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RESUMO

A goiabeira-serrana (Acca sellowiana (O. Berg.) Burret ¢ uma espécie nativa dos biomas
Mata Atlantica e Pampa, os quais vem sofrendo intensas pressdes antropicas que acabam
levando a perda de areas de vegetacdao nativa e de biodiversidade. Com isso, vem sendo
buscados métodos para conservacdo e propagacdo desta espécie, sendo a micropropagacao
uma das alternativas viaveis. Entretanto, a cultura de tecidos precisa de aprimoramento das
técnicas disponiveis para serem utilizadas rotineiramente. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a influéncia das diferentes concentragdes de Thidiazuron (TDZ) e dos diferentes meios de
cultura nas respostas morfogénicas da goiaba-serrana. As andlises foram compostas por dois
experimentos, sendo o primeiro avaliando o efeito de diferentes concentragdes de TDZ e o
segundo avaliando o efeito de trés meios de cultura (MS, WPM e LPm) nas diferentes
concentracoes de TDZ. As sementes utilizadas foram retiradas manualmente de frutos
maduros cedidos pela Epagri e inoculados em meio MS sem reguladores para germinagao in
vitro. Posteriormente, segmentos nodais contendo de 1 a 2 nds foram retirados das plantulas e
introduzidos ao meio MS para primeiro e segundo subcultivo suplementado com TDZ (0; 0,5;
1,0 € 2,0 uM). Apds 30 dias foram avaliados e subcultivados, no mesmo meio com as mesmas
concentragdes do fitorregulador. No segundo experimento trés formulagdes salinas (MS,
WPM, LPm) e quatro concentracdes de TDZ (0; 0,5; 1,0 e 2,0 uM) foram avaliados apds 30
dias. O uso de TDZ em diferentes concentrac¢des foi indiferente a formagao de brotos, ¢ ainda,
o numero de nds por broto regenerado diminui com o aumento da concentragdo de TDZ. Em
subcultivo sucessivo, a taxa de resposta morfogénica, o numero de brotos regenerados, o
numero de nos por broto e a altura dos brotos diminuem. Em meio de cultura LPm os
microbrotos regenerados tiveram efeito inibitdrio na altura dos brotos com o aumento da
concentragdo de TDZ. O uso de 2,0 uM de TDZ em meio de cultura LPm promoveu menor
nimero de brotos regenerados, menor nimero de nos por broto e menor altura dos brotos do
que em meio MS e WPM. O protocolo recomendado para a multiplicagdo por organogénese
direta consiste no uso do meio de cultura semissélido MS, suplementado com 30 g L' de
sacarose € 7,5 g L! de 4gar-4gar, isento de regulador de crescimento.

Palavras-chave: Cultura de tecidos. Multiplica¢do. Espécie nativa.



ABSTRACT

The feijoa (Acca sellowiana (O. Berg.) Burret) is a native species of the Mata Atlantica and
Pampa biomes, which have been suffering intense anthropic pressures that lead to loss of
areas and biodiversity. Thus, methods have been sought for conservation and propagation of
this species, and micropropagation is one of the viable alternatives. However, tissue culture
needs improvement of the techniques available for routine use. The objective of this work was
to evaluate the influence of different Thidiazuron (TDZ) concentrations and different culture
media on the morphogenic responses of feijoa. The analyzes consisted of two experiments,
the first evaluating the effect of different TDZ concentrations and the second evaluating the
effect of three culture media on different TDZ concentrations. The seeds used were manually
removed from ripe fruits provided by Epagri and inoculated in MS media without regulators
for in vitro germination. Subsequently, nodal segments containing 1 to 2 knots were removed
from the seedlings and introduced to the MS media for first and second subcultures
supplemented with TDZ (0; 0.5; 1.0 and 2.0 uM). After 30 days they were evaluated and
subcultured in the same media with the same phytoregulator concentrations. In the second
experiment three saline formulations (MS, WPM, LPm) and four TDZ concentrations (0, 0.5,
1.0 and 2.0 uM) were evaluated after 30 days. The use of TDZ at different concentrations
promotes bud formation, and the number of nodes per regenerated shoot decreases with
increasing TDZ concentration. In successive subculture, the morphogenic response rate, the
number of shoots regenerated, the number of nodes per shoot and the height of the shoots
decrease. In LPm culture media regenerated microshoots had an inhibitory effect on shoot
height with increasing TDZ concentration. The use of 2.0 uM of TDZ in LPm culture media
promoted smaller number of regenerated shoots, smaller number of nodes per shoot and
smaller shoot height than in MS and WPM media. The recommended protocol for direct
organogenesis multiplication is the use of MS solid media supplemented with 30 g L™! sucrose
and 7,5 g L'! 4gar-4gar free promotes.

Keywords: Tissue Culture. Multiplication. Native species.
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1 INTRODUCAO

A regido sul do Brasil abriga inimeras espécies alimenticias, entre essas, frutiferas nativas
com grande potencial de uso, como algumas mirtaceas, a pitangueira (Eugenia uniflora L.), o
aragazeiro (Psidium cattleyanum Sabine.) e a goiabeira-serrana (Acca sellowiana (O. Berg.)
Burret.), sendo a goiabeira-serrana nativa da regido do planalto meridional brasileiro e
nordeste do Uruguai, com dispersdes na Argentina e Paraguai (CIOTTA et al., 2018).

Chamada de goiaba-serrana no Brasil, mas também conhecida como feijoa em outros
paises, possui alta variabilidade genética (GUERRA et al., 2013). Apresenta porte reduzido,
raramente ultrapassando 5 metros de altura. E predominantemente alégama, de floragdo tardia
(outubro-novembro) quando ndo ha mais riscos de geada e com polinizacdo feita, em grande
parte, por passaros frutivoros que comem as pétalas da goiabeira-serrana e ficam com polen
da espécie na cabega (DUCROQUET & HICKEL, 1997).

Apesar de ser comercialmente explorada na Nova Zelandia, Estados Unidos, Australia e
alguns paises europeus, a goiaba-serrana foi recentemente domesticada e cultivada
comercialmente no Brasil (GUERRA ef al., 2013). O interesse de estudo desta planta também
se deve ao fato de a espécie ser adaptada as condi¢des edafoclimaticas da regido sul brasileira.
Além da qualidade dos frutos, que podem ser consumidos in natura ou processados, por suas
pétalas que podem também ser destinadas ao consumo humano (como decoracdo em pratos,
saladas, doces, etc.) e, ainda, devido a sua beleza na época de floragdo, a goiabeira-serrana
pode ser utilizada como planta ornamental (CIOTTA et al., 2018).

A goiabeira-serrana pode ser propagada de forma sexuada, onde as mudas sdo obtidas a
partir de sementes, ¢ de forma assexuada, sendo realizada a partir de técnicas de clonagem,
como enxertia, estaquia, mergulhia e micropropagacdo (FACHINELLO; NACHTIGAL,
1992).

Em especial, a micropropagacdo ou propagacdo in vitro, apresenta potencial para
conservagao de germoplasmas, limpeza clonal (plantas livres de virus), produ¢do em massa de
mudas, aceleragdo dos programas de melhoramento pela multiplicacdo de clones, entre outras
funcdes no meio biotecnoldgico (OLIVEIRA et al., 2013).

O sucesso do cultivo in vitro de espécies vegetais depende de diversos fatores ligados a
indugdo e ao controle da morfogénese quanto a regeneracao de brotos e sistema radicular no
processo de organogénese, fazendo com que o controle da composi¢ao do meio de cultura seja

essencial. Sendo assim, varios tipos de reguladores vegetais vém sendo empregados nas
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técnicas de micropropagacdo, com destaque na suplementacdo do meio com auxinas e
citocininas (SOUZA et al., 2010).

A micropropagacao de espécies lenhosas vem sendo estudada através da avaliacdo das
respostas fisiologicas apresentadas pela planta com meios suplementados com diferentes tipos
de citocininas exdgenas. Dentre os protocolos de cultura de tecidos, a citocinina mais utilizada
¢ o BAP (6-benzilaminopurina). Contudo, a CIN (Cinetina) e o TDZ (Thidiazuron) também
mostraram resultados promissores (OLIVEIRA et al., 2013).

1.1 JUSTIFICATIVA

O interesse no estudo desta espécie se deve ao potencial organoléptico dos frutos. A
exploragdo comercial e cultivo da goiaba-serrana é capaz de permitir a oferta a populacao de
uma nova opg¢do de frutos, com propriedades nutracéuticas desejaveis (AMARANTE;
SANTOS, 2011).

Como métodos de propagacdo, a estaquia, apresenta baixa eficiéncia (DUARTE et al.,
1992) e baixa taxa de enraizamento (CIOTTA et al., 2018). Uma das hipoteses seria a elevada
quantidade de compostos fendlicos que promovem a rapida oxidagdo das estacas recém-
retiradas dos ramos da planta-matriz. A enxertia também apresenta baixos indices de pega
com enxertia lenhosa ou semilenhosa, onde os indices ndo ultrapassam 20% a 30% (CIOTTA
etal.,2018).

Com essas limitagdes, a cultura de tecidos vegetais e seus procedimentos podem ser
aplicados com sucesso para a micropropagac¢do de clones em massa de genotipos com alto
valor genético, fixando gendtipos de interesse agricola, com boas condigdes fitossanitarias e
para domesticagdo da espécie. Entretanto, as técnicas disponiveis necessitam de

aperfeigoamento para serem utilizadas rotineiramente.
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1.2 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da citocinina Thidiazuron (TDZ) e o efeito dos diferentes meios de

cultivo (MS, WPM e LPm) na multiplicagdo in vitro de Acca sellowiana.

1.1.2 Objetivos especificos
e Determinar o efeito de diferentes concentragdes de TDZ em sucessivos subcultivos
(primeiro e segundo subcultivos);
e Comparar as respostas morfogénicas em diferentes formulagdes salinas (MS,

WPM, LPm) na multiplicagdo in vitro com o uso de diferentes concentragdes de

TDZ.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Acca sellowiana (O. Berg.) Burret

Pertencente a familia Myrtaceae e popularmente conhecida como goiaba-serrana, feijoa,
goiabeira-do-campo ou goiabeira-do-mato, a Acca sellowiana foi descrita pela primeira vez
em 1856, pelo botanico Otto Karl Berg. No Brasil, ocorre com maior frequéncia nas areas de
bosque e floresta de araucarias nos estados do Parand e Santa Catarina, ¢ no Rio Grande do
Sul, ocorre nas margens da Floresta Estacional Decidual e em Campos sulinos, em altitudes
menores do que nos estados acima. Mostrando-nos que houve influéncia antroépica em sua
dispersao nesses locais (CIOTTA et al., 2018).

Apesar de ser uma fruta nativa brasileira, ela ¢ menos conhecida no Brasil do que no
exterior. E uma arvore de pequeno porte ou arbusto, com altura média de dois a seis metros,
com galhos muito ramificados e frutificagdes a partir do quarto ano de vida. As Myrtaceas
brasileiras sdo comumente exploradas por suas frutificacdes, no caso da goiabeira-serrana,
também por sua consideravel beleza. A A. sellowiana recebeu o nome comum de goiabeira-
serrana por sua semelhancga fisica com a goiaba comum (Psidium guajava L.) (MORETTO,
2014).

Segundo Amarante & Santos (2011), a goiaba-serrana vem sendo estudada desde 1986 em
Santa Catarina, pela Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina
S.A. (Epagri), com o objetivo de selecionar genotipos superiores que se desenvolvam em um
sistema de producdo de escala comercial. Com isso, entre 2007 e 2008, foram langados as
quatro primeiras cultivares comerciais brasileiras, sendo elas: Alcantara, Helena, Mattos e
Nonante.

A cultivar Alcintara ¢ oriunda da selecdo de mudas com origem de uma planta
identificada em 1987 em Bom Jardim da Serra (SC). Destaca-se por sua precocidade de
maturacdo, sendo esta a primeira a iniciar a colheita seguida das cultivares citadas, em
meados de mar¢o nas condigdes do Planalto Serrano de Santa Catarina (CIOTTA et al.,
2018).

Ja a cultivar Helena foi selecionada entre as 960 mudas obtidas em fun¢ao de um projeto
de melhoramento genético em parceria com a Universidade Federal de Santa Catarina,
iniciado em 1995. O projeto avaliou progénies do cruzamento entre o acesso 101 (coletado em

Urubici — SC) e o cultivar neozelandés ‘Unique’, formando assim uma planta de alta



16

produtividade, porte pequeno, precocidade na produgdo, com bom tamanho e aparéncia dos
frutos (CIOTTA et al., 2018).

A cultivar Mattos foi selecionada por sua boa aparéncia e tamanho de frutos, de
ocorréncia natural em Sao Joaquim (SC). Este € o segundo a entrar em maturacao, geralmente
na segunda quinzena de marco, estendendo-se por até 30 dias. Requer atengdo quanto a
questdo fitossanitaria. E a cultivar Nonante, também ¢ oriunda da selecdo das 960 mudas
assim como a cultivar ‘Helena’, entretanto o cruzamento foi entre o acesso 101 (coletado em
Urubici — SC) e o acesso 50 (coletado em Videira — SC), gerando um gendtipo de alta
produtividade, producdo regular, boa qualidade de frutos, com maturagdo tardia (segunda
quinzena de abril, entendendo-se por até 30 dias), além de ser autocompativel

(DUCROQUET et al., 2008).

2.2 MICROPROPAGACAO

A micropropagacdo estd envolvida na produ¢do de plantas a partir de células, tecidos e
orgaos, que sdo cultivados in vitro em meio nutritivo e sob condigdes assépticas além do
controle rigoroso das condi¢cdes ambientais (BRONDANI, 2012).

Para o desenvolvimento de cultivares superiores de plantas, a técnica de cultura de tecidos
vem sendo utilizada de formas divergentes. Entre elas, a propagacdo vegetativa in vitro ou
micropropagacdo € a aplicagdo mais pratica e com maior impacto na cultura de tecidos. O
destaque especial € por permitir a multiplicacdo e manutenc¢ao rapida de mudas, a partir de um
genotipo selecionado, em curto prazo e em espagos reduzidos, além de ser seguro quanto aos
problemas fitossanitarios. A micropropagacdo tem como base a teoria da totipoténcia celular,
a qual coloca, a qualquer parte da planta, o potencial de regenerar 6érgaos que lhe faltam,
desde que se fornega condicdes Otimas para tal fato (PAIM, 2011).

Segundo Brondani (2012) a micropropaga¢do ¢ dividida em cinco fases, nas quais,
primeiramente, referem-se a condigdo em que a planta matriz se encontra e estd intimamente
ligada ao seu estado fisiologico, sanidade e o ambiente em que ela se localiza. As matrizes
bem nutridas, vigorosas, sadias, livres de qualquer tipo de estresse e em pleno crescimento sao
as 1ideais para fornecerem os melhores explantes. Posteriormente, encontra-se o
estabelecimento do explante in vitro. Todas as operagdes devem ser realizadas em condigdes
assépticas e em camara de fluxo laminar, para evitar qualquer tipo de contaminagdo que possa

competir ou até mesmo matar o explante. Por isso, recomenda-se que o explante seja
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introduzido em tubo de ensaio ou potes de cultura absolutamente livre de contaminagdo
(autoclavados e assepsiados antes do uso). Seguindo, sdo as fases de multiplicagdo,
alongamento das brotagdes e indugao do enraizamento, respectivamente.

Para goiabeira-serrana, existem protocolos de micropropagacdo com taxas de
enraizamento de até¢ 69% (OLTRAMARI et al., 2000), entretanto ¢ um método de maior custo
que necessita de infraestrutura de laboratorios e pessoas especializadas. Contudo, a técnica de
cultura de tecidos auxilia na preservacao de espécies, na obtengdo de plantas livres de pragas
e doencas e ainda proporciona a produgdo de um numero significativo de novas mudas
uniformes e com caracteristicas idénticas a da planta mae. Para obten¢do dessas mudas em
larga escala, esta a organogénese (BATISTA, 2012).

A organogénese se d4, geralmente, pela otimizagdo da relacdo citocinina e auxina no meio
de cultura e ocorre pela diferenciagdo de Orgdos e brotos diretamente do explante
(organogénese direta) ou do calo (organogénese indireta). Depende de diversos fatores,
internos e externos, do tipo de meio de cultura, da fonte de explante e dos fatores do

ambiente, como também, da a¢do dos reguladores de crescimento (BATISTA, 2012).

2.3 MEIOS NUTRITIVOS

Os meios nutritivos ou meios de cultura sdo utilizados na cultura de tecidos para o
fornecimento de substancias essenciais para o desenvolvimento dos tecidos in vitro. Em geral,
0s meios consistem em uma mistura balanceada de macronutrientes, micronutrientes,
carboidratos, fontes organicas de nitrogénio, vitaminas, e em alguns casos, reguladores de
crescimento (AMARAL, 2006).

As formulacdes e dosagens dos meios variam de acordo com cada fase de
desenvolvimento e necessidade da cultura estabelecida in vitro. Os meios se baseiam nas
exigéncias nutricionais de cada planta, com algumas alteragdes para se adaptarem ao ambiente
in vitro (QUISEN; ANGELO, 2008). Podem ser solidos, semissélidos ou liquidos,
dependendo do protocolo para o sistema de cultivo (GUERRA et al., 2016).

Segundo Paim (2011), a composi¢dao do meio nutritivo varia de acordo com a espécie a ser
micropropagada e com as diferentes etapas do processo, ou seja, estabelecimento,
multiplicag¢@o e enraizamento.

O meio MS (Murashige e Skoog, 1962) ¢ usado em todo o mundo, especialmente em

casos de morfogénese, cultura de meristemas e regeneracdo de plantas, caracterizada por sua
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elevada concentragdo de sais. Foi formulado inicialmente para micropropaga¢do de células de
tabaco (Nicotiana sp.), mas apresentou-se eficiente para a maioria das espécies herbaceas
(QUISEN; ANGELO, 2008; BERTOZZO; MACHADO, 2010).

J& o meio WPM — Wood Plant Medium (Lloyd e McCown, 1981) possui % das
concentragdes de nitrato € amonio em relacdo ao meio MS, além de mais potassio e maiores
niveis de sulfato. Seu uso ¢ abundante na micropropaga¢do de arbustos e plantas lenhosas
(QUISEN; ANGELO, 2008).

O meio LPm (Von Arnold & Erikson, 1981) ¢ muito utilizado nos processos de indugao
de embriogénese somatica, as concentracdes de sais sdo intermediarias as formulagdes MS e

WPM (AMARAL, 2006).

2.4 REGULADORES DE CRESCIMENTO

Os horménios de plantas ou também chamados fitormonios, s3o compostos organicos
sintetizados em alguma parte da planta e posteriormente translocado para outra parte,
provocando uma resposta fisioldgica (promocgao ou inibi¢cao). Em relacdo aos reguladores de
crescimento ¢ normalmente utilizado para designar compostos naturais ou sintéticos que
apresentam atividade no controle do crescimento e/ou desenvolvimento da planta. Os
reguladores de crescimento adicionados em meios nutritivos servem para suprir possiveis
deficiéncias dos teores enddgenos de hormdnios nos explantes, e também, estimular o
alongamento e multiplicacdo da parte aérea (PAIM, 2011).

As auxinas e citocininas sdo as classes de reguladores de crescimento comumente
utilizadas na cultura de tecidos. A formagdo da raiz, parte aérea e formacao de calos na
micropropagacao ¢ resultado da interag@o e disponibilidade desses dois reguladores (CURTI,
2011).

Ainda segundo Curti (2011), as auxinas frequentemente utilizadas sio ANA, AIA, AIB,
2,4-D, entre outras possuem diferentes respostas in vitro. AIB ¢ a auxina frequentemente
utilizada na inducao de raizes ¢ ANA ¢ utilizada em meios de isolamento, entretanto em
concentracoes maiores tende a estimular o desenvolvimento de calos. Entre as citocininas
também existem diferengas. BAP, ZEA, CIN, 2iP, TDZ, entre outras, sendo que BAP leva ao
maior nimero de brotos, e consequentemente, a maior taxa de multiplicagdo em vdrios
sistemas de micropropagacdo, ¢ ainda, € a citocinina sintética de menor custo em relagdo a

outras citocininas e ¢ a mais utilizada na multiplicagdo de diversas espécies.
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As citocininas sdo hormonios que auxiliam vérios processos nas plantas, como divisdo
celular, morfogénese, maturacdo de cloroplastos, crescimento de brotos laterais e senescéncia.
Também possuem influencia na sintese proteica e no tipo de proteina produzida pelas células
(MELO, 2002)

O TDZ ¢ outra substancia com atividade de citocinina que vem sendo empregada como
regulador de crescimento bastante eficaz na cultura de tecidos para diferentes tipos de
espécies, podendo ser utilizado desde gramineas, herbaceas até espécies lenhosas, por
exemplo. TDZ ¢ relativamente estavel em sistema de regeneragdo e as respostas fisiologicas
podem ser induzidas mesmo depois de um longo prazo de armazenamento das solugdes
estoque (CURTI, 2011). O TDZ promove crescimento e rediferenciagdo de tecidos (PAIM,
2011).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ORIGEM DO MATERIAL DE ESTUDO

Para inicia¢do e estabelecimento da cultura in vitro, foram utilizadas sementes extraidas
de frutos fisiologicamente maduros coletados de plantas matrizes de duas cultivares de Acca
sellowiana, Helena (Registro no MAPA SCS 412) e Alcantara (Registro no MAPA SCS 411)
doados pela Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensdo Rural de Santa Catarina

(EPAGRI), da cidade de Sao Joaquim — SC.

3.2 CONDICOES DO CULTIVO IN VITRO

O experimento foi realizado no laboratério de Genética e Biotecnologia Vegetal da
Universidade Federal de Santa Catarina, Campus de Curitibanos. Para o cultivo in vitro e
multiplicagdo da goiabeira-serrana, as sementes foram inoculadas em frascos de vidro com
capacidade de 250 mL contendo 30 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962).
Todos os processos de manipulagao foram realizados em camara de fluxo laminar horizontal e
posteriormente mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25°C + 2°C e lampadas

fluorescentes brancas (50 pmol m s™! de fotons), com fotoperiodo de 16 h.

3.3 CULTIVO IN VITRO SOB EFEITO DE THIDIAZURON (TDZ)

Para o cultivo in vitro, as sementes de Acca sellowiana foram removidas manualmente
dos frutos maduros, lavadas em 4gua corrente com detergente para a remog¢ao da mucilagem e
armazenadas em geladeira (9 °C) por 15 dias. Para a assepsia seguiu-se o protocolo de
desinfec¢do com imersao em alcool 70% por 2 minutos, seguido de imersdo em hipoclorito de
sodio 2,5% por 30 minutos, e finalmente em 4gua destilada esterilizada, por trés vezes
consecutivas para a remoc¢do das substancias de assepsia. Em seguida, as sementes foram
inoculadas em meio de cultivo MS (Murashige e Skoog, 1962) suplementado com 30 g L™! de
sacarose e 6 g L! de agar-agar para a germinagio.

Apos 90 dias da germinacao, segmentos nodais contendo de 1 a 2 nds caulinares foram
removidos das plantulas e transferidos para meio de multiplicagdo. O meio de multiplicagao

foi composto por sais de MS (Murashige e Skoog, 1962 — SIGMA - Aldrich®) suplementado
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com 30 g L! de sacarose, 2 g L' de Phytagel, e diferentes concentragdes de Thidiazuron
(TDZ): 0 uM; 0,5 uM; 1,0 uM e 2,0 uM. Em cada frasco foram inoculados cinco explantes de
Acca sellowiana cv. Helena. Os frascos de vidro foram fechados com tampa plastica
convencional (sem troca gasosa) e ainda foram vedados com PVC.

Apo6s 30 dias, os novos brotos regenerados (multiplicados) in vitro foram removidos na
base com auxilio de bisturi e subcultivados (2° subcultivo), mantendo as respectivas
concentragdes de TDZ das condi¢des do 1° cultivo. Os parametros avaliados no subcultivo 1 e
2 foram: percentual de resposta morfogénica, nimero de brotos, nimero de nds por brotos, e
altura de brotos (cm).

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x 2 (quatro
concentragdes de TDZ e 2 subcultivos sucessivos) com 3 repeti¢des, sendo utilizados 5

explantes em um frasco por parcela (Figura 1).

Figura 1. Frascos contendo 5 explantes de Acca sellowiana para multiplicag@o in vitro em primeiro
subcultivo.

3.4 CULTIVO IN VITRO EM DIFERENTES FORMULACOES SALINAS

Sementes de 4. sellowiana cv. Alcantara foram retiradas manualmente dos frutos maduros
e posteriormente passaram por assepsia conforme descrito no item 3.3. Em seguida, as
sementes foram inoculadas em meio de cultivo MS (Murashige ¢ Skoog, 1962) suplementado

com 30 g L! de sacarose e 6 g L' de 4gar-agar para a germinagio.
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Apds 98 dias, foram extraidas as raizes das plantulas e os brotos foram inseridos
novamente em meio MS (Murashige e Skoog, 1962 — SIGMA - Aldrich®). Passados 53 dias,
segmentos nodais contendo de 1 a 2 nés caulinares foram removidos das plantulas e
transferidos para meio de multiplicagdo. O meio de multiplicagdo foi composto por sais de
MS (Murashige e Skoog, 1962), sais de WPM (Lloyd e McCown, 1981) ¢ LPm (Von Arnold
& Erikson, 1981), suplementado com 30 g L! de sacarose, 7,5 g L' de 4gar-agar, 5 ml L' de
vitaminas de Morel (Morel & Wetmore, 1951) e as diferentes concentragcdes de Thidiazuron
(TDZ): 0 uM; 0,5 uM; 1,0 uM e 2,0 uM. Os frascos de vidro foram fechados com tampa
pléstica convencional (sem troca gasosa) e ainda foram vedados com PVC.

Apobs 30 dias, os novos brotos regenerados foram avaliados quanto a: percentual de
resposta morfogénica, nimero de brotos, nimero de nos por broto, e altura de brotos (cm).

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados, em esquema fatorial 4 x 3 (quatro
concentragdes de TDZ e 3 formulagdes salinas de meio de cultivo) com 3 repeti¢des, sendo

utilizados 5 explantes em um frasco por parcela.

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos em cada parametro avaliado foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA). Para os fatores qualitativos foi utilizado o teste SNK ao nivel de 5% de
probabilidade, e para os fatores quantitativos foi empregada a andlise de regressdo. A anélise

estatistica foi realizada através do software estatistico R Core Team (2017).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DE THIDIAZURON (TDZ) NA MULTIPLICACAO IN VITRO

A formagdo de brotos adventicios ocorreu em todas as concentragdes utilizadas de TDZ
(Figura 2), inclusive na sua auséncia. O percentual de respostas morfogénicas, o namero de
brotos regenerados, e a altura dos brotos ndo foram significativos para o efeito das
concentragdes de TDZ (Figura 3A, B, D) e para a interacdo dos fatores concentragdes e
subcultivos. O nimero de nods por broto regenerado foi significativo para o efeito das
concentragdes de TDZ (Figura 3C). Em todos os parametros, o efeito dos subcultivos foram

estatisticamente significativos.

Figura 2. Multiplica¢@o in vitro de Acca sellowiana (0O.Berg.) Burret a partir de segmentos nodais. (A)
Sementes desinfestadas utilizadas na germinagao in vitro; (B) broto formado no 1° cultivo; (C) broto formado no
2° subcultivo; e (D) flor formada anteriormente ao cultivo suplementado com TDZ (aparente apenas em cv.
Alcantara).
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As diferentes concentracdes de TDZ ndo promoveram diferencas significativas no

percentual de respostas morfogénicas, no niumero de brotos regenerados e na altura dos

brotos. Com relagdo ao nimero de ndés por broto o aumento das concentracdes de TDZ

promoveu efeito inibitorio no primeiro subcultivo (Figura 3C), expresso por equagdo de

regressio linear com coeficiente de determinagdo r* de 0,96.

Na multiplicacdo in vitro de Eugenia involucrata (GOLLE et al., 2017), o maior numero

médio de brotagdes ocorreu na auséncia de TDZ. O maior nimero de brotacdes por explante e

o numero médio de gemas adventicias ¢ observado com o uso combinado de 0,5 uM de ANA

e 32 uM de TDZ. O TDZ também nao causou hiperhidricidade nas plantulas.

Figura 3. Respostas morfogénicas na multiplicagdo in vitro de Acca sellowiana (O.Berg.) Burret sob efeito de

diferentes concentracdes de Thidiazuron (TDZ). A. Percentual de respostas morfogénicas; B. Numero de brotos

regenerados; C. Numero de nds/broto regenerado; D. Altura dos brotos regenerados (cm). Legendas: ns = ndo

significativo a 5% de probabilidade; ® subcultivo 1; B subcultivo 2. Letras diferentes indicam a existéncia de

diferengas significativas a 5% de probabilidade na comparagdo entre subcultivo 1 e 2 para cada concentragdo de
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Ainda sobre as concentragdes de TDZ, Oliveira (2016) quando utilizou TDZ nas mesmas
concentragdes de BAP (0,25; 0,5; 0,75 ¢ 1 mg L!) para micropropagacio de Eremanthus
incanus (Less.) Less., em dois subcultivos, os explantes apresentaram menores numeros de
brotagdes, indicando que o TDZ ao contrario de estimular pode ter inibido a produgao de
brotagdes. Supde-se que a diminuicdo das brotacdes do primeiro para o segundo subcultivo
estad relacionada ao fato das citocininas possuirem grande efeito residual, assim como, a
grande produgao de calos principalmente para o TDZ podendo indicar toxidez, além de que a
autora conclui que a citocinina mais indicada para multiplicacdo seria o BAP. Na
micropropagacdo de crisantemo o TDZ ndo estimulou significativamente a produgdo de
brotos a partir dos explantes in vitro (SALGADO et al., 2001).

Na propagagdo in vitro de Campomanesia rufa (SANT’ANA et al., 2018), foram testados
diferentes tipos e concentracdes de citocininas para indugdo das brotacdes, sendo usados o
BAP, BA ou TDZ nas concentragdes 0; 2,25; 4,5 ¢ 9,0 uM. O uso de BAP proporcionou
maiores taxas de brotagdes, com maior formacdo na concentracdo 4,5 pM sem se diferir
estatisticamente da concentragdao 9,0 uM. Também foram avaliados os explantes ao longo do
tempo (30, 60 e 90 dias), mostrando que BAP foi o unico que demonstrou diferenga ao longo
dos dias, tendo a maior taxa de brotagdes aos 90 dias. Para as outras fontes de citocininas, a
diminui¢do do comprimento das brotacdes € no nimero de gemas, demonstram que pode
haver uma possivel fitotoxicidade das fontes de BA e TDZ.

Em todas as concentragdes de TDZ utilizadas em A. sellowiana para todos os parametros
avaliados a comparagdo entre o subcultivo 1 e o subcultivo 2 tiveram diferencas
significativas, sendo os resultados no subcultivo 2 inferiores ao subcultivo 1 (Figura 3).
Semelhante a isso, em frutiferas contemporaneas, em todos os genotipos estudados foram
observados que ao inicio do estudo a taxa de multiplicacdo estava no maximo e apos o
segundo subcultivo declinou, mostrando que o potencial morfogenético dos tecidos diminuiu
gradualmente conforme foram subcultivados (VUJ OVIC; RUZIC; CEROVIC, 2012).

Uma das hipdteses para o declinio das brotagdes pode ser devido ao efeito residual do
horménio utilizado. Segundo Hussain et al. (2007), a reducdo na formacao das brotagdes de
Sterculia urens Roxb. pode melhorar com a redugdo da concentragdo da citocinina TDZ,
favorecendo a produgdo continua de brotacdes. Em ensaios com amoreira-preta (VILLA et
al., 2006), os autores citam que apesar da utilizacdo de citocinina ser essencial para
multiplicagdo dos brotos, o excesso pode ser toxico e algumas caracteristicas observadas sdo:
falta de alongamento das culturas, redu¢do no tamanho das folhas e encurtamento dos

entrenos.
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De acordo com Mankessi et al. (2009), as plantas ao ficarem expostas excessivamente aos
regimes de subcultivos de longo prazo, com componentes inadequados dos meios, podem
resultar na elevacao das concentracdes ideais de certas substancias no interior dos tecidos
vegetais, refletindo no desempenho da cultura como na obtencdo de baixas taxas de
multiplicagdo.

Segundo Huetteman & Preece (1993), as concentragdes de TDZ eficazes sao de 10 a 1000
vezes menores do que outros reguladores de crescimento de plantas. Os autores também
descobriram que, em alguns casos, o cultivo em duas etapas, que consiste em um meio
primario contendo TDZ para induzir a proliferacdo de brotagdes seguida por um meio
secundario com concentracdes menores de TDZ ou outros fitorreguladores para promover o
desenvolvimento das brotagdes, pode ser muito eficaz. No geral, concentracdes mais baixas
de TDZ (inferiores a 1 uM) tém a capacidade de induzir maiores taxas de brotagcdes, e em

concentragdes mais altas, pode levar a formagao de calos.

4.2 EFEITO DE DIFERENTES FORMULACOES SALINAS NA MULTIPLICACAO IN
VITRO

O percentual de resposta morfogénica, o numero de brotos regenerados e o nimero de nos
por broto nao foram significativos para o efeito das concentracdes de TDZ, para os tipos de
meio de cultura (Figura 4A, B, C) e para a interacdo entre os fatores. A altura das brotagdes
foi significativa para o efeito dos tipos de meio de cultura (Figura 4D).

O uso do meio de cultura LPm com concentragdes crescentes de TDZ promoveu redugdo
na altura dos brotos regenerados (Figura 4D), expresso por ajuste de equagdo de regressao
linear com coeficiente de determinacdo 1 de 0,92.

Segundo Goelzer et al. (2019), na micropropagacdo de guavira (Campomanesia
adamantium (Cambess.) O. Berg) foram testadas concentracdes de TDZ (5 uM), ANA (1
uM) e a combinagdo dos dois fitorreguladores em meio MS, encontrando que o meio
suplementado com TDZ apresentou brotagdes de maiores alturas, e ainda, promoveu aumento
no nimero de folhas e da taxa de multiplicagao.

Similar a isto, na micropropagagao de Cedrela fissilis (AMARAL, 2006), foram utilizados
duas formulacdes salinas (WPM e MS) combinadas com as citocininas BAP e CIN
concentradas a 5 uM L', sendo BAP (5 uM L) a citocinina que apresentou melhor média

para nimero de brotos em relacdo a CIN na mesma concentracdo ou na auséncia destas. Para



28

os meios de cultura ndo houve diferenca significativa nem mesmo interagdo entre os meios e
efeito das citocininas.

Amaral (2006) ainda explica a inter-relacao entre os sais inorganicos presentes no meio de
cultura e os fitorreguladores adicionados, que em parte, podem explicar as diferencas na
capacidade de multiplicacdo de brotagdes na goiabeira-serrana. A maioria das formulagdes
salinas incorporam ambos sais de nitrato e amoénio como fonte de nitrogénio para o
crescimento, onde a forma e a concentragdo de nitrogé€nio influenciam significativamente na
sintese de citocininas endogenas.

Para Fracaro & Echeverrigaray (2011), o meio MS ¢ superior aos outros por apresentar
maiores concentragdes de nitrogénio em sua formulagdo. Dal Vesco & Guerra (1999) citam
que o meio WPM pode ser superior pelo fato de ser uma solugao salina especifica para plantas

lenhosas assim como a goiabeira-serrana.

Figura 4. Respostas morfofisiolégicas na multiplicagdo in vitro de Acca sellowiana (O.Berg.) Burret em
diferentes meios de cultura sob efeito de diferentes concentragdes de Thidiazuron (TDZ). A. Percentual de
respostas morfogénicas; B. Numero de brotos regenerados; C. Numero de nos/broto regenerado; D. Altura dos
brotos regenerados (cm). Legendas: ns= néo significativo a 5% de probabilidade. Letras diferentes indicam a
existéncia de diferencas significativas a 5% de probabilidade na comparagdo entre os meios de cultura para cada
concentragdo de TDZ.
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O percentual de morfogénese ndo apresentou diferencas significativas entre os tipos de
meio de cultura em todas as concentracdes avaliadas (Figura 4A). O numero de brotos
regenerados, o numero de nos por broto e a altura dos brotos nao apresentaram diferencas
significativas com a utilizagdo das concentragdes 0; 0,5 e 1,0 uM comparando se os meios
MS, WPM e LPm. Na concentracdo de 2,0 uM o meio LPm apresentou o menor nimero de
brotos regenerados (Figura 4B), o menor nimero de nos por broto (Figura 4C) e a menor
altura dos brotos (Figura 4D).

De acordo com Jesus et al. (2002), no cultivo in vitro de café aradbica, em meio de cultura
MS sem suplemento de BAP e posteriormente subcultivados em meio MS suplementado com
TDZ, nao houve incremento em nenhuma das variaveis avaliadas, sem diferenga entre os
tratamentos. Os autores ainda citam que o TDZ vem apresentando resultados superiores em
relagdo a outras citocininas, na inducdo e multiplicacdo de diversas espécies. Contudo,
algumas anormalidades vém ocorrendo associadas ao seu uso na cultura de tecidos, como
brotos menores € menos vigorosos.

Para George et al. (2008) ndo ha formulacdo salina padrdo para a utiliza¢do in vitro,
contudo o meio MS, com suas modificagdes e dilui¢des, vem sendo utilizado com sucesso
para diversas culturas. Também ressalta que o sucesso do processo de micropropagagdo da
planta ¢ altamente influenciado pela natureza da formulagdo salina utilizada.

Dal Vesco & Guerra (1999) concluiram que o meio MS suplementado com TDZ em
concentragdo de 4,5 uM estimulou a proliferagdo de gemas multiplas em Acca sellowiana
(acesso 159), mas as taxas mais elevadas de multiplicacdo e o maior vigor das brotacdes
(acesso 53B-7) foram obtidos com o meio WPM na auséncia de fitorreguladores, na cultura
de segmentos nodais. Ainda demonstraram que as respostas morfogenéticas sao dependentes
dos gendtipos.

No presente estudo com 4. sellowiana cv. Alcantara foi observado a formagao de flores,
mesmo apds o subcultivo e manifestou-se em todos os meios de cultura e nas diferentes

concentragdes de TDZ (Figura 5A).
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Figura 5. Microbrotos de Acca sellowiana (O.Berg.) Burret no cultivo in vitro. A. Florescimento da cultivar
Alcantara apresentada em todos os meios de cultura (MS, WPM, LPm) e em diferentes concentra¢des de TDZ.
B. Formacio de calo na base dos segmentos nodais. Barras= 0.5 cm.

™
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A formagao de calos na base dos segmentos nodais foi verificada em explantes no meio de
cultura LPm suplementado com TDZ a uma concentragdo de 2,0 uM em todas as repeti¢des,
sem desenvolvimento de parte aérea (Figura 5B). Cangahuala-Inocente et al. (2007),
utilizando explantes com tecidos florais de Acca sellowiana em meio LPm com 2,4-D e
Dicamba obtiveram culturas embriogenéticas ¢ ndo embriogenéticas com formagdo de calo.
Para Pimenta-de-macaco (PORFIRIO et al., 2019) a porcentagem de calos foi superior nos
tratamentos que continham o meio MS, ndo comprometendo a formacdo de brotos.
Concentragdes mais altas de citocinina podem promover a formagao de calos, ndo sendo o
objetivo na fase de multiplicacdo, pois interferem completamente no desenvolvimento in vitro
e na aclimatizag¢ao das plantulas.

Para Cordeiro ef al. (2014), as citocininas sdo indispensaveis para quebrar a dominancia
apical e induzir a proliferagdo de gemas axilares, bem como a sua combinag¢do com as auxinas
sdo os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicagdo in vitro, sendo também

afetada de maneira diferenciada pelos meios de cultura.
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5 CONCLUSAO

O uso do Thidiazuron (TDZ) nas diferentes concentragdes utilizadas foi indiferente na
formacao de brotos adventicios em segmentos nodais de Acca sellowiana.

O nimero de nds por broto regenerado diminui com o aumento da concentragdo de
TDZ. O percentual de resposta morfogénica, o numero de brotos regenerados e a altura dos
brotos independem da concentragcdo de TDZ utilizada.

O segundo subcultivo sucessivo aos 30 dias promoveu menor percentual de resposta
morfogénica do explante, nimero de brotos regenerados, nimero de nds por broto e altura dos
brotos em todas as concentragdes de TDZ avaliadas.

Em meio de cultura LPm os microbrotos regenerados tiveram efeito inibitdrio na altura
dos brotos com o aumento da concentragao de TDZ.

O uso de 2,0 uM de TDZ em meio de cultura LPm promoveu menor numero de brotos
regenerados, menor nimero de nos por broto e menor altura dos brotos do que em meio MS e
WPM.

O protocolo recomendado para a multiplicagdo por organogénese direta consiste no uso
do meio de cultura semiss6lido MS, suplementado com 30 g L' de sacarose ¢ 7,5 g L! de

agar-agar, isento de regulador de crescimento.
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