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APRESENTACAO

O agronegécio 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 necessarios para os processos produtivos, as importacdes e exportagdes também
tem a sua influéncia para tal acontecimento, ja que o Brasil se destaca entre os paises que
mais produzem.

Entretanto, mesmo com toda informacgéo ja existente ainda se faz necessario o
desenvolvimento de novos estudos, a fim de capacitar e minimizar alguns entraves existentes
no sistema de producéo, considerando o cenario atual a demanda por informacdes de boa
qualidade é indispensavel.

Com isso, 0 uso de tecnologias, técnicas e pesquisas necessitam estar atreladas na
producéo agricola para desde modo obter sucesso e alta produtividade. Com base nisso a
obra “Desenvolvimento da pesquisa cientifica, tecnologia e inovagéo na agronomia 3” vem
com o intuito de trazer aos seus leitores informagdes essenciais para o sistema agricola.

Apresentando trabalhos desenvolvidos e resultados concretos, com o objetivo de
informatizacdo e capacitacéo 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
Lidia Ferreira Moraes
Fabiola Luzia de Sousa Silva
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RESUMO: Popularmente conhecida como
cabeludinha, a Plinia glomerata (O. Berg) Amshoff
€ uma espécie nativa e tipica da regido da Mata
Atlantica. Como a planta ainda se encontra em
fase de domesticacdo, estudos relacionados a
propagacéao e a selecao de gendtipos promissores
para a propagacao in vitro SA0 necessarios, pois
o cultivo in vitro € uma importante ferramenta
em programas de conservagcdo de recursos
genéticos e melhoramento genético. Objetivou-
se realizar a germinagéo in vitro de sementes de
P. glomerata utilizando diferentes concentracoes
de &cido giberélico, a organogénese in vitro de
explantes foliares com diferentes concentragcbes
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de BAP combinado com ANA e a analise
histolégica dos calos. Para germinagéo in vitro,
foram realizados dois experimentos: 1) sementes
foram primeiramente embebidas por 24 horas
em agua estéril antes da assepsia em hipoclorito
de sbédio e 2) sementes primeiramente foram
desinfestadas e depois embebidas por 24 horas
em agua estéril. Utilizou-se o meio de cultura
MS para a germinagéo in vitro com diferentes
concentragbes de GA,:1) tratamento controle,
sem adicdo de regulador vegetal; T2) 0,5 mg L™
de GA,; T3) 1,0 mg L' de GA,; T4) 2,0 mg L~
de GA,; T5) 5,0 mg L' de GA,; T6) 10,0 mg L"
de GA,. Para a organogénese foram utilizadas
folhas de plantulas germinadas in vitro. Os
explantes foram inoculadas em meio MS em seis
tratamentos:1) 0 mg L' de BAP, 2) 0,1 mg L
de BAP, 3) 0,25 mg L''de BAP, 4) 0,5 mg L' de
BAP, 5) 1,0 mg L""de BAP e 6) 2,0 mg L' de BAP,
todos combinados com 0,1 mg L' de ANA. Para
a analise histologica de calos foram utilizados
calos cultivados em meio MS suplementados
com 1,0 mg L' de BAP e 0,1 mg L"de ANA e
fixados em FAA 50 por 48horas e transferidos
para alcool etilico 70% (v/v). As amostras foram
seccionadas no sentido transversal na espessura
de 5 ym com auxilio de um micré6tomo de e
coradas com azul de tuluidina 0,05% em fosfato
tampé&o 0,1 M (pH 6,8). Ap6s 30 dias de cultivo
in vitro, que nas sementes do experimento 1,
houve a emissdo da raiz primaria e parte aérea.
No entanto, ndo houve germinagdo em nenhum
tratamento com GA, do experimento 2. Para
porcentagem de germinagéo in vitro, observou-
se um incremento na germinacdo proporcional
ao aumento da concentracdo, variando entre
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2,5% no tratamento controle e 85% na concentragdo de 10 mg L' de GA,, demostrando que
as sementes de P. glomerata necessitam de aplicagdo exdgena desse regulador vegetal para
otimizar a germinagéo in vitro. Na organogénese, quando se utilizou 1,0 mg L-"de BAP ¢ 0,1
mg L' de ANA (T5), 92% de explantes apresentaram calos. Nas andlises histolégicas, foi
possivel observar a formacgao indireta de raiz adventicia.

PALAVRAS-CHAVE: Cabeludinha, GA,, rizogénese.

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 GA,: 1) control treatment without addition
of plant growth regulator; T2) 0.5 mg L™ GA;; T3) 1.0 mg L" GA,; T4) 2.0 mg L" GA,; T5) 5.0
mg L" GA,; T6) 10.0 mg L™ GA,. During organogenesis seedling leaves were germinated in
vitro. The explants were inoculated in MS six treatments: 1) 0 mg L' BAP, 2) 0.1 mg L' BAP, 3)
0.25mg L' BAP, 4) 0.5 mg L' BAP, 5) 1.0 mg L' BAP and 6) 2.0 mg L' BAP, all combined with
0.1 mg L' 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 GA,
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 GA,, 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, GA,, rizogenesis.

11 INTRODUCAO

Popularmente conhecida como cabeludinha ou jabuticaba amarela, a Plinia
glomerata (Myrtaceae) € uma espécie nativa e tipica da regido da Mata Atlantica, ocorrendo
naturalmente nos estados de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sdo Paulo (LORENZI, 2002).
Essa espécie possui frutos com propriedades adstringentes e é utilizada na fabricagcéo de
geleias e refrescos, no entanto trata-se de uma espécie pouco conhecida pela populagéo
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 passaros e outros animais silvestres, como abelhas (SUGUINO et al., 2006).

Apresenta frutos arredondados que assumem coloragéo amarela no amadurecimento,
podendo pesar até 4 g e possuir de uma a duas sementes grandes. A frutificagdo acontece
de setembro a novembro, no entanto, pode apresentar variagdes dependendo da regido
de cultivo (ANDERSEN e ANDERSEN, 1989). As sementes devem ser colocadas para
germinar logo apés a colheita, pois perdem a viabilidade rapidamente (LORENZI et. al.,
2002)

Apesar do aumento consideravel de trabalhos com espécies nativas, muitas ainda
carecem de informacgbes basicas sobre a propagacao, cultivo e a utilizagdo comercial para
os mais diversos fins (ARAUJO NETO et al., 2003; ALVES et al., 2004a), como € o caso da
P. glomerata, com poucas informagbes sobre a propagacgéo da espécie.

A germinagcédo da semente € um passo crucial para a vida da planta, pois este
processo de propagacéo possibilita a manutengéo da diversidade genética das populagdes
(ROJAS-ARECHIGA e VASQUEZ-YANES, 2000), permitindo a selecdo de genétipos
superiores que possam ser usados em programas de melhoramento para fins comerciais e
também para a producdo de mudas para reflorestamento de areas degradadas.

Como técnica de propagacao, a cultura de tecidos constitui-se como uma ferramenta
viavel para a obtencéo de plantas sadias (ULISSES et al., 2010). A partir dela é possivel
propagar espécies que apresentem dificuldades na reproducdo sexuada, produzir material
vegetal em condicbes 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 conservacao, por viabilizar a inclusédo e manutencéo de espécies em bancos de
germoplasma in vitro (KELLER et al., 2013).

As giberelinas estéo diretamente envolvidas no processo germinativo das sementes
e melhoram o desempenho das plantulas, acelerando a velocidade de emergéncia e
realcando o potencial das sementes de varias espécies. Como aracga-rosa (Psidium
catleianum, PRUDENTE et al. 2014); guavira (Campomanesia adamantium, DEO et
al.,2014), beterraba (Beta vulgaris, BRAUM et al.,2010), ipé-branco (Tabebuia roseo-alva,
ABBADE et al., 2010), araticum (Annona classiflora, RIBEIRO et al., 2009) e uvaia (Eugenia
uvalha, SCALON et al., 2004).

Como hé& poucas informagbes sobre a espécie, relacionados a propagacgdo e
selecdo de genétipos promissores para a propagacao in vitro s&o necessarios, além do
desenvolvimento de protocolos de cultivo in vitro.

A regeneracédo de plantas in vitro & considerada complexa pois diversos fatores,
tanto externos quanto internos, estdo envolvidos, como, o genétipo, a fonte e as condigcbes
fisiologicas em que se encontra material vegetal, a associagdo de reguladores vegetais
(principalmente o balango auxinas e citocininas presentes no meio de cultivo), as
caracteristicas do meio de cultura empregado e as condigbes do ambiente (HUSSEIN e
AQLAN, 2011; LIMA et al.,2012).
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A cultura de tecidos pode contribuir para a obtencdo de plantas com caracteristicas
agrondmicas desejaveis e a indugdo da organogénese ou embriogénese somatica na
presenca ou na auséncia de uma fase de calo tém a finalidade de regenerar plantulas a
partir de células transformadas, apés a introducéo de genes de interesse (FIGUEIREDO
et al., 2007).

Os processos de regeneracédo de plantas in vitro podem ser avaliados pela analise
histolégica e morfologica do material vegetal. Caracterizando-se a via de regeneracéo,
podem-se também estabelecer melhores condi¢cdes de cultivo, para a determinacéo de
protocolos eficientes para a inducéo e obtencao de plantas. Secgdes histoldgicas seriadas,
além de permitir a observagdo da formacdo de gemas adventicias ou de embrides
somaticos, permitem caracterizar as modificagcdes celulares (MONTERO-HARA, 2000).

No mesmo explante, h& caracteristicas divergentes relacionadas com as estruturas
anatébmica que influenciam na resposta aos tratamentos (RODRIGUEZ, 2013). Entre os
procedimentos que podem auxiliar o estudo anatdomico dos processos celulares in vitro,
ressalta-se 0 uso de corantes basicos, acidos, e outros reagentes especificos para os
grupos quimicos presentes no tecidos e células como ligninas, sacarideos, compostos
lipidicos, dentre outros (CUTLER, 2011).

O entendimento do desenvolvimento dos primeiros eventos na desdiferenciagao
celular para a formacéo de calo ou de estruturas definidas tem sido alvo de pesquisas em
varias espécies para o aprimoramento das técnicas de propagacao in vitro (ALMEIDA et
al.,, 2012). Os estudos anatémicos em Myrtaceae foram voltados principalmente para o
reconhecimento de padrdes taxonémicos e variagdes histologicas em funcdo de fatores
ambientais como incidéncia de luz, idade e poluicdo (GOMES et al., 2009).

Objetivou-se realizar a germinacao in vitro de sementes de P. glomerata utilizando
diferentes concentragoes de acido giberélico, a organogénese in vitro de explantes foliares
com diferentes concentracbes de BAP combinado com ANA e a analise histologica dos
calos.

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal do Centro de
Biotecnologia e Melhoramento Genético de Cana-de-Acucar da Universidade Federal da
Grande Dourados/UFGD.

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

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

Foi utilizado o meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), solidificado com
0,6 g L' de agar e suplementado com 30 g L' de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 + 0,1
antes da esterilizagdo em autoclave, a temperatura de 121°C e a presséo de 1,05 kg cm?,
durante 20 minutos. Em camara de fluxo laminar, o meio foi distribuido em frascos de 250
mL e suplementados com diferentes concentra¢des de &cido giberélico, que constituiram
os seguintes tratamentos:

T1) tratamento controle, sem adi¢éo de regulador vegetal,
T2) 0,5 mg L™ de GA,,

T3) 1,0 mg L™ de GA,,

T4) 2,0 mg L' de GA,,

T5) 5,0 mg L' de GA,,

T6) 10,0 mg L' de GA,.

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

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

Experimento 2: as sementes primeiramente passaram pelo processo de
desinfestacdo e sb entdo, ficaram 24 horas em embebicéo.

O processo de desintestacdo das sementes, independente do momento da
embebicéo, foi realizado em camara de fluxo laminar com todos os utensilios previamente
autoclavados, como descrito anteriormente. As etapas do processo foram: 3 minutos
em alcool etilico 70% (v/v) e 20 minutos em hipoclorito de sodio (2,5% de cloro ativo,
(v/v)) acrescido de 3 gotas de detergente comercial. Depois desse procedimento, foram
enxaguados trés vezes em agua destilada estéril para a retirada de tracos dos agentes
desinfestantes.

Ap6s o procedimento de desinfestacdo superficial das sementes, estas foram
inoculadas nos diferentes tratamentos descritos acima e permaneceram durante 7 dias
no escuro, e entdo, o experimento foi mantido em sala de crescimento a 25 + 2°C de
temperatura, sob fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de foétons de 45 pymol m?2 s,
fornecido por lampadas fluorescentes brancas.

Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado e cada tratamento
foi constituido por 4 repeticbes de 5 frascos contendo uma semente cada, totalizando 20
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frascos por tratamento.

As avaliagbes foram realizadas apdés 30 dias da instalacdo do experimento.
As caracteristicas analisadas foram: porcentagem de germinag¢do, porcentagem de
contaminagéo fungica e bacteriana e porcentagem de sementes ndo responsivas aos
tratamentos.Os dados foram submetidos a analise de variancia e foram realizadas anélise
de regresséo a 5% de probabilidade, utilizando-se o software SISVAR (FERREIRA, 2008).

Experimento 3: Efeito de diferentes reguladores sobre a organogénese 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
concentragbes de BAP (6-Benzilaminopurina) 0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0 mg L', todos
combinados com 0,1 mg L' de ANA (4cido naftaleno acético).

Cada tratamento foi constituido de quatro repeticbes, sendo cada repeticao
composta por 1 placa de Petri contendo 10 segmentos foliares com aproximadamente 1
cm?. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado. As folhas utilizadas como
explantes foram excisadas na altura da nervura central, na posi¢do abaxial e inoculadas em
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), previamente preparado e autoclavado, acrescido
de 30 g L' de sacarose e 6 g L' de &gar, pH 5,8 (ajustado antes a adi¢gdo do agar). O
meio de cultura foi suplementado com os reguladores de crescimento de acordo com cada
tratamento e, em camara de fluxo laminar, o0 meio foi distribuido em placas de Petri.

Apds a inoculagao, as placas de Petri com os explantes foram vedados e mantidos
no escuro por um periodo de 7 dias em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2°C
e apos este periodo foram mantidos sob luminosidade de 45umol m2 s e fotoperiodo de
16 horas.

As avaliagbes foram realizadas 30 dias ap6s a inoculagdo e foram analisadas:
porcentagem de explantes oxidados, porcentagem de explantes que formaram calo e
numero de brotacbes emitidas por explante. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e foram realizadas analise de regresséo a 5% de probabilidade, utilizando-se o
software SISVAR (FERREIRA, 2011).

Experimento 4: Analise histologica de calos

Para a andlise histolégica de calos foram utilizados calos cultivados em meio MS
suplementados com 1,0 mg L-"de BAP combinado com 0,1 mg L'de ANA.

Os calos foram fixados em FAA 50 (JOHANSEN, 1940) por 48 horas e transferidos
para alcool etilico 70% (v/v). O processamento das amostras foi realizado mediante a
desidratacé@o em série alcodlico-etilica e infiltrada em meta-acrilatoglicerol (historesina). As
amostras foram seccionadas no sentido transversal na espessura de 5 ym com auxilio de
um micrétomo de rotacéo e coradas com azul de tuluidina 0,05% em fosfato tampéo 0,1 M
(pH 6,8) (O'BRIEN et al., 1964).

As laminas permanentes foram montadas com resina sintética. As analises
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microscoépicas e registros fotomicrograficos foram realizados em microscépio 6ptico e com
camera digital fotografica Canon PowerShot SX510HS.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de 4gua das sementes de P. glomerata encontrava-se em torno de 45%, na
ocasido da instalacéo do experimento.

Apo6s 30 dias de cultivo in vitro foi verificado, que nas sementes do experimento
1, que primeiramente foram embebidas em &agua destilada estéril, apresentaram a
emissdo da raiz primaria e parte aérea. No entanto, ndo houve germinacdo em nenhum
tratamento com GA, do experimento 2, onde as sementes passaram primeiramente pela
desinfestacao antes do procedimento de embebicéo. Este fato pode indicar que os agentes
desinfestantes, a concentracdo ou o tempo de exposicdo das sementes podem ter sido
toxicos para o embrido, e em consequéncia, levaram a morte. A natureza da substancia
descontaminante, concentragédo e o tempo de contato sédo variaveis de acordo com cada
espécie vegetal e com o tipo de explante utilizado, sendo necessario o estabelecimento
de protocolos de descontaminagdo para cada caso. Vale ressaltar que, nesta etapa, a
maior dificuldade é obter um tecido descontaminado sem que ele morra com o tempo de
exposicdo (JUNGHANS e SOUZA, 2009).

Uma série de eventos fisicos, fisioldgicos, bioquimicos e morfol6gicos ocorre no
sentido de desenvolver o embrido em uma plantula (BORGHETTI, 2000; FERREIRA e
BORGHETTI, 2004; MARCOS-FILHO, 2005). Para iniciar o processo de germinacgéo, é
necessario que haja umidade suficiente para ativar as reagées de desenvolvimento do
embrido. Durante esse processo, a semente passa por trés fases de embebigcéo, que se
inicia pela entrada rapida de agua (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010).

Durante o periodo de cultivo, ndo foi observado contaminagédo fangica nem
bacteriana, indicando que o tipo, a concentracéo e o tempo de exposicdo foram eficientes
para a desinfestagcéo superficial. No entanto, as medidas fitossanitarias adotadas para as
sementes de P. glomerata devem ser realizadas ap6s 24 horas de embebig¢édo das sementes
em agua destilada estéril, para que os produtos desinfetantes hajam sem influenciar no
processo de germinagéo.

Durante a germinacao in vitro de sementes de P. glomerata (Figura 1) observou-se
que a adicdo de GA, no meio de cultura, promoveu um aumento linear no percentual de
germinagéo quando comparado ao controle. Dentre as concentragbes testadas de GA,
destaca-se a concentragdo de 10 mg L, pois nesta concentracdo verificou-se 85 % de
germinacéo.

Esses resultados demostram que as sementes de P. glomerata necessitam
de aplicacdo exdgena desse regulador vegetal para que ocorra maior porcentagem de
germinacdo. Ressalta-se, que as sementes de P. glomerata possuem uma concentracao
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relativa de GA, baixa, mas quando tratadas com uma concentragdo adequada, apresentaram
uma germinagdo maior e mais homogénea. Devido ao efeito estimulante do GA, no

processo germinativo quando aplicadas em sementes com presenca ou ndo de dorméncia.

FIGURA 1. Porcentagem de germinacao in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentragées
de &cido giberelico (GA,) aos 30 dias apos a inoculagéo. Dourados — MS. UFGD, 2016.

O &cido giberélico possui efeito marcante no processo de germinacao de sementes,
ativando enzimas hidroliticas que atuam ativamente no desdobramento das substancias de
reserva (SANTOS, et al., 2013). Enquanto para diversas espécies, as giberelinas aceleram
a germinagéo e a emergéncia, para outras elas apresentam pequena resposta ou nenhum
efeito (SOARES et al., 2009). Prudente et al. (2015) verificaram que a adi¢cdo de 0,4 mg
L' de GA, no meio de cultura proporcionou quase 80% de germinagédo em sementes
de aragazeiro (Psidium cattleyanum). Déo et al. (2014) concluiram que 1mg L' de GA,
adicionada no meio de cultura promoveu 100% de germinacdo em sementes de guavira
(Campomanesia adamantium). Braum et al. (2010) relatam que a maior porcentagem
de germinacdo de sementes de beterraba (Beta vulgaris) foi obtida quando estas foram
tratadas com 1,5 mg L' de GA.

Para sementes de inga (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 pinhdo-manso (Jatropha curcas, VEDOVATO, 2011), relataram que nédo
ha necessidade de adicionar GA, na germinag&o in vitro.

O acido giberélico pode agir simultaneamente em varios fatores de crescimento
celular, tais como: extensibilidade da parede celular, na permeabilidade da membrana
celular, na atividade enzimatica, na variagcdo do potencial osmético e na mobilizacdo de
aglcares (GUARDIA e BENLLOCH, 1980; METRAUX, 1987; WAGNER JUNIOR et al.,
2012; TAIZ e ZAIGER, 2013). Além disso, € claro ao observar nas informagdes encontradas
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na literatura que as sementes necessitam de uma quantidade minima de fitohorménios
e nutrientes para estimular sua germinag@o e desenvolvimento, que € possivel gracas a
disponibilidade de suas reservas nutricionais. A medida que suas reservas véo se tornando
ineficientes, as sementes comegcam a absorver alguns elementos do meio de cultura, se
tornando indispenséavel para a continuidade do crescimento da plantula in vitro.

Durante o cultivo in vitro, as solugbes de sais e agUcares que compdem 0S meios
de cultura ndo exercem efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o crescimento
celular e a morfogénese por meio de propriedades osmoéticas (GEORGE e DEBERGH,
2008). A presencga de reguladores de crescimento no meio de cultura &€ também importante
na regulacdo da germinagéo. Sabe-se, hoje, que as giberelinas séo importantes nesse
processo, pois estdo envolvidas tanto na superagdo da dorméncia como no controle da
hidrélise de reservas, da qual depende o embrido em crescimento.

Durante o cultivo in vitro de segmentos foliares de P. glomerata (Figura 2) observou-
se efeito quadratico da adi¢cdo de BAP e ANA no meio de cultura, uma fun¢éo quadratica no
percentual de calogénese. As maiores porcentagens de formacao de calos foram obtidas
quando os segmentos foliares foram cultivados na presenca de 0,5 e 1,0 mg L' de BAP
combinado com 0,1mg L' ANA (67 e 92% respectivamente).

FIGURA 2. Porcentagem de calogénese in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentrages
de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L-'de ANA aos 30 dias ap6s a inoculagéo.
Dourados — MS. UFGD, 2016.

Os segmentos foliares de amendoin selvagem (Arachis stenosperma) cultivados em
meio MS suplentado com ANA e BAP mostraram alta frequéncia de calogénese (100%),
independente da concentracdo de BAP e de sua combinagdo com ANA (PACHECO et
al.,2008). No tratamento controle, a porcentagem de formacéo de calos foi de apenas 5%,
indicando que o suprimento exdgeno de reguladores de crescimento ao meio de cultura é,
em muitos casos, necessario para a calogénese (ROSA e DORNELAS, 2012; PEGO et al.,
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2013).

Em todos os tratamentos a coloragéo dos calos formados era amarelo-esverdeado,
de consisténcia nao friavel e se restringiram apenas na regido onde foi realizado o corte
(Figura 3A). Esses resultados confirmam que a interagcdo entre auxinas e citocininas é,
as vezes, responsavel pela alta indugdo de calos. Com relagdo a coloragdo dos calos a
presenca de por¢des esverdeadas nestes pode ser atribuida & exposicao dos calos a luz
constante, o que pode ter desencadeado a sintese de pigmentos de clorofila nas células de
calos translucidos (CORREDOIRA et al., 2002)

Foi observado rizogénese direta em dois explantes do tratamento T5, na mesma
regido onde houve formacgéo de calos em outros explantes cultivados in vitro (Figura 3B).
Lima et al. (2000) apontam que a diferenciagéo da parte aérea e radicular é controlada pelo
balango 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' de BAP combinado com 0,1mg L' ANA. a) Explante com calo; b)
Explante com raizes adventicias.

A teoria da totipotencialidade em plantas indica que é possivel 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 balan¢co hormonal adequado para que ocorra regeneragao
de brotos néao foi alcangado.

Outros fatores que devem ser analisados estéo relacionados a idade e gen6tipo do
material utilizado. Apesar do material utilizado nos experimentos possuirem somente 30 dias
de idade, este, provavelmente, ja possuia crescimento secundéario e consequentemente
perderam o potencial morfogenético, pois a especializagao celular reduz substancialmente a
plasticidade e a capacidade de diferenciagéo celular, e em estdgios mais maduros, existem
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genes que sdo expressos em diferentes quantidades de proteinas quando comparadas aos
tecidos juvenis (BASTO et al. 2012).

Existe evidéncia de que a atividade citocininica diminui durante a maturagéo, que
reduz a divisdo celular e inducdo de genes (GARCIA et al., 2011). Em cedro (Cedrela
montana) Basto et al. (2012) estudaram o potencial morfogénico avaliando explantes de
duas idades e relataram que em material adulto ndo houve resposta organogénica mesmo
quando os explantes foram cultivados na presenca de acido 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 responsaveis pela divisdo celular. Em condi¢cbes
adequadas (balanco correto entre citocinina e auxina) tais centros sdo induzidos e entéo
sé@o capazes de se diferenciarem em 6rgaos. As células que sdo capazes de responder
a determinados estimulos sdo denominadas competentes; nelas podem ocorrer a
diferenciacao celular e a formacgéo de brotos ou raizes (GEORGE et al. 2013). Acompeténcia
€ o primeiro passo para a diferenciacgao celular; o segundo é a indugéo da determinagéo em
células competentes. As células sdo determinadas quando se osubmetem a um caminho
particular de desenvolvimento geneticamente programado e continuam sem a influéncia de
reguladores de crescimento (GEORGE et al. 2013).

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

FIGURA 4. Porcentagem de oxidacgao in vitro de Plinia glomerata utilizando diferentes concentragoes
de 6-Benzilaminopurina (BAP) combinado com 0,1 mg L-'de ANA aos 30 dias ap6s a inoculagao.
Dourados — MS. UFGD, 2016.

Além da definicdo da composi¢ao quimica do meio e da interagédo explante/regulador

vegetal para o controle da organogénese in vitro, um outro desafio encontrado nas técnicas
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de cultivo in vitro esta no controle da oxidagdo. Segundo Paiva e Paiva (2001), a oxidagcéao
fendlica é altamente dependente do genétipo, da fase de desenvolvimento da planta e da
estacdo do ano. Em épocas mais favoraveis ao crescimento, a concentracéo de polifenobis
€ menor e, consequentemente, a oxidagdo nos tecidos cultivados in vitro também é menor
(PAIVA e PAIVA, 2001; RIBEIRO et al., 2013).

No cultivo in vitro o processo de oxidagdo pode ser desencadeado por injarias
causadas aos tecidos vegetais, como o corte dos explantes com bisturi (CID e TEIXEIRA,
2010) ou devido a utilizacdo de agentes quimicos na esterilizagcao superficial. O tecido
lesionado libera compostos fenolicos que em contato com as enzimas polifenoloxidases
oxidam os polifenéis formando as quinonas. As quinonas sdo substancias altamente
ativas e, posteriormente a sua produgao, polimerizam e ou oxidam proteinas para formar
compostos melanicos, os quais sdo responsaveis pelo escurecimento das partes excisadas
dos explantes e do meio de cultura (GEORGE e SHERRINGTON, 1984).

O acumulo de polifendis e de produtos da oxidacdo modificam a composi¢cdo do
meio e a absor¢cdo de metabolitos (ANDRADE, 2000), inibindo o crescimento e podendo
causar a morte dos explantes (SATO et al., 2001).

Analises histolégicas

O material vegetal utilizado foi coletado de plantas de P. glomerata mantidas no
pomar na area de Fruticultura localizada na Universidade Federal da Grande Dourados
(UFGD) no Campus Cidade Universitaria. Para a realizagdo dos cortes, utilizou-se a quarta
folha do ramo.

As folhas de P. glomerata séo simples, inteiras, curtamente pecioladas, peninérveas
e de consisténcia coriacea. Possuem coloragdo 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 s&o glabras na superficie adaxial e
pilosas na superficie abaxial. Alamina tem forma lanceolada com as margens lisas, o apice
€ agudo e a base acunheada.

A epiderme, em secc¢éo transversal, é uniestratificada e o mesofilo é dorsiventral
As células epidérmicas na face adaxial sdo maiores quando comparadas a face abaxial.
Internamente a face adaxial. Uma cuticula espessa esta depositada sobre face adaxial na
epiderme (Figura 5b).

No mesofilo, o parénquima palicadico é constituido por 2-3 estratos de células
retangulares e alongadas no eixo vertical, as quais se dispéem de forma organizada,
formando fileiras abaixo da camada subepidérmica. O parénquima esponjoso é formado
por 4-5 estrato de células arranjadas fracamente (Figura 5b). Feixes vasculares colaterais
estdo imersos no mesofilo e envolvidos por fibras esclerenquiméaticas (Figura 5a). Também
€ possivel observar a presenga de canais secretores e a presenga de grdos de amido
(Figura 5b).
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Nos dias seguintes a inoculagdo dos explantes, observou-se um inchaco nos
explantes de todos os tratamentos realizados. Apds 15 dias de cultivo in vitro foi possivel
observar a proliferagéo de células nas extremidades seccionadas dos explantes.

Apo6s 30 dias de cultivo, ainda foi possivel a observagdo de grédos de amido tanto
em células isodiamétricas quanto nas alongadas (Figura 5C e 5D). O armazenamento
de gréos de amido em embrides ou células adjacentes é um indicativo de competéncia
embriogénica, pois os graos de amido sdo produzidos anteriormente para sustentar e
iniciar o desenvolvimento de embrides (MOURA, 2007; PADUA, 2012). Inocente (2007)
verificou a presenca de graos de amido durante o desenvolvimento de embrides somaticos
de goiaba-serrana (Acca sellowiana) Rossato (2015) também relata a presenca de gréo de
amido em células de calos de guavira (Campomanesia adamantium) aos 28 dias de cultivo
in vitro, no entanto, ndo observaram a preseng¢a dos mesmos nas células dos calos com
idade superior a 42 dias de cultivo in vitro.

Os calos formados na presenga de 1,0 mg L' de BAP combinado com 0,1mg L
ANA apresentaram coloragcdo amarelo-esverdeado e textura néo friavel. Apesar de ser
possivel observar a presenga de pequenos pontos verdes, provavelmente originadas da
regido meristematica, indicando que a organogénese possa ter iniciado, essas células nao
desenvolveram brotagdes adventicias. Foi observada a formacdo de raizes adventicias.
Werner et al. (2009) também observou em calos de pau-brasil (Caesalpinea echinata) o
crescimento de células com coloragbes esverdeadas antes da formacdo de brotagbes
adventicias.

A calogénese foi evidenciada por meio das andlises das secgbes transversais dos
calos. Em explantes cultivados na presenca de 1,0 mg L' de BAP combinado com 0,1mg
L' ANA é possivel observar as mudangas nas estruturas internas dos explantes (Figura 5C)
e a intensa proliferacdo celular rompeu a epiderme, evidenciando a rizogénese indireta.
Resultados semelhantes da origem adventicia de 6rgéos formados por calos desenvolvidos
a partir do mesofilo foi descrito por Dibax et al. (2010) e Alves et al (2004b) em explantes
foliares de hibridos de Eucaliptus, no entanto, os autores relatam que houve a formagéo de
brotacbes adventicias apds 35 dias de cultivo in vitro.

O entendimento do local exato onde comegam a ocorrer a formagédo de calos é
importante para a cultura de tecidos, e a analise histolégica dos calos pode evidenciar a
local exato da origem da indugéo de brotos ou raizes adventicias.
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FIGURA 5. Seccoes transversais de folhas de Plinia glomerata a) detalhe na nervura principal, seta
apontando tricoma tector. b) Detalhes do limbo. ¢) dos calos cultivados in vitro na presenca de 1,0
mg L' de BAP combinado com 0,1mg L d) detalhe da medula do nédulo. Legendas: cs: cavidade

secretora; ep: epiderme; pp: parénquima palicadico; pe: parénquima esponjoso; cc: cortex do calo; mc:
medula do calo; np: nervura principal da folha. Barra de escala: 1um (4), 5 um (2,3), 20 um (1),

41 CONCLUSAO

+ O procedimento de assepsia deve ser realizado somente apos as sementes
serem embebidas em agua destilada estéril,

» A maior porcentagem de germinagéo ocorreu na presenca de acido giberélico,

. E possivel a formagéo de calos em explantes foliares, no entanto ndo houve a
formacéo de brotagbes adventicias.
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