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RESUMO

A diversificacdo alimentar através do uso de recursos genéticos vegetais nativos € um
tema envolvido na pauta do Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel de nimero dois
da ONU, que envolve a erradicacdo da fome e o desenvolvimento de uma agricultura
sustentavel. Nesse sentido, explorar a conservacao e o desenvolvimento de cadeias
produtivas para espécies nativas, tais como a Feijoa sellowiana (Berg) configuram
estratégias para que aqueles objetivos sejam alcancados. Biotecnologias baseadas
na cultura de tecidos vegetais sdo importantes ferramentas para superar gargalos em
espécies com dificuldades em sua propagacéao vegetativa convencional, como o caso
da Feijoa. O objetivo do presente trabalho foi testar a influéncia das citocininas BAP e
mT na taxa de multiplicacdo in vitro da variedade Helena (SCS412). O estudo
envolveu um experimento de noventa dias, onde estes segmentos nodais foram
submetidos a diferentes concentracées de mT (0, 1, 2, 4 e 8 uM) e BAP (2 uM). As
sementes utilizadas no trabalho foram cedidas pela EPAGRI e inoculadas em meio
WPM para a germinacdo e crescimento por 13 semanas, atingindo o numero de
segmentos nodais necessarios para implementacdo do experimento apds este
periodo. Posteriormente, segmentos nodais de 1,0 + 0,4 cm foram retirados das
plantulas e utilizados como explante. O experimento foi avaliado ao decorrer de 45 e
90 dias, de onde foram coletados dados produtivos e relativos a resposta
morfogenética. Todos os tratamentos resultaram em taxas de multiplicacao positivas.
O uso do BAP (2 uM), no entanto, resultou nos valores mais elevados para as variaveis
namero de brotos e nimero de nés. O uso de mT na mesma concentracao aumentou
o tamanho dos brotos gerados e nao inibiu a formacdo de raizes. Ainda, a mT
empregada nas doses de 4 uM e 8 uM néo foi eficiente para multiplicacao de brotos e
segmentos nodais. Assim, recomenda-se para multiplicacdo desta variedade via
organogénese o uso do meio semissolido WPM suplementado com sacarose (30 g.L-
1) e 2 uM BAP.

Palavras-chave: Myrtaceae; Feijoa; Cultura de tecidos vegetais; Micropropagacao.



ABSTRACT

Diet diversification through native plant genetic resources is one of the guidelines of
the UN's Sustainable Development Goal number two, which involves the eradication
of hunger and the development of sustainable agriculture. In this sense, exploring the
conservation and development of production chains for native species, such as Feijoa
sellowiana (Berg) configures a strategy to fulfill that objective. Biotechnologies based
on plant tissue culture are important tools to overcome bottlenecks found in species
with difficulties in their conventional vegetative propagation, as is the case of Feijoa.
The objective of the present work was to test the influence of BAP and mT cytokinins
on the in vitro multiplication rate of the Helena (SCS212) variety. The study involved a
ninety-day experiment, where these nodal segments were cultured at different
concentrations of mT (O, 1, 2, 4, and 8 uM) and BAP (2 uM). The seeds used in the
work were provided by EPAGRI and inoculated in WPM medium for germination and
growth for 13 weeks, reaching up to the number of nodal segments necessary for the
implementation of the experiment after this period. Subsequently, nodal segments
measuring 1,0 £ 0,4 cm were removed from the seedlings and used as an explant. The
experiment was evaluated over 45 and 90 days, from which productive data and data
related to the morphogenetic response were collected. All treatments resulted in
positive multiplication rates. The use of BAP (2 uM), however, resulted in the highest
values for the variables number of shoots and number of nodes. The use of mT at the
same concentration increased the size of the generated shoots and did not inhibit root
formation. Also, the mT used at 4 uM and 8 uM was inefficient for multiplying shoots
and nodal segments. Thus, for the multiplication of this variety via organogenesis, the
use of WPM semi-solid medium supplemented with sucrose (30 g.L!) and 2 uM BAP
Is recommended.

Keywords: Myrtaceae; Feijoa; Plant tissue culture; Micropropagation.
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1 INTRODUCAO

Atualmente ha uma tendéncia global de dietas cada vez mais uniformes e um
exemplo disso é que a base alimentar mundial derivada de plantas é limitada a cerca
de 20 espécies vegetais, que representam 90% das calorias consumidas no mundo
(MASSAWE et al.,, 2016). Dentre as principais consequéncias, observa-se a
desvalorizagdo da diversidade regional e o0 uso da terra para pratica da agricultura
intensiva, ameacando a existéncia de espécies nativas. Ademais, a falta de
diversificacao nas culturas torna a agricultura e o abastecimento mundial de comida
vulneraveis a pragas, doencas e mudancas climaticas (PINGALI, 2012). Portanto,
explorar 0s recursos genéticos vegetais nativos para desenvolver cadeias produtivas
ou utiliza-los em programas de melhoramento genético pode auxiliar na diversificagéo
dos sistemas alimentares globais e tornam a agricultura mais sustentavel, eficiente e
resiliente.

No Brasil ha grande diversidade floristica, com mais de 56 mil espécies de
plantas descritas (GIULIETTI et al., 2005), sendo a regido Sul local de ocorréncia de
importantes espécies frutiferas que possuem grande potencial para uso alimentar,
encontrado ainda pouco explorado. Dentre as familias de plantas que apresentam
maior diversidade na regido, Myrtaceae se destaca por possuir mais de 400 espécies,
onde muitas delas se sobressaem por apresentarem frutos de alto valor nutricional
com propriedades organolépticas, tais como a Pitangueira (Eugenia uniflora L.),
Cerejeira-do-Rio-Grande (Eugenia involucrata DC.), Jaboticabeira (Plinia cauliflora
(Mart.) O.Berg), guabirobeira (Campomanesia xanthocarpa O.Berg) e a Goiabeira-
Serrana (Feijoa sellowiana (Berg) (LORENZI, 2006; SANTOS et al., 2011).

Popularmente conhecida como Goiabeira-Serrana ou Feijoa, a Feijoa
sellowiana é uma planta lenhosa de habito arbustivo, nativa do planalto meridional e
nordeste do Uruguai. Seus exemplares alcancam em média cinco metros de altura e
produzem frutos de expressivo valor nutricional (MATTOS, 1986; ZHU, 2018). Junto a
iISS0, a espécie apresenta caracteristicas agricolas interessantes para o produtor, tais
como a resiliéncia a diferentes condi¢des climéticas e a geadas, folhas persistentes,
precocidade de producéo, porte baixo, além da grande versatilidade de produtos que
podem ser feitos a partir do processamento da fruta, conferindo a essa planta grande
potencial de mercado (DUCROQUET et al., 2000; SANTOS et al., 2011).
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Apesar de haver aceitacdo por parte do consumidor brasileiro, o cultivo de
Feijoa para producdo comercial é consideravelmente explorado por paises de onde
nao € nativa, como a Nova Zelandia, Coldmbia e Estados Unidos (BARNI et al., 2004;
SANTOS et al., 2011). Desta forma, com objetivo de valorizar as plantas nativas e
utilizar a diversidade de recursos genéticos locais, ocorreu no estado de Santa
Catarina um programa de melhoramento genético que gerou quatro cultivares
comerciais da espécie: Alcantara (SCS411), Helena (SCS412), Mattos (SCS414) e
Nonante (SCS415) (DUCROQUET, 2007; DUCROQUET, 2008).

Embora tenham sido desenvolvidas grande namero de variedades de Feijoa
ao redor do mundo, restam dificuldades na propagacdo da espécie. O principal
entrave da producédo de mudas por sementes tem relagdo com a grande variabilidade
genética, resultante dos mecanismos reprodutivos da espécie, que origina pomares
de producao heterogénea (AMARANTE & SANTOS, 2011). Além disso, assim como
muitas mirtaceas para técnicas de propagacéo vegetativa baseadas na estaquia, a
Feijoa sellowiana (Berg) se apresenta como uma espécie de dificil enraizamento
(DUARTE et al., 1992). Sendo assim, determinadas areas da biotecnologia vegetal,
como a cultura de tecidos, representam ferramentas Uteis de grande potencial para
propagacéao da espécie.

A cultura de tecidos vegetais, ou micropropagacédo, € uma técnica de cultivo
in vitro, onde células, érgaos ou tecidos sdo separados da planta, desinfestados, e
cultivados sob meio de cultura em condi¢des controladas. Dentre as vantagens do uso
da técnica de micropropagacdo pode-se citar o potencial de multiplicacdo em larga
escala, obtencdo de mudas livres de doencas e o armazenamento a longo prazo de
espécies e variedades de interesse em espaco reduzido (GUPTA et al.,, 2020;
SCHWARZ & BEATY, 2018). Por conta das pesquisas realizadas com técnicas de
propagacdo vegetativa tradicional para Feijoa resultarem em taxas variaveis de
sobrevivéncia e enraizamento (BRESSANELLI, 2017; FRANZON et al., 2004; PAVAN,
2013; SOUZA, 2014), a micropropagacao pode ser explorada para producdo em larga
escala de mudas homogéneas da espécie.

A variedade escolhida para o presente estudo de micropropagacéo foi a
Helena (SCS412), a qual apresenta como principais atributos fitotécnicos o porte
baixo, extenso periodo de floracdo, precocidade e alto grau de producéo (CIOTTA,
2020; DUCROQUET, 2007). Assim, o presente trabalho objetivou testar a influéncia

das citocininas benzilaminopurina (BAP) e meta-topolina (mT) na micropropagacao de
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segmentos nodais da variedade Helena buscando desenvolver um protocolo de
multiplicacdo em larga escala para atender as demandas de produtores que buscam

expandir a cadeia produtiva dessa espécie.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Estudar a influéncia da meta-topolina (mT) e 6-benzilaminopurina (BAP) na

micropropagag¢ao por meio da organogénese de Feijoa sellowiana, variedade Helena
(SCS412).

1.1.2 Objetivos especificos

= Avaliar se a presenca de citocininas afeta a sobrevivéncia dos segmentos
nodais;

» Estimar se a taxa de multiplicacao é alterada em resposta as citocininas BAP e
mT.
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2 DESENVOLVIMENTO

2.1 DESCRICAO DA ESPECIE

A Feijoa é uma dicotileddnea pertencente a ordem Myrtales, familia Myrtaceae,
subtribo Pimentinae e género Feijoa (Berg) (LUCAS et al. 2019). E uma planta lenhosa
que apresenta habito arbustivo (Figura 1 - A), de pequeno porte, com individuos de
dois a dez metros de altura, atingindo em média cinco metros de altura. Dentre suas
principais caracteristicas, € um arbusto perenifélio caracterizado pelo seu tronco e
ramificacBes tortuosas, possuindo ramos cilindricos de onde saem folhas simples,
opostas, coridceas e discolores, com morfologia que se assemelha a Goiabeira
(Psidium guajava L.) (DUCROQUET 2000; SANTOS et al.,, 2011). No Brasil, é
conhecida popularmente pelos nomes de Goiabeira Serrana, Goiaba-do-mato ou
simplesmente Feijoa, sendo este Ultimo nome conhecido mundialmente. N&o
obstante, pode também ser chamada de Guayabo-del-Pais em outros paises da

América Latina e Pineapple Guava nos Estados Unidos.

Seus botdes florais ocorrem solitarios ou em cachos e dao origem a flores
mondclinas apreciadas pelo seu potencial ornamental e alimenticio (DUCROQUET,
2000). Em cada flor (Figura 1 - B) sdo observadas quatro sépalas discretas, quatro
pétalas vistosas de cor branca na parte externa e parpura na porcao interna, cerca de
60 estames e um estilete (DUCROQUET, 2000; MATTOS, 1986). A reproducao da
espécie apresenta mecanismos que favorecem a alogamia, observados pela diferenca
temporal na maturacdo das estruturas reprodutivas, onde o estigma se encontra
receptivo antes da deiscéncia das anteras (DUCROQUET, 2000; STWEART, 1987).
Além deste mecanismo de protoginia, estudos demonstraram a ocorréncia
predominante de autoincompatibilidade tardia nos individuos (SANTOS et al., 2007).
Devido sua arquitetura floral, os principais polinizadores das flores de Feijoa séo
passaros das familias Thraupidae e Turdidae, atraidos pelas pétalas vistosas e
adocicadas, além de abelhas nativas, como a mamangava de toco (Xylocopa frontalis)
e de chdo (Bombus atratus) (DUCROQUET & HICKEL, 1997; HICKEL &
DUCROQUET, 2000; STWEART, 1987).
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Além da morfologia das folhas, a espécie produz frutos semelhantes em
aparéncia e tamanho a Goiabeira (Psidium guajava L.). Os frutos de Feijoa sellowiana
sao classificados como pseudofrutos do tipo pomo, possuindo peso que varia entre
20 a 250 g, formato oblongo a redondo, casca verde ndo comestivel com textura que
varia de lisa a rugosa, diferenciando-se da goiaba pela sua polpa, de sabor doce-
acidulado e coloracéo gelo (Figura 1 - C) (AMARANTE & SANTOS, 2011). Dentre as
caracteristicas nutritivas de interesse, os frutos de Feijoa apresentam grande
quantidade de antioxidantes, como a vitamina C e polifenéis, minerais, como o
potassio e iodo, além de outras substancias organolépticas, como terpenos e
flavonoides (MATTOS, 1986; ZHU, 2018). A presenca desta composicao de moléculas
confere ao fruto e seus extratos propriedades bioativas antioxidantes, anti-
inflamatorias, imunoestimulantes e antimicrobianas (VUOTTO et al., 2000; ZHU,
2018).

Figura 1 - A espécie Feijoa sellowiana (Berg)

A — Planta Adulta da variedade Helena (SCS412) no banco de germoplasma da EPAGRI; B — Flor

mondéclina; C — Interior do fruto.
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Fonte: O autor.

2.2 HISTORICO, ORIGEM E DISPERSAO MUNDIAL

Inicialmente classificada como Orthostemon sellowianus e Orthostemon
obovatus, a Feijoa foi primeiramente descrita pelo botanico aleméo Otto Berg, em
1856, como sendo duas espécies distintas. Nesse sentido, cabe ressaltar que a
espécie passou por diferentes classificacdes até chegar na nomenclatura atual.
Provavelmente as caracteristicas distintas observadas por Otto Berg que o induziram
a classificar a Feijoa como duas espécies eram resultantes de diferencas entre duas
populagdes, a tipo “Uruguai” e tipo “Brasil”. Em analises posteriores, Berg reclassificou
as espécies, unindo-as e realocando-a no género Feijoa, criado em homenagem ao
cientista brasileiro Jodo da Silva Feijo, passando a ser chamada de Feijoa sellowiana
(O.Berg) O.Berg. Cerca de um século depois de sua primeira descricdo, em 1941,
outro botanico aleméo, Maximilian Burret, reavaliou a nomenclatura, pois a espécie
possuia similaridades nas estruturas florais e de sementes com duas plantas do
género Acca, A. lanuginosa e A. macostema (Ruiz & Pavan ex. G. Don) Mc Vaugh
(MITRA etal., 2012; MORETTO et al., 2014). No entanto, recentemente, apos estudos
filogenético-moleculares observou-se que o género Acca circunscrito da forma
proposta por Burret ndo é monofilético (VASCONCELOS et al. 2017). Por conta disso,
0 género Feijoa foi restabelecido com uma Unica espécie, F. sellowiana (LUCAS et al.
2019).

Nativa do Sul do Brasil e Leste do Uruguai, a Feijoa apresenta centro de
diversidade atrelado a estas duas regides (THORP & BIELESKI, 2002). No entanto,
ainda existem divergéncias quanto ao seu centro de origem e a extensdo de sua
distribuicdo, havendo disperséo registrada em outros paises, como a Argentina e
Paraguai (KELLER & TRESSENS, 2007; SANTOS et al., 2011). Ducroquet (2000)
descreveu a presenca de duas populagdes de Feijoa sellowiana ocorrendo na América
do Sul. Uma delas possui distribuicdo restrita as areas altas (acima de 900 m) do
Planalto Meridional nos estados do Sul do Brasil, sendo chamada de populagéo tipo
“‘Brasil”. Esta atrelada a fitofisionomia da Floresta Ombréfila Mista e seus
remanescentes, como caracteristicas produz frutos e sementes maiores. A outra, tipo

“Uruguai”, esta presente em altitudes de 100 a 500 m e sua ocorréncia € atrelada ao
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Planalto Uruguaio Sul Riograndense, nas regides do nordeste Uruguaio e sul do Rio
Grande do Sul (DUCROQUET et al., 2000).

A expanséo desta planta ao redor do mundo foi iniciada por Edouard André no
século XIX. O horticultor francés trouxe para Europa mudas de Feijoa advindas do
Uruguai e enviou material para outros viveiristas espalhados ao redor do mundo, como
o italiano Francesco Franceschi. Assim, a Feijoa foi disseminada para paises como
Franca, Italia, Espanha, Azerbaijao, Geodrgia, Australia e Nova Zelandia, Coldbmbia,
além dos Estados Unidos, principalmente nos estados da Califérnia e Florida
(MORETTO, 2014). Observa-se, portanto, que apesar do grande potencial de
desenvolvimento dessa cultura, a Feijoa sellowiana foi historicamente pouco
explorada e consumida no Brasil, com uma producdo pequena quando comparada
aos outros paises de onde néo é nativa (AMARANTE & SANTOS, 2011).

2.3 VARIEDADES DE FEIJOA

Apesar da Franca ter sido o primeiro local a cultivar e selecionar a espécie,
foram a Nova Zelandia e Estados Unidos os paises que mais desenvolveram
variedades. Logo, a partir de pouco material advindo do Uruguai, foram desenvolvidas
variedades como a Unique, Gemini e Apollo na Nova Zelandia e Coolidge, Choiceana
e Superba nos Estados Unidos (MORETTO, 2014).

No Brasil, desde 1986 a Empresa de Pesquisa Agropecuaria e Extensédo Rural
de Santa Catarina (EPAGRI) e a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC)
buscam explorar o potencial da diversidade genética para criacdo de variedades para
producado nacional da goiabeira-serrana (MORETTO, 2014). Os acessos advindos do
manejo on farm feito pelos agricultores ao longo dos anos proporcionaram material
com grande diversidade genética para montagem do Banco Ativo de Germoplasma
(BAG), localizado na EPAGRI da cidade de S&o Joaquim, Santa Catarina. Com
aproximadamente 300 acessos de Feijoa sellowiana, o BAG da EPAGRI de Séo
Joaquim possui grande potencial para desenvolvimento de novas variedades
(MORETTO, 2014).



23

Recentemente, por meio de uma parceria junto ao Programa de POs-
Graduacdo em Recursos Genéticos Vegetais da Universidade Federal de Santa
Catarina (PPGRGV/UFSC), a EPAGRI desenvolveu entre os anos de 2007 e 2008
quatro cultivares brasileiras: Alcantara (SCS411), Helena (SCS412), Mattos (SCS414)
e Nonante (SCS415) (DUCROQUET et al., 2007; DUCROQUET et al., 2008).

A cultivar Helena (SCS412), objeto de estudo deste trabalho, consiste em um
genotipo-elite derivado do cruzamento entre o acesso 101 com a cultivar
neozelandesa auto-fértil Unique. A Helena representa uma cultivar com alto grau de
producao e porte baixo. Ainda, se destaca pela precocidade de producao, a partir dos
dois anos de vida, além do seu periodo de floracdo extenso, que aumenta as chances
de polinizacdo e surgimento de mais frutos (CIOTTA et al., 2020; DUCROQUET et al.,
2007).

2.4 PRODUCAO DE MUDAS

A Feijoa apresenta sementes ortodoxas que podem ser amazenadas a longo
prazo e que sao facilmente propagadas, ndo apresentando necessidade de
tratamentos para quebra de dorméncia em sua germinacdo (DUCROQUET et al.,
2000). Apesar disso, sua reprodugdo conta com mecanismos de
autoincompatibilidade tardia e que favorecem a alogamia, e a producédo de mudas a
partir de sementes ndo € interessante para uma producdo homogénea nos pomares.
Assim, através da propagacdo vegetativa e suas diferentes técnicas, como estaquia,
enxertia, alporquia, mergulhia e micropropagacédo ha a possibilidade de obtencéo de
individuos idénticos a planta matriz. Desta forma, a propagacéo vegetativa confere
determinadas vantagens em comparacdo a propagacdo sexuada, pois diminui o
tempo de produgéo e conserva as qualidades da planta-mée, proporcionando maior
produtividade e uniformidade na producdo (FACHINELLO et al., 2005).
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2.4.1 Multiplicacéo vegetativa convencional

Alguns trabalhos buscaram testar os métodos convencionais de propagacao
vegetativa para Feijoa sellowiana a partir de técnicas como estaquia e enxertia
(DUARTE et al., 1992; FRANZON et al.,, 2004; MENDOZA, 2008; SILVA, 2022,
SOUZA, 2014). No entanto, assim como em outras mirtaceas, a Feijoa apresenta
dificuldades em sua propagacao vegetativa tradicional (DUARTE et al., 1992). Este
entrave é muitas vezes explicado pela presenca de compostos fendlicos, liberados na
regido do corte, que oxidam o tecido, impedindo a rizogénese e consequente
sobrevivéncia do clone (FACHINELLO et al., 2005).

Apesar do uso de diferentes metodologias, observou-se taxas variaveis de
sobrevivéncia e enraizamento nos estudos envolvendo propagacao vegetativa de
Feijoa sellowiana, que em geral foram consideradas baixas (COUTINHO et al., 1992;
DUARTE et al., 1992; FRANZON et al., 2004; MENDOZA, 2008; SILVA, 2022). Nestes
experimentos foram apontados diversos fatores que influenciam no sucesso de
propagacédo da espécie, tais como a resposta genotipo-dependente, a época do ano
em que as estacas sao retiradas, bem como o estado fisiolégico, posicionamento,

idade e tamanho do explante.

Dentre os estudos realizados com a técnica de estaquia, DUARTE etal. (1992),
utilizando estacas semilenhosas submetidas a imerséo rapida em solucédo de acido
indolbutirico (AIB) na concentracdo 5.000 ppm e mantidas em ambiente sob
nebulizagdo continua, alcancaram cerca de 31 % de enraizamento. Outros
experimentos utilizando a mesma metodologia de estaquia em imerséao rapida, como
em COUTINHO et al. (1992), FRANZON et al. (2004), MENDOZA (2008) e SILVA
(2022), buscaram avaliar a influéncia do tipo e tamanho de estaca, do posicionamento
de retirada da estaca, do uso de antioxidantes e fitorreguladores no enraizamento, no

entanto, apresentaram em geral taxas de enraizamento abaixo de 10%.

Para a técnica de enxertia, SOUZA (2014), utilizando enxertos néo-lignificados,
em plena atividade metabdlica (primavera), observou bom indice médio de pegamento
(92%). Apesar deste autor ter obtido uma alta eficiéncia cabe ressaltar que existem
desvantagens com o emprego desta técnica, sendo a fragilidade da muda e a

transmissdo de pragas e doencas os problemas mais comuns (FACHINELLO et al.,
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2005). Portanto, utilizando esta metodologia ha a possibilidade de propagacao da
antracnose, principal patologia atrelada as culturas de Feijoa sellowiana (ARAUJO &
PINTO, 2018).

Neste sentido, diante das limitacdes para producao de mudas de qualidade em
larga escala apresentadas pelos métodos convencionais de propagacao, técnicas da
biotecnologia vegetal como a micropropagagao apresentam-se como uma alternativa
potencial para producdo massal de mudas com qualidade fitossanitaria de gendtipos

de interesse.

2.4.2 Micropropagacao

O cultivo in vitro de plantas pode ser sintetizado como um conjunto de técnicas
que visa o0 crescimento de oOrgaos, tecidos ou células vegetais em condicfes
controladas e assépticas. Assim como toda multiplicacdo vegetativa, este tipo de
cultivo € baseado no principio da totipontecialidade das células vegetais, postulado
pelo botanico aleméo Gottlieb Haberlandt em 1902 (BHOITE & PALSHIKAR, 2014). A
totipontecialidade da célula vegetal é a capacidade em que determinadas células
possuem de originar um individuo inteiro a partir de estimulos especificos que
desencadeiam modificagcdes da expressdo génica e permitem sua rediferenciacao
(SUGIMOTO ET AL., 2011). Nesse sentido, a partir da inoculacédo de um explante
responsivo, desinfestado, em um meio de cultura com recursos especificos, as células
deste explante sofrerdo diversas cascatas de sinalizacdo que irdo ativar ou desativar
a expressao de determinados genes, provocando os eventos de diferenciagcdo ou
rediferenciacado celular e resultando no surgimento de novos individuos, 6érgaos,
tecidos ou células (BHOITE & PALSHIKAR, 2014).

A micropropagacdo possibilita a propagacao clonal de plantas em espaco
reduzido, de forma rapida, asséptica, uniforme e em larga escala (GEORGE et al.,
2008). Dentre os fatores que influenciam a micropropagagao podemos citar fatores
fisicos, tais como a temperatura, fotoperiodo, tipo de luz, umidade, presenca de troca
gasosa; biolégicos, como genotipo, tipo e tamanho do explante, época de retirada,
estado sanitario e idade fisiologica da planta mée; e quimicos, como pH do meio,
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nutrientes utilizados, tipo de fonte suplementar de carbono, uso de vitaminas,
fitorreguladores, agentes osmoticos e gelificantes (GEORGE et al., 2008; GUPTA et
al., 2020). Uma das principais vantagens da cultura de tecidos é a possibilidade de
controle destes fatores, tornando possivel a manipulacdo da morfogénese das
plantas. Existem diferentes maneiras de gerar estimulos que desencadeardo o
desenvolvimento das rotas morfogénicas, sendo a mais tradicional relacionada com a
adicdo de fitorreguladores, como citocininas e auxinias em balangos especificos no
meio de cultura (GUPTA et al., 2020).

Sao descritas duas rotas morfogenéticas associcadas a micropropagacao, a
organogénese e a embriogénese somatica. Em ambas rotas ha a possibilidade de um
desenvolvimento direto ou indireto, neste caso, marcado pela formacao de um estégio
intermediario com proliferacdo desordenada de células que formam um agregado
disforme também chamado de calo. A embriogénese somatica € um processo de
desenvolvimento bipolar, no qual embrides se originam a partir de células somaticas
diferenciadas, enquanto a organogénese é um processo de desenvolvimento
monopolar, onde brotos ou raizes sdo formados a partir de gemas existentes ou

neoformadas (GEORGE et al., 2008).

A organogénese direta é considerada ideal para a multiplicacéo de clones de
um gendtipo-elite (SCHWARZ & BEATY, 2018). Segundo Singh (2015), este processo
é dividido em quatro etapas: geracdo de culturas assépticas, que envolve a selegcéo
do explante e seu estabelecimento in vitro, seguido das etapas de multiplicacéo,
alongamento e enraizmento dos brotos. Frequentemente, em algumas destas etapas,
o0 meio de cultura sera suplementado com horménios vegetais. Skoog (1957) em seu
experimento utilizando balancos de auxinas e citocininas observou que haviam
padroes de desenvolvimento conforme determinadas combinacdes de
fitorreguladores eram utilizadas. Nas formulagdes de meio de cultura onde a Kinetina
(KIN) predominava, o autor observou grande proliferacdo de brotos, enquanto nas
formulagcbes onde o Acido Indolacético (AIA) predominava foi observada grande
proliferacéo de raizes (SKOOG, 1957).

Desta forma, entende-se que a organogénese € resultado da interacdo entre
0s hormonios vegetais enddgenos do explante e os fitorreguladores adicionados ao

meio de cultura. Para a etapa de multiplicacdo de brotos, as citocininas sdo mais
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requeridas, pois esta classe de hormonio vegetal esta associada a promocéao da
divisdo celular, sintese proteica, maturacdo dos cloroplastos e desenvolvimento da
parte aérea (TAIZ & ZEIGER, 2009).

24.2.1 Citocininas

Citocininas sao hormonios vegetais que foram inicialmente atreladas a
substancias indutoras da multiplicagéo celular (TAIZ & ZEIGER, 2009). A primeira
citocinina natural foi extraida de graos de milho, e foi nomeada posteriormente de
trans-Zeatina (JAMESON, 2017). As citocininas sdo moléculas derivadas da adenina
que possuem uma cadeia lateral conjugada na posicdo N® (SKOOG et al., 1965). Esta
cadeia lateral pode ser um composto isoprendide ou aromatico e, por conta disso, as
citocininas naturais sdo divididas em duas classes: isoprendides, como a 2-
Isopenteniladenina (2iP), cis-Zeatina e trans-Zeatina, e aromaticas, como o BAP e as
topolinas (KAMADA-NOBUSADA & SAKAKIBARA, 2009). O metabolismo deste
hormonio pelas plantas est4 associado a conjugacao das citocininas com glicosideos,
conversdo em diferentes moléculas e degradacéo através de um grupo de enzimas
denominadas citocinina desidrogenases (ZURCHER & MULLER, 2016). A conversao
em diferentes moléculas ou a glicosilacdo podem servir tanto para modular a
especificidade da interacao citocinina-receptor quanto para tornar a molécula de
citocinina reversivelmente ou irreversivelmente inativada (ZALABAK et al., 2013).

Dentre as citocininas aromaticas de natureza sintética mais utilizadas na
cultura de tecidos pode-se citar o BAP, pelo seu baixo custo e bom desempenho em
grande numero de espécies (BAIRU et al., 2007). No entanto, em alguns casos 0 Uso
do BAP apresenta problemas, pois resulta na producao de plantas com caracteristicas
hiperhidricas, amareladas, sem alongamento dos entrends e que possuem dificuldade
para enraizar e serem aclimatizadas (KUCHARSKA et al., 2020). Estes problemas
estéo atrelados a via de metabolizacdo desta substancia, pois o BAP é convertido em
conjugados irreversivelmente inativos que se acumulam e podem desencadear
problemas em fases posteriores da multiplicagdo, como na etapa de enraizamento; ou
até mesmo apresentar toxidez na multiplicagdo devido seu acumulo ap0s sucessivas
repicagens (WERBROUCK et al., 1996). Nesse sentido, alguns estudos com
mirtaceas obtiveram sucesso na substituicdo da citocinina aromatica BAP para a
citocinina isoprendide zeatina (CASTILLO et al., 2015; HUNG et al., 2016; SHATNAWI

et al., 2004). Outrossim, apesar dos resultados positivos, 0 alto custo da Zeatina
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configura-se como um dos principais fatores limitantes para producédo em larga escala
(BAIRU et al., 2007).

Diante disso, as topolinas apresentam-se como um grupo de citocininas
utilizadas como alternativa ao uso do BAP e Zeatina (CASTILLO et al., 2015). As
topolinas sdo citocininas aromaticas descobertas primeiramente nas folhas de
Populus x canadensis Moench., cv. Robusta (HORGAN et al., 1975). Por possuirem
algumas diferencas estruturais em relagédo ao BAP, como a presenca de um grupo
hidroxila a mais ligado a um carbono de sua cadeia aromatica, estas moléculas séo
convertidas através de reacdes de O-glicosilacdes no interior da planta (BAIRU et al.,
2011; DOLEZAL & BRYKSOVA, 2021; GANTAIT & MITRA, 2021). Esse tipo de reacao
permite que a molécula permaneca ainda biologicamente ativa, modificando-a de
maneira reversivel, dado que esta glicosilagdo pode ser desfeita por enzimas da
familia das B-galactosidases (SAKAKIBARA, 2006). Portanto, por apresentar esse tipo
de metabolizacéo, as topolinas em geral podem apresentar determinadas vantagens
para a micropropagacdo (DOLEZAL & BRYKSOVA, 2021; GANTAIT & MITRA, 2021;
WERBROUCK et al., 1996).

A meta-topolina (mT) é uma citocinina da familia das topolinas, que possui
uma hidroxila na posicdo meta do seu anel aromatico (GANTAIT & MITRA, 2021).
Esta substancia vem sendo utilizada com sucesso na multiplicacdo de brotos de
diversas espécies (BAIRU et al., 2007; GENTILE et al., 2017; KUCHARSKA et al.,
2020; WOJTANIA, 2010). Além disso, o uso de mT em substituicdo ao BAP e Zeatina
a merece atencao, principalmente por facilitar em alguns casos nas fases posteriores
da propagacéo in vitro, como no enraizamento, aclimatizacéo e producdo de mudas
homogéneas (VALERO-ARACAMA et al., 2010; WERBROUCK et al., 1996).
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3 METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia do
Desenvolvimento e Genética Vegetal, localizado no Departamento de Fitotecnia,
Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina
(LFDGV/FIT/UFSC).

3.1 OBTENCAO E ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES

As sementes de Feijoa sellowiana da variedade Helena foram cedidas pela
EPAGRI de S&o Joaquim/SC e armazenadas em geladeira (0° a 8° C).

3.2 DESINFESTACAO DO MATERIAL

Na etapa de desinfestacao as sementes foram imersas em alcool 70° por
trés minutos, seguido de imersdo com agitacdo por quinze minutos em solucéo
composta por hipoclorito de sédio (2,5 %) e uma gota de Tween80®. O uso deste
surfactante diminui a tenséo superficial entre a solugéo e o material, aumentando
a eficiéncia na assepsia. Apos este processo, foi realizada uma lavagem tripla com

agua deionizada autoclavada para retirada dos residuos das solucdes de assepsia.
3.3 GERMINACAO DAS SEMENTES E SELECAO DOS EXPLANTES

O meio de cultura utilizado para geminacéo foi o Woody Plant Medium -
WPM (LLOYD & McCOWN, 1980) suplementado com sacarose (30 g.L*) e
Phytagel® (2 g.L). O pH foi ajustado para 5,8 e os frascos contendo o meio de

cultura foram autoclavados por 15 minutos a 121° C, sob presséo de 1 atm.

O meio WPM foi escolhido pois demonstrou bons resultados em
experimentos prévios de micropropagacao da Feijoa sellowiana (OLTRAMARI et
al., 2000). As sementes foram inoculadas em frascos de vidro contendo 25 mL do
meio descrito. A quantidade necessaria de explantes para este experimento foi
atingida apds 13 semanas de cultivo em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h, temperatura de 25° C + 2° C.
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3.4 CURVA DE CONCENTRACAO DE META-TOPOLINA

Neste experimento avaliou-se influéncia de doses crescentes da citocinina
meta-Topolina (mT) em microestacas de Feijoa sellowiana na etapa de multiplicacao
in vitro via organogénese. Os explantes foram segmentos nodais (1,0 £ 0,4 cm)
contendo um no caulinar (Figura 2 - A), inoculados em tubos de ensaio com 10 mL de
meio de cultura. Foram estabelecidos seis tratamentos, sendo quatro compostos por
mT (nas concetracdes de 1 uM; 2 uM; 4 uM e 8 pM), além do controle, isento de
fitorreguladores, e outro tratamento com Benzilamino-purina (BAP), na concetracao
de 2 uM, configurando um controle para variavel tipo de citocinina. Esta concentracéo
de BAP foi escolhida para comparar o efeito entre duas citocininas pois apresentou 0os
melhores resutados para a multiplicacéo da variedade Helena em experimento prévio
(GIRARDELLO & GUERRA, 2022).

Figura 2 — Segmento nodal utilizado como explante para o experimento de
multiplicacéo in vitro com Feijoa sellowiana (Berg).
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O cultivo foi realizado em sala de crescimento sob as mesmas condicfes de
temperatura e iluminacdo anteriormente mencionadas na secao 3.3. Duas avaliacdes
foram realizadas, uma aos 45 dias e outra aos 90 dias, no intuito de acompanhar o
desenvolvimento morfoldgico, ocorrendo a coleta final dos dados apds doze semanas
de cultivo. Ao final do experimento foram coletados dados refentes a resposta
morfogénica, ocorréncia de calogénese e rizogénese, contagem do nimero de brotos,

altura dos brotos e do numero total de segmentos nodais.

3.5 ANALISE ESTATISTICA E DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com
seis tratamentos e quarenta repeticdes por tratamento. O teste de Shapiro- Wilk foi
utilizado para observar a normalidade dos dados. Apds isso, realizou-se o teste de
Kruskal-Wallis para determinar se havia diferenca estatistica nos tratamentos. A
analise post hoc foi conduzida utilizando o teste Dunn com correcéo de Bonferroni, a
95% de confianga, para averiguar quais medias foram significativamente distintas. As
andlises estatisticas foram realizadas utilizando o programa RStudio versdo 4.1.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 EFEITO DO BAP E META-TOPOLINA NAS RESPOSTAS
MORFOGENICAS IN VITRO

Apo6s noventa dias de cultivo in vitro observou-se que a suplementacdo das
citocininas BAP e mT influenciaram na obtencao de diferentes respostas, como a
calogénese, enraizamento e oxidagado nos explantes utilizados. Nesse sentido, assim
como evidenciado pela Tabela 1, os tratamentos que apresentaram menores valores
absolutos para a variavel resposta morfogénica foram aqueles elaborados com as
maiores doses de mT. Apesar deste fitorregulador estar relacionado com o aumento
da multiplicacdo de brotos e do vigor dos explante em diferentes estudos
(ELAYARAJA et al., 2019; MANOKARI et al., 2021), neste trabalho foi visto que
conforme a concentracdo da mT aumentou também aumentaram as observacfes de
desenvolvimento assincrono das gemas, de anormalidades morfolégicas da parte
aérea e do amarelecimento de folhas em parte dos brotos gerados.

Tabela 1 — Respostas morfogenéticas in vitro de Feijoa sellowiana (Berg) sob

influéncia das citocininas BAP e mT apds 90 dias de cultivo.

Controle 91,6 + 282 88,8 + 31,82 75 + 43,92
mT 1 uM 90 + 30,32 87,5+ 33,42 12,5 + 33,5°
mT 2 uM 90 + 30,32 80 + 40,52 2,5+ 15,8°
mT 4 uM 65 + 48,32 47,5 + 50,6 QP

mT 8 uM 82,5 + 38,42 47,5 + 50,6 QP
BAP 2 uM 92,1+ 27,32 42,1 + 50° QP

Valores (Média + Desvio Padréo) seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente,
de acordo com o Teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni (p<0.05; n = 40).

Com relacao ao processo de calogénese, todos os tratamentos apresentaram
a formacdo de agregados celulares disformes na base do explante, com menor

frequéncia nos tratamentos contendo BAP a 2 uM ou mT nas doses 4 e 8 uM. Bhojwani
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et al. (1985), foi o primeiro autor a relatar a ocorréncia de calos em Feijoa sellowiana

(Berg), neste caso organogénicos e de coloracdo esverdeada.

Figura 3 - Cultivo in vitro de segmentos nodais de Feijoa sellowiana (Berg) em
resposta aos diferentes tratamentos.

C

A — Ocorréncia de calos oxidados no tratamento isento de fitorreguladores; B — Calos compactos em
aparente divisdo celular, apresentada no tratamento contendo meta-topolina 2 uM; C — Rizogénese
ocorrente no tratamento controle apés 90 dias de cultivo.

Fonte: O autor.

Outras respostas morfogenéticas, tais como o enraizamento dos segmentos
nodais foram observadas com maior frequéncia no tratamento isento de
fitorreguladores (Figura 3 — C). O enraizamento de microestacas de F. sellowiana em
meio WPM ja havia sido descrito por Bhojwani et al. (1985), Canhoto & Cruz (1996),
Canhoto et al. (1998), Oltramari et al. (2000), Vanzini-Pino (2016) e Ross & Grasso
(2010), portanto a ocorréncia de rizogénese in vitro ja era esperada. Além disso, existe
uma regulacdo negativa que a presenca das citocininas exercem na formacgao das
raizes laterais, evidenciadas por Werner et al. (2003) através do cultivo de Arabidopsis
sp. mutantes. Ainda, Amghar et al. (2021) descreveram que a reducéo da taxa de

nitrato de aménia auxiliou na indugdo de raizes em Argania spinosa (L.) Skeels. Logo,
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ao utilizar um meio que contém baixos indices daquele nutriente, como é o caso do
meio WPM, pbde-se observar a formacédo natural de raizes.

Apesar da baixa porcentagem e alto desvio padréo, evidencia-se (Tabela 1)
que os tratamentos contendo mT nas concentracdes 1 pM e 2 uM né&o inibiram a
rizogénese em algumas repeticdes, diferentemente do BAP e da propria mT nas
concentracfes mais altas, de 4 UM e 8 uM. Esta nota sobre o efeito negativo do BAP
no cultivo in vitro de diferentes espécies ja havia sido realizada, como por exemplo em
Gurel & Wren (1995), que observaram a reducgao da inducéao e do desenvolvimento
de raizes em Beta vulgaris L. ao utilizar aquele fitorregulador. Logo, por
aparentemente nao inibir a rizogénese (BAIRU et al.,, 2011), o uso de mT em
concentracbes baixas na multiplicagcdo de Feijoa sellowiana pode configurar
beneficios para as fases posteriores dos protocolos de propaga¢do, como uma
determinada facilidade para o processo de enraizamento. Embora a rizogénese nao
seja 0 objetivo desta etapa, € possivel inferir a partir dos dados que o uso do meio
WPM isento de fitorreguladores para a variedade Helena obteve uma taxa média de
enraizamento satisfatoria, de cerca de 75%, semelhante as encontradas por diferentes
autores em outros genotipos de Feijoa (CANHOTO et al., 1998; OLTRAMARI et al.,
2000; ROSS et al., 2010; VANZINI-PINO, 2016). No entanto, a juvenilidade dos
explantes utilizados no presente trabalho também deve ser considerada, pois a idade
fisiolégica do material mostrou ser um fator de grande influéncia no desenvolvimento

e na sobrevivéncia in vitro da espécie (BHOJWANI et al., 1985).

4.2 EFEITO DO BAP E META-TOPOLINA NA MULTIPLICACAO IN VITRO

Em relacdo aos parametros produtivos avaliados (Tabela 2), observou-se
diferenca significativa para varidvel numero de brotos e nimero de nés gerados entre
o tratamento isento de fitorregulador e o tratamento contendo BAP. Ou seja, a
suplementacdo com BAP promoveu um aumento significativo nas taxas de
multiplicacdo de ambas as varidveis em detrimento ao ndo uso de nenhuma citocinina.
Ainda a partir da Tabela 2, observa-se que a utilizacgo de mT e BAP em
concentracbes equimolares, de 2 uM, néo resultou em diferenca significativa na

quantidade de brotos e nds gerados. No entanto, foi por meio do uso de BAP que
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foram obtidos os maiores valores absolutos para ambos os dados, com uma média de
2,5 brotos e 6,3 segmentos nodais por explante.

O menor nimero absoluto de brotacdes observado no tratamento controle é
um resultado que pode ser atribuido a auséncia de citocininas, fitohormonio atrelado
a quebra da dominancia apical (SACHS et al., 1967). Apesar disso, cabe ressaltar que
0s tratamentos compostos por mT em suas diferentes concentragcdes ndo diferiram
significativamente do tratamento controle para a varidvel nimero de brotos, sendo
ainda observado o desenvolvimento assincrono das gemas e brotacdes conforme
crescia a concentracdo de mT suplementada. Portanto, em comparacdo ao BAP, o
uso daquele fitorregulador néo foi eficiente para quebra da dominancia apical. Diante
da metabolizacdo da mT ser mediada principalmente por reacdes de O-glicosilacdes
(DOLEZAL & BRYKSOVA, 2021), efeitos negativos deste fitorregulador na
multiplicacdo sdo raros na literatura. No entanto, em Prunus sp., Gentile et al. (2014)
observou que a mT ndo aumentou a proliferacdo de brotos em comparacdo ao BAP.
O mesmo resultado para mT também foi evidenciado por Castillo et al. (2015) em
genotipos uruguaios selecionados de Feijoa sellowiana, onde o uso de desta citocinina
nas concentracdes especificas de 2,2 uM e 4,4 uM nao foram eficientes para a

multiplicacdo dos segmentos nodais introduzidos.

Tabela 2 — Parametros produtivos do cultivo in vitro de segmentos nodais de Feijoa
sellowiana (Berg) ap6s 90 dias de cultivo.

Controle 1,8+0,32 3,6 +1,9% 12,1 + 8,12
mT 1 uM 1,9 + 0,42 5,2 £+ 2 5% 18,7 + 11,62
mT 2 uM 1,9 +0,5% 4 8 + 22 18,7 + 92
mT 4 uM 2,0 £0,42 3+2,6° 3,4 +4)5b
mT 8 uM 1,9 +0,22 3,5+2,3 5,4 + 5, 4bc
BAP 2 uM 25+1,2P 6,3 +2,9°¢ 8,7 +£6,1¢

Valores (Média + Desvio Padréo) seguidos pela mesma letra na coluna nao diferem significativamente,
de acordo com Kruskal Wallis seguido de Teste de Dunn com corre¢do de Bonferroni (p<0.05; n = 40).

Tendo em vista as particularidades para propagacao vegetativa de Feijoa

sellowiana (Berg), a técnica de micropropagacdao via organogénese é estudada desde
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1985 e, por conta disso, diversas composicdes de meio de cultura, tipos e
concentracdes de citocininas foram testadas para a micropropagacdo da espécie
(BHOJWANI et al.,, 1985; CANHOTO et al.,, 1998; MITROFANOVA et al.,, 2004;
OLTRAMARI et al., 2000; PEREIRA et al., 2020; ROSS & GRASSO, 2010; VANZINI-
PINO, 2016).

Dentre as citocininas utilizadas na micropropagacéo de segmentos nodais de
Feijoa, Oltramari et al. (2000), utilizando Kinetina na concentragao de 5 pM obtiveram
uma taxa de multiplicacdo de 3 nds por planta apos 30 dias de cultivo. Além disso,
também observaram que a adicdo de citocininas ao meio de cultura basal WPM néo
aumentou o numero de brotos ou de nés em relacdo ao tratamento controle. Isto
demonstrou que o uso da Kinetina, assim como o de mT no presente trabalho, n&o
obteve taxas satisfatoria de multiplicacdo nos genétipos estudados (OLTRAMARI et
al., 2000).

A resposta genotipo dependente para micropropagacao via organogénese
deve ser ressaltada, pois Vanzini-Pino (2016) observou grandes diferenca nas taxas
de multiplicacdo para o mesmo tratamento entre dois gendtipos uruguaios. Logo
presume-se a importancia da realizacdo destes testes entre as variedades brasileiras
e gendtipos-elite desenvolvidos pela parceria entre EPAGRI e UFSC. Ainda, a coleta
dos explantes para o presente trabalho foi feita a partir da germinacédo de sementes.
Por conta da Feijoa apresentar mecanismos que favorecem a alogamia
(DUCROQUET, 2000; SANTOS et al., 2007; STWEART, 1987), e nesse sentido, por
nao haver certeza sobre o gendtipo parental das sementes obtidas, presume-se que
a grande variacdo nos desvios padrdes de alguns dados sejam decorrentes de
respostas genoétipo-dependentes.

Os primeiros autores a analisarem a influéncia do TDZ para multiplicagao in
vitro de variedades brasileiras foram Pereira et al (2020). A variedade utilizada neste
estudo foi a Alcantara e observou-se que o TDZ, uma citocinina sintética derivada da
feniluréia (PETRI et al., 2001), gerou grande quantidade de calos e influenciou
negativamente na multiplicacdo de segmentos nodais para aquela variedade.

Com relacéo as outras citocininas, a influéncia do BAP em microestacas de
Feijoa foi testada por Canhoto et al. (1998), onde dentre as doses utilizadas a de 0,7
MM foi a mais eficiente, com uma taxa de multiplicacdo de 3 brotos gerados por
segmento nodal. Ainda, segundo Canhoto et al. (1998), a partir da suplementacédo de

BAP obtiveram-se respostas caracteristicas como altura reduzida, entrenés curtos e
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um aspecto de muda micropropagada, assim como aquelas observadas pelo presente
trabalho (Figura 4 — A).

Figura 4 - Morfologia dos brotos de Feijoa sellowiana (Berg) cultivados in vitro em
resposta as citocininas BAP e mT.

A — Brotos gerados com BAP 2 uM apresentando entrends curtos e em grandes quantidades, de onde
desenvolvem-se mais brotos.; B — Brotos gerados com mT 2 uM apresentando desenvolvimento
desigual das gemas e um broto com maior espagamento dos entrends e tamanho de folha.

Fonte: O autor.

Em contrapartida a estes resultados, Mitrafanova et al. (2004) compararam
Zeatina com BAP em variedades uruguaias e avaliaram que a primeira citocinina
promoveu maior numero de brotacfes, com uma média de 3,7 brotos por segmento
nodal na concentracao de 9 uM. No entanto, estes mesmos autores constataram que
ambos fitorreguladores causaram vitrificacéo de parte dos explantes em doses acima
de 9 pM. Outros resultados que corroboram a conclusdo de que a Zeatina foi a
citocinina que melhor performou nos estudos realizados para a etapa de multiplicagao
de segmentos nodais de variedades uruguaias de Feijoa sellowiana (Berg) foram
observados por Castillo et al. (2015), que analisaram 0 uso de Zeatina e da meta-
Topolina nas concentracdes de 2,85 uM e 4,27 uM; 2,12 pM e 4,14 uM,
respectivamente.

Em Castillo et al. (2015), os autores ainda reportaram que, em comparacao a
Zeatina, a meta-Topolina néo foi efetiva em aumentar o nimero de gemas, mas obteve

respostas caracteristicas, como uma nao inibicdo da inducdo do enraizamento e



38

aumento da altura dos brotos gerados. Estas observacfes que associam a meta-
Topolina com o desenvolvimento em altura dos brotos também foram observados por
Manokarki et al. (2021) para Vanilla planifolia Jacks. ex Andrews. Ao compararmos
visualmente as plantas obtidas no presente experimento juntamente com os dados de
altura, observamos diferencas significativas para os tratamentos que continham meta-
topolina nas concentracfes de 1 uM e 2 UM, nos quais estes apresentaram os brotos
com maiores alturas. Nesse sentido, assim como em Castillo et al. (2015) e Manokarki
et al. (2021), a partir dos resultados obtidos também foi constatado que concentracfes
especificas de mT induziram o crescimento em altura dos brotos gerados e
conseguentemente o alargamento do espaco dos entrends para a variedade Helena.

Um dos fatores importantes para a cultura de tecidos que pode ser
considerado neste caso como um aliado ao uso da meta topolina nas culturas de
Feijoa sellowiana é o0 aumento do tamanho da muda e a aparente nao inibicdo da
rizogénese em doses menores a 2 UM (Figura 4-B). Este interesse possui carater
pratico, uma vez que mudas pequenas tendem a tornar-se mais dificeis para
manuseio, além de aumentar o tempo para sua multiplicacéo e sua sobrevivéncia ficar
comprometida por conta disso (DE CARVALHO et al.,, 2004; RODRIGUES et al.,
2014).

Apesar deste aparente beneficio, foi observado que ao elevar as doses de mT
para 4 uM e 8 uM houve uma maior frequéncia de efeitos negativos no crescimento e
desenvolvimento dos brotos da variedade, com aparente senescéncia. Dentre o0s
fatores que podem ser atribuidos a esse tipo de situacdo pode-se citar 0 uso de
fitorreguladores em doses altas, mais especificamente citocininas, e ao acimulo de
etileno devido a auséncia de troca gasosa (GAN & AMASINO, 1997). Ainda, estas
anormalidades morfolégicas e efeitos negativos dependerdo do gendtipo, do tipo de

citocinina utilizada bem como de sua concentragéo (PAI & DESAI, 2018).

Tendo em vista que as plantas deste trabalho passaram 90 dias sem
repicagem, a auséncia de trocas gasosas no cultivo in vitro pode ter sido determinante
para o acumulo de etileno e o aceleramento do processo de senescéncia de parte dos
brotos nas concentracdes mais altas de mT. Nesse sentido, a partir da Figura 5,
evidenciam-se anormalidades no crescimento da parte aérea das plantas nos

tratamentos contendo mT 4 pM e 8 pM. Os brotos destes tratamentos tinham
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frequentemente folhas amarelecidas, que aparentemente perderam sua eficiéncia
fotossintética por apresentar uma morfologia diferente da usual, mais finas e
pontiagudas ou deformadas/retorcidas. Diante disso, ndo € recomendado o uso da
MT nestas doses para a etapa de multiplicacao da variedade Helena.

Figura 5 - Desenvolvimento anormal dos brotos de Feijoa sellowiana (Berg)
cultivados in vitro em resposta a meta-topolina.

A — Anormalidades na parte aérea a partir da suplementagdo com mT 4 uM; B — Amarelecimento das
folhas e desenvolvimento assincrono das brotacdes em mT 8 uM.

Fonte: O autor.

Por fim, observa-se (Figura 6) que todos os tratamentos seguiram 0 mesmo
comportamento, de crescimento da taxa de multiplicacdo ao longo dos 90 dias de
cultivo. Ao analisar o nimero de segmentos nodais ao longo do tempo, observou-se
gue ao fim de noventa dias o valor inicial de segmentos nodais foi sextuplicado com o
uso do BAP.



40

Figura 6 - Numero de segmentos nodais gerados nos diferentes tratamentos ao
longo de noventa dias de cultivo in vitro da variedade Helena (SCS412).
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Ou seja, seguindo o protocolo do presente estudo, estima-se que seja possivel
gerar ao longo de um ano cerca de 1.300 brotos transplantaveis a partir de um
segmento nodal da variedade Helena. Estes valores ainda sao considerados baixos,
portanto, novos estudos buscando interfaces entre citocininas e outros
fitorreguladores, além de novos testes no restante das variedades brasileiras sdo

necessarios para viabilizar a produ¢do de mudas da espécie via micropropagacao.
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5 CONCLUSAO

O uso de BAP promoveu a maior taxa de multiplicacdo nas variaveis namero
de brotos e nimero de segmentos nodais para a Feijoa sellowiana var. Helena.

O uso de mT nas concentracdes de 1 uM e 2 uM promoveu maiores valores
para altura dos brotos e nao diferiram significativamente do BAP nas taxas de
multiplicacéo analisadas.

O meio de cultura WPM isento de fitorreguladores induz a formacgéo de raizes

em segmentos nodais jovens desta variedade.
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