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RESUMO
Este trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade organogênica in vitro de guavira

(Campomanesia adamantium). Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratórios da
Faculdade de Ciências Biológicas e 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 concentrações de TDZ (0; 5,0; 10;
15 e 20 µM) na organogênese in vitro a partir de explantes foliares. Todos os tratamentos
foram suplementados com 1,0 μM de ANA. No segundo experimento foram testados dois
tipos de explantes (raiz e entre nó) e o efeito de TDZ (5,0 µM), ANA (1,0 µM) e a
combinação dos mesmos nas respectivas concentrações. Em ambos os experimentos, as
avaliações foram realizadas aos 56 dias de cultivo, sendo avaliadas as variáveis: porcentagem
de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e número de brotações
emitidas por explante. No primeiro experimento conclui-se que o uso de TDZ,
independentemente da concentração testada, promove um aumento da formação de calos se
comparado aos explantes cultivados em meio sem o regulador. Dentre as concentrações
testadas de TDZ, nenhuma favoreceu o desenvolvimento de brotações e de modo geral, os
dados obtidos nos diferentes tratamentos não diferem entre si estatisticamente no que diz
respeito à oxidação dos explantes. No segundo experimento concluiu-se que o
desenvolvimento de calos é 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 oxidação, o que não foi
observado em explantes caulinares. Nas concentrações testadas e durante o período de
avaliação, nenhum dos tratamentos testados promoveu a formação de brotações.
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INTRODUÇÃO

A Campomanesia adamantium (Camb.) O. Berg é uma espécie pertencente à família

Myrtaceae, uma planta frutífera nativa que existe em grande quantidade em regiões do



Cerrado de Mato Grosso do Sul. Os frutos são encontrados entre os meses de novembro e

janeiro, em grandes quantidades por plantas, sendo utilizados de forma in natura, como

também na indústria de alimentos ou como flavorizantes na indústria de bebidas por possuir

alto teor de acidez. São compostos por ácido ascórbico (vitamina C), minerais, fibras

alimentares e hidrocarbonetos monoterpênicos. Os frutos mantêm a vida útil prolongada

quando armazenados sob refrigeração e perdem o vigor rapidamente em temperatura ambiente

durando uma média de seis dias caso não 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

propagação recebeu contribuições significativas. O método mais utilizado é o da

micropropagação in vitro, uma forma de propagação assexuada com segregação genética

reduzida a qual permite a obtenção de plantas livres de patógenos, além de outros benefícios

como a produção em larga escala e em períodos de tempo pequenos, a produção de plantas

uniformes independentemente da época do ano (ARRIGONI-BLANK et al., 2011; MORAES

et al., 2010). Outra técnica de cultivo in vitro empregada é a organogênese in vitro. A

organogênese pode ser direta quando ocorre a partir de tecidos do explante ou de pequenas

proliferações destes, acarretando na formação de brotos, ou pode ser indireta no qual o

explante necessariamente passa pela fase de calogênese e a partir de calos são gerados brotos

(REZENDE et al., 2008).

A organogênese direta permite a regeneração dos brotos in vitro, podem ser derivados

a partir de meristemas de plantas, sendo benéfica quando relacionada aos termos de

estabilidade genética. A regeneração de plantas in vitro é considerada complexa nos quais

estão envolvidos diversos fatores externos e internos como, por exemplo, o genótipo, a fonte e

as condições fisiológicas em que se encontra o explante, a associação de reguladores vegetais

exógenos (em particular auxinas e citocininas), as características do meio de cultura

empregado e as condições do ambiente (LIMA et al., 2012; HUSSEIN e AQLAN, 2011).

Existem substâncias presentes naturalmente nas plantas, como os hormônios,

responsáveis pelo crescimento e desenvolvimento. Todavia para a realização do cultivo in

vitro também se faz uso destes, por meio de análogos sintéticos, tidos como reguladores de

crescimento, que são acrescentados ao meio de cultura e irão interferir no crescimento e na

organogênese in vitro (SOARES et al., 2007).

Utiliza-se nos trabalhos de regeneração de plantas, estes reguladores de crescimento

adicionados ao meio de cultura, e em grande parte dos trabalhos, quando se busca a

regeneração de gemas e brotos com quebra da dominância apical, utiliza-se uma citocinina.



Um dos reguladores de crescimento comumente empregado inicialmente como desfolhante

em algumas espécies (algodão) e que tem apresentado grande êxito é o thidiazuron (TDZ) o

qual possui eficiência na morfogênese in vitro. Esta citocinina tem induzido a proliferação de

múltiplos brotos em culturas como arroz, feijão, cevada e trigo. Existem relatos a respeito da

capacidade do TDZ induzir gemas adventícias em um grande número de espécies desde o ano

de 1988. Todavia, estudos recentes têm mostrado que o TDZ é capaz de atender tanto as

exigências 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 propagação vegetativa in vitro tanto pelo desenvolvimento da

embriogênese somática quanto pela indução de organogênese em uma grande variedade de

espécies e outros efeitos fisiológicos em diferentes vegetais conhecidos como eficiência na

germinação de sementes, superação de dormência, indução e estimulação das brotações,

desenvolvimento e crescimento dos cotilédones, formação de tricomas e aparição de

estômatos em peças florais (GUO et al., 2012; GRANER et al., 2013; ROY et al., 2012).

As plantas, no seu desenvolvimento, utilizam sinalizadores para atingir determinados

padrões de crescimento os quais apresentam determinadas respostas dependendo da qualidade

de luz, assim, os vegetais crescem sob uma região específica no espectro visível e apresentam

morfologia e fisiologia característica dentre as variações apresentadas nesse espectro. Em

salas de crescimento as lâmpadas fluorescentes presentes emitem luz branca de similaridade

espectral entre as bandas, que interfere no desenvolvimento das plantas por meio de alterações

fotomorfogênicas que podendo ser observadas nas formações dos tecidos do mesófilo e na

ineficiência do mecanismo de abertura e fechamento dos estômatos prejudicando o seu

funcionamento. Estudos mostram que dependendo da variação da qualidade da luz pode

ocorrer a manipulação no crescimento in vitro de diversas espécies, de maneira alternativa à

adição de reguladores de crescimento ao meio de cultura. Outras alterações acontecem na

estrutura da anatomia das folhas devido à variação da qualidade da luz, principalmente nos

momentos de expansão foliar, como alto grau de plasticidade anatômico e fisiológico

(BRAGA et al., 2009).

A propagação da guavira (Campomanesia adamantium Cambess. O. Berg) é realizada

naturalmente através de sementes. No entanto, a propagação sexuada desta espécie é limitada,

pois, as sementes apresentam recalcitrância e perda do poder germinativo, necessitando ser

semeadas logo após a sua extração dos frutos (CARMONA et al., 1994; MELCHIOR et al.,

2006; SCALON et al., 2009).



Mediante a dificuldade de obtenção de mudas de guavira através de sementes, este

trabalho tem como objetivo avaliar a capacidade organogênica de diferentes tipos de

explantes sob diferentes tipos de reguladores (5,0 μM de TDZ e 1,0 μM de ANA) isolados ou

combinados entre si e concentrações distintas de thiadizuron no meio de cultura, durante o

desenvolvimento das brotações no processo de organogênese in vitro de guavira,

Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg., visando à propagação assexuada de

guavira.

MATERIAL E MÉTODOS

O material vegetal foi obtido de plantas de guavira, Campomanesia adamantium

(Cambess.) O. Berg, cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciências

Agrárias (FCA) da UFGD. Os experimentos foram desenvolvidos nos Laboratórios de

Botânica e Multiuso, da Faculdade de Ciências Biológicas e Ambientais, da Universidade

Federal da Grande Dourados, Dourados – MS, no período de agosto de 2013 a junho de 2014.

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

Experimento 1: Efeito de diferentes concentrações de TDZ sobre a organogênese 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 concentrações de TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-

tiuréia)), 0; 5; 10; 15 e 20 µM e todos os tratamentos suplementados com 1,0 μM de ANA

(ácido naftaleno acético). Cada tratamento foi constituído de quatro repetições, sendo cada

repetição 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 posição abaxial e inoculadas

em meio MS (MURASHIGE E SKOOG, 1962), previamente preparado e autoclavado,

acrescido de 30 g L-1 de sacarose, 100 mg L-1 de inositol e 6 g L-1 de ágar, pH 5,8 (ajustado

após a adição do ágar). Após a distribuição 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.

Após a inoculação, os tubos com os explantes foram vedados e mantidos no escuro por

um período de 7 dias em câmara de crescimento com temperatura de 25 ± 2ºC e após este

período foram mantidos sob luminosidade de 45 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas.



As avaliações foram realizadas aos 56 dias e as variáveis analisadas foram:

porcentagem de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e número

de brotações emitidas por explante.

Os dados foram submetidos a analise de variância e as médias comparadas por

regressão polinomial, com o uso do programa estatístico 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 número foram transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

Experimento 2: Organogênese in vitro de guavira utilizando diferentes tipos de explantes

e diferentes reguladores de crescimento.

O material vegetal utilizado foi obtido de plântulas previamente germinadas in vitro.

Para a realização dos experimentos foram utilizados dois tipos de explantes (raiz e entre nó

com aproximadamente 1,0 cm) e dois reguladores hormonais, TDZ (5,0 μM), ANA (1,0 μM)

e a combinação destes, TDZ + ANA (nas respectivas concentrações), obtendo-se um fatorial

2x3, totalizando seis tratamentos. Cada tratamento foi constituído de cinco repetições, sendo

cada repetição 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-1 de sacarose, 100 mg L-1 de

inositol e 6 g L-1 de ágar e pH 5,8 (ajustado após a adição do ágar). Após a distribuição 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.

Após a inoculação, os frascos com os explantes foram vedados e mantidos no escuro

por um período de 7 dias em câmara de crescimento com temperatura de 25 ± 2°C e após este

período foram mantidos sob luminosidade de 45 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas.

Aos 56 dias de cultivo foram avaliadas as variáveis numéricas: porcentagem de

explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e número de brotações

emitidas por explante.

Os dados foram submetidos à análise de variância e as médias comparadas pelo teste

de Duncan a 5% de probabilidade de erro, com o uso do programa estatístico Winstat

(MACHADO et al., 1999). Para a análise, os dados obtidos foram transformados em raiz

quadrada de X + 0,5.



RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento 1: Efeito de diferentes concentrações de TDZ na organogênese in vitro de

guavira (Campomanesia adamantium).

Nas condições em que o experimento foi conduzido e comparando as médias por

regressão polinomial, os dados obtidos com relação à formação de calo nos explantes não

diferiram estatisticamente entre as diferentes concentrações de TDZ (Figura 1). Mesmo não

havendo diferenças estatísticas entre os tratamentos observou-se que o uso de 20 µM de TDZ

se comparado ao controle, aumentou em 25% a formação de calos, respectivamente, 85 e 60%.

Figura 1. Porcentagem de calos formados por explante durante a organogênese in vitro de
guavira (Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentrações de TDZ, aos 56
dias de cultivo.

Com relação à emissão de brotações, em nenhuma das concentrações testadas e

durante o período de avaliação (56 dias) houve emissão de brotações, conforme pode ser

observado na figura 2. De acordo com Graner et al. (2013) após 84 dias de cultivo in vitro, em

Bactris gasipaes, o TDZ adicionado ao meio de cultivo aumenta o número de brotações se

comparado ao explantes cultivados controle em meio livre de regulador.



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

Outros trabalhos também propuseram que elevadas concentrações do hormônio

vegetal TDZ acarretam excessiva formação de calos, bem como o tipo de explante utilizado.

Como demonstrado por Carvalho et al. (2011) em videiras (Vitis vinifera), onde a formação

de calos foi influenciada de maneira significativa pelo tipo de explante utilizado, uma vez que

os internódios foram os mais responsivos com percentual em 47,4%, em comparação aos

segmentos foliares em apenas 7,2%. E ainda maiores concentração de TDZ propiciaram

substanciais taxas de formação calosa, sendo estas, as concentrações 5 µM e 10 µM, porém a

concentração de 2,5 µM fora tida como mais vantajosa para o sucesso de regeneração in vitro.

Quanto ao percentual de explantes oxidados, semelhante à formação de calos, não

houve diferenças significativas entre os diferentes tratamentos quando analisados os dados

por regressão polinomial (Figura 3). Estes resultados sugerem que o processo de oxidação dos

explantes não é influenciado pela presença do regulador de crescimento TDZ e sim derivado

do próprio explante ou da manipulação do mesmo. O processo de oxidação é um fenômeno

comum, principalmente em se tratando de espécies da família Myrtaceae e este fato se deve a

produção e liberação de compostos fenólicos, presenciada pelo escurecimento das superfícies

seccionadas dos explantes e pela modificação da coloração, sendo observado escurecimento

do meio de cultura (MICHELUZZI, 2007).



Figura 3. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogênese in vitro de guavira
(Campomanesia adamantium) utilizando diferentes concentrações de TDZ, aos 56 dias de
cultivo.

Experimento 2: Organogênese in vitro de guavira (Campomanesia adamantium)

utilizando diferentes tipos de explantes e reguladores de crescimento.

Neste experimento verificou-se que a formação de calos é dependente do tipo de

explante utilizado. Explantes provenientes de entre-nós caulinares são mais responsivos e

apresentam maior percentual de calos em meio de cultura suplementado com 5,0 µM de TDZ

e em meio suplementado com TDZ + ANA (5,0+1,0 µM) quando comparados com explantes

provenientes de raízes nos mesmos tratamentos (Tabela 1). Apesar da desdiferenciação dos

explantes formando calos, não houve emissão de brotações (Figura 4), podendo este fato estar

relacionado ao uso de concentrações hormonais inadequadas nesta espécie.

De acordo com Silva et al. (2011) além da espécie, o uso e a otimização da

concentração do regulador de crescimento é muito importante, sendo que o TDZ tem se

mostrado efetivo na indução da regeneração in vitro. Este regulador de crescimento tem sido

muito utilizado para induzir a formação de brotações e calos em várias 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 organogênese 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 µM) ANA (1 µM) TDZ+ANA (5+1 µM)

Entre-nó 100 a A* 52 a B 100 a A

Raiz 20 a B 44 a AB 64 b A

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

Figura 4. Aspecto visual da formação de calos durante o processo de organogênese 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 µM de TDZ; 2 – Entre-nó, 5,0 µM de TDZ; 3 – Raiz, 1,0 µM de ANA; 4 –
Entre-nó, 1,0 µM de ANA; 5 – Raiz, 5,0 µM de TDZ + 1 µM de ANA; 6 – Entre nó, 5 µM de
TDZ + 1 µM de ANA.

Resultados semelhantes aos obtidos neste trabalho foram verificados por Gobara

(2011). O mesmo autor observou que o uso de 0,1 μM de ANA e 0,5; 1,0 e 1,5 μM de TDZ

em explantes radiculares induziram reduzida formação de calos e nenhuma diferenciação

destes calos em gemas. Em videira cv. merlot, Carvalho et al. (2011) observaram que a

formação de calos é dependente do tipo de explante utilizado e verificaram que explantes de

origem internodal apresentam maior formação de calos se comparados à explantes

provenientes de segmentos foliares, obtendo médias de 47,4% e 7,2 %, respectivamente. Os

mesmos autores verificaram que dentre as concentrações de TDZ testadas, o uso de 2,5 μM

foi mais eficaz para a formação de calos, tendo em vista que nesta concentração, 90% dos

explantes formaram calos.



Nas concentrações testadas, os reguladores de crescimento utilizados não

influenciaram na oxidação nos explantes (Tabela 2). Por outro lado, observou-se que é a

oxidação é dependente do tipo de explante utilizado. Explantes internodais, nos tratamentos

testados, não apresentaram oxidação, enquanto que, explantes radiculares apresentaram

oxidação em todos os tratamentos, mesmo que em valores relativamente baixos.

Provavelmente este fato está associado às células da raiz serem mais sensíveis e mais

susceptíveis à luz, resultando em maior atividade das enzimas oxidativas.

Tabela 2. Porcentagem de explantes oxidados durante a organogênese 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 µM) ANA (1 µM) TDZ+ANA (5+1 µM)

Entre-nó 0 a A* 0 b A 0 b A

Raiz 8 a A 16 a A 20 a A

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

De acordo com Ribeiro et al. (2013) à oxidação dos explantes geralmente ocorre em

função da liberação de compostos fenólicos pelos tecidos vegetais. No cultivo in vitro o

processo de oxidação pode ser desencadeado por injúrias causadas aos tecidos vegetais, como

o corte dos explantes com bisturi (CID e TEIXEIRA, 2010) ou devido à utilização de agentes

químicos na esterilização superficial. O tecido lesionado libera compostos fenólicos que em

contato com as enzimas polifenoloxidases oxidam os polifenóis formando as quinonas. As

quinonas são substâncias altamente ativas e, posteriormente à sua produção, polimerizam e ou

oxidam proteínas para formar compostos melânicos, os quais são responsáveis pelo

escurecimento das partes excisadas dos explantes e do meio de cultura (GEORGE e

SHERRINGTON, 1984). O acúmulo de polifenóis e de produtos da oxidação modificam a

composição do meio e a absorção de metabólitos (ANDRADE, 2000), inibindo o crescimento

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

CONCLUSÃO

Durante a organogênese in vitro de guavira a partir de explantes foliares conclui-se o

uso de TDZ na concentração de 20 µM promove maior formação de calos e menores

percentuais de oxidação.



Na organogênese in vitro de guavira a partir de explantes caulinares internodais e

radiculares concluiu-se que explantes provenientes de entre-nós caulinares são mais

responsivos e apresentam maior percentual de calos em meio de cultura suplementado com

5,0 µM de TDZ e em meio suplementado com TDZ + ANA quando comparados com

explantes provenientes de raízes nos mesmos tratamentos.
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