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PROPAGACAO IN VITRO E ASPECTOS ANATOMICOS E ULTRAESTRUTURAIS
DA CALOGENESE EM Campomanesia adamantium

RESUMO - Objetivou-se o desenvolvimento de protocolo de propagacao in
vitro de Gabirobeira a partir de segmentos nodais e caracterizar anatbmica e
ultraestruturalmente a calogénese. No primeiro experimento, brotagcdes foram
induzidas in vitro, utilizando-se meio de cultura WPM (Wood Plant Medium) com
diferentes concentra¢ées de 6-benzilaminopurina (0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L?), na
presenca ou nao de radiacdo fotossinteticamente ativa. No segundo experimento,
rizogénese foi induzida utilizando diferentes concentragées (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg
L-1) de &cido indolbutirico (AIB), acido indolacético (AIA) e acido naftalenoacético
(ANA). O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado com 5 repeticbes
(cada repeticdo composta por 3 tubos) nos dois experimentos, sendo para as
brotacdes esquema fatorial 2x5 (dois ambientes e cinco concentracdes). No terceiro
experimento, calos foram induzidos em segmentos nodais utilizando-se diferentes
concentragées (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L) de AIB, AIA, ANA, 2,4-diclorofenoxiaéctico e
Picloram. A concentracdo indicada para inducédo de brotacdes é 1,0 mg L' de BAP
mantida no escuro para que ocorra alongamento. Com os tratamentos testados nao
foi possivel obter protocolo eficiente para rizogénese. Calos foram induzidos em
todas as concentracdes testadas, exceto na testemunha, porém 1,0 mg L de
picloram foi mais eficiente. Através da curva de crescimento do calo juntamente com
as analises histoquimicas e ultraestruturais, € possivel inferir que ao 28° dia os calos
devem ser transferidos para novos meios de cultura, visto que durante este periodo

€ possivel visualizar a formacao de centro meristematico se destacando da periferia.

Palavras-chave: Cerrado, gabiroba, calos, brota¢cdes, rizogénese



PROPAGATION IN VITRO AND ANATOMIC AND ULTRAESTRUCTURAL
ASPECTS OF CALLOGENESIS IN Campomanesia adamantium

SUMMARY - The aim of this work was to obtain protocol for Gabirobeira
propagation in vitro and characterize anatomical and ultrastructure calogenesis. In
the first experiment, shoots were induced in vitro, using culture medium WPM (Wood
Plant Medium) with differents concentrations of 6-benzilaminopurine (0; 0,25; 0,5; 1,0
and 2,0 mg L?), in the influence or not active photosynthetically radiation. In the
second experiment, root formation was induced using different concentration (0; 0,5;
1,0; 1,5 and 2,0 mg L?) of indolbutyric acid (IBA), naphthaleneacetic acid (NAA) and
indoleacetic acid (IAA). The experimental design was completely randomized with 5
repetitions (each replication consisted of three tubes), with the factorial 2x5 for shoot
multiplication (two environments and five concentrations). In the third experiment,
callus were induced in nodal segments using different concentrations (0; 1,0; 2,0 and
4,0 mg L) of IBA, NAA, 1AA, 2,4-diclorofenoxiacetic and Picloram. The concentration
indicated for shoot induction is 1,0 mg L kept in the dark for elongation. On the
rooting experiment was not possible develop protocol for root formation. Callus were
induced in all concentrations, except in the control, but 1,0 mg L de picloram was
more efficient. Through the showth curve of callus anatomic cuts and ultrastructural
analysis, we can infer that after 28 days the callus should be transferred to new
media culture since during it was possible to visualize the formation of meristematic

center highlighting the periphery.

Keywords: Cerrado, gabiroba, callus, shoots, roting



CAPITULO 1 — CONSIDERACOES GERAIS

1.1. Introducéo

O Bioma Cerrado ocupa aproximadamente cerca de 24% do territorio
brasileiro, abrangendo a area do Distrito Federal e outros dez estados, sendo
considerado o segundo maior Bioma brasileiro, e com a maior biodiversidade do
planeta. O crescente desmatamento do Cerrado a partir dos anos 70, principalmente
para a abertura de novas areas para ocupacao agricola e pecuaria, juntamente com
O UusO extrativista das populagbes naturais vem ocasionando um progressivo
esgotamento dos recursos vegetais. A partir de dados sobre a quantidade de
espécies endémicas e porcentagem da sua area natural protegida, este Bioma
passou a ser considerado um dos 25 “Hotspots” de conservagao, pois apresenta
grande quantidade de espécies endémicas e elevada perda de habitat (Myers et al.,
2000).

Nos ultimos anos o governo, através de seus 6rgaos de pesquisa e ensino,
tem analisado o potencial econdmico e conservacionista das espécies nativas do
Cerrado, visando conhecer o comportamento e desenvolvimento das espécies
vegetais para a sua insercéo no mercado consumidor, pela implantacéo de lavouras
comerciais ou renovacao da vegetacao e recuperacdo das areas degradadas (Leite,
2012).

Dentre as frutiferas de importancia econémica do Cerrado destacam-se as
espécies do género Campomanesia, conhecidas popularmente como Gabirobeira,
com cinco espécies nativas deste Bioma. A Gabiroba possui grande aceitacdo
popular, sendo comercializada em feiras e grandes centros urbanos, podendo ser
consumida in natura ou na forma de sucos, licores, sorvetes e geleias (Freitas et al,
2008; Avidos & Ferreira, 2003).

A propagacao da Gabirobeira é realizada através de sementes, no entanto
apesar de apresentarem altas taxas de germinagcdo as sementes sdo intolerantes a
dessecacado e a qualquer armazenamento, sendo classificadas como recalcitrantes
(Melchior et al., 2006; Souza, 2014). Resultados promissores tém sido obtidos
utilizando a cultura de tecidos como alternativa na propagacao em larga escala de

frutiferas do Cerrado (Pinhal et al., 2011), como por exemplo, a maior uniformidade e



velocidade na germinacgéo de Cagaiteira (Eugenia dysenterica DC.) (Martinotto et al.,
2007) e a obtencdo de protocolo completo de micropropagacédo de Goiabeira
(Psidium guajava L.) (Liu & Yang, 2011).

A micropropagacdo, uma das principais técnicas da cultura de tecidos, é
utilizada principalmente para a multiplicacdo rapida de plantas elites livres de
patbgenos. As técnicas de organogénese e embriogénese somaética tem se
destacado quando se visa propagacdo de plantas em larga escala. O processo
organogénico ocorre a partir do surgimento de gemas adventicias em locais
diferentes do curso normal do desenvolvimento de uma planta. J& no processo
embriogénico, sdo formados grandes quantidade de embrides individualizados que
formardo novas plantas. Esses dois processos podem seguir duas vias: direta ou
indireta (com a formacao de calos).

Os calos sado caracterizados por massas de células em divisdo celular e
crescimento desordenado, que apresentam formas e tamanhos variados, as quais
apresentam ou ndo graus de diferenciacdo. Durante o seu desenvolvimento, &
importante identificar, através de analises a nivel celular, fases distintas de
diferenciacdo e crescimento com o intuito de observar possivel potencial
embriogénico ou organogénico.

Varios estudos tém sido realizados visando propagacdo em larga escala de
frutiferas do Cerrado, para serem utilizadas tanto no reflorestamento de areas
degradadas como para a implantacdo de lavouras comerciais (Pinhal et al., 2011).
Porém, sdo poucas pesquisas publicadas com o uso desta técnica para a
propagacao de frutiferas nativas da familia Myrtaceae, e principalmente da espécie
em estudo, reforcando a importancia da obtencdo de informacdes sobre o seu
comportamento in vitro.

Diante do exposto, objetivou-se o desenvolvimento de protocolo de
micropropagagdo de Gabirobeira a partir de segmentos nodais e caracterizar

anatdmica e ultraestruturalmente a calogénese.

1.2. Revisao bibliografica

1.2.1. Caracterizacao botanica



A familia Myrtaceae possui centros de diversidade na Australia, sudoeste da
Asia, América do Sul e com pouca representatividade na Africa e na Europa
(Grattapaglia et al., 2012; Souza & Lorenzi, 2008; Wilson et al., 2001). Segundo
classificagcdo proposta por Wilson et al. (2005), essa familia € dividida em duas
subfamilias, Psiloxyloideae, que compreende somente dois géneros africanos, e
Myrtoideae, que possui distribuicdo pantropical e centros de radiacdo na América do
Sul, compreendendo cerca de 130 géneros e 5600 espécies (Grattapaglia et al.,
2012; Gressler et al., 2006).

Reconhecida como a oitava maior familia de plantas de floracdo, compreende
varios géneros de destaque econdmico e ecoldgico de relevancia mundial, sendo
encontrados em varios “hotspots” de biodiversidade do mundo, incluido o Bioma
Cerrado (Grattapaglia et al. 2012). Dentre esses géneros, destacam-se diversas
frutiferas de importancia econémica, sendo que o plantio em escala comercial ainda
€ incipiente, dependendo de estudos para possivel domesticacao (Souza & Lorenzi,
2008).

O género Campomanesia spp. enquadra-se nessa descricdo, sendo
conhecida 36 espécies que se distribuem na parte tropical e subtropical da América
do Sul (Souza & Lorenzi, 2005; Landrum, 1997). Segundo Forzza (2010), o Brasil
apresenta 31 espécies de Campomanesia, sendo 21 endémicas e 5 nativas para o
bioma Cerrado: C. adamantium, C. eugenioides, C. pubescens, C. pabstiana e C.
sessiliflora.

Conhecida como Gabirobeira e Guabirobeira-do-campo, a espécie C.
adamantium se desenvolve de forma arbustiva, atingindo até 2 metros de altura
(Vallilo et al., 2006). Os seus frutos possuem dimensées de 1 a 3 cm de
comprimento por 2 a 3 cm de diametro, polpa amarelada, suculenta e numerosas
sementes (Avidos & Ferreira, 2003), sendo consumidos in natura, ou na forma de
sucos, doces e sorvetes (Freitas et al, 2008; Avidos & Ferreira, 2003).

Estudos realizados por Vallilo et al. (2006) demonstraram que os frutos
podem ser utilizadas como flavorizantes na indastria de bebidas devido a sua
elevada acidez, presenca de acido ascoérbico, minerais, fibras alimentares e
hidrocarbonetos monoterpénicos. Ja as folhas séo utilizadas na medicina popular
como depurativo, anti-diarréico, anti-reumatico e redutor de colesterol no sangue
(Biavatti et al. 2004) e as raizes também sdo empregadas no tratamento de diabetes
(Coutinho et al., 2008).



Devido a abertura de novas areas para a implantagcdo de novas lavouras a
partir dos anos 70, e 0 constante uso extrativista das populacées naturais, a
Gabirobeira, juntamente com outras espécies nativas do Cerrado, vem sendo
colocadas em risco antes mesmo de serem estudadas por pesquisadores. Avidos &
Ferreira (2003) destacam a importancia de se utilizar essas frutiferas do Cerrado na
protecdo ambiental, enriquecendo a flora de areas mais pobres e recuperando areas
desmatas ou degradadas.

A propagacao da Gabirobeira ocorre pelo do uso de sementes (Lorenzi et al,
2006), no entanto, essas sementes ndo suportam nenhum armazenamento e s&o
intolerantes a dessecacédo (Melchior et al., 2006; Souza, 2014). Sementes que nao
sdo tolerantes a dessecacdo, possuindo periodos de vida limitados no
armazenamento e morrendo devido a secagem, sdo classificadas como
recalcitrantes (Ferreira & Borguetti, 2004).

O uso de estaquia como alternativa para a propagacdo desta espécie nao
obteve resultados satisfatorios. Estudos utilizando reguladores de crescimento no
enraizamento de estacas lenhosas e herbaceas de Gabirobeira obtidas em trés
épocas diferentes demonstram baixos indices de sobrevivéncia evidenciando que a
ocorreu variacdo na sobrevivéncia de acordo com a época de coleta (Mantelli et al.,
2010).

Devido a importancia econdmica e ecoldgica da espécie e os decorrentes
problemas para a propagacao, o cultivo in vitro se torna uma ferramenta Gtil para a
propagacao desta frutifera, podendo fornecer mudas em quantidades suficientes e
com qualidade fitossanitaria que possa atender a demanda do mercado.

1.2.2. Cultura de tecidos de plantas

A cultura de tecidos consiste basicamente no cultivo de células, tecidos e
orgaos vegetais em um meio de cultura com o intuito de obter plantulas seletas e
isentas de patdgenos, reduzindo o periodo de espera para a obtencdo de mudas em
cada geracdo (Torres et al., 1998). E também uma importante ferramenta na
conservacgao in vitro de germoplasmas de espécies ameacadas de extingdo ou que
possuam dificuldade na propagacao sexuada (Pinhal et al., 2011).

Esta técnica € baseada na totipotencialidade celular, onde qualquer célula no

organismo vegetal contém toda a informacdo genética necessaria para a



regeneracdo de uma planta completa (Torres et al., 1998). Cada célula ja
diferenciada pode ser induzida a voltar ao estado meristematico, redefinindo seu
padrdao de diferenciacdo celular podendo desenvolver novos 6rgdos ou individuos
inteiros (Termignoni, 2005).

Para que a célula retorne ao estado meristemético pode ser gerados
estimulos pela presenca de componentes organicos e inorganicos no meio de
cultura que propiciam condi¢cdes necessarias para a diferenciacdo e rediferenciacao
celular e posterior crescimento e estabilizacdo das plantas (Grattapaglia & Machado,
1998). Mas na maioria dos sistemas de culturas de tecidos, a composi¢do de sais e
vitaminas do meio de cultura ndo € suficiente para resultar na desdiferenciacéo
celular, e para que isso ocorra sdo adicionados reguladores de crescimento
sintéticos (Kerbauy, 1999) que reproduzem o que ocorre naturalmente nas plantas.

Dentro da cultura de tecidos ha varias técnicas que podem ser utilizadas para
o cultivo in vitro, dentre elas a morfogénese direta, onde ocorre o desenvolvimento
de novos orgaos diretamente de um explante ou por morfogénese indireta, via calos
(Caldas, 1996).

1.2.2.1 Micropropagacéao

A micropropaga¢do é uma das técnicas de maior aplicacdo na cultura de
tecidos e de maior impacto, pois € possivel a multiplicacao rapida de plantas elites
livres de patdgenos, onde os clones terdo o mesmo material genético da planta méae
(Giri et al., 2004; Sartoretto et al., 2008).

Dois processos de micropropagacao tem se destacado quando o propdésito é
a obtencdo de plantas in vitro em larga escala: organogénese e embriogénese
somatica.

Organogénese se refere ao surgimento de gemas adventicias em locais
diferentes daqueles que se formam no curso normal do desenvolvimento da planta.
Esses tecidos apresentam potencial morfogenético e podem seguir duas vias: direta
ou indireta. Durante a fase indireta, as gemas adventicias se desenvolvem em novas
partes aéreas a partir de células desorganizadas, denominadas calos (Grattapaglia
et al., 1998).

Durante a embriogénese somatica grandes quantidades de embrides

individualizados podem se formar a partir de um explante e germinar regenerando



em novas plantas sem que ocorra fusdo gamética. Este processo também apresenta
dois padrdes basicos: embriogénese somética direta onde os embries somaticos
originam-se diretamente do tecido matriz e a embriogénese somatica indireta, na
qual os embrides se formam a partir de um calo (Grattapaglia et al., 1998).

Segundo Giri et al. (2004), para que o processo de micropropagac¢ao obtenha
sucesso hd um numero de variaveis que devem ser levadas em consideragdo, como
antecedentes genéticos, tipo e idades dos tecidos que serdo utilizados,
componentes nutricionais, reguladores de crescimento e o ambiente de cultivo.

Os reguladores de crescimento séo utilizados na cultura de tecidos para
garantir um nivel de crescimento basico e sdo igualmente importantes para
direcionar a resposta do explante em desenvolvimento, sendo o sinergismo entre
auxina e citocinina determinantes no controle da morfogénese in vitro (Nascimento,
2006). Enquanto uma alta razdo auxina:citocinina estimula a formacdo de raizes,
uma baixa razéo leva a formacao de partes aéreas e em niveis intermediarios, o
tecido cresce como um calo indiferenciado (Taiz & Zeiger, 2013).

O processo de micropropagacédo engloba diferentes estadios. Segundo Pierik
(1990), a fase inicial ou fase 0 corresponde ou tratamento da planta matriz. A fase 1
€ caracterizada pelo isolamento do explante em condicGes assépticas. A fase 2 € a
fase de multiplicacdo, onde se objetiva propagar o material vegetal sem a perda da
estabilidade genética. Na fase 3 ocorre a preparacdo das brotacbes para a
transferéncia ao solo, com a interrupcdo da formacéo dos brotos e o inicio de seu
alongamento. Para a sobrevivéncia da planta, deve-se induzir também durante esta
fase a formacdo de raizes, tanto in vitro quanto in vivo. A Ultima fase é a
transferéncia das plantas do tubo de ensaio para o solo e consequente
aclimatizacao.

Durante a fase de multiplicacéo, séo utilizados segmentos nodais retirados da
planta mée com o intuito de se obter a maior taxa de multiplicacdo em um periodo
reduzido de tempo. Estudos realizados com Eucalyptus spp. demostraram
resultados satisfatérios para a micropropagacdo utilizando BAP  (6-
benzilaminopurina) na multiplicacdo de gemas axilares (Brondani et al., 2009;
Brondani et al.,, 2012). Para o género Campomanesia, brotacbes também foram
obtidas utilizando este mesmo regulador de crescimento para as espécies C.

pubescens e C. xanthocarpa (Campos, 2014; Scutti & Zanette, 2000).



7

Ja a fase de enraizamento é caracterizada pela formacdo de raizes
adventicias geralmente induzidas nas partes aéreas provenientes da multiplicacéo in
vitro, possibilitando o posterior transplantio das plantas para condigcbes ex vitro
(Nascimento, 2006).

Taxas satisfatorias de enraizamento foram obtidas em Metrosideros excelsa
utilizando diferentes fontes de auxina, como AIA (acido indolacético), AIB (acido
indolbutirico) e ANA (&cido naftalenoacético) (lapichino & Aird, 2008). Ja para C.
pubescens apds dois subcultivos, foi possivel obter enraizamento com diferentes
doses de AIB, porém, a partir do oitavo subcultivo ndo foi possivel a obtencdo de
raizes, mesmo utilizando outras fontes de auxina, indicando que explantes juvenis
respondem melhor aos estimulos hormonais in vitro do que os explantes mais

maduros ou envelhecidos (Campos, 2014).

1.2.2.2. Calogénese

Os calos sdo massas de células em crescimento desordenado, que
apresentam formas e tamanhos variados em diferentes graus de diferenciacéo
(Carvalho et al., 2011; Ikeuchi et al., 2013; Termignoni, 2005). Este processo ocorre
devido aos tecidos vegetais possuirem auto grau de plasticidade para a
diferenciacao celular (Ikeuchi et al., 2013).

Dentro da cultura de tecidos, a calogénese é amplamente utilizada como
indicativo das condic6es do meio de cultura que o explante requer para crescer, para
estudar os processos de diferenciacdo e o desenvolvimento das células, estudar
explorar e produzir metabdlitos priméarios e secundarios, obter suspensdes celulares
e alcancar a formacdo de brotac6es multiplas (Landa et al., 2000; Santos et al.,
2010; Siqueira & Inoue, 1992).

Durante a sua formagdo, ha varios fatores que interferem no seu
desenvolvimento, como o orgao fornecedor, o tamanho do explante, a idade e a
época do ano em que este foi seccionado (Cerqueira et al., 2002). Além disso a
composicdo do meio de cultura e a presenca de reguladores de crescimento sao
fatores determinantes no estabelecimento da competéncia e determinacdo destas
células, condicbes necessarias para a formacdo de meristemas caulinares e/ou

radiculares (Kerbauy, 1999).



A formacédo de calos tem sido obtida principalmente através do uso de 2,4-D
(Reis et al., 2007) mas outras auxinas, como o picloram (Titon et al., 2007) e AIB
(Feitosa et al., 2013), também vem sendo utilizado para a obtencdo de calos ou
manutencao de culturas em suspensdes.

Calos também s&o obtidos na interacdo entre auxinas e citocininas. A inducao
de calos em segmentos foliares de Jatropha curcas L. utilizando interacdes entre
diferentes concentracdes de BAP e AIB foi significativo, sendo que a partir desta
formacdo foi possivel a obtencéo de brotos adventicios (Feitosa et al., 2013).

Santos et al. (2008) obtiveram altas taxas de massas celulares em segmentos
nodais e foliares de Coffea canephora “Apoatd” com a utilizacdo de 2,4-D, porém a
interacdo deste com outra auxina (AIB) ndo obteve resultados satisfatorios.

Durante o desenvolvimento dos calos é importante identificar fases distintas
do seu crescimento, identificando o0 momento de repicagem dos mesmos. Se faz
necessario também andlises a nivel celular, no intuito de identificar possivel

potencial embriogénico ou organogénico.

1.2.2.2.1. Curva de crescimento do calo

As caracteristicas apresentadas pelos calos, tanto morfolégicas, bioquimicas
ou ultra-estruturais, podem evidenciar mudancgas que ocorrem nas diferentes fases
do crescimento do calo, fornecendo assim, dados importantes relacionados ao
processo morfogenético in vitro desses tecidos (Vasconcelos et al., 2012).

O indice de divisédo celular dos calos pode elucidar as mudancas fisiol6gicas
das células e auxiliar a otimizacdo de protocolos de regeneracdo e também de
transformacao genética (Santos et al., 2008). A partir da curva de crescimento dos
calos é possivel estabelecer o momento exato da sua repicagem, transportando este
para um novo meio de cultura ou utilizando-o em suspensdes celulares (Soares,
2003).

O crescimento do calo é composto de cinco etapas: 1) Fase lag: se
caracteriza pelo numero estacionario das células, sem qualquer divisdo, sintese de
proteinas e sintese de metabdlitos especificos; 2) Fase exponencial: divisdo celular
acelerada, formando aglomerados composto por mais de dez células; 3) Fase linear:
ocorre reducdo na taxa de divisdo celular; 4) Fase de desaceleracdo progressiva:

ocorre a diminui¢do da divisédo celular e expanséao das ceélulas; 5) Fase estacionaria:



ndo ocorre divisdo celular, sem sintese de biomassa ou aumento no numero de
células (Santos et al., 2008).

A fase de desaceleracdo € ideal para a repicagem dos calos, pois ocorre a
reducdo de nutrientes, secagem do agar e extrusdo de compostos fenélicos no meio
de cultura (Nogueira et al., 2008).

Varios estudos tem demonstrado que os periodos obtidos durante a curva de
crescimento variam de acordo com a espécie e o tecido utilizado. Em trabalhos
envolvendo curva de crescimento de calos obtidos por meio de apices
meristematicos de hibridos de Eucalyptus grandis x Eucalyptus urophylla, Batista
(2012) verificou a ocorréncia da fase lag até o 7° dia de cultivo sendo que a fase
exponencial, quando ocorre mais taxa de multiplicacédo celular, ocorreu até o 49° de
cultivo. Em calos oriundos de segmentos foliares de pinhdo-manso (Jatropha curcas
L.) a fase Lag se estende até o 15° dia de cultivo e a fase de multiplicacdo até o 40°
dia (Feitosa et al., 2013). Porém, esta fase Lag em calos de ipé-branco (Tabebuia
réseo-alba) induzidos em segmentos foliares tem duracdo aproximada de 30 dias e
a fase de maior multiplicacdo ocorre até os 60 dias (Abbade, 2008). Apds a fase
exponencial, ocorre a redugédo de nutrientes no meio de cultura e a extruséo de

compostos fendélicos que causam a oxidacao das massas celulares.

1.2.2.2.2. Anélises microscépicas e ultraestruturais

A andlise ultraestrutural, através da microscopia eletronica de varredura, vem
sendo utilizada em varios estudos de embriogénese somatica e organogénese, com
o intuito de fornecer maiores detalhes da morfologia externa destas células
(Appezzato-da-Gloria & Machado, 2004; Nogueira et al., 2007). E possivel
diferenciar as estruturas formadas, 0 processo de regeneracao e a caracterizagao
dos estagios embriogénicos em globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar
(Nogueira, 2006) sendo possivel verificar também, a formag¢do anormal de embrides
somaticos (Pescador et al., 2008).

Andlises ultraestruturais e histoquimicas séo estratégias para aumentar o
conhecimento sobre o comportamento celular de calos e melhorar a eficiéncia do
processo embriogénico. Células embriogénicas geralmente possuem caracteristicas
comuns entre si. Apresentam rapida divisdo mitotica, tamanho pequeno, citoplasma

denso, nucleo volumoso com nucléolo proeminente, pequeno vacuolo e abundancia
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de graos de amido. Células que apresentam essas caracteristicas apresentam uma
sintese de RNA intensa e alta atividade metabdlica (Stein et al., 2010).

O estudo do desenvolvimento de células ou grupos de células por técnicas
histol6gicas também tem sido utilizado para o entendimento da embriogénese em
varias espécies vegetais (Moura, 2007). A analise histoquimica, com a utilizacdo de
corantes quimicos, possibilita a visualizagdo de algumas -caracteristicas dos
embrides. Com a utilizacdo de lugol, é possivel visualizar a presenca de amido,
indicativo de alto metabolismo celular, e com o azul de toluidina € possivel observar
a formacgéo de parede celular, permitindo a visualizagdo de tecidos do embrido
somatico como meristema fundamental, procambio e protoderme evidenciando a
formacdo normal dos embrides e o seu estadio de desenvolvimento (Fillipi et al.,
2001; Moura, 2007; Padua, 2012).

Stein et al. (2010), analisando calos de Inga vera Willd., observou diferenca
entre as células dos calos de anteras, ovarios, segmentos nodais e folhas através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Apesar dos calos de anteras exibirem
algumas caracteristicas embriogénicas, somente as células do ovario apresentaram
este potencial, apresentando proliferacao celular organizada. Carvalho et al. (2013)
induzindo calos em cotilédones de Passiflora gibertii N. E. Brown. observaram
diferenca ultraestruturais relacionadas com a coloracdo dos calos. Através da MEV,
foi possivel verificar que calos com coloracdo branca e amarelo-escuro possuiam
pequenas células isodiamétricas bem organizadas, indicando possivel potencial
embriogénico.

Através de andlise histoquimica realizadas em embrides somaticos a partir de
inflorescéncias de bananeira, Fillipi et al. (2001) observaram diferentes formacdes
em embrides da mesma cultivar tendo apresentado uma protoderme definida
caracterizada por células justapostas. Em embrides mais desenvolvidos foi possivel
observar faixas pré-cambiais e o0 meristema caulinar. Essa analise tambéem
possibilita a visualizacdo de possiveis falhas durante esse processo, fornecendo

informacgdes importantes sobre o cultivo in vitro.
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1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo geral

Objetivou-se com essa pesquisa desenvolver protocolo de micropropagacao
de Gabirobeira a partir de segmentos nodais e caracterizar anatdbmica e

ultraestruturalmente a calogénese.

1.3.2. Objetivos especificos

- Induzir brotaces em segmentos nodais de Gabirobeira utilizando diferentes doses
do regulador de crescimento 6-benzilaminopurina (BAP);

- Induzir enraizamento em segmentos nodais de Gabirobeira utilizando diferentes
concentracdes e reguladores de crescimento;

- Induzir calogénese em segmentos nodais de Gabirobeira utilizando diferentes
concentracdes de regulador de crescimento e cinco fontes diferentes de auxina;

- Estabelecer a curva de crescimento dos calos de Gabirobeira;

- Caracterizar anatdomica e ultraestruturalmente os calos formados durante a curva

de crescimento.
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CAPITULO 2 — PROPAGACAO IN VITRO DE GABIROBEIRA (Campomanesia

adamantium Camb.)

RESUMO - Objetivou-se obter protocolo de multiplicacdo e rizogénese de
Gabirobeira in vitro, utilizando 6-benzilaminopurina (BAP) na inducao de brotacdes e
acido indolbutirico (AIB), &cido naftalenoacético (ANA) e &acido 3-indolacético (AlA)
para a inducdo de rizogénese. Utilizou-se segmentos nodais provenientes de
plantulas mantidas in vitro ao quarto subcultivo em meio de cultura WPM (Wood
Plant Medium), acrescido de 30 g L de sacarose, 7 g L de agar, 0,9 mM de
polivinilpirrolidona. Para a indugdo de brotagdes, foram adicionados diferentes
concentragées (0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L) de BAP e o experimento foi mantido
em duas condi¢cBes ambientais, na influéncia ou ndo da radiacéo fotossinteticamente
ativa (intensidade luminosa de 43 pmol.m2.s). Para a inducéo de rizogénese, foram
utilizadas diferentes concentragées (0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L) de AIB, ANA e AlA.
Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com
5 repeticbes (cada repeticdo com trés tubos), porém o experimento de brotacdes foi
conduzido em esquema fatorial 2x5 (dois ambientes e cinco concentracdes). Todos
os tratamentos induziram brotagdes, porém, para taxa de multiplicagdo, comprimento
da maior brotacdo e presenca de folhas, concentracdes entre 0,5 e 2,0 mg L de
BAP sem radiacao fotossinteticamente ativa foram melhores. Ocorreu protrusédo de
raizes somente aos 80 dias. Os tratamentos com 2,0 mg L de AIB, 2,0 mg L de
AlA e a testemunha apresentaram as maiores médias do niumero de raizes, ja para
o0 comprimento da maior raiz, as concentragcdes com AIB foram melhores. Entretanto
os resultados para numero de raizes ndo foram significativos. A concentracdo
indicada para inducéo de brotacdes é 1,0 mg L' de BAP mantida no escuro para

gue ocorra alongamento. Nao foi possivel obter protocolo eficiente para rizogénese.

Palavras-chave: Gabiroba, rizogénese, brotacdes, multiplicacdo, regulador de

crescimento
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CHAPTER 2 - MICROPROPAGATION OF GABIROBEIRA (Campomanesia

adamantium Camb.)

SUMMARY - The aim of this work was to develop multiplication protocol and
in vitro rooting of Gabirobeira, using 6-benzylaminopurine (BAP) on shoot induction
and indolbutiric acid (IBA), naphthaleneacetic acid (NAA) and indoleacetic acid (IAA)
for the induction of root formation. It was use nodal segments from seedlings
maintained in vitro subculture the fourth inoculated in culture medium WPM (Wood
Plant Medium), added of 30 g L% sucrose, 7 g L' agar and 0,9 mM
polyvinylpyrrolidone. For shoot induction, different concentrations were used (0O; 0,25;
0,5; 1,0 and 2,0 mg L?) of BAP and the experiment was conducted in two
environmental conditions, in the influence or not photosynthetic active radiation (light
intensity of 43 umol m2s1). For root induction, different concentrations were used
(0,5; 1,0; 1,5 and 2,0 mg L* and a control) of IBA, NAA and IAA. The experiments
were conducted in a completely randomized design with 5 repetitions(each repetition
with three tubes), but shoots experiment was conducted in a factorial 2x5 (two
environments and five concentrations). All the treatments induced shots formations,
but for multiplication rate, length of budding and presence of leaves, concentrations
between 0,5 and 2,0 mg Lt BAP without photosyntetically active radiation were
better. It was possible to observe the protruding roots only at 80 days. Treatment with
2,0 mg L IBA, 2,0 mg L IAA and the control had the highest roots average number.
As for roots length AIB concentrations were better. However, results for roots number
of were not significant. The concentration indicated for shoot induction is between 1,0
mg L of BAP kept in the dark for elongation to occur. Could not get efficient protocol

for root formation.

Keywords: Gabiroba, root formation, shoots, multiplication, growth regulator
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2.1. Introducéao

A Gabirobeira (Campomanesia adamantium Camb.) é uma espécie frutifera
nativa do Cerrado, que vem se destacando pelo alto potencial econémico, pois seus
frutos sdo consumidos in natura ou na forma de sucos, doces, geléias e sorvetes
(Bradiviesso et al., 2011), além de serem utilizados na industria de bebidas devido a
sua elevada acidez, presenca de acido ascoérbico, minerais, hidrocarbonetos
monoterpénicos, sendo estes fatores que conferem-lhe aroma citrico (Vallilo et al.,
2006).

No entanto, 0 uso extrativista dos frutos que sao obtidos diretamente das
populacdes naturais e a destruicdo da vegetacdo nativa do Cerrado causada pelo
avanco das fronteiras agricolas, vém ocasionando um progressivo esgotamento dos
recursos desse bioma. Somando-se a estes acontecimentos, a propagagao natural e
comercial da Gabirobeira tem sido dificultada pela recalcitrancia de suas sementes
(Melchior et al., 2006; Nogueira, 2012; Souza, 2014), fato que aumenta a
importancia do desenvolvimentos de estudos para a obtencdo de mudas por via
assexuada.

O cultivo de células e tecidos é utilizado para a formacdo de mudas
frequentemente mais uniformes, em pequeno espaco e curto periodo de tempo e
com alta qualidade fitossanitaria, a partir de plantas elite pela técnica de
micropropagacao. O importante durante esse processo € obter taxas satisfatorias de
multiplicacdo com o minimo de variacdo de explante para explante (Cafal et al.,
2001; Morais et al., 2012).

Essa técnica engloba algumas etapas, que vdo do estabelecimento in vitro,
enraizamento e posterior aclimatizagcdo da microplanta (Bastos et al., 2007; Santos
et al., 2006), sendo que a composicdo do meio nutritivo e a combinacdo dos
reguladores de crescimento sédo fatores fundamentais para a producdo de plantas
em larga escala (Smith, 2013).

No caso de frutiferas do Cerrado, os reguladores de crescimento possuem
importancia ainda maior, visto que a maioria destas espécies necessitam dos
estimulos gerados por estes compostos, sendo indispensaveis para o bom
desenvolvimento da cultura in vitro. No entanto, as respostas variam conforme a
espécie, as classes, tipos e doses do regulador de crescimento utilizado (Pinhal et
al., 2011).
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Nos processos de micropropagacao, os reguladores mais importantes séo
citocininas e auxinas, sendo a primeira utilizada na multiplicacdo de gemas laterais e
a segunda na inducédo de rizogénese (Smith 2013). Dentro da familia Myrtaceae, 0
género Eucalyptus spp. € um dos mais estudados e tem demostrado resultados
satisfatorios para micropropagacédo, sendo o BAP utilizada para a multiplicacdo de
gemas axilares e ANA e AIB na indugdo de rizogénese (Borges et al., 2012;
Brondani et al., 2009; Brondani et al., 2012; Navroski et al., 2013).

Visando o conhecimento sobre o desenvolvimento da Gabirobeira para
posterior implantacdo de lavouras comerciais, utilizacdo no reflorestamento e
recuperacdo de areas degradadas, objetivou-se obter protocolo de multiplicacdo e
rizogénese de Gabirobeira in vitro, utilizando 6-benzilaminopurina (BAP) na inducao
de brotacGes e acido indolbutirico (AIB), acido naftalenoacético (ANA) e acido 3-

indolacético (AlA) para a inducao de rizogénese.

2.2. Material e métodos

2.2.2. Material vegetal

As sementes utilizadas foram coletadas no Banco de Germoplasma da
Universidade Federal de Goias, Regional Jatai, em dezembro de 2013 e levadas
para o Laboratério de Cultura de Tecidos da mesma instituicao.

Primeiramente as sementes, retiradas dos frutos, sofreram acdo mecéanica
(esfregaco) para a remocao da mucilagem. Posteriormente foram lavadas em agua
corrente por 10 minutos, seguidos de desinfestacdo, em fluxo laminar, com &alcool
70% por 1 minuto e hipoclorito de sédio com 2% de cloro ativo durante 10 minutos.
Apoés lavagem com agua destilada e autoclavada, as sementes forma inoculadas em
meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) acrescido de 30 g L de sacarose, 7
g L de &gar, 0,9 mM de polivinilpirrolidona (PVP) e pH ajustado a 5,8 autoclavado a
121° C por 20 minutos. As plantulas foram mantidas em sala de crescimento com

fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de féton de 43 pmol m2s
1
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2.2.3. Inducéo de brotagdes

Segmentos nodais, com cerca de 1 cm de comprimento, contendo um par de
gemas axilares foram excisados de plantulas germinadas in vitro e subcultivadas a
cada 40 dias nas mesmas condig¢des iniciais do item 2.2.2.

Em céamara de fluxo laminar, os segmentos foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) acrescido
de 30 g L de sacarose, 7 g L'* de agar e 0,9 mM de PVP e utilizando diferentes
concentracdes de BAP (0,0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L), sendo o pH do meio de
cultura ajustado para 5,8 e, posteriormente autoclavado a 121 °C por 20 minutos.
Apoés a inoculacao, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento com
temperatura de 25+2 °C.

Os tratamentos foram mantidos em duas condigbes ambientais, na presenca
e auséncia de radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) (fotoperiodo de 16h com
irradiancia de féton de 43 pmol m2s) (Figura 1). Aos 40 dias de cultivo, avaliou-se o
namero de brotacbes, nimero de folhas, comprimento da maior brotacéo, taxa de
multiplicacéo e presenca de calos na base do explante. A taxa de multiplicacao foi
determinada dividindo-se o nimero de gemas axilares por explante, obtidos aos 40
dias de cultivo, pelo nUmero de gemas axilares no estabelecimento do experimento

(duas gemas), segundo metodologia descrita por Erig & Schuch (2002).
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Figura 1 - Fluxo de fétons fotossintéticos presentes na sala de cultivo do Laboratoério
de Cultura de Tecidos de Plantas UFG/Jatai — GO
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em
esquema fatorial 2 x 5 (dois ambientes e cinco doses) com 5 repeticdes cada
tratamento. Cada repeticéo foi constituida de 3 tubos de ensaio com um explante em
cada tubo. Os dados foram submetidos a ANAVA e as médias analisadas pelo teste
de Tukey com 5% de significancia. Para a variavel calo, os dados foram comparados
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, sendo atribuidas notas: 0 — auséncia de
caloe 1 — presenca de calo. Os dados forma analisados com o auxilio do software
Assistat (Silva & Azevedo, 2009).

2.2.4. Inducédo de rizogénese

Segmentos nodais com cerca de 1 cm de comprimento e contendo um par de
gemas axilares foram excisados de plantulas germinadas in vitro e subcultivadas a
cada 40 dias nas mesmas condicdes iniciais do item 2.2.2.

Os segmentos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio
de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) acrescido de 30 g L de sacarose, 7 g L
de agar e 0,9 mM de PVP e utilizando como reguladores de crescimento AIB, AlA e
ANA nas concentra¢es 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L%, sendo o pH do meio de
cultura ajustado para 5,8 e, posteriormente autoclavado a 121 °C por 20 minutos.
ApOs a inoculagédo, os tubos de ensaio foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2 °C, com irradiancia de féton de 43
pumol m2s?,

Apos os 40 e 80 dias de cultivo foram avaliados numeros de raizes,
comprimento da maior raiz (mm) segundo metodologia proposta por Santos et al.
(2006) e presenca de calos na base do explante. Decorrente da baixa taxa de
formacao de raizes, os dados obtidos foram analisados através de andlise descritiva
devido a ndo normalidade dos dados, calculando-se a média dos tratamentos e
aplicando o erro padrdo da média. Para a variavel calo, os dados foram comparados
pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis com o auxilio do software Assistat (Silva &
Azevedo, 2009).

2.3. Resultados e discussao
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2.3.1. Inducéo de brotagdes

A utilizagcdo de diferentes concentragcbes de BAP e a exposicdao a duas
condicbes ambientais distintas resultou na interacdo entre os fatores, ou seja, 0s
tratamentos ndo apresentaram semelhanca na inducdo de brotacdes, comprimento

da maior brotacao e taxa de multiplicacao (Tabela 1 e Figura 2).

Tabela 1 — Andlise de variancia para ambiente (A) e concentracdes (C) para 0s
indices de brotacao, taxa de multiplicacdo (T. M.), comprimento (Comp.)
e folha em segmentos nodais de Gabirobeira

Tratamentos Brotacao T. M. Comp. (mm) Folha
A 0,01"s 2,25 5,01* -
C 4,13** 5,74** 2,19 1,83"s
AxC 3,05* 2,69* 4,42** -

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F **Significativo ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F "ndo significativo — variavel folha analisada somente em ambiente com
radiacdo fotossinteticamente ativa
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Figura 2 — Brotacfes em segmentos nodais de Gabirobeira em meio de cultura

WPM contendo diferentes concentragées de BAP (mg L) — Com RFA:
(A) 0,0; (B) 0,25; (C) 0,50; (D) 1,0; (E) 2,0. Sem RFA: (F) 0,0; (G) 0,25; (H)
0,50; (1) 1,0; (J) 2,0 — Barra: 1cm

Segundo Brondani et al. (2009) as citocininas sao indispensaveis para a
guebra da dominancia apical e inducéo de proliferacdo de gemas axilares, sendo
que o sucesso da micropropagacdo depende da citocinina utilizada e da sua
concentracéo, visto que o balanco hormonal é diferente para cada espécie.

Das citocininas utilizadas para a inducdo de multiplicacbes, o BAP é a que
apresenta melhores resultados na propagacado de gemas axilares (Borges et al.,
2012; Brondani et al., 2009; Brondani et al., 2012; Navroski et al., 2013; Souza et al.,
2008), sendo utilizada amplamente na propagacéo de espécies florestais brasileiras

(Oliveira et al., 2013). Isso se deve principalmente a capacidade dos tecidos
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vegetais metabolizarem os hormOnios naturais mais rapidamente do que o0s
reguladores de crescimento sintéticos (Grattapaglia & Machado, 1998).

Todos os tratamentos induziram brotacdes, incluindo a testemunha (Tabela
2), porém, os tratamentos mantidos na presenca de RFA e as maiores doses
mantidas na auséncia de RFA apresentaram melhores médias para a presenca de
brotacdes, indicando que a auséncia de BAP ou baixas concentragbes na auséncia

de RFA prejudicam a formacéo dos brotos.

Tabela 2 — NUumero médio de brotos em segmentos nodais de Gabirobeira em meio
de cultura WPM! contendo diferentes concentracbes de BAP? e
mantidos em duas condicfes ambientais

BAP? (mg L?) Ambiente
Com RFA3 Sem RFA3
0,0 1,06 aA 0,40 cB
0,25 1,13 aA 0,73 bcA
0,5 1,20 aA 1,40 abA
1,0 1,33 aA 1,60 aA
2,0 0,80 aA 1,33 abA
CV* (%) 41,11
DMS?® para linha 0,81
DMS?® para coluna 0,57

Médias seguidas por letras diferentes, minisculas na coluna e mailsculas na linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

WPM - Wood Plant Medium; 2BAP — 6-benzilaminopurina; *RFA — Radiacdo fotossintéticamente
ativa; “CV — Coeficiente de variacdo; SDMS — diferenca minima significativa

Tabela 3 — Taxa de multiplicagdo em segmentos nodais de Gabirobeira em meio de
cultura WPM?! contendo diferentes concentracées de BAP? em duas
condicbes ambientais

BAP? (mg L?) Ambiente
Com RFA3 Sem RFA3
0,0 2,60 aA 0,86 bA
0,25 2,40 aA 0,60 bA
0,5 3,30 aA 1,80 abA
1,0 4,43 aA 4,33 aA
2,0 2,10 aA 4,00 aA
CV* (%) 57,64
DMS?® para linha 2,75
DMS?® para coluna 1,94

Médias seguidas por letras diferentes, mindsculas na coluna e mailusculas na linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

IWPM — Wood Plant Medium; 2BAP — 6-benzilaminopurina; *RFA — Radiagdo fotossintéticamente
ativa; “CV — Coeficiente de variacdo; SDMS — diferenca minima significativa
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Corroborando com os dados de brotacdes, a taxa de multiplicacdo apresentou
resultados semelhantes, indicando que a testemunha e a concentracdo de 0,25 mg
Lt de BAP mantidas sem RFA obtiveram as menores médias (Tabela 3).

Scutti & Zanette (2000) observaram resultados semelhantes durante a
multiplicacdo de Campomanesia xanthocarpa Berg., onde 0,5 mg L' de BAP
resultou em melhores taxas para a inducdo de brotacdes, porém para se obter
brotacdes mais longas nesta espécie, as brotacdes devem ser colocadas meio de
cultivo sem a adi¢édo de reguladores de crescimento.

Campos (2014) observou maior média no numero de brotos (dois brotos por
segmento nodal) e maior nimero de novos segmentos nodais para explantes
cultivados com adicdo de 1,0 mg L? de BAP em experimentos realizados com
Campomanesia pubescens, indicando que maiores concentracdes inibiram a
indugcdo de brotagbes e a formacgédo de folhas. Concentragbes elevadas deste
hormdnio podem gerar desequilibrio no balangco hormonal enddgeno, prejudicando
varios mecanismos celulares que podem gerar o desenvolvimento anormal de
plantulas e problemas de toxidez (Nascimento, 2006).

Nascimento et al. (2008) utilizando diferentes concentracdes de BAP na
inducdo de brotacbes em Eugenia pyriformis Cambess verificaram brotacdes em
todas as doses testadas, porém 1,0 mg L' desta citocinina é indicada para a
propagacdo, um vez que se mostrou eficiente produzindo dois brotos por explante
com uma média de 7 gemas, obtendo ao final uma taxa de multiplicacdo de 3,5,
resultado semelhante ao obtido neste trabalho. Para a multiplicacdo de Eugenia
uniflora L., 1,13 mg L* de BAP apresentou melhores resultados para a inducéo de
brotacbes quando comparados com os reguladores de crescimento zeatina e
isopenteniladenina, induzindo cerca de 2 brotacdes e em média 3,93 gemas por
explante (Souza et al., 2008).

Para a variavel comprimento da maior brotacéo, os tratamentos mantido sem
RFA diferiram estatisticamente do ambiente com RFA nas concentragdes de 1,0 e
2,0 mg L de BAP, sendo obtidas médias de 21,39 mm e 14,78 mm no escuro e

6,64 mm e 6,66 mm no claro, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 — Comprimento médio da maior brotacdo em segmentos nodais de
Gabirobeira em meio de cultura WPM! contendo diferentes
concentracées de BAP? em duas condi¢Ges ambientais

BAP? (mg L) Ambiente
Com RFA3 Sem RFA3
0,0 10,40 aA 6,39 bA
0,25 8,39 aA 5,40 bA
0,5 10,08 aA 12,90 abA
1,0 6,64 aB 21,39 aA
2,0 6,66 aB 14,78 abA
CV* (%) 57,30
DMS?® para linha 10,66
DMS?® para coluna 7,55

Médias seguidas por letras diferentes, minisculas na coluna e mailsculas na linha, diferem entre si
pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade

WPM - Wood Plant Medium; ?2BAP — 6-benzilaminopurina; *RFA — Radiacdo fotossintéticamente
ativa; “CV — Coeficiente de variacdo; SDMS — diferenca minima significativa

N&o verificou-se diferenca estatistica entre os tratamentos para a variavel
folha na presenca de RFA, sendo que todos os tratamentos, incluindo a testemunha

apresentaram a emissao de folhas (Tabela 5).

Tabela 5 — NUumero médio de folhas presente em brotacdes de segmentos nodais de
Gabirobeira em meio de cultura WPM?! contendo diferentes concentracdes
de BAP? mantidos com RFA3

BAP? (mg L?) Com RFA3

0,0 3,93 a

0,25 2,26 a

0,5 3,40 a

1,0 4,80 a

2,0 2,33 a

CV* (%) 53,25
DMS® 3,37

Médias seguidas por letras diferentes diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade

WPM - Wood Plant Medium; 2BAP — 6-benzilaminopurina; *RFA — Radiacdo fotossintéticamente
ativa; “CV — Coeficiente de variacdo; SDMS — diferenca minima significativa

Quando as brotacbes sdo mantidas no escuro ocorre um crescimento
geralmente alongado (estiolamento) com coloragdo amarelo ou branca devido a falta
de clorofila (Hartmann & Kester, 1990).

Mesmo nao apresentando diferencas significativas, no ambiente com RFA &
possivel verificar uma diminuicdo no comprimento médio da maior brotacdo quando
as doses de BAP sdo maiores (Tabela 4). Ja4 para o ambiente escuro, é esperado

um comprimento maior das brota¢des induzidos pela concentragcdo hormonal e pela
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translocacdo da maior parte de seus recursos metabodlicos para crescerem em
altura, em busca de luz, por meio do alongamento dos entrends (estiolamento)
(Dardengo et al., 2013).

Os resultados obtidos com altas doses de citocinina na presenca de RFA
estdo de acordo com o exposto por Nascimento (2006). Segundo este autor, o
excesso de citocinina nos meios de cultura podem gerar entufamento e falta de
alongamento das culturas. Com isso ocorre reducdo no tamanho das folhas,
encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado dos caules além de
apresentar vitrificagdo generalizada, levando a sérios problemas durante o processo
de enraizamento.

A utilizacao do estiolamento ja vem sendo utilizado em algumas espécies de
importancia econbmica, dentre elas o abacaxizeiro, indicando beneficios nesse
processo. Uma das vantagens € dada principalmente pelo fato do estiolamento
atrasar a lignificagéo dos tecidos, reduzindo as propriedades mecanicas e facilitando
o0 enraizamento das brotacdes estioladas (Carvalho et al., 2009; Moreira et al.,
2003), resultando em uma alternativa viavel na propagacdo vegetal de algumas
espécies.

Foi possivel observar a formacéo de calos em todos os tratamentos, exceto a
testemunha, concluindo que a concentracdo enddégena de auxina juntamente com a
concentracdo exdégena de BAP resultaram na proliferacdo de células néo

diferenciadas (Figura 3 e 4).
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Figura 3 — Porcentagem média de calos induzidos na base dos segmentos nodais
de Gabirobeira em meio de cultura WPM com diferentes concentracoes
de BAP em dois ambientes
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Figura 4 — Calo formado na base de segmento nodal de Gabirobeira em meio de
cultura WPM com concentragdo de BAP em ambiente claro — Barra: 1cm

De acordo com os resultados obtidos, é possivel verificar que os tratamentos
mantidos sem RFA, exceto 2,0 mg L' de BAP, tiveram menor taxa de formacéo de
calos na base do explante, indicando que o0s outros tratamentos tiveram o
andamento da multiplicacdo prejudicados pela competicdo gerada pelas brotacdes e
pela multiplicacdo celular.

Calos sdo massas de células desorganizadas, com tamanhos e coloracdes
diferentes que podem ser formados a partir de uma ou varias células com potencial
de diferenciacao (Ikeuchi et al., 2013).

Resultado semelhante foi observado por Campos (2014) em segmentos
nodais de Campomanesia pubescens, onde cerca de 90% dos segmentos
apresentaram a formacgao de calos em todas as concentragcfes de BAP testadas.

Uma das alternativas que vem sendo empregada principalmente na
propagacdo de diversos genétipos de Eucalyptus spp. € a adicdo de auxinas no
meio de cultura, juntamente com concentracdes de citocinina, que auxiliam na
inducdo de brotacdes e alongamento do caule por estimular a divisdo celular
(Borges et al. 2012; Brondani et al., 2009; Navroski et al., 2013). Porém, segundo
Grattapaglia & Machado (1998), quantidades excessivas de auxina no meio de
cultura podem resultar na formacédo de calos na base do explante, processo inviavel
nestas condicfes, visto que se busca a inducdo de organogénese pela fase direta,
ou seja, sem a formacdo de calo. As observacfes geradas neste experimento sao
suficientes para rejeitar interacdes entre citocinina e auxina na inducao de brotacoes

em C. adamantium.
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2.3.2. Inducéo de rizogénese

Foi possivel observar a protrusdo de raizes somente aos 80 dias. Os
tratamentos com 2,0 mg L de AIB, 2,0 mg L de AIA e a testemunha obtiveram as

maiores médias do numero de raizes (0,43; 033 e 0,26 respectivamente) (Figura 5).
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Figura 5 — Média do numero de raizes em segmentos nodais de Gabirobeira em
meio de cultura WPM com diferentes concentragdes de AIB, AIA e ANA
— Barra: erro padrdo da média

Para o comprimento da maior raiz, as concentracdes que obtiveram maiores
médias foram 2,0 mg L de AIB, 1,0 mg L de AIB e a testemunha (4,14; 2,35 e 2,54

respectivamente) (Figura 6).
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Figura 6 — Média do comprimento da maior raiz em segmentos nodais de
Gabirobeira em meio de cultura WPM com diferentes concentragcdes de
AIB, AIA e ANA — Barra: erro padrdo da média
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A Figura 7 demonstra a protrusao de raizes adventicias em segmentos nodais

de Gabirobeira com diferentes concentra¢cdes hormonais.

Figura 7 — Rizogénese em sggmentosl"hodais dei‘Gabirobeira em meio de cultura
WPM — (A) 2,0 mg Lt AIB; (B) 2,0 mg L*AIA e (C) Testemunha — Barra:
lcm

A concentragdo de 2,0 mg L' de AIA que havia obtido uma das maiores
médias para o numero de raizes apresentou comportamento possivelmente
fitotoxico, uma vez que o comprimento da raiz diminuiu quando comparada com as
dosagens que induziram maior numero de raizes. Este resultado pode ser explicado
porque durante o processo de formacgao radicular, o explante necessita de auxina
para as fases de inducéo e iniciacdo, porém para a fase de crescimento (elongacao)
as raizes podem ser inibidas na presenca de certas dosagens de auxina (Souza &
Pereira, 2007).

A utilizacédo de explantes ao quarto subcultivo pode ser o motivo da obtencéo
de baixas taxas de rizogénese. Isso se deve ao fato de ter sido utilizado explantes
oriundos de plantulas mantidas in vitro apés a germinacdo e ndo a utilizacdo das
brotacdes induzidas no experimento anterior.

A utilizacdo de explantes jovens no processo de enraizamento € mais
eficiente porque os explantes respondem melhor aos estimulos hormonais do que os
explantes mais velhos (Pierik et al., 1997). J4 a vantagem da utilizacdo de explantes
oriundos das brotacdes induzidas e alongadas pelo processo de multiplicacdo é a
menor lignificacdo dos tecidos, facilitando assim a protrusdo de raizes adventicias
(Carvalho et al., 2009; Moreira et al., 2003).

O processo de continuas subculturas vem sendo utilizado para promover o
rejuvenescimento dos tecidos in vitro, principalmente em espécies lenhosas, com o
intuito de aumentar a capacidade de enraizamento (Souza &Pereira, 2007). Porém,
para algumas espécies essa metodologia acaba afetando a capacidade de emitir

raizes dos explantes.
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Campos (2014) induzindo rizogénese em Campomanesia pubescens obteve
taxa de 50% utilizando 1,02 mg L de AIB ap6s dois subcultivos. Porém apdés oito
subcultivos a utilizacdo de diferentes concentracfes de reguladores de crescimento
AIB, AIA e ANA nao foram eficientes para a inducdo de raizes, concluindo que esta
espécie é recalcitrante para enraizamento in vitro apés oito subcultivos.

Scutti e Zanetii (2000) obtiveram inducao de raizes em meio de cultura sem a
utilizagdo de reguladores de crescimento em Campomanesia xanthocarpa. Para a
espécie Psidium guajava L., foi obtido taxa de 78% de inducdo de raizes sem a
presenca de reguladores de crescimento, porém os melhores resultados foram
obtidos com 1,0 mg L* de AIB, indicando também que todas as concentragcGes de
ANA testadas induziram a formacéo de calos e ndo de raizes (Rai et al., 2009).

Uma das alternativas que vem sendo empregada durante o processo de
rizogénese é a utilizacdo de carvao ativado no meio de cultura principalmente por
seu efeito fisico, jA que simula o ambiente escuro, mas também por absorver
substancias como compostos fendlicos e substancias residuais como citocininas
provenientes do processo de multiplicacdo (Souza & Pereira, 2007). Em Eugenia
pyriformis Cambess a utilizagéo de 1,0 e 2,0 mg L de AIB induziu cerca de 50 % de
raizes em meio de cultura na presenca de carvao ativado (Nascimento et al., 2008).
Porém, para algumas espécies como Campomanesia pubescens, 0 uso desta
técnica ndo se mostrou favoravel, sem nenhum efeito sobre o processo de
rizogénese (Campos, 2014).

Foi possivel observar a formacédo de calos na base dos explantes em todos 0s
tratamentos, exceto na testemunha (Figura 8 e 9). Esse € um dos principais
problemas durante a elaboracéo de protocolos de micropropagacao, pois as massas
celulares acabam comprometendo a protrusdo de raizes e também de brotacdes
(Radmann et al., 2002). Além do problema exposto, estas estruturas podem interferir
na funcionalidade do sistema radicular, comprometendo principalmente o processo

de aclimatizacao das plantas (Souza & Pereira, 2007).
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Figura 8 — Porcentagem média de calos induzidos na base dos segmentos nodais
de Gabirobeira em meio de cultura WPM com diferentes concentragdes
de AIB, AIA e ANA

Uma alternativa para que esse problema néo ocorra, € a utilizacdo de doses
maiores de auxina, visto que os calos sdo formados quando ha um balanco igual de

auxina e citocinina (Taiz & Zeiger, 2013).

Figura 9 - Calo formado na base de segmento nodal de Gabirobeira em meio de
cultura WPM com 2,0 mg L de AIB — Barra: 1cm

2.4. Conclusao

Para a inducdo de brotacbes em Campomanesia adamantium é indicado a
utilizacéo de meio de cultura WPM suplementado com concentragdes entre 0,5 e 2,0
mg L' de BAP mantidas sem RFA por promover maior nimero de brotos, taxa de

multiplicacéo e maior comprimento da maior brotacéo.
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N&o foi possivel estabelecer um protocolo eficiente para a inducdo de

rizogénese.
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CAPITULO 3 - INDUCAO, CURVA DE CRESCIMENTO, CARACTERIZACAO
HISTOQUIMICA E ULTRAESTRUTURAL EM CALOS DE GABIROBEIRA

(Campomanesia adamantium Camb.)

RESUMO - Objetivou-se induzir calos em segmentos nodais de Gabirobeira e
verificar seu potencial embriogénico. Segmentos nodais foram obtidos de plantulas
in vitro apos 40 dias de cultivo e inoculados em meio de cultura WPM (Wood Plant
Medium), acrescido de 30 g L' de sacarose, 7 g L' de &gar, 0,9 mM de
polivinilpirrolidona sendo o pH ajustado para 5,8. Para a inducdo de calogénese,
foram utilizadas diferentes concentragées (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L) de &cido
indolbutirico (AIB), acido naftalenoacético (ANA) e acido 3-indolacético (AlA), 2,4-
diclorofenoxiacético e Picloram. O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado com 5 repeticbes cada tratamento (3 tubos cada
repeticdo). A curva de crescimento foi obtida verificando-se a matéria fresca dos
calos induzidos com 1,0 mg L de picloram em intervalos de 7 dias, sendo retiradas
amostras aos 14, 28, 42 e 56 dias para a realizacdo das andlises histoquimicas e
ultraestruturais. Calos foram formados em todas as concentracdes testadas, exceto
na testemunha, porém 1,0 mg L de picloram se mostrou mais eficiente. Através da
curva de crescimento do calo juntamente com as andlises histoquimicas e
ultraestruturais, € possivel inferir que ao 28° dia os calos devem ser transferidos
para novos meios de cultura, visto que durante este periodo é possivel visualizar a
formacdo de centro meristematico se destacando da periferia, porém a partir do 28°
dia apés a inoculacdo, as massas celulares ndo possuem mais caracteristica

embriogénica.

Palavras-chave: Calogénese, regulador de crescimento, embriogénese somatica,

potencial embriogénico
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CHAPTER 3 - [INDUCTION, GROWTH CURVE, HITOCHEMICAL AND
ULTRASTRUTURAL CHARACTEIZATION IN  GABIROBEIRA  CALLUS

(Campomanesia adamantium Camb.)

SUMMARY - The aim of this work was callus induction in nodal segments of
Gabirobeira and check their embryogenic potential. Nodal segments were obtained
from seedlings in vitro, after 40 days were inoculated on culture medium WPM (Wood
Plant Medium), added of 30 g L™ sucrose, 7 g L agar, 0,9 mM polyvinylpyrrolidone
and the pH as adjusted to 5,8. For induction of callus, different concentration were
used (0; 1,0; 2,0 and 4,0 mg L?) of induction and indolbutiric acid (AIB),
naphthaleneacetic acid (ANA), indoleacetic acid (AlA), picloram and 24-
dichlorophenoxyacetic. The experiment was conducted in a completely randomized
design with 5 repetitions each treatments (three tubes each repetitions). The growth
curve was obtained with fresh weight of callus induced with 1,0 mg L picloram,
every 7 days, being samples taken at 14, 28, 42 and 56 days to histochermical and
ultraestructural analysis. Callus were induced in all concentrations, except in the
control, but 1,0 mg L of picloram was more efficient. Through the showth curve of
callus anatomic cuts and ultrastructural analysis, we can infer that after 28 days the
callus should be transferred to new media culture since during it was possible to
visualize the formation of meristematic center highlighting the periphery, but from the
28t day after inoculation, the cell masses are no longer feature embryonic.

Keywords: Calogenesis, growth regulator, somatic embryogenesis, embryogenic

potential
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3.1. Introducéao

Campomanesia adamantium CAMB., pertencente a familia Myrtaceae, é
popularmente conhecida como Gabirobeira e possui importancia econdémica
bastante diversificada. Seus frutos sdo muito apreciados pelos habitantes da regido
do Cerrado, podendo ser consumidos in natura ou na forma de sucos, sorvetes,
picolés, doces e licores (Bardiviesso et al., 2011).

A propagacédo da Gabirobeira é realizada por meio de sementes, porém a sua
recalcitrancia dificulta a sua propagacdo sexuada (Melchior et al., 2006; Nogueira,
2012; Souza, 2014). O conhecimento a respeito desta espécie ainda é incipiente, e
se faz necessario para a insercdo no mercado consumidor, preservacdo do seu
estado natural e implantacao de lavouras comerciais (Oliveira et al., 2011).

As técnicas da cultura de tecidos vém sendo amplamente utilizadas para a
propagacdo de espécies recalcitrantes e tem apresentado bons resultados e
propiciando a propagacao em larga escala de varias frutiferas do Cerrado (Pinhal et
al., 2011).

Dentre as técnicas de cultura de tecidos a organogénese e a embriogénese
somatica indireta (com a formacao de calos) séo particularmente interessantes para
a obtencao de plantas in vitro em larga escala.

Os tecidos vegetais possuem totipoténcia e alta plasticidade para a
diferenciacédo celular, principalmente quando colocados em contato com meios de
culturas adequados na presenca ou ndo de reguladores de crescimento sofrendo
sucessivas divisdes celulares e formando aglomerados de células denominados
calos (lkeuchi et al., 2013). Os calos podem ser estimulados fisiologicamente e
diferenciarem-se em érgdos ou embrides somaticos.

A inducédo de calos € uma técnica amplamente empregada na cultura de
tecidos, pois pode ser utilizada também como indicativo das condi¢cbes de cultura
gue o explante requer para crescer (Siqueira & Inoue, 1992) e para estudar o
desenvolvimento das células, explorando produtos que sao gerados pelo
metabolismo primario e secundario, podendo-se obter ao final, suspensfes
celulares, multiplicacdo em larga escala e a formacdo de gametas e embribes
somaticos (Landa et al., 2000). Outra vantagem destes processos € a utilizacdo em
programas de transformacao genética, regenerando plantas transformadas de forma

mais eficiente (Fernandes et al., 2008).
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No entanto, essas células podem ou ndo possuir competéncia para regenerar
estruturas organizadas, expressando sua totipotencialidade se estimuladas de forma
adequada. Isso significa que cada célula ja diferenciada pode ser induzida a voltar
ao seu estado meristematico, redefinindo seu padrédo de diferenciacao celular e
desenvolvendo ao final novos 6rgédos ou embrides somaticos (Termignoni, 2005).

Durante a fase de calo, acompanhamentos citoldgicos e ultraestruturais se
fazem necessarios, pois assim é possivel identificar células que possuem potencial
organogénico ou embriogénico, obtendo informacfes associadas a morfologia e 0s
pardmetros bioquimicos das células viaveis, sendo possivel também identificar a
formacgéo anormal de embrifes somaticos (Moura et al., 2008; Pescador et al., 2008;
Stein et al., 2010; Carvalho et al. 2013). Células de calos com este potencial
possuem divisdo mitética rapida, tamanho pequeno e isodiamétrico, citoplasma
denso, ndcleo volumoso com nucléolo proeminente, pequeno vacuolo e abundancia
de gréos de amido (Stein et al., 2010), indicativos que podem ser obtidos através da
utilizacao destas analises.

Analises ultraestruturais e citolégicas ja vém sendo realizadas em algumas
espécies da familia Myrtaceae no intuito de descrever sequencias de eventos
morfogenéticos envolvidos no desenvolvimento e formacdo de embrides somaticos
(Pescador et al., 2008; Correia & Canhoto, 2010; Pinto et al., 2010). Com isso,
objetivou-se a inducdo de calos em segmentos nodais de Gabirobeira e a partir da
curva de crescimento de calo verificar 0 comportamento citolégico e ultraestrutural

das células formadas.

3.2. Material e métodos

3.2.1. Material vegetal

As plantulas utilizadas como fonte de explante foram provenientes da
germinacao in vitro de sementes de Gabirobeira inoculadas em meio WPM (Lloyd &
McCown, 1980) acrescido de 30 g L de sacarose, 7 g L'! de 4gar e pH ajustado a
5,8. As plantulas foram mantidas em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 h,
temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de féton de 43 umol m-2s.
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Para a indugdo de calogénese utilizou-se plantulas com 40 dias. Para o
estabelecimento da curva de crescimento de calo, anatomia de calo e ultraestutura
do calo foram utilizados explantes de plantulas subcultivadas a cada 40 dias nas

mesmas condi¢des iniciais ao quarto subcultivo.

3.2.2. Inducédo de calogénese

Para a inducéo de calos foram utilizados como explantes segmentos nodais
de Gabirobeira cultivadas in vitro. Os explantes de aproximadamente 1 cm foram
inoculados em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) acrescidos de 30 g L
de sacarose, 7 g L' de agar, 0,9 mM de PVP e pH ajustados a 5,8. Ap6s a
inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de
luz, a uma temperatura de 25 = 2 °C.

Como tratamento, foram acrescidos ao meio de cultura diferentes
concentracbes (1,0; 2,0; 4,0 mg L, com uma testemunha) de 2,4-D (4cido 2,4-
diclorofenoxiacético), AIA (4cido 3-indolacético), AIB (&cido indolbutirico), ANA
(acido naftalenoacético) ou Picloram.

As avaliacbes foram realizadas de 30 em 30 dias até atingir 90 dias de
inoculacao, sendo avaliada a porcentagem de massa celular da seguinte forma: 1 =
auséncia de calo, 2 = 25% do explante recoberto por calo, 3 = 50% do explante
recoberto por calo, 4 = 75% do explante recoberto por calo e 5 = 100% do explante
recoberto por calo.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado com
5 repeticbes (3 tubos cada repeticdo) sendo as notas de porcentagens de calo
comparadas pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis utilizando o Software SAS®
9.3.

3.2.3. Curva de crescimento

Para a obtencdo da curva de crescimento de calos, segmentos nodais de
aproximadamente 1cm foram inoculados em meio de cultura WPM suplementado
com 30 mg L de sacarose, 7 g L'! de agar, 0,9 mM de PVP e 1,0 mg L de picloran

e pH ajustado a 5,8 antes da autoclavagem a 121° C por 20 minutos. Apés a
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inoculacéo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento na auséncia de luz
a temperatura de 25 = 2 °C.

Para a determinacdo da curva de crescimento de calo, utilizou-se 25
repeticbes que foram pesadas de 7 em 7 dias até a estabilizacdo da curva de
crescimento. O percentual de crescimento dos calos foi determinado pela equacgao
descrita por Lameira et al. (1997):

% crescimento = Pf — Pi *100
Pf
Onde Pi = peso inicial e Pf = peso final dos calos.

3.2.4. Andlise histoquimica

As andlises histoquimicas foram realizadas no Laboratério Central de Biologia
Molecular (LCBM) da Universidade Federal de Lavras.

Foram realizadas com calos provenientes da curva de crescimento, sendo
retiradas amostras de 14 em 14 dias até a estabilizacdo da curva de crescimento. As
amostras foram armazenadas em solucdo FAA 50% (formol, acido acético glacial e
etanol etilico) durante 72h e posteriormente conservadas em alcool 70%.

Segundo metodologia descrita por Padua et al. (2013), as amostras foram
desidratadas em série etilica (70%, 80%, 90% e 100%) por uma hora em cada
concentracdo e duas vezes de 1 hora na concentracdo de 100%, posteriormente
ficaram over night em alcool + resina (50%). Entdo as amostras foram colocadas em
resina 100% durante 48 horas e depois emblocados em resina Leica de acordo com
o protocolo do fabricante. As amostras foram seccionadas com espessura de 5 um
em micrétomo rotativo e coradas com Azul de toluidina 0,05% e solucdo de lugol
fraca, sendo as laminas visualizadas em microscopio foténico, Zeizz Scope.Al

acoplado com camera.

3.2.5. Microscopia eletronica de transmissao (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi realizada no Laboratério de
Microscopia Eletrénica e Analise Ultraestrutural (LME) da Universidade Federal de

Lavras.
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Os calos utilizados para a realizagcdo da microscopia eletronica de varredura
foram provenientes da curva de crescimento, sendo as amostras retiradas de 14 em
14 dias até a estabilizacdo da curva. As amostras foram imediatamente imersas em
solucdo de fixacdo Karnovsky modificado (glutaraldeido 2,5%, paraformoldeido
2,0%, tampéao cacodilato 0,5M, pH 7,2).

As amostras foram lavadas em aldeido e posteriormente em tampdao
cacodilato 0,05M por 10 minutos e imersas em uma solucéo de tetréxido de 6smio
(OsO4) em tampéo cacodilato 0,05M com pH 7,2 por 1 hora, a temperatura
ambiente. Apéds, foram lavadas em agua destilada seguidas de solu¢des crescentes
de acetona (25, 50, 75 e 100%) permanecendo 10 minutos em cada uma, sendo trés
vezes na concentracdo de 100%. ApGs a desidratacdo, as amostras foram secas ao
ponto critico por CO2 liquido, revestida em ouro e analisadas em microscopio

eletronico de varredura Zeiss EM 109 (Bossola & Russel, 1998).

3.3. Resultados e discussao

3.3.1. Inducédo de calogénese

Foi observada a formacéo de calos em todos os tratamentos na presenca de
auxina, porém néo foi observado o mesmo na testemunha (Figura 10).

O tratamento com melhor performance na inducdo de calos em segmentos
nodais de Gabirobeira foi 1,0 mg L de picloram, uma vez que aos 30 dias observou-
se a formacao de calo em 100% dos explantes, sendo que aos 60 e 90 dias ja era
visualizada a oxidacdo dos mesmos. As dosagens de 2,0 e 4,0 mg L de picloram
também demostraram resultados semelhantes, porém so foi possivel obter 100% de
formacao de calo a partir de 60 dias.

Segundo Titon et al. (2007) o picloram é utilizado para a indugéo de calos ou
manutencdo culturas em suspensofes, induzindo também a formacdo de calos

embriogénicos.
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Figura 10 — Indugéo de calos em segmentos nodais de Gabirobeira em meio de
cultura WPM com diferentes concentracdes de 2,4-D, AIA, AIB, ANA e
Picloram

A maioria dos trabalhos indica que a formacdo de calos tem sido obtida
principalmente através do uso de 2,4-D (Reis et al.,, 2007), entretanto para
segmentos nodais desta espécie, esta auxina ndo demostrou resultados
satisfatorios.

Calos com potencial embriogénico foram obtidos através de explantes
cotiledonares de plantulas de Eucalyptus grandis utilizando picloram, porém as
dosagens empregadas foram superiores a utilizada neste trabalho, sendo de 5 e 10
mg L (Titon et al., 2007).

A utilizacdo de picloram também obteve resultados satisfatorios quando
utilizado em segmentos caulinares e foliares de Eugenia pyriformis Cambess. Para a
inducéo de calos em segmentos caulinares os melhores resultados obtidos foram
utilizando 0,5 mg L de picloram, jA para os segmentos foliares é necessario uma
interacdo entre a auxina e citocinina, sendo utilizado 0,1 mg L de cinetina e 1,0 mg

Lt de picloram (Nascimento, 2006).

3.3.2. Curva de crescimento

A curva de crescimento de calos em segmentos nodais de Gabirobeira

apresentou um padrédo tipo sigmoide, apresentando as cinco fases de crescimento
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(Figura 11). Com base nos dados observados durante a curva de crescimento e 0s
disponiveis na literatura, € possivel inferir que o crescimento das massas celulares

em segmentos nodais de Gabirobeira é rapido.
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Figura 11 - Curva de crescimento de calos usando segmentos nodais de
Gabirobeira inoculados em meio de cultura WPM suplementado com
1,0 mh L de picloram. | — fase lag (0-7 dias); Il — fase exponencial
(7-21 dias); lll — fase de crescimento linear (21-35 dias); IV — fase de
desaceleracao (35-42 dias); V — fase estacionaria (apos 42 dias)

A fase lag, onde as células preparam-se para a divisao celular, ocorreu até o
7° dia de cultivo, demostrando 52% do crescimento in vitro. Este processo é
caracterizado por um numero estacionario de células, inicio da mobilizacdo de
metabdlitos e sintese de proteinas (Stein et al.,, 2010). Vasconcelos et al. (2012)
analisando o crescimento de calos em explantes foliares de aroeira-do-sertéo
(Myracrodrun urundeuva Fr. All.) observou acumulo de matéria fresca até o 14° dia
apos a inoculacdo. Porém, o padrdo de crescimento dos calos € diferente para cada
espécie e explante. Calos induzidos em folhas e segmentos nodais de Coffea
canephora L. cv. Apoata apresentaram diferenca temporal para a fase lag, sendo
gue calos em segmentos foliares apresentaram fase lag até 28° dia de inoculacéo e
para segmentos foliares esta fase se estendeu até o 49° dia (Santos et al., 2008).

A fase de crescimento exponencial, caracterizada pela maxima divisao celular
(Stein et al., 2010), ocorreu entre 0 7° e 21° dia ap0s a inoculagdo, com crescimento
observado de 69%. Santos et al. (2010) estudando o padrdo de crescimento de

calos em explantes foliares de Coffea canephora var. Conilon, obteve o crescimento
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exponencial entre 0 16° e 0 34° dia apés a inoculagdo. Em calos obtidos em folhas
de ingazeiro (Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn) esta fase iniciou ao 40°
dia e se estendeu até o 50° dia (Stein et al., 2010).

A fase de crescimento linear, onde ocorre a diminuicdo da divisdo celular e
aumento da area celular (Santos et al., 2008), foi observada do 21° ao 35° dia apés
a inoculacdo, com 41% do crescimento in vitro. Nogueira et al. (2008) analisando o
crescimento de calos em explantes foliares de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.) observou esta fase entre o 40° e 60° dia de cultivo. Em calos
obtidos em segmentos foliares e nodais de Coffea canephora L. cv. Apoatd, o
crescimento linear foi obtido do 63° ao 70° dia para ambos os explantes (Santos et
al., 2008).

O periodo de desaceleracao foi observado no 35° dia e se estendeu até o 42°
dia apos a inoculagdo, obtendo 7% de crescimento in vitro. Durante esta fase, os
calos devem ser repicados, principalmente por ocorrer diminuicdo do teor de
nutrientes no meio de cultura, secagem do agar ou também o acumulo de
substancias toxicas no meio de cultivo (Smith, 1992).

O crescimento dos calos chegou a fase estacionaria no 42° apés a
inoculacao, porém pos o 42° dia ja é possivel observar um breve declinio da curva
de crescimento, indicando o inicio da ultima fase de decréscimo.

A Figura 12 demonstra o aspecto geral da formagéo de calos em segmentos
nodais de Gabirobeira.

Figura 12 — Aspecto geral de calos de Gabirobeira formados a partir de segmentos
nodais inoculados em meio de cultura WPM suplementado com 1,0 mg
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L de picloram. (A) 07 dias; (B) 14 dias; (C) 21 dias; (D) 28 dias; (E) 35
dias; (F) 42 dias; (G) 49 dias; (H) 56 dias — Barra: 1 cm
3.3.3. Andlise histoquimica e ultraestrutural

A analise ultraestrutural dos calos juntamente com a analise histoquimica,
permitiu inferir que os calos induzidos com 1,0 mg L de picloram em segmentos
nodais de Gabirobeira apresentam potencial embriogénico aos 14 e aos 28 dias

apos a inoculacao (Figuras 13 e 14), ou seja, na fase de crescimento exponencial.
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Figura 13 — Andlise ultraestrutural de calos induzido com 1 mg L de picloram em
segmentos nodais de Gabirobeira. (A) 14 dias; (B) 28 dias; (C) 42 dias;
(D) 56 dias

Através da MEV, aos 14 dias foi possivel a visualizacdo de células
isodiamétricas, em sua maioria (Figura 13 A). O formato isodiamétrico é
caracteristico de células meristematicas e os calos embriogénicos sdo compostos
por este tipo celular, com dimensdes pequenas e com citoplasma denso (Appezzato-
da-Gloria & Carmello-Guerreiro, 2013; Nogueira et al., 2007).

Aos 14 dias, é possivel observar também baixas taxas de células alongadas.

Porém, aos 28, na fase de crescimento linear, 42 e 56 dias apds a inoculacéo, a
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proporcdo de células isodiamétricas é extremamente baixa quando comparada a
presenca de células alongadas (Figura 13 B, C e D). Células alongadas apresentam
vacuolizacdo, sendo este, um dos primeiros sinais de morte celular acompanhado da
ruptura de suas membranas (Filanova et al., 2000).

As andlises histoquimicas das massas celulares indicaram resultados que
corroboram com a andlise ultraestrutural. Aos 14 dias, é possivel visualizar a
presenca de células isodiamétricas e justapostas (Figura 14 A). Porem aos 28, 42 e
56 dias ap06s a inoculacao verifica-se a presenca de células alongadas e dispersas
qguando coradas com azul de toluidina (Figura 14 C, E e G).

Aos 14 e 28 dias, os calos ainda estavam em constante metabolismo celular,
indicativo gerado pela presenca de graos de amido quando coradas com lugol
(Figura 14 B e D). Entretanto, aos 42 e 56 dias, ndo foi possivel observar a presenca
dos mesmos nas células dos calos, indicando que apods 28 dias de cultivo, as
massas celulares ndo apresentam nenhuma caracteristica embriogénica (Figura 14
F e H).

O armazenamento de graos de amido no embrido ou em células adjacentes &
um indicativo de competéncia embriogénica, sendo que os graos de amido sao
produzidos anteriormente para sustentar e iniciar o desenvolvimento dos embrides
(Moura, 2007; Padua, 2012). Inocente (2007) analisando teores de amido durante o
desenvolvimento de embrides somaticos de goiabeira-serrana (Acca sellowiana (O.
Berg.) Burret) verificou q os teores de amido iniciais da cultura eram seis vezes
maior que ao final do desenvolvimento embriogénico, corroborando com o exposto
inicialmente.

Aos 28 dias de cultivo foi possivel observar a presenca de massas pro-
embriogenicas (MPE) (Figura 15). Essas MPE, segundo Xu & Huang (2008), sao
aglomerados celulares capazes de produzir embrides somaticos e possuem como
carateristica células de tamanhos reduzidos e citoplasma denso (Filanova et al.,
2000).
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Figura 14 — Analise histoguimica de calos induzidos com 1,0 mg L de picloram em
segmentos nodais de Gabirobeira — (A, C, E, G) Calos corados com azul
de toluidina; (B, D, F, H) Calos corados com lugol — (A e B) Calos aos 14
dias apresentando células com ndcleo proeminente, intensa divisao
celular e presenca de grédos de amido (seta); (C e D) Calos aos 28 dias
apresentando células em divisdo e presenca de graos de amido (seta);
(E e F) Calos aos 42 dias apresentando células alongadas (seta) sem a
presenca de graos de amido; (G e H) Calos aos 56 dia apresentando
células alongadas e dispersas (Seta) sem a presenca de gréos de
amido. Barra: 100 pm
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Figura 15 — Formac@o de massa pro-embriogénica ao 28° dia de cultivo. Células

coradas com azul de toluidina demonstrando intensa afinidade pelo

corante. Células pequenas, com formato isodiamétrico e justapostas
em intensa divisdo celular (seta). Barra: 100 pum

Santos et al. (2013), avaliando o comportamento citolégico de calos induzidos
em segmentos cotiledonares de Pinhdo-manso (Jatropha curcas) a partir de
diferentes periodos de cultivo, também observou que durante a fase estacionéria as
estruturas embriogénicas ndo continuam seu desenvolvimento, visto que as células
entram em declinio, perdendo a organizacdo a nivel intracelular devido a
senescéncia.

Calos induzidos em segmentos foliares de aroeira-do-sertdo (Myracrodrun
urundeuva Fr. All) obtiveram ganho de massa até o 56° dia de cultivo. Entretanto, no
45° dia andlise ultraestrutural indicava a ocorréncia de estruturas nao granulares e
compactas em alguns setores, porém proximo aos setores compactos foram
observadas células pequenas e esféricas, sugerindo o inicio da proliferacdo de
células embriogénicas (Vasconcelos et al., 2012). Esses resultados indicam que a
mudanca para um novo meio de cultivo poderia proporcionar uma maior proliferagéo
de embrides sométicos.

Os calos obtidos a partir dos segmentos nodais de Gabirobeira apresentam

coloracdo translicida com aspecto aquoso. Contudo, para a obtencao de culturas
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embriogénicas € indispensavel a inducdo de calos friaveis, por conter células
arredondadas e com caracteristicas meristematicas (Vasconcelos et al., 2012)

Nogueira et al. (2013) obteveram diferentes coloracbes em calos induzidos
em segmentos foliares utilizando diferentes concentracdes de picloram e cinetina.
Calos translicidos também foram obtidos apresentando células isodiamétricas,
alongadas e desorganizadas com espacgos intracelulares, n&o indicando potencial
embriogénico apés 30 dias de cultivo.

Calos translicidos obtidos a partir de folhas de dendezeiro (Elaeis
guineenesis Jacq.) exibiram células sem caracteristica embriogénica, sendo os calos
compostos de células alongadas e vacuolizados com paredes celulares delgadas,
indicando apoptose celular (Padua et al., 2013).

Os resultados expostos por Nogueira et al. (2013) e Padua et al.(2013) ndo
corroboram com o obtido neste trabalho, pois foi possivel a obtencdo de massas
pro-embriogénicas, porém a partir do 28° dia de cultivo, a cultura ndo apresenta mais

tal potencial.

3.4. Conclusao

Calos induzidos com 1,0 mg L picloram apresentaram a maior porcentagem
de massa celular.

Ao 28° dia apés a inoculacdo os calos devem ser transferidos para novos
meios de cultivo, com a finalidade de manter a caracteristica embriogénica que é

apresentada pelo calo durante o0 14° e 28° dia de cultivo.
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