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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade organogénica in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium). Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratérios da
Faculdade de Ciéncias Biologicas ¢ Ambientais, da Universidade Federal da Grande
Dourados, Dourados — MS. Para atingir o objetivo proposto realizaram-se dois experimentos
distintos, utilizando como fonte de explantes, microplantas previamente estabelecidas in vitro.
No primeiro experimento avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes de TDZ (0; 5,0; 10;
15 e 20 uM) na organogénese in vitro a partir de explantes foliares. Todos os tratamentos
foram suplementados com 1,0 uM de ANA. No segundo experimento foram testados dois
tipos de explantes (raiz e entre nd) e o efeito de TDZ (5,0 uM), ANA (1,0 uM) ¢ a
combinagcdo dos mesmos nas respectivas concentragdes. Em ambos os experimentos, as
avaliacdes foram realizadas aos 56 dias de cultivo, sendo avaliadas as variaveis: porcentagem
de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e numero de brotagdes
emitidas por explante. No primeiro experimento conclui-se que o uso de TDZ,
independentemente da concentragdo testada, promove um aumento da formacao de calos se
comparado aos explantes cultivados em meio sem o regulador. Dentre as concentragdes
testadas de TDZ, nenhuma favoreceu o desenvolvimento de brotagdes e de modo geral, os
dados obtidos nos diferentes tratamentos ndo diferem entre si estatisticamente no que diz
respeito a oxidagdo dos explantes. No segundo experimento concluiu-se que o
desenvolvimento de calos ¢ maior em explantes internodais se comparado aos explantes
radiculares, principalmente em meio suplementado com TDZ, mesmo que combinado com
ANA. Explantes obtidos de raiz apresentaram valores elevados de oxidagdo, o que ndo foi
observado em explantes caulinares. Nas concentragdes testadas e durante o periodo de
avaliag¢do, nenhum dos tratamentos testados promoveu a formacgao de brotacdes.
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INTRODUCAO

A Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg ¢ uma espécie pertencente a familia

Myrtaceae, uma planta frutifera nativa que existe em grande quantidade em regides do



Cerrado de Mato Grosso do Sul. Os frutos sd@o encontrados entre os meses de novembro e
janeiro, em grandes quantidades por plantas, sendo utilizados de forma in natura, como
também na industria de alimentos ou como flavorizantes na industria de bebidas por possuir
alto teor de acidez. Sdo compostos por acido ascorbico (vitamina C), minerais, fibras
alimentares e hidrocarbonetos monoterpénicos. Os frutos mantém a vida util prolongada
quando armazenados sob refrigeragdo e perdem o vigor rapidamente em temperatura ambiente
durando uma média de seis dias caso ndo permanecerem revestidos (CAMPOS et al., 2012;
DRESCH et al., 2012; SCALON et al., 2012).

Com o surgimento de novas técnicas de cultura de tecidos vegetais, o processo de
propagagdo recebeu contribuicdes significativas. O método mais utilizado ¢é o da
micropropagacdo in vitro, uma forma de propagacdo assexuada com segregacdo genética
reduzida a qual permite a obtencdo de plantas livres de patdgenos, além de outros beneficios
como a produ¢do 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). Outra técnica de cultivo in vitro empregada ¢ a organogénese in vitro. A
organogénese pode ser direta quando ocorre a partir de tecidos do explante ou de pequenas
proliferagdes destes, acarretando na formagdo de brotos, ou pode ser indireta no qual o
explante necessariamente passa pela fase de calogénese e a partir de calos sdo gerados brotos
(REZENDE et al., 2008).

A organogénese direta permite a regeneracao dos brotos in vitro, podem ser derivados
a partir de meristemas de plantas, sendo benéfica quando relacionada aos termos de
estabilidade genética. A regeneracdo de plantas in vitro ¢ considerada complexa nos quais
estdo envolvidos diversos fatores externos e internos como, por exemplo, o genotipo, a fonte e
as condicdes fisiologicas em que se encontra o explante, a associa¢do de reguladores vegetais
exdgenos (em particular auxinas e citocininas), as caracteristicas do meio de cultura
empregado e as condi¢des do ambiente (LIMA et al., 2012; HUSSEIN e AQLAN, 2011).

Existem substancias presentes naturalmente nas plantas, como os hormonios,
responsaveis pelo crescimento ¢ desenvolvimento. Todavia para a realizacao do cultivo in
vitro também se faz uso destes, por meio de andlogos sintéticos, tidos como reguladores de
crescimento, que sao acrescentados ao meio de cultura e irdo interferir no crescimento € na
organogénese in vitro (SOARES et al., 2007).

Utiliza-se nos trabalhos de regeneragdo de plantas, estes reguladores de crescimento
adicionados ao meio de cultura, e em grande parte dos trabalhos, quando se busca a

regeneragdo de gemas e brotos com quebra da domindncia apical, utiliza-se uma citocinina.



Um dos reguladores de crescimento comumente empregado inicialmente como desfolhante
em algumas espécies (algodao) e que tem apresentado grande éxito € o thidiazuron (TDZ) o
qual possui eficiéncia na morfogénese in vitro. Esta citocinina tem induzido a proliferagdo de
multiplos brotos em culturas como arroz, feijdo, cevada e trigo. Existem relatos a respeito da
capacidade do TDZ induzir gemas adventicias em um grande niimero de espécies desde o ano
de 1988. Todavia, estudos recentes t€m mostrado que o TDZ ¢é capaz de atender tanto as
exigéncias de citocininas quanto auxinas nas respostas regenerativas, dependendo da espécie
de planta que for aplicado (ACHARJEE et al., 2012; REY et al., 2010) .

O thidiazuron aumenta a propagacdo vegetativa in vitro tanto pelo desenvolvimento da
embriogénese somatica quanto pela indugdo de organogénese em uma grande variedade de
espécies e outros efeitos fisioldgicos em diferentes vegetais conhecidos como eficiéncia na
germinagdo de sementes, superacdo de dorméncia, indu¢do e estimulacdo das brotacdes,
desenvolvimento e crescimento dos cotilédones, formagdo de tricomas e apari¢gdo de
estomatos em pecas florais (GUO et al., 2012; GRANER et al., 2013; ROY et al., 2012).

As plantas, no seu desenvolvimento, utilizam sinalizadores para atingir determinados
padrdes de crescimento os quais apresentam determinadas respostas dependendo da qualidade
de luz, assim, os vegetais crescem sob uma regido especifica no espectro visivel e apresentam
morfologia e fisiologia caracteristica dentre as variagdes apresentadas nesse espectro. Em
salas de crescimento as lampadas fluorescentes presentes emitem luz branca de similaridade
espectral entre as bandas, que interfere no desenvolvimento das plantas por meio de alteragdes
fotomorfogénicas que podendo ser observadas nas formacgdes dos tecidos do mesoéfilo e na
ineficiéncia do mecanismo de abertura e fechamento dos estdmatos prejudicando o seu
funcionamento. Estudos mostram que dependendo da variacdo da qualidade da luz pode
ocorrer a manipulagdo no crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa a
adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura. Outras alteragdes acontecem na
estrutura da anatomia das folhas devido a variagdo da qualidade da luz, principalmente nos
momentos de expansdo foliar, como alto grau de plasticidade anatdmico e fisioldgico
(BRAGA et al., 2009).

A propagacdo da guavira (Campomanesia adamantium Cambess. O. Berg) ¢ realizada
naturalmente através de sementes. No entanto, a propagacao sexuada desta espécie ¢ limitada,
pois, as sementes apresentam recalcitrancia ¢ perda do poder germinativo, necessitando ser
semeadas logo apos a sua extragdo dos frutos (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al.,
2006; SCALON et al., 2009).



Mediante a dificuldade de obtengdo de mudas de guavira através de sementes, este
trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade organogénica de diferentes tipos de
explantes sob diferentes tipos de reguladores (5,0 uM de TDZ e 1,0 uM de ANA) isolados ou
combinados entre si ¢ concentragoes distintas de thiadizuron no meio de cultura, durante o
desenvolvimento das brotagdes no processo de organogénese in vitro de guavira,
Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg., visando a propagacdo assexuada de

guavira.

MATERIAL E METODOS

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

Este trabalho foi dividido em dois experimentos conforme descritos a seguir.

Experimento 1: Efeito de diferentes concentracées de TDZ sobre a organogénese in vitro
em folhas de guavira (Campomanesia adamantium).

O material vegetal utilizado consistiu em folhas de explantes de guavira previamente
estabelecidas in vitro. O experimento consistiu em cinco tratamentos, os quais foram
dispostos em diferentes concentracdes de TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-
tiuréia)), 0; 5; 10; 15 e 20 uM e todos os tratamentos suplementados com 1,0 uM de ANA
(4cido naftaleno acético). Cada tratamento foi constituido de quatro repeti¢des, sendo cada
repeti¢do composta por cinco tubos de ensaio contendo uma folha com aproximadamente 1,0
x 0,7cm. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As folhas utilizadas
como explantes foram excisadas na altura da nervura central, na posi¢ao abaxial e inoculadas
em meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), previamente preparado e autoclavado,
acrescido de 30 g L' de sacarose, 100 mg L' de inositol € 6 g L' de 4gar, pH 5,8 (ajustado
apos a adicao do agar). Apds a distribui¢do nos frascos de cultivo contendo 30 mL de meio de
cultivo, foram autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. O meio de cultura foi
suplementado com os reguladores de crescimento de acordo com cada tratamento.

Apos a inoculagdo, os tubos com os explantes foram vedados ¢ mantidos no escuro por
um periodo de 7 dias em camara de crescimento com temperatura de 25 + 2°C e apo6s este

periodo foram mantidos sob luminosidade de 45 pmol m s™! e fotoperiodo de 16 horas.



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

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

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

Experimento 2: Organogénese in vitro de guavira utilizando diferentes tipos de explantes
e diferentes reguladores de crescimento.

O material vegetal utilizado foi obtido de plantulas previamente germinadas in vitro.
Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados dois tipos de explantes (raiz e entre no
com aproximadamente 1,0 cm) e dois reguladores hormonais, TDZ (5,0 uM), ANA (1,0 uM)
e a combinagdo destes, TDZ + ANA (nas respectivas concentragdes), obtendo-se um fatorial
2x3, totalizando seis tratamentos. Cada tratamento foi constituido de cinco repeti¢des, sendo
cada repeticdo composta por um frasco de cultivo contendo cinco explantes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado.

Os explantes foram inoculados em meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962),
previamente preparado e autoclavado, acrescido de 30 g L' de sacarose, 100 mg L' de
inositol ¢ 6 g L' de agar ¢ pH 5,8 (ajustado apds a adi¢do do agar). Apos a distribuigdo nos
frascos de cultivo contendo 30 mL de meio de cultivo, foram autoclavados a 121°C ¢ 1,5 atm
por 20 minutos. O meio de cultura foi suplementado com os reguladores de crescimento de
acordo com cada tratamento.

Apos a inoculacdo, os frascos com os explantes foram vedados e mantidos no escuro
por um periodo de 7 dias em camara de crescimento com temperatura de 25 + 2°C e apods este
periodo foram mantidos sob luminosidade de 45 pmol m s e fotoperiodo de 16 horas.

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

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



RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1: Efeito de diferentes concentracdes de TDZ na organogénese in vitro de

guavira (Campomanesia adamantium).

Nas condi¢des em que o experimento foi conduzido ¢ comparando as médias por
regressao polinomial, os dados obtidos com relacdo a formacdo de calo nos explantes nao
diferiram estatisticamente entre as diferentes concentragdes de TDZ (Figura 1). Mesmo ndo
havendo diferencgas estatisticas entre os tratamentos observou-se que o uso de 20 uM de TDZ

se comparado ao controle, aumentou em 25% a formagao de calos, respectivamente, 85 ¢ 60%.
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Figura 1. Porcentagem de calos formados por explante durante a organogénese in vitro de

guavira (Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentragdes de TDZ, aos 56
dias de cultivo.

Com relacdo a emissao de brotacdes, em nenhuma das concentracOes testadas e
durante o periodo de avaliacao (56 dias) houve emissdo de brotagdes, conforme pode ser
observado na figura 2. De acordo com Graner et al. (2013) ap6s 84 dias de cultivo in vitro, em
Bactris gasipaes, o TDZ adicionado ao meio de cultivo aumenta o nimero de brotagdes se

comparado ao explantes cultivados controle em meio livre de regulador.



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

Outros trabalhos também propuseram que elevadas concentragdes do hormonio
vegetal TDZ acarretam excessiva formagdo de calos, bem como o tipo de explante utilizado.
Como demonstrado por Carvalho et al. (2011) em videiras (Vitis vinifera), onde a formagao
de calos foi influenciada de maneira significativa pelo tipo de explante utilizado, uma vez que
os internddios foram os mais responsivos com percentual em 47,4%, em comparagdo aos
segmentos foliares em apenas 7,2%. E ainda maiores concentragdo de TDZ propiciaram
substanciais taxas de formacdo calosa, sendo estas, as concentragdes 5 uM e 10 pM, porém a
concentragdo de 2,5 uM fora tida como mais vantajosa para o sucesso de regeneragao in vitro.

Quanto ao percentual de explantes oxidados, semelhante a formagdo de calos, ndo
houve diferengas significativas entre os diferentes tratamentos quando analisados os dados
por regressao polinomial (Figura 3). Estes resultados sugerem que o processo de oxidacao dos
explantes ndo ¢ influenciado pela presenga do regulador de crescimento TDZ e sim derivado
do proprio explante ou da manipulagdo do mesmo. O processo de oxidagdo ¢ um fendmeno
comum, principalmente em se tratando de espécies da familia Myrtaceae e este fato se deve a
produgdo e liberacdo de compostos fendlicos, presenciada pelo escurecimento das superficies
seccionadas dos explantes e pela modificagdo da coloracdo, sendo observado escurecimento

do meio de cultura (MICHELUZZI, 2007).
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Figura 3. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogénese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentragdes de TDZ, aos 56 dias de
cultivo.

Experimento 2: Organogénese in vitro de guavira (Campomanesia adamantium)
utilizando diferentes tipos de explantes e reguladores de crescimento.

Neste experimento verificou-se que a formagdo de calos ¢ dependente do tipo de
explante utilizado. Explantes provenientes de entre-nds caulinares sdo mais responsivos e
apresentam maior percentual de calos em meio de cultura suplementado com 5,0 uM de TDZ
e em meio suplementado com TDZ + ANA (5,0+1,0 uM) quando comparados com explantes
provenientes de raizes nos mesmos tratamentos (Tabela 1). Apesar da desdiferenciacdo dos
explantes formando calos, ndo houve emissao de brotagdes (Figura 4), podendo este fato estar
relacionado ao uso de concentragdes hormonais inadequadas nesta espécie.

De acordo com Silva et al. (2011) além da espécie, o uso e a otimizacdo da
concentragdo do regulador de crescimento ¢ muito importante, sendo que o TDZ tem se
mostrado efetivo na indugdo da regeneragdo in vitro. Este regulador de crescimento tem sido
muito utilizado para induzir a formagao de brotagdes e calos em varias espécies de plantas,
especialmente nas lenhosas, mostrando-se mais eficiente que outros tipos de citocininas,

como o BAP (6-benzilaminopurina) e a cinetina.



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

Explantes que formaram calo (%)

Tipo de explante TDZ (5 nM) ANA (1 pM) TDZ+ANA (5+1 pM)
Entre-no 100 a A* 52aB 100 a A
Raiz 20 aB 44 a AB 64 bA

*M¢édias seguidas por letras iguais mintsculas na coluna e maiusculas na linha, nio diferiram
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

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

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram verificados por Gobara
(2011). O mesmo autor observou que o uso de 0,1 uM de ANA ¢ 0,5; 1,0 e 1,5 uM de TDZ
em explantes radiculares induziram reduzida forma¢do de calos e nenhuma diferenciacao
destes calos em gemas. Em videira cv. merlot, Carvalho et al. (2011) observaram que a
formacgao de calos ¢ dependente do tipo de explante utilizado e verificaram que explantes de
origem internodal apresentam maior formacdo de calos se comparados a explantes
provenientes de segmentos foliares, obtendo médias de 47,4% e 7,2 %, respectivamente. Os
mesmos autores verificaram que dentre as concentragdes de TDZ testadas, o uso de 2,5 uM
foi mais eficaz para a formacdo de calos, tendo em vista que nesta concentracdo, 90% dos

explantes formaram calos.



Nas concentragdes testadas, os reguladores de crescimento utilizados nao
influenciaram na oxidacdo nos explantes (Tabela 2). Por outro lado, observou-se que ¢ a
oxidacdo ¢ dependente do tipo de explante utilizado. Explantes internodais, nos tratamentos
testados, ndo apresentaram oxidag¢do, enquanto que, explantes radiculares apresentaram
oxidagdo em todos os tratamentos, mesmo que em valores relativamente baixos.
Provavelmente este fato estd associado as células da raiz serem mais sensiveis e mais

susceptiveis a luz, resultando em maior atividade das enzimas oxidativas.

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

Explantes oxidados (%)

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

*M¢édias seguidas por letras iguais mintsculas na coluna e maiusculas na linha, ndo diferiram
entre si pelo teste de Duncan a 5% de probabilidade de erro.

De acordo com Ribeiro et al. (2013) a oxidacdo dos explantes geralmente ocorre em
funcdo da liberagdo de compostos fendlicos pelos tecidos vegetais. No cultivo in vitro o
processo de oxida¢do pode ser desencadeado por injurias causadas aos tecidos vegetais, como
o corte dos explantes com bisturi (CID e TEIXEIRA, 2010) ou devido a utilizacdo de agentes
quimicos na esterilizagdo superficial. O tecido lesionado libera compostos fenolicos que em
contato com as enzimas polifenoloxidases oxidam os polifenéis formando as quinonas. As
quinonas sao substancias altamente ativas e, posteriormente a sua producao, polimerizam e ou
oxidam proteinas para formar compostos melanicos, os quais sdo responsaveis pelo
escurecimento das partes excisadas dos explantes ¢ do meio de cultura (GEORGE e
SHERRINGTON, 1984). O acumulo de polifenois e de produtos da oxidagdo modificam a
composi¢ao do meio e a absor¢ao de metabolitos (ANDRADE, 2000), inibindo o crescimento

e podendo causar a morte dos explantes (SATO et al., 2001).

CONCLUSAO

Durante a organogénese in vitro de guavira a partir de explantes foliares conclui-se o
uso de TDZ na concentragdo de 20 uM promove maior formagdo de calos e menores

percentuais de oxidacao.



Na organogénese in vitro de guavira a partir de explantes caulinares internodais e
radiculares concluiu-se que explantes provenientes de entre-ndés caulinares sdo mais
responsivos e apresentam maior percentual de calos em meio de cultura suplementado com
5,0 uM de TDZ e em meio suplementado com TDZ + ANA quando comparados com

explantes provenientes de raizes nos mesmos tratamentos.
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