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Germinagdo, organogénese e multiplicacdo in vitro de Campomanesia adamantium

(Myrtaceae)

RESUMO

O desenvolvimento de técnicas eficientes de propagacdo assexuada da guavira
(Campomanesia adamantium) é de fundamental importancia para a conservacao da espécie,
considerando as limitagbes encontradas na propagacdo seminifera, impostas pela
recalcitrancia e perda de poder germinativo das sementes. Neste sentido, técnicas de cultivo in
vitro, poderdo contribuir para a producdo de mudas. Com o intuito de desenvolver protocolos
para o cultivo in vitro da espécie, este trabalho foi realizado em trés etapas. Inicialmente
avaliou-se a germinacdo in vitro, de sementes provenientes de diferentes locais de coleta dos
frutos, condigdes de armazenamento das sementes e temperatura, bem como, a inoculagdo em
meio de cultivo MS, acrescido de diferentes concentraces de éacido giberélico (GA3). Na
segunda etapa avaliou-se a capacidade organogénica in vitro, a partir de explantes foliares,
radiculares e internodais e o efeito dos reguladores de crescimento, TDZ e ANA. Na terceira
etapa avaliou-se a capacidade de multiplicacédo in vitro, utilizando como fonte de explantes
plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro e submetida a diferentes tratamentos com
TDZ, ANA, BAP e 2iP. De acordo com os dados obtidos nos diferentes experimentos,
concluiu-se que em sementes de guavira inoculadas em meio de cultivo logo apos a colheita
dos frutos, o uso de GA3; promove um aumento de 10% do percentual de germinacéo, sendo o
uso de 1,0 mg L™ suficiente para promover 100% de germinacdo. O comprimento da parte
aerea aumenta linearmente com o aumento da concentracdo de GAs, porém ndo exerce efeito
sobre o desenvolvimento da raiz principal e folhas. Sementes adquiridas de frutos oriundos de
feira livre apresentam um percentual de germinacéo inferior ao das sementes inoculadas logo
apos a colheita dos frutos e ndo diferem quanto ao percentual de germinacédo sob os diferentes
tratamentos com GAs;. A germinacdo € inviavel em sementes de guavira armazenadas em
diferentes temperaturas (4°C e -20°C) e em diferentes locais (refrigerador e freezer) por 60
dias, ndo sendo possivel a conservacdo das sementes nestas condigdes. Por sua vez, o
armazenamento em temperatura ambiente (£25°C), causa a germinagdo precoce. Quanto a
capacidade organogeénica, concluiu-se que explantes internodais sdo mais responsivos para a
formacdo de calos (84%), quando comparados aos explantes foliares (69%) e radiculares
(42,7%). Explantes internodais ndo apresentam oxidacéo, sendo esta variavel observada em
maior intensidade em explantes foliares (41%), seguido de 14,7% em explantes radiculares.
Para a multiplicacdo in vitro, os resultados obtidos demonstraram que o0 uso de 5,0 UM de
TDZ aumenta o comprimento das brotacdes, o nimero de gemas e a taxa de multiplicacéo,
enquanto a combinacdo de TDZ e ANA exerce um efeito negativo sobre o crescimento das
brotacdes, o numero de folhas e a taxa de multiplicacdo. O cultivo dos explantes em meio
contendo BAP aumenta o numero de brotacbes, proporcionalmente ao aumento da
concentracdo do regulador de crescimento, porém, no sentido inverso reduz o comprimento
das brotac6es. Explantes cultivados em meio contendo 2iP, para as variaveis analisadas, nao
apresentaram diferencas significativas entre as concentracées testadas.

Palavras-chave: guavira, propagacao in vitro, reguladores de crescimento, explantes.



In vitro Germination, organogenesis and multiplication of Campomanesia adamantium

(Myrtaceae)

ABSTRACT

The development of efficient asexual propagation techniques of ‘guavira’ (Campomanesia
adamantium) has fundamental importance for the species conservation, considering the
limitations found in the seminiferous propagation, imposed by the recalcitrance and loss of
seeds germination power. In this sense, in vitro culture techniques may contribute to the
production of seedlings. In order to develop protocols for in vitro culture of this species, this
work was carried out in three stages. Initially, the in vitro germination was analyzed basing on
seeds from different fruits collection sites, storage conditions of seeds and temperature, as
well as inoculation in MS medium, supplemented with different concentrations of gibberellic
acid (GAs). In the second stage, it was evaluated the in vitro organogenic capacity, from leaf,
root and internodal explants and the effect of growth regulators, TDZ and NAA. In the third
stage, in vitro multiplication of capacity was evaluated using as a source of explants seedlings
obtained from seeds germinated in vitro and subjected to different treatments with TDZ,
NAA, BAP and 2iP. According to the data obtained in different experiments, it was
concluded that in guavira seed inoculated in culture medium immediately after harvest, the
use of GAs promotes an increase of 10% of the germination percentage, with the use of 1,0
mg L™ enough to promote 100% germination. The aerial part length increases linearly with
increasing concentration of GAg, but has no effect on the development of the primary root and
leaves. Seeds acquired from free fair fruits have a germination percentage lower than the
inoculated seeds after harvesting the fruit and do not differ as to the percentage of germination
under different treatments with GA3;. Germination is not feasible in ‘guavira’ seeds stored at
different temperatures (4°C and -20°C) and in different places (refrigerator and freezer) for 60
days, being not possible the conservation of seeds in these conditions. In turn, the storage at
room temperature (x25°C) causes premature germination. As the organogenic capacity, it was
concluded that are more responsive internodal explants for callus formation (84%), when
compared to leaf explants (69%) and root explants (42.7%). Intermodal explants do not show
corrosion, this variable being observed at greater intensity of leaf explants (41%), followed by
14.7% of root explants. For in vitro mutiplication, the results demonstrated that the use of 5.0
MM TDZ increases the length of shoots, the number of buds and the multiplication rate, while
the combination of TDZ and NAA has a negative effect on growth of shoots, number of
leaves and the multiplication rate. The explant culture in medium containing BAP increases
the number of shoots in proportion to the increased concentration of growth regulator,
however, the other way reduces the length of the shoots. Explants cultured in medium
containing 2iP, to the variables analyzed, did not show significant differences between the
tested concentrations.

Keywords: guavira, in vitro propagation, growth regulators, explants.



1. INTRODUCAO GERAL

O bioma Cerrado apresenta uma grande variedade de espécies frutiferas nativas, das
quais algumas sé@o comercializadas, fazendo parte do consumo da populagdo brasileira. As
espécies nativas, na sua maioria, sdo de dificil propagacdo seminifera, pois, a maioria
apresenta dorméncia e/ou recalcitrancia das sementes, o que dificulta a germinagéo e reduz a
longevidade e viabilidade das sementes, limitando a propagacéo e a formacdo de mudas em
escala comercial (PINHAL et al., 2011).

Outro agravante com relacdo as espécies nativas do Cerrado esta relacionado a
exploracdo do bioma para fins agropecuarios, resultando em uma extensa conversdo e
fragmentagdo dos espacos naturais (PREVEDELLO e CARVALHO, 2006; DOMINGOS,
2008). A substituicdo do bioma e de acordo com Pinhal et al., (2011) o extrativismo
predatorio, tem acarretado em producbes menores e perdas de genotipos com caracteristicas
desejaveis, colocando em risco a sobrevivéncia das espéecies nativas. Com a fragmentacao ou
reducdo do tamanho das populagdes, a estrutura genética das populagdes fica comprometida,
visto que a conservacdo da diversidade genética depende da protecdo dos ecossistemas
(MOURA, 2007).

Dentre as inumeras especies nativas do Cerrado que a cada ano vem se tornando
menos abundante em seu habitat encontra-se a guavira (Campomanesia adamantium
(Cambess.) O. Berg), pertencente a familia Myrtaceae. A guavira € uma espécie com
potencial para cultivo comercial devido as suas caracteristicas agrondmicas desejaveis, como
alto rendimento de frutos por planta (MELCHIOR et al.,, 2006) e elevada qualidade
nutricional, pois, os frutos sdo ricos em acido ascorbico, minerais, fibras alimentares e
hidrocarbonetos monoterpénicos, podendo ser utilizados in natura ou em industrias

(VALLILO et al., 2006).



A guavira é muito apreciada pelos habitantes das comunidades locais, possuindo
grande potencial de exploracdo sustentavel para essas familias (VIEIRA et al., 2006). A
comercializacdo dos frutos de guavira acontece em feiras livres ou as margens de rodovias,
sendo estes colhidos e comercializados sem tratamentos tecnologicos (OSHIRO et al., 2013) e
segundo Azambuja (2013), os frutos séo colhidos de forma extrativista e sem um manejo
adequado das plantas. Além disso, os frutos, as plantas de guavira sdo intensamente colhidas
pela populagdo local devido as propriedades medicinais, encontradas nas folhas e casca, o que
contribui para a diminuicdo da espécie no seu héabitat natural (CARNEVALI et al., 2012).
Neste sentido, por ser uma espécie encontrada apenas como nativa, ndo sendo cultivada
(SCALON et al., 2009), incentivar o cultivo agricola € uma maneira de preservar a espécie
por meio da exploragdo sustentavel e uma alternativa para melhorar a qualidade de vida de
comunidades locais, por exemplo, comunidades que vivem as margens de rodovias no Estado
do Mato Grosso do Sul, onde o comércio dos frutos de guavira representa uma importante
fonte de renda (AZAMBUJA, 2013).

O desenvolvimento de pomares comerciais de guavira e a preservacao da espéecie serao
possiveis se houver conhecimento das formas de propagacdo, aspectos fisiologicos,
nutricionais e outros (MELCHIOR et al., 2006). Com o objetivo de atingir estes propdsitos,
nos ultimos anos, diversos pesquisadores tém investido em estudos relacionados a qualidade
nutricional dos frutos e principalmente, com relacdo a propagacdo seminifera da espécie,
como exemplo, podemos citar os trabalhos de Vallilo et al. (2006) onde os autores avaliaram a
composicdo quimica dos frutos da espécie. Entre os principais problemas encontrados com
relacdo a espécie, destaca-se a pequena extensdo da safra, pouca tolerancia a pragas e doencas
e baixa resisténcia ao transporte e armazenamento dos frutos depois da coleta (VIEIRA et al.,

2010), e, a limitacdo na propagacdo sexuada imposta pela recalcitrancia e perda do poder



germinativo das sementes (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al., 2006; SCALON et
al., 2012; DRESCH et al., 2012).

Considerando as diversas formas de utilizagdo da guavira, a qualidade nutricional dos
frutos e as boas perspectivas da producdo comercial, é importante e necessario 0
desenvolvimento de trabalhos que envolvam a coleta de germoplasma visando a conservagao
da espécie, a selecdo de populacBes mais resistentes a pragas e doencas, ao transporte e
armazenamento, e principalmente, o desenvolvimento de técnicas mais eficientes de
propagacao assexuada (VIEIRA et al., 2010).

Assim com a finalidade de encontrar uma alternativa viavel e promissora para a
conservagdo da espécie, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de obter protocolos
para a propagacao in vitro da guavira, avaliando a habilidade de germinacéo, organogénese e
multiplicagéo in vitro. O desenvolvimento de técnicas de cultivo in vitro podera ser utilizado
tanto na manutencdo de bancos de germoplasma, bem como, na producdo de mudas para fins

comerciais e/ou repovoamento de ambientes naturais.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Caracteristicas gerais da Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg

A espécie Campomanesia adamantium € nativa, ndo endémica, de ampla distribuicéo,
Cerrado e Mata Atlantica, podendo ser encontrada nas regides de Campos e do Cerrado do
Mato Grosso do Sul, Goids, Minas Gerais, Santa Catarina (LORENZI et al., 2006) e em
regibes do Uruguai, Argentina e Paraguai (ARANTES e MONTEIRO, 2002; LORENZI,
2008).

As plantas de guavira apresentam ramos delgados com inimeras ramificacdes. Podem
atingir até 2,0 metros de altura, sendo consideradas arbustivas. As folhas sdo subcoriaceas,

glabras na fase adulta, possuindo de 3,0 a 10 centimetros de comprimento. As flores sdo
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brancas, solitarias, meliferas e comecam a se formar a partir do més de setembro a outubro
(LORENZI et al., 2006). A polinizacdo ocorre em sua maioria por abelhas (NIC-
LUGHADHA e PROENGCA, 1996) e por ser uma espécie melifera, € importante para o pasto
apicola (VIEIRA et al., 2010).

A espécie é pouco exigente quanto ao tipo de solo e cresce naturalmente em solos
pobres em nutrientes (VALLILO et al., 2006). De acordo com Lorenzi (2008), os solos do
tipo podzdlico vermelho-amarelo, em clima tropical quente e com baixo indice pluviométrico
s&o os que promovem melhores producgdes nas plantas do género Campomanesia.

Do ponto de vista ecologico, as plantas de guavira sdo tolerantes a inundacdo e se
estabelecem no ambiente ao final do periodo de sucessdo, quando o ambiente atinge seu
equilibrio, sendo assim, considerada uma espécie climax ou secundaria tardia,
desempenhando uma importante fungdo na reposicdo de matas ciliares (DURIGAN et al.,
2004).

Do ponto de vista econdmico, a espécie € utilizada pela populacéo para diferentes fins.
Folhas e casca sdo usadas na preparacao de chas devido as suas propriedades medicinais, as
quais, de acordo com Piva (2002) apresentam acdo anti-inflamatoria, antidiarreica e
antisseptica das vias urinarias. Por sua vez, os frutos, encontrados entre 0s meses de
novembro e janeiro e em grande quantidade por plantas (VALLILO et al., 2006), apresentam
grande potencial econdmico sendo utilizados como alimento in natura, no preparo de doces,
sorvetes, licores caseiros (SANGALLI et al., 2002), geléia (PAVAN et al., 2009) e sucos
(BAVIATI et al., 2004). Os frutos podem também ser utilizados como flavorizantes na
industria de bebidas, devido a elevada acidez, alto teor de &cido ascérbico (vitamina C),
minerais, fibras alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos (a-pineno, limoneno e B-(z)
ocimeno), presentes em maior quantidade no 6leo volatil dos frutos, e que lhes conferem o

aroma citrico (VALLILO et al., 2006).
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A presenca dos compostos fendlicos nos frutos da espécie tem despertado interesses
crescentes nas pesquisas nos Ultimos anos por serem considerados potentes agentes
antioxidantes, protegendo o organismo dos efeitos danosos causados pelos radicais livres, 0s
quais sdo responsaveis pelo envelhecimento e surgimento de doengas degenerativas como o

cancer, cataratas, artrite e diabetes (GIADA e MANCINI FILHO, 2006).

2.2. Propagacdo da espécie

Com relacdo a propagacdo da guavira, naturalmente é propagada por sementes
(PORTO e GULIAS, 2006), porém, a propagacdo sexuada apresenta algumas limitaces,
devido principalmente as suas Sementes apresentarem recalcitrancia, ndo suportando
armazenamento a baixa temperatura e sendo intolerante a dessecacdo (MELCHIOR et al.,
2006). Devido a curta viabilidade das sementes, a germinacao dever ser feita imediatamente
apos a colheita dos frutos (AVIDOS e FERREIRA, 2003).

Dentre os primeiros trabalhos realizados para avaliar a propagacdo da espécie,
destaca-se o0 de Carmona et al. (1994), onde os autores estudaram o efeito da extracdo quimica
das sementes e verificaram que a fermentacdo em hidréxido de aménio, com pH proximo ao
neutro (6,0) gerou 100% de sementes viaveis, enquanto que, as sementes ndao fermentadas
apresentaram baixo percentual de germinacdo, desenvolvimento de plantulas anormais e alta
contaminacdo por microrganismos. Os mesmos autores atribuiram o baixo percentual de
germinacdo das sementes e o crescimento anormal das plantulas a presenca de substancias
inibidoras do processo germinativo na mucilagem em torno das sementes e a esta favorecer o
desenvolvimento de microrganismos.

Posteriores estudos conduzidos por Melchior et al. (2006) demonstraram que o baixo
percentual de germinacdo das sementes de guavira ndo estava relacionado a presenca de

inibidores na mucilagem que as envolve, mas sim, ao grau de maturacdo dos frutos durante a
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colheita, verificando a existéncia de uma relagcdo linear crescente entre a maturidade dos
frutos (polpa com maior concentracdo de aglcar) e a germinacdo, sendo necessaria a colheita
dos frutos com um minimo de 15,65° Brix. Em acréscimo a baixa germinagdo devido ao grau
de maturacdo dos frutos, os autores destacaram ainda como fator limitante da germinagdo a
recalcitrancia das sementes, ndo suportando armazenamento a baixas temperaturas (8°C) e
nem a dessecacao.

Scalon et al. (2009) verificaram que a germinagéo das sementes de C. adamantium aos
trés dias apos a retirada do fruto é elevada e ndo varia em funcdo do processamento e
temperatura de incubacdo, no entanto, quando mantidas no fruto, as sementes perdiam a
qualidade fisiologica, confirmando a perda da viabilidade e vigor das sementes.

Dresch et al. (2012) avaliaram a influéncia da temperatura e da umidade do substrato
na germinacdo das sementes de guavira recém-processadas com 57% de grau de umidade e
sementes secas com 27% de grau de umidade, armazenadas durante 18 dias em frasco de
vidro hermeticamente fechado. Os resultados obtidos demonstraram que as sementes recem-
processadas apresentaram maior germinacdo e vigor em relacdo as sementes secas e
armazenadas. A reducdo do grau de umidade para 27% e 0 armazenamento prejudicaram a
qualidade fisioldgica das sementes e concordando com os trabalhos de Carmona et al., 1994;
Melchior et al.,, 2006; Scalon et al., 2009, os autores concluiram que devido a curta
viabilidade das sementes, a semeadura deve ser feita imediatamente apds a sua extracdo dos
frutos. Ainda de acordo com Dresch et al. (2012) é necessario desenvolver programas de
conservacdo de germoplasma da espécie, bem como, a realizacdo de estudos basicos sobre as
condicBes necessarias para 0 armazenamento, germinacdo das sementes e 0 estabelecimento
das plantulas, visando a producdo de mudas e a recomposicdo de vegetacao.

A criacdo de bancos de germoplasma, de acordo com Vieira et al. (2010) é de

fundamental importancia para a preservacdo da espécie, bem como, para a selecdo de
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populacbes mais resistentes, considerando que a espécie apresenta uma grande variabilidade
genética, pouca resisténcia a pragas e doencas e devido as caracteristicas dos frutos, pelicula
delgada e apresentarem por 90% de suco, os frutos sdo pouco resistentes ao transporte e ao
armazenamento. Segundo os mesmos autores, é também, de fundamental importancia, o
desenvolvimento de técnicas eficientes de propagacdo assexuada para a espécie.

Um dos métodos de propagacdo assexuada utilizado com sucesso no sentido de
preservacao de inimeras espécies, producdo de mudas e selecdo de plantas mais resistentes
tem sido encontrado nas técnicas de cultura de tecidos in vitro. A propagacdo in vitro ou
micropropagacéo apresenta inimeros beneficios, podendo citar a producdo em larga escala e
em curtos periodos de tempo (MORAES et al., 2010; ARRIGONI-BLANK et al., 2011), a
producdo de plantas uniformes ndo precisando se preocupar com a época do ano, a obtencao
de plantas mais resistentes & estressores bioticos e abioticos e livres de problemas
fitossanitarios (MORAES et al., 2010; DIAS et al., 2011), e, como ferramenta importante para

a manutencdo e o intercambio de germoplasma (BRAUN et al., 2010).

2.3. Cultivo in vitro

As técnicas de cultivo in vitro tém contribuido para a propagacdo de diferentes
espécies, sendo o método mais utilizado a micropropagacdo in vitro. Espécies vegetais que
ndo produzem sementes (plantas estéreis) ou as que produzem sementes recalcitrantes, as
quais ndo podem ser armazenadas por longos periodos de tempo, podem com sucesso ser
preservadas por meio de técnicas de cultivo in vitro (HUSSAIN et al., 2012).

O cultivo in vitro é iniciado a partir da inoculacdo, em condicBes assépticas, de
pequenos propagulos ou de fragmentos de tecidos e drgaos vegetais, denominados explantes,
em meio nutritivo sélido ou liquido, constituido, principalmente, de sais minerais, vitaminas e

fitorreguladores (GEORGE e SHERRINGTON, 1984).
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Os explantes podem regenerar 6rgdos vegetais (organogénese direta) ou plantas
completas idénticas a planta matriz, ou ainda dar origem a massas celulares denominadas
calos (organogénese indireta), que também podem regenerar plantas completas. A capacidade
de regeneracdo fundamenta-se na caracteristica de totipoténcia da célula vegetal, a qual
permite manifestar a capacidade de iniciar a formagdo de novo individuo (TORRES et al.,
2000). A capacidade de regeneracdo de plantas in vitro é considerada complexa, pois,
diferentes fatores externos e internos estdo envolvidos no controle do processo de
diferenciacdo, como exemplo, podemos citar o gendtipo, a fonte e as condigdes fisioldgicas
em que se encontram 0s explantes, a associacdo de reguladores vegetais exogenos, em
particular auxinas e citocininas, as caracteristicas do meio de cultura empregado e as
condicdes do ambiente de cultivo (LIMA et al., 2012; HUSSEIN e AQLAN, 2011).

As citocininas sdo utilizadas para promover o crescimento pela expansdo e
desenvolvimento de plantas estimulando a divisdo celular, regulam a sintese de proteinas que
estdo relacionadas diretamente com a formacao das fibras do fuso mitético, alem de inibirem
0 crescimento da parte aérea e do sistema radicular (CASTRO et al., 2007). Ja as auxinas,
promovem a divisao, diferenciacdo e alongamento celular e sdo responsaveis pela dominancia
apical. Em baixas concentracgdes, as auxinas auxiliam no crescimento normal de embrides e da
raiz, enquanto que em concentracbes mais elevadas, pode apresentar efeito inibitério ou
favorecer na formacéo de calos (PILET e SAUGY, 1987) auxiliando no cultivo in vitro. Um
dos métodos mais utilizados de cultivo in vitro é a micropropagagdo. Esta técnica é uma
forma de propagacdo assexuada com segregacdo genética reduzida (MORAES et al., 2010),
que permite a obtencdo de plantas livres de patdgenos, a producdo em larga escala e em
periodos de tempo pequenos (ARRIGONI-BLANK et al., 2011) e a producdo de plantas em

ambiente controlado e espaco reduzido, independente da influéncia de fatores ambientais,
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sazonais e geograficos, ampliando as perspectivas de exploragdo econémica das espécies
(SATO e YAMADA, 2008).

Geralmente, a micropropagacdo € iniciada a partir de explantes nodais caulinares
retirados de ramos vegetativos adultos. In vitro é dividida em trés fases distintas, o
estabelecimento da cultura em condicfes assépticas, a multiplicacdo (repicagem das brotacdes
produzindo inimeros clones) e o enraizamento das brotacdes, produzindo ao final plantas
completas. O sucesso da técnica depende principalmente da fase de estabelecimento in vitro.

Em espécies lenhosas, como a maioria das frutiferas, de acordo com Schuch e Erig
(2005), o estabelecimento in vitro apresenta dois problemas principais: a contaminacéo e a
oxidacdo. Em acréscimo a estes problemas, outro fator agravante esta na origem do material
utilizado como matriz para o estabelecimento in vitro. Na auséncia de um jardim clonal ou
plantas matrizes cultivadas em condi¢cdes controladas, os ramos vegetativos para o
estabelecimento in vitro da cultura devem ser obtidos diretamente de plantas oriundas do
campo, 0 que pode resultar em maior grau de contaminacdo e um baixo percentual de
sobrevivéncia.

Entre os trabalhos desenvolvidos com o objetivo de realizar a propagacao assexuada e
in vitro de guavira encontra-se 0 de Azambuja (2013). A autora realizou diversos
experimentos com o objetivo de estabelecer in vitro a espécie a partir de segmentos nodais de
plantas matrizes adultas obtidas diretamente do campo. Os fatores avaliados na sua grande
maioria foram agentes antimicrobianos, tais como, hipoclorito de sodio, hipoclorito de célcio,
rifampicina, tetraciclina, carbendazim e cloreto de mercurio, e diferentes concentracfes e
tempos de exposicdo dos explantes aos mesmos, bem como, agentes antioxidantes, com o
objetivo de reduzir a oxidacdo dos explantes, fato comum em espécies lenhosas. Os resultados
obtidos por Azambuja (2013) demonstraram que a espécie apresenta uma elevada incidéncia

de bactérias e fungos, indicando uma possivel contaminacdo enddgena do material vegetativo

16



utilizado, e uma elevada taxa de oxidacdo, o que por sua vez, resultou num baixo percentual
de estabelecimento e sobrevivéncia dos explantes in vitro.

Na inexisténcia de um jardim clonal com qualidade fitossanitaria, uma alternativa para
a obtencdo de explantes sadios encontra-se na propagacao de material vegetativo proveniente
de plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro. De acordo com Gricoletto (1997) o uso
de plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro, reduz a contaminacdo e a baixa resposta

morfogenética dos tecidos arbéreos adultos, o que serd abordado nos préximos capitulos.
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CAPITULO I:
Effects of seed origin, storage conditions, and gibberellic acid on in vitro
germination of guavira seeds

Claudia Roberta Damiani*, Leandro Darc da Silva!, Ademir Goelzer! and
Thamiris Gatti Déo*

!Laboratério de Biotecnologia Vegetal - Faculdade de Ciéncias Biolégicas e Ambientais
(FCBA), Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) - Rodovia Dourados -
Itahum, Km 12, CEP: 79804-970, Dourados — MS, e-mail: claudiadamiani@ufgd.edu.br

ABSTRACT

Guavira seeds (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg) are recalcitrant and
rapidly lose viability upon removal from the fruit, making difficult the long-term
storage. In vitro germination could be used as an important tool to overcome the issues
related to this short viability. It might help seed conservation and species propagation.
The purpose of this study was to evaluate in vitro germination of guavira seeds
collected from different sites and stored under different storage conditions. Also, the
inoculation of these seeds in MS medium supplemented with different concentrations of
gibberellic acid (GA3) was evaluated. We evaluated germination rate, the average length
of the shoot and main root, and the number of leaves. Inoculated guavira seeds
immediately after harvest and treated with GAg, regardless concentration, increased
germination rate by at least 10%, whereas 1.0 mg L™ GAs resulted in 100% germination.
The shoot length increased linearly with increasing concentration of the growth
regulator. Different concentrations of GA3z had no effect on the development of the main
root and leaves. Seeds acquired from a local farmer’s market showed lower germination
rate than those inoculated immediately after harvesting, and did not differ in the rate of
germination under different treatments with GAs3. Furthermore, around 25% of those

seedlings had abnormal leaf morphology. Guavira seeds stored at 4°C and —20°C for 60
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days did not germinate successfully, suggesting that seeds under cold storage conditions
cannot be used for germplasm purposes.

Key words: Campomanesia adamantium, Cerrado, Myrtaceae, Temperature.

INTRODUCTION

Guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg) is a native species to
Cerrado belonging to the myrtle family Myrtaceae. Fruit is rich in phenolics
compounds, with great antioxidant activity (Giada & Mancini Filho, 2006) and due its
sweetness and aromatic flavor it offers good market acceptance (Vieira et al., 2010). In
addition to the unique flavor and nutraceutical properties of its fruit, this species
presents desirable agronomic traits such as a high fruit per plant ratio (Melchior et al.,
2006) and high genetic variability, which are useful for cultivar development and
genetic selection (Oliveira et al., 2011).

Given these traits, guavira is a good prospect for commercial production (Vieira
et al., 2010). However, guavira is not presently cultivated in commercial orchards, so
fruits are directly harvested from natural populations. Several factors have limited the
expansion of commercial orchards, such as the limited natural range of this species,
susceptibility to insects and diseases, and poor post-harvest preservation during
transport and storage (Vieira et al., 2010). However, the greatest limitation is the plant
(seedling) propagation due to the recalcitrance characteristics and low seed germination
efficacy (Melchior et al., 2006; Scalon et al., 2012; Dresch et al., 2012). Therefore,
basic researches on seed storage, germination, establishment conditions (Dresch et al.,
2012), as well as the development of new and efficient asexual propagation techniques

(Vieira et al., 2010) becomes critically important in order to producing seedlings,
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establishing a germplasm collection for preservation, and developing commercial
production.

In vitro tissue culture has been successfully used for species preservation,
seedling production, and selection of disease-resistant plants. In vitro propagation or
micropropagation presents countless benefits, including rapid mass production (Moraes
et al., 2007; Arrigoni-Blank et al., 2011), year-round production of uniform plants,
increased biotic and abiotic stress resistance, elimination of phytosanitary problems
(Moraes et al., 2007; Dias et al., 2011), and facilitation of germplasm maintenance and
exchange (Braun et al., 2010). Field-grown or wild plants may not provide a suitable
source for in vitro culture due to endogenous contamination, according to Soares et al.
(2009). Whereas healthy explants can be developed from vegetative material grown
from seeds germinated in vitro. However, Oliveira et al. (2013) highlights that an
embryo is the result of genetic recombination with a different genotype limiting the
cloning process of superior individuals established in the field. For all these reasons, our
research objective was to evaluate the efficiency of in vitro germination of guavira
seeds under different gibberellic acid treatments.

In vitro germination and high quality seedling establishment (great vigor and
phytossanitary conditions) may be used to initiate in vitro micropropagation. These
techniques will assist in guavira conservation and seedling production, avoiding the

limitations imposed by propagation via seed.

MATERIAL AND METHODS

Guavira fruits, Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg were harvested in

November 2013 from plants grown at the Garden of Medicinal Plants at the Faculdade
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de Ciéncias Agrarias, Universidade Federal da Grande Dourados, Mato Grosso do Sul
(MS), Brazil. In November 2014, fruits were obtained from a farmer’s market in
Dourados city (MS).

The fruits were pulped and the seeds were separated under running water. In a
laminar flow cabinet, seeds were rinsed with 70% ethanol, immersed in 2.5% sodium
hypochlorite for 5 minutes, washed three times in sterilized water, and superficially
dried with sterilized filter paper. After this procedure and in order to sterilize external
surfaces seeds were used in one of five experiments designed under a completely
randomized design. In the first two experiments, the initial germination capacity of the
seeds was immediately evaluated. For the other experiments, the seeds were stored in
brown paper bags for 60 days at one of the following temperatures: £25°C (ambient
conditions maintained by air conditioning), 4°C, or —20°C. After storage, seed surfaces
were sterilized a second time as previously described. All experiments tested the effects
of different concentrations of gibberellic acid (GA3) on germination efficacy.

In the first experiment, seeds from the local garden were treated with different
GA; concentrations: 0 (control), 1.0, 2.0, 3.0, or 4.0 mg L™. Each of the five treatments
included four replicates of three culture flasks with seven seeds each. In the other
experiments seeds from a local farmer’s market were treated with different GA;z
concentrations: 0 (control), 2.5, 5.0, 7.5, or 10 mg L™. Each of the five GAg treatments
included five replicates of one culture flask with five seeds each. In every experiment
seeds were inoculated in 260 mL glass culture flasks containing 30 mL of MS culture
medium (Murashige & Skoog, 1962), with 30 g L™ of sucrose, 100 mg L™ of myo-
inositol, 6 g L™ of agar, and the specified concentration of gibberellic acid (GAs), with

the final pH adjusted to 5.8. The medium was sterilized in an autoclave for 20 minutes
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at 121°C, under 1.5 atm of pressure.

After inoculation, the flasks were transferred to a growth chamber set at 25°C *
2°C. Seeds from the garden were subjected to an initial 15-day period of darkness,
while seeds from the market were kept in darkness for 7 days; after this period, all seeds
were grown under lights with a photosynthetic photon flux density of 45 pmol m?s™
and a photoperiod of 14 hours.

After day 45, seeds from the local garden fruit were scored for percent of
germination, average length of shoot (cm), average length of the main root (cm), and
average number of leaves. After day 30, seeds from farmer’s market fruit were scored
for germination rates (total = seeds that developed roots; normal = seedlings with root
and leaf; abnormal = seedlings with stem axis but no leaves), average length of shoot
(cm), average length of the main root (cm), and average number of leaves.

Percentage data were tranformed to arcsine values, while count and continuous
data were transformed to square root prior ANOVA analysis. Means were compared by
polynomial regression using the statistics software package Winstat (Machado et al.,

1999).

RESULTS AND DISCUSSION

According to the ANOVA different concentrations of gibberellic acid (GA3)
showed a significant effect (p=0.05) on in vitro germination of seeds collected from the
garden and immediately inoculated after harvest (Table 1). Farmer’s market fruit seeds

did not show a significant response to difference concentrations of GAz (Table 2).
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Table 1. Analysis of variance (ANOVA) summary for the in vitro germination of
guavira seeds (Campomanesia adamantium) extracted from fruit collected in the local
garden. Germination — G (%); Average length of shoots — ALS (cm); Average length of
main root — ALMR (cm) and Average number of leaves — ALL.

SV DF MS

G ALS ALMR ALL
GA; concentration 4 0.13" 0.65"™ 0.14"™ 0.01™
Residue 12 0.03 0.29 0.10 0.02
VC (%) 116 123 17.3 7.9
OA 96.3 4.4 1.8 2.4

** *and ns, significant at 1% e 5% and non-significance, respectively, by the test F.
SV- Source of Variation; DF- Degrees of Freedom; SM- Mean Square; VC - Variation
Coefficient; OA - Overall average.

Table 2. Analysis of variance (ANOVA) summary for the in vitro germination of
guavira seeds (Campomanesia adamantium) extracted from fruit exposed at the local
farmer’s market. Germination — G (%); Germination of normal plants — GNP and
abnormal - GAP; Average length of shoots — ALS (cm); Average length of main root —
ALMR (cm) and Average number of leaves — ALL.

SV DF SM

G GNP GAP ALS ALMR ALL
GA; concentration 4 004" 016™ 0124™ 017® 0.03™ 0.48™
Residue 16 0.05 0.10 0.12 0.07 0.13 0.17
VC (%) 30.5 69.5 79.5 20.9 28.2 29.3
OA 49.6 26.1 24.3 1.2 1.2 1.8

** *and ns, significant at 1% e 5% and non-significance, respectively, by the test F.
SV- Source of Variation; DF- Degrees of Freedom; SM- Mean Square; VC - Variation
Coefficient; OA - Overall average.

Garden seeds that were inoculated right after harvest presented significant
differences in percent germination when treated with different concentrations of GAs.
The addition of GA;3 to the culture medium, regardless of concentration, increased the
percent of germination by approximately 10% over the control. Maximum germination
(100%, Figure 1A) was observed at 1.0 mg L™ GAs. For the seeds from market fruits,
percent of germination did not differ at different concentrations of GA3, except at 10 mg

L™ At this concentration (10 mg L™), an approximately 10% increase in germination

was observed compared to the control (GA; free), respectively, 48 and 60% (Figure 1B).

27



1007 L SR PO $ o 100 8 |

....... --¢- Total
4 . =-1.7x2 + 8.46x + 89.58
0§ Y R2=0.76 % --m- Normal seedlings
80 80 --A-- Abnormal seedlings
70 - 70
X
<60 - 60 .
o ’_‘,—" ns
& 50 50 qooonooooone . L
S 40 40 \ +* /,—"\\\ns
30 - 30 . m A
TeeeomT
20 - 201 7 A Ao ns,
10 - 10 % e
0 T T T 1 n T T T T d
0 1.0 2.0 3.0 4.0 0 25 5.0 7.5 10
GAs(mgL?) GA; (mg L)

Figure 1. The effect of gibberellic acid (GAs3) in the MS medium on in vitro
germination of guavira (Campomanesia adamantium). A) Seeds extracted from fruit
collected at the local garden. B) Seed extracted from fruit exposed at the local farmer’s
market.

In the first and second experiments, the seeds were inoculated immediately after
surface sterilization, but garden and market seeds had different germination rates. These
differences might be related to the amount of time between harvest and seed extraction.
Guavira seeds are known to lose their viability when kept in the fruit, and they
germinate most successfully right after harvest (Melchior et al., 2006). We could not
establish a harvest date for the market fruits, but the seeds had already lost viability
compared to those from the freshly harvested garden fruits. More research will be
needed to identify the factors that lead to the reduction of viability.

Market seeds that were treated with 10 mg L™ of GA; showed abnormal
morphology in approximately 25% of the seedlings (Figure 1B), with the primary leaves
atrophied or undeveloped. The development of incomplete or abnormal seedlings may

be attributed to fruit harvest time and storage conditions. The harvest date and storage

conditions prior to selling might affect factors that are essential for proper seedling
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development. According to Dresch et al. (2012), seedlings from seeds exposed to high
temperatures (35 °C) had both poor growth and development, curved and bulky
hypocotyl compared to seeds exposed to lower temperatures (25 °C), evidencing the
effect of temperature on seedling development.

In the polynomial regression using garden seeds, shoot length demonstrated a
linear response to the concentration of GA3; (Figure 2A). The longest shoots (4.8 cm)
grew in the culture medium with 4.0 mg L™ of GAs. In market seeds, different
concentrations of GA; did not affect shoot length over the control; average seedling
length was 1.2 cm (Figure 2B). Main root development was not influenced by
gibberellic acid at any concentration in any of the experiments (Figure 2A and B).
Soares et al. (2012) reported a positive influence of GA3; on the shoot length in the
orchid Dendrobium nobile Lindl. They also observed that plant height increased linearly
with the increase of GAs; concentration, suggesting a correlation between the two.
According to Santos et al. (2013), gibberellin use may inhibit or minimize the impact of
adverse factors in the quality and performance of seeds, and gibberellins increase the
speed at which seeds emerge and aid in seedling development. During in vitro
propagation, species that are sensitized by gibberellic acid elongate more rapidly and
can be transferred from culture more quickly, allowing efficient production of large

numbers of robust individual plants (Alcantara et al., 2014).
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Figure 2. Average length of shoots (ST) and main root (MR) of guavira seedlings
(Campomanesia adamantium) germinated and in vitro cultivated in MS medium with
different gibberellic acid (GA3) concentrations. A) Seeds extracted from fruit collected
at the local garden. B) Seed extracted from fruit exposed at the local farmer’s market.
Simdes et al. (2012) studied the effect of gibberellins, at the same concentrations
we tested with the garden seeds, during in vitro germination of long pepper (Piper
hispidinervum C. DC.), and contrary to our results, the authors found that shoot length
responded negatively, with the longest shoots observed at the lowest concentration, 1.0
mg L™ of GAs. It is important to emphasize that growth regulators can affect cultivated
species in different ways, and the classes, concentrations (Bastos et al., 2007), and
presence of endogenous phytoregulators can induce different responses in plants (Dias
et al., 2008). Although Eucalyptus dunnii Maiden belongs to the same family
(Myrtaceae) as guavira, Navroski et al. (2013) did not find that GA; had a positive

effect on the in vitro shoot elongation of this species. Treatment with GA;z reduced

germination and shoot length while increasing callus formation.
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Species respond differently to gibberellins depending on tissue type,
developmental stage, hormone concentration, and interactions with endogenous factors.
Different concentrations of GA; did not influence root growth, regardless of seed origin
or storage treatment. Torres and Borges (2013) found similar results with Capsicum
frutescens L. (chili pepper), with no significant difference in seedling root growth
between the control and treatments with gibberellin. In contrast, Simdes et al. (2012)
found that the same concentrations of GA3 that we used with the garden seeds reduced
root length in long pepper (Piper hispidinervum) seedlings. However, according to
Lima et al. (2009), in many species, including passion fruit, tangerine, soursop, and
lemon trees, gibberellins promote cellular stretching and stimulate the primary root to
break the tissues that restrict its growth.

We did not find a significant difference in the average number of leaves between
seed types or among treatments (Figure 3A and B). However, seedlings from market
seeds had a greater average number of leaves when germinated in the presence of GA3;
(Figure 3B). Machado et al. (2005) studied the effects of different concentrations of
gibberellins during the acclimatization process in micropropagated rootstock of the
apple cultivar Marubakaido and observed that the number of leaves was positively
affected. They found that gibberellic acid induced the plants to produce a larger number

of leaves by overcoming apical bud dormancy.
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Figure 3. Average number of leaves of guavira seedlings (Campomanesia
adamantium), germinated and in vitro cultivated in MS medium with different
gibberellic acid (GA3) concentrations. A) Seeds extracted from fruit collected at the
local garden. B) Seed extracted from fruit exposed at the local farmer’s market.

Garden seeds germinated right after harvest (Figure 4A) showed an increase in
shoot length and leaf number in the presence of GA3; compared to the control, although
shoot length and number of leaves were not influenced by different concentrations of
the regulator. Seedlings from market seeds (Figure 4B) that were germinated in a
medium containing GA; showed better leaf blade developed, longer internodes, and a
thicker main root when compared to the control. Seeds stored at ambient temperature
(approximately 25°C) germinated prematurely and became contaminated with fungi
during storage, probably due to the combination of relatively high humidity and
temperature, precluding their use in further experiments. The seeds stored at 4°C and
—20°C for the period of 60 days lost their germinative power, with no germination

observed 30 days after in vitro inoculation. Our results corroborated those of Melchior

et al. (2006) and Scalon et al. (2009), where the authors showed that guavira seeds
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presented recalcitrance, lost germinative power during storage, and only germinated

successfully when obtained from fruits right after their harvest and pulping.

n 0 (Control) 1.0mgL? 20mgL? 3.0mgL? 40mg L1

0 (Control) 25mg L1 50mg L1 75mgL? 10mg L1

Figure 4. General appearance of guavira seedlings (Campomanesia adamantium),
germinated and in vitro cultivated in MS medium with different gibberellic acid (GAs)
concentrations. A) Seeds extracted from fruit collected at the local garden. B) Seed
extracted from fruit exposed at the local farmer’s market.
CONCLUSION

The use of gibberellic acid, regardless concentration, promoted an increase of
10% in germination of seeds inoculated in a culture medium right after fruit harvest,
however the use of 1.0 mg L™ lead to 100% germination. Shoot length increased
linearly as the growth regulator concentration increased. At the studied concentrations,
GA; did not affect main root and leaf development. Seeds extracted from fruits at the
farmer’s market had lower a germination rate and did not respond to the different
treatments with gibberellic acid. The seeds had an elevated percentage (£25%) of
seedlings with abnormal leaf morphology. Seeds stored at 4°C and —20°C for 60 days

did not germinate, whereas seeds stored at ambient temperature (+25°C) germinated

prematurely. These storage conditions are not suitable for seed conservation.

33



ACKNOWLEDGEMENTS

The authors acknowledge the scholarships provided and financial support by the
National Council for Scientific and Technological Development (CNPq, Brazil) and the
Fundacéo de Apoio ao Desenvolvimento do Ensino, Ciéncia e Tecnologia do Estado de

Mato Grosso do Sul (FUNDECT-MS).

REFERENCES

ALCANTARA, G. B. de; MACHADO, M. P.; RIBEIRO, D. de S.; WIPPEL, H. H,;
BESPALHOK FILHO, J. C.; OLIVEIRA, R. A. de; DAROS, E. Multiplicacéo,
alongamento e enraizamento de brotacbes in vitro de clones de cana-de-agucar
submetidos a diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina e &cido giberélico.

Journal of Biotechnology and Biodiversity, v.5, n. 1, p. 20-25, 2014.

ARRIGONI-BLANK, M.F.; SANTOS A. V.; BLANK A. F. Organogénese direta e
aclimatizacdo de plantas de patchouli. Horticultura Brasileira, v. 29, n. 2, p. 145-150,

2011. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-05362011000200002

BASTOS, L.P.; MOREIRA, M.J.S.; COSTA, M.AP. de C.; ROCHA, M.C. da;
HANSEN, D. de S.; SILVA, S.A.; DANTAS, A.C.V.L.; SOUSA, C. da S. Cultivo in
vitro de mangabeira (Hancornia speciosa). Revista Brasileira de Biociéncias, v.5, supl.

2, p.1122-1124, 2007.

BRAUN, H.; LOPES, J.C.; SOUZA, L.T. de; SCHMILDT, E.R.; CAVATTE, R.P.Q,;
CAVATTE, P.C. Germinacdo in vitro de sementes de beterraba tratadas com acido
giberélico em diferentes concentracGes de sacarose no meio de cultura. Semina:

Ciéncias Agrarias, v.31, n.3, p.539-546, 2010.

34


http://dx.doi.org/10.1590/S0102-05362011000200002

DIAS, G. de M.G.; CARVALHO, A.C.P.P. de; PINHEIRO, M.V.M.; MORAIS, J.P.S.
Micropropagagdo de abacaxi ornamental (Ananas comosus var. ananassoides) por
estiolamento e regeneragdo de plantulas. Plant Cell Culture & Microporpagation, v.4,

n.1, p.1-7, 2008. http://dx.doi.org/10.1590/S0102-05362009000100021

DIAS, M.M.; PASQUAL, M.; ARAUJO, A.G.; SANTOS, A. dos; OLIVEIRA, A.C.
de; RODRIGUES, V.A. Concentragdes de reguladores vegetais no estiolamento in vitro

de ananas do campo. Semina: Ciéncias Agrarias, v. 32, n. 2, p. 513-520, 2011.

DRESCH, D.M., SCALON, S. de P.Q.; MASETTO, T.E.; VIEIRA, M.C. Germinacgéo
de sementes de Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg em diferentes
temperaturas e umidades do subtrato. Scientia Forestalis, v.40, n.94, p. 223-229, 2012.

http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452013000100030

GIADA, M.L.R.; MANCINI FILHO, J. Importancia dos compostos fendlicos da dieta
na promocao da salde humana. Publicatio UEPG: Ciéncias Biologicas e da Saude, v.4,

n.12, p.7-15. 2006.

LIMA, C.S.M.; BETEMPS, D.L.; TOMAZ, Z.F.P.; GALARCA, S.P.; RUFATO, A. de
R. Germinacdo de sementes e crescimento de maracuja em diferentes concentracdes do
acido giberélico, tempos de imersdo e condigdes experimentais. Revista Brasileira de

Agrociéncia, v. 15, n. 1-4, p. 43-48, 2009.

MACHADO, AA.; SILVA, J.G.C.; SILVEIRA JUNIOR, P.; CONCEICAO, AR.

Winstat-sistema de analise estatistica para Windows, 1999.

MACHADO, M. P.; BIASI, L. A;; COSTACURTA, M. A. Aplicacdo de é&cido
giberélico em mudas micropropagadas do porta-enxerto de macieira marubakaido.

Scientia Agraria, v.6, nl, p. 55-58, 2005.

35


http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452013000100030
http://dx.doi.org/10.1590/S0102-05362009000100021

MELCHIOR, S.J.; CUSTODIO, C.C.; MARQUES, T.A.; MACHADO NETO, N.B.
Colheita e armazenamento de sementes de gabiroba (Campomanesia adamantium
Camb. — Myrtaceae) e implicacdes na germinacdo. Revista Brasileira de Sementes, v.28,

n.3, p.141-150, 2006. http://dx.doi.org/10.1590/S0101-31222006000300021

MORAES, AM.; ALMEIDA, F. de A.C.;, CAZE FILHO, J. Desinfestacio e
estabelecimento in vitro de gemas axilares de abacaxizeiro. Tecnologia e Ciéncia

Agropecuéria, v.1, n.2, p.39-44, 2007.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and biossay with

tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-497, 1962.

NAVROSKI, M.C.; REINIGER, L.R.S.; PEREIRA, M. de O.; CURTI, AR.; PAIM,

A.F. Alongamento in vitro de genotipos de Eucalyptus dunnii Maiden. Cerne, v.19, n.4,

p.545-550, 2013. http://dx.doi.org/10.1590/S0104-77602013000400003

OLIVEIRA, L.S.; DIAS, P.C.; BRONDANI, G.E. Micropropagacdo de espécies
florestais brasileiras. Pesquisa Florestal Brasileira, v.33, n.76, p.439-453, 2013.

http://dx.doi.org/10.4336/2013.pfh.33.76.481

OLIVEIRA, M. C de.; SANTANA, D. G de.; SANTOS, C. M dos. Biometria de frutos
e sementes e emergéncia de plantulas de duas espécies frutiferas do género
Campomanesia. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 33, n. 2, p. 446-455, 2011.

http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452011005000069

SANTOS, C.A.C. dos; VIEIRA, E.L.; PEIXOTO, C.P.; LEDO, C.A. da S. Germinagédo
de sementes e vigor de plantulas de maracujazeiro amarelo submetidos a acdo do acido

giberélico. Biocience Journal, v. 29, n.2, p. 400-407, 2013.

36


http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452011005000069
http://dx.doi.org/10.4336/2013.pfb.33.76.481
http://dx.doi.org/10.1590/S0101-31222006000300021
http://dx.doi.org/10.1590/S0104-77602013000400003

SCALON, S. de P.; OSHIRO, A. M.; DRESCH, D. M. Conservacdo pos-colheita de
guavira (Campomanesia adamantium Camb.) sob diferentes revestimentos e
temperaturas de armazenamento. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 34, n.4, p. 1022-

1029, 2012. http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452012000400008

SCALON, S. de P.Q.; LIMA, AA. de; SCALON FILHO, H.; VIEIRA, M. do C.
Germinagdo de sementes e crescimento inicial de mudas de Campomanesia
adamantium Camb.: efeito da lavagem, temperatura e de bioestimulantes. Revista

Brasileira de Sementes, vol.31, n.2, p.096-103, 2009. http://dx.doi.org/10.1590/S0101-

31222009000200011

SIMOES, M.A.; VASCONCELOS, J.M.; OLIVEIRA, J.P. DE; BELTRAO, R.T;
MANFIO, C.E.; FERMINO JUNIOR, P.C.P.; RAPOSO, A. Efeito do acido giberelido
(AG3) no alongamento in vitro de plantulas de pimenta longa (Piper hispidinervum
C.DC.) durante a micropropagacdo. Amazonia: Ciéncia & Desenvolvimento, v.7, n.14,

2012.

SOARES, F.P.; PAIVA, R.; STEIN, V.C.; NERY, F.C.; NOGUEIRA, R.C,;
OLIVEIRA, L.M. de. Efeito de meios de cultura, concentracbes de GA3 e pH sobre a
germinacdo in vitro de mangabeira (Hancornia speciosa Gomes). Ciéncia e
Agrotecnologia, v.33, edicdo especial, p.1847-1852, 2009.

http://dx.doi.org/10.1590/S1413-70542009000700025

SOARES, J.S.; ROSA, Y.B.C.J.; SUZUKI, R.M.; SCALON, S.P.Q.; ROSA JUNIOR,
E.J. Germinagdo assimbidtica e desenvolvimento de Dendrobium nobile Lindl. sob
efeito de reguladores vegetais no tratamento pré-germinativo. Revista Brasileira de

Plantas Medicinais, v.14, n.4, p.617-623, 2012. http://dx.doi.org/10.1590/S1516-

05722012000400007

37


http://dx.doi.org/10.1590/S0101-31222009000200011
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-05722012000400007
http://dx.doi.org/10.1590/S0100-29452012000400008
http://dx.doi.org/10.1590/S1516-05722012000400007
http://dx.doi.org/10.1590/S0101-31222009000200011
http://dx.doi.org/10.1590/S1413-70542009000700025

TORRES, R.C.; BORGES, K.C.A.S. Acdo da giberelina no crescimento de pimenta
(Capsicum frutescens). Cadernos UniFOA. Edicdo Especial Ciéncias da Saude e
Bioldgicas / Centro Universitario de Volta Redonda. Ano VIII, Volta Redonda: FOA,

maio de 2013, 189p.

VIEIRA, R.F.; AGOSTINI-COSTA, T.S.; SILVA, D.B.; SANO, S.M.; FERREIRA,
F.R. Frutas nativas da regido Centro-oeste do Brasil. 1* Ed. Brasilia, Embrapa

Informacdo Tecnoldgica, 2010, v.1, 322 p.

38



CAPITULO I1: Efeito do TDZ e ANA na organogénese in vitro de Campomanesia

adamantium a partir de explantes foliares, internodais e radiculares

RESUMO

O desenvolvimento de técnicas eficientes de propagacdo assexuada da guavira,
Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg., é de fundamental importancia para a
conservacdo da espécie, considerando as limitagcBes encontradas na propagagdo seminifera,
impostas pela recalcitrancia e perda de poder germinativo das sementes. Neste sentido,
técnicas de propagacao assexuada via cultivo in vitro, poderdo contribuir para a producao de
mudas, bem como, para a conservacdo de bancos de germoplasma da espécie. Este trabalho
foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade organogénica in vitro de guavira.
Utilizou-se explantes radiculares e internodais e avaliou-se o efeito dos reguladores de
crescimento, TDZ e ANA, nas concentracdes de 5,0 uM e 1,0 uM, respectivamente € a
combinacgéo destes, nas respectivas concentracdes, bem como, explantes foliares e o efeito de
diferentes concentracdes de TDZ (5,0; 10; 15 ¢ 20 uM) suplementados com 1,0 uM de ANA e
tratamento controle, sem adicé@o de regulador de crescimento. Aos 56 dias de cultivo concluiu-
se que explantes internodais sdo mais responsivos para a formacdo de calos (84%), quando
comparados aos explantes foliares (69%) e radiculares (42,7%), poréem, em nenhuma das
concentracdes testadas de TDZ, ANA e TDZ+ANA houve emissdo de brotacdes. Explantes
internodais ndo apresentaram oxidacdo, sendo esta observada em maior intensidade em
explantes foliares (41%), seguido de 14,7% em explantes radiculares. Desta forma, a
combinagdo de 5,0 uM de TDZ e 1,0 uM de ANA é mais adequada para o0 processo de
calogénese, pois mantém a producéo de calos em 100% em explantes internodais, e, eleva a
formacdo de calos em explantes radiculares, de 20 para 64%. Em explantes foliares, o uso de
5,0, 10; 15 e 20 uM de TDZ suplementado com 1,0 uM de ANA, nédo exerceram influéncia
sobre a formacao de calos.

Palavras-chave: Reguladores, Guavira, Calo, Oxidacao.
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CAPITULO II: Effect of TDZ and NAA on in vitro organogenesis of Campomanesia

adamantium from leaf, root and internodal explants

ABSTRACT

The development of efficient asexual propagation techniques of ‘guavira’, Campomanesia
adamantium (Camb.) O. Berg., has fundamental importance for the conservation of the
species, considering the limitations found in the seminiferous spread, imposed by the
recalcitrance and loss of germination of seeds . In this sense, asexual propagation techniques
via in vitro culture can contribute to the production of seedlings, as well as for the
conservation of germplasm banks of the species. This work was carried out to evaluate in
vitro organogenic capacity of ‘guavira’. Internodal and radicular explants were used to
evaluate the effect of growth regulators, TDZ and NAA at concentrations of 5.0 uM and 1.0
uM, respectively, and a combination of these at the respective concentrations, as well as leaf
explants and the effect of different TDZ concentrations (5.0, 10, 15 and 20 uM) supplemented
with 1.0 uM NAA and control treatment, without added growth regulators. After 56 days of
cultivation it was concluded that internodal explants are more responsive for callus formation
(84%), when compared to leaf explants (69%) and root explants (42.7%), but in none of the
tested concentrations TDZ, NAA and NAA+TDZ had shoots emission. Internodal explants
showed no oxidation, this one being observed with greater intensity in leaf explants (41%),
followed by 14.7% of root explants. Thus, the combination of 5.0 uM of TDZ and 1.0 uM of
NAA is more appropriate for callus induction process, because it keeps the production of
callus on 100% by internodal explants, and increases the formation of callus in root explants
from 20 to 64%. In foliar explants, the use of 5,0 and 10; 15:20 uM of TDZ supplemented
with 1.0 uM of NAA, did not exercise influence over the formation of calluses.

Keywords: Regulators, Guavira, Callus, Oxidation.
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INTRODUCAO

A Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg, conhecida popularmente como
guavira, € uma espécie frutifera nativa do bioma Cerrado, pertencente a familia Myrtaceae
(LORENZI et al., 2006). A espécie apresenta potencial para cultivo comercial e exploracdo
sustentavel em curto prazo (VIEIRA et al., 2010) devido as suas caracteristicas agrondémicas
desejaveis, como alto rendimento de frutos por planta (MELCHIOR et al., 2006) e qualidade
nutricional dos frutos. Apresenta teores elevados de é&cido ascérbico, minerais, fibras
alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos permitindo sua utilizagdo in natura, ou em
industrias, como exemplo em fabrica de alimentos e de bebidas (VALLILO et al., 2006).

Entre os principais problemas encontrados com relacdo a espécie, destaca-se a
pequena extensdo da safra, pouca tolerancia a pragas e doencas e baixa resisténcia ao
transporte e armazenamento dos frutos depois da coleta (VIEIRA et al., 2010), além da
limitacdo na propagacdo sexuada imposta pela recalcitrancia e perda do poder germinativo
das sementes (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al., 2006; SCALON et al., 2009;
DRESCH et al., 2012).

O desenvolvimento de técnicas eficientes de propagacdo assexuada da guavira, de
acordo com Vieira et al. (2010) é fundamental para a conservacdo da espécie e selecdo de
populacdes mais resistentes a pragas e doencas. Neste sentido, as técnicas de cultura de
tecidos vegetais tém contribuido significativamente na propagacdo e conservacdo das mais
variadas espécies, aléem de serem utilizadas na formacdo de bancos de germoplasma.
Adicionalmente, de acordo com Singh et al. (2011), as técnicas de cultivo in vitro podem
também ser Uteis como ferramentas para o melhoramento genético de culturas e para
investigar a producdo de importantes metabdlitos secundarios.

Dentre os métodos de cultivo in vitro mais utilizados encontra-se a micropropagacao,

uma forma de propagacdo assexuada com segregacdo genética reduzida a qual permite a
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obtencédo de plantas livres de patdgenos. Outros beneficios sdo a producdo em larga escala e
em periodos de tempo pequenos, a producdo de plantas uniformes independentemente da
época do ano (ARRIGONI-BLANK et al., 2011; MORAES et al., 2010), bem como, por ser
um processo de clonagem, a manutencdo de caracteristicas genéticas importantes a partir de
matrizes selecionadas.

A técnica de micropropagacdo pode ser realizada por meio de organogénese ou
embriogénese somatica. A organogénese pode ser direta quando ocorre a partir de tecidos do
explante ou de pequenas proliferaces destes, acarretando na formacéo de brotos e pode ser
indireta, em que o explante necessariamente passa pela fase de calogénese e a partir de calos
séo gerados os brotos (REZENDE et al., 2008).

Tanto a inducdo de calos, como a regeneracdo de plantas in vitro é considerada
complexa, pois diversos fatores estdo envolvidos, externos e internos, como por exemplo, o
genotipo, a fonte e as condicOes fisioldgicas em que se encontra o explante, a associacao de
reguladores vegetais exdgenos, em particular, auxinas e citocininas, as caracteristicas do meio
de cultura empregado e as condi¢cdes do ambiente (HUSSEIN e AQLAN, 2011; LIMA et al.,
2012; SHERKAR e CHAVAN, 2014). Dentre as citocininas utilizadas no processo de
organogénese in vitro, o thidiazuron (TDZ) é reconhecidamente um dos reguladores de
crescimento mais efetivo no controle e inducdo da morfogénese in vitro (ACHARJEE et al.,
2012). As auxinas pertencem a uma classe de reguladores vegetais que participam de muitos
aspectos do crescimento e desenvolvimento das plantas, como pode ser citado o seu efeito
sobre aumento da resposta rizogénica, induzindo os primordios radiciais visando o
enraizamento (CAMARGO e VIEIRA, 2001).

No intuito de contribuir para o desenvolvimento de técnicas de propagacdo assexuada
da espécie, tanto para obtencdo de mudas, bem como visando a conservacdo do germoplasma,

este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade organogénica in vitro
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de guavira a partir de diferentes explantes, foliares, radiculares e internodais e submetidos a
tratamentos com diferentes concentracdes e combinagdes dos reguladores de crescimento,

TDZ e ANA.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal foi obtido de plantas matrizes de guavira, Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg. cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de
Ciéncias Agréarias (FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD). Os
experimentos foram desenvolvidos nos Laboratorios de Botanica e Multiuso, da Faculdade de
Ciéncias Biologicas (FCBA) e Ambientais, da UFGD, Dourados — MS, no periodo de agosto
de 2013 a junho de 2014.

Para atingir os objetivos propostos realizaram-se dois experimentos, em delineamento
inteiramente casualizado. No primeiro experimento avaliou-se a capacidade organogénica de
explantes radiculares e internodais, retirados de plantulas obtidas de sementes previamente
germinadas in vitro, com aproximadamente 1,0 cm, e o efeito dos reguladores de crescimento,
TDZ ((thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)) e ANA (&cido naftalenoacético),
utilizando 5,0 uM e 1,0 uM, respectivamente € a combinacdo destes, nas mesmas
concentracdes, obtendo-se um fatorial 2x3, totalizando seis tratamentos. Cada tratamento foi
constituido de cinco repeticBes, sendo cada repeticdo composta por um frasco de cultivo
contendo cinco explantes.

No segundo experimento avaliou-se a capacidade organogénica de explantes foliares
retirados de brotacdes advindas do estabelecidos in vitro de ramos vegetativos e o efeito de
diferentes concentra¢fes de TDZ (5,0; 10; 15 e 20 pM) combinadas com 1,0 uM de ANA,
comparados ao tratamento controle (0), sem adicdo de regulador de crescimento. Cada

tratamento foi constituido de quatro repeticdes, sendo cada repeticdo composta por cinco
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tubos de ensaio contendo uma folha com aproximadamente 1,0 x 0,7cm. As folhas foram
incisadas na altura da nervura central e inoculadas com a face abaxial em contato com o meio.

Em ambos o0s experimentos, os explantes foram inoculados em meio MS
(MURASHIGE E SKOOG, 1962), previamente preparado e esterilizado, acrescido dos
reguladores de crescimento (conforme tratamento), juntamente com 30 g L™ de sacarose, 100
mg L™ de inositol e 6 g L™ de 4gar e pH 5,8 (ajustado apds a adicdo do agar). Apds a
distribuicdo nos frascos de cultivo, a esterilizagdo foi realizada em autoclave a 121°C e 1,5
atm por 20 minutos.

Apos a inoculacdo, 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, seguido da transferéncia para luminosidade de 45 pmol m? s e fotoperiodo de 14
horas.

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

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Duncan a 5% de probabilidade de erro e/ou por regressdo 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 niimero foram

transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO
No processo de organogénese in vitro de Campomanesia adamantium a partir de
explantes internodais e radiculares, de acordo com a analise de variancia (Tabela 1), o

desenvolvimento de calos é dependente do tipo de explante, do regulador de crescimento e da

44



interacdo entre estes fatores. Por sua vez, a oxidacdo dos explantes é dependente somente do
tipo de explante utilizado.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para caracteristicas médias de: explantes oxidados
(%) e explantes que formaram calos (%) durante a organogénese in vitro de explantes
internodais e radiculares de guavira (Campomanesia adamantium). Dourados-MS, UFGD,
2015.

Fonte de variacéo GL Quadrados médios

Explantes oxidados Calos
Tipo de explante 1 0,709 2,935
Regulador de crescimento 2 0,028 ™ 0,667
Explante x Regulador 2 0,028 ™ 0,786
Residuo 20 0,039 0,062
Coeficiente de Variacao (%) 129 o5
Média geral 7,3 63,3

** * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Na organogénese in vitro a partir de explantes foliares, de acordo com a analise de
variancia (Tabela 2), ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as diferentes
concentracdes de TDZ para as variaveis, formacéo de calos e oxidagéo.

Tabela 2. Resumo da analise de variancia para caracteristicas médias de: explantes oxidados

(%) e explantes que formaram calos (%) durante a organogénese in vitro de explantes foliares
de guavira (Campomanesia adamantium). Dourados-MS, UFGD, 2015.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
Explantes oxidados Calos
Concentragdes de TDZ 4 0,089 ™ 0,152 ™
Residuo 12 0,172 0,138
. PN
Coeficiente de Variacdo (%) 396 549
Média geral 41 69

ns - ndo significativos a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
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Explantes internodais s&o superiores na habilidade de formacdo de calos se
comparados aos radiculares (Tabela 3), sendo verificada uma média geral de 84 e 42,7%,
respectivamente, demonstrando que esta variavel é dependente do tipo de explante. Por sua
vez, a formacdo de calos também é dependente do regulador de crescimento utilizado. Em
explantes internodais, 0 uso de TDZ isolado ou combinado com ANA promove a formacao de
calos em 100% dos explantes. Adicionalmente, constatou-se uma interagéo significativa entre
estes fatores. Explantes radiculares aumentam a formagéo de calos na presenca de ANA,
enquanto explantes internodais reduzem em aproximadamente 50% os calos quando tratados
somente com ANA, sendo dependentes da presenca de TDZ. Desta forma, é possivel obter
resultados superiores em ambos o0s tipos de explantes com a combinacdo de 5,0 uM de TDZ e
1,0 pM de ANA.

Tabela 3. Porcentagem de calos formados durante a organogénese in vitro de explantes

internodais e radiculares de guavira (Campomanesia adamantium) utilizando diferentes
reguladores de crescimento, aos 56 dias de cultivo. Dourados-MS, 2015.

Explantes que formaram calo (%0)

Tipo de explante TDZ (5,0 uM) ANA (1,0 uM) TDZ+ANA (5,0+1,0 uM)
Entre-né 100 a A* 52aB 100a A
Raiz 20 bB 44 a A 64 bA

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

Também foi observado por Gobara (2011), baixo desempenho na formacéo de calos
em explantes radiculares de mogno (Swietenia macrophylla King). O autor obteve uma taxa
de calogénese de 15% e semelhante ao resultado obtido neste experimento, 0 meio mais
adequado envolveu a combinacdo de TDZ e ANA, nas concentracdes respectivas de 0,5 e 0,1
pM.

Em explantes foliares, a formacdo de calos ndo diferiu entre os tratamentos com
diferentes concentracdes de TDZ combinadas com 1,0 uM de ANA (Figura 1), sendo
observada uma média geral de 69%. Explantes cultivados com 20 uM de TDZ + 1,0 uM de

ANA em comparacéo aos cultivados em meio livre de regulador de crescimento (tratamento
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controle), apresentaram um leve incremento de 25%, respectivamente, 85 e 60%. Em
explantes foliares de Eucalyptus saligna (Eucalipto), valor proximo a média obtida neste
experimento, foram registrados por Dibax et al. (2010). Os autores obtiveram 73% de

formacdo de calos utilizando 1,0 uM de TDZ combinado com 0,1 uM de ANA.
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Figura 1. Porcentagem de calos formados durante a organogénese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) a partir de folhas e utilizando diferentes concentracdes de
TDZ, combinadas com 1,0 uM de ANA, aos 56 dias de cultivo. Dourados-MS, 2015.

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

Quanto a oxidacdo dos explantes internodais e radiculares, observou-se que este fator
é dependente somente do tipo de explante utilizado, ndo sendo observado efeito significativo

entre os tratamentos com os reguladores de crescimento TDZ, ANA e a combinacdo destes,
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nas concentragdes testadas (Tabela 4). Explantes internodais, ndo apresentaram oxidacao,
enquanto que, explantes radiculares apresentaram oxidacdo em todos os tratamentos,
verificando-se uma média de 14,7%. Os valores observados foram relativamente baixos,
porém a presenca de oxidacdo neste tipo de explante pode estar associada a maior
sensibilidade e suscetibilidade das células da raiz a luz, resultando em maior atividade das
enzimas oxidativas.

Tabela 4. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogénese in vitro de guavira

(Campomanesia adamantium), utilizando explantes internodais e radiculares e diferentes
reguladores de crescimento aos 56 dias de cultivo. Dourados-MS, 2015.

Explantes oxidados (%)

Tipo de explante TDZ (5 uM) ANA (1 uM) TDZ+ANA (5+1 uM)
Entre-né 0aA* 0 bA 0 bA
Raiz 8aA 16a A 20a A

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

Em explantes foliares, para a variavel oxidacao, semelhante aos resultados relativos a
formacdo de calos, ndo foi verificada diferencas significativas entre os tratamentos com TDZ

combinados com 1,0 uM de ANA, sendo obtida uma média geral de 41% (Figura 2).
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Figura 2. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogénese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) a partir de folhas e utilizando diferentes concentracdes de
TDZ, combinadas com 1,0 uM de ANA, aos 56 dias de cultivo. Dourados-MS, 2015.

Explantes foliares, por ndo apresentar lignificagho como em caules e raizes,
apresentam menor producdo de compostos fendlicos. Desta forma, a oxidacdo verificada neste
experimento pode ser consequéncia da manipulacdo dos explantes in vitro. De acordo com
Cid e Teixeira (2010), no cultivo in vitro o processo de oxidacdo pode ser desencadeado por
injdrias causadas aos tecidos vegetais, como o corte dos explantes com bisturi. O tecido
lesionado libera compostos fendlicos que em contato com as enzimas polifenoloxidases
oxidam os polifendis formando as quinonas. As quinonas sao substancias altamente ativas e,
posteriormente a sua producdo, polimerizam e ou oxidam proteinas para formar compostos
melanicos, 0s quais sdo responsaveis pelo escurecimento das partes excisadas dos explantes e
do meio de cultura (GEORGE e SHERRINGTON, 1984). O acumulo de polifenois e de

produtos da oxidacdo modificam a composicdo do meio e a absorcdo de metabdlitos
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(ANDRADE et al., 2000), inibindo o crescimento e podendo causar a morte dos explantes
(SATO et al., 2001).

Comparando os resultados obtidos em ambos o0s experimentos pode-se dizer que na
organogénese in vitro de guavira, explantes internodais sdo mais responsivos para a formacao
de calos (84%), quando comparados ao explantes foliares (69%) e radiculares (42,7%). Estes
resultados corroboram com os obtidos por Carvalho et al. (2011) em videiras (Vitis vinifera),
onde os autores verificaram que a formacgédo de calos foi influenciada de maneira significativa
pelo tipo de explante utilizado, sendo os internddios mais responsivos (47,4%) que segmentos
foliares (7,2%).

Neste trabalho, em ambos os experimentos, apesar da desdiferenciacdo dos explantes
formando calos, ndo houve emissdo de brotacGes. Considerando que o TDZ é um dos
reguladores mais efetivos na inducdo da regeneragéo in vitro e segundo Silva et al. (2011),
utilizado para induzir a formacdo de brotacbes e calos em vérias espécies vegetais,
especialmente nas lenhosas, provavelmente as concentracdes testadas de TDZ, ANA a
combinacgdo destes reguladores ndo foram adequadas. Neste sentido, Carvalho et al. (2011)
verificaram que o TDZ em concentragdes elevadas, respectivamente, 5,0 e 10 uM,
propiciaram substanciais taxas de formacdo calosa em videiras, porém a regeneracdo de
brotos somente ocorreu em explantes cultivados em meio contento 2,5 uM de TDZ, uma

concentracdo significativamente menor.

CONCLUSOES

Concluiu-se que na organogénese in vitro de guavira, explantes internodais sdo mais
responsivos para a formacdo de calos, quando comparados aos explantes foliares e
radiculares, porém, em nenhuma das concentracdes testadas de TDZ, ANA e TDZ+ANA

houve emissdo de brotagdes.
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Explantes internodais ndo apresentaram oxidacdo, sendo esta observada em maior
intensidade em explantes foliares, seguido de explantes radiculares.

A combinac¢éo de 5,0 uM de TDZ e 1,0 uM de ANA € mais adequada para 0 processo
de calogénese, pois mantém a producdo de calos em 100% em explantes internodais, e, eleva
a formagé&o de calos em explantes radiculares, de 20 para 64%.

O uso de diferentes concentragdes de TDZ (5,0, 10; 15 e 20 uM) combinadas com 1,0 uM

de ANA, néo exerceram influéncia sobre a formacao de calos em explantes foliares.
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CAPITULO III: Efeito de diferentes citocininas na multiplicagio in vitro de

Campomanesia adamantium

RESUMO

Considerando os entraves causados pelo elevado indice de contaminagdo e oxidacdo no
estabelecimento in vitro de material vegetativo adulto, uma alternativa viavel € iniciar o
cultivo a partir de plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro. Neste sentido, este
trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar a capacidade de multiplicacdo in vitro de
guavira (Campomanesia adamantium). Utilizou-se como fonte de explantes plantulas obtidas
de sementes germinadas in vitro e submetida a diferentes tratamentos com 5,0 uM de TDZ
(thiadizurom), 1,0 uM de ANA (4cido naftaleno acético) e a combinacdo dos mesmos, bem
como, o efeito isolado de BAP (6-benzilaminopurina) e isolado de 2iP (2-isopentenil
adenina), nas concentracdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg L™ e tratamento controle (0). Os
resultados obtidos demonstraram que o uso de 5,0 uM de TDZ aumenta o comprimento das
brotacdes, 0 numero de gemas e a taxa de multiplicagdo, enquanto a combinacdo de TDZ e
ANA exerce um efeito negativo sobre o crescimento das brotacdes, 0 nimero de folhas e a
taxa de multiplicacdo. O cultivo dos explantes em meio contendo BAP aumenta o nimero de
brotacdes, proporcionalmente ao aumento da concentragdo do regulador de crescimento,
porém, no sentido inverso reduz o comprimento das brotacdes. Explantes cultivados em meio
contendo 2iP, para as variaveis analisadas, ndo apresentaram diferencas significativas entre as
concentracdes testadas.

Palavras-chave: guavira, ANA, TDZ, 2iP; BAP
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CAPITULO Il1: Effect of different cytokines on in vitro multiplication of Campomanesia

adamantium

ABSTRACT

Considering the barriers caused by high contamination and oxidation index in estabilishing
adult plant material in vitro, a viable alternative is to start the culture from seedlings obtained
from seeds germinated in vitro. Thus, this work was made to evaluate in vitro multiplication
capacity of ‘guavira’ (Campomanesia adamantium). It was used as a source of explants
seedling obtained from seeds germinated in vitro and subjected to different treatments with
5.0 pM TDZ (thiadizurom), 1.0 pM of NAA (naphthalene acetic acid) and combinations of
the same, as well as the isolated effect of BAP (6-benzylaminopurine) and 2iP isolated (2-
isopentenyl adenine) at concentrations of 2.5; 5.0; 7,5 and 10 mg L™ and control treatment
(0). The results obtained showed that the use of 5.0 UM of TDZ increases the shoot length, the
number of buds and the multiplication rate, while the combination of TDZ and NAA has a
negative effect on the growth of the shoots, the number of leaves and the multiplication rate.
The explant culture in medium containing BAP increases the number of shoots in proportion
to the increased concentration of growth regulator, however, the other way reduces the length
of the shoots. Explants cultured in medium containing 2iP had no significant differences
between the tested concentrations for the variables analyzed.

Keywords: guavira, NAA, TDZ, 2iP; BAP
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INTRODUCAO

O bioma Cerrado apresenta uma ampla variedade de espécies frutiferas nativas, das
quais algumas s@o comercializadas, fazendo parte do consumo da populagdo brasileira
(PINHAL et al., 2011). No entanto, a sobrevivéncia das espécies nativas esta em risco, em
razdo da exploracdo do bioma para fins agropecuérios (PREVEDELLO e CARVALHO,
2006; DOMINGOS, 2008) e devido ao extrativismo predatério, fatores estes associados ao
risco da perda de genotipos (PINHAL et al., 2011). Outro agravante com relagdo as espécies
nativas esta relacionado a propagacdo, sendo a grande maioria, em razao da dorméncia e/ou
recalcitrancia das sementes, de dificil propagacéo seminifera (PINHAL et al., 2011).

Dentre as inumeras especies nativas do Cerrado que a cada ano vem se tornando
menos abundante em seu habitat destaca-se a guavira (Campomanesia adamantium
(Cambess.) O. Berg), pertencente a familia Myrtaceae. A guavira € uma espécie com
potencial para cultivo comercial devido as suas caracteristicas agrondmicas desejaveis, como
alto rendimento de frutos e elevados teores de sélidos soluveis (brix) (MELCHIOR et al.,
2006).

Visando o cultivo da guavira, alguns estudos vém sendo conduzidos, com o intuito de
avaliar e aprimorar a propagacdo seminifera. No entanto, apesar da guavira ter aparente
facilidade de propagacdo natural, um fator limitante encontrado na propagacdo da espécie
encontra-se na perda do poder germinativo das sementes, necessitando ser semeadas logo
apos a sua extracdo dos frutos (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al., 2006; SCALON
et al., 2009). O comportamento das sementes de guavira indica que a espécie pode ser
classificada como recalcitrante, por ndo suportar armazenamento a baixa temperatura e ser
intolerante a dessecacdo (MELCHIOR et al., 2006).

Diante das dificuldades encontradas na propagacdo sexuada da guavira, uma

alternativa para a obtencdo de mudas da espécie encontra-se na clonagem in vitro ou
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micropropagacdo. A micropropagacdo € um metodo assexuado, comumente utilizado na
multiplicacdo das mais variadas espécies de plantas, com segregacdo genética reduzida
(MORAES et al., 2010), que permite a producdo de mudas em larga escala e em periodos de
tempo pequenos (ARRIGONI-BLANK et al., 2011). As técnicas de cultivo in vitro, além da
propagacdo da espécie, sdo importante ferramenta para a manutencdo e o intercambio de
germoplasma com genétipos de melhor qualidade (BRAUN et al., 2010).

Entre os primeiros trabalhos desenvolvidos com o objetivo de realizar a propagacgéo
assexuada e in vitro de guavira encontra-se o de Azambuja (2013). A autora realizou diversos
experimentos com o objetivo de estabelecer a espécie in vitro a partir de segmentos nodais
retirados de ramos vegetativos de plantas matrizes adultas e cultivas no campo. Os fatores
avaliados na sua grande maioria foram agentes antimicrobianos, tais como, hipoclorito de
sodio, hipoclorito de célcio, rifampicina, tetraciclina, carbendazim e cloreto de mercdrio, e
diferentes concentracfes e tempos de exposicdo dos explantes aos mesmos, com o intuito de
reduzir a contaminacdo por microrganismos e agentes antioxidantes, objetivando reduzir a
oxidacao dos explantes, fato comum em espécies lenhosas.

Os resultados obtidos por Azambuja (2013) demonstraram que a espécie apresenta
uma elevada incidéncia de bactérias e fungos, indicando uma possivel contaminagéo
enddgena do material vegetativo utilizado, e uma elevada taxa de oxidacgéo, o que por sua vez,
resultou num baixo percentual de estabelecimento e sobrevivéncia dos explantes in vitro.

Para superar os entraves causados pelo elevado indice de contaminagdo e oxidacdo no
estabelecimento in vitro de material vegetativo adulto, uma alternativa viavel € iniciar o
cultivo a partir de plantulas obtidas se sementes germinadas in vitro. De acordo com
Gratapaglia e Machado (1998) a micropropagacdo de espécies lenhosas a partir de explantes
oriundos de plantas germinadas in vitro é mais viavel sob o ponto de vista fisiolégico e

experimental, devido ao estadio juvenil e capacidade de maior resposta in vitro.
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Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de multiplicacdo
in vitro de guavira, submetida a diferentes tratamentos com TDZ (thiadizurom), ANA (&cido
naftaleno acético) e a combinacdo dos mesmos, bem como, o efeito de diferentes
concentracdes de BAP (6-Benzilaminopurina) e 2iP (N°-D?-isopentenil adenina), utilizando

como fonte de explantes plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado consistiu em segmentos nodais contendo duas gemas
laterais, sem a presenca de folhas e com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Os
explantes foram retirados de plantulas de guavira (Campomanesia adamantium Cambes. O.
Berg) obtidas de sementes germinadas in vitro. As sementes foram obtidas de frutos coletados
de plantas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Agrarias
(FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em novembro de 2013. Os
experimentos foram conduzidos nos Laboratdrios de Boténica e Multiuso, da Faculdade de
Ciéncias Bioldgicas (FCBA) e Ambientais, da UFGD — MS.

Para avaliar a capacidade de multiplicacdo in vitro de guavira foram realizados trés
experimentos, em delineamentos inteiramente casualizado, e tendo como principal fator de
estudo, o tipo de regulador de crescimento e a concentracdo do mesmo.

Inicialmente avaliou-se o efeito dos reguladores de crescimento, TDZ (thiadizurom
(N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)) e ANA (&cido naftaleno acético), em concentracdes
definidas, 5,0 uM de TDZ e 1,0 uM de ANA e a combinagcdo dos mesmos, nas referidas
concentracBes, totalizando trés tratamentos. Posteriormente estudou-se em experimentos
distintos, o efeito dos reguladores de crescimento, BAP (6-benzilaminopurina) e 2iP (N°-D?-
isopentenil adenina), nas concentragdes de 2,5; 5,0; 7,5 e 10 mg L™ e tratamento controle (0 —

sem adicdo de regulador), totalizando 5 tratamentos em cada experimento. Nos trés
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experimentos, cada tratamento foi constituido de cinco repeticGes, sendo cada repeticdo
composta por um frasco de cultivo contendo cinco explantes.

Em todos os experimentos utilizou-se o meio de cultura MS (MURASHIGE E
SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de inositol, 6 g L™ de &gar, pH
5,8 e regulador de crescimento de acordo com cada tratamento. O meio de cultura foi
distribuido em frascos de cultivo e esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20
minutos.

Apds a preparacdo dos explantes e inoculagdo em meio de cultivo, os frascos foram
mantidos no escuro, por um periodo de sete dias, em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 2°C e ap6s este periodo, mantidos sob luminosidade de 45 umol m? s™ e
fotoperiodo de 14 horas.

Aos 56 dias de cultivo foram avaliadas as variaveis: nimero médio de brotacdes,
comprimento medio das brotacdes (cm), numero meédio de folhas por brotacdo e a taxa de
multiplicacdo, obtida por meio do nimero de gemas final dividido pelo nimero de gemas
inicial.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste
de Duncan e por regressdo polinomial a 5% de probabilidade de erro, com o uso do programa
estatistico Winstat (MACHADO et al., 1999). Os dados obtidos em numero foram

transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a analise de variancia houve um efeito significativo entre os
reguladores de crescimento TDZ (thiadizurom), ANA (&cido naftaleno acético) e a

combinacdo dos mesmos, para o nimero médio de folhas e a taxa de multiplicacdo (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para o efeito dos reguladores de crescimento TDZ,
ANA e TDZ+ANA, na multiplicagdo in vitro de guavira, para as variaveis: nimero medio de
brotacbes; comprimento médio das brotacfes (cm); nimero medio de folhas por brotacdo e
taxa de multiplicagcdo. Dourados-MS, UFGD, 2015.

Fonte de variacéo GL Quadrados médios
N° de Comprimento N° de folhas Taxa de
Brotac0es brotac6es multiplica¢éo
Regulador de 2 0014™ 0,287 0,764" 3,088"
crescimento
Residuo 6 0,008 0,064 0,154 0,623
CV (%) 6,8 45,7 18,9 31,5
Meédia geral 1,35 0,56 4,0 2,5

** * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Quanto ao nimero de brotacGes por explante, os resultados obtidos demonstraram que
as concentracOes testadas de TDZ (5,0 uM), ANA (1,0 uM) e a combinacdo de ambos
(Tabela 2), ndo exerceram influéncia sobre esta variavel, uma vez que ndo foram observadas
diferencas estatisticas significativas entre os tratamentos, sendo observada uma média geral
de 1,35. Por outro lado, foi constatado sobre o comprimento das brotagdes. Explantes
cultivados em meio suplementado com TDZ apresentaram brotacbes com maior comprimento
(0,73 cm), sendo a média observada superior e significativamente diferente a media obtida em
explantes cultivados em meio contendo a combinacéo de TDZ e ANA (0,24 cm).

Tabela 2. Efeito de diferentes reguladores de crescimento na multiplicacao in vitro de guavira

(Campomanesia adamantium) utilizando como explantes segmentos nodais aos 45 dias de
cultivo, Dourados-MS, 2015.

Regulador de Numero de Comprimento das  Numero de Taxa de
crescimento brotacdes brotacdes (cm) folhas por multiplicacdo
(UM) brotacéo

TDZ (5,0) 1,52 a* 0,73 a 532a 3,16 a

ANA (1,0) 1,25a 0,63 ab 4,28 ab 2,64 ab

TDZ (5,0) + 1,26 a 0,24 b 2,03b 151b

ANA (1,0)

*Meédias seguidas por letras iguais minGasculas na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade de erro.
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Semelhante aos resultados observados com relacdo ao comprimento das brotacoes, o
tratamento com TDZ promoveu um aumento significativo do numero de folhas e da taxa de
multiplicacdo (Tabela 2) quando comparado a combinacdo de TDZ e ANA, sendo o efeito de
ANA intermediario, pois ndo difere do uso isolado de TDZ ou da combinacdo dos
reguladores. Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que 0 uso de ANA em
associacdo ao TDZ exerce um efeito negativo sobre a multiplicacdo in vitro de guavira,
causando a reducdo do crescimento em altura das brotacdes, inibindo o desenvolvimento das
folhas e reduzindo a taxa de multiplicagdo. Por sua vez, o uso de TDZ, mesmo néo diferindo
dos valores obtidos nos explantes tratados com ANA, destaca-se com valores superiores em
todas as variaveis analisadas. A influéncia dos reguladores de crescimento estudados pode ser

visualizada no aspecto geral das brotagdes (Figura 1).

Figura 1. Aspecto geral das brotacGes de guavira (Campomanesia adamantium) durante a
multiplicacdo in vitro aos 56 dias ap6s inoculacdo em meio MS suplementado com diferentes
reguladores de crescimento, Dourados-MS, 2015.

Resultados semelhantes aos obtidos neste experimento foram observados por Candido
(2013) em Peltophorum dubium (canafistula). O autor estudou o efeito de diferentes
citocininas, BAP, TDZ, KIN e 2iP (isopenteniladenina), isoladas, combinadas entre si e em
combinagdo com o acido naftaleno acético (ANA) e observou que quando se utiliza o TDZ no
meio de cultura durante a multiplicacdo, o uso de ANA ¢é dispensavel. Por outro lado, o autor

observou que o uso de ANA ¢ dependente do tipo de citocinina utilizada, pois, no caso de 2iP,

a combinacdo com ANA contribuiu para a redugdo do namero de folhas senescentes.
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Quanto aos tratamentos com diferentes concentragcdes de BAP (6 - benzilaminopurina),
por meio da andlise de variancia (Tabela 3) foram verificadas diferencas significativas
somente sobre o nimero de brotacdes, enquanto o uso de 2iP (2 - isopentenil adenina) ndo
diferiu entre as concentragdes testadas para nenhuma das varidveis analisadas (Tabela 4).
Tabela 3. Resumo da andlise de variancia para o efeito do regulador de crescimento BAP, na
multiplicacdo in vitro de guavira, para as variaveis: nimero médio de brotaces; comprimento

médio das brotacGes (cm); numero médio de folhas por brotacdo e taxa de multiplicacédo.
Dourados-MS, UFGD, 2015.

Fonte de variacio GL Quadrados médios
N° de Brotagfes = Comprimento N° de folhas Taxa de
brotac6es multiplica¢éo
Concentracles de BAP 4 0,068" 0,840 ™ 0,445™ 2,703™
Residuo 11 0,019 0,273 0,159 0,906
CV (%) 9,3 77,8 16,3 28,3
Média geral 1,7 0,67 5,7 3,4

** * e ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Tabela 4. Resumo da analise de variancia para o efeito do regulador de crescimento 2iP, na
multiplicacdo in vitro de guavira, para as variaveis: numero médio de brota¢Ges; comprimento
médio das brotacdes (cm); nimero meédio de folhas por brotacdo e taxa de multiplicacao.
Dourados-MS, UFGD, 2015.

Fonte de variacao GL Quadrados médios
N° de Brotagbes =~ Comprimento N° de folhas Taxa de
brotacdes multiplicacéo
Concentragdes de 2iP 4 0,003 "™ 0,060™ 0,372"™ 2,466 "™
Residuo 6 0,016 0,035 0,287 2,015
CV (%) 9,1 37,7 19,2 33,2
Média geral 1,5 0,5 7,6 4,3

** * g ns, significativos a 1% e 5% de probabilidade de erro e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.

Explantes cultivados em meio contendo BAP, apresentaram um aumento significativo
do namero de brotacgdes, sendo verificado uma tendéncia linear, proporcional ao aumento da
concentracdo do regulador de crescimento, obtendo-se uma média de 2,2 brotos por explante

na concentracdo de 10 mg L™ (Figura 2). Diferentemente do BAP e semelhante ao cultivo
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com TDZ, o tratamento com 2iP, ndo interferiu no desenvolvimento das brotacoes, ndo sendo
observadas diferengas significativas entre as concentracdes testadas, sendo a média geral de
1,5 brotos por explante (Figura 2). O aspecto geral das brotagdes obtidas nos diferentes
tratamentos com BAP e 2iP pode ser observado na figura 3.

3,5 1

®BAP  y=0084x+1344 R2=0,69
30 o2p  ns(M=15) ——--

2,5 -

2,0

15

1,0 1

0,5 -

Numero médio de brotagdes por explante

0,0 T T T 1
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

Concentragdo citocinina (mg L)

Figura 2. Numero médio de brotacbes por explantes de guavira (Campomanesia
adamantium) durante a multiplicacéo in vitro aos 56 dias ap6s inoculacdo em meio MS. M —
representa a média geral obtida entre os tratamentos, Dourados-MS, 2015.
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Figura 3. Aspecto geral das brotacdes por explantes de guavira (Campomanesia adamantium)
durante a multiplicacdo in vitro aos 56 dias apés inoculacdo em meio MS, Dourados-MS,
2015.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Almeida et
al. (2009), onde os autores testaram os efeitos das citocininas BAP, CIN (cinetina) e 2iP
durante a multiplicacdo de Crossandra infundibuliformis Nees cv. Mona Wallhead
(crossandra-laranja). Os mesmos autores verificaram maiores percentuais de brotacdes em
explantes cultivados em meio de cultivo acrescido de BAP quando comparados aos explantes
cultivados com as citicininas do tipo 2iP e cinetina. O efeito positivo linear no nimero de
brotos concomitante ao aumento das concentra¢fes de BAP no meio de cultivo também foi
observado por Moraes et al. (2010) durante a multiplicacdo in vitro de Mentha piperita
(hortela-pimenta), no entanto, os autores trabalharam com concentracdes de BAP associadas a
GA; e verificaram que o uso de 4 mg L™ de BAP e 0,5 mg L™ de GA; promoveram a
formac&o de até 6,08 brotos por explantes.

Quanto ao comprimento das brotagdes, em explantes cultivados com BAP (Figura 4)
os valores obtidos foram inversamente proporcionais as concentracbes de BAP estudadas,

sendo observando um decréscimo no comprimento a medida que se aumentou a concentracéo
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do regulador no meio de cultura. Por outro lado, explantes multiplicados em meio contendo
2iP (Figura 4) ndo apresentaram diferencas significativas entre as concentragdes estudadas,
verificando-se uma média geral de 0,5 cm de comprimento por brotacdo. Os resultados
observados para a variavel comprimento das brotagdes, principalmente com o uso de BAP no
meio de cultivo, apresentaram uma influéncia efetiva sobre os dados obtidos em relagdo ao
nimero de brotacGes, pois, neste sentido, o desenvolvimento de novos brotos por ser um

dreno forte, requer muita energia e por consequéncia reduz o crescimento em altura.

®BAP y=-0,1016x + 1,168 R2=0,74
O2iP ns(M=05) ——-—

P
(62}
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O
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Comprimento médio das brotacgdes (cm)
H
[=)

0,0 . T T .
0,0 2,5 5,0 7,5 10,0

Concentragdo citocinina (mg L)
Figura 4. Comprimento médio das brotacdes de guavira (Campomanesia adamantium)
durante a multiplicacdo in vitro aos 56 dias ap6s inoculagdo em meio MS. M — representa a
média geral obtida entre os tratamentos, Dourados-MS, 2015.
A reducdo do comprimento das brotacbes com o aumento das concentracdes de BAP
no meio de cultivo também foi observada por Garlet et al. (2011) durante a multiplicacdo de

Mentha gracilis (horteld). De acordo com Asmar et al. (2011), concentrac@es mais acentuadas

de citocininas como por exemplo o BAP possuem grande eficiéncia na inducdo de novas
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brotagdes, mas, em relagcdo ao alongamento, em concentragdes mais baixas ou na auséncia do
regulador de crescimento, ocorre uma maior promogdo do alongamento do explante. O
decréscimo do alongamento das brotacfes com o aumento da concentracdo de citocinina foi
também verificado por Leitzke et al. (2010), na multiplicacdo in vitro de amoreira-preta cv.
Xavante. Os mesmos autores estudaram o efeito de 2iP, BAP e zeatina nas concentracgdes 7,5;
15 e 22,5 uM ¢ observaram que com a adicdo de 2iP em meio MS, o comportamento foi
linear descendente, indicando que o uso de concentragdes mais elevadas de 2iP promoveu
uma queda no comprimento das brotagdes.

Para o numero médio de folhas por brotacdo (Figura 5), em ambos 0s experimentos,
com diferentes concentracdes de BAP ou 2iP os dados obtidos ndo diferiram estatisticamente,
observando-se uma média geral de 5,7 folhas por brotacdo em explantes crescidos em meio
contendo BAP e 7,6 em explantes crescidos em meio contendo 2iP. No entanto, observou-se
que explantes cultivados em meio contendo 7,5 ou 10 mg L™ de 2iP apresentam maior
numero de folhas se comparado as demais concentracOes estudas deste regulador e até mesmo

ao uso de BAP independentemente da concentracéo testada.
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Figura 5. Numero médio de folhas por brotacdo de guavira (Campomanesia adamantium)

durante a multiplicacdo in vitro aos 56 dias ap6s inoculagdo em meio MS. M — representa a
média geral obtida entre os tratamentos, Dourados-MS, 2015.

Vidal et al. (2013) compararam o efeito de diferentes citocininas, BAP, 2iP e CIN e
diferentes concentragdes, 2,5; 5,0 e 10,0 mg L™ durante a multiplicacdo de explantes de
mamoeiro (Carica papaya L.), e verificaram que o nimero médio de folhas foi maior com a
utilizacdo de 2iP apresentando uma pequena reducéo na concentracéo de 10,0 mg L™.

Semelhante aos resultados obtidos com relacdo ao numero de folhas, a taxa de
multiplicacdo em ambos 0s experimentos ndo apresentou diferencas significativas entre as
diferentes concentracdes de BAP e/ou 2iP testadas (Figura 6), obtendo-se uma média geral de
3,4 em explantes cultivados em meio suplementado com BAP e 4,3 em explantes cultivados
com 2iP. De modo geral, explantes cultivados em meio contendo 7,5 ou 10 mg L™ de 2iP
apresentam maior taxa de multiplicacdo, resultado similar ao obtido quanto ao nimero de

folhas.
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Figura 6. Taxa de multiplicacdo de guavira (Campomanesia adamantium) durante a
multiplicacdo in vitro aos 56 dias apds inoculacdo em meio MS. M — representa a média geral
obtida entre os tratamentos, Dourados-MS, 2015.

Os resultados verificados neste experimento para a taxa de multiplicacdo diferem do
encontrado por Asmar et al. (2011), que obtiveram maiores taxas de multiplicacdo de Mentha
piperita L. (horteld-pimenta) com a adicdo de BAP ao meio de cultura. Apesar de o0 BAP ser
um dos reguladores de crescimento mais comumente utilizado na fase de multiplicacdo, de
acordo com Vidal et al. (2013) esta citocinina nem sempre apresenta um efeito positivo para

todas as espécies.

CONCLUSOES
De acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados concluiu-se que em
guavira, o uso de 5,0 uM de TDZ aumenta o comprimento das brotac6es, o nimero de folhas

e a taxa de multiplicacao.
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A combinagdo de TDZ e ANA no meio de cultivo reduz o crescimento das brotagdes,
0 nimero de folhas e a taxa de multiplicag&o.

O cultivo dos explantes em meio contendo BAP aumenta o numero de brotacdes,
proporcionalmente ao aumento da concentragdo do regulador de crescimento, porém, no
sentido inverso, reduz o comprimento das brotagoes.

Explantes cultivados em meio contendo 2iP, para as variaveis analisadas, néo

apresentaram diferencas significativas entre as concentracdes testadas.
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ANEXO

Comprovante de submissdo do CAPITULO | da dissertacdo, “Effects of seed origin,

storage conditions, and gibberellic acid on in vitro germination of guavira seeds”, o qual

foi enviado para a revista African Journal of Biotechnology e aguarda aprovagéo.
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