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APRESENTAÇÃO

O agronegócio brasileiro vem se expandindo cada vez mais, isso se deve ao 
constante crescimento populacional, com isso tem-se ume demanda maior por alimentos e 
insumos necessários para os processos produtivos, as importações e exportações também 
tem a sua influência para tal acontecimento, já que o Brasil se destaca entre os países que 
mais produzem.

Entretanto, mesmo com toda informação já existente ainda se faz necessário o 
desenvolvimento de novos estudos, a fim de capacitar e minimizar alguns entraves existentes 
no sistema de produção, considerando o cenário atual a demanda por informações de boa 
qualidade é indispensável.

Com isso, o uso de tecnologias, técnicas e pesquisas necessitam estar atreladas na 
produção agrícola para desde modo obter sucesso e alta produtividade. Com base nisso a 
obra “Desenvolvimento da pesquisa científica, tecnologia e inovação na agronomia 3” vem 
com o intuito de trazer aos seus leitores informações essenciais para o sistema agrícola.

Apresentando trabalhos desenvolvidos e resultados concretos, com o objetivo de 
informatização e capacitação acerca deste setor, oferecendo a possibilidade do leitor de 
agregar conhecimentos sobre pesquisas desenvolvidas para a agricultura. Pesquisas que 
buscam contribuir para o aprimoramento dos pequenos, médios e grandes produtores. 
Desejamos a todos, uma excelente leitura!

Raissa Rachel Salustriano da Silva-Matos
Lídia Ferreira Moraes

Fabíola Luzia de Sousa Silva
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GERMINAÇÃO DE SEMENTES, INDUÇÃO E 
ANÁLISE MORFO-HISTOLÓGICA DE CALOS DE 

Myrciraria glomerata (O. Berg) Amshoff
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RESUMO: Popularmente conhecida como 
cabeludinha, a Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff 
é uma espécie nativa e típica da região da Mata 
Atlântica. Como a planta ainda se encontra em 
fase de domesticação, estudos relacionados à 
propagação e à seleção de genótipos promissores 
para a propagação in vitro são necessários, pois 
o cultivo in vitro é uma importante ferramenta 
em programas de conservação de recursos 
genéticos e melhoramento genético. Objetivou-
se realizar a germinação in vitro de sementes de 
P. glomerata utilizando diferentes concentrações 
de ácido giberélico, a organogênese in vitro de 
explantes foliares com diferentes concentrações 

de BAP combinado com ANA e a análise 
histológica dos calos. Para germinação in vitro, 
foram realizados dois experimentos: 1) sementes 
foram primeiramente embebidas por 24 horas 
em água estéril antes da assepsia em hipoclorito 
de sódio e 2) sementes primeiramente foram 
desinfestadas e depois embebidas por 24 horas 
em água estéril. Utilizou-se o meio de cultura 
MS para a germinação in vitro com diferentes 
concentrações de GA3:1) tratamento controle, 
sem adição de regulador vegetal; T2) 0,5 mg L-1 
de GA3; T3) 1,0 mg L-1 de GA3; T4) 2,0 mg L-1 
de GA3; T5) 5,0 mg L-1 de GA3; T6) 10,0 mg L-1 
de GA3. Para a organogênese foram utilizadas 
folhas de plântulas germinadas in vitro. Os 
explantes foram inoculadas em meio MS em seis 
tratamentos:1) 0 mg L-1 de BAP, 2) 0,1 mg L-1 

de BAP, 3) 0,25 mg L-1 de BAP, 4) 0,5 mg L-1 de 
BAP, 5) 1,0 mg L-1 de BAP e 6) 2,0 mg L-1 de BAP, 
todos combinados com 0,1 mg L-1 de ANA. Para 
a análise histológica de calos foram utilizados 
calos cultivados em meio MS suplementados 
com 1,0 mg L-1 de BAP e 0,1 mg L-1 de ANA e 
fixados em FAA 50 por 48horas e transferidos 
para álcool etílico 70% (v/v). As amostras foram 
seccionadas no sentido transversal na espessura 
de 5 µm com auxílio de um micrótomo de e 
coradas com azul de tuluidina 0,05% em fosfato 
tampão 0,1 M (pH 6,8). Após 30 dias de cultivo 
in vitro, que nas sementes do experimento 1, 
houve a emissão da raiz primária e parte aérea. 
No entanto, não houve germinação em nenhum 
tratamento com GA3 do experimento 2. Para 
porcentagem de germinação in vitro, observou-
se um incremento na germinação proporcional 
ao aumento da concentração, variando entre 
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2,5% no tratamento controle e 85% na concentração de 10 mg L-1 de GA3, demostrando que 
as sementes de P. glomerata necessitam de aplicação exógena desse regulador vegetal para 
otimizar a germinação in vitro. Na organogênese, quando se utilizou 1,0 mg L-1 de BAP e 0,1 
mg L-1 de ANA (T5), 92% de explantes apresentaram calos. Nas análises histológicas, foi 
possível observar a formação indireta de raiz adventícia.
PALAVRAS-CHAVE: Cabeludinha, GA3, rizogênese.

GERMINATION, INDUCTION AND MORPHO - HISTOLOGICAL ANALYSIS OF 
CALOS OF Myrciaria glomerata (O. Berg) Amshoff 

ABSTRACT: Popularly known as cabeludinha, P. glomerata (O. Berg) Amshoff is a native and 
typical species of the Atlantic Forest region. Still in the domestication phase, some aspects 
of propagation and selection of promising genotypes for in vitro propagation are needed, and 
development of in vitro culture protocols is very important for genetic resources maintenance 
programs and for genetical enhancement. This study aimed perform the in vitro germination of 
seeds P. glomerata using different concentrations of gibberellic acid, in vitro organogenesis of  
leaf explants with different BAP concentrations combined with ANA and histological analysis 
of calluses. For in vitro germination, two experiments were conducted: 1) seeds were first 
embedded for 24 hours in sterile water prior to sodium hypochlorite asepsis and 2) seeds were 
first sterilized and then embedded for 24 hours in sterile water. It was used MS medium for 
germination in vitro with different concentrations of GA3: 1) control treatment without addition 
of plant growth regulator; T2) 0.5 mg L-1 GA3; T3) 1.0 mg L-1 GA3; T4) 2.0 mg L-1 GA3; T5) 5.0 
mg L-1 GA3; T6) 10.0 mg L-1 GA3. During organogenesis seedling leaves were germinated in 
vitro. The explants were inoculated in MS six treatments: 1) 0 mg L-1 BAP, 2) 0.1 mg L-1 BAP, 3) 
0.25 mg L-1 BAP, 4) 0.5 mg L-1 BAP, 5) 1.0 mg L-1 BAP and 6) 2.0 mg L-1 BAP, all combined with 
0.1 mg L-1 NAA. After 30 days of in vitro culture, the seeds of the first experiment presented 
issue of primary root and shoot. However there was no germination in treatments with GA3 
at the second experiment. For the variable in vitro germination percentage was observed an 
increase in germination proportional to the increase in concentration ranging from 2.5% in 
the control treatment and 85% in the concentration 10 mg L-1 GA3, showing that P. glomerata 
seeds require exogenous application of growth regulator to the higher percentage germination 
occurs. During organogenesis, in the fifth treatment, 92% of explants presented callus. After 
histological analysis, we observed the indirect formation of adventitious root.
KEYWORDS: CAbeludinha, GA3, rizogenesis.

1 |  INTRODUÇÃO
Popularmente conhecida como cabeludinha ou jabuticaba amarela, a Plinia 

glomerata (Myrtaceae) é uma espécie nativa e típica da região da Mata Atlântica, ocorrendo 
naturalmente nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e São Paulo (LORENZI, 2002). 
Essa espécie possui frutos com propriedades adstringentes e é utilizada na fabricação de 
geleias e refrescos, no entanto trata-se de uma espécie pouco conhecida pela população 
brasileira (SUGUINO et al., 2006). Os frutos possuem valores, superiores ao encontrado na 
mesma quantidade de suco de laranja (ANDERSEN e ANDERSEN, 1989). Também é muito 
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apreciada por pássaros e outros animais silvestres, como abelhas (SUGUINO et al., 2006).
Apresenta frutos arredondados que assumem coloração amarela no amadurecimento, 

podendo pesar até 4 g e possuir de uma a duas sementes grandes. A frutificação acontece 
de setembro a novembro, no entanto, pode apresentar variações dependendo da região 
de cultivo (ANDERSEN e ANDERSEN, 1989). As sementes devem ser colocadas para 
germinar logo após a colheita, pois perdem a viabilidade rapidamente (LORENZI et. al., 
2002)

Apesar do aumento considerável de trabalhos com espécies nativas, muitas ainda 
carecem de informações básicas sobre a propagação, cultivo e a utilização comercial para 
os mais diversos fins (ARAUJO NETO et al., 2003; ALVES et al., 2004a), como é o caso da 
P. glomerata, com poucas informações sobre a propagação da espécie.

A germinação da semente é um passo crucial para a vida da planta, pois este 
processo de propagação possibilita a manutenção da diversidade genética das populações 
(ROJAS-ARÉCHIGA e VÁSQUEZ-YANES, 2000), permitindo a seleção de genótipos 
superiores que possam ser usados em programas de melhoramento para fins comerciais e 
também para a produção de mudas para reflorestamento de áreas degradadas. 

Como técnica de propagação, a cultura de tecidos constitui-se como uma ferramenta 
viável para a obtenção de plantas sadias (ULISSES et al., 2010). A partir dela é possível 
propagar espécies que apresentem dificuldades na reprodução sexuada, produzir material 
vegetal em condições assépticas, uniformes e em larga escala, independente da época do 
ano (PINHAL et al., 2011). Além disso, o cultivo in vitro constitui-se como um importante 
método de conservação, por viabilizar a inclusão e manutenção de espécies em bancos de 
germoplasma in vitro (KELLER et al., 2013). 

As giberelinas estão diretamente envolvidas no processo germinativo das sementes 
e melhoram o desempenho das plântulas, acelerando a velocidade de emergência e 
realçando o potencial das sementes de várias espécies. Como araça-rosa (Psidium 
catleianum, PRUDENTE et al. 2014); guavira (Campomanesia adamantium, DÉO et 
al.,2014), beterraba (Beta vulgaris, BRAUM et al.,2010), ipê-branco (Tabebuia róseo-alva, 
ABBADE et al., 2010), araticum (Annona classiflora, RIBEIRO et al., 2009) e uvaia (Eugenia 
uvalha, SCALON et al., 2004). 

Como há poucas informações sobre a espécie, relacionados a propagação e 
seleção de genótipos promissores para a propagação in vitro são necessários, além do 
desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro.

A regeneração de plantas in vitro é considerada complexa pois diversos fatores, 
tanto externos quanto internos, estão envolvidos, como, o genótipo, a fonte e as condições 
fisiológicas em que se encontra material vegetal, a associação de reguladores vegetais 
(principalmente o balanço auxinas e citocininas presentes no meio de cultivo), as 
características do meio de cultura empregado e as condições do ambiente (HUSSEIN e 
AQLAN, 2011; LIMA et al.,2012). 
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A cultura de tecidos pode contribuir para a obtenção de plantas com características 
agronômicas desejáveis e a indução da organogênese ou embriogênese somática na 
presença ou na ausência de uma fase de calo têm a finalidade de regenerar plântulas a 
partir de células transformadas, após a introdução de genes de interesse (FIGUEIREDO 
et al., 2007).

Os processos de regeneração de plantas in vitro podem ser avaliados pela análise 
histológica e morfológica do material vegetal. Caracterizando-se a via de regeneração, 
podem-se também estabelecer melhores condições de cultivo, para a determinação de 
protocolos eficientes para a indução e obtenção de plantas. Secções histológicas seriadas, 
além de permitir a observação da formação de gemas adventícias ou de embriões 
somáticos, permitem caracterizar as modificações celulares (MONTERO-HARA, 2000).

No mesmo explante, há características divergentes relacionadas com as estruturas 
anatômica que influenciam na resposta aos tratamentos (RODRÍGUEZ, 2013). Entre os 
procedimentos que podem auxiliar o estudo anatômico dos processos celulares in vitro, 
ressalta-se o uso de corantes básicos, ácidos, e outros reagentes específicos para os 
grupos químicos presentes no tecidos e células como ligninas, sacarídeos, compostos 
lipídicos, dentre outros (CUTLER, 2011). 

O entendimento do desenvolvimento dos primeiros eventos na desdiferenciação 
celular para a formação de calo ou de estruturas definidas tem sido alvo de pesquisas em 
várias espécies para o aprimoramento das técnicas de propagação in vitro (ALMEIDA et 
al., 2012). Os estudos anatômicos em Myrtaceae foram voltados principalmente para o 
reconhecimento de padrões taxonômicos e variações histológicas em função de fatores 
ambientais como incidência de luz, idade e poluição (GOMES et al., 2009). 

Objetivou-se realizar a germinação in vitro de sementes de P. glomerata utilizando 
diferentes concentrações de ácido giberélico, a organogênese in vitro de explantes foliares 
com diferentes concentrações de BAP combinado com ANA e a análise histológica dos 
calos.

2 |  MATERIAL E MÉTODOS
O experimento foi conduzido no Laboratório de Biotecnologia Vegetal do Centro de 

Biotecnologia e Melhoramento Genético de Cana-de-Açúcar da Universidade Federal da 
Grande Dourados/UFGD.

Os frutos de P. glomerata foram colhidos na segunda quinzena do mês de outubro 
de 2015 (primeiro experimento) e na primeira quinzena do mês de novembro de 2015 
(segundo experimento), no pomar, área de Fruticultura localizada na Universidade Federal 
da Grande Dourados (UFGD) no Campus Cidade Universitária, Dourados/MS. Os frutos 
foram levados para o laboratório e despolpados manualmente em água corrente. Para a 
retirada da mucilagem que envolve a semente foi necessário a utilização de uma peneira, e 
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posteriormente as sementes foram secas com toalha de papel em ambiente de laboratório 
(25 ±1°C e 60% UR). 

O grau de umidade foi determinado em estufa a 105 ± 3 °C por 24 h, (BRASIL, 
2009), com três repetições contendo duas sementes cada e os resultados foram expressos 
em base úmida.

Foi utilizado o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), solidificado com 
0,6 g L-1 de ágar e suplementado com 30 g L-1 de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 ± 0,1 
antes da esterilização em autoclave, à temperatura de 121ºC e à pressão de 1,05 kg cm-2, 
durante 20 minutos. Em câmara de fluxo laminar, o meio foi distribuído em frascos de 250 
mL e suplementados com diferentes concentrações de ácido giberélico, que constituíram 
os seguintes tratamentos:

T1) tratamento controle, sem adição de regulador vegetal,

T2) 0,5 mg L-1 de GA3,

T3) 1,0 mg L-1 de GA3,

T4) 2,0 mg L-1 de GA3,

T5) 5,0 mg L-1 de GA3,

T6) 10,0 mg L-1 de GA3. 

Foram realizados dois experimentos, modificando o momento para realizar o 
procedimento de assepsia das sementes:

Experimento 1: as sementes foram primeiramente embebidas em água destilada e 
autoclavada por 24 horas antes da assepsia em hipoclorito de sódio.

Experimento 2: as sementes primeiramente passaram pelo processo de 
desinfestação e só então, ficaram 24 horas em embebição.

O processo de desintestação das sementes, independente do momento da 
embebição, foi realizado em câmara de fluxo laminar com todos os utensílios previamente 
autoclavados, como descrito anteriormente. As etapas do processo foram:  3 minutos 
em álcool etílico 70% (v/v) e 20 minutos em hipoclorito de sódio (2,5% de cloro ativo, 
(v/v)) acrescido de 3 gotas de detergente comercial. Depois desse procedimento, foram 
enxaguados três vezes em água destilada estéril para a retirada de traços dos agentes 
desinfestantes. 

Após o procedimento de desinfestação superficial das sementes, estas foram 
inoculadas nos diferentes tratamentos descritos acima e permaneceram durante 7 dias 
no escuro, e então, o experimento foi mantido em sala de crescimento a 25 ± 2ºC de 
temperatura, sob fotoperíodo de 16 horas e irradiância de fótons de 45 µmol m-2 s-1, 
fornecido por lâmpadas fluorescentes brancas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado e cada tratamento 
foi constituído por 4 repetições de 5 frascos contendo uma semente cada, totalizando 20 
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frascos por tratamento. 
As avaliações foram realizadas após 30 dias da instalação do experimento. 

As características analisadas foram: porcentagem de germinação, porcentagem de 
contaminação fúngica e bacteriana e porcentagem de sementes não responsivas aos 
tratamentos.Os dados foram submetidos à análise de variância e foram realizadas análise 
de regressão à 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2008).

Experimento 3: Efeito de diferentes reguladores sobre a organogênese in vitro em 
folhas de Plinia glomerata 

Utilizou-se folhas de explantes de P. glomerata previamente estabelecidas in vitro. 
O experimento constou de seis tratamentos, os quais foram dispostos em diferentes 
concentrações de BAP (6-Benzilaminopurina) 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg L-1, todos 
combinados com 0,1 mg L-1 de ANA (ácido naftaleno acético). 

Cada tratamento foi constituído de quatro repetições, sendo cada repetição 
composta por 1 placa de Petri contendo 10 segmentos foliares com aproximadamente 1 
cm2. 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 e 6 g L-1 de ágar, pH 5,8 (ajustado antes a adição do ágar). O 
meio de cultura foi suplementado com os reguladores de crescimento de acordo com cada 
tratamento e, em câmara de fluxo laminar, o meio foi distribuído em placas de Petri. 

Após a inoculação, as placas de Petri com os explantes foram vedados e mantidos 
no escuro por um período de 7 dias em sala de crescimento com temperatura de 25 ± 2ºC 
e após este período foram mantidos sob luminosidade de 45µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 
16 horas.

As avaliações foram realizadas 30 dias após a inoculação e foram analisadas: 
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 foram realizadas análise de regressão à 5% de probabilidade, utilizando-se o 
software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Experimento 4: Análise histológica de calos
Para a análise histológica de calos foram utilizados calos cultivados em meio MS 

suplementados com 1,0 mg L-1 de BAP combinado com 0,1 mg L-1 de ANA.
Os calos foram fixados em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) por 48 horas e transferidos 

para alcool etílico 70% (v/v). O processamento das amostras foi realizado mediante a 
desidratação em série alcoólico-etílica e infiltrada em meta-acrilatoglicerol (historesina). As 
amostras foram seccionadas no sentido transversal na espessura de 5 µm com auxílio de 
um micrótomo de rotação e coradas com azul de tuluidina 0,05% em fosfato tampão 0,1 M 
(pH 6,8) (O’BRIEN et al., 1964).

As lâminas permanentes foram montadas com resina sintética. As análises 



 
Desenvolvimento da pesquisa científica, tecnologia e inovação na agronomia 3 Capítulo 3 25

microscópicas e registros fotomicrográficos foram realizados em microscópio óptico e com 
câmera digital fotográfica Canon PowerShot SX510HS.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO
O teor de água das sementes de P. glomerata encontrava-se em torno de 45%, na 

ocasião da instalação do experimento.
Após 30 dias de cultivo in vitro foi verificado, que nas sementes do experimento 

1, que primeiramente foram embebidas em água destilada estéril, apresentaram a 
emissão da raiz primária e parte aérea. No entanto, não houve germinação em nenhum 
tratamento com GA3 do experimento 2, onde as sementes passaram primeiramente pela 
desinfestação antes do procedimento de embebição. Este fato pode indicar que os agentes 
desinfestantes, a concentração ou o tempo de exposição das sementes podem ter sido 
tóxicos para o embrião, e em consequência, levaram à morte. A natureza da substância 
descontaminante, concentração e o tempo de contato são variáveis de acordo com cada 
espécie vegetal e com o tipo de explante utilizado, sendo necessário o estabelecimento 
de protocolos de descontaminação para cada caso. Vale ressaltar que, nesta etapa, a 
maior dificuldade é obter um tecido descontaminado sem que ele morra com o tempo de 
exposição (JUNGHANS e SOUZA, 2009).

Uma série de eventos físicos, fisiológicos, bioquímicos e morfológicos ocorre no 
sentido de desenvolver o embrião em uma plântula (BORGHETTI, 2000; FERREIRA e 
BORGHETTI, 2004; MARCOS-FILHO, 2005). Para iniciar o processo de germinação, é 
necessário que haja umidade suficiente para ativar as reações de desenvolvimento do 
embrião. Durante esse processo, a semente passa por três fases de embebição, que se 
inicia pela entrada rápida de água (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). 

Durante o período de cultivo, não foi observado contaminação fúngica nem 
bacteriana, indicando que o tipo, a concentração e o tempo de exposição foram eficientes 
para a desinfestação superficial. No entanto, as medidas fitossanitárias adotadas para as 
sementes de P. glomerata devem ser realizadas após 24 horas de embebição das sementes 
em água destilada estéril, para que os produtos desinfetantes hajam sem influenciar no 
processo de germinação. 

Durante a germinação in vitro de sementes de P. glomerata (Figura 1) observou-se 
que a adição de GA3 no meio de cultura, promoveu um aumento linear no percentual de 
germinação quando comparado ao controle. Dentre as concentrações testadas de GA3, 

destaca-se a concentração de 10 mg L-1, pois nesta concentração verificou-se 85 % de 
germinação.

Esses resultados demostram que as sementes de P. glomerata necessitam 
de aplicação exógena desse regulador vegetal para que ocorra maior porcentagem de 
germinação. Ressalta-se, que as sementes de P. glomerata possuem uma concentração 
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relativa de GA3 baixa, mas quando tratadas com uma concentração adequada, apresentaram 
uma germinação maior e mais homogênea. Devido ao efeito estimulante do GA3 no 
processo germinativo quando aplicadas em sementes com presença ou não de dormência. 

FIGURA 1. Porcentagem de germinação in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentrações 
de ácido giberélico (GA3) aos 30 dias após a inoculação. Dourados – MS. UFGD, 2016.

O ácido giberélico possui efeito marcante no processo de germinação de sementes, 
ativando enzimas hidrolíticas que atuam ativamente no desdobramento das substâncias de 
reserva (SANTOS, et al., 2013). Enquanto para diversas espécies, as giberelinas aceleram 
a germinação e a emergência, para outras elas apresentam pequena resposta ou nenhum 
efeito (SOARES et al., 2009). Prudente et al. (2015) verificaram que a adição de 0,4 mg 
L-1 de GA3 no meio de cultura proporcionou quase 80% de germinação em sementes 
de araçazeiro (Psidium cattleyanum). Déo et al. (2014) concluíram que 1mg L-1 de GA3 
adicionada no meio de cultura promoveu 100% de germinação em sementes de guavira 
(Campomanesia adamantium). Braum et al. (2010) relatam que a maior porcentagem 
de germinação de sementes de beterraba (Beta vulgaris) foi obtida quando estas foram 
tratadas com 1,5 mg L-1 de GA. 

Para sementes de ingá (Inga vera), STEIN et al., 2007 e CALGAROTO et al., 
2007), cagaita (Eugenia dysenterica, MANEDES et al., 2010), Cattleya warnerii (LEITE e 
HEBLING, 2011) e pinhão-manso (Jatropha curcas, VEDOVATO, 2011), relataram que não 
há necessidade de adicionar GA3 na germinação in vitro.

O ácido giberélico pode agir simultaneamente em vários fatores de crescimento 
celular, tais como: extensibilidade da parede celular, na permeabilidade da membrana 
celular, na atividade enzimática, na variação do potencial osmótico e na mobilização de 
açúcares (GUARDIA e BENLLOCH, 1980; MÉTRAUX, 1987; WAGNER JUNIOR et al., 
2012; TAIZ e ZAIGER, 2013).  Além disso, é claro ao observar nas informações encontradas 
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na literatura que as sementes necessitam de uma quantidade mínima de fitohormônios 
e nutrientes para estimular sua germinação e desenvolvimento, que é possível graças à 
disponibilidade de suas reservas nutricionais. À medida que suas reservas vão se tornando 
ineficientes, as sementes começam a absorver alguns elementos do meio de cultura, se 
tornando indispensável para a continuidade do crescimento da plântula in vitro.

Durante o cultivo in vitro, as soluções de sais e açúcares que compõem os meios 
de cultura não exercem efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o crescimento 
celular e a morfogênese por meio de propriedades osmóticas (GEORGE e DEBERGH, 
2008). A presença de reguladores de crescimento no meio de cultura é também importante 
na regulação da germinação. Sabe-se, hoje, que as giberelinas são importantes nesse 
processo, pois estão envolvidas tanto na superação da dormência como no controle da 
hidrólise de reservas, da qual depende o embrião em crescimento.

Durante o cultivo in vitro de segmentos foliares de P. glomerata (Figura 2) observou-
se efeito quadrático da adição de BAP e ANA no meio de cultura, uma função quadrática no 
percentual de calogênese.  As maiores porcentagens de formação de calos foram obtidas 
quando os segmentos foliares foram cultivados na presença de 0,5 e 1,0 mg L-1 de BAP 
combinado com 0,1mg L-1 ANA (67 e 92% respectivamente).

FIGURA 2. Porcentagem de calogênese in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentrações 
de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L-1de ANA aos 30 dias após a inoculação. 

Dourados – MS. UFGD, 2016.

Os segmentos foliares de amendoin selvagem (Arachis stenosperma) cultivados em 
meio MS suplentado com ANA e BAP mostraram alta frequência de calogênese (100%), 
independente da concentração de BAP e de sua combinação com ANA (PACHECO et 
al.,2008). No tratamento controle, a porcentagem de formação de calos foi de apenas 5%, 
indicando que o suprimento exógeno de reguladores de crescimento ao meio de cultura é, 
em muitos casos, necessário para a calogênese (ROSA e DORNELAS, 2012; PÊGO et al., 
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2013).
Em todos os tratamentos a coloração dos calos formados era amarelo-esverdeado, 

de consistência não friável e se restringiram apenas na região onde foi realizado o corte 
(Figura 3A). Esses resultados confirmam que a interação entre auxinas e citocininas é, 
as vezes, responsável pela alta indução de calos. Com relação à coloração dos calos a 
presença de porções esverdeadas nestes pode ser atribuída à exposição dos calos à luz 
constante, o que pode ter desencadeado a síntese de pigmentos de clorofila nas células de 
calos translúcidos (CORREDOIRA et al., 2002)

Foi observado rizogênese direta em dois explantes do tratamento T5, na mesma 
região onde houve formação de calos em outros explantes cultivados in vitro (Figura 3B). 
Lima et al. (2000) apontam que a diferenciação da parte aérea e radicular é controlada pelo 
balanço entre auxina e citocinina. 

FIGURA 3. Explantes foliares de Plinia glomerata aos 30 dias de cultivo in vitro em meio MS 
suplementado com 1,0 mg L-1 de BAP combinado com 0,1mg L-1 ANA. a) Explante com calo; b) 

Explante com raízes adventícias.

A teoria da totipotencialidade em plantas indica que é possível o estabelecimento 
de uma cultura de calo de praticamente qualquer planta e da maioria de suas partes, 
empregando um meio nutritivo simples, acrescido de auxinas e citocininas (GEORGE 
et al. 2013). As altas porcentagens de explantes formando calos sem regenerar gemas, 
quando cultivados em meio de cultura contendo BAP combinado com ANA, podem estar 
relacionadas ao fato de que o balanço hormonal adequado para que ocorra regeneração 
de brotos não foi alcançado. 

Outros fatores que devem ser analisados estão relacionados a idade e genótipo do 
material utilizado. Apesar do material utilizado nos experimentos possuírem somente 30 dias 
de idade, este, provavelmente, já possuía crescimento secundário e consequentemente 
perderam o potencial morfogenético, pois a especialização celular reduz substancialmente a 
plasticidade e a capacidade de diferenciação celular, e em estágios mais maduros, existem 
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genes que são expressos em diferentes quantidades de proteínas quando comparadas aos 
tecidos juvenis (BASTO et al. 2012).

Existe evidência de que a atividade citocinínica diminui durante a maturação, que 
reduz a divisão celular e indução de genes (GARCIA et al., 2011). Em cedro (Cedrela 
montana) Basto et al. (2012) estudaram o potencial morfogênico avaliando explantes de 
duas idades e relataram que em material adulto não houve resposta organogênica mesmo 
quando os explantes foram cultivados na presença de ácido nafteleno acético (ANA), 
6-benzilaminopurina (BAP), cinetina (CIN) ou thidiazuron (TDZ). 

Outro aspecto a ser considerado é que calos podem conter células ou grupos de 
células que possuem centros ativos responsáveis pela divisão celular. Em condições 
adequadas (balanço correto entre citocinina e auxina) tais centros são induzidos e então 
são capazes de se diferenciarem em órgãos. As células que são capazes de responder 
a determinados estímulos são denominadas competentes; nelas podem ocorrer a 
diferenciação celular e a formação de brotos ou raízes (GEORGE et al. 2013). A competência 
é o primeiro passo para a diferenciação celular; o segundo é a indução da determinação em 
células competentes. As células são determinadas quando se osubmetem a um caminho 
particular de desenvolvimento geneticamente programado e continuam sem a influência de 
reguladores de crescimento (GEORGE et al. 2013).

A oxidação nos explantes apresentou um comportamento quadrático para os 
tratamentos utilizados. As maiores percentagens de oxidação foram obtidas no tratamento 
controle e com a utilização de 2 mg L-1 de BAP combinado com 0,1 mg L-1 de ANA, atingindo 
95% de explantes oxidados nos dois tratamentos realizados (Figura 4).

FIGURA 4. Porcentagem de oxidação in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentrações 
de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L-1de ANA aos 30 dias após a inoculação. 

Dourados – MS. UFGD, 2016.

Além da definição da composição química do meio e da interação explante/regulador 
vegetal para o controle da organogênese in vitro, um outro desafio encontrado nas técnicas 
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de cultivo in vitro está no controle da oxidação.  Segundo Paiva e Paiva (2001), a oxidação 
fenólica é altamente dependente do genótipo, da fase de desenvolvimento da planta e da 
estação do ano. Em épocas mais favoráveis ao crescimento, a concentração de polifenóis 
é menor e, consequentemente, a oxidação nos tecidos cultivados in vitro também é menor 
(PAIVA e PAIVA, 2001; RIBEIRO et al., 2013).

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). 

Análises histológicas  
O material vegetal utilizado foi coletado de plantas de P. glomerata mantidas no 

pomar na área de Fruticultura localizada na Universidade Federal da Grande Dourados 
(UFGD) no Campus Cidade Universitária. Para a realização dos cortes, utilizou-se a quarta 
folha do ramo. 

As folhas de P. glomerata são simples, inteiras, curtamente pecioladas, peninérveas 
e de consistência coriácea. Possuem coloração verde-escura na face superior e 
verde-prateada na face inferior, medindo 10 cm de comprimento por 3 cm de largura, 
aproximadamente A filotaxia é oposta e as folhas são glabras na superfície adaxial e 
pilosas na superfície abaxial. A lâmina tem forma lanceolada com as margens lisas, o ápice 
é agudo e a base acunheada.

A epiderme, em secção transversal, é uniestratificada e o mesofilo é dorsiventral 
As células epidérmicas na face adaxial são maiores quando comparadas à face abaxial. 
Internamente à face adaxial. Uma cutícula espessa está depositada sobre face adaxial na 
epiderme (Figura 5b).

No mesofilo, o parênquima paliçádico é constituído por 2-3 estratos de células 
retangulares e alongadas no eixo vertical, as quais se dispõem de forma organizada, 
formando fileiras abaixo da camada subepidérmica. O parênquima esponjoso é formado 
por 4-5 estrato de células arranjadas fracamente (Figura 5b).  Feixes vasculares colaterais 
estão imersos no mesofilo e envolvidos por fibras esclerenquimáticas (Figura 5a). Também 
é possível observar a presença de canais secretores e a presença de grãos de amido 
(Figura 5b).
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Nos dias seguintes à inoculação dos explantes, observou-se um inchaço nos 
explantes de todos os tratamentos realizados. Após 15 dias de cultivo in vitro foi possível 
observar a proliferação de células nas extremidades seccionadas dos explantes.

Após 30 dias de cultivo, ainda foi possível a observação de grãos de amido tanto 
em células isodiamétricas quanto nas alongadas (Figura 5C e 5D). O armazenamento 
de grãos de amido em embriões ou células adjacentes é um indicativo de competência 
embriogênica, pois os grãos de amido são produzidos anteriormente para sustentar e 
iniciar o desenvolvimento de embriões (MOURA, 2007; PÁDUA, 2012). Inocente (2007) 
verificou a presença de grãos de amido durante o desenvolvimento de embriões somáticos 
de goiaba-serrana (Acca sellowiana) Rossato (2015) também relata a presença de grão de 
amido em células de calos de guavira (Campomanesia adamantium) aos 28 dias de cultivo 
in vitro, no entanto, não observaram a presença dos mesmos nas células dos calos com 
idade superior a 42 dias de cultivo in vitro.

Os calos formados na presença de 1,0 mg L-1 de BAP combinado com 0,1mg L-1 
ANA apresentaram coloração amarelo-esverdeado e textura não friável. Apesar de ser 
possível observar a presença de pequenos pontos verdes, provavelmente originadas da 
região meristemática, indicando que a organogênese possa ter iniciado, essas células não 
desenvolveram brotações adventícias. Foi observada a formação de raízes adventícias. 
Werner et al. (2009) também observou em calos de pau-brasil (Caesalpinea echinata) o 
crescimento de células com colorações esverdeadas antes da formação de brotações 
adventícias.

A calogênese foi evidenciada por meio das análises das secções transversais dos 
calos. Em explantes cultivados na presença de 1,0 mg L-1 de BAP combinado com 0,1mg 
L-1 ANA é possível observar as mudanças nas estruturas internas dos explantes (Figura 5C) 
e a intensa proliferação celular rompeu a epiderme, evidenciando a rizogênese indireta. 
Resultados semelhantes da origem adventícia de órgãos formados por calos desenvolvidos 
a partir do mesofilo foi descrito por Dibax et al. (2010) e Alves et al (2004b) em explantes 
foliares de híbridos de Eucaliptus, no entanto, os autores relatam que houve a formação de 
brotações adventícias após 35 dias de cultivo in vitro. 

O entendimento do local exato onde começam a ocorrer a formação de calos é 
importante para a cultura de tecidos, e a análise histológica dos calos pode evidenciar a 
local exato da origem da indução de brotos ou raízes adventícias. 
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FIGURA 5. Secções transversais de folhas de Plinia glomerata a) detalhe na nervura principal, seta 
apontando tricoma tector. b) Detalhes do limbo. c) dos calos cultivados in vitro na presença de 1,0 
mg L-1 de BAP combinado com 0,1mg L d) detalhe da medula do nódulo. Legendas: cs: cavidade 

secretora; ep: epiderme; pp: parênquima paliçádico; pe: parênquima esponjoso; cc: córtex do calo; mc: 
medula do calo; np: nervura principal da folha. Barra de escala: 1µm (4), 5 µm (2,3), 20 µm (1), 

4 |  CONCLUSÃO

• O procedimento de assepsia deve ser realizado somente após as sementes 
serem embebidas em água destilada estéril,

• A maior porcentagem de germinação ocorreu na presença de ácido giberélico,

• É possível a formação de calos em explantes foliares, no entanto não houve a 
formação de brotações adventícias.
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