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RESUMO

O Brasil possui 47 espécies endémicas de aragazeiros (Psidium spp.), constituindo-se num
importante centro de diversidade genética do género. No bioma Caatinga, ja foram reportadas
a ocorréncia das espécies Psidium schenckianum Kiaersk., P. guineense Swartz. e P.
grandifolium Mart., com maior frequéncia das duas primeiras. Estas espécies apresentam
grande potencial de uso de seus frutos, por serem ricos em vitamina C, podendo ser utilizado
no consumo in natura ou industrializado, na forma de sucos, doces, compotas, geleias e
sorvetes. Apresenta ainda, marcante atividade antimicrobiana, farmacoldgica e antioxidante
além de possuir grande quantidade de 6leos essenciais. Além disso, 0s aracazeiros sdo as
principais fontes de resisténcia ao nematoide (Meloidogyne enterolobii), principal patdgeno
gue acomete a goiabeira (P. guajava), a qual pode ser transferida para a goiabeira Paluma (cv.
GP). Contudo, os aracazeiros encontram-se em risco de extingdo em seus ambientes naturais e
apresentam dificuldades na propagacdo vegetativa pelos métodos convencionais,
impossibilitando a clonagem das plantas resistentes. A micropropagacdo é uma técnica viavel
para propagacdo de espécies passiveis de extincdo e de dificil propagacdo vegetativa,
devendo-se desenvolver protocolos que possibilitem a clonagem desta espécie para estudos
futuros de melhoramento. Dessa forma, objetivou-se com a presente pesquisa desenvolver um
protocolo para micropropagacgéo de Psidium spp., determinando o meio de cultura, condicdes
de trocas gasosas, tipo de explante e concentracdo de fitorreguladores. Plantulas de trés
acessos de aracgazeiros e da cultivar de goiaba Paluma (cv. GP), foram crescidas nas seguintes
condigdes: meios de cultura JADS, MS e WPM para determinagcdo do meio de cultura, e em
meio de cultura JADS, vedados com tampas sem membrana (SM), uma membrana (1M) e
duas membranas (2M) com taxas de trocas de dioxido de carbono (TTCO,) de 14; 21 e 25 pL
L, respectivamente, para determinar a melhor TTCO, no crescimento de plantulas de
Psidium spp. Apds determinada estas condigdes, diferentes explantes de aragazeiros foram
induzidos a regeneracdo in vitro, utilizando diferentes concentragdes de acido indolbutirico
(AIB) (0; 2,46; 4,92 e 9,84 uM) na inducéo de rizogénese; benziladenina (BA) (0,0; 2,2 e
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4,44 uM) e BA + &cido naftalenoacético (ANA) (2,22 uM BA + 0,054 uM ANA e 4,44 uM
BA + 0,054 uM ANA) na regeneracdo de brotos dos seguintes explantes: segmentos nodais e
apicais em meio de cultura semi-solido, segmentos caulinares em meio de cultura liquido,
organogénese de segmentos internodais, e sec¢cdes foliares em meio de cultura semi-solido,
de um acesso de P. guineense e inducdo de organogénese em meio de cultura liquido,
utilizando segmentos radiculares de um acesso de P. schenckianum e trés acessos de P.
guineense. As plantulas de aracazeiro e da cv. GP apresentaram melhor crescimento em meio
de cultura JADS. Maiores TTCO, (25 pL L™), resultaram no crescimento das plantulas com
melhores caracteristicas morfofisioldgicas e anatdmicas, e na biossintese de compostos de
reservas nas folhas de ambas as espécies (P. guineense e P. guajava), sendo esta condi¢do a
mais indicada para o desenvolvimento de protocolos de propagacédo in vitro de Psidium spp.
N&o foi necessaria adicdo de AIB no enraizamento das brotacfes. Foram obtidas brotagdes
com e sem adigéo de fitorreguladores, em segmentos caulinares, segmentos apicais, nodais e,
em segmentos radiculares nos acessos de P. guineense, a partir de organogénese direta,
mantendo a mesma ploidia das plantas oriundas de sementes desta espécie. Em segmentos
caulinares, maior nimero de brotacdes foi observado com 2,22 e 4,44 uM de BA. As
brotacbes foram alongadas, enraizadas e aclimatizadas com 100% de sobrevivéncia,
permitindo inferir que o protocolo de regeneracdo in vitro estabelecido € eficiente. Este é o
primeiro protocolo de micropropagacao estabelecido para araca.

Palavras-chave: Meio de cultura, Trocas gasosas, Micropropagacdo in vitro, Organogénese

adventicia.
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ABSTRACT

Brazil has 47 endemic species of strawberry guava (Psidium spp.), being an important center
of genetic diversity of this genus. In the Caatinga biome, the occurrence of the species P.
schenckianum Kiaersk, P. guineense Swartz. (most often) and Psidium grandifolium Mart.
have been reported. These species have great potential for economic exploitation of the fruit,
which is rich in vitamin C and can be consumed fresh or processed in the form of juices,
sweets, jams, jellies and ice cream. It also presents outstanding antimicrobial activity,
pharmacological and antioxidant as well as essential oils. In addition, strawberry guava are
the main sources of resistance to nematode (Meloidogyne enterolobii), which is the main
pathogen of guava (P. guajava). This resistance can be transferred to the Paluma guava (cv.
GP). However, the strawberry guava is endangered in its natural environment and presents
limitations in vegetative propagation by conventional methods, making impossible cloning the
resistant plants. Micropropagation is a viable propagation technique of species susceptible to
extinction and difficult vegetative propagation. Protocols allowing the cloning of this species
for future studies should be improved. Thus, the aim of this research is to develop a protocol
for micropropagation of Psidium spp., determining the culture medium, conditions of gas
exchange, type of explant and concentration of growth regulators. Seedlings of three access of
strawberry guava and cultivar guava paluma (cv.GP) were grown under the following
conditions: JADS culture medium, MS and WPM to determine the culture medium; and
medium JADS sealed with lids without membrane (SM), one membrane (1M) and two
membranes (2M) with carbon dioxide exchange rates (TTCO2) 14; 21 and 25 pL L™,
respectively, to determine the best seedling growth in TTCO2 Psidium spp. After this,
different explants of Brazilian guava trees were transferred to regeneration media with
different concentrations of indolbutyric acid (IBA): 0, 2.46, 4.92 and 9.84 mM in rooting
induction and benzyladenine (BA): 0.0, 2.2 and 4.44 mM; BA + naphthaleneacetic acid
(NAA): 2.22 uM BA + 0.054 uM ANA; and 4.44 uM BA + 0.054 uM ANA in regeneration
shoots of the following explants: nodal and apical segments in semi-solid culture, stem



segments in liquid culture, organogenesis internodal segments, and leaf sections in semi-solid
cultureof a P. guineense access and induction of organogenesis in liquid culture using root
segments of a P. schenckianum access and three accessions of P. guineense. Seedlings of
strawberry guava and cv. GP showed better growth in JADS culture medium. TTCO2 (25 pL
L-1) resulted in the growth of seedlings with improved morphophysiological and anatomical
characteristics and biosynthesis of compounds of reserve in leaves from both species (P.
guineense and P. guajava). This condition is the most indicated for the development in in
vitro propagation protocols of Psidium spp. It was not necessary the addition of IBA in the
rooting of shoots. Shoots were obtained with and without addition of plant hormones in stem
segments, apical segments, nodal and root segments in P. guineense accesses from direct
organogenesis, maintaining the same ploidy of the seedlings of this species. In stem segments,
the greater number of shoots was observed with 2.22 and 4.44 mM of BA. Shoots were
elongated, rooted and acclimatized with 100% survival, showing that the in vitro regeneration
protocol established is efficient. This is the first micropropagation protocol established to

strawberry guava

Key words: Culture medium, Gas exchange, In vitro micropropagation, Adventitious

organogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

O género Psidium pertence a familia Myrtaceae, € originario das Americas Tropical e
Subtropical (LANDRUM e KAWASAKI, 1997) e apresenta cerca de 92 representantes do
género no mundo (GOVAERTS et al., 2015). O Brasil € um grande centro de diversidade
de Psidium, podendo ser encontrado em torno de 60 espécies, das quais 47 sdo endémicas
(SOBRAL et al., 2015). Alocados neste género encontram-se a goiabeira (Psidium guajava)
e 0s aragazeiros (Psidium spp.).

A goiabeira é a espécie de maior importancia econémica dentro do género Psidium e
esta amplamente difundida em todas as regiBes tropicais e subtropicais do mundo
(RISTERUCCI et al.,2005; RAI et al., 2009). A india é o maior produtor mundial de
goiaba, com uma producdo de aproximadamente 1.700 mil toneladas, seguido pelo
Paquistdo (600 mil toneladas), México (317 mil) e Brasil (300 mil toneladas) (FAO, 2010).
Os frutos desta espécie apresentam grande aceitacdo mundial, principalmente pelo seu
aroma e sabor, elevado teor nutritivo, sendo ricos em hidratos de carbono, fibras e minerais,
vitamina C, licopeno e betacaroteno (AULAR e CASARES, 2011).

Propriedades medicinais também sdo atribuidas a goiabeira, largamente utilizada na
medicina tradicional de varios paises (GUTIERREZ, 2008), no tratamento de gastroenterite,
diarréia e disenteria (VILCHEZ et al., 2014).

No Brasil, devido principalmente as condi¢6es edafoclimaticas favoraveis, a goiabeira é
cultivada em escala comercial em todas as regifes, porém o destaque fica para as regides
Sudeste (50%) e Nordeste (41,5%), somando juntas mais de 90% da produgdo nacional
(IBGE, 2013). Ainda, segundo a mesma publicagdo, na regido Nordeste, o estado de
Pernambuco € o maior produtor (103.697 mil toneladas), seguido do Ceara (13.984 mil
toneladas) e Bahia (9.677 mil toneladas), com as maiores produgdes de Pernambuco e Bahia
representada por Petrolina (PE) e Juazeiro (BA), nos perimetros irrigados no Submédio do
Vale do S&o Francisco. No entanto, nas Ultimas décadas, essa cultura vem sofrendo varios
danos causados pelo nematoide de galha (Meloidogyne enterolobii, sin. M. mayaguensis), que
em associacdo sinergistica com o fungo Fusarium solani Mart. Sacc, causam a doenca
conhecida como declinio da goiabeira (GOMES et al., 2011; GOMES et al. 2013; ALMEIDA
et al., 2013). A cultivar mais plantada no Brasil, a goiabeira Paluma, ¢ também a mais
susceptivel ao M. enterolobii (PEREIRA, 2008). O impacto econémico direto desta doenca na
ultima década foi estimado em mais de 112,7 milhGes de reais no Brasil (PEREIRA et al.
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(2009), reduzindo drasticamente os plantios de goiabeiras, principalmente nas regides de
maior producdo, particularmente nos perimetros irrigados de Petrolina (PE) e Juazeiro (BA).

Nematicidas tém sido utilizados no controle destes fitonematoides, porém, o periodo de
caréncia é longo e ndo tem nenhum produto registrado para o controle nesta cultura. Mesmo
assim, o controle ndo tem sido efetivo, devendo-se buscar fontes de resisténcia na goiabeira ou
em seus parentes silvestres, como nos aragazeiros.

No bioma Caatinga ocorrem diferentes espécies de aracas silvestres, principalmente em
regibes de maiores altitudes. Santos et al. (2014), constataram a ocorréncia das espécies
Psidium schenckianum Kiarsk., P. guineense Swartz. e P. grandifolium Mart. em seis
municipios do semiarido baiano, com maior frequéncia das duas primeiras.

O P. guineense é uma espécie nativa do Brasil (SANTOS et al., 2014 e SOBRAL et al.,
2015), popularmente conhecida como araca verdadeiro, araca do campo, goiabinha selvagem,
dentre outras denominacdes. Esta espécie apresenta um grande potencial de uso, seja em seu
consumo in natura ou apds processado pela industria. Como planta de potencial medicinal
tem marcante atividade antimicrobiana (GONZALEZ et al., 2005; FERNANDES et. al.,
2012), farmacoldgica e antibacteriana (RODRIGUES et al., 2014), antioxidante (HAMINIUK
et al.,, 2011 e BALISTEIRO et al.,, 2013), além de possuir grande quantidade de Oleos
essenciais (SILVA et al., 2003).

No consumo in natura ou industrializado, o fruto do aragazeiro pode ser utilizado na
forma de sucos, doces, compotas, geleias, sorvetes, apresentando boas caracteristicas de fruto,
como quantidade de vitamina C (197,98 a 227,04 mg/ 100g polpa) (SANTOS et. al., 2014),
superiores aos encontrados em tangerina-murcote (21,47 mg &cido ascérbico.100 mL™ de
suco) e laranja-natal (84,03 mg é4cido ascérbico.100 mL™ de suco) (COUTO e CANNIATTI-
BRAZACA, 2010), consideradas tradicionalmente como ricas em vitamina C. Outra elevada
potencialidade de uso do aracazeiro € como fonte de resisténcia ao Meloidogyne enterolobii
(PESSANHA et al., 2011), que vem dizimando os plantios de goiabeira por vérias regides do
Brasil, podendo ser utilizado no melhoramento de goiabeiras, seja na transferéncia
interespecifica de genes de resisténcia ou por meio da técnica de enxertia, como porta enxerto
resistente.

A espécie P. schenckianum, endémica do Brasil, ocorre de forma silvestre na regido
Nordeste (Bahia, Pernambuco e Ceard) (SOBRAL et al., 2015), principalmente no bioma
Caatinga, sendo conhecida popularmente como aragd do mato ou aragd mirim. Santos et al.
(2014), caracterizaram a diversidade genética de diferentes acessos de aracazeiros e
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encontraram acessos com potencial de uso como porta enxerto para goiabeira e boas
caracteristicas de fruto, como acidez titulavel (1,01 a 9,62 g/100 mL de suco), s6lidos sollveis
(10,94 a 13,5 °Brix), vitamina C (132 a 607,2 mg/100 g polpa), dentre outras caracteristicas,
para uso in natura ou industrializado. Também foram encontrados acessos resistentes ao
Meloidogyne enterolobii (dados n&o publicados), demonstrando as potencialidades desta
espécie para usos futuros em programas de melhoramento da espécie.

Fontes de resisténcia ao M. enterolobii tem sido encontradas também em outras espécies
de aracd (CARNEIRO et al.,, 2007; ALMEIDA et al., 2009; PESSANHA et al., 2011;
CASTRO et al., 2012; MIRANDA et al., 2012; MARTINS et al., 2013; FREITAS et al., 2013;
SOUZA et al.,, 2014). No entanto, o processo de avaliacdo da reacdo a nematdides é
destrutivo, pois a planta é destruida para se extrair as raizes e, destas, extrair os nematdides
(HUSSEY e BARKER, 1973). Dessa forma, se faz necessario desenvolver protocolos de
propagacdo vegetativa das plantas a serem avaliadas em relagdo a resisténcia ao nematoide e,
desse modo, as plantas imunes ou resistentes possam ser selecionadas.

Outro problema a ser enfrentado sdo os constantes desmatamentos nas areas de
ocorréncia dos aracgazeiros, principalmente para formacdo de pastagens, podendo levar a
extingdo dos mesmos, sem um estudo mais aprofundado, devendo ser formadas colecOes
para conservar a variabilidade para estudos futuros.

Neste sentido, foi criado o Banco Ativo de Germoplasma da Universidade do Estado
da Bahia (BAG-UNEB), onde sdo conservados cerca de 103 acessos de aragazeiros, de
diferentes espécies na forma de sementes, coletados em alguns municipios do semiarido
baiano (SANTOS et al.,, 2014). Entretanto, a conservacdo feita a partir de sementes
coletadas de plantas nativas, apresentam dois inconvenientes: primeiro, por serem de
polinizacgdo livre, ndo representam as mesmas caracteristicas das plantas méae, conduzindo a
uma germinacdo lenta, desuniforme e alta heterozigosidade entre as progénies (dados ainda
ndo publicados); e segundo, ha o risco de perda da viabilidade das sementes, devido ao
tempo e condigdes de armazenamento, como observado em testes de germinagéo realizados
com alguns acessos de aragd mantidos no BAG-UNEB.

Desse modo, h&d uma necessidade premente da formacdo de uma colecdo de
germoplasma de aracazeiros provenientes do bioma Caatinga por meio de estacas ou
micropropagulos in vitro, necessarios para que se possam fazer estudos futuros.

A propagacdo vegetativa por estaquia € uma das técnicas mais difundidas, no entanto,
para a clonagem de araca é inviavel, visto que esta espécie apresenta dificuldades no
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enraizamento (NACHTIGAL et al., 1994). Contudo, para as espéecies que apresentam
dificuldades pelos métodos de propagacdo convencional, a propagacdo in vitro € um método
viavel, proporcionando a multiplicacdo em massa de plantas geneticamente uniformes e
formacdo de plantas com melhores condicdes sanitarias (ERIG e SCHUCH, 2005),
constituindo-se numa alternativa promissora para clonagem, conservacdo e resgate de
germoplasma de aragazeiros, assegurando a disponibilidade de material vegetal para os
métodos convencionais de melhoramento, sem perda de sua viabilidade.

A cultura de tecidos possibilita a rapida multiplicacdo a partir de um dnico individuo,
com alta fidelidade genética, em qualquer época do ano, em tempo e espaco fisico reduzido e
com maior controle sobre a sanidade do material propagado (ERIG e SCHUCH, 2005;
THAKUR e KARNOSY, 2007; GEORGE, 2008; BHOJWANI e DANTU, 2013). Além disso,
esta técnica pode acelerar os trabalhos de melhoramento pela multiplicacdo de clones e pode
atuar como base para outras técnicas biotecnoldgicas, como a transformacdo genética e a
producdo de metabolitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2013).

A goiabeira é uma espécie de facil propagacdo vegetativa. No Brasil, praticamente
todas as mudas de goiabeira sdo produzidas por estaquia (PEREIRA e NACHTIGAL,

2009). No entanto, em trabalhos de melhoramento convencional se torna inconveniente
devido ao periodo juvenil longo (JAISWAL e AMIN, 1992), sendo desejavel a propagacéao
clonal a partir das técnicas de propagacao in vitro, obtendo plantas livres de patdégenos e
mais vigorosas em um menor espaco de tempo (HUSMAM et al., 2012).

A micropropagacao das espécies florestais brasileiras tem sido realizada basicamente
utilizando-se propéagulos provenientes de sementes germinadas in vitro, dada a dificuldade em
se obter material de plantas adultas, livre de microrganismos e de serem responsivas a
propagacdo em condigdes controladas (OLIVEIRA et al., 2013). Além da vantagem da
obtencdo de tecidos menos contaminados, a utilizagdo de material juvenil ja estabelecido in
vitro pode ser vantajosa, pois estes tecidos sdo mais responsivos a aplicagdo de
fitorreguladores (SOUZA et al., 2011). E, potencialmente, podem originar explantes com
elevada capacidade de desenvolvimento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Logo,
esse tipo de explante pode orientar e auxiliar a elaboragdo de protocolos para posterior
aplicacdo em tecidos de plantas adultas (SOUZA et al., 2011).

A regeneragéo de plantas in vitro pode ser influenciada por diversos fatores, como o
genotipo, a fonte e as condicbes fisioldgicas do explante, a utilizacdo de combinagdo de

fitorreguladores de crescimento, o meio de cultura utilizado, as condigdes de cultivo
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(LUCIANI et al., 2006; DUTRA et al., 2009), trocas gasosas, vias morfogénicas, dentre outros
fatores.

O meio de cultura é composto essencialmente de combinacbes de macro e
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos e hidratos de carbono (DAVEY e ANTHONY, 2010),
devendo o mesmo promover condi¢fes adequadas ao crescimento e desenvolvimento in vitro
do tecido vegetal (CORDEIRO et al., 2014). E, o equilibrio nutricional do meio de cultura e
sua interacdo com o material genético ou explante, representa um dos fatores que mais
influenciam no sucesso da propagacao in vitro (ALMEIDA, 2012).

Existem uma grande variedade de meios de cultura adaptados para diversas espécies,
diferindo, sobretudo na constituigdo e concentracdao de nutrientes (MANTOVANI; FRANCO,
1998). No entanto, a maioria dos protocolos estabelecidos para a micropropagacéo utilizam
meios de culturas com composicdo nutricional estabelecida e definida sem considerar as
necessidades nutricionais da espécie a ser cultivada, podendo representar um fator limitante as
respostas morfogénicas, ocasionando 0 insucesso do processo para espécies mais exigentes
(ALMEIDA, 2012). Dentre os meios de cultura mais utilizados para a micropropagacdo de
espécies florestais lenhosas destacam-se 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), JADS
(CORREIAZet al., 1995) e WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980).

Na propagagdo in vitro convencional, em que as plantas sdo produzidas em
recipientes fechados, com reduzidas trocas gasosas, elevada umidade relativa, elevada

concentragcdo de etileno e baixos niveis de CO2 no headspace (espaco livre) do frasco

podem resultar em plantas com parte aérea pouco desenvolvida, menor quantidade de cera
cuticular e epicuticular nas folhas, reducdo nos tecidos com resisténcia mecanica, estbmatos
ndo funcionais, reduzida atividade fotossintética e dificuldades na absorcdo de agua e
nutrientes pelos explantes, podendo causar reducdo nas taxas de crescimento dos mesmos
(NGUYEN e KOZAI, 2005; XIAO et al., 2011; SHIN et al., 2014). Além destes, ha
problemas anatdmicos, interferindo diretamente nas taxas fotossintéticas das plantas in vitro
e em seu processo de aclimatizacdo ex vitro (ALVAREZ et al., 2012).

Diferentes métodos tém sido utilizados para solucionar as dificuldades da
micropropagacao convencional, dentre eles o uso de tampas com membranas permeaveis a
gases com ventilagdo natural, em sistemas fotoautotrofico ou fotomixotrofico, que
permitem trocas gasosas mais elevadas, reduzindo a umidade relativa dentro dos recipientes
de cultivo e aumentando a transpiracdo e absor¢do de agua e nutrientes pelas plantas,

podendo resultar em maior fotossintese e consequentemente, numa maior taxa de
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crescimento e melhoria no processo de aclimatizagdo ex vitro (KITAYA et al., 2005;
KOZAI 2010; IVANOVA e STADEN, 2010, XIAO et al., 2011).
Atualmente, varias membranas que permitem maiores trocas gasosas entre o ambiente

externo e o headspace do recipiente de cultura na propagacdo in vitro estdo disponiveis

comercialmente (ZOBAYED, 2005), como a membrana MilliSeal®. Esta membrana tem
sido utilizada com éxito na melhoria das trocas gasosas na propagagdo in vitro de varias
espécies como em Azadirachta indica (RODRIGUES et al. 2012), Solanum melongena
(RIBEIRO et al. 2009), Pfaffia glomerata (IAREMA et al., 2012; SALDANHA et al.,
2012), Capsicum annuum (BATISTA, 2012) e Ruta graveolens (RIOS, 2014).

A micropropagagéo in vitro pode ser realizada via proliferagdo de gemas axilares,
organogénese adventicia e embriogénese somatica (XAVIER et al., 2013). Porém, para
espécies florestais tem sido utilizada com mais frequéncia a partir de gemas axilares pela
maior facilidade, e em menor expressdo por organogénese. A organogénese corresponde a
inducdo de gemas adventicias diretamente sobre o explante ou calo (direta ou indireta,
respectivamente), mediante a desdiferenciacdo e rediferenciacdo celular, levando a formacéo
de uma planta completa a partir da atividade meristematica em células maduras diferenciadas
(XAVIER et al., 2013).

Diversas partes da planta-matriz podem ser utilizadas como fonte de explantes para a
regeneracdo in vitro, como segmentos nodais, apices caulinares, discos foliares (LUCIANI et
al., 2006; CAMPOS et al., 2007), segmentos internodais, caulinares, raiz, dentre outros. No
entanto, o sucesso na determinacdo de protocolos de propagacdo in vitro e o melhor tipo de
explante a ser utilizado, depende de varios fatores intrinsecos ao material propagativo e ao
processo, como genotipo, posicdo dos explantes, balanco quantitativo dos reguladores vegetais
(COSTA et al., 2006), além de outros fatores.

A morfogénese in vitro € altamente dependente da interacdo entre as substancias de
crescimento que ocorrem naturalmente na planta (hormoénios) e os analogos sintéticos
(reguladores de crescimento), os quais sao adicionados ao meio de cultura (GEORGE, 2008),
a exemplo de as auxinas e as citocininas. As citocininas sdo indispensaveis para a inducgéo da
proliferacdo de gemas axilares, seu tipo e concentracdo sdo os fatores que mais influenciam o
sucesso da multiplicacéo in vitro (BRONDANI et al., 2009), assim como na inducdo de gemas
adventicias. Entre as citocininas, a benziladenina (BA), é a mais utilizada e mais eficiente na
regeneracdo de plantas do género Psidium (SINGH et al., 2002; SHAH et al., 2008; RAl et al.,
2009; USMAN et al., 2012).
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Além disso, faz-se necessario o uso da acdo combinada de BA com pequenas
concentracbes de auxinas, o &cido naftalenoacético (ANA), por exemplo, é usado em
combinacdo com BA na micropropagacdo de P. guajava (RAI et al., 2009; LIU e YANG,
2011), Ocimum canum (SAHA et al., 2014) e de Origanum vulgare (OANA et al., 2008).

Um outro fator importante na micropropagacdo de espécies florestais lenhosa é a
rizogénese, processo de formacgdo de raizes adventicias nas partes aéreas dos propagulos,
possibilitando seu transplantio para o ambiente ex vitro (SOUZA e PEREIRA, 2007). A
aplicacdo exdgena de auxinas no meio de cultura sinaliza as células responsivas, simulando o
mecanismo hormonal natural das plantas inteiras (SILVA et al., 2007). Em geral, o tipo e
concentracdo de auxina sdo as varidveis que mais influenciam o enraizamento, sendo as
respostas dependentes do material genético (OLIVEIRA et al., 2013). Dentre as auxinas, 0
acido indolbutirico (AIB) tem sido muito utilizado em razdo da baixa fitotoxicidade aos
explantes, proporcionando resultados positivos ao enraizamento in vitro, como reportado em
espécies da familia Myrtaceae (SINGH et al., 2002; NASCIMENTO et al 2008; SHAH, et al.,
2008; Rai et al., 2009).

Protocolos de propagacédo in vitro de Psidium tem sido estabelecidos para P. guajava,
pelos métodos convencionais de cultivo, utilizando meio de cultura MS suplementado com
BA na regeneracédo de brotos, e AIB, no enraizamento das brotagdes, em recipientes fechados,
a partir de explantes de hipocétilo (SINGH et al., 2002), de plantulas (SHAH et al., 2008), de
segmentos nodais (RAI et al., 2009; USMAN et al., 2012) e de segmentos apicais (USMAN et
al., 2012). Porém, ndo se sabe se estas condicdes sdo as melhores para a micropropagacédo
desta espécie. Para aracazeiro, ndo ha relatos de pesquisas de micropropagacdo, podendo a
determinacdo de protocolos de micropropagacdo do mesmo, constituir-se em avancos
significativos para o seu estabelecimento, clonagem, conservagdo de recursos genéticos, e
como técnica de apoio a futuros trabalhos de melhoramento genético, como na conservagao
das plantas imunes ou resistentes ao M. enterolobii e na répida detec¢do de compatibilidade
e/ou incompatibilidade entre o araca e goiabeira com a enxertia in vitro, como tem sido
realizado entre 0 marmeleiro e pereira (TOMAZ et al., 2009), além de outras aplicagdes.

Dessa forma, esta pesquisa tem como principais objetivos: Determinar o meio de
cultura que melhor atendem as necessidades morfogénicas no crescimento in vitro de
plantulas de Psidium guineense e P. guajava cv. Paluma e examinar se ha variagdes nas
respostas aos meios de cultura entre estas espécies; Determinar a influéncia de diferentes

niveis de trocas gasosas sob ventilagdo natural, no crescimento e nas caracteristicas
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morfofisioldgicas, anatdmicas e histoquimicas de plantulas de Psidium guineense Swartz e P.
guajava L. in vitro; Estabelecer um protocolo de micropropagacdo de P. guineense, utilizando
diferentes tipos de explantes de plantulas assépticas germinadas in vitro e Avaliar a
responsividade organogénica de explante de raiz de acessos de araca das espécies P.

guineense e P. schenckianum do Banco Ativo de Germoplasma da UNEB.

A tese foi organizada em quatro capitulos, redigidos na forma de artigos cientificos, descritos
abaixo, que serdo futuramente submetidos.

Capitulo I - Crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense Sw. e P. guajava L. sob

diferentes meios de cultura

Capitulo Il - Crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense Sw. e P. guajava L.

sob diferentes niveis de trocas gasosas com ventilacao natural

Capitulo 11l - Micropropagacéo de Psidium guineense Sw. utilizando diferentes tipos de

explantes de plantulas germinadas in vitro

Capitulo IV - Organogénese in vitro a partir de explantes radiculares de Psidium

schenckianum Kiaersk e P. guineense Sw.
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Crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense Sw. e P. guajava L. sob diferentes

meios de cultura

RESUMO- O presente estudo teve por objetivo determinar o0 meio de cultura mais adequado
as necessidades morfogénicas no crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense
(aracd) e P. guajava cultivar Paluma (cv. GP). Plantulas de trés acessos de araca e da cv. GP,
previamente germinadas in vitro, foram inoculadas nos meios de cultura JADS, MS e WPM.
Apo6s 110 dias de cultivo foram realizadas as seguintes analises de crescimento: numero de
folhas, numero de nds, area foliar, comprimento de parte aérea e raiz, massa fresca e seca de
parte aérea e raiz, indice estomatico (IE) nas faces abaxial (AB) e adaxial (AD) das folhas,
pigmentos fotossintéticos (clorofilas a, b, total e carotenoides) e analise nutricional na parte
aérea de plantulas (PAP) de aracd. O meio de cultura JADS foi 0 que promoveu o maior
crescimento das plantulas dos acessos de araca e da cv. GP, apresentando as melhores médias
em todas as varidveis analisadas, porém, a depender do genoétipo e da variavel, ndo houve
diferencas entre os meios de cultura. Maiores IE foram observados na face AB, em meio de
cultura JADS para todos os gendtipos estudados, exceto para um acesso de araca que obteve
maiores medias em meio de cultura MS. O acumulo de nutrientes na PAP de aracd nédo
coincidiu com a constituicdo de cada meio de cultura para a maioria dos nutrientes. O
crescimento dos genotipos estudados foi influenciado pela composic¢éo nutricional do meio de
cultura, sendo indicado o meio de cultura JADS na propagacao in vitro destas espécies.

Palavras-chave: Myrtaceae, Propagacdo in vitro, Pigmentos fotossintéticos, Indice
estomatico, Andlise nutricional.

In vitro growth of seedlings Psidium guineense Sw. and P. guajava L. under different
culture media

ABSTRACT- This study aimed to determine the most appropriate culture medium to
morphogenic needs in the in vitro growth of Psidium guineense seedlings (strawberry guava)
and P. guajava Paluma cultivar (cv. GP). Seedlings of three accessions of P.guineense and cv.
GP, previously germinated in vitro, were inoculated in the JADS, MS and WPM culture
media. After 110 days of cultured, were realized the following growth analysis: number of
leaves, number of nodes, leaf area, shoot length and root, fresh and dry shoot and root matter,
stomatal index (SI) in the abaxial and adaxial faces of leaves, photosynthetic pigments
(chlorophyll a, b, total, and carotenoids) and nutritional analysis in the shoots seedling (ASS)
of strawberry guava. The JADS’s culture medium promoted the highest seedling growth of
strawberry guava accesses and cv. GP, with the best averages in all variables, however,
depending on the genotype and variable, there were no differences between the culture media.
The stomatal index largest were observed in the abaxial face, in the JADS’s culture medium
for all genotypes studied, except for one strawberry guava accession, that had higher averages
in MS medium. The accumulation of nutrients in ASS of strawberry guava did not coincide
with the constitution of each culture medium for most nutrients. The growth of genotypes
analyzed was influenced by the composition of the culture medium, being indicated JADS’s
culture medium for in vitro propagation of this species.

Keywords: Myrtaceae, In vitro propagation, Photosynthetic pigments, Stomatal indice,
Nutritional analysis.
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1. INTRODUCAO

O género Psidium pertence a familia Myrtaceae, € originario das Americas Tropical e
Subtropical (LANDRUM e KAWASAKI, 1997) e apresenta cerca de 92 representantes do
género no mundo (GOVAERTS et al., 2015). O Brasil € um grande centro de diversidade
de Psidium, podendo ser encontrado em torno de 60 espécies, das quais 47 sdo endémicas
(SOBRAL et al., 2015). Alocados neste género encontram-se a goiaba (Psidium guajava) e
os aracas (Psidium spp.).

A goiabeira é a espécie de maior importancia econémica dentro do género Psidium e
estd amplamente difundida em todas as regides tropicais e subtropicais do mundo
(RISTERUCCI et al.,2005; RAI et al., 2009). O Brasil € o quarto maior produtor mundial
de goiaba (FAO, 2010). E, devido principalmente, as suas condi¢fes edafoclimaticas
favoraveis, esta espécie é cultivada em escala comercial em todas as regibes brasileiras,
com destaque para as regides Sudeste (50%) e Nordeste (41.5%), somando juntas mais de
90% da producdo nacional (IBGE, 2013). Pernambuco responde por 71,66% e a Bahia por
6,7% (terceiro maior produtor) da producdo de goiaba do Nordeste. Os perimetros irrigados
no Submédio do Vale do Sdo Francisco de Petrolina-PE e de Juazeiro-BA, respectivamente,
respondem pelas maiores producdes dessa cultura.

A cultivar de goiaba Paluma é a mais produzida ao nivel nacional, porém apresenta
o0 inconveniente de ser a mais susceptivel ao nematoide de galha (Meloidogyne enterolobii,
sin. M. mayaguensis) (PEREIRA, 2008), que em associacdao sinergistica com o fungo
Fusarium solani Mart. Sacc, causam a doenca conhecida como declinio da goiabeira
(GOMES et al., 2011; GOMES et al. 2013; ALMEIDA et al., 2013), que vem dizimando os
pomares de goiabeira por todo o Brasil. De acordo com Pereira et al. (2009), o impacto
econémico direto desta doenca na ultima década foi estimado em mais de 112,7 milhdes de
reais no Brasil, reduzindo drasticamente os plantios de goiabeiras, principalmente nas
regides de maior producéo.

Tentativas de controle destes fitonematoides tém sido realizadas com nematicidas,
porém, o periodo de caréncia € longo e ndo tem nenhum produto registrado para o controle
nesta cultura. Mesmo assim, o controle ndo tem sido efetivo, devendo-se buscar fontes de
resisténcia na goiabeira ou em seus parentes silvestres como nos aragazeiros.

Os aracazeiros estdo amplamente distribuidos em todos os biomas brasileiros, com
algumas espécies nativas (FRANZON et al., 2009; SANTOS et al., 2014; SOBRAL et al.,
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2015), como é o caso da espécie Psidium guineense Swartz, que juntamente com outras
espécies de araca, tem sido observada em estado silvestre no Bioma Caatinga (SANTOS et
al., 2014). Esta espécie apresenta potencial de uso como planta medicinal (SILVA et al.,
2003; GONZALEZ et al., 2005; HAMINIUK et al., 2011; FERNANDES et. al., 2012;
BALISTEIRO et al., 2013; RODRIGUES et al.,, 2014), no consumo in natura ou
industrializado (SANTOS et al., 2014) e tem sido encontrada fontes de resisténcia ao M.
enterolobii (PESSANHA et al., 2011), podendo ser utilizado no melhoramento de
goiabeiras, na transferéncia interespecifica de genes de resisténcia ou por meio da técnica
de enxertia como porta-enxerto resistente. Contudo, no processo de avaliagdo da reacdo ao
M. enterolobii a planta é destruida para se extrair as raizes e destas, extrair os nematoides
(HUSSEY e BARKER, 1973), devendo-se desenvolver protocolos de propagacédo
vegetativa das plantas a serem avaliadas em relacdo a resisténcia ao nematoide e, desse
modo, as plantas imunes ou resistentes possam ser mantidas em avalia¢Ges futuras.

Outro problema que surge sdo os constantes desmatamentos nas &reas onde ocorrem
0s aracazeiros, principalmente para formacdo de pastagens, podendo levar a extin¢do dos
mesmos, sem um estudo mais aprofundado, devendo ser formadas cole¢fes para conservar
a variabilidade para estudos futuros.

No Banco Ativo de Germoplasma da Universidade do Estado da Bahia (BAG-
UNEB) estdo sendo conservados cerca de 103 acessos de araca de diferentes espécies na
forma de sementes, coletados em alguns municipios do semiarido baiano (SANTOS et al.,
2014). Entretanto, estas sementes podem perder a viabilidade, devido ao tempo e condicOes
de armazenamento, como observado em testes de germinacdo realizados com alguns
acessos de araca mantidos no BAG-UNEB, obtendo germinacdo lenta, desuniforme e alta
heterozigosidade entre as progénies (dados ainda ndo publicados), devendo-se buscar novas
alternativas de propagacao e conservacdo dos aragazeiros.

A propagacdo vegetativa por estaquia € uma das técnicas mais difundidas, no entanto,
para a clonagem de araga é inviavel, visto que esta espécie apresenta dificuldades no
enraizamento (NACHTIGAL et al., 1994). Contudo, para as espécies que apresentam
dificuldades pelos métodos de propagacdo convencional, a propagacdo in vitro € um método
viavel, proporcionando a multiplicacdo em massa de plantas geneticamente uniformes e
formacdo de plantas com melhores condigdes sanitarias (ERIG e SCHUCH, 2005),

constituindo-se numa alternativa promissora para clonagem, conservacdo e resgate de
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germoplasma de aracd, assegurando a disponibilidade de material vegetal para os métodos
convencionais de melhoramento, sem perda de sua viabilidade.

A goiabeira, embora seja de facil propagacao vegetativa, em trabalhos de melhoramento
convencional se torna inconveniente devido ao periodo juvenil longo (JAISWAL e
AMIN,1992), sendo desejavel a propagacdo clonal a partir das técnicas de cultura de tecidos,
obtendo plantas livres de patégenos e mais vigorosas em um menor espago de tempo
(HUSMAM et al 2012).

A regeneracdo de plantas in vitro pode ser influenciada por diversos fatores, como o
genotipo, a fonte e as condi¢bes fisioldgicas do explante, a utilizacdo de combinagdo de
fitorreguladores de crescimento, o meio de cultura utilizado, as condigdes de cultivo
(LUCIANI et al., 2006; DUTRA et al., 2009), a qualidade e intensidade de luz, trocas gasosas,
vias morfogeénicas, dentre outros fatores.

O meio de cultura é composto essencialmente de combinacGes de macro e
micronutrientes, vitaminas, aminoacidos e hidratos de carbono (DAVEY e ANTHONY, 2010),
devendo o mesmo promover condi¢bes adequadas ao crescimento e desenvolvimento in vitro
do tecido vegetal (CORDEIRO et al., 2014). Nesse caso, o equilibrio nutricional do meio de
cultura e sua interacdo com o material genético ou explante, representa um dos fatores que
mais influenciam no sucesso da propagagéo in vitro (ALMEIDA, 2012).

Existe uma grande variedade de meios de cultura adaptados para diversas espécies,
diferindo, sobretudo na constituicdo e concentracdo de nutrientes (MANTOVANI; FRANCO,
1998). No entanto, a maioria dos protocolos estabelecidos para a micropropagacdo utiliza
meios de culturas com composicdo nutricional estabelecida e definida, sem considerar as
necessidades nutricionais da espécie a ser cultivada, podendo representar um fator limitante as
respostas morfogénicas, ocasionando 0 insucesso do processo para espécies mais exigentes
(ALMEIDA, 2012). Dentre os meios de cultura mais utilizados para a micropropagagéo de
especies florestais lenhosas destacam-se 0 MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), JADS
(CORREIAZet al., 1995) e WPM (LLOYD; MCCOWN, 1980).

Protocolos de propagacdo in vitro de goiabeira tém sido estabelecidos a partir do meio
de cultura MS (SINGH et al., 2002; SHAH et al., 2008; RAI et al., 2009; LIU e YANG,
2011; USMAN et al., 2012). Porém, ndo se sabe se este meio é o que melhor responde nos
processos morfogénicos desta espécie. Em outras espécies da familia Myrtaceae, como em
eucaliptos, tem sido observado trabalhos com sucesso nos meios de cultura MS (BORGES et
al., 2011; OLIVEIRA-CAUDURO et al., 2014), WPM (GLOCKE et al., 2006; PINTO et al.
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2008; DIBAX et al. 2010; BRONDANI et al 2012) e JADS (CORREIA et al., 1995;
ANDRADE et al., 2006; BRAVO et al., 2008; ALMEIDA, 2012; CORDEIRO et al., 2014).
Para o aracd, nao foram desenvolvidos trabalhos de micropropagacdo in vitro. Assim, a
identificacdo de um meio de cultura que proporcione o desenvolvimento da micropropagacéo
de aracd pode constituir-se num avanco significativo para o estabelecimento e posterior
clonagem, conservacgdo de recursos genéticos, e como técnica de apoio a futuros trabalhos de
melhoramento genético, como na conservacdo das plantas imunes ou resistentes ao M.
enterolobii e na rapida deteccdo de compatibilidade e/ou incompatibilidade entre o araca e
goiabeira com a enxertia in vitro, como tem sido realizado entre 0 marmeleiro e pereira
(TOMAZ et al., 2009), além de outras aplicacdes.

Diante da importancia e da necessidade de conservacdo e clonagem de aracd, este
trabalho tem como objetivo determinar o meio de cultura que melhor atendem as necessidades
morfogénicas no crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense e P. guajava cv.

Paluma e examinar se ha variacdes nas respostas aos meios de cultura entre estas espécies.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local da realizagio do experimento e material experimental utilizado

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Cultura de Tecidos 11 do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), da Universidade Federal de Vigosa
(UFV).

Para a instalagdo dos experimentos, utilizaram-se sementes de trés acessos de araca da
espécie Psidium guineense Swartz, coletados em 2010 nos municipios de Senhor do Bonfim
(Y93) e Jacobina (Y95 e Y97), no estado da Bahia, 0s quais encontram-se armazenados a 10
°C e 40 % de umidade relativa no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UNEB, Juazeiro-

BA. Também foram utilizadas sementes de goiaba (Psidium guajava L.), cultivar Paluma.

2.2. Desinfestacéo e germinacgdo de sementes

Em cémara de fluxo laminar, as sementes de cada acesso de aracd do BAG e as
sementes de goiaba foram desinfestadas em etanol 70% por um minuto, seguido da imerséo
em solucéo de hipoclorito de sédio comercial (NaOCI) a 1,25% de cloro ativo (Super Globo®,
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Rio de Janeiro, Brasil) por 15 minutos. Em seguida, foram enxaguadas por trés vezes
consecutivas em &gua destilada e autoclavada.

Apos a desinfestacdo, 200 sementes de cada acesso de aracd e de goiabeira foram
transferidas para frascos de 250 mL de capacidade, com tampas rigidas (dez sementes por
frasco), previamente autoclavados, contendo dois discos de papel Germitest® reduzidos ao
tamanho do diametro do fundo do frasco, umedecidos com 5 mL de &gua destilada. Os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 * 2 °C, fotoperiodo de 16 h e
irradiancia a 30 pmol m s [quantificada por radidmetro (LI-COR®, LI-250A Light Meter)]
e fornecida por duas lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil), até a

completa germinacéo (60 dias).
2.3. Efeito do meio de cultura no crescimento in vitro de plantulas de Psidium spp.

Plantulas previamente germinadas sob papel Germitest® (item 2.2) foram inoculadas
em frascos com capacidade de 350 mL, contendo 60 mL dos meios de cultura JADS
(CORREIA, et al, 1995), MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e WPM (LLOYD;
MCCOWN, 1981) (Tabela 1), os quais foram gelificados com 6 g L™ de agar (Merck®,
Alemanha). O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,01 antes da adi¢cdo do agar e
em seguida autoclavados a 121 °C, 1,1 Pa por 20 min.

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (TRP) com dois
orificios (10 mm cada) cobertos com membranas de 0,45 pm (MilliSeal® AVS-045 Air
Vent)(taxa de troca de CO,: 25 pL L™ s, vedados com filme pléstico transparente de cloreto
de polivinil (PVC) (Goodyear, Sdo Paulo, Brazil) e mantidos em sala de crescimento por 110

dias nas mesmas condig@es citadas acima para germinagéo (item 2.2).
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Tabela 1. Constituicdo dos meios de cultura JADS, MS e WPM utilizados no crescimento de
acessos de Psidium guineense e de P. guajava.

Componente gL s Mg L™ -mmmmeemmmeeeeee-
Macronutrientes Peso molecular JADS MS WPM
NH;NO; 80,04 324,00 1650,00 400,00
KNO, 101,11 809,00 1900,00 -
CaCl,.2H,0 147,02 - 440,00 96,00
Ca (NOs3),. 4H,0 236,15 1.181,00 - 556,00
KH,PO, 136,09 408,00 170,00 170,00
K,S0, 174,26 - - 990,00
MgSQO,.7H,0 246,48 739,50 370,00 370,00
Micronutrientes Peso molecular JADS MS WPM
MnSO.H,0 169,01 16,90 16,90 22,3
HsBO; 61,83 3,10 6,20 6,20
ZnS0O, .7TH,0 287,54 4,32 8,60 8,60
NaMo00O,.2H,0 372,24 0,15 0,25 0,25
CuS0,.5H,0 249,68 1,25 0,025 0,25
CoCl,.6H,0 237,93 0,25 0,025 -
Na,-EDTA.2H,0 372,24 74,5 37,3 37,3
Kl 165,99 - 0,83 -
FeSO,.7H,0O 278,02 55,6 27,8 27,8
Vitaminas Peso molecular JADS MS WPM
Tiamina HCI 337,3 0,50 0,10 0,10
Piridoxina HCI 205,6 0,50 0,50 0,50
Acido nicotinico 123,11 0,50 0,50 0,50
Glicina 75,07 2,00 2,00 2,00
L- Arginina 174,19 7,00 - -

L- Glutamina 146,13 146,00 - -

L- Cistina 240,30 2,50 - -
Pantotenato de Ca** 476,54 2,50 - -
Fonte de carbono Peso molecular JADS MS WPM
Mio-inositol 180,16 100,00 100,00 100,00
Sacarose 342,3 30.000,00 30.000,00 30.000,00
Antioxidante Peso molecular JADS MS WPM
Polivinilpirrolidona (PVP) 111,143 800,00 - -

2.4. Andlises de crescimento das plantulas

Apbs 110 dias de cultivo, foram avaliados numero de folhas (NF), nimero de nds
(NN), area foliar total da planta (AF, em cm?), obtida com o auxilio do medidor de area foliar
“Area Meter” (modelo Li-CorBiosciences, Inc Lincoln, Nebraska), comprimento de parte
aérea (CPA, em cm), comprimento de raiz (CR, em cm), indice estomatico (%), pigmentos
fotossintéticos por area foliar (g cm™) e massa fresca e seca de parte aérea (MFPA e MSPA)
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e raiz (MFR e MSR) (g), sendo as massas secas obtidas em estufa com ventilacdo forcada
(ACB Larbor) a 60°C, por 72 horas.

2.4.1. Indice estomatico

Para determinac¢do do indice estomatico (IE), foi realizada a impressdo epidérmica das
faces abaxial (AB) e adaxial (AD) do terceiro par de folhas de trés plantas diferentes,
seguindo a técnica de Segatto et al. (2004). Posteriormente, foram capturadas as imagens,
selecionando trés campos por folha de forma aleatéria. As imagens foram capturadas em
fotomicroscopio Olympus Optical (modelo AX70TRF, Tdquio, Japdo) acoplado a camera
digital (Spot Insight Color 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) e, em seguida, as
imagens foram analisadas no software Anati Quanti (AGUIAR et al. 2007) para o célculo IE,

utilizando a seguinte formula:

N® de estomatos
IE = - - — x100
N® estomatos + N° células epidérmicas

2.4.2. Pigmentos fotossintéticos

Na quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, trés discos foliares (7 mm cada) foram
excisados do segundo par de folhas (a partir do apice) totalmente expandida, em seguida
incubados em tubos contendo 3,0 mL de solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO, VETEC)
saturado com carbonato de calcio (CaCO3) e mantidos no escuro a temperatura ambiente por
48 horas (SANTOS et al., 2008). A absorbancia das amostras foi determinada nos
comprimentos de onda de 665, 645 e 480 nm, utilizando um espectrofotbmetro
Genesys' Scanning 10 UV/Visivel (ThermoScientific, EUA). A concentraco das clorofilas a
(Cla), b (ClIb), clorofila total (Clt) e carotenoides (Ct) foi calculada de acordo com a

metodologia descrita por Wellburn (1994).

2.4.3. Andalise nutricional

Para as analises quimicas do teor nutricional, as massas secas de parte aérea das
plantas de P. guineense crescidas sob os meios de cultura JADS, WPM e MS, ap0s secagem

em estufa de circulagdo de ar a 60°C, por 72 horas e mensuracao das suas respectivas massas,
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foram pulverizadas em moinho analitico (QUIMIS) e encaminhadas ao Laboratdrio de
Anélises de Plantas, do Departamento de Solos da Universidade Federal de Vicosa. As

analises foram realizadas seguindo a metodologia desenvolvida pela Embrapa (2009).

2.5. Andlises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 3x4 (meios de cultura x gendtipos). Foram utilizadas cinco repeticoes, trés
plantulas por frasco, sendo cada repeticdo representada por um frasco. Para as analises de
pigmentos fotossintéticos e indice estomatico, foram utilizadas trés repeti¢des, uma planta por
repeticdo. Em relacdo as analises nutricionais, devido a baixa produgdo de biomassa in vitro,
foi preparada uma amostra composta dos acessos de P. guineense e realizada as analises,
utilizando trés repeticOes para cada meio de cultura.

Os dados foram submetidos as analises de variancia e quando houve significancia, as
médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade,
utilizando-se o programa estatistico GENES (CRUZ, 2013).

3. RESULTADOS

3.1. Efeito do meio de cultura no crescimento in vitro de plantulas de Psidium spp.

As analises de variancias indicaram efeito significativo da interacdo para a maioria das

variaveis de crescimento, exceto para nimero de no (Tabela 2).
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Tabela 2. Resumo da anélise de variancia das variaveis de crescimento, indice estomatico e
pigmentos fotossintéticos, analisadas em acessos de P. guineense e em P. guajava
crescidas in vitro sob diferentes meios de cultura (MC).

Quadrados médios

Anédlises de crescimento

Fonte de

variacdo N.N NF AF CPA CR MFPA MFR  MSPA MSR
Gen6tipos (G) 17,78** 13,06* 158,43** 33,49** 135,0** 0,78** 1,18** 0,02** 0,01**
MC 11,28** 107,0** 1875,6** 110,0** 325,8** 0,47** 0,45** 0,05** 0,01**
G x MC 1,06™  10,29* 139,16** 9,40** 30,03** 0,09** 0,16** 0,01** 0,00**
Residuo - 3,74 17,41 1,13 9,32 0,015 0,028 0,0022 0,0004
Média 5.97 11,78 15,69 6,2 9,52 0,461 0,36 0,11 4,46
CV (%) 2119 17,46 26,6 17,19 32,07 26,42 46,25 43,6 43,03
Fonte de Estdbmatos Pigmentos fotossintético

variagio IEAD IEAB Cla Clb Clt Ct
Gendtipos (G) 72,68** 80,96** 77,82%* 400,15**  820,11** 314,53**
MC 3,23"™ 4,09™ 2108,15** 578,61**  4864,33** 79,49%*
G xMC 4,44* 16,60* 79,98** 18,34* 161,39** 13,26**
Residuo 1,43 4,55 14,22 - 38,74 3,52
Média 2,29 22,1 40,27 21 61,27 14,67
CV (%) 52,19 9,66 9,36 13,12 10,16 12,79

™Nd&o significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro, pelo teste F. * e ** Significativo ao nivel de 5 e 1 % de
probabilidade de erro respectivamente, pelo teste F. N.NO -Numero de n6; NF - Numero de folhas; AF - Area foliar; CPA -
Comprimento parte aérea; CR - Comprimento raiz; MFPA - Massa fresca parte aérea; MFR - Massa fresca raiz; MSPA -
Massa seca parte aérea; MSR - Massa seca raiz; IEAD - indice estomatico face adaxial; IEAB - indice estomatico face
abaxial; Cla — Clorofila a; Clb — Clorofila b; Clt — Clorofila total e Ct - Carotenoides.

Os meios de cultura influenciaram no crescimento in vitro de plantulas de P.
guineense e P. guajava (Tabela 3, Figura 1). Dentre estes, 0 meio de cultura JADS foi o que
promoveu 0 maior crescimento das plantulas dos acessos de araca (Figura 1A e 1D) e da cv.
GP, apresentando as melhores médias em todas as variaveis de crescimento analisadas,
principalmente para area foliar e comprimento de parte aérea, que todos o0s gendtipos
avaliados obtiveram as melhores médias neste meio de cultura (Tabela 3). Porém, para as
demais varidveis, a depender do genotipo e da variavel analisada, ndo houve diferengas
estatisticas entre os trés meios de cultura, JADS e WPM e/ou JADS e MS (Tabela 3).

N&o foram observadas diferencas estatisticas entre os trés meios de cultura para
namero de folhas e massa fresca de raiz para o acesso Y95 e para comprimento de raiz e
massa seca de raiz para cv. GP (Tabela 3). Os meios de cultura JADS e WPM foram iguais
estatisticamente para nimero de folhas para 0 acesso Y93, massa fresca de parte aérea para 0s
acessos Y95 e Y97, massa fresca e seca de raiz para 0 acesso Y97 e massa seca de parte aérea
para 0 acesso Y97 e a cv. GP (Tabela 3). Ja os meios de cultura JADS e MS foram iguais

estatisticamente apenas para comprimento de raiz para o acesso Y97 e para massa fresca de
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raiz para a cv. GP (Tabela 3). Mesmo assim, as plantas crescidas sob 0s meios de culturas MS
(Figura 1B e 1E) e WPM (Figura 1C e 1F) apresentaram clorose, necrose nas folhas e
crescimento reduzido, quando comparado as plantas crescidas sob o meio de cultura JADS
(Tabela 3, Figura 1A e 1D).

O acesso de araca Y97 foi o genotipo que apresentou as maiores medias para todas as
variaveis de crescimento analisadas no meio de cultura JADS, exceto para massa fresca de
raiz, que a maior média foi obtida pela cv. GP (Tabela 2). Entretanto, o acesso Y97,
apresentou médias iguais estatisticamente: a cv. GP para nimero de folhas, comprimento de
parte aérea e massa fresca de parte aérea, e ao acesso Y93 para area foliar, comprimento de
parte aérea e raiz e massa seca de parte aérea (Tabela 3).

Tabela 1. Médias das variaveis de crescimento analisadas em acessos de P. guineense (Y93,
Y95 e Y97) e em P. guajava (GP) crescidas in vitro sob diferentes meios de

cultura.
22?00 St'g); sf Numero de folhas Area foliar (cm?) Comprimento Parte aérea (cm)
cultura JADS MS WPM JADS MS WPM JADS MS WPM
Y93 1250Ab 10,0Ba 123Aa 30,6 Aa 144Ba 124Ba 9,80 Aa 6,36 Ba 6,92 Ba
Y95 11,00Ab 780Aa 104Aa 216Ab 35Cbh 91Ba 566 Ab 2,65Cb 4,13Bb
Y97 15,73 Aa 753Ca 103Ba 333Aa 35Cb 89Ba 110Aa 3,36 Ch 573Ba
GP 1420Aa 960Ba 116Ba 21,8Ab 162Ba 12,7Ba 9,06 Aa 5,75Ba 3,98 Cb
22?:;5?5/ Comprimento raiz (cm) Massa fresca parte aérea (g) Massa fresca raiz (g)
cultura JADS MS WPM JADS MS WPM  JADS MS WPM
Y93 189 Aa 129Ba 5,93Ca 0,57Ab 035Bb 0,28Bb 034Ac 0,16 Bb 0,11Bb
Y95 9,98 Ab 5,77Bb 3,38 Ba 0,25Ac 0,10Bd 0,17Ac 0,16 Ad 0,08 Ab 0,09 Ab
Y97 16,4 Aa 12,0 Aa 6,03Ba 0,82Aa 0,23Bc 0,70Aa 057Ab 0,11Bb 0,44 Aa
GP 807Ab 886Ab 589Aa 0.87Aa 0,61Ba 0,60Ba 1,06 Aa 0,81 Aa 0,38 Ba
ﬁZ?(?stE):S/ Massa seca parte aérea (g) Massa seca raiz (g)
cultura JADS MS WPM JADS MS WPM
Y93 0,17 Aa 0,09 Ba 0,10 Bb 0,06 Ab 0,02 Bb 0,01 Bb
Y95 0,07 Ab 0,03Bb 0,10 Bb 0,04 Ab 0,01 Bb 0,01 Bb
Y97 0,22 Aa 0,03 Bb 0,21 Aa 0,10 Aa 0,02 Bb 0,07 Aa
GP 0,11 Ab 0,05 Bb 0,09 Ab 0,07 Ab 0,04 Aa 0,08 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maiGscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5 % de probabilidade
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Figura 1. Plantas do acesso Y97 de Psidium guineense, crescidas in vitro, nos meios de
cultura JADS (A e D), MS (B e E) e WPM (C e F), ap6s 110 dias de cultivo.
Barras 0,5cm.

Em relagdo ao numero de no, ndo foram observadas diferencas estatisticas para o fator

meio de cultura. Porém, para gendtipo, a maior média foi observada para o0 acesso de araga

Y97 (Figura 2).
a
b b
b
5 —
&
4
1 4
0 T T T |
Ye3 Y95 Yo7 GP

Genétipos

Nimero de né
Y

Figura 2. Médias do numero de no para o fator gendtipo, de plantulas dos acessos de P.
guineense (Y93, Y95 e Y97) e de P. guajava (GP) crescidas in vitro sob diferentes
meios de cultura. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott Knott a 5 % de probabilidade.
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Estdmatos foram observados em ambas as faces das folhas de todos os gendtipos de
Psidium spp., exceto para o acesso de araca Y97, que ndo apresentou estdbmatos na face
adaxial em nenhuma das condi¢6es de meio de cultura (Figura 3A).

A cv. GP apresentou os maiores indices estomaticos na face adaxial, principalmente
quando crescidos sob 0 meio de cultura JADS (8,06%), porém, ndo diferiu estatisticamente do
meio de cultura MS (7,22%) (Figura 3A).

Por outro lado, os maiores percentuais de indice estomatico foram observados na face
abaxial para todos os genotipos de Psidium spp. (Figura 3B). No entanto, apenas 0 acesso
Y97 apresentou diferencas estatisticas entre os trés meios de cultura, com as maiores médias
no meio de cultura MS (Figura 2B). O acesso Y93 e cv. GP apresentaram as maiores
porcentagens de indice estomatico na face abaxial no meio de cultura JADS (26,05 e 26,37%,
respectivamente), ndo havendo diferencas estatisticas entre estes dois genotipos (Figura 3B).

Observou-se também que as plantas de Psidium spp. crescidas sob o meio de cultura
JADS apresentaram as maiores médias para o conteldo dos pigmentos fotossintéticos
clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides (Figura 3C, 3D, 3E e 3F). Todavia, ao
analisar cada genotipo dentro deste meio de cultura, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os acessos de araca e cv. GP para clorofila a (Figura 3C). Em relacdo a
clorofila b e carotenoides, os maiores contetidos foram observados para a cv. GP (39,5 e 26,52
Hg cm?, respectivamente) (Figuras 3D e 3F). J4 para clorofila total, as maiores médias foram
observadas no acesso de araca Y97 (85,49 g cm™) e na cv. GP (90,04 pg cm™), ndo havendo

diferencas estatisticas entre estes dois genétipos (Figura 3E).
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Figura 3. indice estomatico das faces adaxial (A) e abaxial (B), contetido de clorofila a (C),
clorofila b (D), clorofila total (E) e carotenoides (F) das folhas dos acessos de P.
guineense (Y93, Y95 e Y97) e de P. guajava cv. Paluma (GP) crescidas in vitro
sob diferentes meios de cultura (JADS, MS e WPM). Médias seguidas pela
mesma letra na interacdo meios de cultura x acessos de P. guineense e cv. Paluma
(GP): letras maiusculas iguais para os meios de cultura e minlscula para os
gendtipos, ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5 % de probabilidade.

A analise nutricional de parte aérea de plantas de P. guineense, crescidas por 110 dias
sob os meios de cultura JADS, MS e WPM, apresentaram varia¢do quanto ao acumulo de
macro e micronutrientes (Tabela 4).

As plantulas crescidas no meio de cultura JADS apresentaram as maiores
concentracdes de Ca e Cu, porém, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre 0s meios
de cultura JADS e MS para as concentracdes de Ca (Tabela 4). Maiores concentragdes dos
macronutrientes N e K, e dos micronutrientes Fe, Mn e Zn, foram observados no meio de
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cultura MS, ndo havendo diferencas estatisticas entre os meios de cultura MS e JADS apenas
para o micronutriente Mn (Tabela 4). Em relacdo ao S, as maiores concentragdes foram

observadas no meio de cultura WPM (Tabela 4).

Tabela 4. Acimulo dos macronutrientes e micronutrientes na parte aérea de plantas de
Psidium guineense ap6s 110 dias de cultivo nos meios de cultura JADS, MS e
WPM.

Macronutrientes (dag/Kg)

Meio de cultura

P K Ca Mg S

JADS 2,80b 0,23 a 1,54b 0,28 a 0,093 a 0,19b
MS 421a 0,28 a 2,53a 0,24 a 0,073 a 0,22b
WPM 2,25b 0,23 a 1,57b 0,15b 0,053 a 0,47 a
Meio de cultura Micronutrientes (mg/Kg)

Cu Fe Zn Mn B
JADS 6,57 a 825b 25,77h 161,0a 60,1a
MS 2,88b 128,67 a 65,97 a 191,33 a 51,07 a
WPM 3,58 b 66,10 b 27,27b 100,87 b 44,6 a

Nitrogénio (N), fosforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mg), enxofre (S), cobre (Cu), ferro (Fe), zinco (Zn),
manganés (Mn) e boro (B). Médias seguidas pela mesma letra minudscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott
Knott a 5 % de probabilidade.

4. DISCUSSAO

O presente trabalho relata pela primeira vez a influéncia dos meios de cultura JADS,
MS e WPM no crescimento in vitro de plantulas de P. guineense (acessos Y93, Y95 e Y97) e
P. guajava (cv. GP). O crescimento das plantulas nos diferentes meios de cultura resultou em
diferencas evidentes nos parametros de crescimento, de forma qualitativa e quantitativa.

O meio de cultura JADS provou ser o meio de cultura mais apropriado para o
crescimento dos acessos de araga (Y93, Y95 e Y97) e cv. GP, evidenciando as melhores
respostas para praticamente todas as variaveis de crescimento, em comparagdo com 0S meios
de cultura MS e WPM. Resultados satisfatorios utilizando meio de cultura JADS também
foram relatados para Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla (CORREIA et al., 1995),
Eucalyptus grandis (ANDRADE et al., 2006; BRAVO et al., 2008), Eucalyptus citriodora
(ALMEIDA, 2012) e Eucalyptus globulus (CORDEIRO et al., 2014).

O meio de cultura JADS (CORREIA et al., 1995) foi desenvolvido para cultivo in
vitro de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla e apresenta em sua constituicdo maiores
concentragcdes de calcio, magnésio, fosforo, ferro e cobre, em comparacdo com 0s outros

meios de cultura testados neste trabalho (MS e WPM) (Tabela 1). No entanto, para alguns
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nutrientes, as respostas aos meios de cultura contradizem a constituigdo destes, pois plantulas
crescidas em meio MS, apresentaram maior acimulo de ferro e fosforo em relagdo aquelas
cultivadas nos meios JADS e WPM, mesmo o meio JADS apresentando a maior quantidade
destes nutrientes, nas formas de sulfato de ferro (FeSO, 7H,0) e fosfato de potassio
(KH2PO,). Uma possivel explicacdo seria a interagdo entre os demais nutrientes que
compdem o0 meio MS, tornando-os mais disponiveis do que aqueles no meio JADS. O mesmo
pode ter acontecido com o boro, uma vez que as menores concentracfes deste nutriente sao
observadas no meio JADS, e as plantulas que cresceram nesse meio, foram as que mais
acumularam boro. Adicionalmente, na constituicdo do meio de cultura MS e WPM, a
concentracdo de magnésio e calcio é em torno de 50% ou mais, inferior a do meio de cultura
JADS (Tabela 1). Apesar de ndo haver diferencas estatisticas significativas entre os trés
meios de cultura para magnésio e entre os meios MS e WPM para célcio, a pequena
superioridade do acimulo destes nutrientes nas plantulas que cresceram no meio de cultura
JADS, aliados aos demais nutrientes, pode ter contribuido com um maior desenvolvimento
das plantulas dos gendtipos de Psidium spp. neste meio de cultura, e provavelmente esteja
numa faixa ideal de absorcdo. Estes resultados podem ser explicados através da lei do minimo
de Liebig, que afirma que as plantas utilizam os nutrientes numa proporcdo definida,
prevendo uma estreita relacdo entre a adi¢do limitante de um nutriente no crescimento e
desenvolvimento das plantas (NOVAIS et al., 2007). E a velocidade de absor¢cdo de um
mineral pode sofrer aumento, diminuicdo ou ndo ser influenciada pela presenca do outro
elemento, através dos efeitos interidnicos, dentre eles o antagonismo, que ocorre quando a
presenca de um elemento diminui a absor¢do de outro, cuja a toxidez é evitada; a inibicao,
quando ocorre diminuicdo da absor¢cdo de um elemento, sendo esta provocada pela presenca
de outro ion; e o sinergismo, quando a presenca de um mineral aumenta a absorc¢do de outro
mineral (MALAVOLTA, 2006). O mesmo autor, afirma que a absor¢do de ferro pode ser
influenciada por outros cations como potéssio, calcio e magnésio, cobre, zinco e manganés,
por inibicdo competitiva.

O maior acimulo de cobre nas plantas crescidas sob o meio de cultura JADS esta de
acordo com a constituicdo deste meio de cultura, que apresenta a maior quantidade de cobre
na forma de sulfato (CuSQO,4.5H,0) (Tabela 1). Segundo Tripathi (2015), o crescimento das
plantas é altamente dependente da disponibilidade de cobre, uma vez que este desempenha
um papel crucial na regulacdo de varias reagdes bioquimicas nas plantas. Dessa forma, o

cobre pode ter contribuido com o maior crescimento das plantas dos acessos de araca e da cv.
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GP.

O meio de cultura MS (MURASHIGUE e SKOOG, 1962) foi originalmente
desenvolvido e otimizado para o cultivo in vitro de calos de tabaco, apresenta em sua
constituicdo as maiores concentracdes de nitrogénio, potassio, boro, zinco e sodio (Tabela 1),
e tém sido amplamente utilizado na micropropagacao in vitro de uma grande variedade de
plantas, devido as elevadas concentracdes de nitrogénio (GEORGE e DE KLERK, 2008),
obtendo sucesso para muitas espécies. No entanto, para o presente estudo, este meio de
cultura interferiu negativamente no desenvolvimento das plantas dos acessos de araca e da cv.
GP, promovendo reducdo no crescimento, na sintese dos pigmentos fotossintéticos e clorose,
seguida de necrose nas folhas de todos os gendtipos, podendo esta relacionado a constituicdo
nutricional deste meio de cultura.

O meio de cultura WPM (LLOYD e MCCOWN 1980), desenvolvido para induzir
brotacOes axilares em &pices de Kalmia latifolia, apresenta 50% da forca idnica do meio MS,
e elevado nivel de enxofre, porém, o nivel de nitrogénio é extremamente baixo (Tabela 1). As
elevadas concentracdes das duas fontes distintas de enxofre, sulfato de potassio (K2SO,) e
sulfato de magnésio (MgSQ,4.7H,0), presente na constituicdo do meio de cultura WPM,
justifica 0 maior acimulo deste nutriente nas plantas crescidas sob o referido meio de cultura,
fatores que podem ter influenciado negativamente no crescimento das plantulas dos genotipos
de Psidium spp., possivelmente causando toxicidade. O enxofre € um macronutriente
extremamente importante no metabolismo vegetal, envolvido na formacdo da clorofila, na
sintese de vitaminas, transferéncia de elétrons e atua na fotossintese (MALAVOLTA, 2006).
Os sintomas de deficiéncia deste nutriente séo similares aos da deficiéncia de nitrogénio,
incluindo clorose, e redugdo do crescimento da planta (TAIZ e ZEIGER, 2013). Embora o
meio de cultura WPM tenha sido idealizado para suportar cultura de tecidos de espécies
lenhosas como o meio de cultura JADS, os resultados ndo foram satisfatorios no crescimento
do aracd e da cv. GP, apresentando caracteristicas similares as observadas no meio MS,
podendo a constituicdo destes meios esta em excesso ou sob o estado de deficiéncia para
alguns nutrientes, ndo suprindo as necessidades destes genotipos. O estado de deficiéncias ou
guantidades excessivas de um elemento pode induzir deficiéncias ou acimulo excessivos de
outros elementos, devendo os elementos essenciais serem supridos de forma adequada (TAIZ
e ZIGER, 2013), de acordo com as necessidades de cada espécie ou gendtipo.

A insuficiéncia na quantidade de um determinado elemento quimico essencial para o

crescimento e desenvolvimento da planta, ou combinagdes que o tornem pouco disponivel,
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provocara distarbios no metabolismo, que podem ser evidenciados externamente por meio da
reducdo do crescimento, clorose foliar ou outras anomalias (HARTMANN et al., 2011; TAIZ
e ZEIGER, 2013), como observado neste trabalho nos meios de cultura MS e WPM. Para
Tripathi (2015), a deficiéncia de cobre é um dos fatores que causa reducao no crescimento da
planta e clorose das folhas, estando de acordo com o observado nas plantas crescidas nos
meios de cultura MS e WPM, uma vez que estes meios apresentam menores concentragdes de
cobre em suas constituicdes.

Clorose e necrose nas folhas, tem sido observado em outros trabalhos de propagacao
in vitro, desenvolvido com o meio de cultura MS, como em Eucalyptus benthamii
(BRONDANI et al., 2012), Eucalyptus globulus (CORDEIRO et al., 2014), Eucalyptus
benthamii x Eucalyptus dunnii (OLIVEIRA-CAUDURO et al., 2014), hibridos de Prunus sp.
(ALANAGH et al., 2014), dentre outros, corroborando com os dados desta pesquisa, podendo
também esté relacionado a concentragdo e as formas de nitrogénio que constituem este meio.

O nitrogénio é o elemento mineral requerido em maior quantidade pelas plantas e
constituem-se no nutriente que mais limita o crescimento e desenvolvimento dos vegetais
(FERNANDES 2006; TAIZ e ZIGER, 2013), constituindo-se no componente principal dos
meios nutritivos (STACHEVSKI et al., 2013). Este nutriente desempenha funcdes estruturais,
fazendo parte de muitos componentes das células, como aminoacidos, proteinas, bases
nitrogenadas, acidos nucléicos, enzimas, coenzimas, vitaminas e pigmentos, e participa de
processos como absorcdo ibnica, fotossintese, respiracdo, multiplicacdo e diferenciacdo
celular (MALAVOLTA, 2006). Sua deficiéncia resulta em clorose gradual das folhas mais
velhas e reducdo do crescimento da planta (FERNANDES 2006; TAIZ e ZIGER, 2013),
caracteristicas observadas nas plantas crescidas sob os meios de cultura MS e WPM.
Entretanto, 0 meio de cultura MS apresenta grandes quantidades de nitrogénio, podendo 0s
sintomas esta relacionado ao excesso deste nutriente.

No meio de cultura MS, o nitrogénio esta presente na forma de nitrato de amodnia
(NH4NO3) e nitrato de potassio (KNO3), apresentando concentragdes superiores as observadas
nos meios de cultura JADS e WPM (Tabela 1), justificando o maior acimulo deste nutriente
nas plantas crescidas neste meio para o presente estudo (Tabela 2) e, assim, corroborando com
Sotiropoulos et al. (2005), os quais reportaram que no crescimento in vitro de cultivares de
maca, obtiveram maior acumulo de nitrogénio nos tecidos quando crescidos neste meio de
cultura.

O meio de cultura JADS disponibiliza nitrogénio nas formas de NH;NOs;, KNO; e
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Ca(NO3),.4H,0 e 0 meio WPM, nas formas de NH;NO3 e Ca(NO3),.4H,0 (Tabela 1). Porém,
as concentrag0es de NH4sNO3; no meio de cultura WPM s&o muito baixas, disponibilizando
pouco nitrogénio na forma de NH,", sendo esta, a forma de absorcdo mais rapida, exaurindo
rapidamente do meio de cultura, dificultando assim, o desenvolvimento da planta, uma vez
que o suprimento de nitrogénio de forma balanceada de cation e anions tende a reduzir o
rapido aumento no pH do meio, que é comumente observado quando o nitrogénio é fornecido
na forma de anion nitrato (ASHER e EDWARDS, 1983). A maioria das plantas, tecidos e
Orgdos absorvem mais N e crescem mais rapidamente em solu¢Ges que contenham as duas
fontes de N, NH;" e NO3 (GEORGE e DE KLERK, 2008), promovendo um balango céation-
anion dentro da planta.

Além disso, a disponibilidade dos nutrientes as plantas esta diretamente relacionada a
guantidade de cations e anions disponiveis no meio de cultura, levando em consideracdo as
relacfes existentes entre cada ion, interferindo na capacidade das plantas em assimilar os
nutrientes, sendo essencial a tentativa de alcancar o equilibrio idnico (ALMEIDA, 2012).

O nitrogénio é um nutriente que também influencia os teores de clorofila das folhas
(MAGHREBI 2014) e no crescimento das plantas, a depender da disponibilidade, quantidade
e forma disponivel no meio de cultura. No meio de cultura JADS, além das fontes inorganicas
de nitrogénio, estdo presentes em sua constituicdo os aminoacidos L-Argenina, L-cistina e L-
glutamina, sendo em maior concentracdo a glutamina (Tabela 1). Segundo George e De Klerk
(2008), a absorcao de aminoacidos pelos tecidos vegetais promove uma diminui¢do do pH do
meio, semelhante ao que ocorre quando fons NH," sdo absorvidos, estando a glutamina
diretamente envolvida na assimilacdo de NH4" e consequentemente, na assimilagdo de nitrato,
interferindo assim nas atividades fisioldgicas das plantas. No presente trabalho, o meio de
cultura JADS, promoveu a sintese de elevadas concentragfes de pigmentos fotossintéticos
(clorofila a, clorofila b, clorofila total e carotenoides) em todos os genotipos. Yu et al. (2010)
observaram melhorias na capacidade fotossintética e no crescimento das plantas de Crataegus
pinnatifida com aplicacdo exdgina de glutamina, podendo este composto ter contribuido com
uma maior sintese dos pigmentos fotossintéticos e maior crescimento das plantulas dos
gendtipos de Psidium crescidos no meio de cultura JADS.

Dessa forma, tanto no meio MS como no meio WPM, as proporcOes e formas
disponiveis de nitrogénio ndo favoreceram o crescimento das plantas de araca e cv. GP,
apresentando nestes dois meios, sintomas de deficiéncia e toxidez. George e De Klerk (2008),

citam que os ions das duas formas de nitrogénio (nitrato e amdénia) devem ser ajustados
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especificamente para cada espécie de planta. Assim, os resultados obtidos no presente
trabalho, demonstram que a constituicdo de nitrogénio do meio de cultura JADS se ajusta as
necessidades de crescimento das plantulas dos acessos de araca e da cv. GP.

As respostas ao tipo e composicdo do meio de cultura variam ndo somente de acordo
com a espécie, mas entre genotipos de uma mesma espécie, e até entre explantes de um
mesmo gendtipo, que apresentam demandas especificas (BRONDANI et al., 2012). Dessa
forma, acredita-se que as variacdes observadas para nimero de folhas, comprimento de raiz,
massa fresca e seca de parte aérea, massa fresca e seca de raiz e indice estomatico na face
abaxial, entre os genoétipos e entre e dentro dos meios de cultura, possivelmente estdo
relacionados a caracteristicas intrinsecas de cada gendtipo, a capacidade genotipica de
resposta frente a constituicdo de cada meio, e a variabilidade genética existente entre os
gendtipos, principalmente para os acessos de araca que sdo oriundos de sementes, de plantas
de polinizacdo livre e que ainda ndo passaram por processos de selecdo no melhoramento
genético.

Outro fator que pode ter influenciado nas pequenas variacGes observadas entre 0s
gendtipos, principalmente entre os meios de cultura WPM e JADS para comprimento de raiz e
massa fresca e seca de raiz podem estar relacionada a quantidade de nitrogénio adicionado ao
meio de cultura, uma vez que, sob deficiéncia de nitrogénio, em detrimento das reservas da
parte aérea, a planta promove alongamento do sistema radicular, como uma tentativa de
buscar o nutriente (FERNANDES, 2006), promovendo assim um maior crescimento e
acumulo de biomassa de raiz, no entanto, este fato também é altamente dependente do

genotipo.

5. CONCLUSOES

1. O crescimento de aracd (acessos Y93, Y95, Y97) e de goiabeira (cv. GP) na
micropropagacao in vitro é um processo extremamente regulado pela composicao do
meio de cultura;

2. Apesar de haver interacdo entre 0s genotipos e meio de cultura para a maioria das
variaveis estudadas, as respostas nao foram genotipos e/ou espécies dependentes, todos
apresentaram maior crescimento no meio de cultura JADS;

3. A constitui¢cdo nutricional do meio de cultura JADS é indicada para o crescimento e
desenvolvimento de protocolos de propagacéo in vitro de P. guineense e P. guajava

para usos futuros em trabalhos de melhoramento genético dessas espécies.
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CAPITULO II

Crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense
Sw. e P. guajava L. sob diferentes niveis de trocas gasosas

com ventilacdo natural
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Crescimento in vitro de plantulas de Psidium guineense Sw. e P. guajava L. sob diferentes

niveis de trocas gasosas com ventilacao natural

RESUMO - Objetivou-se com o presente estudo, determinar a influéncia de diferentes
niveis de trocas gasosas sob ventilacdo natural, sobre o crescimento e as caracteristicas
morfofisioldgicas, anatdmicas e histoquimica de plantas de Psidium guineense (araca) e P.
guajava cultivar Paluma (cv. GP) in vitro. Plantulas de trés acessos de araca (Y93, Y95 e
Y97) e da cv. GP, previamente germinadas in vitro foram inoculadas em meio de cultura
JADS, vedados com tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana (SM), TRP com
um orificio coberto com uma membrana (1M) e com duas membranas (2M), com taxas de
trocas de CO, (TTCO,) de 14; 21 e 25 pL L™ sT, respectivamente. Apds 110 dias de cultivo,
observou-se que a condicdo de cultivo SM interferiu negativamente no crescimento das
plantulas e promoveu altos indices de mortalidade para a cv. GP (80%) e para 0s acessos de
aracd Y95 e Y97 (100%). O aumento da ventilacdo (1M e 2M) nos recipientes de cultura
resultou no desenvolvimento das plantulas com melhores caracteristicas morfofisiologicas e
anatdmicas, e na biossintese de compostos de reservas nas folhas de ambas as espécies. O
crescimento em funcéo das TTCO, de 21 e 25 pL L™ s no ambiente de cultura in vitro foi
dependente da caracteristica avaliada, da espécie e do genotipo dentro da mesma espécie,
porém, com TTCO2 de 25 pL L s foram observados melhores resultados para a maioria
das variaveis analisadas. Assim, a condicdo de cultivo TTCO2 de 25 uL L™ s™ é indicada
para o crescimento e desenvolvimento de protocolos de propagacéo in vitro de P. guineense
e de P. guajava para usos futuros em trabalhos de melhoramento genético dessas espécies.

Palavras-chave: Myrtaceae, Propagacdo in vitro, Membranas permeaveis a gases, Analises
morfofisioldgicas e anatdbmicas, Histoquimica.

In vitro growth of seedlings Psidium guineense Swartz and P. guajava L. under different
levels of gas exchange with natural ventilation

ABSTRACT. The present study aimed to determine the influence of different levels of gas
exchange under natural ventilation, on the growth and morphological, physiological,
anatomical and histochemical characteristics of seedlings Psidium guineense (strawberry
guava) and P. guajava Paluma cultivar (cv. GP) cultured in vitro. Seedlings of three
accessions of strawberry guava (Y93, Y95 and Y97) and cv. GP, previously germinated in
vitro were inoculated in JADS’s culture medium, sealed with rigid cover of polypropylene
(CPP) without membrane (WM), CPP with a covered hole with a membrane (1M) and with
two membranes (2M), with rates CO, exchanges (TTCO,) 14; 21 and 25 uL L™ s
respectively. After 110 days of cultured, it was observed that culture condition SM influenced
negatively on the growth of seedlings and promoted high mortality rates for cv. GP (80%),
and the accessions of strawberry guava Y95 and Y97 (100%). Increased ventilation (1M, and
2M) in culture containers resulted in better development of seedling with morphological,
physiological and anatomical characteristics and in the biosynthesis compounds of reserves in
the leaves of both species. The growth due to TTCO, 21 and 25 uL L™ s™ in vitro culture
environment was dependent on the evaluated characteristic, of the species, and genotype
within the same species, but with TTCO, 25 uL L™ s™ were observed better results for most
variables. Thus, culture condition of TTCO, 25 puL L™ s 25 uL is indicated for the growth
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and development of propagation protocols in vitro for P. guineense and P. guajava, in future
use in breeding program of these species.

Keywords: Myrtaceae, In vitro propagation, Membranes gaseous exchanges, morphological
analysis, physiological, Anatomical, and Histochemical

1.INTRODUCAO

A propagacéo clonal de plantas é uma pratica comum na silvicultura para preservar
as caracteristicas desejaveis dos genotipos ou variedades selecionadas (BHOJWANI e
DANTU, 2013), sendo a propagacdo vegetativa por estaquia uma das técnicas mais
difundidas na clonagem de espécies florestais e ou/frutiferas. Entretanto, a propagacdo de
araca por estaquia tem sido limitada pelas dificuldades de enraizamento (NACHTIGAL et
al.,1994).

Técnicas de propagacao in vitro tém sido utilizadas na clonagem de espécies de dificil
propagacdo vegetativa pelos métodos convencionais in vivo (ERIG e SCHUCH, 2005;
BHOJWANI e DANTU, 2013; OLIVEIRA et al., 2013), oferecendo como vantagens:
obtencdo de varias plantas a partir de um pequeno explante inicial; reducdo do tempo e da
area necessaria a propagacao da espécies; limpeza clonal, produzindo plantas livres de
microorganismos; reproducdo do genotipo da planta mae; possibilidades de manipulagédo
das condicdes de cultivo (ERIG e SCHUCH, 2005; BHOJWANI e DANTU, 2013), dentre
outros, constituindo-se numa alternativa promissora para clonagem, conservagao e resgate
de germoplasma de araca, assegurando a disponibilidade de material vegetal para os
métodos de melhoramento, sem perda de sua viabilidade.

A goiabeira é uma espécie de facil propagacdo vegetativa. No Brasil, praticamente
todas as mudas de goiabeira sdo produzidas por estaquia (PEREIRA & NACHTIGAL,
2009). No entanto, em trabalhos de melhoramento convencional se torna inconveniente
devido ao periodo juvenil longo (JAISWAL e AMIN, 1992), sendo desejavel a propagacéao
clonal a partir das tecnicas de propagacdo in vitro, obtendo plantas livres de patogenos e
mais vigorosas em um menor espaco de tempo (HUSMAM et al.,2012).

Entretanto, a regeneracdo de plantas in vitro pode ser influenciada por diversos fatores,
como o genotipo, a fonte e as condi¢es fisioldgicas do explante, a utilizacdo de combinagéo
de fitorreguladores de crescimento, o meio de cultura utilizado, as condigdes de cultivo
(LUCIANI et al., 2006; DUTRA et al., 2009), trocas gasosas, dentre outros fatores.
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Na propagagdo in vitro convencional, em que as plantas sdo produzidas em
recipientes fechados, com reduzidas trocas gasosas, elevada umidade relativa, elevada
concentracdo de etileno e baixos niveis de CO2 no ambiente interno do frasco, podem
resultar em plantas com parte aérea pouco desenvolvida, menor quantidade de cera cuticular
e epicuticular nas folhas, reducdo nos tecidos com resisténcia mecanica, estbmatos ndo
funcionais, reduzido fluxo de fotons fotossinteticamente ativos e dificuldades na absorcao
de &gua e nutrientes pelos explantes, podendo causar reducdo nas taxas de crescimento dos
mesmos (NGUYEN e KOZAI, 2005; XIAO et al., 2011; SHIN et al., 2014). Além desses,
ha problemas anatdmicos, interferindo diretamente nas taxas fotossintéticas das plantas in
vitro e em seu processo de aclimatizagéo ex vitro (ALVAREZ et al.,2012).

Diferentes métodos tém sido utilizados para solucionar as dificuldades da
micropropagacdo convencional, dentre eles, 0 uso de tampas com membranas permeaveis
a gases com ventilacdo natural, que permitem trocas gasosas mais elevadas, reduzindo a
umidade relativa dentro dos recipientes de cultivo e aumentando a transpiracéo e absorgédo
de &gua e nutrientes pelas plantas, podendo resultar em maior fotossintese e,
consequentemente, numa maior taxa de crescimento e melhoria no processo de
aclimatizacdo ex vitro (KITAYA et al., 2005; KOZAI 2010; IVANOVA e STADEN, 2010,
XIAO et al.,2011).

Atualmente, varias membranas que permitem maiores trocas gasosas entre o ambiente
externo e o interno do recipiente de cultura na propagagdo in vitro estdo disponiveis
comercialmente (ZOBAYED, 2005), como a membrana MilliSeal®. Esta membrana tem
sido utilizada com éxito na melhoria das trocas gasosas na propagacao in vitro de varias
espécies como em Azadirachta indica (RODRIGUES et al. 2012), Solanum melongena
(RIBEIRO et al. 2009), Pfaffia glomerata (IAREMA et al., 2012; SALDANHA et al.,
2012), Capsicum annuum (BATISTA, 2012) e Ruta graveolens (RI10S, 2014).

Para Psidium spp., trabalhos de propagacgéo in vitro tem sido conduzido com P.
guajava, pelos métodos convencionais de cultivo, em recipientes fechados (ALI et al.,
2007; SHAH et al.,2008; RAI et al.,2009; LIU et al.,2011; USMAN et al.,2012). Porém,
ndo se sabe se esta condicdo é a que favorece maior crescimento e desenvolvimento
morfofisioldgicos e anatdmicos desta espécie, uma vez que algumas espécies sdo sensiveis
a dessecacdo e apresentam maior crescimento em recipientes fechados, como observado
para os clones de Eucalyptus grandis x E. urophylla (GALO, 2014), Solanum tuberosum
(MOHAMED e ALSADON, 2010) e Herreria salsaparilhna (GONCALVES et al., 2008).
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Em relagdo ao P. guineense, ndo ha relatos de trabalhos de micropropagacao in vitro.
Assim, a determinacdo da melhor condicdo de trocas gasosas, sob ventilagdo natural na
propagacdo in vitro de P. guineense e P. guajava pode constituir-se num avancgo
significativo para a determinacdo de protocolos de propagacdo in vitro destas espécies e
posterior clonagem, conservacdo de recursos genéticos, e como técnica de apoio a futuros
trabalhos de melhoramento genético, como na conservacdo das plantas imunes ou
resistentes ao M. enterolobii e na rapida deteccdo de compatibilidade e/ou
incompatibilidade entre o aracd e goiabeira com a enxertia in vitro, além de outras
aplicacoes.

Dessa forma, este trabalho tem como objetivo determinar a influéncia de diferentes
niveis de trocas gasosas sob ventilacdo natural, no crescimento e nas caracteristicas
morfofisioldgicas, anatdmicas e histoquimicas de plantulas de Psidium guineense Sw. e P.

guajava in vitro.
2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local da realizagio do experimento e material experimental utilizado

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Cultura de Tecidos 11 do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO), no Laboratério Anatomia Vegetal e no
Nucleo de Microscopia e Microanalises, da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para a instalagdo dos experimentos, utilizaram-se sementes de trés acessos de araca da
especie P.guineense Swartz, coletados em 2010, nos municipios de Senhor do Bonfim (Y93)
e Jacobina (Y95 e Y97), no estado da Bahia, os quais encontram-se armazenados a 10 °C e 40
% de umidade relativa no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UNEB, Juazeiro-BA.

Também foram utilizadas sementes de goiaba (P. guajava), cultivar Paluma.
2.2. Desinfestacéo e germinacgdo de sementes

Em cémara de fluxo laminar, as sementes de cada acesso de aracd do BAG e as
sementes da goiabeira foram desinfestadas em etanol 70% por um minuto, seguido da imersédo
em solucéo de hipoclorito de sédio comercial (NaOCI) a 1,25% de cloro ativo (Super Globo®,
Rio de Janeiro, Brasil) por 15 minutos. Em seguida, foram enxaguadas por trés vezes
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consecutivas em &gua destilada e autoclavada.

Apos a desinfestagdo, 200 sementes de cada acesso de aracé e de goiabeira, foram
transferidas para frascos de 250 mL de capacidade, com tampas rigidas (dez sementes por
frasco), previamente autoclavados, contendo dois discos de papel Germitest® reduzidos ao
tamanho do diametro do fundo do frasco, umedecidos com 5 mL de &gua destilada. Os frascos
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e
irradiancia a 30 pmol m™ s [quantificada por radidmetro (LI-COR®, LI-250A Light Meter)]
e fornecida por duas lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil), até a

completa germinacéo (60 dias).

2.3. Efeito dos niveis de trocas gasosas no crescimento in vitro de plantulas de Psidium

Spp.

Plantulas previamente germinadas (item 2.2) foram transferidas para frascos com
capacidade de 350 mL, contendo 60 mL de meio de cultura JADS (CORREIA, et al., 1995)
(Tabela 1), acrescido de 6 g L™de 4gar (Merck®, Alemanha). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,7 £ 0,01 antes da adi¢do do &gar e em seguida autoclavado a 121 °C, 1,1 Pa
por 20 min.

Foram utilizados trés tipos de vedagOes para os frascos, constituindo-se em trés
tratamentos SM - tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de
CO,(TTCO,): 14 pL L™* s'; 1M - TRP com um orificio (10 mm) coberto com uma
membrana de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045 Air Vent) [TTCO2: 21 pL L s, e 2M - TRP
com dois orificios cobertos com membranas [TTCO,: 25 pL L™ s?] e vedados com filme
plastico transparente de cloreto de polivinil (PVC) (Goodyear, S&o Paulo, Brazil), sendo
mantidos em sala de crescimento por 110 dias, nas mesmas condic¢Oes citadas acima para

germinacéo (item 2.2).
2.4. Andlises de crescimento das plantulas

Apo6s 110 dias de cultivo, foram avaliados numero de folhas (NF), nimero de nds
(NN), area foliar total da planta (AF,em cm?), obtida com o auxilio do medidor de area foliar
“Area Meter” (modelo Li-Cor Biosciences, Inc Lincoln, Nebraska), comprimento de parte
aérea (CPA, em cm), comprimento de raiz (CR, em cm), indice estomatico (%), pigmentos
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fotossintéticos por 4rea foliar (ug cm™) e massa fresca e seca de parte aérea (MFPA e MSPA)
e raiz (MFR e MSR) (g), sendo as massas secas obtidas em estufa com ventilacdo forcada
(ACB Larbor) a 60°C, por 72 horas.

2.4.1. Indice estomatico

Para determinacdo do indice estomatico, foi realizada a impressdo epidérmica das
faces abaxial (AB) e adaxial (AD) do terceiro par de folhas de trés plantulas diferentes,
seguindo a técnica de Segatto et al. (2004). Posteriormente, foram capturadas as imagens,
selecionando trés campos por folha de forma aleatéria. As imagens foram capturadas em
fotomicroscopio Olympus Optical (modelo AX70TRF, Tdquio, Japdo) acoplado a camera
digital (Spot Insight Color 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc., USA) e em seguida, as imagens
foram analisadas no software Anati Quanti (AGUIAR et al. 2007). Para o célculo do indice

estomatico (IE), foi utilizado a seguinte férmula:

N*® de estomatos
[E = - - - x100
N® estomatos + N° células epidérmicas

2.4.2. Pigmentos fotossintéticos

Na quantificacdo dos pigmentos fotossintéticos, trés discos foliares (7 mm) foram
excisados do segundo par de folhas (a partir do &pice) totalmente expandida, em seguida
incubados em tubos contendo 3,0 mL de solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO,VETEC)
saturado com carbonato de célcio (CaCO3) e mantidos no escuro a temperatura ambiente por
48 horas (SANTOS et al. 2008). A absorbancia das amostras foi determinada nos
comprimentos de onda de 665, 645 e 480nm, utilizando um espectrofotdmetro Genesys'
Scanning 10 UV/Visivel (Thermo Scientific, EUA). A concentracdo das clorofilas a (Cla), b
(ClIb), clorofila total (CIt) e carotendides (Ct) foi calculada de acordo com a metodologia
descrita por Wellburn (1994).

2.5. Aclimatizacéo das plantas

Ap0s 110 dias do cultivo in vitro, trés plantulas de cada tratamento foram submetidas a

aclimatizacdo, transferindo-as para copos plasticos (300 mL), preenchidos com substrato
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Plantmax® HT (Eucatex, Brasil) e, subsequentemente, cobertos com sacos transparentes de
polietileno para manter a alta umidade relativa do ar. As plantas foram mantidas em mini-
estufa de vidro, com irrigacdo manual diaria. Os sacos foram removidos de forma gradual ao
longo de 45 dias até a completa aclimatizacdo das plantas. Apds 75 dias foram avaliados a
sobrevivéncia das plantas (%), o comprimento da parte aérea (CPA) e da raiz (CR) (cm) e a
massa fresca e seca da parte aérea (MFPA e MSPA) e da raiz (MFR e MSR) (Q).

2.6. Estudos anatémicos e histoquimicos de folhas de Psidium spp.

Para os estudos anatdbmicos e histoquimicos, seguimentos da porcdo mediana do
segundo par de folhas (do apice para a base) do acesso de araca Y93 e da cultivar de goiabeira
Paluma (GP) aos 110 dias de cultivo sob os tratamentos de trocas gasosas, foram fixadas em
solucdo de Karnovsky (2,5 % de glutaraldeido e 2,5 % de paraformaldeido em 0,1 M de
tampdo cacodilato a pH 7,0) (KARNOVSKY, 1965), seguida de desidratacdo em série etilica
em concentracfes crescentes de 10 a 100% (v/v) e infiltradas em resina metacrilato
(Historesin, Leica Biosystems, Buffalo Grove, IL). Posteriormente, foram obtidos cortes
transversais das amostras de 5 um de espessura, utilizando um micrétomo rotativo de avanco
automatico (RM2155, Leica Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL). Os cortes foram
dispostos em laminas, secos em temperatura ambiente e em seguida foram corados com azul
de toluidina 0,05 % e pH 4,4 por 15 min (O’BRIEN e MCCULLY, 1981) para caracterizagdo
estrutural; reagente de Lugol, para localizacdo de amido (JOHANSEN, 1940); reagente de
Schiff/acido periédico (PAS) para polissacarideos neutros (O’BRIEN ¢ MCCULLY, 1981);
Sudan black B (PEARSE, 1972) e Vermelho neutro (KIRK, 1970) para lipideos; Xilidine
ponceau (XP) para proteinas (VIDAL, 1977) e Vermelho de ruténio para pectinas
(JOHANSEN, 1940).

As laminas foram montadas em resina sintética Permount® e em seguida foram
capturadas as imagens utilizando um fotomicroscopio Olympus Optical (modelo AX70TRF,
Téquio, Japdo) acoplado a camera digital (Spot Insight Color 3.2.0, Diagnostic Instruments
Inc., USA), do Laboratério de Anatomia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa.

Para as analises por microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras de folhas
dos acessos Y93 e Y97, anteriormente fixadas em Karnovsky (1965), foram desidratadas em
série crescente de acetona, secas em ponto critico com CO, em um Bal-Tec 030, montadas em

stubs e metalizadas com ouro, usando um revestidor de pulverizagdo catodica FDU 010 (Bal-
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Tec, Balzers, Liechtenstein). As imagens foram capturadas com auxilio de microscopio
eletronico de varredura (LEO 1430VP, Cambridge, Inglaterra), equipado com camera digital,

no Nucleo de Microscopia e Microandlises da Universidade Federal de Vigosa.

2.7. Avaliagdes e anélises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC), em
esquema fatorial 3 (trocas gasosas) x 4 (gendtipos) para as analises de crescimento, indice
estomatico e aclimatizacdo e outro fatorial 2 (trocas gasosas) x 4 (genotipos) para 0s
pigmentos fotossintéticos. Foram utilizadas cinco repeticGes por tratamento, trés plantulas por
frasco, sendo cada repeticdo representada por um frasco. Em relacdo as analises de pigmentos
fotossintéticos, indice estomatico e aclimatizacdo das plantulas, foram utilizadas trés
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por uma plantula.

Os dados foram submetidos as anélises de variancia e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Scott e Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa
GENES (CRUZ, 2013).

No que diz respeito aos estudos anatbmicos e histoquimicos, as observaces foram
avaliadas de forma qualitativa e comparativa, de acordo com a natureza das reacOes, se
positiva ou negativa e intensidade de coloracdo de cada classe de metabolito estudado. Foram
utilizadas trés repeticbes por teste, sendo cada repeticdo representada por uma lamina com

seis cortes.

3. RESULTADOS

3.1. Efeito dos niveis de trocas gasosas no crescimento in vitro de plantulas de Psidium

spp.
A andlise de variancia dos dados indicou efeito significativo para a interagdo entre

gendtipos e trocas gasosas para a maioria das variaveis estudadas, exceto para carotenoides
(Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das varidveis de crescimento analisadas em
genotipos (G) de P. guineense e em P. guajava crescidas in vitro sob diferentes
niveis de trocas gasosas (TG).

Quadrados médios

Fonte de Analises de crescimento

variacdo  NFL NN AF CPA CR MFPA MFR  MSPA MSR IEAD IEAB
G 51,4**  29** 5854™ 773* 5935 (Q,1** 0,06* 0,01** 0,002**  852** 469**
TG 802,8** 118** 4422** 486** 1319** 16** 0,9** 0,13** 0,03** 2,04ns  498**

GxTG 54,7**  45** 89,85* 50,1** 86,6** 01** 044* 0,01** 0,001** 6,04** 199**
Média 990 514 1789 7,24 11,09 033 0,221 0,099 0,037 245 21,21
CV (%) 1546 27,04 30,89 2059 3543 37,54 5503 45,76 51,64 51,67 13,77

Fonte de Pigmentos fotossintéticos

variacéo Clorofila a Clorofila b Clorofila total Carotenoides
Genotipos

(G) 169,57** 162,99** 462,68** 24,45ns
TG 76,55* 106,96* 390,68** 138,43ns
GxTG 173,66* 49,41* 611,40* 1,35ns
Residuo 16,59 19,72 41,55 -
Média 47,81 29,73 77,72 12,46
CV (%) 8,52 14,93 8,29 27,15

™Nao significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro, pelo teste F. * e ** Significativo ao nivel de 5 e 1 % de
probabilidade de erro respectivamente, pelo teste F. NN -Numero de n6; NF - Namero de folhas; AF - Area foliar; CPA -
Comprimento parte aérea; CR - Comprimento raiz; MFPA - Massa fresca parte aérea; MFR - Massa fresca raiz; MSPA -
Massa seca parte aérea; MSR - Massa seca raiz; IEAD - indice estomético face adaxial; IEAB - indice estomatico face
abaxial; Cla — Clorofila a; Clb — Clorofila b; Clt — Clorofila total e Ct - Carotenoides.SM: Tampas rigidas de polipropileno
(TRP) sem membrana [taxa de troca de CO, (TTCO,): 14 pL L™ s™*]; 1M: TRP com uma membrana [TTCO,: 21 uL L* s™];
2M: TRP com duas membranas [TTCO,: 25 uL L™ s%].

As diferentes taxas de trocas gasosas influenciaram o crescimento das plantulas de
Psidium spp. (Tabelas 1 e 2; Figura 1). O tratamento SM comprometeu o desenvolvimento
das plantulas, promovendo amarelecimento das folhas, seguido de senescéncia, elevando os
indices de mortalidade, acima de 80% para a cv. GP e 100% para 0s acessos Y95 e Y97
(dados ndo mostrados).

Apenas 0 acesso Y93 conseguiu se desenvolver na auséncia de membranas
permeéveis, porém, houve reducdo no seu crescimento (Figura 1A e 1D). Em contrapartida,
ao utilizar membranas permeaveis a gases (1M e 2M) (Figura 1B e 1C), houve um incremento
significativo de duas a seis vezes nas medias das variaveis de crescimento (&rea foliar, massa
seca e fresca de parte aérea, massa fresca de raiz e maior comprimento de parte aérea e raiz,
guando comparado com as médias das variaveis de crescimento das plantulas crescidas em
ambiente SM, havendo diferencas estatisticas para comprimento de raiz, massa fresca e seca
de raiz e massa seca de parte aérea sob estas duas condic¢des de cultivo, obtendo as melhores
médias sob 1M apenas para massa seca de parte aérea (Tabela 2).

N&o foram observadas diferengas estatisticas para nimero de n6 e numero de folhas
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entre os tratamentos de trocas gasosas 1M e 2M para todos os genétipos (Tabela 2). indices de
area foliar superiores foram obtidos pela cv. GP sob 2M, porém para 0s acessos de ara¢é, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre estes dois sistemas de trocas gasosas. Para as
demais variaveis, houve diferencas estatisticas sob 1M e 2M, para todos os gendtipos a
depender da variavel estudada (Tabela 2).

Em relagdo aos acessos dentro dos tratamentos, houve diferencas estatisticas entre os
gendtipos em todas as variaveis, nas trés condicGes de cultivo e as respostas foram
dependentes dos gendtipos (Tabela 2). O acesso de araca Y97 e a cv. GP foram superiores aos
demais gendtipos sob 2M, para a maioria das varidveis, exceto para area foliar, comprimento
de parte aérea, massa fresca de parte aérea e massa seca de raiz para 0 acesso Y97 e para

comprimento de raiz para a cv. GP (Tabela 2).

Tabela 2. Médias das variaveis de crescimento analisadas em acessos de P. guineense e em
P. guajava crescidas in vitro sob diferentes niveis de trocas gasosas.

Acessos/ NUmero de n6s Numero de folhas Avrea foliar (cm?)
Vedacoes SM 1M 2M SM 1M 2M SM 1M 2M
Y93 9,40 Aa 54Ab 6,4 Ab 10,00Ba 124 Ab 13,8Aa 3,62Ba 26,5Aa 27,4Ab
Y95 0,00 Bb 53Ab 59 Aa 0,00Bb 10,9 Ab 12,1 Ab 0,00Ba 24,9 Aa 20,7 Ac
Y97 0,00 Bb 71Aa 74 Aa 0,00Bb 14,3 Aa 152 Aa 0,00Ba 23,0 Aa 30,0 Ab
GP 0,00 Bb 72Aa 7,6 Aa 0,00Bb 14,7 Aa 14,9 Aa 0,00Ca 22,5Ba 36,1 Aa
Acessos/ Comprimento parte aérea (cm) Comprimento raiz (cm) Massa fresca parte aérea (g)
Vedacdes SM 1M 2M SM 1M 2M SM 1M 2M
Y93 6,26 Ba 8,7Ab 9,4 Ab 6,89Ba 10,6 Bb 21,2 Aa 0,08Ba 0,41 Aa 0,52 Ac
Y95 0,00Bb 6,1Ac 6,0 Ac 0,00Cb 16,1 Aa 11,0Bb 0,00Ba 0,28 Aa 0,33 Ad
Y97 0,00Ch 12,2 Aa 10,3Bb 0,00Ba 19,4 Aa 18,6 Aa 0,00Ca 0,46Ba 0,61 Ab
GP 0,00Ch 12,0Ba 16,0 Aa 0,00Bb 156 Aa 13,6 Ab 0,00Ca 0,44 Ba 0,81 Aa
Acessos/ Massa fresca raiz (g) Massa seca parte aérea (g) Massa seca raiz (g)
Vedagoes SM 1M 2M SM 1M 2M SM 1M 2M
Y93 0,06 Ba 0,21 Ba 0,38 Ac 0,03Ca 0,22 Aa 0,13Bb 0,01Ba 0,03Ba 0,05 Ac
Y95 0,00Ba 0,17 Aa 0,24 Ac 0,00Ba 0,07 Ab 0,10 Ab 0,00Ba 0,03Ba 0,05Ac
Y97 0,00Ca 0,28 Ba 0,46 Aa 0,00Ca 0,11Bb 0,20 Aa 0,00Ca 0,04 Ba 0,08 Ab
GP 0,00Ca 0,22 Ba 0,62 Aa 0,00Ca 0,11Bb 0,21 Aa 0,00Ca 0,04Ba 0,12 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5 % de probabilidade. SM: Tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO, (TTCO,): 14 pL L™
s1]; 1M: TRP com uma membrana [TTCO,: 21 pL L™ s™']; 2M: TRP com duas membranas [TTCO,: 25 pL L™ s™].
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Figura 1. Plantas de Psidium guineense, acesso Y93 (A, B, C e D) e de Psidium guajava, cv.
Paluma (E e F), crescidas in vitro, sob diferentes niveis de trocas gasosas SM (A e
D), 1M (B e E) e 2M (C e F). SM: Tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem

membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 14 pL L1 s'l]; 1M: TRP com uma
membrana [TTCO2: 21 pL L1 s'l]; 2M: TRP com duas membranas [TTCO2: 25
pL L1 s'l]. Barras = 0,5cm.

Em relacdo ao indice estomético, ndo foram observados estdmatos na face adaxial
para 0 acesso Y97 sob as condigdes de trocas gasosas testadas (Figura 2A). A cv. GP
apresentou os maiores indice estomatico na face adaxial, nas trés condi¢bes de trocas
gasosas em relacdo aos demais genotipos, porém, a melhor média foi observada no
tratamento SM (8,68%) (Figura 2A).

No geral, os maiores indice estomatico foram observados na face abaxial, ndo
havendo diferencas estatisticas entre as condic¢des de cultivo SM (29,5%) e 2M (30,45%)
para 0 acesso Y93 e entre as trés condi¢cdes de crescimento para a cv. GP (25,57; 27,22 e
28,59%, respectivamente). Para 0 acesso Y95, o maior indice estomatico foi observado sob
1M (25,94%), ja para o acesso Y97, ndo houve diferencas estatisticas sob os dois
tratamentos de trocas gasosas (23,28 e 21,72%, respectivamente) (Figura 2B). Houve
diferencas estatisticas entre os gendtipos apenas sob a condicdo 2M, com as maiores
médias sendo observadas no acesso Y93 (30,45%) e cv. GP (28,59%) (Figura2B).

A sintese de pigmentos fotossintéticos (clorofila a, clorofila b, clorofila total e
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carotenoides) foi afetada pelas condic¢des de crescimento do presente trabalho (Figura 2C-
D). Para clorofila a, houve diferencas estatisticas entre os tratamentos de trocas gasosas
apenas para a cv. GP, apresentando as maiores médias sob 2M (55,16 mg.cm?) (Figura
2C). O acesso Y93, apresentou os menores contedos de clorofila a, tanto sob 1M (38,39
mg.cm2) como com 2M (41,37 mg.cm), em relacdo aos demais gendtipos (Figura 2C). J&
para clorofila b, apenas o acesso Y95 apresentou diferencas estatisticas entre o0s
tratamentos de trocas gasosas, porém, os maiores conteddos de clorofila b foram obtidos
pela cv. GP (39,06 mg.cm™), sequido do acesso Y95 (37,64 mg.cm™) sob o tratamento 2M,
ndo havendo diferencas estatisticas entre estes dois genotipos (Figura 2D). Para clorofila
total, observou-se diferencas estatisticas entre os tratamentos de trocas gasosas apenas para
0 acesso Y95 e a cv. GP, obtendo as maiores medias sob 2M (90,99 e 95,30 mg.cm,
respectivamente) (Figura 2E). O conteldo de carotenoides ndo diferiu estatisticamente

entre os tratamentos de trocas gasosas e entre 0s genc')tipos.
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Figura 2. indice estomatico das faces adaxial (A) e abaxial (B), contetido de clorofila a (C),
clorofila b (D) e clorofila total (E) das folhas dos acessos de P. guineense (Y93,
Y95 e Y97) e P. guajava cv. Paluma (GP) crescidas in vitro sob diferentes niveis
de trocas gasosas (SM, 1M e 2M). Médias seguidas pela mesma letra na interagdo
trocas gasosas X acessos de P. guineense e cv. Paluma: letras maiusculas iguais
para as vedagdes e minusculas para os genoétipos, ndo diferem entre si pelo teste
de Scott e Knott a 5% de probabilidade.

Apbs aclimatizacdo das plantas, observou-se que ndo houve diferencas estatisticas

para interacao apenas para comprimento de parte aérea e raiz (Tabela 3).
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Tabela 3. Resumo daanalise de variancia para as variaveis de crescimento ap6s aclimatizacédo
em acessos de P. guineense e em P. guajava crescidas in vitro sob diferentes
niveis de trocas gasosas (TG).

Quadrados médios

Fonte de variagio Andlises de crescimento

CPA CR MFPA MFR MSPA MSR
Gendtipos (G) 92,76%* 182,31** 6,41** 0,287** 0,090** 0,91**
Trocas gasosas (TG) ~ 1739,34** 4007,74** 45,27** 2,98** 0,95** 2,96**
GXxTG 23,88"™ 49,11"™ 2,22** 0.187** 0,059** 0,32**
Residuo 12,07 25,49 0,260 0,024 0,012 0,035
Média 17,53 23,96 2,23 0,56 0,31 0,57
CV (%) 19,81 21,07 22,84 27,52 34,44 32,45

™Nao significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro, pelo teste F. * e ** Significativo ao nivel de 5 e 1 % de
probabilidade de erro respectivamente, pelo teste F. CPA - Comprimento parte aérea; CR - Comprimento raiz; MFPA -
Massa fresca parte aérea; MFR - Massa fresca raiz; MSPA - Massa seca parte aérea e MSR - Massa seca raiz. SM: Tampas
rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO, (TTCO,): 14 pL L™ s]; 1M: TRP com uma membrana
[TTCO,: 21 uL L s%]; 2M: TRP com duas membranas [TTCO,: 25 pL L™ s™].

A taxa de sobrevivéncia das plantas alcancou 100%, exceto para as plantas da cv.
GP oriundas da condicdo SM, que obteve uma taxa de sobrevivéncia de 67%. O
tratamento SM apresentou as menores médias para todas as varidveis de crescimento

analisadas (Tabela 4). Por conseguinte, as plantas crescidas sob uma maior taxa de troca

de COz (2M) apresentaram as maiores médias em todas as variaveis de crescimento
estudadas ap6s a aclimatizacdo, porém, houve variacdo na responsividade genotipica, ndo
havendo diferencas estatisticas sob as condi¢cbes 1M e 2M, a depender do gendtipo
(Tabela 4).

O acesso Y93, apresentou as maiores médias para massa fresca e seca de parte
aérea e raiz sob 2M (Tabela 4). Para o fator gendtipo, este acesso também apresentou as
maiores médias, embora ndo tenha diferido estatisticamente da cv. GP para massa fresca
de parte aérea e raiz, e do acesso Y97 para massa seca de parte aérea (Tabela 4).

Em relacdo ao comprimento de parte aérea, ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os genotipos estudados (Tabela 4). Diferente do observado para
comprimento de raiz, que a cv. GP e 0 acesso Y93 apresentaram as maiores médias
(Tabela 4).

Para os tratamentos de vedacgdes, maior comprimento de parte aérea foi observado
sob 2M, porém, para comprimento de raiz, ndo foram observadas diferencas estatisticas
sob 1M e 2M (Tabela 4).
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Tabela 4. Médias da interacdo (acessos x vedacOes) para massa fresca e seca de parte aérea e
raiz e médias dos fatores acessos e tratamentos para comprimento de parte aérea e
raiz, analisados apés a aclimatizacdo, em acessos de Psidium guineense (Y93, Y95

e Y97)
Massa fresca parte aérea (g) Massa fresca parte aérea (g)
Acessos/Vedaches SM 1M 2M SM 1M 2M
Y93 0,28 Ca 2,78 Bb 5,58 Aa 0,28 Ca 2,78 Bb 5,58 Aa
Y95 0,00Ba 2,04Ab  2,35Ab 0,00Ba 2,04 Ab 2,35 Ab
Y97 0,00Ba 1,93Ab 2,71 Ab 0,00Ba 1,93 Ab 2,71 Ab
GP 0,086 Ba 420Aa 4,88 Aa 0,086 Ba 4,20 Aa 4,88 Aa
Massa seca parte aérea (g) Massa seca raiz (g)
Acessos/VVedacoes SM 1M 2M SM 1M 2M
Y93 0,03 Ca 0,39 Ba 0,79 Aa 0,08 Ca 0,88 Ba 1,71 Aa
Y95 0,00Ba 0,32Aa 0,35Ab 0,00Ba 0,25 Bc 0,56 Ac
Y97 0,00Ca 0,41 Ba 0,78 Aa 0,00Ba 0,59 Ab 0,42 Ac
GP 0,004 Ba 0,37 Aa 0,32 Ab 0,00 Ba 1,13 Aa 1,28 Ab
AcCessos Comprimento parte aérea (cm) Comprimento raiz (cm)
Y93 21,14 a 27,47 a
Y95 14,17 a 20,87 b
Y97 15,61 a 19,33 b
GP 19,22 a 28,14 a
Vedacdes Comprimento parte aérea (cm) Comprimento raiz (cm)
SM 40c 2,86b
1M 21,29 b 34,13a
2M 27,25 a 34,87a

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott Knott a
5 % de probabilidade. SM: Tampas rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO, (TTCO,): 14 pL L
s1]; 1M: TRP com uma membrana [TTCO,: 21 pL L™ s™*]; 2M: TRP com duas membranas [TTCO,: 25 uL L™ s%].

3.2. Estudos anatdmicos e histoquimicos de sec¢des de folhas de Psidium spp. sob

diferentes niveis de trocas gasosas

3.2.1. Estudos anatdémicos de seccdes de folhas de P. guineense

Os tratamentos de trocas gasosas promoveram alteragdes anatdbmicas na estrutura
foliar de P. guineense. A utilizacdo de tampas com membranas permeéveis a gases
ocasionou diferengas na estrutura celular do limbo foliar e da nervura mediana das folhas
de P. guineense (Figura 3). No sistema convencional de cultivo, utilizando frascos
vedados com tampas SM, observou-se que as células epidérmicas em ambas as faces da

folha, apresentaram formato irregular, uniestratificada, com sinuosas ondulacgdes ao longo
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da lamina foliar (Figura 3A, 3D e 3E). As altera¢Ges mais evidentes na estrutura celular da
epiderme foram observadas no tratamento 1M, com altera¢cfes morfoldgicas na camada de
cera epicuticular em ambas as faces da folha, as quais apresentaram-se rugosas dando
aspecto sinuoso as celulas epidérmicas (Figura 3l, 3L e 3M). Além disso, na epiderme da
lamina foliar, observou se, em ambas as faces da folha, precipitacdo de cristais de oxalato
de célcio, predominantemente na face abaxial do limbo foliar no tratamento 1M (Figura
3M). As folhas de P. guineense apresentam-se anfi-hipoestomatica para 0s acessos Y93
(Figura 3B, 3C, 3D, 3E, 3G, 3H, 3J, 3K, 3R e 3S) e Y95, com estbmatos
predominantemente do tipo paracitico (Figura 3B-3E, 3G, 3H, 3J, 3K, 3M, 3P, 3R, 3S, 3U
e 3Y). Entretanto, as folhas do acesso Y97 demonstraram-se hipoestomatica (Figura 3L,
3M, 30, 3P, 3T, 3U, 3X e 3Y). Os estdmatos apresentaram-se de forma mais arredondada
no tratamento SM (Figura 3B-3E, 3G e 3H), e a medida que aumentou as TTCO, o0s
estdbmatos foram se tornando mais elipticos (Figura 3J, 3K, 3M, 3P, 3R, 3S, 3U e 3Y) e
encontram-se levemente acima do nivel das demais celulas epidérmicas (Figura 3B-3E,
3H, 3J, 3K, 3M, 3P, 3Q, 3R, 3S, 3U e 3Y).

No tratamento SM, o mesofilo apresentou-se de forma heterogénea com estrutura
dorsiventral, sendo observado células de formato irregular, com maiores espacos
intercelulares e maior desorganizacdo dos parénquimas clorofilianos, estando estes
frouxamente distribuidos, com o parénquima palicadico descaracterizado, com menor
diferenciacdo entre os parénquimas palicadico e lacunoso, quando comparado com as
mesmas células de plantas cultivadas em frascos vedados com tampas com membranas,
principalmente com 1M (Figura 3A e 3l). No tratamento, com 2M, também foram detectadas
desorganizacdo dos parénquimas clorofilianos e espacos intercelulares aparentes, porém com
menor intensidade (Figura 3Q). O tratamento 1M, resultou na producdo de folhas com
mesofilo dorsiventral caracteristico, apresentando diferenciacdo dos parénquimas
clorofilianos, além de grande quantidade de amido nestas células (Figura 31).

Cavidades secretoras foram observadas ao longo da lamina foliar (Figura 3). Essas
estruturas possuem epiderme secretora unisseriada, limen isodiamétrico e localizaram-se
adjacentes a ambas as faces da epiderme de todos os tratamentos (Figura 3).

Em relacdo a nervura mediana, observou-se que as plantas crescidas em frascos
vedados com tampas SM apresentaram tecidos de suporte menos desenvolvidos, com
poucas camadas de células colenquimaticas (uma na face adaxial e duas na face abaxial),

apresentando células nos parénquimas clorofilianos de formato irregular e sistema vascular
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desorganizado, exibindo uma organizagdo tipica de células e tecidos encontrados em plantas
crescidas heterotroficamente (Figura 3F). Entretanto, quando as plantas de P. guineense
foram submetidas as condi¢cdes de trocas gasosas, houve um maior desenvolvimento dos
tecidos de suporte, apresentando uma a duas camadas de colénquima na face adaxial e duas
a trés camadas na face abaxial da folha (Figura 3N e 3V). Observou-se também variagdo no
tamanho da nervura mediana e na disposi¢éo e arranjamento celular nos tratamentos 1M e
2M (Figura 3N e 3V). Nas plantas cultivadas em recipientes vedados com 1M, foi
observada nervura mediana menor, em comparacao com as folhas de plantas cultivadas em
recipientes vedados com 2M (Figura 3N), apresentando arranjamento celular mais
organizado, quando comparado aos sistemas convencionais de cultivos (SM) (Figura 3F).
Porém, o tratamento 2M apresentou estrutura celular mais desenvolvida, principalmente do
sistema vascular (Figura 3V).

O arranjo dos feixes vasculares foi do tipo bicolateral, de contorno biconvexo
(Figura 3F e 3N). No entanto, o tratamento 2M apresentou arranjo do tipo anficrival (Figura
3V). Fibras esclerenquimaticas foram observadas nos tratamentos 1M e 2M, circundando

parcialmente os feixes vasculares, formando uma Gnica camada ((Figura 3N e 3V).
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Figura 3. Cortes transversais da seccdo mediana (A, D, E,F, G, H, I, L, M, N, O, P, Q, T, U, V, X e Y) e impressdo epidérmica (A, C, J, K,R e
S) de folhas de Psidium guineense (acesso Y93), crescidas in vitro por 110 dias, sob diferentes niveis de trocas gasosas: SM: Tampas
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rigidas de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 14 uL L1 s'l]; IM: TRP com uma membrana

[TTCO2: 21 pL L1 s‘l]; 2M: TRP com duas membranas [TTCO2: 25 pL L1 s‘l], sob irradiancia de 41 umol m.2 sl Ad: face
adaxial da epiderme; Ab: face abaxial da epiderme; Cu: cuticula; Cr: cristais; Pp: parénquima palicadico; Sp: parénquima lacunoso; Sc:
cavidade secretora; Co: colénquima; Tr: tricomas; Fi: feixes vasculares; Xy: xilema; Ph: floema; St: estdmato. Microscopia deluz -
Barra = 50 um e microscopia eletronica de varredura - Barra = 10um.
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3.2.2. Estudos histoquimicos de sec¢des de folhas de P. guineense

Os testes histoquimicos indicaram a presenca de compostos de reserva nas celulas
do limbo foliar e da nervura mediana das sec¢Ges medianas de folhas de P.guineense
crescidas sob os diferentes tratamentos de trocas gasosas (Figura 4). A presenca de graos
de amido foi evidenciada somente nas folhas de plantas do tratamento 1M, presente nas
celulas parenquimaticas clorofilianas do mesofilo e da nervura mediana (Figura 4.3 e 4.4).
Polissacarideos e proteinas foram detectados em todos os tratamentos de trocas gasosas,
porém, com maior intensidade de coloracdo no tratamento 1M, sendo detectado
principalmente nas paredes celulares e no citoplasma das células do limbo foliar e nervura
mediana (Figura 4.9, 4.10, 4.15 e 4.16). Substancias lipidicas foram evidenciadas pelos
testes de Sudan Black B (Figura 4.21-4.24) e Vermelho neutro somente nos tratamentos
1M e 2M, estando presente na constituicdo da cuticula delgada do limbo foliar e nervura
mediana, e nas paredes das cavidades secretoras do limbo foliar no tratamento 1M e da
nervura mediana do tratamento 2M. Pectinas foram detectadas na epiderme das células do
limbo foliar e nervura mediana de todos os tratamentos de troca gasosa, ndo havendo uma

nitida diferenciacdo entre os tratamentos (Figura 4.25-4.30).
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Figura 4.

Estudo histoquimico de sec¢des transversais da por¢do mediana de folhas de
Psidium guineense (acesso Y93), crescidas in vitro por 110 dias, sob os diferentes
niveis de trocas gasosas e irradiancia de 41 umol m.-2 s.-1. SM: Tampas rigidas

de polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 14 uL L~
1 s'l]; 1M: TRP com uma membrana [TTCO2: 21 uL L1 s'l]; 2M: TRP com

duas membranas [TTCO2: 25 pL L1 s'1]. Lugol: coloragdo roxa ou negra,
evidenciando amido (3 e 4); Acido periodico/reagente de Shiff (PAS): coloracio
magenta, evidenciando polissacarideos neutros (7-12); Xylidine Ponceau (XP):
coloragdo avermelhada, evidenciando proteinas (13-18); Sudan Black B:
coloracdo negra, evidenciando lipidios totais (21-24); Vermelho de ruténio:
coloragéo rosa, evidenciando pectinas (25-30). Ad: face adaxial da epiderme; Ab:
face abaxial da epiderme; Sc: cavidade secretora. Barra = 50um.
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2.3.2.3. Estudos anatdmicos de seccdes de folhas de P.guajava

Para a goiabeira também foram observadas mudancas anatdmicas na estrutura foliar
das plantas cultivadas in vitro sob os diferentes tratamentos de trocas gasosas. A utilizacdo
de tampas com membranas permeéveis a gases ocasionaram diferencas na estrutura celular
do limbo foliar e da nervura mediana das folhas de P. guajava comparado ao sistema
convencional de cultivo in vitro SM (Figura 5).

No sistema convencional de cultivo, utilizando frascos vedados com tampas SM,
observaram-se células epidérmicas uniestratificadas de formato irregular em ambas as faces
da folha, mesofilo heterogéneo, dorsiventral, porém, descaracterizado, apresentando varios
espacos intercelulares, células de diferentes formatos, parénquima palicadico
uniestratificado e pouco diferenciado do parénquima lacunoso (Figura 5A), como
observado acima para P. guineense nestas mesmas condic6es de cultivo. Entretanto, quando
as plantas foram crescidas com membranas permeaveis a gases, as células epidérmicas
apresentaram-se mais definidas em ambas as faces da folha, contendo menos espacos
intercelulares e maior diferenciacdo entre o parénquima palicadico e lacunoso nas células
do mesofilo, principalmente nas plantas crescidas sob 2M (Figura 51).

Nas plantas crescidas sob 1M, foram detectadas desorganizagdo dos parénquimas
clorofilianos, assimetria nas células parenquimaticas e espacos intercelulares aparentes,
principalmente entre as células do parénquima lacunoso, porém com menor intensidade,
comparado ao sistema convencional de cultivo (Figura 5E).

Diferentemente do observado em P. guineense, o tratamento 2M resultou na
producdo de folhas com melhor arranjamento celular e diferenciacdo dos parénquimas
clorofilianos, apresentando as células do parénquima palicadico alongadas anticlinalmente,
justapostas, com um a dois estratos celulares e com menores espacos intercelulares nas
células parenquimaticas clorofilianas, principalmente entre as células do parénquima
palicadico (Figura 5l).

Cavidades secretoras encontraram-se distribuidas ao longo de toda a extensdo da
lamina foliar, indistintamente adjacentes as faces adaxial e abaxial, entre as células
doparénquima clorofiliano de todos os tratamentos de trocas gasosas (Figura 5A, 5C, 5D,
5E, 5H e 5l).

As folhas foram caracterizadas do tipo anfi-hipoestomatica (Figura 5B, 5C, 5F, 5G,

5] e 5K) com estdmatos predominantemente do tipo paracitico e encontraram-se
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ligeiramente acima do nivel das demais células epidérmicas (Figura 5A-5H, 5J e 5K).
Observaram-se variacbes no formato dos estbmatos, sendo mais arredondados sob o
tratamento SM (Figura 5B e 5C) e a medida que aumentou as TTCO> tornaram-se mais
elipticos (Figura 5F, 5G, 5J e 5K), como observado em P.guineense.

Na nervura mediana, observou-se no tratamento SM, tamanho reduzido e estrutura
diferenciada, com os tecidos de sustentacdo pouco desenvolvidos (menor formacgdo de
celulas colenquimaticas), exibindo uma organizacao tipica de células e tecidos encontrados
em plantas crescidas heterotroficamente (Figura 5D), como observado em P.guineense sob
estas mesmas condicdes de cultivo.

Os feixes vasculares encontraram-se descaracterizados, sem uma nitida distingdo do
arranjamento e disposicdo dos feixes e fibras (Figura 5D). Entretanto, o crescimento de
plantas de P. guajava sob membranas permeaveis a gases, resultou na producao de folhas
com maior nervura mediana, maior grau de organizacdo e diferenciacdo celular, maior
formacdo de tecidos de suporte, apresentando células dos feixes vasculares melhor
organizadas, com arranjo dos feixes vasculares do tipo anficrival de contorno biconvexo no
tratamento SM e convexo para os tratamentos 1M e 2M (Figura 5D, 5H e 5L). Foram
observadas fibras esclerenquimaticas circundando os feixes vasculares apenas nos
tratamentos 1M e 2M (Figura 5H e 5L). Porém, o tratamento 2M resultou em tecidos de
suporte e vascular mais desenvolvidos, formando duas a trés camadas de colénquima e trés

a quatro camadas de esclerénquima (Figura 5L).
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Figura 5. Cortes transversais da sec¢do mediana (A, D, E, H, | e L) e impressdo epidérmica
(B, C, F, G, J e K) de folhas Psidium guajava, crescidas in vitro por 110 dias, sob
diferentes niveis de trocas gasosas: SM: Tampas rigidas de polipropileno (TRP)

sem membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 14 uL L1 s'l]; 1M: TRP com
uma membrana [TTCO2: 21 pL L1 s'l]; 2M: TRP com duas membranas [TTCO2:

25 uL L1 s'l], sob irradiancia de 41 pmol m."2 5.1, Ad: face adaxial da epiderme;
Ab: face abaxial da epiderme; Cu: cuticula; Pp: parénquima palicadico; Sp:
parénquima lacunoso; Sc: cavidade secretora; Co: colénquima; Fi: feixes
vasculares; Xy: xilema; Ph: floema; St: estbmato. Barra = 50um.

3.2.4. Estudos histoquimicos de sec¢des de folhas de P. guajava

Na caracterizacdo histoquimica dos cortes transversais das sec¢des medianas das
folhas de P.guajava, crescidas sob os diferentes tratamentos de trocas gasosas, também
foram detectadas variagdes na presenca de compostos de reserva nas células do limbo
foliar e da nervura mediana (Figura 6). Grédos de amido foram detectados apenas no

86



tratamento 2M, corando as células parenquimaticas do mesofilo e em menor intensidade as
celulas da nervura mediana (Figura 6.5 e 6.6). Parapolissacarideos, pectinas e proteinas, 0s
testes foram positivos para todos os tratamentos, corando principalmente as paredes
celulares (polissacarideos e pectinas) e o citoplasma das células (proteinas) do mesofilo e
nervura mediana, porém, com maior intensidade de coloragdo no tratamento 2M (Figura
6.11, 6.12, 6.23, 6.24, 6.29 e 6.30). Sudan black B (Figura 6.15-6.18) e vermelho neutro
reagiram positivamente apenas para 0s tratamentos 1M e 2M, sendo detectadas
substancias lipidicas na constituicdo da cuticula delgada do limbo foliar e nervura mediana,
ndo havendo diferenciacdo na intensidade de coloragdo entre estes dois tratamentos.
Lipideos foram detectados também na epiderme secretora das cavidades pelo teste Sudan
black B no tratamento 1M (Figura 6.16).
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LUGOL PAS S. BLACK B V. RUTENIO XP

Figura 6. Estudo histoquimico de seccBes transversais da porcdo mediana de folhas de P.
guajava, cv. Paluma (GP), crescidas in vitro por 110 dias, sob diferentes niveis de
trocas gasosas e irradiancia de 41 umol m.-2 s.-1. SM: Tampas rigidas de

polipropileno (TRP) sem membrana [taxa de troca de CO2 (TTCO2): 14 L L1
s'l]; 1M: TRP com uma membrana [TTCO2: 21 uL L1 s'l]; 2M: TRP com duas

membranas [TTCO2: 25 pL L1 s 1]. Lugol: coloragdo roxa ou negra,
evidenciando amido (5 e 6); Acido periodico/reagente de Shiff (PAS): coloragdo
magenta, evidenciando polissacarideos neutros (7-12); Sudan Black B: coloracdo
negra, evidenciando lipidios totais (15-18); Vermelho de ruténio: coloragéo rosa,
evidenciando pectinas (19-24); Xylidine Ponceau (XP):coloracdo avermelhada,
evidenciando proteinas (25-30). Ad: face adaxial da epiderme; Ab: face abaxial da
epiderme; Sc: cavidade secretora. Barra = 50um.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho descreve pela primeira vez o efeito de trocas gasosas no
crescimento in vitro de plantulas de P. guineense (acessos Y93, Y95 e Y97) e P. guajava
(cv. GP). O sistema de propagacéo in vitro, utilizando recipientes de cultivo fechados com
tampas sem membrana (SM), uma membrana (1M) e duas membranas (2M) comerciais
MilliSeal® permeéveis a gases, com taxas de trocas de dioxido de carbono (TTCO2) de 14
puL Lt st (SM), 21 pL Lt st (IM) e 25 pL Lt st (2M), resultaram em diferencas
significativas nos parametros morfofisioldgicos, estruturais e histoquimicos de plantulas de
Psidium spp., interferindo no seu crescimento e posterior aclimatizagéo ex vitro.

As técnicas de propagacdo in vitro convencionais, sob condicdes heterotréficas, em
que as plantas sdo cultivadas em ambientes fechados SM, previnem a desidratacdo das
culturas e do meio de cultivo e evita contaminagdes por microorganismos (SALDANHA et
al., 2012; PINHEIRO et al., 2013). No entanto, neste tipo de sistema de cultivo, ocorrem
reduzidas trocas gasosas, alta umidade relativa, elevadas concentracbes de etileno,
reduzidas concentracOes de dioxido de carbono (CO2) e dificuldades na absorcéo de agua e
nutrientes pelos explantes, podendo causar reducdo nas taxas de crescimento dos mesmos
(NGUYEN e KOZAI, 2005; XIAO et al., 2011; SHIN et al., 2014), como observado para as
plantas do acesso de aracd Y93, que apresentaram reduzido crescimento nestas condigdes
de cultivo (Tabela 2).

As plantulas dos acessos de araca Y95 e Y97, quando submetidas ao crescimento em
ambiente SM, nem completaram seu crescimento, pois ocorreu amarelecimento e clorose
das folhas, seguido de senescéncia e morte, promovendo também a morte de 80% das
plantas da cv. GP. Estes fatos estdo possivelmente associados a fitotoxidez causada pelas
altas concentracdes de etileno no ambiente interno do recipiente de cultivo, demonstrando
que estes genotipos sdo sensiveis a este fitormodnio. Rodrigues et al. (2012) na propagacédo
in vitro de Azadirachta indica pelas técnicas convencionais, também observaram
amarelecimento, clorose e senescéncia foliar, sendo este fato atribuido ao acimulo de
etileno no ambiente interno do recipiente de cultivo. O etileno € sintetizado in vitro por
cultura de tecidos, em resposta a condicdes de estresse (YASMIN et al., 2014) e, pode

estimular ou inibir o crescimento das plantas (BIDDINGTON,1992).

Por outro lado, a alta taxa de mortalidade observada nas plantas dos acessos de araca

Y95 e Y97 e da cv. GP, quando crescidas em frascos SM, evidenciam a variabilidade
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genética existente entre 0s acessos da mesma espécie e entre gendtipos de espécies
diferentes, demonstrando que cada acesso/ou genotipo, apresenta sua capacidade de
resposta frente as situacGes de estresse as quais sdo submetidas.

A utilizacdo de membranas permeaveis a gases sobre a tampa dos recipientes de
cultivo, em sistemas mixotréficos, pode aumentar a concentracdo de CO, no ambiente
interno do recipiente de cultivo durante o fotoperiodo, diminuir as concentracdes de etileno
e 0s niveis de umidade relativa, aumentando a transpiracdo e a absorcao efetiva de agua e
nutrientes pelas plantas, resultando em maior fotossintese e, consequentemente, maior taxa
de crescimento e melhoria no processo de aclimatizagdo ex vitro (KITAYA et al., 2005;
IVANOVA e STADEN, 2010, XIAO et al.,2011).

Diversos estudos tém demonstrado os beneficios do aumento das taxas de ventilacao
nos frascos com o uso de membranas permeaveis a gases, resultando em plantas maiores e
mais vigorosas, com maior area foliar, maior acimulo de biomassa, maior biossintese de
pigmentos fotossintéticos e estbmatos normais (LUCCHESINI et al.; 2006; RIBEIRO et al.,
2009; ARIGITA et al., 2010; KOZAI, 2010; BADR et al., 2011; IAREMA et al., 2012;
BATISTA, 2012; SALDANHA et al., 2012; RODRIGUES et al., 2012; SALDANHA et
al.,2013; SALDANHA et al.,2014; RIOS,2014, SHIN et al., 2014; PINHEIRO, 2014).
Corroborando com os dados desta pesquisa, particularmente o acesso de araca Y93, que ao
aumentar as TTCOzde 14 pL L™ s (SM) para 21 (1M) e 25 pL L™ s (2M), apresentou um
aumento significativo para todas as variaveis de crescimento avaliadas, principalmente para
area foliar, que obteve um aumento de mais de seis vezes. Dessa forma, a manutencao de
concentragdes de CO> dentro de um recipiente de cultura desempenha um papel essencial no
crescimento da planta, em especial no aumento da area foliar (SALDANHA et al., 2013),
demonstrando que o crescimento foliar é altamente sensivel a disponibilidade de CO,
(VYAS e PUROHIT, 2006).

Diferente do observado no presente trabalho, na propagacéo in vitro de clones de
Eucalyptus grandis x E. urophylla, a maioria das caracteristicas ndo foram influenciadas pelos
ambientes com e sem trocas gasosas (GALO, 2014). Em Pfaffia glomerata, maior niUmero
de folhas foi notada em frascos sem membranas (SALDANHA et al 2012). Em Solanum
tuberosum (MOHAMED e ALSADON, 2010) e Herreria salsaparilha

(GONCALVES et al., 2008), foram observados menor crescimento, menor nimero de no e
menor massa fresca, quando as plantas foram crescidas em ambiente ventilado, porém, a
massa seca de mudas cultivadas em vasos ventilados foi maior. Segundo Mohamed e
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Alsadon (2010), o maior peso seco das plantulas em recipientes ventilados pode esta
relacionado ao aumento da concentragdo de CO2 que proporciona uma maior atividade
fotossintética das plantulas.

O arejamento da cultura em frascos com membranas comerciais MilliSeal®
favoreceu o crescimento de plantulas de araca e goiaba, porém, mesmo havendo variagao na
responsividade genotipica frente as variaveis testadas sob TTCO2de 21 e 25 pL L™ s, para
0s acessos de araca, no geral, o sistema com maior TTCO; apresenta as melhores médias de
crescimento e de pigmentos fotossintéticos para todos 0s genétipos, principalmente, para as
plantas da cv. GP, que mostraram maior area foliar, comprimento de parte aérea, e maior
acumulo de massa fresca de parte aérea e raiz e massa seca de parte aérea, nestas condi¢es
de cultivo (Tabela 2). A mesma tendéncia foi observada em P. glomerata (SALDANHA et
al., 2012) e em Capsicum annuum (BATISTA, 2012), indicando a importancia do aumento
do trocas gasosas no crescimento in vitro. O maior estimulo de crescimento pode estar
relacionado a uma melhor nutri¢cdo das plantas com o0 aumento das trocas gasosas in Vvitro,
promovendo um maior transporte de ions absorvido a partir do meio de cultura e, com base
no fluxo da seiva, que é estimulada com a diminuicdo da umidade relativa no ambiente
interno do recipiente de cultivo, devido a perda de agua por transpiracdo (SALDANHA et
al., 2012). Acredita-se que um aumento da transpiracdo nas folhas das plantas é necessario
para que ocorra 0 transporte de nutrientes na seiva do Xilema em longas distancias
(TANNER e BEEVERS, 2001).

Assim, a propagagdo in vitro com ventilagdo natural, utilizando membranas
permeaveis a gases, resulta em maior aumento do crescimento e das taxas fotossintéticas
das plantulas, desde que a concentragdo de CO; seja adequada (KOZAI, 2010). Entretanto,
o fluxo méaximo de gas de uma cultura é dependente das taxas requeridas pelos tecidos para
o desenvolvimento das suas atividades metabdlicas normais (JACKSON, 2003), sendo a
TTCO: 6tima dependente de cada espécie ou genotipo dentro de cada espécie. TTCOzacima
do maximo requerido para cada espécie pode inibir o crescimento das plantulas, como
observado para Simmondsia chinensis (MILLS et al.,, 2004), H. salsaparilha
(GONGCALVES et al., 2008) e Ruta graveolens (RIOS, 2014) que o desenvolvimento das
plantulas ndo foi diretamente proporcional ao aumento dos niveis de ventilagdo, sendo

necessarias  taxas de trocas de CO: intermedidrias  para  atingir

0 crescimento desejado. Rios (2014), na propagacao in vitro de R. graveolens, obteve maior
crescimento das plantulas, sob 1 M, com TTCO,de 21 puL L*s™,
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Os pigmentos fotossintéticos sdo considerados bons indicadores do estado funcional
do aparato fotossintético das plantas (ALVAREZ et al., 2012). Niveis reduzidos de COz e
alta umidade relativa no recipiente de cultivo durante o fotoperiodo inibem a eficiéncia
fotossintética da planta, resultando num saldo liquido negativo de absorcdo de CO: por dia
(MARTINS et al., 2015), reduzindo assim, as taxas fotossintéticas das folhas das plantas.
Dessa forma, para aumentar a atividade fotossintética das plantas, é necessario aumentar a
concentracdo de CO; e reduzir a umidade relativa no interior dos recipientes de cultivo,
aumentando a ventilacdo (KOZAI et al 2005;. ZOBAYED 2005), e maior ventilacdo nos
recipientes de cultivo, promove um maior desenvolvimento do aparato fotossintético e
aumenta os teores de clorofila, consequentemente, aumenta as taxas fotossintéticas
(HAZARIKA, 2006).

Vérias pesquisas tém demonstrado que a biossintese de pigmentos fotossintéticos em
folhas de plantas crescidas in vitro é reforcada pelo aumento das taxas de ventilagdo,
utilizando membranas permeaveis a gases nas tampas dos recipientes de cultivo
(IVANOVA e STADEN, 2010; MOHAMED e ALSADON, 2010; SALDANHA et al.,
2012, BATISTA, 2012; RIOS, 2014; PINHEIRO, 2014). Entretanto, os niveis ideais de
ventilacdo sdo dependentes da espécie ou gendtipo dentro da mesma espécie. Maior
estimulo na producdo das clorofilas a, b e carotenoides em plantulas de R. graveolens,
foram obtidos em ambiente com 1M (RIOS, 2014). Contrario, ao reportado por Batista
(2012) para plantulas de C. annuum, em que maior biossintese dos pigmentos
fotossintéticos foi observada sob 2M. Por outro lado, em P. glomerata, ndo foram
observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos 1M e 2M para clorofilas a, b e
carotenoides (IAREMA et al., 2012), corroborando com os resultados obtidos no presente
trabalho, para os acessos de araca Y93 e Y97. Porém, para a cv. GP, com o aumento da
TTCO, houve um aumento significativo do conteudo dos pigmentos fotossintéticos,
principalmente para clorofila a e clorofila total, coincidindo com as maiores taxas de
crescimento das plantas sob estas condicdes de cultivo. Dessa forma, a concentragdo de
CO; atmosférico € limitante para o crescimento da planta e o fluxo de CO; deve ser o
maximo para ser alcangada uma maxima taxa fotossintética (KHAN et al. 2011), dentro do
6timo de cada espécie.

Os niveis de trocas gasosas nos recipientes de cultivo conduziram a alteracbes na
anatomia foliar das plantas de P. guineense e P. guajava crescidas in vitro. Na propagacao

in vitro convencional, sdo produzidas plantulas com caracteristicas anatémicas
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desfavoraveis ao crescimento, tais como: epiderme irregular; maiores espagos intercelulares
no mesofilo; reduzida diferenciacédo entre o parénquima palicadico e lacunoso do mesofilo e
dos tecidos vasculares; reduzida deposicdo de cera cuticular e epicuticular nas folhas;
resultando em uma estrutura mais delgada, com reduzida resisténcia mecanica (colénquima e
esclerénquima) e estdbmatos ndo funcionais (RIBEIRO et al., 2009; MOHAMED e
ALSADON, 2010; IVANOVA e STADEN 2010; ALVAREZ et al., 2012; SALDANHA et
al., 2013; SHIN et al., 2014), como observado no presente trabalho para as folhas de P.
guineense e P. guajava, tornando-se mais susceptiveis a sofrer danos mecanicos. Em
contraste, estudos anatdmicos de folhas de plantas cultivadas in vitro, com maiores TTCO;
tem demonstrado maior espessura da cuticula, células e espacos intercelulares menores,
mesofilo heterogéneo, com parénquima palicadico e lacunoso mais definidos e tecidos
vasculares mais desenvolvidos (RIBEIRO et al. 2009; MOHAMED e ALSADON, 2010;
IAREMA et al., 2012; SHIN et al., 2014; RIOS, 2014), corroborando com os resultados
obtidos para folhas de P. guineense, principalmente sob 1M (Figura 31-3P) e para P. guajava
sob 2M (Figura 51-5L).

O sistema de ventilacdo natural atua de forma positiva na maioria das caracteristicas
de crescimento e de anatomia foliar, que sdo diretamente relacionados aos processos
fotossintéticos, promovendo o crescimento das plantas sob estas condi¢cdes (SILVA et al.,
2014). Mesofilo mais desenvolvido apresenta uma maior diferenciacdo celular (FRESCHI
et al., 2010), proporcionando uma maior eficiéncia fotossintética e, consequentemente,
maior acimulo de biomassa (ARAUJO et al., 2009), como observado no presente trabalho,
principalmente para a cv.GP.

O colénquima e esclerénquima fornecem suporte mecéanico para os tecidos das
plantas. Estas estruturas proporcionam rigidez em folhas e oferecem protecao de estruturas
especificas como feixes vasculares pelo esclerénquima e epiderme da nervura mediana pelo
colénquima. No presente trabalho, observou-se maior formacdo de colénquima e
esclerénquima em folhas crescidas em recipientes com membranas permeaveis a gases,
onde houve uma maior estruturacdo e desenvolvimento da nervura mediana e do sistema
vascular. Estes resultados foram semelhantes aos observados em folhas de Billbergia
zebrina para esclerénquima (MARTINS et al 2015) e em folhas de P. glomerata para
colénquima (IAREMA et al., 2012) em que nos recipientes com ventilacao resultaram em

maior formacao destas estruturas.

93



Assim, o aumento da ventilagio nos recipientes de cultura resulta no
desenvolvimento de plantas com melhores caracteristicas anatdbmicas e morfofisioldgicas,
se aproximando das caracteristicas de plantas produzidas sob condi¢des de campo.

Sdo caracteristicas gerais da familia Myrtaceae mesofilo dorsiventral heterogéneo,
folhas hipoestomaticas com estdbmatos anomociticos e em menor frequéncia paraciticos,
cavidades secretoras, drusas, cristais prismaticos de oxalato de célcio e feixe vascular do
tipo bicolateral (METCALFE e CHALK, 1950). Em folhas de campo de P. guineense
foram observados mesofilo dorsiventral, com numerosas cavidades secretoras ao longo do
mesofilo foliar, folha hipoestomatica com estbmatos paracitico e feixe vascular bicolateral
(FERREIRA et al., 2011). E, para folhas de campo de P. guayava séo apontados estdbmatos
paraciticos e anomociticos (TANTAWY, 2004), corroborando com os dados desta pesquisa,
em que os estbmatos apresentaram-se predominantemente paracitico tanto para P.
guineense como para P. guayava, ndo sofrendo influéncia do ambiente de cultivo. A
distribuicdo dos estdmatos no acesso Y97 € hipoestomatica, com estdbmatos somente na face
abaxial. Os estdbmatos observados na face adaxial dos demais genotipos podem esta
relacionado uma caracteristica inerente ao proprio genotipo.

Também foi observado que os diferentes niveis de trocas gasosas interferiram no
arranjamento dos feixes vasculares das folhas das plantas crescidas in vitro, onde o arranjo
dos feixes vasculares foi do tipo bicolateral somente nas folhas de P. guineense crescidas
sob 1M. Em contraste, ao observado no presente trabalho, em folhas de S. melongena a
organizacdo bicolateral de feixes vasculares permaneceu intacta nas diferentes condi¢des de
trocas gasosas (RIBEIRO et al.,2009). O que demonstra que esta varia¢do é dependente do
genotipo e/ou da espécie.

A funcdo dos cristais de oxalato de célcio, observados na epiderme da lamina foliar
das plantas de P. guineense, crescidas in vitro sob os diferentes niveis de trocas gasosas nao
é completamente claro, mas tem sido relacionado com a regulagdo de calcio e outros
minerais (VOLK et al., 2002), bem como na protecdo contra herbivoros e patdgenos
(FRANCESCHI e NAKATA 2005; KORTH et al., 2006) e como mecanismo de adaptagédo
fisiologica, uma vez que em altas concentragGes, os ions de calcio sdo toxicos as plantas
(PAIVA e MACHADO, 2005). A maior precipitacdo destes cristais em recipientes com 1M
pode estd relacionado a uma maior nutricdo das plantas neste ambiente de cultivo,
proporcionado pelas maiores TTCO2, como citado anteriormente.

Testes histoquimicos tém evidenciado a presenca de compostos de reserva em folhas
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de plantas crescidas em recipientes com maiores TTCO: (RIOS, 2014; PINHEIRO,

2014), como observado no presente trabalho. Em P. guineense, grdos de amido foram
observados apenas nas folhas das plantas crescidas sob 1M (Figura 4.3 e 4.4). Esta mesma
tendéncia foi observada para polissacarideos e pectinas, com maior intensidade de coloracédo
sob 1M (Figuras 4.9-4.10 e 4.15-4.16). Ja para P. guajava, foram evidenciados graos de
amido apenas sob 2M, assim como maior intensidade de coloracdo para polissacarideos,
pectinas e proteinas, coincidindo com o maior crescimento, melhor estruturacdo da folha e
maior biossintese de pigmentos fotossintéticos, demonstrando a natureza péctico-celulésica
das paredes celulares sob estas condigdes de cultivo. O aumento em carboidratos observado
no tratamento com maior TTCO> pode ser explicado pelo aumento das concentracfes de CO;
no ambiente interno do recipiente de cultura (BADR et al., 2011), resultando em atividade
fotossintética durante as condicBes in vitro (PINHEIRO, 2014) e maior biossintese de
pigmentos fotossintéticos (SUTHAR et al., 2009). No entanto, para Yoon et al. (2009), em
plantas crescidas em recipientes com maiores TTCO, a presenca de amido ocorre apenas
durante a aclimatizagdo ex vitro, 0 que pode ter ocorrido com as plantas de P. guineense
crescidas sob 2M.
Os estdbmatos desempenham um papel fundamental na regulacdo das trocas gasosas
e transpiracdo, influenciando na capacidade fotossintética das plantulas e aclimatizacdo
(IAREMA et al., 2012). O numero de estbmatos e o funcionamento estomatico normal s&o
caracteristicas importantes para a sobrevivéncia das plantas no processo de aclimatizacdo
(RIBEIRO et al., 2009). Em mudas de S. tuberosum, maiores indices estomaticos foram
observados em recipientes SM (MOHAMED e ALSADON, 2010). Em R. graveolens,
maiores indice estomatico foram observados sob 1M (RIOS, 2014). Ja para S. melongena,
maiores indices estomaticos foram observados em recipientes com trocas gasosas,
utilizando 2M (RIBEIRO et al., 2009), demonstrando que é variavel de acordo com a
espécie. Esta variacdo foi observada também no presente trabalho, para os acessos de araca
e para a cv. GP (Figura 2B).

Vaérios trabalhos tém reportado que os estdmatos das folhas cultivadas no sistema
convencional com baixas trocas gasosas apresentam morfologia alterada, com um formato
mais arredondado, enquanto que nas folhas que crescem em recipientes com trocas gasosas,
0s estbmatos apresentam-se de forma mais eliptica (DECCETTI et al., 2008; MOHAMED e
ALSADON, 2010; RIOS, 2014; SILVA et al., 2014), corroborando com os dados deste
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trabalho, tanto em P. guineense (Figura 3B-C, 3J-K e 3R-S) quanto para P. guajava
(Figuras 5B- C, 5F-G e 5J-K). De acordo com Khan et al. (2003), a forma eliptica €
caracteristica de estdbmato funcional,enquanto que a forma arredondada esta frequentemente
associada com estdmatos que ndo funcionam normalmente. Em folhas de Annona glabra
cultivadas no sistema convencional, 0s estbmatos permaneceram abertos apds a remocéao da
tampa do recipiente de cultura, enquanto que os estdbmatos presentes nas folhas que se
desenvolveram sob a ventilacdo natural fecharam rapidamente quando exposto ao ambiente
ex vitro, com reduzida humidade relativa, o que indica que as plantas dos sistemas
convencionais podem ter problemas que modulam a perda de agua durante a aclimatizacdo
devido aos estomatos disfuncionais (DECCETTI et al., 2008). Segundo SCHMILDT et al.
(2015), em sistemas de propagacédo in vitro com ventilacdo, a circulacdo do ar em torno das
folhas dos explantes podem tornar os estdmatos mais sensiveis a umidade relativa do ar e
quando transferidas para condicGes ex vitro, estes podem abrir e fechar de forma mais
eficiente e evitar a perda de agua em comparacdo com mudas cultivadas em recipientes
fechados. Assim, o aumento da disponibilidade de trocas gasosas melhora a capacidade de
regulacdo da perda de &gua, favorecendo sua sobrevivéncia e o crescimento apds a
transferéncia para condicdes ex vitro (DECCETTI et al., 2008).

O acumulo de umidade relativa e altas concentracdes de etileno no recipiente de
cultivo podem ter promovido nas plantas da cv. GP, um maior indice estomatico em ambas
as superficies foliares, menor deposi¢cdo de cuticula e desenvolvimento de estdmatos
anormais, podendo ter contribuido com a maior taxa de mortalidade observada no presente
trabalho durante a aclimatizacdo. Dessa forma, a funcionalidade aprimorada dos estomatos
sob ventilacdo natural pode prevenir ressecamento excessivo das plantas micropropagadas
apOs o transplante, aumentando as chances de sobrevivéncia no ambiente natural
(DECCETTI et al., 2008).

O uso de tampas com membranas permeaveis a gases tem efeito positivo durante a
aclimatizacdo das plantas ex vitro, aumentando a taxa de sobrevivéncia (ALVAREZ et al.,
2012), devido ao estimulo da capacidade fotossintética das plantas (KOZAI, 2010; XIAO et
al., 2011; ALVAREZ et al., 2012).

No sistema convencional de propagacdo in vitro, podem ocorrer elevadas taxas de
mortalidade das plantas durante a fase de aclimatizacdo (PINHEIRO, 2014), como
observado no presente trabalho para as plantas da cv. GP. No entanto, 0 acesso Y93 obteve

100% de sobrevivéncia das plantas nestas condigdes de cultivo, podendo esta relacionado a
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ganhos morfofisioldgicos no periodo de transferéncia das condi¢des in vitro para ex vitro no

processo de aclimatizagdo, embora tenha interferido no seu posterior crescimento.

5. CONCLUSOES

1. Os diferentes niveis de trocas gasosas entre o ambiente interno e externo do
recipiente de cultivo influenciam no crescimento e nas caracteristicas
morfofisioldgicas, anatbmicas e histoquimica de plantas de Psidium spp. crescidas
in vitro e na capacidade de adaptacdo as condigdes ex vitro no processo de
aclimatizacao;

2. O sistema de propagagédo in vitro convencional SM, interfere negativamente nas
caracteristicas de crescimento, morfofisiologicas, anatémicas, histoquimica e nas
taxas de sobrevivéncia ainda in vitro e no processo de aclimatizagdo das plantulas
de P. guineense (acessos Y93, Y95, Y97) e de P. guajava (cv. GP), demonstrando
alta sensibilidade a estas condi¢des de cultivo, sendo o grau de sensibilidade
gendtipo/dependente;

3. O crescimento em funcdo das TTCOzde 21 e 25 uL L™ s no ambiente de cultura in
vitro é dependente da caracteristica a ser avaliada, da espécie e do gendtipo dentro
da mesma espécie;

4. A utilizacdo de membranas permeaveis a gases com TTCO, de 25 puL L™ é indicada
para o crescimento e desenvolvimento de protocolos de propagacdo in vitro de P.
guineense (acessos Y93, Y95, Y97) e de P. guajava (cv. GP) para usos futuros em

trabalhos de melhoramento genético dessas espécies.
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Micropropagacéo de Psidium guineense Sw. utilizando diferentes tipos de explantes de

plantulas germinadas in vitro

RESUMO. A cultura de tecidos é uma técnica viavel na determinacdo de protocolos de
propagacgdo in vitro de espécies de dificil multiplicacdo pelos métodos convencionais de
propagacdo. Assim, objetivou-se com este trabalho estabelecer um protocolo de
micropropagacao de P. guineense, utilizando diferentes explantes de plantulas germinadas in
vitro. Foram desenvolvidos 0s seguintes experimentos: 1) rizogénese, a partir de explantes de
parte aérea, induzidos em diferentes concentracdes de AIB (0; 2,46; 4,92 e 9,84 uM); 2)
multiplicacdo in vitro a partir de explantes caulinares; 3) multiplicacdo in vitro a partir de
segmentos apicais e nodais; e 4) organogénese de segmentos foliares e internodais. Para
inducdo das brotagdes, foram utilizadas diferentes concentrac6es de BA (0,0; 2,2 e 4,44 uM) e
as combinagdes BA + ANA (2,22 uM BA + 0,054 uM ANA e 4,44 uM BA + 0,054 pM
ANA) em meio de cultura JADS. Apo6s 45 dias, avaliou-se enraizamento (%), numero de
raizes (NR), nimero de brotacdes por explante (NB), comprimento de brota¢es (CP) e massa
fresca (MF) e seca (MS) de brotacdes. Houve enraizamento em todos os tratamentos de
rizogénese e o maior NR ocorreu a 0,00 AIB. Observou-se maior NB a 2,22 e 4,44 uM de BA
em segmentos caulinares. Houve interacdo para NB e MF entre os dois fatores no
experimento 3. Maior NB e MF foram observados em segmentos nodais a 0,0 BA e a 0,00 e
4,44 uM de BA, respectivamente. Em segmentos apicais, as melhores médias de NB foram
observadas com adicdo de fitorreguladores. Para os segmentos foliares e internodais, néo
houve organogénese em nenhum dos tratamentos. Os brotos obtidos foram alongados,
enraizados e aclimatizados com 100% de sobrevivéncia. Portanto, este trabalho representa o
primeiro protocolo de propagacéo in vitro de P. guineense a partir de segmentos caulinares,
apicais e nodais.

Palavras-chave: Araca, Propagacdo in vitro, Multiplicacdo gemas axilares, Organogénese,
Rizogénese, Fitorreguladores.

Micropropagation of Psidium guineense Swartz using different types of
explants from in vitro germinated seedlings

ABSTRACT. Tissue culture is a viable technique for the determination of in vitro
propagation protocols of species hard multiplication by conventional methods of propagation.
Thus, the aim of this study was to establish a protocol for micropropagation of P. guineense
using different explants from in vitro germinated seedlings. The following experiments were
carry out: 1) rhizogenesis, from shoot explants induced in different concentrations of IBA (0;
2.46; 4.92 and 9.84 uM); 2) in vitro multiplication from stem explants; 3) in vitro
multiplication from apical and nodal segments; and 4) organogenesis of leaf and internodal
segments. For induction of the shoots, were used different concentrations of BA (0.0, 2.2 and
4.44 uM) and BA + ANA combinations (2.22 uM BA + 0.054 uM ANA and 4.44 uM BA +
0.054 uM ANA) in the JADS’s culture medium. After 45 days, was evaluated rooting (%),
number of roots (NR), shoots number per explant (SN), length of shoots (LS) and fresh matter
(FM) and dry (MD) of shoots. There was rooting in all treatments of rhizogenesis and the
largest NR was observed in the treatment 0.00 of IBA. The rate higher SN was found in the
2.22 and 4.44 uM of BA in stem segments. There was interaction for SN and FM between the
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two factors in the experiment 3. Higher SN and FM were observed in the nodal segments
when cultured in medium with 0,0 BA and 0.00 and 4.44 mM of BA, respectively. In apical
segments, the best averages of SN were observed with addition of plant hormones. For leaf
and internodal segments, no organogenesis was observed in any of the treatments. The shoots
obtained were elongated, rooted and acclimatized with 100% survival. So, this work is the
first protocol on the in vitro propagation of P. guineense from stem segments, apical and
nodal.

Keywords: Strawbarry guava, In vitro propagation, Multiplication axillary buds,
Organogenesis, Rhizogenesis, Growth regulators.

1.INTRODUCAO

A cultura de tecidos € uma técnica importante que pode ser utilizada na determinacgéo
de protocolos de propagacdo in vitro de espécies nativas passiveis de extincdo (THAKUR e
KARNOSY, 2007) e aos gendtipos considerados de dificil multiplicacdo pelos métodos
convencionais de propagacao vegetativa (PELEGRINI et al., 2011), a exemplo do aracazeiro
(Psidium spp.) (NACHTIGAL et al., 1994), uma vez que esta técnica possibilita a rapida
multiplicacdo a partir de um Unico individuo, com alta fidelidade genética, em qualquer época
do ano, em tempo e espaco fisico reduzido e com maior controle sobre a sanidade do material
propagado (THAKUR e KARNOSY, 2007; GEORGE, 2008). Além disso, esta técnica pode
acelerar os trabalhos de melhoramento pela multiplicacdo de clones e pode atuar como base
para outras técnicas biotecnoldgicas, como a transformacdo genética e a producdo de
metabolitos secundarios (OLIVEIRA et al., 2013).

A micropropagacao das espécies florestais brasileiras tem sido realizada basicamente
utilizando-se propéagulos provenientes de sementes germinadas in vitro, dada a dificuldade em
se obter material de plantas adultas, livre de microrganismos e de serem responsivas a
propagacdo em condigdes controladas (OLIVEIRA et al., 2013). Além da vantagem da
obtencdo de tecidos menos contaminados, a utilizagdo de material juvenil ja estabelecido in
vitro pode ser vantajosa, pois estes tecidos sdo mais responsivos a aplicagdo de
fitorreguladores (SOUZA et al., 2011). E, potencialmente, podem originar explantes com
elevada capacidade de desenvolvimento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998), logo, esse
tipo de explante pode orientar e auxiliar a elaboracdo de protocolos para posterior aplicagao
em tecidos de plantas adultas (SOUZA et al., 2011).

A micropropagacédo in vitro pode ser realizada via proliferacdo de gemas axilares,
organogénese adventicia e embriogénese somatica (XAVIER et al., 2013). Porém, para
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espécies florestais tem sido utilizada com mais frequéncia a partir de gemas axilares pela
maior facilidade, e em menor expresséo por organogénese.

A organogénese corresponde a inducdo de formacdo de gemas adventicias diretamente
sobre o explante ou calo (direta ou indireta, respectivamente), mediante a desdiferenciacdo e
rediferenciacdo celular, levando a formacdo de uma planta completa a partir da atividade
meristematica em células maduras diferenciadas (XAVIER et al., 2013).

Diversas partes da planta-matriz podem ser utilizadas como fonte de explantes para a
regeneracdo in vitro, como segmentos nodais, apices caulinares, discos foliares (LUCIANI et
al., 2006; CAMPOS et al., 2007), segmentos caulinares, dentre outros. No entanto, 0 sucesso
na determinacdo de protocolos de propagacdo in vitro e o melhor tipo de explante a ser
utilizado depende de varios fatores intrinsecos ao material propagativo e ao processo, como
gendtipo, posicao dos explantes, balanco quantitativo dos reguladores vegetais (COSTA et al.,
2006), além de outros fatores.

A morfogénese in vitro € altamente dependente da interacdo entre as substancias de
crescimento que ocorrem naturalmente na planta (horménios) e os analogos sintéticos
(reguladores de crescimento), os quais sdo adicionados ao meio de cultura (GEORGE, 2008),
COMo as auxinas e as citocininas.

As citocininas sdo indispensaveis para a inducdo da proliferacdo de gemas axilares,
sendo o tipo de citocinina e sua concentracdo os fatores que mais influenciam o sucesso da
multiplicacdo in vitro (BRONDANI et al., 2009), assim como na inducdo de gemas
adventicias. O 6-benziladenina (BA) corresponde a citocinina mais utilizada nos trabalhos de
micropropagacao de espécies de Myrtaceae (MOHAMED-YASSEEN et al., 1995; SINGH et
al., 2002; SHAH et al., 2008; SOUZA et al., 2007; RAI et al., 2009; SOUZA et al., 2011;
USMAN et al.,, 2012), podendo ser atribuido a capacidade de tecidos vegetais para
metabolizar BA mais facilmente de que outros reguladores de crescimento sintético ou a
capacidade de BA para induzir a producéo de horménios naturais, tal como zeatina, dentro dos
tecidos (MALIK et al.,, 2005). Além disso, faz-se 0 uso da a¢do combinada de BA com
pequenas concentragdes de ANA (acido naftalenoacético), como por exemplo na
micropropagacdo de P. guajava (RAI et al., 2009; LIU e YANG, 2011), Ocimum canum
(SAHA et al., 2014) e de Origanum vulgare (OANA et al., 2008).

Um outro fator importante na micropropagacdo de espécies florestais lenhosas é a
rizogénese, que consiste no desenvolvimento de raizes adventicias nas partes aéreas,

possibilitando o transplantio para o ambiente ex vitro (SOUZA e PEREIRA, 2007). A
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aplicacdo exdgena de auxinas no meio de cultura sinaliza as células responsivas, simulando o
mecanismo hormonal natural das plantas inteiras (SILVA et al., 2007). Em geral, o tipo e
concentracdo de auxina sdo as varidveis que mais influenciam o enraizamento, sendo as
respostas dependentes do material genético (OLIVEIRA et al., 2013). Dentre as auxinas, 0
acido indolbutirico (AIB) tem sido muito utilizado em razdo da baixa fitotoxicidade aos
explantes, proporcionando resultados positivos ao enraizamento in vitro, como reportado em
especies da familia Myrtaceae (SINGH et al., 2002; NASCIMENTO et al 2008; SHAH, et al.,
2008; Rai et al., 2009). Entretanto, até o presente momento, ndo existem referéncias de
pesquisas realizadas com propagacdo in vitro de aracd, espécie frutiferas que vem sendo
utilizada de forma extrativista pelas populagdes locais em seus ambientes de ocorréncia
natural e apresenta potencial de usos para diversos fins (SILVA et al., 2003; GONZALEZ et
al., 2005; HAMINIUK et al., 2011; PESSANHA et al., 2011; FERNANDES et. al., 2012;
BALISTEIRO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et. al., 2014). Porém, esta
espécie estd em risco de perda de sua diversidade genética devido aos constantes
desmatamentos em suas areas de ocorréncia natural.

Neste contexto, a relevancia desses aspectos demonstra a necessidade urgente do
estabelecimento de programas voltados a sua conservagao, assim como aumentam a
necessidade de pesquisas com alternativas de propagacdo. Assim, objetivou-se com este
trabalho estabelecer um protocolo de micropropagacéo de P. guineense, utilizando diferentes

tipos de explantes de plantulas assépticas germinadas in vitro.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local da realizacao do experimento, germinacao e desenvolvimento de plantulas

O trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos Il do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) da Universidade Federal de Vigosa
(UFV), Vicosa, MG.

Para a instalacdo do experimento utilizou-se sementes do acesso de aragca Y97
(Psidium guineense Swartz), pertencente ao Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da
Universidade do Estado da Bahia (UNEB), Juazeiro-BA.

Inicialmente, em camara de fluxo laminar, as sementes foram desinfestadas em etanol

0) u inuto, ui i 3 ucé i i odi i
70% por um minuto, sequido da imersdao em solucdo de hipoclorito de soédio comercial
108



(NaOCl) a 1,25% de cloro ativo (Super Globo®, Rio de Janeiro, Brasil) por 15 minutos. Em
seguida, foram enxaguadas por trés vezes consecutivas em &gua destilada e autoclavada. Apos
a desinfestacdo, 200 sementes foram inoculadas em frascos de 250 mL, vedados com tampas
rigidas (dez sementes por frasco), contendo dois discos de papel Germitest® reduzidos ao
tamanho do didmetro do fundo do frasco, umedecidos com 5 mL de &gua destilada,
previamente autoclavados. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia a 30 pmol m s [quantificada por
radiometro (LI-COR®, LI-250A Light Meter) e fornecida por duas lampadas fluorescentes
(Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil), até a completa germinacao (60 dias).

Apo6s a germinacdo, as plantulas foram transferidas para frascos com capacidade de
350 mL, contendo 60 mL de meio de cultura JADS (CORREIA, et al., 1995), suplementado
com 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mgL™ de PVP (polivinilpirrolidona), 30 g L™ de
sacarose e 6 g L™ de agar (Merck®, Alemanha). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7
+ 0,01 antes da adicdo do agar e, em seguida, autoclavado a 121 °C, 1,1 Pa por 20 min, antes
da inoculacdo das plantulas.

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (TRP) com dois
orificios (10 mm cada) cobertos com membranas de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045 Air Vent)
(taxa de troca de CO,: 25 pL L™s™) e vedados com filme pléstico transparente de cloreto de
polivinil (PVC) (Goodyear, Sdo Paulo, Brazil). Estes frascos foram mantidos em sala de
crescimento por 90 e 110 dias para o crescimento das plantas, nas mesmas condigdes citadas
acima para germinacao.

O meio de cultura e o sistema de vedacdo (trocas gasosas) dos frascos foram
previamente determinados para o desenvolvimento de protocolos de propagagao in vitro de P.
guineense (dados ainda ndo publicados).

2.2. Tipo de explante para indugdo de rizogénese e brotagdes

Apos 90 e 110 dias de crescimento in vitro das plantas de P. guineense, em camara de
fluxo laminar, sob condic¢des assépticas, foram extraidos os explantes para inducdo das fases
de rizogénese, multiplicagdo e organogénese.

Foram realizados quatro experimentos, um para determinacdo prévia da rizogénese
adventicia a partir de plantas crescidas in vitro por 90 dias e trés experimentos para indugéo

de brotacgdes, com as plantas crescidas por 110 dias in vitro, utilizando segmentos caulinares
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na multiplicacdo in vitro, em meio de cultura liquido; segmentos nodais e apicais na inducdo
de brotacdes e segmentos internodais e se¢6es de folhas na indugéo de organogénese, ambos

0s experimentos em meio de cultura semi-solido.
2.3. Meio de cultura

Todos os experimentos foram conduzidos em meio de cultura JADS, suplementado
com 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L™ de PVP, 30 g L™ de sacarose e 6 g L™ de 4gar,
exceto para 0 meio de cultura liquido, que ndo foi adicionado &gar. Para inducdo de raizes
adventicias foram adicionados ao meio de cultura diferentes concentracdes de AIB (0; 2,46;
4,92 e 9,84 uM) e distribuidos 60 mL em frascos de 350 mL, com seus respectivos
tratamentos. Na inducdo de brotacbes foram adicionados aos meios de cultura diferentes
concentrag0es de BA (6-benziladenina), de forma isolada (0,0; 2,22 e 4,44 yM) e em
associacao com ANA (&cido a-naftalenoacético) (2,22 uM de BA + 0,054 uM de ANA e 4,44
UM de BA + 0,054 uM de ANA) e distribuidos 10 mL em frasco Erlenmeyer de 250 mL
(Vidrolabor, Paulinia, Brazil) para o meio liquido. Os meios semi-solidos foram distribuidos
25 mL em placas de Petri estéril de poliestireno cristal (90 x 15 mm; J. Prolab, Brasil) e 60
mL em frascos de vidro com capacidade para 350 mL, nos seus respectivos tratamentos. O pH
de todos os meios de cultura foram ajustados para 5,7 + 0,01 antes da adi¢cdo do &gar para 0s

meios semi-solidos e em seguida vedados e autoclavados a 121 °C, 1,1 Pa por 20 min.
2.4. Experimento 1: Inducdo de rizogénese

Plantas crescidas in vitro, aos 90 dias de cultivo, tiveram suas raizes excisadas e parte
aérea inoculadas em frascos com o meio de cultura JADS, contendo diferentes concentraces
de AIB (0; 2,46; 4,92 e 9,84 uM). Os frascos foram vedados com tampas rigidas de
polipropileno (TRP) com dois orificios (10 mm cada) cobertos com membranas de 0,45 um
(MilliSeal® AVS-045 Air Vent) (taxa de troca de CO,: 25 uL L™ s™) e vedados com filme

plastico transparente PVC. Estes frascos foram mantidos em sala de crescimento por 45 dias.

2.5. Experimento 2: Multiplicacéo in vitro utilizando explante caulinar em meio de

cultura liquido
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Na inducéo da multiplicacdo in vitro em meio de cultura liquido, segmentos caulinares
com cinco pares de gemas axilares da sec¢cdo mediana das plantas crescidas in vitro por 110
dias foram excisados e inoculados horizontalmente em frasco erlenmeyer de 250 mL,
contendo uma lamina de 10 mL do meio de cultura JADS liquido, suplementado com
diferentes concentracdes de BA (0,0; 2,2 e 4,44 uM) e BA+ANA (2,22 uM de BA + 0,054
UM de ANA e 4,44 uM de BA + 0,054 pM de ANA). Os erlenmeyers foram selados com
filme plastico transparente de PVC, mantidos em mesa agitadora orbital (Tecnal, Piracicaba,

Brazil), a 100 rpm, sob imersao continua e mantidas em sala de crescimento por 45 dias.

2.6. Experimento 3: Multiplicacéo in vitro utilizando explante nodal e apical em meio de

cultura semi-solido

Segmentos nodais e apicais (sem o meristema apical) com aproximadamente 15 mm
de comprimento, um par de gemas axilar, foram excisados e inoculados verticalmente em
frasco com meio de cultura JADS semi-solido, suplementado com diferentes concentracfes de
BA (0,0; 2,2 e 4,44 uM) e BA+ANA (2,22 uM de BA + 0,054 uM de ANA e 4,44 uM de BA
+ 0,054 uM de ANA). Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (TRP)
com dois orificios (10 mm cada) cobertos com membranas de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045
Air Vent) (taxa de troca de CO: 25 uL L™ s™) e vedados com filme plastico transparente de
PVC. Estes frascos foram mantidos em sala de crescimento por 45 dias.

2.7. Experimento 4: Inducéo de organogénese em explantes internodais e seccdes foliares

Para inducdo de organogénese, foram utilizados segmentos internodais de
aproximadamente 10 mm e segmentos da seccdo mediana foliar (= 10 mm?2), extraidas do
segundo par de folhas (do &pice para a base da planta), inoculados em placas de Petri
contendo meio de cultura JADS, suplementado com diferentes concentragdes de BA (0,0; 2,2
e 4,44 uM) e BA+ANA (2,22 uM de BA + 0,054 pM de ANA e 4,44 pM de BA + 0,054 pM
de ANA). Os segmentos internodais foram inoculados de forma horizontal e os segmentos
foliares com a face abaxial para baixo. As placas foram vedadas com filme plastico

transparente de PVC e mantidos em sala de crescimento por 45 dias de cultivo.

As concentracbes de AIB, BA e BA + ANA foram determinadas de acordo com as
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concentragOes utilizadas na propagacdo in vitro de outras espécies da familia Myrtaceae
(MOHAMED-YASSEEN et al., 1995; ALI e LUDDERS, 2001; SINGH et al., 2002; SOUZA
et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; SHAH et al., 2008; BRONDANI et al., 2009; RAI
etal., 2009; LIU e YANG, 2011; SOUZA et al., 2011; USMAN et al., 2012).

2.8. Condic0es de cultivo, avaliacOes e analises estatisticas

Apds a inoculacdo dos explantes em todos os experimentos, as culturas foram

mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25+2 °C, fotoperiodo de 16 h e
irradiancia a 30 pmol m? s™ [quantificada por radiémetro (LI-COR®, LI-250A Light Meter)],
fornecida por duas lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil).
Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados porcentagem de enraizamento e numero de raizes
adventicias para o experimento 1. Para os experimentos 2 e 3 foram avaliados nimero médio
de brotacBes por explante, comprimento medio de brotacdes (cm) e massa fresca e seca de
brotacdes (g).

O delineamento experimental utilizado para todos os experimentos foi o inteiramente
casualizado. Para inducdo de rizogénese foram utilizados quatro tratamentos e quatro
repeticdes, sendo cada repeticdo representada por um frasco com um explante por frasco.

Em relacdo & multiplicagdo in vitro em meio de cultura liquido, foram utilizados cinco
tratamentos e quatro repeticdes, um Erlenmeyer por repeticdo com um explante com cinco
pares de gemas laterais (= 5 cm).

A multiplicacdo in vitro em meio semi-sélido com explantes nodais e apicais, e
indugéo de organogénese com segmentos internodais e secgdes foliares foram arranjados em
esquema fatorial 2 x 5 (2 tipos de explantes e 5 reguladores de crescimento), com quatro
repeticGes. Cada repeticdo foi constituida de um frasco com cinco explantes por frasco e uma
placa de Petri com dez explantes por placa, respectivamente. Os dados foram submetidos a
analise de variancia e as medias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott
a 5 % de probabilidade, utilizando-se o programa estatistico GENES (CRUZ, 2013). Para os
dados de inducéo de rizogénese, foi realizada anélise de regressao para ajustar os modelos aos

dados observados.
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2.9. Alongamento das brotagdes, enraizamento e aclimatizacao

Ap0s 45 dias, as brotacGes obtidas dos experimentos 2, 3 e 4, com tamanho variando
de 1 a 3 cm de comprimento, foram excisadas e inoculadas no meio de cultura JADS semi-
solido, sem adicdo de fitorreguladores, para alongamento e enraizamento, conforme item 2.1.
Apoo6s 60 dias, quando atingiram de 5 a 7 cm de comprimento, foram submetidas a
aclimatizacdo. Nesse processo, as plantas foram transferidas para bandejas plasticas
multicelulares, preenchidas com substrato Plantmax® HT (Eucatex, Brasil), cobertos com uma
camara transparente de polietileno para manter a alta umidade relativa do ar e foram mantidas
em mini-estufa de vidro de aclimatizacdo, com irrigacdo manual didria. Os sacos foram
removidos de forma gradual ao longo de 45 dias, sendo iniciado a partir da segunda semana

de aclimatizacdo das plantas multiplicadas, até a sua completa aclimatizacao.

3. RESULTADOS

3.1. Inducéo de rizogénese

Na inducdo de rizogénese em explantes de parte aérea de plantulas de P. guineense,
houve formacdo de raizes em todas as concentracdes de AIB a partir de oito dias de cultivo
(Figuras 1 e 2), e os valores de porcentagem de enraizamento (Figura 1A) e numero de
brotacdes (Figura 1B) ajustaram-se ao modelo de regressdo quadratico.

Observou-se que 100% dos explantes formaram raizes em todos os tratamentos, exceto
para a concentracdo de 9,84 uM de AIB, onde apenas 75% das plantulas formaram raizes
(FiguralA). Por outro lado, as diferentes concentragcdes de AlIB interferiram negativamente no
namero de raizes adventicias nos explantes de P. guineense, de modo que ao aumentar as
concentracdes de AIB até 4,92 uM, houve uma reducdo gradual no nimero de raizes, sendo
observado maior nimero de raizes adventicias em meio de cultura JADS sem adicdo deste
fitorregulador (Figuras 1B e 2A).

As raizes formadas nos meios de cultura com AIB, apresentaram-se mal formadas e

com menor formacéo de raizes laterais e pelos absorventes (Figura 2B a D).
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Figura 1. Porcentagem de enraizamento (A) e Numero de raizes adventicias (B) emitidas por
explantes de Psidium guineense, aos 45 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura
JADS, suplementado com diferentes concentracfes de AlB.

Figura 2. Rizogénese de parte aérea de plantas de P. guineense aos 45 dias de cultivo in vitro,
em meio de cultura JADS, suplementado com AIB nas concentra¢Ges de 0,0 (A);
2,46 (B); 4,92 (C) e 9,84 uM (D). Barras de 0,5cm.

3.2. Multiplicagdo in vitro de explante caulinar em meio de cultura liquido

Na multiplicacéo in vitro com segmentos caulinares (Figura 5A), houve inducdo de
brotacGes em todas as concentracdes de fitoreguladores (BA e BA+ANA), apds cinco dias de
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inoculacéo, inclusive na auséncia destes (Figuras 3A e 5B-F). Entretanto, a maior formacéo
de brotos foi observada para 2,22 (9,5 brotos) e 4,44 uM de BA (11,5 brotos), ndo havendo
diferencas estatisticas entre estas duas concentracdes de BA (Figuras 3A e 5C-D).

Maior comprimento de brotacGes foi observado com 2,22 uM de BA + 0,054 uM de
ANA (2,18cm), seguido de 4,44 uM de BA (2,08 cm), porém, ndo diferiram estatisticamente
dos demais tratamentos (Figuras 3B e 5D-E). Para massa fresca e seca de brotagdes, maior
acumulo foi observado na concentragéo de 4,44 uM de BA (0,314 e 0,079g, respectivamente),
entretanto, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os tratamentos (Figura 3C-D),

como observado para comprimento de brotagdes.
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Figura 3. Numero de brotagdes (A), Comprimento de brotacGes (B), Massa fresca (C) e seca
(D) de brotagbes em segmentos caulinares de Psidium guineense, aos 45 dias de
cultivo in vitro, em meio de cultura JADS liquido, suplementado com diferentes
concentragfes de BA e BA+ANA. Médias seguidas pela mesma letra, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

3.3. Multiplicagéo in vitro de explante nodal e apical em meio de cultura semi-solido

Conforme os dados apresentados na analise de variancia, observa-se efeito altamente
significativo (p<0,01) para a interacdo entre as concentragdes de fitorreguladores e tipo de
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explante, para as variaveis numero de brotacdes e massa fresca de brotacdes (Tabela 1, Figura
4).

Quando analisada a interacdo, tratamentos (T) dentro de explante (E) (Tabela 1 e
Figura 4), observou-se diferencas significativas apenas para numero de brotacdes para
explante nodal, e para massa fresca de brotacdes, para explante apical.

Por outro lado, quando analisados os explantes (E) dentro dos tratamentos (T) (Tabela
1 e Figura 4), observa-se que houve diferencas significativas apenas a 0,0 BA para nimero de

brotacdes, e a 0,0 BA e 4, 44 uM de BA, para massa fresca de brotacoes.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia do nimero de brotagBes por explante (NB),
comprimento médio de brotacdes (CB), massa fresca (MFB) e seca de brotagdes
(MSB) aos 45 dias de cultivo, em segmentos nodais e apicais de plantas de
Psidium guineense, cultivados em meio de cultura JADS, suplementado com
diferentes concentragdes de BA e BA+ANA (UM).

Quadrados médios

Fonte de variacéo GL

NB CB MFB MSB
Explante (E) 4 0,374* 0,061" 0,002* 0,0003"
Tratamentos (T, em LUM) 1 1,11%* 0,041™ 0,010** 0,0003™
ExT 4 0,315* 0,053"™ 0,002* 0,0003"™
TIE 8 0,345** - 0,002** -
T/Explante Nodal 4 0,625** - 0,001™ -
T/Explante Apical 4 0,065™ - 0,003** -
E/T 5 0,475** - 0,004** -
E/T-0 1 1,62** - 0,012** -
E/T -2,22 BA 1 0,014™ - 0,000™ -
E/T - 4,44 BA 1 0,375™ - 0,005* -
E/T - 2,22 BA + 0,054 ANA 1 0,32"™ - 0,000™ -
E/T - 4,44 BA + 0,054 ANA 1 0,045™ - 0,001"™ -
Residuo 30 0,095 0,025 0,001 0,00013
Média - 1,83 0,8 0,075 0,028
CV (%) - 16,81 20,03 34,79 40,6

™Nao significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro, pelo teste F. * e ** Significativo ao nivel de 5 e 1 % de
probabilidade de erro respectivamente, pelo teste F.

Por outro lado, houve emissdo de brotos em todos os tratamentos de inducdo de
brotacbes para 0os segmentos nodais e apicais apos oito dias de inducdo, porém, o maior
namero de brotacBes (1,9) foi observado em segmentos nodais quando os explantes foram
inoculados em meio de cultura JADS sem adicdo de fotorreguladores, quando comparado aos
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explantes apicais nestas mesmas condicGes de cultivo (1,0) (Figuras 4A e 5G-H). Para os
demais tratamentos ndo houve diferencas estatisticas entre os dois tipos de explantes (Figura
4A).

Os segmentos nodais apresentaram maior numero de brotacGes por explante quando
inoculados em meio de cultura JADS suplementado com 2,22 uM de BA + 0,054 uM de
ANA, porém ndo diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Figura 4A). Em relagdo ao
segmento apical, os maiores numeros de brotacdes foram observados em explantes inoculados
em meio de cultura JADS com adicdo de fitorreguladores (Figura 4A).

O comprimento das brotacdes variou de 0,63 (2,22 uM de BA+0,054 uM de ANA) a
0,92 cm (0,0 uM de BA) para as brota¢des dos segmentos nodais e de 0,65 (4,44 uM de BA+
0,054 uM de ANA) a 1,0 cm (2,22 uM de BA) para os segmentos apicais. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas estatisticas entre as concentracdes de fitorreguladores, tipo de
explante e a interacdo entre os dois fatores (Tabela 1, Figura 4B). Esta mesma tendéncia foi
observada para massa seca de brotac6es (Tabela 1, Figura 4D).

Para massa fresca de brotacfes, os segmentos nodais apresentaram médias superiores
aos segmentos apicais em meio de cultura JADS sem adi¢do de fitorreguladores e com 4,44
UM de BA (Figura 4C). Para os segmentos nodais, maior acimulo de massa fresca foi
observado em meio de cultura sem adicdo de fitorreguladores, ndo havendo diferencas
estatisticas para as médias de massa fresca de brotaces quando adicionado fitorreguladores
ao meio de cultura (Figura 4C). Em relacdo aos segmentos apicais, 0 acimulo de massa fresca

foi semelhante em todos os tratamentos (Figura 4C).
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Figura 4. Numero de brotacGes (A), Comprimento de brotacbes (B), Massa fresca de
brotagdes (C) e Massa seca de brotacbes (D) em segmentos nodais e apicais de P.
guineense, aos 45 dias de cultivo in vitro, em meio de cultura JADS,
suplementado com diferentes concentracdes de BA. Médias seguidas pela mesma
letra maiuscula (tipos de explantes) e mindscula (concentracBes de
fitorreguladores), ndo diferem entre si pelo teste de Scott e Knott a 5% de
probabilidade.

3.4. Inducéo de organogénese em explantes internodais e secgdes foliares

Né&o foram observados regeneracdo de brotos adventicios em segmentos internodais e
seccOes de folhas de P. guineense em nenhum dos tratamentos de inducdo de organogénese
(Figura 51-J).

Observou-se a partir da segunda semana de cultivo, em todos os tratamentos de
indugdo de organogénese, explantes internodais e foliares oxidados, murchos, com pontuacgdes

amareladas e enegrecidas, seguida de senescéncia dos tecidos (Figura 51-J).

3.5. Alongamento das brotacdes, enraizamento e aclimatizacao

Os brotos produzidos nos experimentos 2 e 3, independente da composi¢do do meio de

118



cultura de indugdo de brotacGes, obtiveram iniciagdo de inducéao de raizes a partir de oito dias,
em meio de cultura JADS sem adi¢cdo de auxinas como determinado no experimento 1, e

foram alongadas, enraizadas e aclimatizadas com 100% de sobrevivéncia (Figura 5K-M).
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Figura 5. Micropropagacdo de plantas de P. guineense utilizando diferentes explantes:
segmentos caulinares em meio de cultura JADS liquido na fase inicial de inducdo
(A) e apo6s 45 dias de inducdo com 0,0 uM BA (B); na concentracao de 2,22 uM
BA (C); 4,44 uM BA (D); e em combinacdo com ANA (2,22 uM BA + 0,054 uM
ANA (E) e 4,44 uM BA + 0,054 uM ANA (F); segmentos nodais (G) e apicais
(H) a 0,0 uM BA aos 45 dias de inducdo; organogénese a partir de secgdes
foliares (I) e internodais (J); fase de alongamento (K), enraizamento (L) e
aclimatizacdo (M) das plantulas obtidas dos segmentos caulinares, nodais e
apicais ap0s 45 dias de aclimatizacdo. Barras = 0,5 cm.
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4. DISCUSSAO

O presente trabalho investiga pela primeira vez o potencial morfogénico de diferentes
explantes de pléntulas de P. guineense na determinacdo de protocolos de multiplicagéo in
vitro desta espécie.

A rizogénese in vitro de parte aérea de plantas de P. guineense ocorreu em todas as
concentracdes de AIB, inclusive na sua auséncia, 0 que sugere a existéncia de concentragoes
enddgenas de auxinas suficientes para induzir o enraizamento destes explantes. Resultados
semelhantes tem sido observado no enraizamento de brotos de Bixa orellana (CARVALHO et
al., 2005), Eugenia pyriformis (NASCIMENTO et al., 2008), P. guajava (RAI et al., 2009) e
B. cheilantha (GUTIERREZ et al., 2011). Entretanto, em contraste ao observado no presente
trabalho, para Alibertia edulis (SILVA et al., 2008), Asparagus racemosus (BOPANA e
SAXENA, 2008) e em P. guajava (SHAH, et al., 2008), os niveis endégenos de auxinas ndo
foram suficientes para promover a rizogénese, necessitando da adicdo exogena deste
fitorregulador. Dessa forma, o processo de inducdo e iniciacdo de raizes adventicias é
regulado pela relacdo quantitativa entre os niveis de fitorreguladores (auxina e citocinina) na
planta, sendo esses teores enddgenos variantes para cada genétipo (SOUZA e PEREIRA,
2007).

Maior incremento no namero de raizes em espécies da familia Myrtaceae tem sido
observado em meio de cultura suplementado com 4,92 uM de AIB (SINGH et al., 2002;
NASCIMENTO et al., 2008; RAI et al., 2009), assim como de outras espécies florestais e/ou
medicinais (FERMINO JUNIOR e SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012; SAHA et al., 2014).
No entanto, a utilizacdo de AIB no meio de cultura nas concentracdes testadas, ndo se
mostraram satisfatorias para incremento no nimero de raizes em parte aérea de P. guineense,
visto que o maior numero de raizes foi observado em meio de cultura sem adigdo deste
fitorregulador. O que demonstra que ndo h& necessidade da aplicacdo de fitorménio no
enraizamento de brotacdes de P. guineense, como observado para Salix pseudolasiogyne
(PARK et al., 2008). Este comportamento pode ser atribuido além das concentragdes
enddgenas deste fitorregulador, ao balanco de auxina/citocinina que dependendo da
concentragdo pode inibir, promover ou modificar as diferentes respostas fisiologicas.

A inducdo de brotos de P. guineense, a partir de segmentos caulinares, nodais e
apicais, ocorreu em todas as concentracdes de fitorreguladores utilizadas, inclusive na sua

auséncia, como observado na inducdo de raizes, indicando a existéncia de concentracdes
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enddgenas de citocininas suficientes para a formacéo de brotos. Concentracdes enddgenas de
fitorreguladores estimulando a regeneracgdo in vitro também tem sido reportado para outras
espécies, como em Amburana acreana (FERMINO JUNIOR e SCHERWINSKI-PEREIRA,
2012), Parapiptadenia rigida (KIELSE et al., 2009) Eugenia pyriformis (NASCIMENTO et
al., 2008) e Hancornia speciosa, (SOARES et al., 2007). A formagdo de brotos mesmo nos
explantes inoculados em meio livre de fitorregulador, indica que ndo hé necessidade de uma
fonte exdgena de citocinina para estimular a brotacdo de diferentes explantes (KIELSE et al.,
2009; GANA, 2010). Contudo, no presente trabalho, a adicdo de BA ao meio favoreceu a
formacgdo de maior nimero de brotos em segmento caulinar. Esta mesma tendéncia tem sido
observada na regeneracdo in vitro de outras espécies, utilizando o mesmo tipo de explante
(SOUZA et al., 2007) e outros tipos de explantes (SOARES et al., 2007; RAI et al., 2009;
KIELSE et al., 2009; FERNANDO JUNIOR e SCHERWINSKI-PEREIRA, 2012; USMAN
et al., 2012), dentre outros.

Na multiplicagdo in vitro por meio de segmentos caulinares, em meio de cultura
liquido, e em segmentos nodais e apicais, em meio de cultura semi-sélido, nas diferentes
concentracdes de fitorreguladores, considerando o nimero médio de inducdo de brotacdes por
gema lateral, no melhor tratamento de cada experimento, o numero de brotacdes é
praticamente igual (1,15; 1,07 e 1,0, respectivamente) (Figuras 2 e 3), porém, para
comprimento médio de brotacGes e massa fresca e seca de brotacGes, no meio de cultura
liquido, houve um maior incremento (Figuras 2 e 3). Este maior incremento possivelmente
esteja relacionado a maior oferta de oxigénio nos tecidos vegetais, proporcionado pelo meio
de cultura liquido sob agitacdo continua, mantendo-os em contato direto com o meio,
facilitando assim, a absorc@o de nutrientes e fitormonios, estimulando a indu¢do e um maior
crescimento das brotacbes (MEHROTRA et al., 2007). O mesmo autor relata que nestas
condicBes de cultivo, ocorre uma menor expressdo da atividade de dominéncia apical, que
geralmente leva a inducdo e proliferacdo de numerosas gemas axilares.

Para nosso conhecimento, ndo ha estudos de regeneracdo in vitro de plantas de P.
guineense em meio de cultura liquido. Entretanto, melhorias na propagacdo in vitro neste
sistema de cultivo, também tem sido relatado em outras espécies (KAWIAK et al., 2003;
PIATCZAK et al., 2005, SIMOES et al., 2009). Em segmentos internodais de caule de plantas
de Cleome rosea, Simdes et al. (2009), obtiveram maior nimero de brotagdes/explante em
meio de cultura MS liquido, sob imersdo continua, suplementado com 2,2 uM de BA. No

presente trabalho, as melhores médias para nimero de brotagGes foram observadas com 4,44 e
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2,22 UM de BA. Em segmentos caulinares de Eugenia uniflora, maior nimero de brotacGes
foi observada com 5 e 10 uM de BA, porém, foi utilizado o meio de cultura WPM semi-
solido (SOUZA et al., 2007). Ainda no mesmo trabalho, observou-se que 0 nimero médio de
brotaces por explante caulinares de E. uniflora foi bem menor que o observado no presente
trabalho, de acordo com o numero de gemas laterais utilizadas por explante, demonstrando
que os explantes caulinares de P. guineense foram mais eficientes em meio de cultura liquido
JADS suplementado com menores concentractes de BA (2,2 e 4,44uM).

Para P. guajava, também tem sido observado maior regeneracdo de brotos a 2,22
(ALl e LUDDERS, 2001) e 4,44 uM de BA (MOHAMED-YASSEEN et al., 1995; ALI e
LUDDERS, 2001; RAI et al., 2009). O mesmo sendo observado em outras espécies da familia
Myrtaceae, como em Eugenia pyriformis (NASCIMENTO et al., 2008) e em Myrcianthes
pungens (SOUZA et al., 2011).

Na micropropagagéo in vitro, gemas apicais tendem a apresentar maior capacidade de
crescimento que gemas axilares, devido ao forte efeito da dominancia apical (WENDLING et
al., 2006). Entretanto, no presente trabalho, maiores numeros de brotacdes foram observados
em segmentos nodais.

Diversos estudos tém indicado a eficiéncia do uso de BA na multiplica¢do de brotos a
partir de segmentos nodais (RIBAS et al., 2005; COSTA et al., 2010; SHARMA et al., 2014).
Porém, no presente trabalho, os maiores numeros de brotacdes foram observados em
segmentos nodais sem adi¢do de fitorreguladores. Usman et al. (2012), observaram maior
namero de brotos em segmentos nodais em relacdo aos segmentos apicais apenas quando as
concentrag0es de BA foram inferiores a 6,66 UM de BA. Dessa forma, devem-se testar
concentragdes superiores de BA em segmentos nodais e apicais de P. guineense para verificar
melhor a eficiéncia destes tipos de explantes na multiplicacdo in vitro, em meio de cultura
semi-solido, uma vez que as concentracbes de BA testadas, promoveram incremento no
numero de brotacGes apenas em segmentos apicais, quando comparado ao tratamento sem
fitorreguladores.

BA em associacdo com ANA tem sido utilizada na multiplicacdo in vitro de varias
espéecies (OANA et al., 2008; RAI et al., 2009; LIU e YANG, 2011; SAHA et al., 2014). Em
segmentos nodais de P. guajava, ndo foram observadas diferencas estatisticas entre as médias
de nimero de brotagdes em meio de cultura contendo 4,44 uM de BA e 4,44 uM de BA +
0,54 uM de ANA (LIU e YANG, 2011). Corroborando com os dados do presente trabalho,

gue quando BA esta associado a ANA (2,22 uM de BA+0,054 uM de ANA e 4,44 uM de
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BA+0,054 uM de ANA), ndo foram observadas diferencas estatisticas para nimero de
brotacbes em segmentos nodais e apicais, em comparagdo com os tratamentos de BA de
forma individual (2,22 e 4,44 uM de BA). Porém, para explantes caulinares no presente
trabalho, BA em associacdo com ANA, promoveu reducdo no numero de brotagdes,
apresentando maior nimero de brotagdes nas concentracdes de BA na forma individual (2,22
e 4,44 uM de BA) como observado em P. guajava (RAI et al., 2009) e em Ocimum canum
(SAHA et al., 2014), evidenciando que o efeito sinergistico da combinagdo de BA com ANA
atuou de forma negativa no incremento da regeneracdo de brotos em explantes destas
espécies. Resultados contrarios foram relatados para Origanum vulgare, onde o maior nimero
de brotages foi obtido com a utilizacdo de BA associado a ANA (OANA et al., 2008). Dessa
forma, a responsividade regenerativa é dependente da espécie e/ou gendtipo dentro da mesma
especie.

As auxinas sdo substancias que controlam o crescimento e o alongamento celular, e as
citocininas estimulam a divisdo celular e reduzem a dominancia apical (SOARES et al.,
2007). A associacdo de BA com ANA, a depender das concentragbes, tem como principal
objetivo, promover a inducdo e o alongamento das brota¢6es, aumentando as taxas de plantas
enraizadas e posterior aclimatizagdo em um menor espaco de tempo. Neste trabalho, BA
associado a ANA (2,22 uM de BA+0,054 uM de ANA) promoveu um pequeno incremento
no crescimento das brotacGes de segmentos caulinares e segmentos nodais, porém, ndo diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos. Esta mesma tendéncia foi observada em P. guajava
(LIU e YANG, 2011). Para Ocimum canum, houve reducdo no comprimento das brotacGes
guando BA foi associado a ANA (SAHA et al.,, 2014). O efeito adverso de auxina com
citocinina pode ser devido ao nivel enddgeno de auxinas dentro dos explantes, que alteram a
resposta de crescimento, uma vez que o equilibrio de auxina e citocinina é necessario para o
aparecimento de regeneragio das brotacdes (SKOOG e MILLER, 1957). E sabido que altas
concentragcdes de citocininas podem inibir o crescimento das brotacdes, formando brotos
menores. Fernando Junior e Scherwinski-Pereira (2012), relataram que a maior altura de
brotos, na propagacgédo in vitro de Amburana acreana, foram observados nos tratamentos
isentos de fitorreguladores ou com baixas concentragdes de BA. E, a medida que aumentaram
as concentracbes de BA, houve reducdo no tamanho dos brotos. N6s ndo observamos
diferencas estatisticas para comprimento de brotagdes em nosso trabalho. Entretanto, maior
massa fresca de brotagdes foi observada em segmentos nodais, cultivados em meio de cultura

sem adicdo de fitorreguladores, comparado aos segmentos apicais, provavelmente devido este
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tipo de explante apresentar menor nivel endogeno de citocinina, promovendo um maior
acumulo de biomassa das brotaces.

A organogénese de novo tem sido amplamente aplicada nos processos de multiplicacéo
in vitro (DUCLERCQ et al., 2011), entretanto, no presente trabalho, ndo foram induzidas
brotagOes a partir de organogénese de seccOes foliares e segmentos internodais, devendo-se
desenvolver novas investigagdes. Xavier e Otoni (2009), relataram que o processo de
organogénese in vitro é considerado complexo, com a atuacdo de multiplos fatores externos e
internos, envolvendo interacdo entre fonte de explante, meio de cultura, fatores do ambiente,
acdo de reguladores de crescimento, em particular, auxinas e citocininas, como também da
habilidade dos tecidos em responder a mudancas hormonais durante o periodo de cultivo.

Para nosso conhecimento, este é o primeiro trabalho de micropropagacdo de P.
guineense, com protocolos de propagacdo mais completo, porém, mais pesquisas Sdo
necessarias para melhorar a eficiéncia regenerativa desta espécie, testando outras fontes de
fitorreguladores, outras concentragdes e tipos de citocininas, combinacgdes de citocininas e /ou
com outras auxinas, assim como, outras fases de juvenilidade dos explantes, principalmente
para explantes internodais e foliares.

Em relacdo a fase de aclimatizacdo, o percentual de sobrevivéncia de P. guineense
(100%), aos 45 dias de aclimatizacdo ex vitro, permite inferir que o protocolo de regeneracéao
in vitro estabelecido é eficiente, visto que varias espécies lenhosas tém baixo percentual de

sobrevivéncia, quando transferidas para o ambiente ex vitro (ZIV e CHEN, 2008).

5. CONCLUSOES

1. Na inducdo de rizogénese em explantes de parte aérea de P. guineense, ndo é
necessario a adi¢do de AIB ao meio nutritivo;

2. A propagacdo clonal de P. guineense é possivel através de segmentos caulinares,
nodais e apicais, com e sem adicdo de fitorreguladores;

3. Na regeneracdo in vitro de P. guineense, € indicado a utilizacdo de segmentos nodais,
sem adicéo de fitorreguladores; segmentos apicais com 2,22 UM de BA e segmentos
caulinares com 2,22 e 4,44 uM de BA, sob as condicdes de cultivo testadas;

4. N&o foi possivel a regeneracdo de brotos por organogénese adventicia, a partir de

seccOes foliares e segmentos intermodais, nas condicdes e concentragcOes de
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fitorreguladores testadas, devendo-se avaliar outras condi¢bes de cultivo e
fitorreguladores para possibilitar a multiplicagdo destes tipos de explantes.
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Organogénese in vitro a partir de explantes radiculares de Psidium schenckianum Kiaersk

e P. guineense Sw.

RESUMO - Objetivou-se com este estudo, avaliar a responsividade organogénica de
explantes radiculares de Psidium schenckianum (YO01) e P. guineense (Y40, Y93 e Y97)
inoculados em meio de cultura liquido JADS, com diferentes concentracbes de
fitorreguladores: 6-benziladenina (BA) (0,0; 2,2 e 4,44 uM) e BA + acido a-naftalenoacetico
(ANA) (2,22 uM BA + 0,054 uM ANA e 4,44 uM BA + 0,054 pM ANA). Amostras de
explantes foram coletadas periodicamente e submetidos a microscopia de luz e de varredura.
Apo6s 60 dias de indugdo foram avaliados o numero de brotaces (NB) e a porcentagem de
explantes com brotacdes (PEB). Os brotos foram alongados, enraizados e aclimatizados. Apés
a aclimatizacdo, avaliou-se o nivel de ploidia das plantas regeneradas por citometria de fluxo.
Observou-se regeneracdo de brotos em todos os tratamentos de inducdo para 0s acessos de P.
guineense. O acesso de P. schenckianum ndo formou brotos em nenhuma das condigdes.
Houve variacdo na responsividade organogénica para as concentracdes de fitorreguladores
dentro dos acessos para 0 NB (Y40 e Y93) e para PEB (Y93). O acesso Y93 apresentou as
maiores médias para NB (9,25 e 8,5) e de PEB (61,67 e 56,67%) a 2,2 uM BA e 0,0 BA
respectivamente, ndo havendo diferencgas entre estas concentragfes. Os brotos foram obtidos
por organogénese direta a partir de células do periciclo. As plantas regeneradas foram
aclimatizadas, obtendo-se 100 % de sobrevivéncia e mantiveram a mesma ploidia em relagéo
as plantas oriundas da germinacdo de sementes. Este € o primeiro relato de regeneracéo de P.
guineense a partir de explantes radiculares e constitui-se numa alternativa promissora de
propagacao e clonagem desta espécie para o apoio a futuros trabalhos de melhoramento.

Palavras-chave: Araca, Regeneracdo in vitro, Meio de cultura liquido, Fitorreguladores,
Estabilidade genética

In vitro organogenesis from root explants Psidium schenckianum Kiaersk and P. guineense
Sw.

ABSTRACT - The objective of this study was to evaluate the responsiveness of root
organogenic explants Psidium schenckianum (YO01) and P. guineense (Y40, Y93 and Y97)
inoculated in JADS liquid culture with different concentrations of growth regulators: 6-
benzyladenine (BA) (0.0, 2.2 and 4.44 uM) and BA + a-naphthalene acetic acid (NAA) (2.22
uM BA + 0.054 uM ANA and 4.44 uM BA + 0.054 uM ANA). Explant samples were
collected periodically and submitted to light microscopy and scanning. After 60 days of
induction were assessed the number of shoots (NB) and the percentage of explants with
shoots (PEB). The elongated shoots were rooted and acclimatized. After acclimatization, we
evaluated the genetic stability of the regenerated plants by flow cytometry. It was observed in
all shoot regeneration induction treatment for P. guineense accesses. The access P.
schenckianum not formed shoots in any conditions. There was variation in organogenic
responsiveness to the plant growth regulator concentrations within the access for NB (Y40
and Y93) and PEB (Y93). Access Y93 had the highest averages for NB (9.25 and 8.5) and
PEB (61.67 and 56.67%) to 2.2 uM BA BA and 0.0 respectively, with no difference between
these concentrations. The shoots were obtained by direct organogenesis from pericycle cells.
Regenerated plants were acclimatized to give 100% survival and kept genetic stability
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compared to plants grown from seed germination. This is the first report of P. guineense
regeneration from root explants, and this constitutes a promising alternative propagation and
cloning of this species to support the future work of improvement.

Key words Araca, In vitro regeneration, Liquid culture medium, Growth regulators, Genetic
stability

1. INTRODUCAO

O Brasil é um grande centro de diversidade do género Psidium, podendo ser encontrado
em torno de 60 espécies, das quais 47 sdo endémicas (SOBRAL et al., 2015). Alocados neste
género encontram-se 0s aracas (Psidium spp.), espécies frutiferas, lenhosas, que apresentam
muitas espécies nativas do Brasil, com ampla distribuicdo em todos os biomas brasileiros
(FRANZON et al., 2009; SANTOS et al., 2014).

No bioma Caatinga ocorrem diferentes espécies de aracas silvestres, principalmente em
regibes de maiores altitudes. Santos et al. (2014) constataram a ocorréncia das espécies
Psidium schenckianum Kiarsk., Psidium guineense Swartz. e Psidium grandifolium Mart em
seis municipios do semiarido baiano, com maior frequéncia das duas primeiras.

O P. guineense, sin. P. araca Raddi (SOBRAL et al., 2015), é uma espécie tetraploide
(2n = 44) (HIRANO 1967; EDER-SILVA et al., 2007; SOUZA et al., 2015), nativa do Brasil
(SANTOS et al.,, 2014 e SOBRAL et al., 2015), popularmente conhecida como araca
verdadeiro, aracd do campo, goiabinha selvagem, dentre outras denominacdes. Esta espécie
apresenta um grande potencial de uso, seja em seu consumo in natura ou apos processado pela
inddstria.  Como planta de potencial medicinal tem marcante atividade antimicrobiana
(GONZALEZ et al., 2005; FERNANDES et. al., 2012), farmacoldgica e antibacteriana
(RODRIGUES et al., 2014), antioxidante (HAMINIUK et al., 2011 e BALISTEIRO et al.,
2013), além de possuir grande quantidade de 6leos essenciais (SILVA et al., 2003).

No consumo in natura ou industrializado, o araca pode ser utilizado na forma de sucos,
doces, compotas, geleias, sorvetes, apresentando boas caracteristicas de fruto, como
guantidade de vitamina C (197,98 a 227,04 mg/ 100g polpa) (SANTOS et. al.,, 2014),
superiores aos encontrados em tangerina-murcote (21,47 mg &cido ascérbico.100 mL™ de
suco) e laranja-natal (84,03 mg é4cido ascérbico.100 mL™ de suco) (COUTO e CANNIATTI-
BRAZACA, 2010), consideradas tradicionalmente como ricas em vitamina C. Outra elevada

potencialidade de uso do aracd € como fonte de resisténcia ao nematoide de galha
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(Meloidogyne enterolobii, sin. M. mayaguensis) (PESSANHA et al., 2011), que vem
dizimando os plantios de goiabeira por varias regides do Brasil, seja na transferéncia de genes
de resisténcia ou no uso como porta-enxerto. .

A espécie P. schenckianum, por sua vez, é endémica do Brasil e ocorre de forma
silvestre na regido Nordeste (Bahia, Pernambuco e Ceara) (SOBRAL et al.,, 2015),
principalmente no bioma Caatinga, sendo conhecida popularmente como araca do mato e
pirim. Até o momento, estudos com esta espécie sdo incipientes. Santos et al. (2014)
caracterizaram a diversidade genética de diferentes acessos de aracd e encontraram acessos
com potencial de uso como porta enxerto para goiabeira e boas caracteristicas de fruto, como
acidez titulavel (1,01 a 9,62 g/ 100 mL de suco), solidos soltveis (10,94 a 13,5 °Brix),
vitamina C (132 a 607,2 mg/ 100 g polpa), dentre outras caracteristicas, para uso in natura ou
industrializado. Também foram encontrados acessos resistentes ao Meloidogyne enterolobii
(dados ndo publicados), demonstrando as potencialidades desta espécie para usos futuros em
programas de melhoramento da espécie.

Fontes de resisténcia ao M. enterolobii tem sido encontradas também em outras espécies
de aracd (CARNEIRO et al.,, 2007; ALMEIDA et al., 2009; PESSANHA et al., 2011,
CASTRO et al., 2012; MIRANDA et al., 2012; MARTINS et al., 2013; FREITAS et al., 2013;
SOUZA et al.,, 2014). No entanto, o processo de avaliacdo da reacdo a nematdides é
destrutivo, pois a planta é destruida para se extrair as raizes e, destas, extrair os nematdides
(HUSSEY e BARKER, 1973). Dessa forma, se faz necessario desenvolver protocolos de
propagacao vegetativa das plantas a serem avaliadas em relacdo a resisténcia ao nematoide e,
desse modo, as plantas imunes ou resistentes possam ser selecionadas.

A estaquia tem sido a técnica mais difundida na propagacdo vegetativa. No entanto, essa
técnica é invidvel para clonagem de aracas que apresentam dificuldades no enraizamento,
como observado por Nachtigal et al. (1994). Os aracas sdo propagados principalmente por
sementes (LORENZI et al., 2006), porém a taxa de sucesso € baixa, apresentando germinacgao
desuniforme e alta heterozigosidade entre as progénies, devendo-se buscar novas formas de
propagacao de aragd. Uma alternativa promissora para clonagem de aragé € a propagacédo in
vitro que vem sendo empregada com sucesso para varias espécies frutiferas e florestais na
propagacao clonal e/ou conservacdo de germoplasma como em Erythrina velutina (COSTA et
al., 2010), Eugenia uniflora (PILATTI et al., 2011), Bauhinia cheilantha (GUTIERREZ et al.,
2011), Amburana acreana (FERMINO JUNIOR e PEREIRA, 2012), Amburana cearensis
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(CAMPOS, 2013), Mimosa caesalpiniifolia (BEZERRA et al., 2014), Cassia occidentalis
(NAZ et al. 2015) e Bambusa ventricosa (WElI et al., 2015).

A propagacdo in vitro € um método viavel para ser aplicado em espécies que apresentam
dificuldades pelos métodos convencionais, proporcionando a multiplicacdo em massa de
plantas geneticamente uniformes e formacdo de plantas com melhores condi¢Bes sanitérias
(ERIG e SCHUCH, 2005), assegurando a disponibilidade de material vegetal para os métodos
convencionais de melhoramento.

O processo de regeneracdo de plantas in vitro é complexo e envolve diversos fatores,
como o genotipo, a fonte e as condicdes fisiologicas do explante, a utilizacdo de combinacao
de fitorreguladores de crescimento, o meio de cultura utilizado, as condigfes de cultivo
(LUCIANI et al., 2006), dentre outros fatores.

Dentre as vias morfogénicas in vitro, a organogénese de novo tem sido amplamente
aplicada, constituindo-se num processo complexo com requerimento de hormonios vegetais
(DUCLERCQ et al., 2011), como as auxinas e citocininas. As auxinas e citocininas
desempenham papéis bastante importantes em muitos aspectos de crescimento e
desenvolvimento da planta (SU et al., 2011). As citocininas hormalmente promovem a divisdo
celular e induzem a formacdo de gemas e brotos adventicios, especialmente quando
combinadas com uma auxina (GANA, 2010). No entanto, a concentracao requerida e o tipo de
citocinina diferem de acordo com a espécie e cultivares, em particular (VAN STADEN et al.,
2008). Entre as citocininas, a benziladenina (BA), é a mais utilizada e mais eficiente na
regeneracdo de plantas do género Psidium, em especial a goiabeira (P. guajava) que ja é uma
espécie cultivada comercialmente (SINGH et al., 2002; SHAH et al., 2008; RAI et al., 2009;
USMAN et al., 2012).

Protocolos de propagacéo in vitro de Psidium tem sido estabelecidos para goiabeira a
partir de explantes de hipocétilo (SINGH et al., 2002), de plantulas (SHAH et al., 2008), de
segmentos nodais (RAI et al., 2009; USMAN et al., 2012) e de segmentos apicais (USMAN et
al., 2012). No entanto, para o araga ainda ndo foi desenvolvido nenhum trabalho de
regeneracao in vitro.

Diversos trabalhos de organogénese em segmentos radiculares vém sendo
desenvolvidos com sucesso, como em Melia azedarach (VILA et al., 2005), Passiflora
cincinnata (LOMBARDI et al., 2007) Cleome rosea (SIMOES et al., 2009), Centaurea
ultreiae (MALLON et al., 2011), Passiflora cincinnata e Passiflora edulis (SILVA et al.

2011), Cassia angustifolia (PARVEEN e SHAHZAD 2011), Passiflora edulis (ROCHA et
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al., 2012), Passiflora setacea (VIEIRA et al., 2014), Bixa orellana (CRUZ et al., 2014),
Citrus hystrix (ENG et al., 2015), Psoralea corylifolia (JANI et al., 2015), dentre outros.

Até o momento ndo foi desenvolvido nenhum trabalho de organogénese a partir de
explantes radiculares em espécies do género Psidium, nem mesmo para a goiabeira que é a
cultura de maior importancia econdmica dentro deste género. Assim, o desenvolvimento de
um método eficiente para regeneracéo in vitro de aracgd, utilizando como explantes segmentos
de raiz de material germinado in vitro, pode constituir-se em alternativa viavel de clonagem,
para conservacdo de recursos genéticos, e como técnica de apoio a futuros trabalhos de
melhoramento genético ou mesmo transformacéo genética.

Dado o potencial do araca para estudos de melhoramento genético e a falta de
informacdes na literatura sobre a capacidade de formacéo de brotos in vitro, particularmente a
partir de explantes radiculares, este trabalho teve como objetivo avaliar a responsividade
organogénica de explante de raiz de acessos de aracd das espécies P. guineense e P.
schenckianum do Banco Ativo de Germoplasma da UNEB.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local da realizacdo do experimento, germinacao e desenvolvimento de plantulas

O trabalho foi desenvolvido nos Laboratérios de Cultura de Tecidos 11 do Instituto de
Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria (BIOAGRO) e de Anatomia Vegetal e no Nucleo de
Microscopia e Microanalises da Universidade Federal de Vigosa (UFV).

Para a instalagdo do experimento utilizou-se sementes de quatro acessos de araca das
especies Psidium guineense Swartz (Y40, Y93 e Y97) e Psidium schenckianum Kiaersk
(Y01), coletados em 2010 nos municipios de Campo Formoso, Senhor do Bonfim, Jacobina e
Uaua, respectivamente, no estado da Bahia, e encontram-se armazenados a 10 °C e 40 % de
umidade relativa no Banco Ativo de Germoplasma (BAG) da UNEB, Juazeiro-BA.

Inicialmente, em cdmara de fluxo laminar, as sementes de cada acesso do BAG foram
desinfestadas em etanol 70 % por um minuto, seguido da imerséo em solucdo de hipoclorito
de sédio comercial (NaOCI) a 1,25 % de cloro ativo (Super Globo®, Rio de Janeiro, Brasil)
por 15 minutos. Em seguida, foram enxaguadas por trés consecutivas vezes em agua destilada

e autoclavada. Apds a desinfestacdo, 50 sementes de cada acesso foram transferidas para
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frascos de 250 mL de capacidade, com tampas rigidas (dez sementes por frasco), previamente
autoclavados, contendo dois discos de papel Germitest® reduzidos ao tamanho do didmetro do
fundo do frasco, umedecidos com 5 mL de agua destilada. Os frascos foram mantidos em sala
de crescimento com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h e irradiancia a 30 umol m™
s* [quantificada por radiémetro (LI-COR®, LI-250A Light Meter)] e fornecida por duas
lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil), at¢ a completa
germinacao (60 dias).

Apds a germinacgdo, as plantulas foram transferidas para frascos com capacidade de
350 mL, contendo 60 mL de meio de cultura JADS (CORREIA, et al., 1995) suplementado
com 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L™* de PVP (polivinilpirrolidona), 30 g L™ de
sacarose e 6 g L™ de agar (Merck®, Alemanha). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7
+ 0,01 antes da adicdo do agar e em seguida autoclavado a 121 °C, 1,1 Pa por 20 min, antes
da inoculacdo das plantulas.

Os frascos foram vedados com tampas rigidas de polipropileno (TRP) com dois
orificios (10 mm cada) cobertos com membranas de 0,45 um (MilliSeal® AVS-045 Air Vent)
(taxa de troca de CO,: 25 uL L™ s™) e vedados com filme pléstico transparente de cloreto de
polivinil (PVC) (Goodyear, Sdo Paulo, Brazil). Estes frascos foram mantidos em sala de
crescimento por 110 dias para o crescimento das raizes, nas mesmas condi¢des citadas acima

para germinacao.
2.2. Inducdo da organogénese em explantes radiculares in vitro

Apo6s o crescimento das plantulas (110 dias), em camara de fluxo laminar, sob
condigdes assépticas, segmentos radiculares (com aproximadamente 15 cm de comprimento),
obtidos da regido mediana da raiz principal, foram excisados em torno de 10 mm de
comprimento e usados como explantes. Estes explantes foram cultivados sob imersdo
continua, em frasco Erlenmeyer de 125 mL (Vidrolabor, Paulinia, Brazil), contendo 10 mL de
meio de cultura liquido JADS, suplementado com 100 mg L™ de mio-inositol, 800 mg L™ de
PVP (polivinilpirrolidona), 30 g L™ de sacarose e concentragdes de BA (6-benziladenina), de
forma isolada (0,0; 2,2 e 4,44 uM) e em associacdo com ANA (&cido o-naftalenoacético)
(2,22 uM de BA + 0,054 uM de ANA e 4,44 uM de BA + 0,054 pM de ANA). O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,7 = 0,01 e em seguida autoclavado a 121 °C, 1,1 Pa por 20 min

antes da inoculacdo dos explantes de raiz. Os erlenmeyers foram selados com filme plastico
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transparente de PVC mantidos em mesa agitadora orbital (Tecnal, Piracicaba, Brazil) a 100
rpm em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2 °C, fotoperiodo de 16 h, com
irradiancia de 30 umol m?s™ (quantificada por radiémetro (LI-COR®, LI-250A Light Meter),
fornecida por duas lampadas fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20W, Osram, Brasil) por 90
dias. O surgimento e desenvolvimento das brotagcGes foram acompanhadas com o auxilio de
fotoestereoscdpio (Olympus SZX7) com camera digital acoplada (modelo Olympus EVOLT-
330).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 4 x 5 (acessos x concentracfes de fitormonios) com quatro repeticGes de 15 explantes
de raiz por repeticdo, sendo cada repeticdo representada por um frasco erlenmeyer. Foi
realizada a contagem das brotacfes e porcentagem de explantes com brotacdes aos 60 dias
apos a instalacdo do experimento. Os dados de contagem das brotacGes foram transformados
por Vx+0,5 e os de porcentagem de explantes com brotagdes por arco seno de Vx/100. Em
seguida, submetidos a andlise de variancia e, quando houve significancia, as médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5 % de significancia, utilizando-se
0 programa estatistico GENES (CRUZ, 2013).

2.3. Estudos anatdbmicos da organogénese em explantes radiculares in vitro de Psidium
spp.

A analise estrutural da organogénese de raiz in vitro foi realizada com auxilio da
microscopia de luz e microscopia eletronica de varredura. Para a microscopia de luz, foram
coletadas amostras de explante de raiz periodicamente, nos tempos de 0, 20 e 40 dias apds a
inoculacdo. As amostras foram fixadas em solu¢do de Karnovsky (2,5 % de glutaraldeido e
2,5 % de paraformaldeido em 0,1 M de tampéo cacodilato a pH 7,0) (KARNOVSKY, 1965) e
armazenadas até o processamento das amostras. As amostras foram desidratadas em série
etilica crescente e infiltradas em resina metacrilato (Historesin, Leica Biosystems, Buffalo
Grove, IL). Posteriormente, foram obtidos cortes transversais dos explantes de 7 um de
espessura, utilizando um micrétomo rotativo de avango automatico (RM2155, Leica
Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL). Os cortes foram dispostos em laminas, secos em
temperatura ambiente e em seguida corados com azul de toluidina 0,05 % e pH 4,4 por 15 min
(O’BRIEN et al., 1964).

As laminas foram montadas em resina sintética Permount® e em seguida foram
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capturadas as imagens utilizando um fotomicroscopio Olympus Optical (modelo AX70TRF,
Téquio, Japdo) acoplado a camera digital (Spot Insight Color 3.2.0, Diagnostic Instruments
Inc., USA), do Laboratério de Anatomia Vegetal, da Universidade Federal de Vigosa.

Para as analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV), as amostras de
explante de raiz foram fixadas em Karnovsky (1965), posteriormente desidratadas em série
crescente de acetona, secas em ponto critico com CO, em um Bal-Tec 030, montadas em
stubs e metalizadas com ouro, usando um revestidor de pulverizacdo catédica FDU 010 (Bal-
Tec, Balzers, Liechtenstein). As imagens foram capturadas com auxilio de microscopio
eletronico de varredura (LEO 1430VP, Cambridge, Inglaterra), equipado com camera digital,
no Nucleo de Microscopia e Microanalises da Universidade Federal de Vicosa.

2.4. Alongamento das brotagdes, enraizamento e aclimatizacao

Aos 90 dias em meio de inducdo de organogénese, as brotacfes obtidas dos explantes
de raiz (2 a 3 cm de comprimento) de cada tratamento foram excisadas e inoculadas no meio
de cultura JADS semi-s6lido, com a mesma constituicdo e sob as mesmas condicdes
utilizadas na fase de crescimento das plantulas ap6s a germinacao (item 2.1). Estas brotacdes
foram alongadas, enraizadas e, ap6s 60 dias, quando atingiram de 5 a 7 cm de comprimento,
foram submetidas a aclimatizacdo. Nesse processo, as plantas foram transferidas para copos
plésticos (300 mL), preenchidos com substrato Plantmax® HT (Eucatex, Brasil), cobertos com
sacos transparentes de polietileno para manter a alta umidade relativa do ar e foram mantidas
em mini-estufa de vidro de aclimatizacdo, com irrigacdo manual didria. Os sacos foram
removidos de forma gradual ao longo de 45 dias, sendo iniciado a partir da segunda semana

de aclimatizacédo das plantas regeneradas de raiz até a sua completa aclimatizacao.

2.5. Analises de citometria de fluxo

O nivel de ploidia das células das plantas regeneradas foi analisado por citometria de
fluxo, utilizando amostras foliares dos cinco diferentes tratamentos de inducdo de
organogénese a partir de explantes de raiz (item 2.2.) que apresentaram as melhores respostas
organogeénicas, a depender do acesso. Foram avaliadas 80 % das plantas regeneradas apés a

aclimatizacdo. Como padrdo externo tetrapldide (2C = 4x) de cada acesso foram utilizadas
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amostras de folhas de plantas germinadas in vitro a partir de sementes, dos mesmos acessos
de Psidium spp. em estudo.

Na obtencéo das suspensdes nucleares, seguiu-se as metodologias utilizadas por Costa
et al. (2008) e Coser et al. (2012) com adaptacGes, onde as amostras de folhas jovens dos
acessos de araga e suas respectivas amostras padrées foram coletadas, colocadas em agua
destilada, secas em papel toalha e excisados segmentos foliares de aproximadamente 2 cm?.
Estes segmentos foram colocados em placas de Petri e 0s nucleos extraidos pela técnica de
chopping (GALBRAITH et al., 1983), em 500 pL do tampdo de lise OTTO-I (OTTO, 1990).
As amostras foram incubadas por 3 min e filtradas (filtro 30 pm) em microtubos de 2 mL.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL do mesmo tampdo, para lavagem da placa e
filtrados novamente. As amostras foram centrifugadas por 5 min a 100 g e em seguida
descartado o sobrenadante. O pellet foi resuspendido e incubado em 100 pL do tampédo
OTTO-I por 10 min (ABREU et al., 2008; ROSSI et al., 2008). As suspensdes nucleares
foram coradas com 1,5 mL de tamp&o OTTO-II suplementado com iodeto de propideo (IP)
(OTTO, 1990) e B-mercaptoetanol (2 pL mL™). Apds 20 min, as suspensdes nucleares foram
filtradas (filtro 20 um) em tubos de leitura e mantidas no escuro até 0 momento da leitura. As
suspensbes foram analisadas em citometro de fluxo BD FACSVerse® do Nucleo de
Microscopia e Microanalises/UFV. Os histogramas foram analisados em escala logaritmica,
plotados com ajuda do software FlowJoTree Star Software®.

3. RESULTADOS

3.1. Inducédo da organogénese em explantes radiculares in vitro de Psidium spp.

Segmentos de raizes dos acessos de aragad Y40, Y93 e Y97 de P. guineense e do acesso
Y01 de P. schenckianum foram submetidos ao processo de organogénese in vitro, em meio
liqguido JADS, sob agitacdo orbital continua (100 rpm), suplementado com diferentes
concentragdes de reguladores vegetais (BA e BA + ANA) (Tabela 1).

Pela andlise de variancia, observou-se que ha diferencas significativas entre acessos,
(p<0,05) e ha interacdo entre estes dois fatores, porém ndo houve diferencas significativas

entre os tratamentos (Tabela 1).
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Tabela 1. Resumo da analise de variancia do numero de brotacbes e porcentagem de
explantes com brotagbes (%) aos 60 dias de cultivo, em explantes de raiz de
quatro acessos de araca, trés da espécie Psidium guineense (Y40, Y93 e Y97) e
um da espécie P. schenckianum (YO01), cultivados em meio de cultura JADS,

suplementado com diferentes tratamentos de inducdo de organogénese de raiz.

Fonte de variacao

Quadrados médios

GL N°de brotacbes

% Explantes com brotac6es

Acessos (A) 3 6,14* 0,85*
Tratamentos (T, em uM) 4 1,74ns 0,25ns
AXT 12 1,10** 0,17**
AT 15 2,11** 0,31**
AIT-0 3 3,49** 0,53**
AT -222BA 3 3,91** 0,61**
A/T - 4,44 BA 3 0,97* 0,12"™
A/T - 2,22 BA + 0,054 ANA 3 0,77™ 0,10™
A/T - 4,44 BA + 0,054 ANA 3 1,44** 0,18*
TIA 16 1,26** 0,19**
T/Y01 4 0,00™ 0,00™
T/Y40 4 0,98* 0,12"™
T/Y93 4 3,55** 0,58**
T/Y97 4 0,53"™ 0,07™
Residuo 60 0,32 0,053
Média 1,48 0,333
CV (%) 38,27 69,067

™Nao significativo ao nivel de 5 % probabilidade de erro, pelo teste F. * e ** Significativo ao nivel de 5 e 1 % de

probabilidade de erro respectivamente, pelo teste F.

Foi observada regeneracdo de brotos adventicios e porcentagem de brotos por

explante, em todos os tratamentos de inducdo de organogénese em raiz, para 0s acessos de P.
guineense (Y40, Y93, Y97), ap6s 20 dias de cultura (Figuras 1 e 2C-F). Por outro lado, o

acesso da especie P. schenckianum (Y01) ndo formou brotos em nenhuma das condicGes

(Figuras 1; Tabela 2).
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Figura 1. Namero médio de brotacdes adventicias e percentagens de explantes com brotagdes
em explantes radiculares de acessos de araca da espécie Psidium guineense (Y40,
Y93 e Y97) e P. schenckianum (Y01), aos 60 dias de cultivo. Médias seguidas pela
mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.

O processo organogénico em explantes radiculares dos acessos de P. guineense
ocorreu de forma desuniforme, apresentando no mesmo explante e entre explantes brotos em
diferentes fases de desenvolvimento ao longo de 60 dias de cultivo (dados ndo mostrados).
Esta diferenca também foi observada entre os tratamentos e dentro dos tratamentos de inducao
de organogénese de raiz, assim como entre 0S acessos.

Observou-se a partir da segunda semana de cultivo, explantes radiculares oxidados,
com coloracdo de amarronzada a negra nos acessos de ambas as espécies em todos o0s
tratamentos de inducéo; todavia, essa oxidacdo ndo interferiu nas respostas morfogénicas dos
acessos da espécie P. guineense.

Quando analisada a interacao, acessos (A) dentro de tratamentos (T) (Tabelas. 1 e 2),
observou-se diferencas significativas para nUmero de brotacGes entre todos 0s acessos, exceto
no tratamento 2,22 BA + 0,054 ANA. Em relacdo a porcentagem de explantes com brotacdes,
também houve diferencas significativas nas respostas morfogénicas dos diferentes acessos,
particularmente nos tratamentos 4,44 de BA e 2,22 BA+ 0,054 ANA.

Por outro lado, quando analisados os tratamentos (T) dentro dos acessos (A) (Tabelas.

1 e 2), observou-se diferencas significativas para o nimero de brotacfes somente nos acessos
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Y40 e Y93. O acesso Y93 comportou-se de forma diferente, apresentando as maiores médias
de nimero de brotacGes (9,25 e 8,5) e de porcentagem de explantes com brotagdes (61,67 e
56,67%) quando inoculado em meio de cultura JADS, suplementado com 2,2 uM BA e sem
adicdo de fitorreguladores (0,0 BA) respectivamente. Embora, ndo hajam diferencas
estatisticas entre estes dois tratamentos para este acesso (Tabela 2).

O acesso Y97 comportou-se de forma similar em todos os tratamentos de inducdo de
organogénese em raiz para as duas variaveis analisadas (Tabela 2).

Em relacdo ao acesso Y40, observa-se que suas maiores medias de brotagdes
ocorreram em meio de cultura JADS sem adic¢éo de fitorreguladores e com 4,44 BA + 0,054
ANA, ndo havendo diferencas estatisticas entre esses dois tratamentos (Tabela 2).

O meio de cultura JADS sem suplementacdo de fitorreguladores € o tratamento mais
indicado para inducdo da organogénese de raiz em acessos de araca da espécie P. guineense,
com o acesso Y93 apresentando as melhores médias (Tabela 2), embora este acesso nao tenha
diferido estatisticamente do acesso Y40 (Figura 1).

Tabela 2. Médias do numero de brotagdes e porcentagem de explantes com brotagdes (%) aos
60 dias de cultivo, em explantes de raiz de quatro acessos de araca (Psidium spp.),
cultivados em meio de cultura JADS, suplementado com diferentes tratamentos de
inducdo de organogénese de raiz.

Numero de brotagdes

Fitorreguladores (UM) Y01 Y40 Y93 Y97
0 0,71 (0)Ac 2,17 (4,25)Aa 2,92 (8,50)Aa 1,61 (2,25)Ab
2,22 BA 0,71 (0)Ac 1,46 (2,25)Bb 3,07 (9,25)Aa 1,86 (3,50)Ab
4,44 BA 0,71 (0)Ab 1,53 (2,25)Ba 1,74 (3,75)Ba 0,92 (0,50)Ab
2,22 BA + 0,054 ANA 0,71 (0)Aa 0,99 (0,75)Ba 0,96 (0,50)Ba 1,72 (2,50)Aa
4,44 BA + 0,054 ANA 0,71 (0)Ab 2,14 (4,25)Aa 1,36 (1,50)Ba 1,61 (2,25)Aa
% explantes com brotacOes
Fitorreguladores (UM) Y01 Y40 Y93 Y97
0 0,05(0) Ad 0,56 (28,3) Ab 0,92 (56,66) Aa 0,38 (15,0) Ac
2,22 BA 0,05(0) Ac 0,30 (15,0) Ab 0,97 (61,66) Aa 0,47 (23,33)Ab
4,44 BA 0,05(0) Aa 0,30 (15,0) Aa  0,42(25,00)Ba 0,13 (3,33)Aa
2,22 BA + 0,054 ANA 0,05(0)Aa 0,15(50) Aa  0,16(3,33) Ba 0,42 (16,66)Aa
4,44 BA + 0,054 ANA 0,05(0)Ab 0,56 (28,3) Aa  0,25(10,00)Bb 0,38 (15,00) Aa

Dados originais entre parénteses e dados transformados fora. Médias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna e
minuGscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de probabilidade.
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3.2. Estudos anatomicos da organogénese em explantes de raiz in vitro de Psidium spp.

As analises estruturais demonstraram que os explantes na fase inicial, com o tempo 0
de cultivo (Figura 2 A e B), apresentavam o sistema vascular intacto, sem nenhuma divisédo
celular (Figura 2 B).

Apo6s 20 dias de cultivo em meio de inducdo, foram regenerados brotos por
organogénese direta nos trés acessos de P. guineense, sendo observada uma fissura na
superficie do explante, no local da protrusdo do broto (Figura 2. C).

Nos tratamentos de inducdo de organogénese em raiz, utilizando 2,22 BA + 0,054
ANA e 4,44 BA + 0,054 ANA, observou-se no mesmo explante a formacao de calos oriundos
de ceélulas epidérmicas e o surgimento de brotagdes com primordios foliares (Figura 2. D, E,
F) nos trés acessos de P. guineense, apos 20 dias de cultivo. Porém, os calos ndo originaram
brotacdes, ficaram escurecidos progressivamente (Figura 2. D), oxidaram e senesceram.

Observou-se a presenca de meristemoides (Figura 2 E, F) e de cordes de compostos
fenolicos circundando as brotac6es (Figura 2 F). A proliferacdo dos brotos ocorreu a partir de
células do periciclo e células associadas ao tecido vascular (Figura 1. F), mantendo a conexdo
com o tecido vascular do explante (Figura 2 F), de forma consistente com o padrdo de
regeneracdo organogénica. Apo6s 40 dias de cultivo, os brotos regenerados apresentavam
meristemas apicais formados com as folhas totalmente desenvolvidas (Figura2 G, He I).

3.3. Alongamento das brotacdes, enraizamento e aclimatizacao

As brotacdes obtidas a partir de explantes radiculares dos diferentes acessos de araca
(Figura 2 J), iniciaram o enraizamento apés oito dias em meio JADS, atingindo altura média
de 7 cm, aos 60 dias (Figura 2 K), com eficiéncia de enraizamento de 80 % (Figura 2 L).

Observou-se também que ndo houve diferencas no alongamento e enraizamento dos
brotos regenerados, decorrentes da origem dos explantes (tratamentos de fitorreguladores),
sendo mantidos o vigor e o crescimento dos mesmos.

As plantas alongadas e enraizadas dos diferentes tratamentos de indugdo de
organogénese foram aclimatizadas (Figura 2M), obtendo-se 100 % de sobrevivéncia (Figura 2
N), somando no geral 193 plantas, 0,21 brotagdes por explante.
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Figura 2. Organogénese in vitro de explante de raiz do acesso Y93 de P. guineense na fase
inicial de inducdo a 0 de BA (A e B) e inicio de brotacGes apds vinte dias de cultivo
(C), com formacdo de calos e brotos diretos no tratamento de inducéo de 2,22 uM
BA + 0,054 uM ANA (D, E e F), mostrando a conexdo vascular entre o explante e
brotacdo (F); desenvolvimento das brotagdes apds 40 dias de cultivo (G, H e 1);
brotos oriundos dos explantes de raiz ap6s 90 dias (J); fase de alongamento e
enraizamento (K e L) e aclimatizagéo das plantas regeneradas de explantes de raiz
sob 0 meio de inducdo de 0 BA. Sistema vascular (Vs); Calos (Cl); Compostos
fendlicos (Pc) e Domo apical (Ad). Barras de 50 um (B, C, E, F, He I); 500 um (D
eG)e5mm (A J, K L MeN).
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3.4. Analises de citometria de fluxo

Plantas regeneradas (80% das plantas aclimatizadas) foram analisadas por citometria
de fluxo. As suspensdes nucleares obtidas de protocolos adaptados de citometria de fluxo
apresentaram nucleos intactos, isolados e estequiometricamente corados. Os valores de
nacleos analisados foram obtidos de 10.000 eventos para todas as plantas.

Na avaliacdo do nivel da ploidia das plantas regeneradas a partir da organogénese de
raiz, observou-se nos histogramas de citometria de fluxo que as suspensdes nucleares obtidas
de folhas dos acessos de P. guineense, resultaram em picos de leitura da quantidade de DNA
das amostras similares aos seus respectivos padrdes tetraploides, ndo havendo variagdo na
ploidia de DNA das plantas regeneradas dos trés acessos de aracd em nenhum dos tratamentos
(Figura 3).
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Figura 3. Histogramas representativos de citometria de fluxo em escala logaritmica de
nucleos corados com iodeto de propideo obtidos a partir de folhas dos acessos de
Psidium guineense. a) Histograma representativo do padrdo externo tetraploide
germinado in vitro a partir de semente (pico Go\G; canal = 604, 2C = 4x), b)
histograma representativo de plantas regeneradas a partir da organogénese de raiz
(pico Go\G; canal = 609, 2C = 4x) (b).

4. DISCUSSAO

No presente trabalho é relatado pela primeira vez a eficiente regeneracdo adventicia de

plantas de P. guineense a partir de explantes de raizes, em meio de cultura liquido JADS, sob
146



agitacdo continua. A regeneracdo de brotos a partir de explantes radiculares de Bixa orellana
foi relatada em meio de cultura liqguido MS por nosso grupo (CRUZ et al., 2014). Porém, em
meio liquido sob agitacdo continua ocorre maior oferta de oxigénio para os explantes e 0s
mantém em contato direto com o meio, facilitando assim a absorcdo de nutrientes,
estimulando a inducdo e crescimento de brotos (MEHROTRA et al., 2007).

A organogénese in vitro ocorreu em todas as concentragdes de reguladores vegetais
(BA e BA + ANA), inclusive na auséncia destes fitorreguladores, para 0s acessos de araca da
espécie P. guineense. Este comportamento tem sido observado em outros trabalhos de
organogénese em raiz como em Passiflora cincinnata (LOMBARDI et al., 2007), Cleome
rosea (SIMOES et al., 2009), Centaurea ultreiae (MALLON et al., 2011), Passiflora setacea
(VIEIRA et al., 2014) e Citrus hystrix (ENG et al., 2015). Este evento morfogénico pode estar
relacionado a existéncia de concentracGes enddgenas de citocininas, suficientes para induzir
brotages nos explantes radiculares, devendo-se levar em conta que a raiz € um dos sitios de
sintese deste horménio vegetal. Mallén et al. (2011) relacionam este evento a fisiologia do
explante, bem como aos niveis enddgenos de reguladores vegetais.

A desuniformidade observada na responsividade organogénica em explantes
radiculares de P. guineense pode estar diretamente ligada ao fator genético, devido a
variabilidade genética existente entre os acessos de aracd da mesma espécie, assim como
dentro dos acessos. A desuniformidade dentro do acesso pode estar relacionada a posicdo de
onde se extraiu 0 explante. Sugere-se que seja investigado futuramente se ha ocorréncia de
gradientes e conseguintes respostas diferenciais entre as extremiades proximal e distal. Esta
desuniformidade também foi notada na organogénese em segmentos de raizes de Passiflora,
no mesmo explante e entre explantes (LOMBARDI et al., 2007; SILVA et al., 2011; ROCHA
et al., 2012) e entre gendtipos (SILVA et al., 2011). Para Lombardi et al. (2007) a assincronia
da responsividade organogénica no mesmo explante pode ser explicada pelos diferentes
estadios de aquisicdo de competéncia e determinacéo celular do explante.

A oxidacédo e o escurecimento dos explantes de raiz podem ter sido um dos principais
problemas que limitou as respostas organogénicas da espécie P. schenckianum, ndo sendo
controlado pelo PVP adicionado ao meio de cultura onde foram cultivados estes explantes.
Segundo Bezerra et al. (2014) a oxidacdo ocorre em funcdo da liberacdo de compostos
fendlicos in vitro, geralmente devido a danos causados nas células durante a excisdo dos
explantes. Para Bassan et al. (2006), a ocorréncia de compostos fenélicos pode estar ligada a

processos de regulacdo de crescimento, 0s quais, dependendo da concentracdo enddgena no
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tecido, induzem a sintese destes compostos, sendo altamente dependente do gendtipo e do tipo
de explante utilizado.

A exsudacdo de compostos fendlicos € muito comum em espécies de mirtaceas
(FACHINELLO, 2005), e tem limitado o cultivo in vitro de Psidium guajava (LIU e YANG,
2011). Este fenbmeno tem sido observado em varias espécies cultivadas in vitro, como em
Peltophorum dubium (BASSAN et al., 2006), Platanus occidentalis (TAO et al., 2007), Pinus
sylvestris (PIRTTILA et al., 2008) e Phoenix dactylifera (MAZRI; 2014). No processo de
organogénese de P. dactylifera, o escurecimento do tecido dificultou a eficiéncia de
multiplicacdo de brotos e levou a morte do material (MAZRI, 2014), o que pode ter ocorrido
com os explantes radiculares da espécie P. schenckianum neste trabalho.

Outros fatores que podem ter interferido no sucesso da organogénese de explantes
radiculares da espécie P. schenckianum sdo as condicdes de cultivo, como luminosidade, tipo
de meio, tipos e concentracdes de fitorreguladores, dentre outros, devendo ser desenvolvidos
outros trabalhos com esta espécie em outras condi¢oes.

Citocininas sdo necessarias para a manutencédo e diferenciacdo de meristemas apicais
da parte aérea e de raizes (RIEFLER et al., 2006;. PERILLI et al., 2010), mas durante a
organogeénese in vitro, a alta relagdo citocinina/auxina promove tradicionalmente a expresséo
de genes essenciais para a inducdo da formacéo de novo de brotacGes (SU et al., 2011).

O efeito de BA na promocao da diferenciacdo de gemas formadas a partir de explante
de raiz tem sido relatado para véarias espécies de planta, como Melia azedarach (VILA et al.,
2005), Passiflora cincinnata (LOMBARDI et al., 2007), Cleome rosea (SIMOES et al.,
2009), Cassia angustifolia (PARVEEN e SHAHZAD 2011), Passiflora cincinnata e
Passiflora edulis (SILVA et al. 2011), Centaurea ultreiae (MALLON et al. 2011), Passiflora
edulis (ROCHA et al., 2012), Passiflora setacea (VIEIRA et al., 2014), Bixa orellana (CRUZ
et al., 2014) e Citrus hystrix (ENG et al., 2015).

Em araga, a adi¢do de diferentes concentracdes de BA e BA +ANA ao meio de cultura
ndo promoveu aumento no numero de brotagbes e na porcentagem de explantes com
brotacdes em nenhum dos tratamentos para os acessos Y40 e Y93. Lombardi et al. (2007)
reportaram que a eficiéncia da formacao de brotagcdes em explantes de raiz de P. cincinnata
ndo diferiu entre as concentracbes de BA utilizadas, corroborando com os dados desta
pesquisa para estes dois acessos. Em contraste, Perveen e Shahzad (2011) observaram as
melhores médias de numero de brotacBes em explantes radiculares de Albizia lebbeck

utilizando-se o efeito combinado de BA com ANA.
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O acesso Y93 apresentou as maiores médias para numero de brotacfes e porcentagens
de explantes com brotag6es, demonstrando variacdo na responsividade organogénica entre 0s
acessos de aracd da mesma espécie. Fan et al. (2013) observaram respostas diferenciadas para
0 mesmo meio de cultura na propagacdo de Stevia rebaudiana com diversas origens
genéticas, provavelmente devido ao condicionamento genético.

Embora as citocininas sejam conhecidas por influenciar multiplicagdo das brotacdes,
seus efeitos variam consideravelmente de gendtipo para genétipo (MAZRI, 2014), dentro da
mesma espécie, sendo o sucesso da organogénese altamente dependente do gendtipo (JAIN,
2012).

Ainda corroborando com os dados desta pesquisa, Lombardi et al. (2007) e Eng et al.
(2015) observaram os maiores numeros de brotacfes e maiores porcentagens de explantes
com brotacdes na concentracdo de 2,22 UM de BA em explantes de raiz de P. cincinnata e em
C. hystrix, respectivamente. Porém, para o presente trabalho ndo houve diferenca estatistica
entre 0,0 e 2,2 uM de BA para 0 acesso Y93.

Em explantes nodais e/ou explantes apicais de goiabeira as maiores respostas
organogeénicas foram observadas entre 4,44 e 8,88 uM de BA (SINGH et al., 2002;. SHAH et
al., 2008; RAI et al., 2009; USMAM et al., 2012), superior ao observado neste trabalho,
podendo estar relacionado ao tipo de explante utilizado e ao gendétipo. Rai et al. (2009)
observaram que quando BA foi associado com ANA houve redu¢do no nimero de brotagdes
por explantes na regeneracao de brotos de goiabeira (Psidium guajava) a partir de segmentos
nodais, 0 que evidencia que o efeito sinergistico da combinacdo destas fontes de auxina e
citocinina atuam de forma negativa na regeneracdo de brotos de goiabeira, corroborando com
0s resultados desta pesquisa para 0 acesso de araca Y93.

Dessa forma, observa-se que os trés acessos de araca da espécie P. guineense foram
responsivos na regeneracdo de brotos a partir de explantes de raiz, e a responsividade
organogeénica destes acessos foi independente da adi¢do dos fitorreguladores (BA e BA +
ANA) utilizados. Gana (2010) relata que explantes que produzem citocininas suficientes ndo
precisam de citocininas extras para ser adicionado ao meio de cultura, o que pode ter ocorrido
com os explantes de raiz dos acessos de P. guineense.

Brotos formados nas raizes de araca originaram-se de organogénese direta, a partir de
células do periciclo, com uma ligacédo vascular entre o broto e o explante de raiz. Estando de
acordo com o padrdo morfogénico descrito nas espécies de plantas de M. azedarach (VILA et

al., 2005), P. cincinnata (LOMBARDI et al., 2007; SILVA etal., 2011), P. edulis (SILVA et
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al., 2011; ROCHA et al., 2012), B. orelana (CRUZ et al., 2014), P. setacea (VIEIRA et al.,
2014) e em P. corylifolia (JANI et al., 2015). Para Sugimoto et al. (2011), as células do
periciclo sdo consideradas células-tronco distribuidas por todo o sistema vascular da planta e
dependendo do tipo de estimulo hormonal, pode gerar raizes laterais ou novas brotacdes.

Atta et al. (2009) observaram que quando explantes radiculares de Arabidopsis foram
cultivados diretamente em meios de cultura contendo citocininas, células do periciclo foram
capazes de regenerar brotos diretamente nos locais onde raizes laterais deveriam ter sido
iniciado, demonstrando assim o amplo carater pluripotente das células do periciclo.

No que diz respeito ao corddo fendlico observado no processo organogénico de raiz de
araca, Alemanno et al. (2003) em estudos de localizacdo e identificacdo de compostos
fenolicos durante a embriogénese somatica de Theobroma cacao, observaram apos 21 dias de
cultivo em estaminoides, um corddo de taninos nas células situadas ao redor dos nodulos
meristematicos. A sintese destes compostos pode ser devido a desdiferenciacdo celular e/ou
em resposta ao ferimento e estresse induzido pelas condic¢des de cultivo in vitro, e a formacgéo
do corddo fendlico externo funciona como uma barreira quimica de protecdo contra os fatores
inerentes as condicbes de cultivo (ALEMANNO et al., 2003), prejudiciais nos processos de
embriogénese e organogénese.

O alongamento de brotos, enraizamento e aclimatagdo, em algumas espécies, 0
sucesso destas fases depende da suplementacdo com reguladores vegetais, como giberelinas
no alongamento e auxinas no enraizamento dos brotos, em diferentes concentracdes, a
depender da espécie e das condi¢Bes de cultivo. Neste trabalho, foram usados meios livres de
fitorreguladores nestas fases, apresentando resultados positivos, ndo sendo influenciado pelas
condigdes anteriores de regeneracdo dos brotos. Esta mesma tendéncia foi observada em
Phoenix dactylifera L. (MAZRI e MEZIANI, 2013 e MAZRI, 2014).

Em relacdo ao nivel de ploidia dos brotos regenerados, o presente trabalho demonstrou
que a utilizagdo de B-mercaptoetanol como agente antioxidante na coloracdo das suspensoes
nucleares das plantas regeneradas e de seus respectivos padroes, foi extremamente importante
na obtencdo dos histogramas sem efeito dos metabdlitos secundarios.

A analise de citometria de fluxo revelou que as plantas derivadas de sementes, padrdo
tetraploide (2C = 4x) e as plantas regeneradas a partir de explantes radiculares de todos os
tratamentos de indugdo mantiveram o mesmo nivel de ploidia, ndo havendo variagdo na
estabilidade genética dos brotos regenerados. Corroborando com os resultados de Silva et al.

(2011) e Vieira et al. (2014) na inducdo de organogénese em explantes radiculares em
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Passiflora, utilizando BA.

Atta et al. (2009) ressaltam a capacidade das células do periciclo ao serem induzidas
com citocininas a reentrar rapidamente no ciclo celular e ap6s varios ciclos de divisdo manter
a ploidia e a fidelidade genética das plantas regeneradas. Dessa forma, a inducdo de

organogénese direta a partir de células do periciclo impossibilita a variagdo somaclonal.

5. CONCLUSOES

1. Os explantes de raizes dos trés acessos de P. guineense sdo responsivos ao processo
organogénico direto a todos os tratamentos de inducéo utilizados, mantendo o nivel de
ploidia das plantas regeneradas semelhante ao das plantas oriundas de sementes;

2. No geral, foi possivel regenerar 193 plantas de P. guineense, com uma média de 0,21
brotagdes por explante de raiz;

3. Na inducdo de organogénese em explantes de raiz de P. guineense é indicada a
utilizacdo de meios de cultura sem adi¢édo dos fitorregulaodres;

4. As respostas organogénicas se mostraram dependentes da espécie, o que leva-nos a
sugerir que trabalhos futuros a ampliem o nimero de espécies de araca, avaliando-se 0
maximo da diversidade genética em araca, bem como utilizando outras condi¢des de
cultivo e fitorreguladores para otimizacdo de regeneracdo e determinacdo de
protocolos de regeneracdo de plantas de araca;

5. A utilizacdo de explantes radiculares de P. guineense constitui-se numa alternativa
promissora de propagacgdo e clonagem dessa espécie para o apoio a futuros trabalhos

de melhoramento.
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CONCLUSOES GERAIS

1. O crescimento de aracd (acessos Y93, Y95, Y97) e de goiabeira (cv. GP) na
micropropagacao in vitro é um processo extremamente regulado pela composicao do
meio de cultura;

2. Apesar de haver interacdo entre 0s genotipos e meio de cultura para a maioria das
variaveis estudadas, as respostas nao foram genotipos e/ou espécies dependentes, todos
apresentaram maior crescimento no meio de cultura JADS;

3. A constituicdo nutricional do meio de cultura JADS ¢é indicada para o crescimento e
desenvolvimento de protocolos de propagacdo in vitro de P. guineense e P. guajava
para usos futuros em trabalhos de melhoramento genético dessas espécies;

4. Os diferentes niveis de trocas gasosas entre 0 ambiente interno e externo do recipiente
de cultivo influenciam no crescimento e nas caracteristicas morfofisioldgicas,
anatdbmicas e histoquimica de plantas de Psidium spp. crescidas in vitro e na
capacidade de adaptacédo as condi¢Oes ex vitro no processo de aclimatizacao;

5. O sistema de propagacdo in vitro convencional SM, interfere negativamente nas
caracteristicas de crescimento, morfofisiologicas, anatdbmicas, histoquimica e nas taxas
de sobrevivéncia ainda in vitro e no processo de aclimatizagdo das plantulas de P.
guineense (acessos Y93, Y95, Y97) e de P. guajava (cv. GP), demonstrando alta
sensibilidade a estas condicdes de cultivo, sendo o grau de sensibilidade
gendtipo/dependente;

6. O crescimento em funcéo das TTCOzde 21 e 25 pL L™ s™ no ambiente de cultura in
vitro é dependente da caracteristica a ser avaliada, da espécie e do gendétipo dentro da

mesma especie;
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7. A utilizacdo de membranas permedveis a gases com TTCO: de 25 pL L™ é indicada

9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

para o crescimento e desenvolvimento de protocolos de propagacao in vitro de P.
guineense (acessos Y93, Y95, Y97) e de P. guajava (cv. GP) para usos futuros em
trabalhos de melhoramento genético dessas espécies;

Na inducdo de rizogénese em explantes de parte aérea de P. guineense, ndo é
necessario a adi¢do de AIB ao meio nutritivo;

A propagacdo clonal de P. guineense é possivel através de segmentos caulinares,
nodais e apicais, com e sem adicao de fitorreguladores;

Na regeneracao in vitro de P. guineense, € indicado a utilizacdo de segmentos nodais,
sem adicdo de fitorreguladores; segmentos apicais com 2,22 uM de BA e segmentos
caulinares com 2,22 e 4,44 uM de BA, sob as condicdes de cultivo testadas;

N&o foi possivel a regeneracdo de brotos por organogénese adventicia, a partir de
seccOes foliares e segmentos intermodais, nas condicbes e concentragcbes de
fitorreguladores testadas, devendo-se avaliar outras condi¢bes de cultivo e
fitorreguladores para possibilitar a multiplicacdo destes tipos de explantes;

Os explantes de raizes dos trés acessos de P. guineense sdo responsivos ao processo
organogénico direto a todos os tratamentos de inducdo utilizados, mantendo o nivel de
ploidia das plantas regeneradas semelhante ao das plantas oriundas de sementes;

No geral, foi possivel regenerar 193 plantas de P. guineense, com uma média de 0,21
brotacdes por explante de raiz;

Na inducdo de organogénese em explantes de raiz de P. guineense é indicada a
utilizacdo de meios de cultura sem adigéo dos fitorregulaodres;

As respostas organogénicas se mostraram dependentes da espécie, 0 que leva-nos a
sugerir que trabalhos futuros a ampliem o nimero de espécies de aragd, avaliando-se o
méaximo da diversidade genética em aragd, bem como utilizando outras condicGes de
cultivo e fitorreguladores para otimizacdo de regeneracdo e determinagdo de
protocolos de regeneracdo de plantas de aragd;

A utilizagdo de explantes radiculares de P. guineense constitui-se numa alternativa
promissora de propagacao e clonagem dessa espécie para o0 apoio a futuros trabalhos

de melhoramento.
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