinagdo destes (TDZ+ANA) sobre a organogénese de
explantes provenientes de raiz e entre-nd, obtidos de plantulas germinadas in vitro. Os
resultados obtidos nos experimentos demonstraram que durante a germinacdo in vitro de
guavira, a adicdo de giberelina ao meio de cultura, aumenta o percentual de germinacdo em
aproximadamente 10% em comparacdo ao tratamento controle, respectivamente 100 e 87%,
promove um aumento linear no comprimento da parte aérea, conforme acréscimo da
concentragdo De GAj;, porém, nestas concentracdes testadas ndo exerceu influéncia no
comprimento da raiz e no nimero de folhas. Na organogénese in vitro de folhas foi constatado
que, o uso de 20 uM da citocinina TDZ promoveu maior formacdo de calos e menores
percentuais de oxidacdo. J4 no outro experimento de organogénese in vitro, explantes
provenientes de entre-nds caulinares foram mais responsivos que explantes radiculares,
apresentando maior percentual de formagdo de calos em meio de cultura suplementado com
5,0 uM de TDZ e em meio suplementado com a combinacdo de TDZ + ANA. Nas
concentragdes testadas, os reguladores de crescimento utilizados ndo influenciaram na
oxidacdo dos explantes, porém, observou-se maior oxidagdo nos explantes radiculares,

principalmente na presenca de ANA.

PALAVRAS-CHAVE: acido giberélico; calos; cultura de tecidos; guavira; thiadizuron.



1. INTRODUCAO

O Cerrado possui grande diversidade de espécies frutiferas nativas com potencial para
introdug¢do ao cultivo, cuja variabilidade estd cada vez mais ameagada pelo extenso
desmatamento e pastagens nessa regido. Entre estas, estdo as gabirobeiras, plantas
pertencentes a familia Myrtaceae, género Campomanesia, que possuem frutos carnosos,
apreciados pela populacdo local para consumo in natura (AMARAL, 2012).

Espécies deste género como a Campomanesia adamantium, conhecida popularmente
como guavira, encontrada na regido de Mato Grosso do Sul, destaca-se pelas caracteristicas
organolépticas do fruto: suculento, 4cido e levemente adocicado; e pelos componentes
presentes nele, como a elevada quantidade de vitamina C (4cido ascorbico), que se sobrepde a
maioria dos frutos comercialmente conhecidos, indicando grande potencial para sua utilizacao
em industrias de alimentos e de bebidas (VALLILO et al., 2006).

Outro interesse na espécie, estd no potencial para fins medicinais, pela presenga de
substancias antioxidantes, antitumorais e antimicrobianas, encontradas em folhas e nas cascas
dos frutos (KATAOKA et al., 2008; PASCOAL, 2012).

Entretanto todo o potencial econdmico desta planta esta limitado, devido a uma série
de fatores, como o uso antrdpico das regides de Cerrado e as restricdes pertinentes a propria
espécie, que envolve a lentiddo do crescimento das plantulas, a dorméncia das sementes e
ainda a planta se apresentar em estado selvagem, tornando desfavoravel a propagacdo da
espécie em larga escala, conforme a maneira tradicional de semeadura em campo.

Desse modo, alternativas viaveis podem ser tomadas, como a produ¢do de mudas por
meio da técnica de micropropagagdo, auxiliada com o uso de reguladores de crescimento. A
micropropagacdo ¢ uma técnica de grande impacto comercial, pois permite a producdo massal
de um genotipo de interesse, utilizando pouco espago fisico e em curto periodo de tempo a
obtencdo de plantas completas (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade
de germinacao in vitro de Campomanesia adamantium, tratadas com diferentes concentragdes
de acido giberélico, bem como, avaliar a capacidade organogénica de diferentes explantes,

tratados com diferentes concentragdes e reguladores de crescimento.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Bioma Cerrado: Impactos ambientais na flora nativa

O Cerrado ¢ o segundo maior bioma brasileiro, com uma éarea de aproximadamente
dois milhdes de km? correspondente a 25% do territério nacional. A enorme diversidade
chega a cerca de treze mil taxons e doze mil espécies de plantas listadas (RESENDE e
GUIMARAES, 2007).

A expansdo de atividades em areas do Cerrado foi iniciada a partir da década de 1970
(ROCHA et al., 2011), desde entdo, ocorre um intenso desmatamento, pela ocupagdo
desordenada para fins de expansdo urbana, atividade agropastoril e extracdo de matérias-
primas e minérios, que alcangou mais de 50% do bioma (RESENDE e GUIMARAES, 2007;
RUFINI, 2014).

Segundo Rocha et al. (2011), com o mapeamento realizado pelo PROBIO (Projeto de
Conservacao e Utilizacdo Sustentdvel da Diversidade Bioldgica), os estados do Piaui,
Maranhao, Bahia e Tocantins, possuem uma propor¢ao de Cerrado remanescente superior a
80%, enquanto que no Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Parana, a
quantidade de flora nativa ndo chega a 50%. E no estado de Sao Paulo apresenta apenas
0,013% de vegetacdo remanescente. Internacionalmente, o Cerrado foi reconhecido como
uma 4rea urgente de necessaria conservagdo (RESENDE e GUIMARAES, 2007; RUFINI,
2014).

As espécies vegetativas nativas contém distribuicdo restrita e grande quantidade de
endemismos (RESENDE e GUIMARAES, 2007). Estudos tém demonstrado interesse pela
potencialidade de uso, fisiologia, manejo e produ¢do. Uma vez que possam contribuir para a
conservagdo e projetos de recomposi¢cdo da vegetacao original (SANTOS et al., 2014).

A flora do Cerrado, principalmente as frutiferas, t€ém sido exploradas comercialmente,
pois apresentam um alto valor econdmico, muitas incluidas no cardapio da populagao
brasileira. Porém ha dificuldade de cultivo dessas plantas, a maioria apresenta dificuldade de
propagacao natural por meio das sementes, dada a presenga de dorméncia e heterogeneidade
durante a maturagdo dos frutos. Também casos de sementes recalcitrantes, que podem
inviabilizar o desenvolvimento do embrido e assim comprometer o material genético da
espécie (PINHAL et al., 2011).

Por isso a necessidade de alternativas que tornem vidveis a produ¢do de mudas e
conciliem a conservagdo e o uso da vegetagdo deste bioma, que podem ser proporcionadas

pelo uso de técnicas de cultura de tecidos e multiplicagdo sistematizada de plantas;
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intercaimbio de material genético; resgate de germoplasma e preservagdo de material
ameacado; redugdo no periodo de germinagdo; isengdo de pragas e doengas e; uniformizagao

nas plantulas obtidas, dentre outras (MELO, 2000; PINHAL et al., 2011; RUFINI, 2014).

2. 2 A familia Myrtaceae e o género Campomanesia

A familia Myrtaceae ¢ pertencente a ordem Myrtales ou Myrtiflorae (DE
CERQUEIRA, 2002), em que sdo estimados cerca de 132 géneros e mais de 5600 espécies.
Ainda se divide em duas subfamilias, Myrtoideae e Psiloxyloideae (LIMA et al., 2011).

Esta tltima, localizada na Africa, apresenta frutos carnosos, em que por meio de dados
moleculares, foi identificada como um grupo ndo monofilético, distintamente a outra
subfamilia. A Myrtoideae, ¢ distribuida em quinze tribos, com destaque para a Myrteae, que
abrange maior diversidade de espécies na América do Sul, principalmente na costa leste
brasileira (LIMA et al., 2011; AMARAL, 2012).

No Brasil, a Myrtaceae ¢ tida como uma das familias mais importante em nimero de
espécies, para diversos tipos de vegetacdo (AMARAL, 2012), compreendendo cerca de 24
géneros e 927 espécies (FORZZA, 2010). Na area de Cerrado ¢ uma das familias mais
representativas, com aproximadamente 14 géneros e 211 espécies (IMATOMI, 2010).

Dentre tais espécies, distinguem-se aquelas com consideravel valor econdmico e
nutritivo, como as frutiferas, em que algumas sdo conhecidas e comercializadas, porém ainda
hé espécies ndo comerciais; também plantas que podem ser utilizadas para fins medicinais, o
qual estudos indicam que podem chegar em 70% das espécies da familia; e géneros que
podem ser empregados para recomposi¢do ambiental. Neste sentido, o aproveitamento ainda
baixo do potencial benéfico da familia aliado a degradagdo ambiental, chegando a casos de
extingdo de espécies, tem impedido estudos de identificagdo e da biologia reprodutiva sobre
as mesmas (ARAUJO et al., 2015; BOSCARDIN, 2010; GRESSLER et al., 2006).

Na literatura consta que os primeiros estudos sobre a familia e classificacdo de alguns
géneros foram fornecidos por Linnaeus (1753). Enquanto que o género Campomanesia foi
somente reconhecido e descrito mais tarde, por Ruiz e Pavon (1794), maiores informagdes
foram dadas por Candolle (1828) relatando a morfologia dos embrides em seu livro
“Promoteus” e aceito por Berg (1857-1859), monografista da obra de Martius, Flora
Brasiliensis, retratada a morfologia floral. A ultima revisdo completa do género foi efetivada
por Landrum (1986), e a partir dele somente trabalhos com destaque a espécies de regides

distintas.



Pertencente a subfamilia Myrtoideae, o género Campomanesia, presente na flora
brasileira em abundancia, corresponde a 33 espécies, destas 23 sdo endémicas (SOBRAL et
al.,, 2013), das quais sdo comumente caracterizadas pelas flores de coloragdo creme-
esbranquicada, frutos bagas, arredondados, com polpa amarelada suculenta envolvendo as
sementes (AMARAL, 2012). Podem se distinguir a arvores com altura de 15 metros,
presentes em florestas tropicais e subtropicais, ou a arbustos com aproximadamente 1 metro,
encontrados em areas de Cerrado (AMARAL, 2012).

Considerado um dos géneros mais bem definidos da familia, pela forma de
desenvolvimento dos frutos e sementes, possui hipocédtilo desenvolvido e cotilédones
pequenos ou vestigiais, ovario com presenca de 4 a 18 loculos, se tornando as paredes mais
espessas e glandulares durante o amadurecimento dos frutos, contribuindo como um falso
envoltorio nas sementes que apresentam testa membranacea. Também cada loculo possui
varios ovulos, que apds a fecundagdo, somente um sobrevive e os demais abortam ou todos
abortarem (AMARAL, 2012; LANDRUM, 1986; DE OLIVEIRA et al., 2013).

As distingdes peculiares do género perante a familia Myrtaceae, remontam a
necessidade de maior estudo sobre as espécies de Campomanesia, com enfoque em pesquisas
de conhecimento basico sobre morfologia, germinacdo e estabelecimento de individuos

jovens, bem como o potencial nutricional e farmacolégico que podem reservar essas plantas.

2. 2. 1 Caracteristicas e distribuicdo de Campomanesia adamantium

A espécie Campomanesia adamantium, ¢ uma frutifera pertencente a familia
Myrtaceae, conhecida popularmente como guavira ou gabiroba. Distribuida em campos e
Cerrados de Goias, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Santa Catarina (LORENZI et al.,
2006).

Apresenta-se como arbusto deciduo que pode variar de 0,5 a 1,5 m de altura. As folhas
sdo subcoriaceas, sendo glabas quando adultas, com 3 a 10 cm de comprimento. As flores sdo
solitarias, androginas, formadas de setembro a outubro e os frutos amadurecem em
novembro/dezembro (LORENZI et al., 2006), sendo polinizada a espécie por abelhas do
género Bombus e em época de floragdo grande quantidade de outros insetos sdo encontrados.
Dados ecologicos revelam que a planta suporta inundagdo, e estd entre as espécies
importantes para a reposi¢do de mata ciliar (VIEIRA et al., 2006).

A propagacao sexuada de C. adamantium estd limitada, ainda ndo ¢ uma espécie
cultivada e o desenvolvimento das plantulas ¢ muito lento (SCALON et al., 2009). O restrito

conhecimento sobre a longevidade das sementes prejudica o uso dos frutos, bem como a
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otimizagdo do cultivo da espécie, e a manutencdo de bancos de germoplasma (DRESCH et al.,
2014).

Estudos sobre a capacidade germinativa da semente da guavira vém sendo realizados,
comprovadamente ¢ considerada recalcitrante, ndo suporta o armazenamento a baixa
temperatura e intolerante a dessecagdo. Segundo Melchior et al. (2006), o armazenamento por
um periodo de trinta dias, em frasco de vidro fechado a 25°C, mantém as sementes com 60%
de germinag¢do. E a semeadura, logo apds a extragdo dos frutos, permite valores de
germinagdo de, no minimo, 74%. Ainda, Dresch et al. (2014), verificaram que as sementes
suportam uma reducdo do teor de agua de 15,3%, o armazenamento da mesma em diferentes
recipientes e temperaturas ndo prejudicam a porcentagem final de germinacdo, todavia nao

toleram o periodo de armazenamento superior a trinta dias.

2. 2. 2 Potencial econémico da espécie

A espécie C. adamantium possui grande diversidade para fins econdmicos, isto pode
ser atribuido, principalmente, a sua composi¢do quimica, sendo varidvel a abrangéncia de
substancias, dependendo das caracteristicas do solo a qual a planta estd fixada (LARCHE,
2000). A composi¢ao nutricional dos frutos da guavira foram avaliados por Vallilo et al.
(2006), no dleo volatil foram identificados acido ascérbico (vitamina C), minerais, fibras
alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, limoneno e B-(z) ocimeno),
garantindo a elevada acidez e aroma citrico observado no fruto. Em destaque as demais
substancias, foi relatado que o acido ascorbico chega a 234 mg para cada 100 g, quantidade
relativamente alta se comparado a valores de espécies da mesma familia botanica, como a
pitanga (14,0 mg para cada 100 g) e a goiaba vermelha (40,0 a 80,1 mg para cada 100 g).

A populagdo tem utilizado os frutos para consumo in natura e na producao de suco,
geleia, sorvete, bebidas e doces (COSTA et al., 2012). Bem como as folhas e as cascas dos
frutos, sdo usadas pela medicina popular com agdes anti-inflamatorias, antidiarreicas e
antissépticas das vias urinarias (PASCOAL, 2012).

O potencial medicinal da espécie tem aumentado estudos na area, principalmente no
estado de Mato Grosso do Sul. Kataoka et al. (2008) verificaram atividade antimicrobiana em
extrato etandlico das cascas do fruto da guavira, com inibi¢do para Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes e Candida albicans. Subsequente, Pavan
et al. (2009) analisaram os extratos dos frutos frente ao micro-organismo Mycobacterium

tuberculosis, em que obteve promissora atividade antibacteriana.



Por meio de avaliacdo in vitro, Pascoal (2012) constatou a presenca de metabolitos
secundarios, principalmente de flavonoides, indicando capacidade antioxidante e
antiproliferativa para linhagens de células tumorais, acumulados no extrato etandlico das
folhas deste vegetal. Souza et al. (2014), utilizando extrato hidroalcodlico das cascas de frutos
desta espécie, verificaram em testes in vivo, propriedades anti-inflamatorias, anti-
hiperalgésica e antidepressiva em roedores sem lhes acarretar toxicidade.

As comprovagdes cientificas do potencial farmacologico desta herbacea e o emprego na
induastria alimenticia, sdo aspectos que tornam justificdveis o cultivo da guavira e sua
comercializa¢do. Entretanto, o uso antropico das regides de Cerrado e as caracteristicas
inerentes a C. adamantium, que envolve a lentidao do crescimento das plantulas, a dorméncia
das sementes e a espécie se apresentar em estado selvagem, sdo fatores que tornam inviavel a
propagacao da espécie em larga escala, conforme a maneira tradicional de semeadura em
campo. Desse modo, a produ¢do de mudas por meio da técnica de micropropagacao, auxiliada
com o uso de reguladores de crescimento, ¢ uma alternativa promissora para o seu cultivo,

propiciando o usufruto dessa planta com alto potencial econdmico.

2. 3 Cultura de tecidos vegetais

A partir do principio da totipoténcia ¢ consolidada a cultura de tecidos vegetais, pois
cada célula de uma planta apresenta potencialidade a regeneracdo de uma nova planta
completa, idéntica a planta mae, desde que esteja sob estimulos apropriados. A capacidade
que uma célula ou um grupo delas apresentam em responder a estes estimulos indutivos, €
compreendido como competéncia celular, sendo essencial ao processo de desenvolvimento de
uma planta e dessa forma expressar o potencial inerente a sua carga genética (TORRES et al.,
2000; ANDRADE, 2002; FALEIRO et al., 2011).

A cultura de tecidos vegetais integra varios tipos de cultivo in vitro de plantas,
objetivando a obtencdo de clones, novos individuos com gendtipo idéntico a planta matriz,
por meio da propagagdo assexuada, obtidos a partir de uma cultura asséptica in vitro, sob
condigdes fisicas (luz e temperatura) e quimicas (meio de cultura) definidas. O material
utilizado, chamados de explantes, sdo utilizados como fonte inicial do processo de
regeneracdo de uma planta, sendo estes, pequenos fragmentos de tecido vegetal vivo,
provenientes de folha, de raiz, de caule ou de qualquer tecido que responda aos estimulos
indutivos do meio de cultura (ANDRADE, 2002; GAHAN ¢ GEORGE, 2008).

O desenvolvimento de métodos adequados para as peculiaridades das espécies

vegetais representa uma ampla aplicagdo da biotecnologia vegetal. Assim a cultura de tecidos,
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dentre tais métodos, pode ser considerada uma importante ferramenta para estudos
fisiologicos e bioquimicos das plantas, envolvendo desde fatores responsdveis pelo
crescimento, metabolismo, a diferenciagdo e morfogénese das células vegetais. Como também
para estudos aplicados, como micropropagacdo, producdo de compostos secundarios,
transformagdo genética, manutencdo de germoplasma in vitro, limpeza clonal, entre outros.
(SMITH, 2000; FALEIRO et al., 2011).

Dentre as técnicas de cultivo in vitro destaca-se a micropropaga¢do, sendo a mais
utilizada e de maior éxito na cultura de tecidos para a propagacdo vegetativa de plantas. Pode
ser empregada na horticultura e na industria de mudas para a propagagdo clonal de muitas
espécies vegetais de dicotiledoneas, monocotiledoneas e gimnospermas. Seu uso tem se
tornado crescente em espécies ornamentais, florestais e fruteiras (FALEIRO et al., 2011;
PINHAL et al., 2011).

Esta técnica envolve diferentes etapas para a obtengdao de uma planta completa, das
quais sdo: estabelecimento da cultura in vitro com necessidade de desinfestacdo dos
explantes; multiplicacdo in vitro com adequadas propor¢oes de reguladores de crescimento;
as plantulas obtidas sdo enraizadas e aclimatizadas; ao final do processo, as mudas podem
permanecer em casas de vegetagdo ou postas diretamente em solo, apresentando qualidade
superior por serem livres de patdgenos, geneticamente uniformes e fisiologicamente mais
ativas (FALEIRO et al., 2011; PINHAL et al., 2011).

Comparada aos métodos tradicionais de propagagdo (estaquia, enxertia, entre outros),
este possui diversas vantagens: a partir de um explante ser originado varias plantas; obtengao
de mudas independente de estacdes do ano; diminuicdo do tempo para formacdo de uma
planta completa; reducdo da area necessaria a propagacdo da espécie; normalmente, ndo
ocorre mutacdes durante as etapas; alternativa para espécies dificeis de serem propagadas por
outros métodos (FALEIRO et al., 2011).

Este método possui algumas limitagdes, como: alto custo de producdo para algumas
espécies; necessidade de uso intensivo de mao-de-obra para as repicagens das plantulas; e
perdas de plantulas por contamina¢do nas primeiras etapas, que podem ser elevadas,
dependendo da espécie vegetal e da infraestrutura laboratorial disponivel (ERIG e SCHUCH,
2005; FALEIRO et al., 2011).

Algumas formas de minimizar estes entraves vém sendo aplicadas, como a germinagao
in vitro, em casos de dorméncia de sementes e para diminuir contamina¢do microbiana, e a
micropropagacdo fotoautotréfica, que faz uso da luz natural para auxiliar na reducdo dos

custos de producdo. As técnicas estdo em constante aprimoramento € novas sao criadas, sendo
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necessarias para cada espécie e trazendo maiores beneficios a quem faz uso delas (ERIG e

SCHUCH, 2005; PINHAL et al., 2011).

2. 3. 1 Organogénese e germinacio in vitro

A organogénese in vitro ¢ o processo pelo qual hd formagdo de novas plantulas, a
partir de um explante. Estas podem ser originadas de forma direta com a formacao de brotos
axilares, provenientes de meristemas pré-existentes nos tecidos do explante; ou de forma
indireta, em que inicialmente ocorre a formacdo de calos, seguida da criacdo de células
meristemoides e posteriormente brotacdes adventicias (FALEIRO et al., 2011).

Segundo George et al. (2008), a forma direta de cultivo € caracterizada pelo
crescimento organizado de tecidos, isto pode ser possivel a partir de cultura de meristemas:
como o meristema apical caulinar, em que sdo cultivados apices caulinares de 0,1mm a 0,3
mm, de acordo com a espécie, com ou sem primordios foliares; meristema apical radicular,
por meio de raizes desconectadas da parte aérea, pode resultar em um sistema de raizes
ramificadas; meristema lateral, em que se faz a cultura de segmentos nodais, iniciada a partir
de gemas laterais existentes nos nds da planta.

E a forma indireta de cultivo, em que a partir de pequenos 6rgaos, pedacos de tecidos
ou de células previamente cultivadas, ocorre o crescimento desorganizado de tecidos, com
formagdo de uma massa de células (GEORGE et al., 2008). Através destas, surgem gemas
adventicias que crescem e se desenvolvem em novas partes aéreas (GRATAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Os calos podem ser caracterizados quanto ao tipo, grau de diferenciacdo e potencial
morfogenético apresentado. As distingdes presentes entre um calo de determinado gendtipo e
outro, sdo influenciadas pelo o tipo de explante e a constituicdo do meio de cultura, assim
como a idade fisiologica e ontogenética do 6rgdo e o tamanho do explante (GEORGE e
SHERRINGTON, 1984).

Entre as vantagens do uso da organogése indireta, estd a sua utilizagdo como
ferramenta para a producdo de massa clonal e regeneragdo de plantas, o potencial de
desenvolver enormes taxas de multiplicagdo, reproduzindo grandes quantidades de plantas
uniformes (THORPE et al., 1984).

Outra possibilidade que tem despertado o interesse dos melhoristas, ¢ a inducdo de
variagdo somaclonal por meio deste processo, como uma nova possibilidade de se obter
variabilidade genética, com perspectivas de sele¢do in vitro ou ex vitro de plantas superiores

(TABARES et al., 1991). Como também, a inser¢do de genes em calos, em que os tecidos
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desdiferenciados podem ser regenerados para a obtencdo das plantas modificadas
(ARENHART e ZAFFARI, 2008).

Os reguladores de crescimento sdo empregados na cultura de tecidos para auxiliar a
induzir a diferenciagdo e a multiplicacdo de 6rgdos a partir de meristemas, bem como induzir
a desdiferenciacdo de tecidos determinados e induzi-los a formacdo de pré-meristemas
(ANDRADE, 2002; GEORGE et al., 2008).

Além dos reguladores, outros fatores influenciam no sucesso da regeneracao in vitro,
sdo eles: gendtipo da espécie, da cultivar ou da variedade utilizada; a fonte de explantes, que
depende da maturidade, do estado fisiologico e do tecido; as condi¢des fisicas e quimicas
empregadas na cultura, como o meio de cultura, a luz, a temperatura, o frasco, entre outros.
Sendo responsaveis pela intensificagdo das respostas morfogé€nicas e pelo maior nimero de
explantes responsivos (ANDRADE, 2002; GEORGE et al., 2008).

As plantas sdo independentes no meio ambiente, produzem suas proprias substancias
para mecanismos de defesa e sintetizam os hormonios necessdrios para o seu
desenvolvimento. Porém, quando empregadas na cultura de tecidos, estando na forma de
explantes sob um meio artificial, se tornam frageis e apresentam deficiéncia na producdo de
compostos, sendo, por isso, submetidas aos reguladores de crescimento (hormdnios
sintéticos), para garantir o bom desenvolvimento destes explantes (PINHAL et al., 2011).

A resposta morfogénica da planta a estes estimulos hormonais pode ser diferente, de
acordo com as classes, tipos e doses empregadas (PINHAL et al., 2011). A partir disso
destacam-se os seguintes tipos:

- Auxinas, induzem o alongamento celular, envolve crescimento do caule, iniciacdo da
atividade cambial em plantas lenhosas, tropismos, dominancia apical, diferenciacdo polar de
raizes nas extremidades de estacas de caule, desenvolvimento da flor, crescimento do fruto,
dentre outros efeitos fisiologicos (TORRES et al., 2000).

- Citocininas, induzem a divisdo celular, no cultivo in vitro liberam as gemas axilares
da dominancia apical tanto no ramo original como nos subsequentes, permitindo a formagao
de numerosas brotagdes (TORRES et al., 2000; FALEIRO et al., 2011).

- Giberelinas, estimulam a divisdo e/ou alongamento celular, envolvidas na indugao e
expressdo de floragcdo, germinacdo e superacdo de dorméncia de sementes (TORRES et al,,
2000), fazendo com que a raiz primaria rompa os tecidos que restringem o seu crescimento,
como o endosperma, o tegumento da semente ou do fruto (TAIZ e Zeiger, 2004).

Trabalhos com cultivo in vitro de Campomanesia adamantium na literatura, ainda sao

poucos, Zago (2013) realizou o estabelecimento in vitro da espécie, onde explantes caulinares
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foram obtidos de plantas mantidas no campo, e observou que, no tratamento em que 0 meio
de cultura continha acido ascorbico, este foi ineficiente para diminuir a oxidagdo, € no
tratamento de meio de cultura com a presenca do antibidtico rifampicina acima de 30pg mL™,
este se mostrou eficaz para a contaminagdo fungica e bacteriana, porém inibiu o
desenvolvimento do explante. A desinfestagdo dos explantes com hipoclorito de céalcio ou
tetraciclina em conjunto com carbedazim, também ndo contribuiram para o estabelecimento in
vitro da espécie.

Outro trabalho, realizado por Azambuja (2013), estudou a desinfestacdo de explantes
caulinares, com a utilizacdo de cloreto de mercurio, mas ndao foi obtido resultados
satisfatorios, devido a alta taxa de contaminagdo microbiana recorrente de patdogenos
enddgenos. O mesmo autor, sugeriu para o cultivo in vitro da espécie, o uso de explantes
provenientes de plantulas germinadas e cultivadas in vitro.

A germinagdo in vitro tem sido empregada como alternativa ao cultivo in vitro de
varias espécies, tais como Annona crassiflora Mart. (Annonaceae) (RIBEIRO et. al, 2009),
Inga vera (Fabaceae) (STEIN et al., 2007), entre outros, para a garantia de qualidade
fitossanitaria das plantulas e posteriormente possa ser feita a padronizacdo dos genotipos,

gerados sem mais perda de material devido as contaminagdes e oxidacao.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Botanica da Faculdade de
Ciéncias Biologicas e Ambientais, da Universidade Federal da Grande Dourados, Dourados —
MS, durante o periodo de agosto de 2013 a novembro de 2014. O material vegetal, C.
adamantium, utilizado para a realizagdo dos experimentos foi obtido de frutos maduros e de
plantas, cultivados no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Agrarias (FCA).
Para avaliar o poder germinativo e a capacidade organogénica da espécie, realizaram-se trés
experimentos, o primeiro a partir de sementes, o segundo de brotagdes de explantes e o ltimo

a partir de plantulas germinadas in vitro, conforme delineamentos descritos a seguir.

3.1 Efeito de concentracdes de acido giberélico (GA3) na germinacio in vitro de

Campomanesia adamantium

Para avaliar o potencial germinativo de sementes de C. adamantium sob o efeito de
diferentes concentra¢des de acido giberélico (GA3): 0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg L', totalizando
cinco tratamentos. O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, cada
tratamento com quatro repetigdes, sendo que cada repeticdo foi composta de trés frascos de
cultivo contendo sete sementes cada.

Realizada a coleta dos frutos, as sementes foram retiradas e lavadas em agua corrente.
A esterilizagdo superficial foi realizada em camara de fluxo laminar. As sementes foram
imersas em alcool 70% por um minuto, seguida da imersao em hipoclorito de sédio a 2,5%
por cinco minutos e entdo, lavadas por trés vezes em agua estéril. Posteriormente, foram
inoculadas em meio de cultivo MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L™ de
sacarose, 0,1 g L de mio-inositol, 6 g L™ de agar ¢ em pH 5,8. O meio de cultura foi
suplementado com GAj; conforme tratamentos descritos anteriormente. Cada frasco continha
30mL e haviam sido esterilizados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Ap0s a inoculagdo das sementes em camera de fluxo laminar, os frascos de cultivo
foram transferidos para cdmara de crescimento com temperatura de 25 + 2°C, submetidos a
um periodo de escuro de 15 dias e apds este periodo, mantidos sob luminosidade com
densidade de fluxo de fotons de 45 pmol m™ s e fotoperiodo de 16 horas.

Aos 45 dias de germinacdo foram avaliadas as variaveis: porcentagem de germinagao,
comprimento médio da parte aérea (cm), comprimento médio da raiz principal (cm) e numero

médio de folhas.
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Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas por
regressao polinomial, com o uso do programa estatistico Winstat (MACHADO et al., 1999).
Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz quadrada de x e

os dados obtidos em numeros foram transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

3.2 Efeito de concentracdes de TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia))
na organogénese in vitro de folhas de guavira

O material vegetal utilizado consistiu em folhas de guavira obtidas de brotacdes
provenientes de explantes caulinares previamente estabelecidas in vitro. Foram utilizadas
cinco concentragdes de TDZ: 0 (sem adigdo de regulador); 5,0; 10; 15 e 20 uM,
suplementados com 1,0 uM de ANA (4cido naftaleno acético), totalizando cinco tratamentos.
O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, cada tratamento com
quatro repeticdes, sendo que cada repeticdo foi composta por cinco tubos de ensaio contendo
uma folha com aproximadamente 1,0 x 0,7cm.

As folhas utilizadas como explantes foram excisadas na altura da nervura central e
inoculadas com a face abaxial em contato com o meio. Apds a inoculagdo em meio de cultivo
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L' de sacarose, 0,1 g L' de mio-
inositol, 6 g L™ de agar e pH 5,8. O meio de cultura foi suplementado com TDZ conforme
cada tratamento e esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Apds a inoculagdo, os tubos com os explantes foram vedados papel aluminio e
mantidos no escuro por um periodo de sete dias em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 2°C e apds este periodo foram mantidos sob luminosidade de 45 pmol m™
s e fotoperiodo de 16 horas.

As avaliacdes foram realizadas aos 56 dias ¢ as variaveis analisadas foram:
porcentagem de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e numero
de brotagdes emitidas por explante.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia e as médias comparadas por
regressao polinomial, com o uso do programa estatistico Winstat (MACHADO et al., 1999).
Os dados obtidos em porcentagem foram transformados em arco seno da raiz quadrada de x e

os dados obtidos em numero foram transformados em raiz quadrada de (x+0,5).
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3.3 Efeito de TDZ (thiadizurom) e ANA (acido naftaleno acético) na organogenese in
vitro de raiz e entre-no de guavira

O material vegetal utilizado foi obtido de plantulas previamente germinadas in vitro.
Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados dois tipos de explantes (raiz e entre-nd
com aproximadamente 1,0 cm) e dois reguladores de crescimento, TDZ (5,0 uM), ANA (1,0
uM) e a combinagdo destes, TDZ + ANA (5,0 uM + 1,0 uM), obtendo-se um fatorial 2x3,
totalizando seis tratamentos. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, cada
tratamento com cinco repeticdes, sendo que cada repeticdo foi composta por um frasco de
cultivo contendo cinco explantes.

Os explantes foram inoculados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
acrescido dos reguladores de crescimento (conforme tratamento), 30 g L' de sacarose, 0,1 g
L de inositol ¢ 6 g L™ de 4gar e em pH 5,8 (ajustado apods a adi¢do do agar). Apos a
distribuicao nos frascos de cultivo, a esterilizagdo foi realizada em autoclave a 121°C e 1,5
atm por 20 minutos.

Apbs a inoculagdo, os frascos com os explantes foram vedados com papel aluminio e
mantidos no escuro por um periodo de 7 dias em sala de crescimento com temperatura de 25 +
2°C e ap6s este periodo foram mantidos sob luminosidade de 45 pmol m™ s™ e fotoperiodo de
16 horas.

Aos 56 dias de cultivo foram avaliadas as varidveis: porcentagem de explantes
oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e nimero de brotagdes emitidas por
explante.

Os dados foram submetidos a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade de erro, com o uso do programa estatistico Winstat
(MACHADO et al., 1999). Para a analise, os dados obtidos foram transformados em raiz
quadrada de (x + 0,5).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Germinacgao in vitro de Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg
Durante a germinacdo in vitro das sementes de guavira (Figura 1) foi observado que
adicdo de GAs no meio de cultura, independentemente da concentracio testada, aumenta em
aproximadamente 10% o percentual de germinagdo quando comparado ao controle. Dentre as
concentracdes testadas de GAs, o tratamento acrescido de 1,0 mg L™, proporcionou 100% de

germinagao.
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Figura 1. Porcentagem de germinacdo in vitro de guavira (Campomanesia adamantium)
utilizando diferentes concentragdes de acido giberélico (GA3) aos 45 dias apds inoculagao.
Resultados semelhantes de germinagdo, foram observados por Scalon et al. (2009) em
sementes de guavira semeadas em até trés dias apoOs a retirada das mesmas dos frutos e
germinadas em incubadora do tipo BOD, com temperatura controlada de 30°C e luz constante,
em que obtiveram valor maximo de germinacdo (100%). De acordo com Melchior et al.
(2006), as sementes de C. adamantium ndo suportam armazenamento a baixas temperaturas e
sdo intolerantes a dessecacdo, sendo consideradas recalcitrantes. Neste sentido, a perda do
poder germinativo das sementes, limita a propagacdo sexuada da espécie (CARMONA et al,,
1994; MELCHIOR et al., 2006; SCALON et al., 2009). Desta forma, os resultados obtidos
neste experimento sugerem que o acido giberélico pode ser utilizado como uma alternativa
viavel na germinacdo em sementes da espécie. O efeito indutor de germinag¢do do acido
giberélico ¢ de amplo conhecimento, uma vez que, o mesmo estimula a biossintese de

enzimas como a o amilase que ¢ fundamental na degradacdo do amido, promovendo
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germinacdo mais rapida e uniforme (LIMA et al., 2009). A agdo das giberelinas sobre o
metabolismo dos glicidios contribui também para que o potencial osmoético celular se torne
mais negativo, o que por sua vez permite a entrada de maior fluxo de agua na célula,
expandindo-a (BRAUN et al, 2010). Ao facilitar o alongamento celular, a raiz primaria
rompe mais facilmente os tecidos que restringem o seu crescimento e acelera a velocidade de
emergéncia, contribuindo para o desempenho das plantulas (SANTOS et al,, 2013) .
Observou-se um aumento linear no comprimento da parte aérea concomitante com o
aumento da concentragdo de GAj adicionado ao meio de cultivo (Figura 2), verificando-se

maior comprimento da parte aérea com o uso de 4,0 mg L™ de GAs.
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Figura 2. Comprimento médio da parte aérea de plantulas de guavira (Campomanesia
adamantium) germinadas in vitro utilizando diferentes concentragdes de acido giberélico
(GAs3) aos 45 dias apos inoculagao.

A atuagdo benéfica de GA3; sobre o comprimento da parte area vegetal também foi
verificada por Soares et al. (2012), em Dendrobium nobile Lindl. (Orchidaceae). Os mesmos
autores também observaram uma correlagdo da altura das plantas que aumentaram
linearmente com o aumento da concentragdo do regulador. De acordo com Santos et al.
(2013), o uso de giberelinas pode inibir ou minimizar o impacto de fatores adversos na
qualidade e desempenho das sementes, além de acelerar a velocidade de emergéncia e auxiliar
no desenvolvimento das plantulas. Outro fator que merece destaque encontra-se no fato de
que as espécies que sdo sensibilizadas pelo acido giberélico podem ser aclimatizadas mais
rapidamente, visto que, essa etapa s6 pode ser realizada quando as mudas produzidas in vitro

ndo se encontram em um tamanho reduzido, assim, o efeito das giberelinas no alongamento
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das regides vegetativas permite que um maior nimero de individuos possa ser aclimatizado,
diminuindo o periodo de permanéncia do material vegetal in vitro (DE ALCANTARA et al,
2014).

Em Eucalyptus dunnii, espécie pertencente a mesma familia da guavira, Myrtaceae,
Navroski et al. (2013) também ndo verificaram efeito da aplicacio de GAj; sobre o
alongamento in vitro da espécie, os gendtipos estudados, ao serem estimulados com GA;
reduziram o numero € o comprimento das brota¢des, aumentando a formacdo de calos.
Simoes et al. (2012) estudaram o efeito das mesmas concentracdes de giberelinas testadas
neste experimento, durante a germinacao in vitro de pimenta-longa (Piper hispidinervum) e ao
contrario dos resultados obtidos, os autores verificaram que o comprimento da parte aérea foi
maior na menor concentragio estudada, 1,0 mg L' de GA;. Neste sentido é importante
salientar que os reguladores de crescimento apresentam respostas diferentes de acordo com a
espécie cultivada bem como as classes, tipos e concentragoes utilizadas (BASTOS et al,
2007) e até mesmo reguladores de crescimento que pertencem a mesma classe hormonal
podem induzir respostas diferenciadas na planta (DIAS et al., 2008).

O uso de diferentes concentracdes de acido giberélico ndo influenciou no

comprimento da raiz principal (Figura 3), sendo observada uma média geral de 1,8 cm.
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Figura 3. Comprimento médio da raiz principal de plantulas de guavira (Campomanesia
adamantium) germinadas in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico
(GA3) aos 45 dias apos inoculagao.

A atuagdo das giberelinas na resposta de muitos 6rgdos da planta ¢ dependente da

espécie, do estagio de desenvolvimento, da concentracdo e da interagdo de varios fatores. De
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acordo com Lima et al. (2009), na maioria das espécies o uso de giberelinas favorece o
alongamento celular e estimula a raiz primaria a romper os tecidos que restringem seu
crescimento. No entanto, como observado neste experimento, o uso de diferentes
concentragdes de GAsz ndo influenciou no crescimento de raiz. De acordo com o trabalho de
Torres et al. (2013) com Capsicum frutescens (Solanaceae) também nio ocorreram alteragcdes
notéaveis da acdo hormonal na crescimento radicular das plantulas, pois o tratamento controle
e os tratamentos com adi¢do de giberelina apresentaram resultados similares. Durante a
germinagdo in vitro de pimenta-longa (Piper hispidinervum) utilizando as mesmas
concentragdes de GAj; testadas neste experimento, Simdes et al. (2012) verificaram uma
redu¢do de forma acentuada do comprimento da raiz.

Semelhante aos resultados verificados no comprimento médio da raiz, para o niimero
de folhas por plantula as concentrac¢oes de acido giberélico testadas, ndo exerceram influéncia
sobre esta variavel (Figura 4).
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Figura 4. Numero médio de folhas por plantula de guavira (Campomanesia adamantium)
germinadas in vitro utilizando diferentes concentracdes de acido giberélico (GA3) aos 45 dias
apos inoculagao.

Em plantas micropropagadas de porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’, durante o
processo de aclimatizagdo, Machado et al. (2005) estudaram o efeito da aplicacdo de
diferentes concentracdes de giberelinas por aspersdo e observaram que o numero de folhas foi
afetado pela aplicacdo de GAj3, uma vez que o acido giberélico por ser um indutor da
superacao de dorméncia de gemas, pode proporcionar o maior nimero de folhas nas plantas,

resultando no desenvolvimento da gema apical.
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Quanto ao aspecto geral das plantulas (Figura 5), sementes germinadas na presenga de
GA; desenvolveram plantas mais alongadas e com folhas mais desenvolvidas quando

comparados aqueles provenientes de sementes germinadas na auséncia de regulador.

0 (controle) 1,0 mglL!

Figura 5. Aspecto geral das plantulas de guavira (Campomanesia adamantium) germinadas
in vitro utilizando diferentes concentragcdes de acido giberélico (GAs), aos 45 dias apds
inoculagao.

3.2 Efeito de concentracdoes de TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-
tiuréia)) na organogénese in vitro de folhas de guavira
Nas condi¢des em que o experimento foi conduzido e comparando as médias por
regressdo polinomial, os dados obtidos com relagdo a formacdo de calo nos explantes ndo
diferiram estatisticamente entre as concentracdes de TDZ testadas (Figura 6). Mesmo ndo
havendo diferenca estatistica entre os tratamentos observou-se que o uso de 20 uM de TDZ se

comparado ao controle, aumentou em 25% a formagao de calos, respectivamente, 85 e 60%.
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Figura 6. Porcentagem de calos formados por explante durante a organogénese in vitro de
guavira (Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentragdes de TDZ, aos 56
dias de cultivo.

Valores proximos aos verificados neste experimento, foram registrados por Dibax et
al. (2010), utilizando explantes foliares de Eucalyptus saligna (Myrtaceae), cultivados em
meio de cultura MS N/2, que encontraram maior porcentagem na formacao de calos (73%)
utilizando as concentracdes de 0,1 uM de ANA e 1,0 uM de TDZ.

Tanto a indugdo de calos, como a regeneragdo de plantas a partir de explantes, exigem
a presenga de uma concentracao e combinac¢do adequada de reguladores de crescimento nos
meios de cultura, sendo dependentes do tipo de explante, componentes do meio, condigdes de
crescimento, cultura e variedade (SHERKAR ¢ CHAVAN, 2014). O thidiazuron (TDZ) ¢
reconhecidamente um regulador efetivo no controle e indu¢do da morfogénese in vitro. Desde
a década de 80 existem relatos do efeito do TDZ na inducdo de gemas adventicias em um
grande nimero de espécies (ACHARJEE et al., 2012). As concentragdes utilizadas variam de
acordo com o objetivo a ser alcancado, baixas concentragdes deste fitormonio promovem a
regeneracdo de tecidos vegetais, promovendo a formagdo de brotos, podendo também auxiliar
na superacdo da dorméncia de gemas. Enquanto que, concentracdes mais elevadas sdo
capazes de induzir o desenvolvimento de calos (FLORES, 2006). De modo geral, o TDZ
aumenta a propagacdo vegetativa in vitro tanto pelo desenvolvimento da embriogénese
somatica (GRANER et al, 2013) quanto pela indu¢do de organogénese em uma grande
variedade de espécies (GUO, 2012), além de exercer outros efeitos fisiolégicos em diferentes

espécies conhecidas, como inducdo da germinagdo de sementes, desenvolvimento e
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crescimento dos cotilédones, formagao de tricomas e apari¢do de estdmatos em pecas florais
(ROY et al.,, 2012).

Quanto ao percentual de explantes oxidados, semelhante a formacdo de calos, ndo
houve diferengas significativas entre os tratamentos quando analisados os dados por regressao
polinomial (Figura 7). Estes resultados sugerem que o processo de oxidacdo dos explantes nao
¢ influenciado pela presenca do regulador de crescimento TDZ e sim derivado do proprio
explante ou da manipulagdo do mesmo. O processo de oxidagdo ¢ comum, principalmente em
espécies da familia Myrtaceae, devido a producdo e liberagdo de compostos fenolicos,
verificado pelo escurecimento das superficies seccionadas dos explantes e pela modificagdo

da coloracao, e inclusive escurecimento do meio de cultura (MICHELUZZI, 2007).
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Figura 7. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogénese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentragdes de TDZ, aos 56 dias de
cultivo.

Com relacdo a emissdo de brotagdes, em nenhuma das concentracdes testadas e

durante o periodo de avaliacdo (56 dias) houve emissdo de brotacdes, conforme pode ser

observado na figura 8.
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Figura 8. Aspecto visual da formacdo de calos durante o processo de organogénese in vitro
de guavira (Campomanesia adamantium) a partir de explantes foliares, aos 56 dias de cultivo
em meio MS suplementado com diferentes concentragdes de TDZ. 1 — Controle (0); 2 — 5,0
uM; 3 —10 uM; 4 — 15 uM; 5 - 20 uM.

3.3 Organogénese in vitro de guavira utilizando diferentes tipos de explantes e
diferentes reguladores de crescimento.

Neste experimento verificou-se que a formacdo de calos ¢ dependente do tipo de
explante utilizado. Explantes provenientes de entre-nds caulinares sdo mais responsivos e
apresentam maior formagao de calos em meio de cultura suplementado com 5,0 uM de TDZ e
na combinacdo de TDZ + ANA, nas respectivas concentragdes, 5,0 ¢ 1,0 uM, quando

comparados com explantes provenientes de raizes nos mesmos tratamentos (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de calos formados por explante durante a organogénese in vitro de
guavira (Campomanesia adamantium) utilizando diferentes tipos de explantes e reguladores
de crescimento aos 56 dias de cultivo.

Explantes que formaram calo (%)

Tipo de explante TDZ (S uM) ANA (1 pM) TDZ+ANA (5+1 pM)
Entre-nd 100 a A* 52aB 100a A
Raiz 20 bB 44 a AB 64 bA

*Médias seguidas por letras iguais minusculas na coluna e maiusculas na linha, ndo diferiram
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.
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Apesar da desdiferenciagdo dos explantes formando calos, ndo houve emissdo de brotagdes
(Figura 9), podendo este fato estar relacionado ao uso de concentragdes hormonais

inadequadas nesta espécie.

Figura 9. Aspecto visual da formacdo de calos durante o processo de organogénese in vitro
de guavira (Campomanesia adamantium) a partir de explantes caulinares internodais e
radiculares, cultivados em meio MS suplementado com diferentes reguladores de
crescimento. 1 — Raiz, 5,0 uM de TDZ; 2 — Entre-no, 5,0 uM de TDZ; 3 — Raiz, 1,0 uM de
ANA; 4 — Entre-no, 1,0 uM de ANA; 5 — Raiz, 5,0 uM de TDZ + 1 uM de ANA; 6 — Entre
nd, S uM de TDZ + 1 uM de ANA.

De acordo com Silva et al. (2011) além da espécie, o uso e a otimizagcdo da
concentragdo do regulador de crescimento possui papel determinante na indugdo da
regeneragdo in vitro. Este fitoregulador tem sido mais eficiente que outros tipos de
citocininas, como o BAP (6-benzilaminopurina) e a cinetina, principalmente em espécies
lenhosas.

O efeito estimulante do TDZ sobre a indugdo de calos foi observado também por De
Carvalho et al. (2011) em videiras (Vitis vinifera), onde a formacao de calos foi influenciada
de maneira significativa pelo tipo de explante utilizado, uma vez que os interndédios foram os
mais responsivos com percentual em 47,4%, em comparacdo aos segmentos foliares em
apenas 7,2%. Os mesmos autores verificaram que concentragdes elevadas de TDZ,
respectivamente, 5 uM e 10 uM, propiciaram elevada formagao de calos, porém destacam a
concentragdo de 2,5 uM como mais vantajosa por promover melhores resultados durante a
regeneragdo de brotos.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram verificados por Gobara

(2011). O mesmo observou que em explantes radiculares de mogno (Swietenia macrophylla
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King) o uso de 0,1 uM de ANA combinado com 0,5; 1,0 ¢ 1,5 uM de TDZ induziram
reduzida formagdo de calos e nenhuma diferenciagcdo destes calos em gemas.

De acordo com Oliveira-Cauduro et al. (2014), a formagdao de calos além de ser
influenciada pela concentragdo de TDZ, também ¢ influenciada pelo meio de cultura
utilizado. Em hibridos de Eucalyptus benthamii x Eucalyptus dunnii 0os mesmos autores
verificaram que em meio de cultura JADS adicionado de 0,5 uM de TDZ ocorreu a formacao
de calos em 83,3% dos explantes, enquanto em meio MS, com a mesma concentragdo de
TDZ, os autores verificaram a formagao de calos em somente 55% dos explantes.

Quanto a oxidacdo dos explantes, nas concentragdes testadas, os reguladores de
crescimento utilizados ndo exerceram influéncia sobre esta variavel (Tabela 2). Por outro
lado, observou-se que a oxidagdo ¢ dependente do tipo de explante utilizado. Explantes
internodais, nos tratamentos testados, ndo apresentaram oxidacdo, enquanto que, explantes
radiculares apresentaram oxidacdo em todos os tratamentos, mesmo que em valores
relativamente baixos. Provavelmente este fato estd associado as células da raiz apresentar
maior sensibilidade e suscetibilidade a luz, resultando em maior atividade das enzimas

oxidativas.

Tabela 2. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogénese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) utilizando diferentes tipos de explantes e regulador de
crescimento aos 56 dias de cultivo.

Explantes oxidados (%)

Tipo de explante TDZ (5 pM) ANA (1 pM) TDZ+ANA (5+1 pM)
Entre-no 0aA* 0 bA 0 bA
Raiz 8aA 16a A 20a A

*Médias seguidas por letras iguais mintisculas na coluna e maitisculas na linha, ndo diferiram
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

A ocorréncia da oxidagcdo em explantes de plantas lenhosas ¢ um problema comum
(JASKANI et al., 2008; DE CARVALHO et al., 2011). De acordo com Ribeiro et al. (2013) a
oxidacdo dos explantes geralmente ocorre em funcdo da liberagdo de compostos fendlicos
pelos tecidos vegetais. No cultivo in vitro o processo de oxidagdo pode ser desencadeado por
injurias causadas aos tecidos vegetais, como o corte dos explantes com bisturi (CID e
TEIXEIRA, 2010) ou devido a utilizagdo de agentes quimicos na esteriliza¢do superficial. O
tecido lesionado libera compostos fendlicos que em contato com as enzimas polifenoloxidases

oxidam os polifendis formando as quinonas. As quinonas sdo substancias altamente ativas e,
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posteriormente a sua produgdo, polimerizam e ou oxidam proteinas para formar compostos
melanicos, os quais sdo responsaveis pelo escurecimento das partes excisadas dos explantes e
do meio de cultura (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). O acumulo de polifendis e de
produtos da oxidagdo modificam a composi¢do do meio e a absor¢do de metabdlitos
(ANDRADE et al., 2000), inibindo o crescimento e podendo causar a morte dos explantes

(SATO et al., 2001).
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5. CONCLUSOES

O uso de 4cido giberélico durante a germinacdo in vitro de sementes de guavira,
independentemente da concentragdo testada promove um aumento do percentual de
germinagdo. O uso de 1,0 mg L™ de acido giberélico é suficiente para promover 100% de
germinagio, enquanto que o uso de 4,0 mg L™ promove um aumento elevado do comprimento
de parte aérea. O uso de GA; nas concentragdes estudadas ndo alteraram o comprimento da
raiz principal e nimero de folhas por plantulas.

Na organogénese in vitro de guavira, explantes foliares cultivados em meio contendo
20 uM TDZ apresentam maior porcentagem de formacdo de calos e menores percentuais de
oxidagdo. Explantes provenientes de entre-nds caulinares sdo mais responsivos e apresentam
maior formacao de calos, em meio de cultura suplementado com 5,0 uM de TDZ e em meio
suplementado com TDZ + ANA (5,0+1,0 uM), quando comparados aos explantes
provenientes de raizes nos mesmos tratamentos. Explantes radiculares apresentaram maior

percentual de oxidagdo, principalmente nos tratamentos com ANA e ANA+TDZ.
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