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REGULADORES DE CRESCIMENTO NA EMERGENCIA E INDUCAO DE
CALOS DE Plinia Cauliflora (Mart.) Kausel

RESUMO - Objetivou-se estudar a germinagcdo de sementes e induzir calos em
explantes foliares de jabuticabeira (Plinia cauliflora) para caracterizar o seu desenvolvimento.
No primeiro experimento, sementes de jabuticaba foram plantadas em casa de vegetacao
apos 24 horas de imersao em diferentes concentragdes de GA3s (0; 250; 500; 1000 e 2000
mg.L"). Foram avaliados: porcentagem de emergéncia, tamanho da parte aérea e nimero
de folhas. O delineamento experimental foi DIC com 5 tratamentos e 24 repetigcdes. No
segundo experimento, plantas da casa de vegetacéo serviram como fonte de explante para
testar diferentes concentragdées de Polivinilpirrolidona - PVP (0; 0.5; 1.0; ou 2) combinado
com C.A. (Carvéo ativado) nas concentragdes 0; 2 ou 4% e inoculados em meio MS. O
delineamento utilizado foi o DIC com arranjo fatorial 4 x 3 e 15 repeticdes. No terceiro
experimento, explantes foliares da casa de vegetagdo foram inoculados em meio MS
suplementado com 2,4-D (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L™") e BAP (0,0; 0,1; 0,2 mg.L"") em todas as
combinagdes possiveis. Apos 30, 45 e 60 dias foram avaliados a presenga ou auséncia de
calos na base do explante. O delineamento utilizado foi o DIC com arranjo fatorial 4 x 3 e 20
repeticdes cada tratamento. No quarto experimento, explantes foliares da casa de vegetagao
foram inoculados em meio MS suplementado com ANA (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L"") e BAP (0,0;
1,0 e 2,0 mg.L-") em todas as combinagdes. Apds 30, 45 e 60 dias foram avaliados a
presencga ou auséncia de calos na base do explante. O delineamento utilizado foi o DIC com
arranjo fatorial 4 X 3 e 20 repeticbes. Os dados foram submetidos a analise de variancia,
sendo as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de significancia ou comparados
através de modelos ao nivel de 5%. Para as analises anatébmicas, calos provenientes de 15
tratamentos utilizando 2,4-D e BAP foram fixados em laminas e visualizados em microscopio
foténico acoplado com camera. O GAsaumentou a porcentagem de emergéncia em torno de
20% nos tratamentos pré-germinativos de 1000 mg.L-' e 2000 mg.L™! do regulador por 24
horas, além disso, o tratamento de 1000 mg.L™" favoreceu o crescimento da parte aérea e
aumentou o numero de folhas. Para diminuir a oxidagao, € indicado a concentragao de 2%
de carvao ativo ao meio de cultura, combinado com 2,0 mg.L"' de PVP. Para obtengdo de
calos, é indicado o uso de meio MS sem a adigdo de regulador de crescimento, resultado
importante para diminuir os custos na utilizagdo de reguladores e da mesma forma obter
calos. No entanto, mais estudos sdo necessarios para a indugédo de calos em jabuticabeira
(Plinia cauliflora).

Palavras-chave: jabuticaba, antioxidantes, calogénese, anatomia de calos.



GROWTH REGULATORS IN EMERGENCY AND CALLUS INDUCTION OF
Plinia Cauliflora (Mart.) Kausel

SUMMARY - The objective was to study the seed germination and induce callus in leaf
explants of jabuticabeira (Plinia cauliflora) to characterize its development. In the first
experiment, jabuticaba seeds were planted in greenhouse after 24 hours immersed in
different concentrations of GAs (0, 250, 500, 1000 and 2000 mg L"). Were evaluated:
emergency percentage, shoot size and number of leaves. The experimental design was DIC
with 5 treatments and 24 repetitions. In the second experiment, the greenhouse plants served
as a source of explants to test different concentrations of Polivinilpirrolidona - PVP (0; 0,5;
1,0; 2) combined with C.A. (activated charcoal) at concentrations of 0, 2 or 4% and inoculated
in MS medium. The design was DIC with factorial arrangement 4 x 3 and 15 repetitions. In
the third experiment, leaf explants of greenhouse were inoculated in MS medium
supplemented with 2,4-D (0; 1,0; 2,0; 4,0 mg.L") and BAP (0,0; 0,1; 0,2 mg.L") in all
combinations. After 30, 45 and 60 days were evaluated the presence or absence of callus
explant on the base. The design was DIC with factorial arrangement 4 x 3 and 20 repetitions
each treatment. In the fourth experiment, leaf explants of greenhouse were inoculated in MS
medium supplemented with NAA (0; 1,0; 2,0; 4,0 mg.L™") and BAP (0,0; 1,0; 2 mg.L™") in all
combinations. After 30, 45 and 60 days were evaluated the presence or absence of callus
explant on the base. The design was DIC with factorial arrangement 4 X 3 and 20 repetitions.
The data were submitted to analysis of variance and the averages compared by Tukey test
at 5% significance level or compared using generalized linear models at 5%. For anatomical
analyzes, calluses from 15 treatments using 2,4-D and BAP were fixed on blades and viewed
in photonic microscope coupled with camera. GAs increased the percentage emergence of
around 20% in the pre-germination treatment with 1000 and 2000 mg L' of regulator for 24
hours, furthermore, treatment of 1000 mg L' favored the shoot growth and increased the
number of leaves. To reduce oxidation, it is given concentration of 2% activated charcoal to
the medium, combined with 2,0 mg.L"" of PVP. To obtain callus, using MS medium without
the addition of growth regulator is indicated, it's important to reduce the costs on the use of
growth regulators and obtain calluses. However, more studies are needed to induce calluses
on jabuticabeira (Plinia cauliflora).

Keywords: jabuticaba, antioxidant, callus induction, callus anatomy.
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1. INTRODU(;/T\O GERAL - REGULADORES DE CRESCIMENTO NA
EMERGENCIAE INDU(;AO DE CALOS DE Plinia cauliflora (Mart.)
Kausel

A flora brasileira é rica em frutas silvestres comestiveis, constituindo um
patrimonio de grande valor genético e cultural. Dentre as espécies nativas de
importdncia do Brasil, destaca-se a jabuticabeira (Plinia cauliflora (Mart.)
Kausel), que é uma arvore frutifera pertencente a familia Myrtaceae
(ALEXANDRE et al., 2006; DANNER et al., 2006).

A familia Myrtaceae é uma das familias boténicas mais importantes do
Brasil, compreendendo cerca de 100 géneros e 3.500 espécies, entre arvores e
arbustos e distribuindo-se por quase todos os continentes, predominando nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (SOUZA; LORENZI, 2012) e
constituem um patriménio genético de grande valor (GOMES et al., 2016).

As espécies da familia Myrtaceae sao importante fonte de o&leos
essenciais com atividades biolégicas que vao desde bacteriostatica, fungistatica
e anti-inflamatodria, utilizadas em cremes, sabonetes e creme dental como
agentes antimicrobianos e antifungicos (LIS-BALCHIN; HARS; DEANS, 2000;
KUSKOSKI et al., 2003; STEFANELLO; PASCOAL; SALVADOR, 2011).

A jabuticabeira é uma espécie arbérea e de médio porte nativa do Brasil
e amplamente distribuida em quase todas as regides, podendo ser encontrada
desde o Estado do Para até o do Rio Grande do Sul (SILVEIRA et al., 2006).

Suas flores desenvolvem-se nos ramos (caulifloria), sdo brancas,
pequenas, apresentam ovario bicarpelar, infero e glabro, o estigma é peltado. As
folhas possuem a nervura central levemente impressa na epiderme adaxial e
saliente na epiderme abaxial (MANICA, 2000; PEREIRA, 2003). O fruto da
jabuticabeira € uma baga, subglobosa, negro quando maduro, liso, com 1,6 a 2,2
cm de diametro, contendo de 1 a 4 sementes. A casca é fina e muito fragil; a
polpa €& doce com leve acidez, de 6timo sabor e de cor branca a translucida
(DONADIO; MORO; SERVIDONE, 2002).

O fruto da espécie é muito apreciado, seja para consumo in natura ou para
a fabricagdo de geléias, vinhos e licores caseiros (DANNER et al., 2007;
BORTOLOTTO et al.,, 2015). A casca do fruto apresenta altos teores de
antocianinas e flavondides (TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008),
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compostos que apresentam atividades anticancerigenas (KAPADIA et al., 1997;
HAGIWARA et al., 2001) e antioxidantes. Devido as caracteristicas do fruto
existe um forte apelo comercial para aumentar o consumo in natura e industrial
como alimenticia, cosméticos e farmacéutica (WANG et al., 2000; CHAVASCO
et al., 2014).

Mesmo diante do potencial comercial dos frutos, a Jabuticabeira ndo
desperta atengéo para o cultivo em grande escala porque, um dos fatores seria
que a planta, quando multiplicadas por semente, leva de oito a quinze anos para
produzi frutos (DANNER et al., 2006), demorando para superar o periodo juvenil
(ANDRADE; MARTINS, 2003).

Além disso, essa espécie apresenta dificuldade de propagagao
vegetativa, devido principalmente, pela dificuldade de enraizamento (MANICA,
2000) e a propagagao por sementes, principal método de produgdo de mudas
(SASSO; CITADIN; DANNER, 2010) gera possibilidade de cruzamento natural,
que nem sempre € desejavel devido a problemas como a segregacgédo e
recombinacgao genética, modificando as caracteristicas genotipicas e fenotipicas
(ALEXANDRE et al., 2006).

As sementes de algumas espécies da familia Myrtaceae apresentam
comportamento recalcitrante (MALUF; BILIA; BARBEDO, 2003). Uma das
formas de acelerar e uniformizar a germinacéo das sementes € usando acido
giberélico, pois € um regulador que pode controlar a germinagao de diversas
formas, incluindo a mobilizagdo de reservas do endosperma, alongamento
celular, acelerando o desenvolvimento da radicula e da parte aérea
(SALISBURY; ROSS, 1992).

A cultura de tecidos se torna uma ferramenta de grande importancia para
a propagacéo dessa frutifera, pois supre a dificuldade de propagac¢ao seminifera
da espécie, através da adigao de reguladores de crescimento ao meio de cultura,
produzindo clones em larga escala e pequeno espaco fisico, diminuindo a
segregacgao e recombinag¢ao de genes que ocorrem na propagagao sexual.

Devido a importancia das espécies dessa familia, tanto para
recomposi¢ao ambiental quanto para comercializacdo de produtos, a demanda
por sementes ou mudas de espécies florestais nativas vem sendo crescente
(GOMES et al., 2016).
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Muitas espécies arboreas nativas que possuem grande potencial de
utilizagdo sédo pouco exploradas em fungéo da caréncia de informagdes técnicas
sobre sua propagacgao e cultivo, como € o caso de Plinia cauliflora, popularmente
conhecida como jabuticabeira, portanto, o objetivo desse trabalho foi fornecer

informagdes acerca da germinacgao ex vitro e propagacao in vitro da espécie.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Caracterizagao Botanica de Plinia cauliflora (Mart.) Kausel)

A familia Myrtaceae é dominante no leste do Brasil em termos de numero
de espécies, individuos e area de distribuigao total (MORI et al., 1983). Possui
cerca de 23 géneros e 1034 espécies segundo a Flora do Brasil (SOBRAL,
2015). E considerada uma Familia bem definida, com duas subfamilias que
compreendem 17 tribos e os maiores centros de diversidade para a familia estao
localizados na América do Sul, Australia e Asia Tropical (GOVAERTS et al.,
2008). A familia € muitas vezes caracterizada por ter casca fibrosa, ovario infero,
folhas opostas cultivados com Oleos essenciais aromaticos em 'manchas
glandulares' translucidas (GOVAERTS et al., 2008).

O género Plinia compreende cerca de 33 espécies segundo a Flora do
Brasil (SOBRAL, 2015). De acordo com Sobral (1985), a mudanga de género
Myrciaria para o género Plinia se deve ao fato de que as espécies de Myrciaria
que possuem inflorescéncias caulinares, calice persistente, bractéolas
separadas e sementes de cotilédones separados, sdo consideradas espécies de
Plinia, ou seja, jabuticabeiras.

Plinia € composto por arvores ou arbustos; flores 4-meras, reunidas em
glomérulos caulinares; bracteas e bractéolas separadas, persistentes ou nao;
célice fechado; 4 sépalas, rompendo-se irregularmente na antese ou nao;
persistentes no fruto; hipanto prolongado acima do ovario, ndo circunciso na
antese; ovario bilocular, com 2 o6vulos por loculos. Frutos globosos, com 2
sementes; testa membranacea; embrido eugenidide (dois cotilédones grandes,
carnosos e separados) (ARANTES; MONTEIRO et al., 2002).
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As jabuticabeiras sdo plantas genuinamente brasileiras (SOUSA, 2009).
A espécie Plinia cauliflora (Mart.) Kausel € composta por arbustos de até 2,5m
de altura; ramos cilindricos com ritidoma liso; pubescentes, esbranqui¢ados.
Folhas com peciolos de 1-1,2 mm; laminas 1,4-2,5(3,2) x 0,9-1,4 cm, elipticas a
oblongas, glabrescentes ou glabras; 2 nervuras marginais quase paralelas; base
obtusa a aguda; Glomérulos caulinares, botées 2-3 mm, obovados, glabros;
sépalas 1-1,5 mm, glabras, desiguais, ciliadas; pétalas 3-4 mm, largamente
obovadas, glabras, ciliadas. Fruto 1,2-3 cm larg.; globoso, glabro (ARANTES;
MONTEIRO et al., 2002).

2.2. Germinagao

Nas angiospermas, a semente se desenvolve de um oOvulo fecundado
(FINCH-SAVAGE, 2012). A maturidade fisiolégica das sementes geralmente
acontece quando ela atinge o maximo de massa seca, poder germinativo e vigor,
desligando-se assim da planta mée, interrompendo a translocagcdo de
fotoassimilados e ocorrendo entdo alteragdes fisioldgicas que levam a secagem
das sementes (POPINIGIS, 1995). Para determinar a maturagao das sementes,
€ necessario conhecimento acerca do seu aspecto externo e coloracdo dos
frutos, bem como os seus aspectos morfo-fisiologicos (FIGLIOLIA, 1995;
FOWLER; MARTINS, 2001).

As sementes que possuem capacidade fisioléogica de tolerar a
dessecacgao pos-colheita sdo denominadas ortodoxas. Essas sementes toleram
a dessecagao a graus de umidade proximos de 2% a 5%, ou mesmo abaixo
desses niveis (FONSECA; FREIRE, 2003). Por outro lado, as sementes
recalcitrantes sdo sensiveis a dessecagao. Como sao altamente intolerantes a
perda de agua, perdem a viabilidade quando expostas e dessecadas e néo
podem ser armazenadas por longos periodos (CHIN; ROBERTS, 1980;
PAMMENTER; VERTUCCI; BERJAK, 1991; SACANDE et al., 2004; BERJAK;
PAMMENTER, 2008; LI; PRITCHARD, 2009).

Uma proporgéao significativa de espécies produz sementes que mostram
comportamento recalcitrante (BERJAK; PAMMENTER, 2000). Alguns trabalhos

descrevem o minimo grau de toleréncia a dessecag¢ao das sementes da familia
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Myrtaceae (ANDRADE; FERREIRA, 2000; KOHAMA et al., 2006; DELGADO;
BARBEDO, 2007; PIROLA et al., 2009; DANNER et al., 2011). Entre as espécies
do género Eugenia, existem diferentes graus de sensibilidade a dessecagao das
sementes com base no teor de agua (BARBEDO; BILIA, 1998). O valor médio
de umidade das sementes de Eugenia pyriformis apds o beneficiamento foi de
51% (GOMES et al., 2016), sendo superior aos 45% utilizados por Scalon et. al.,
(2009), para classifica-las como recalcitrantes.

Segundo Danner et al., (2011), as sementes da espécie Plinia cauliflora
conservam-se por apenas 5 dias sob temperatura de 17°C £ 4°C e perdem
totalmente a viabilidade com 10% de teor de agua. Ja no armazenamento a
vacuo, com tampé&o fosfato, sua viabilidade e mantida por até 65 dias.

Embora sementes recalcitrantes sejam metabolicamente ativas e
germinem em teores de agua suficientes, o armazenamento hidratado é
estritamente uma opgédo de curto prazo (BERJAK; PAMMENTER, 2008). A
proliferagdo de fungos associados a sementes, sob condicbes de
armazenamento hidratado € um grande problema, especialmente para as
sementes de origem tropical/sub-tropical, que quase sempre abrigam indculo
fungico internamente (SUTHERLAND; DIEKMAN; BERJAK, 2002).

A germinagao so6 acontece de fato quando ha degradagao do endosperma
e as reservas finalmente podem ser utilizadas para o crescimento do embrido
(BOESEWINKEL; BOUMAN, 1995).

As giberelinas (GAs) sdo horménios vegetais essenciais para muitos
processos de desenvolvimento, incluindo germinagao da semente, alongamento
do caule, expanséo foliar, desenvolvimento de tricomas, maturacédo do pdlen e
indugao floral (DAVIES, 1995; ACHARD; GENSCHIK, 2009).

Giberelinas sao diterpendides tetraciclicos sintetizados a partir de seu
precursor, o geranilgeranil difosfato. A via de biossintese que converte
geranilgeranil difosfato as GAs biologicamente ativas, tem sido bem estudada
(YAMAGUSHI; KAMIYA, 2000; OGAWA et al., 2003). Para entender o papel da
giberelina no desenvolvimento desses processos na espécie em estudo é
necessario estabelecer como e em quais concentragdes as plantas respondem
ao seu estimulo.

A sintese de giberelina é fundamental para a germinacgéo, pois esta

relacionado com a sintese de enzimas hidroliticas (a-amilase) de reserva
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nutritivas, contidas no endosperma, que degradam reservas como amido e
proteinas e sao utilizadas para o desenvolvimento do embrido, além disso, as
GAs também promovem a sintese de enzimas (endo-B-manases e expansinas)
que agem enfraquecendo as paredes celulares e promove o alongamento da
radicula e do caule (SCALON et al., 2009).

Estudos comprovam que o uso do acido giberélico em sementes de
diversas espécies arbdreas estimula a germinagdo (REIS et al., 2004;
GUIMARAES et al., 2010; FEITOSA et al., 2015; FERNANDES; SOUZA-LEAL;
MORAES, 2015;).

Embora muitos derivados de GAs estejam presentes em uma
determinada planta, poucos sao biologicamente ativos. A biossintese parece
estar firmemente ligada ao local de resposta ao GA, pois GAs bioativos sdo mais
abundantes em tecidos de rapido crescimento (YAMAGUSHI, 2008).

Existem varios tipos de giberelinas, que variam de espécie para espécie
e entre 6rgaos (VILLA et al., 2006). Em estudo com arroz, por exemplo, foram
identificados varios tipos de GAs e os locais onde predominam na planta, de

acordo com a Tabela 1:

Tabela 1 - Giberelinas identificadas em arroz.

Tecido GAs
Parte aérea GA1, GA4, GAs, GA19,
GA20, GA29, GA34, GAs3
Orgao reprodutivo GA1, GA4, GAs, GAy,

GA12, GA17, GA19, GA2o,
GA24, GA29, GA3z4, GAu4,
GAs1 e GAss
*Adaptado de Kobayashi e Takahashi, (1991).
Enquanto para muitas espécies, as giberelinas aceleram a germinagéo e
a emergéncia da plantula (SOARES et al., 2009; PIVETA et al., 2014), em outras
elas apresentam pouca ou nenhuma atividade (CARVALHO, 1997; DECCETTI,

2000). Os tratamentos pré-germinativos podem otimizar de maneira uniforme a

germinagdo, auxiliando na degradagdo da barreira fisica imposta pelo
tegumento, aumentando a metabolismo das reservas e promovendo o
surgimento da radicula (CASSOL et al., 2009).
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Portanto, para Plinia cauliflora, existem poucos trabalhos utilizando
tratamentos pré-germinativos para melhorar os métodos de propagagao sexual.
Além disso, a propagacéo assexuada, por meio de técnicas de cultura de tecidos,
por exemplo, pode ser uma alternativa promissora tanto para a exploracao

comercial da espécie como para sua conservagao.

2.3. Cultura de Tecidos de plantas

Um dos objetivos principais da cultura de tecidos de plantas é a rapida
multiplicagdo massal de plantas elite. As principais vantagens com a cultura de
tecidos sao: produzir tecidos livres de agentes contaminantes e microrganismos;
permitir o cultivo de células de qualquer planta independente a época do ano,
multiplicar células e tecidos para producdo de metabdlitos especificos em
condigdes ambientais controladas; controlar o crescimento celular e regulagéo
dos processos metabdlicos, reduzindo os custos e mao de obra, produzindo
material vegetal em espaco reduzido e em larga escala (TORRES; CALDAS;
FERREIRA, 1998; LAKSHMANAN et al., 2005; SUSSEX, 2008; KONAN et al.,
2010).

Na cultura de tecidos utilizamos pequenos fragmentos de tecido vegetal,
chamados de explantes, que sédo inoculados assepticamente em meio nutritivo
e esses fragmentos vegetais em condi¢des 6timas podem reconstruir todo um
novo organismo (LAMEIRA et al.,, 2000). Ao meio de cultivo podem ser
acrescidos reguladores de crescimento que induzem diferentes respostas
fisiolégicas (HALL, 2000).

Este processo baseia-se no principio da totipotencialidade das células,
onde qualquer célula vegetal apresenta todas as informagbes genéticas
necessarias a regeneragdao de um individuo completo (GALLO; CROCOMO,
1995; TORRES; CALDAS; FERREIRA et al.,, 1998; PASQUAL; HOFFMANN;
RAMOS, 2001).

A cultura de tecidos em jabuticabeira tem sido utilizada para identificagao
de compostos bioativos com atividades antimicrobianas e antioxidantes e
atividade antifungica, como antocianinas e fendis (SOUZA-MOREIRA et al.,

2010), porém, na literatura ndo se encontra trabalhos de estabelecimento para a
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elaboragao de um protocolo de cultivo in vitro para a espécie. Varios protocolos
de micropropagacao tém sido estudados para diversas espécies, no entanto, o
sucesso desse processo depende da superagdo de alguns problemas, como
oxidagcdo, contaminacgao, variabilidade genética, além disso, plantas nativas
geralmente representam uma barreira para o estabelecimento e propagacéo in
vitro de espécies lenhosas (LANDA, 2000).

2.4. Meio de Cultura

Para a sobrevivéncia no cultivo in vitro, o explante deve estar em contato
com um fluido que mantém as células vivas por periodos longos de tempo (dias,

semanas ou meses), este fluido € chamado meio de cultura (MARTIN, 1994).

O meio de cultura mais amplamente utilizado para plantas é o de
Murashige e Skoog (1962), tal meio possui em sua composi¢ao sais minerais,

fonte de carbono (geralmente sacarose) e vitaminas (Tabela 2):



Tabela 2 - Composi¢cao do meio de cultura de Murashige e Skoog (1962).
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Férmula Concentragao
Macronutrientes (mg/L")
Nitrato de aménio NH4NO3 1650
Nitrato de potassio KNO3 1900
Cloreto de calcio CaCl,.2H.0 441
Sulfato de magnésio MgSQO4.7H20 370
Fosfato de potassio KH2PO4 170
Soédio EDTA NaEDTA 37,25
lodeto de potassio Ki 0,83
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeS0O4.7H.0 27,85
Sulfato de manganés MnS0O4.H20 16,9
Sulfato de zinco ZnS0,4.7H.0 8,6
Acido borico H3BOs3 6,2
Molibdato de sédio Na:Mo04.2H.0 0,25
Cloreto de cobalto CoCl,.6H.0 0,025
Sulfato de cobre CuS04.5H20 0,025
Vitaminas
Acido nicotinico CsHsNO> 0,5
Cloridrato de piridoxina CsH12CINO- 0,5
Cloridrato de tiamina C12H18CI2N4OS 0,5
Glicina C2HsNO2 2,0
Mio-inositol CeH1206 100,0
Agar 7.000
Sacarose C12H22011 30.000

*Adaptado de: Oliveira et al., (2005).

Em alguns casos é feita a redugdo ou aumento na concentragao desses
sais, obtendo resultados satisfatérios tanto para germinagdo, quanto para
multiplicacdo de explantes foliares (RUSSOWSKI; NICOLOSO, 2003; GOLLE &
REINIGER, 2013; FERREIRA et al., 2016; LEMES et al., 2016). Além da escolha
do meio de cultura adequado, outro problema muito comum dentro da cultura de

tecidos de plantas lenhosas € a oxidagao fendlica.
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2.5. Oxidagao fendlica

O estabelecimento in vitro dos explantes corresponde a primeira etapa de
um sistema de micropropagacgao. Essa etapa inicia-se com a desinfestagao e
inoculagdo dos explantes selecionados mais adequados para a subsequente
multiplicagao e obtencado de uma cultura adaptada as condigées in vitro. Diversas
dificuldades podem ser encontradas ao longo das diferentes etapas do cultivo in
vitro de espécies lenhosas.

Uma das principais limitagbes dessa técnica tém sido a producgado de
compostos fendlicos, que podem estar ligados a processos de regulagéo de
crescimento e acumulo de polifendis e produtos de oxidagdo, como melanina,
suberina, lignina, cutina e calos em torno da superficie incisada, que modificam
a composi¢cao do meio de cultivo e a absorgdo de metabdlitos (ANDRADE et al.,
2000) inviabilizando o desenvolvimento do explante.

Algumas recomendacgdes foram feitas por Grattapaglia e Machado (1998),
para controlar a oxidagao como: lavagem do material em agua corrente antes da
desinfestacdo, utilizagcdo de antioxidantes: acido ascérbico, polivinilpirrolidona
(PVP), carvado ativado e manutengado inicial dos explantes no escuro, por
exemplo.

O carvao ativado possui propriedade absorvente dos exsudados fendlicos
liberados, tornando a enzima responsavel pela oxidagdgo (PPO -
polifenoloxidase) inativa. Ja o PVP capta elétrons e reage com os compostos
oxidantes, evitando que os mesmos fiquem disponiveis para se oxidarem
(GEORGE, 1996; CID; TEIXEIRA, 2014), pois quanto maior a quantidade de
explantes oxidados, menor a chance de conseguir estabelecer plantas in vitro
(BEZERRA et al., 2014).

2.6. Calogénese

A calogénese é uma cultura de massa de proliferacdo celular e pode
apresentar certo grau de diferenciagdo (TORRES et al., 1998; IKEUCHI,
SUGIMOTO; IWASE, 2013). Os calos se desenvolvem como uma resposta a

injurias fisicas ou quimicas, crescendo de forma continua.
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Para se estabelecer a cultura de calos, estes passam por algumas etapas:
(1) —inducao, ativagdo do metabolismo para a desdiferenciacao e divisdo celular;
(2) — divisao celular e (3) — diferenciagdo, em que as células tornam-se maiores,
vacuolizadas e a taxa de divisao diminui, ocorrendo o equilibrio entre a divisao e
a expansao celular (STAFFORD; WARREN, 1991).

A cultura de células/tecidos tem sido bastante utilizada em trabalhos de
pesquisa envolvendo areas como fisiologia, bioquimica e engenharia genética,
etc. A totipoténcia das células das plantas confere flexibilidade para programas
ontogénicos permitindo que células somaticas possam mudar e reverter seu
estado de diferenciagdo em condi¢gbes adequadas in vitro (GUEYE et al., 2009).

Existem varios agentes que interferem na formag&o de calos, como o
tamanho do explante, a composi¢gdo do meio de cultura, 6rgao fornecedor do
explante e o gendtipo da planta doadora (CERQUEIRA et al., 2002). Segundo
Alves, Xavier e Otoni (2004), € comum o suprimento exdégeno de reguladores de
crescimento para a inducédo de calo, onde é necessario um balango hormonal
entre 0s niveis de citocininas e auxinas, exdgenas e endogenas a planta,
estimulando a proliferagao celular.

Dependendo do explante utilizado, as vias morfogénicas (embriogénese
somatica e organogénese) podem ser formadas a partir de estimulos externos,
de duas formas: direta através da desdiferenciacao de células sem a formacéao
de calos e a indireta através da desdiferenciacido e formacdo de uma massa de
células, chamada de calo (LEMOS, 2014). Uma das primeiras definigdes de
"Calo" na biologia vegetal referia-se ao enorme crescimento das células e
acumulo de calose associada a injuria. Atualmente, a mesma palavra é usada
também para definir massas de proliferacéo celular. As células dos calos podem
apresentar totipoténcia, sendo capazes de regenerar a todo um vegetal
(IKEUCHI; SUGIMOTO; IWASE, 2013).

Para induzir calos in vitro, € necessario que este seja estimulado por meio
de reguladores de crescimento. E possivel encontrar inimeros reguladores de
crescimento, porém, os mais utilizados na indugao de calos sdo o 2,4-D (2,4
acido diclorofenoxiacético) onde os explantes foliares geralmente respondem
positivamente para a desdiferenciacdo celular e, mais recentemente, o TDZ
(thidiazuron) (NOGUEIRA et al., 2007).
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Estudo com Acca sellowiana (Myrtaceae), mostrou que tanto o uso de
auxinas usadas individualmente ou combinadas com alguns tipos de citocininas
é eficiente na indugdo de calos (CANGAHUALA-INOCENTE et al., 2007). A
inducdo de calos é uma das técnicas mais utilizadas para resgatar populagdes
inteiras de mutantes, de variagdo somaclonal ou produgado transgénica. O
estabelecimento dessas populagbes resulta no desenvolvimento de novas
cultivares (SANTOS et al., 2005).

Estudos do cultivo de calos tém sido amplamente utilizados na
morfogénese e também na regeneragdo indireta em estudos de
desenvolvimento, diferenciagcédo celular e na exploragdo de produtos de origem
do metabolismo primario e secundario (VASCONCELOS FILHO, 2009).

Porém, as vantagens dos dois tipos de cultivo e a conversao dos calos
em 6rgaos dependem tanto da caracterizagdo morfoldgica, quanto citolégica ou
bioquimica da competéncia celular dos calos, além disso, diante da escassez de
informagdes referentes a organogénese e embriogénese in vitro, € necessario a
adequacao de protocolos de regeneragao na tentativa de tornar esta técnica com

alguma importancia aplicavel comprovada nos programas de micropropagacao.

2.7. Analises anatomicas de calos

A analise anatbmica dos calos permite identificar as caracteristicas
citolégicas e morfolégicas associados com a capacidade organogénica ou
embriogénica do calo, obtidas através da manipulagdo dos meios de cultura e do
ambiente de cultivo (NOGUEIRA et al, 2007), no entanto, algumas
caracteristicas sdo comuns, como rapida divisdo mitética, tamanho pequeno,
citoplasma denso, nucleo volumoso com nucléolo proeminente, pequeno
vacuolo, além disso, essas células possuem uma sintese de RNA intensa e alta
atividade metabdlica (STEIN et al., 2010).

Embora ainda nao seja satisfatério o conhecimento acerca dos processos
regenerativos in vitro, € de acordo que as diferentes expressdes morfogenéticas
refletem na natureza e no grau de diferenciagcao destes tecidos. Nesse sentido,
muitos pesquisadores tentam relacionar as caracteristicas ultra-estruturais ao

potencial morfogénico, no entanto, essa caracterizagao citolégica ndo tem sido
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realizada com frequéncia na cultura de tecidos, sendo as informagdes muito
escassas (LACERDA et al., 2015).

A histologia dos calos pode ser realizada para analisar e confirmar o
detalhamento dos eventos que acontecem in vitro, além de avaliar o
desenvolvimento das gemas adventicias (organogénese) ou de embrides
somaticos (RODRIGUES et al., 2004).

O conhecimento mais detalhado dos calos através das analises
estruturais e histologicas ao longo do desenvolvimento in vitro podem gerar
informacdes importantes para a selecdo de células com maior capacidade
embriogénica, permitindo assim melhorar a produgéo de compostos metabdlicos
secundarios, auxiliando no avango no conhecimento dessa espécie
(CHIAVEGATTO, 2014).

Para o sucesso dessa técnica € importante conhecer os estagios de
desenvolvimento dos calos. Estudos anatémicos sao importantes para mostrar
as areas meristematicas envolvidas no processo de regeneragao, auxiliando na
determinacdo de protocolos de embriogénese somatica (APPEZZATO-DA-
GLORIA et al., 2005).

2.8. OBJETIVO GERAL

Objetivou-se com esse trabalho estudar a emergéncia de sementes e

inducao de calos em explantes foliares de jabuticabeira (Plinia cauliflora).
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3. EMERGENCIA DE SEMENTES DE Plinia cauliflora (Mart.) Kausel PRE-
TRATADAS COM GIBERELINA

RESUMO - A jabuticabeira é uma planta frutifera de grande importancia
alimentar, medicinal e comercial. Faz parte de uma das familias botanicas mais
importantes do Brasil, a familia Myrtaceae. Porém, o comércio possui dificuldade
em expandir seu cultivo, pois a muda de Jabuticabeira tem um alto custo, além
disso, se trata de uma espécie dificil de multiplicar vegetativamente, com
dificuldade no enraizamento de estacas caulinares. Objetivou-se com o trabalho,
verificar o efeito do GAs na germinagéo e desenvolvimento de plantulas. Para
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isso, frutos de jabuticabeira foram coletados e despolpados. As sementes foram
imersas por 24 horas em diferentes concentragdes de GAs (0, 250, 500, 1000 e
2000 mg.L"). Apds as 24 horas, as sementes foram colocadas em tubetes de
290 cm?® com substrato plantmax. A germinagdo foi conduzida em casa de
vegetacdo com sistema automatico de irrigacdo. Apos 30, 45 e 60 dias apds a
semeadura (DAS) foram avaliadas as variaveis: emergéncia, tamanho do caule
(cm) e numero de folhas. Com base nos resultados é possivel afirmar que s
sementes embebidas em GAs na concentragdo de 1000 mg.L™! por 24 horas
diminuiu o tempo de emergéncia de jabuticabeira nas condi¢ées apresentadas
nesse trabalho. Para o crescimento e numero de folhas, os tratamentos pré-
germinativos nas concentragées de 1000 mg.L" e 2000 mg.L"" do regulador por
24 horas foi eficiente comparados ao tratamento controle. No entanto, para
diminuir os custos, a quantidade de 1000 mg.L ¢ eficiente.

Palavras-chave: jabuticaba, giberelina, semente recalcitrante, myrtaceae
EMERGENCY OF Plinia cauliflora (Mart.) Kausel SEEDS PRE-TREATED
WITH GIBBERELLIN

SUMMARY - The jabuticabeira is a fruit plant of great importance food, medicinal
and commercial. Take part in one of the most important plant families in Brazil,
the Myrtaceae family. But trade has difficulty in expanding its cultivation, because
the plant seedlings of Jabuticabeira has a high cost, in addition, it is a difficult
species to multiply vegetatively, with difficulty in rooting cuttings. The objective of
the study was to verify the effect of GAs on germination and seedling
development. For this, jabuticabeira fruits were collected and unpulped. The
seeds were immersed for 24 hours at different concentrations of GAs (0, 250,
500, 1000 and 2000 mg L"). After 24 hours, the seeds were placed in tubes of
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290 cm?® with plantmax substrate. The germination was conducted in a
greenhouse with automatic irrigation system. After 30, 45 and 60 days after
sowing (DAS) variables were evaluated: emergency, stem size (cm) and number
of leaves. Based on the results we can say that seeds immersed in GAsz at 1000
mg.L™" for 24 hours decreased the jabuticabeira emergency time under the
conditions presented in this work. For growth and number of sheets, pre-
germination treatments in concentrations of 1000 mg.L-' and 2000 mg.L"
regulator for 24 hours it was efficient compared to the control treatment. However,
to reduce costs, the amount of 1000 mg.L" is effective.

Keywords: jabuticaba, gibberellin, recalcitrant seeds, myrtaceae

3.1. INTRODUGAO

A familia Myrtaceae distribui-se por quase todos os continentes,
predominando nas regides tropicais e subtropicais do mundo. E uma das familias
botanicas mais importantes do Brasil, compreendendo cerca de 100 géneros e
3.500 espécies, entre arvores e arbustos (SOUZA; LORENZI, 2012).

As espécies do género Plinia possuem grande potencial econdmico, e
dentre as espécies, Plinia cauliflora (Mart.), Kausel), nativa do Brasil e conhecida

popularmente como Jabuticabeira, se destaca pelo potencial econdmico,
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alimentar e medicinal. A jabuticabeira apresenta alta produtividade de frutos,
mesmo sem a utilizagdo de praticas adequadas de manejo e esses frutos s&o
utilizados para fins diversos, como a fabricagdo de vinhos, licores, geleias e
sucos, além do seu consumo in natura (DANNER et al., 2007; BORTOLOTTO et
al., 2015). Como a espécie apresenta longo periodo de juvenilidade e curto
periodo reprodutivo, ha dificuldade na producdo de mudas (HARTMANN et al.,
2002).

Porém, um dos maiores problemas enfrentados para a expansao do
cultivo de jabuticabeira é o alto custo das mudas, pois € uma espécie dificil de
multiplicar vegetativamente (SCARPARE FILHO et al., 1999; PEREIRA et al.,
2005). Por isso, a principal forma de produgdo de mudas € por sementes, ainda,
essas sementes de jabuticabeira perdem rapidamente a viabilidade, pois séo
consideradas como recalcitrantes (VALIO; FERREIRA, 1992).

As informacgdes existentes sobre jabuticabeira na literatura abordando
germinacao de sementes ou mesmo a formagdo de mudas sao escassas, e,
além disso, existem duvidas quanto a presenca ou ndo de dorméncia em suas
sementes (VALIO; FERREIRA, 1992). O uso de GAsz em sementes € uma
alternativa que visa aumentar o indice de germinagédo, além de melhorar o
desenvolvimento de plantulas (SCALON et al., 2006; CAMPOS et al., 2015).

3.2. OBJETIVO

Verificar o efeito do GAs na emergéncia e no desenvolvimento de

plantulas de jabuticabeira.

3.3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados em casa de vegetagao da Universidade
Federal de Goias, Campus Cidade Universitaria - Regional Jatai. As sementes
de jabuticaba foram coletadas no dia 28 de fevereiro de 2015 na zona rural,
fazenda Indaia, Jatai — GO — Brasil, com as seguintes coordenadas: [/at: -
17.87 long: -46.064167 WGS84] e uma amostra estda tombada no Herbario
Jataiense (UFG), com o registro HJ 7419.
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Os frutos maduros foram lavados em agua corrente, por cerca de 1
minuto, em seguida foi realizado o despolpamento para isolamento das
sementes. Depois de isoladas as sementes foram imersas, por 24 horas, em
diferentes concentragées de GAs (0, 250, 500, 1000 e 2000 mg.L"). Foram
imersas 24 sementes por tratamento.

Apds as 24 horas, as sementes foram colocadas em tubetes de 290 cm?3
com substrato plantmax, com aproximadamente 1 centimetro de profundidade.

A germinagcdo foi conduzida em casa de vegetagdo com sistema
automatico de irrigagao, sendo que as irrigagdes foram realizadas sempre no
periodo da manha (09:00h) e da tarde (16:00h), aplicando-se uma lamina diaria
de 5 mm para manter a umidade do solo.

Aos 30, 45 e 60 dias ap6s a semeadura (DAS) foram avaliadas as
variaveis: porcentagem de emergéncia, tamanho do caule (cm) e numero de
folnas. A semente foi considerada emergida verificando o surgimento do
cauliculo acima do substrato, de acordo com Campos et al., (2015).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
composto de 5 tratamentos com 24 repeticdes e a analise estatistica com os
dados de emergéncia submetidos a analise de regresséo, o tamanho da parte
aérea e numero de folhas foram avaliados pelo teste de Tukey a 5% de
significancia utilizando-se o software Assistat (SOUZA; AZEVEDO, 2015).

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1, encontram-se os valores ajustados de emergéncia
observados, em fungédo das doses de acido giberélico (GAs) aplicados aos 30
dias. Observou-se comportamento diretamente proporcional em que o aumento

da concentragao de GAsz aumentou aos 30 dias.
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Ay =0,0027x + 77,964
R?=0,8128
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Figura 1. Porcentagem de emergéncia de plantulas em fungédo da concentragao
de GAs aos 30 dias de cultivo de jabuticabeira

Resultado semelhante foi encontrado por Santos et al.,, (2013) com
sementes de Passiflora edulis, onde a pré-embebicdo das sementes por 6 horas
na quantidade de 100 mg.L' foi o melhor tratamento. Melo et al., (2000)
obtiveram resultados positivos para a emergéncia de plantulas de Passiflora
nitida, que foram tratadas com 1500 e 2000 mg.L" de GAs.

O GAs é usado na tentativa de aumentar a porcentagem e uniformidade
de germinacdo de sementes, sendo um fator importante para aumentar o
potencial de desempenho das sementes, uniformizando as plantas em
condigbes de campo (FERREIRA; FOGACA; BLOEDORN, 2001; ARAGAO et
al., 2003).

Nas Figuras 2 e 3, encontram-se os valores médios observados de
emergéncia, em funcdo das doses de acido giberélico (GAs) aos 45 e 60 dias
respectivamente, e nesse periodo o melhor tratamento foi o de 1000 mg.L!, um

aumento em torno de 20% de emergéncia, comparado ao tratamento controle.
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Figura 2. Porcentagem de emergéncia de plantulas em fungao da concentragao
de GAs aos 45 dias de cultivo de jabuticabeira
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Figura 3. Porcentagem de emergéncia de plantulas em fungao da concentragao
de GAs aos 60 dias de cultivo de jabuticabeira

A emergéncia das primeiras plantulas de jabuticabeira aconteceu
aproximadamente aos 15 dias apds a semeadura (DAS). Donadio (2000),
verificou que a germinagcédo de sementes de jabuticabeira ocorre entre 10 e 40
dias apds a semeadura, estando os dados de acordo com os observados no
presente estudo.

Em trabalho conduzido com jabuticabeira por Dias et al., (2011), a maior
porcentagem de germinacgéao foi de 42% utilizando terra+areia+esterco e sem o
uso do regulador, resultado diferente dos obtidos nesse estudo, isso mostra que
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além do tempo de embebigao, outros fatores podem influenciar na diferenca de
germinagao, como a idade fisioloégica da semente, o clima, a temperatura e o
substrato.

A pré embebicdo de Eugenia candolleana (Myrtaceae) em agua ou GAs
nao aceleram o processo germinativo na espécie (CASSOL et al., 2009), estando
divergentes dos resultados observados no presente estudo aos 45 e 60 dias,
onde a concentragdo de 1000 mg.L"' mostrou uma maior porcentagem de
emergéncia ao final das avaliagoes.

Para as variaveis tamanho da parte aérea e numero de folhas foram
constatadas diferencas significativas entre os tratamentos, exceto entre os
tratamentos de 1000 mg.L-' e 2000 mg.L-! que apresentaram-se semelhantes
(Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Tamanho médio da parte aérea (cm) de jabuticabeira (Plinia
cauliflora), apo6s tratamento pré-germinativo com diferentes
concentracdes de GAs, aos 30, 45 e 60 dias.

1GA3 mg.L™" 30 dias (cm) 45 dias (cm) 60 dias (cm)

0 293b 4,22 b 4,37 b
250 3,10b 4,79b 3,81b
500 2,80b 4,31b 4,41b
1000 591a 7,27 a 7,47 a
2000 4,48 ab 5,37 ab 5,60 ab

Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de probabilidade. 1GAs— Acido giberélico;

Tabela 4 — Numero médio de folhas de jabuticabeira (Plinia cauliflora), apos
tratamento pré-germinativo com diferentes concentragbes de GAs,
aos 30, 45 e 60 dias

1GA3 (mg.L™") 30 dias (cm) 45 dias (cm) 60 dias (cm)

0 2,12b 4,58 b 6,20 b
250 3,95 b 4,41b 7,45Db
500 2,29b 4,16 b 7,37b
1000 7,91 a 9,25 a 13,41 a
2000 4,91 ab 541D 8,58 ab

Médias seguidas por mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel
de 5% de significancia. 1GAs— Acido giberélico;

O 4acido giberélico na concentragdo de 1000 mg.L™! foi eficiente na
promoc¢ao do crescimento da parte aérea das mudas e no numero de folhas de

jabuticabeira. O GAs estimula o alongamento e a divisdo celular, crescimento do
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caule, florescimento, desenvolvimento do fruto e semente e aumenta o
desenvolvimento da parte aérea (CHIARELO et al., 2007).

A promogao do alongamento celular promove maior crescimento das
plantas, importante para a produ¢ao de mudas. Isso € bem evidenciado em
trabalho de Ono, Junior e Rodrigues (2004), estudando os efeitos do GAs no
crescimento de Carica papaya, onde os tratamentos das plantas com GAs 125
mg.L"" + BA (Benziladenina) 125 mg.L"" e GAs 250 mg.L-' + BA 250 mg.L"
promoveu o desenvolvimento das brotacdes laterais e o posterior crescimento
destas.

Silva et al., (2014), estudando as concentragbes e métodos de aplicagéo
de acido giberélico em sementes de Citrullus lanatus (melancia) constatou que
o comprimento da parte aérea foi influenciado positivamente pela presenca do
GAs, uma vez que os tratamentos com este regulador apresentaram maiores
valores em comprimento quando comparados com a testemunha e também
promoveu maior ganho em massa seca da parte aérea quando comparadas a
testemunha, sendo o primeiro resultado de acordo com o desse experimento.

Em estudo conduzido com Saintpaulia ionantha (violeta) por Paiva et al.,
(1997), o GAsznao auxiliou na germinacéo, porém atuou no alongamento da parte
aérea, como verificado na jabuticabeira. Outro trabalho de Leonel e Pedroso
(2005), mostrou comportamento semelhante, onde aumentos significativos na
altura e numero de folhas de plantulas de Passiflora alata foram observados em
plantas pulverizadas com 300 mg.L-! de GAs3, entretanto, nao foram observadas
diferencas para a porcentagem de emergéncia, resultados similares aos desse
trabalho, onde a altura e numero de folhas foram influenciados positivamente
nas concentragdes de 1000 e 2000 mg.L-' de GAS3.

Em trabalho conduzido por Soares et al., (2009), com Cattleya loddigesii
e Hadrolaelia lobatta x Hadrolaelia purpurata (orquidea e um hibrido de
orquidea), a utilizagdo de 2,5 mg.L™ foi eficiente no incremento no nimero de
folhas para a orquidea, ja para o hibrido o GAs ndo obteve nenhum efeito.

O maior comprimento das plantulas e numero de folhas é importante, pois
auxilia as plantulas no campo para aguentar as intempéries, além disso, maior
biomassa permite aumento na cobertura do solo e por outro lado, maior teor de

matéria organica, trazendo beneficios como maior infiltragdo e armazenamento
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de agua no solo, drenagem, aeragao e interferéncia direta na resisténcia
mecanica do solo (SUZUKI; ALVES, 2006).

A composigdo e a concentragdo de reguladores de crescimento séo
fatores importantes que determinam o crescimento e o padrdo de
desenvolvimento de muitos sistemas de plantio. Os reguladores de crescimento
sdo compostos que atuam em varios processos do desenvolvimento das plantas
em baixas concentragdes (SOUZA; PEREIRA, 2007).

3.5. CONCLUSAO

As sementes embebidas em GA3 na concentragao de 1000 mg.L" por 24
horas diminuiu o tempo de emergéncia de jabuticabeira nas condi¢des
apresentadas nesse trabalho. Para o crescimento (cm) e numero de folhas, os
tratamentos pré-germinativos nas concentragées de 1000 mg.L-' e 2000 mg.L"
do regulador por 24 horas foi eficiente comparados ao tratamento controle. No

entanto, para diminuir os custos, a quantidade de 1000 mg.L"" é eficiente.
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4. CALOGENESE E ANALISES ANATOMICAS EM CALOS DE EXPLANTES
FOLIARES DE Plinia cauliflora (Mart.) Kausel

RESUMO - Plinia cauliflora é conhecida como jabuticabeira, possui
importancia alimentar, medicinal e econdmica. Seus frutos sdo muito apreciados
para consumo tanto in natura, quanto para sucos, geléias, licores e doces. As
sementes de jabuticabeira sdo consideradas recalcitrantes, dificultando sua
propagacdo. Objetivou-se com este trabalho definir o melhor antioxidante,
promover a indugédo de calos e analisar anatomicamente os calos provenientes
de explantes foliares de jabuticabeira. Para determinar o melhor antioxidante,
explantes foliares, oriundos de plantulas de jabuticabeira mantidas em casa de
vegetacdo, foram lavados com agua corrente e inoculados em meio MS
acrescido de PVP (0; 0.5; 1.0; ou 2.0) combinado com diferentes porcentagens
de carvao ativado (0; 2 ou 4%). Apds 30, 45 e 60 dias foram avaliados a presenga
ou auséncia de oxidacao dos explantes. O delineamento experimental utilizado
foi fatorial 4 PVP x 3 carvao ativado com 15 repeti¢gdes cada tratamento. Para a
calogénese, os explantes foram inoculados em meio MS com diferentes
combinagdes dos reguladores 2,4-D e BAP e o delineamento experimental
utilizado foi fatorial 4 2,4-D x 3 BAP com 20 repeticbes cada tratamento. Para
calogénese com ANA e BAP, os explantes foram inoculados em meio MS com
diferentes combinagdes dos reguladores e o delineamento experimental utilizado
foi fatorial 4 ANA x 3 BAP com 20 repeti¢cdes cada tratamento. Os dados normais
foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo
Teste de Tukey a 5% de significancia ou comparados através de modelos
lineares generalizados pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5% utilizando-se
o software Assistat. Para as avaliagdes anatdbmicas, calos oriundos do
experimento 2,4-D e BAP foram coletados, fixados e preparados em laminas
histologicas. Com base nos resultados, é indicado a concentragdo de 2% de
carvao ativo combinado com 2,0 mg.L-' de PVP para o controle da oxidagao.
Para a obtencao de calos o mais indicado € apenas inocular em meio MS sem a
adicao de regulador de crescimento. Apds avaliagdo anatdbmica, o balango
indicado para cultivo de calos com potencial morfogénico foi o tratamento com
1,0 mg.L-"de 2,4-D e 0,1 mg.L"" de BAP.

Palavras-chave: jabuticaba, calogénese, antioxidante, oxidag&o
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CALOGENESIS, AND ANATOMIC ANALISIS CHARACTERIZATION IN LEAF
EXPLANTS OF Plinia cauliflora (Mart.) Kausel

SUMMARY - Plinia cauliflora is known as jabuticabeira, it has important
food, medicinal and economic. Its fruits are highly appreciated for consumption
both in natura, as for juices, jams, liqueurs and sweets. The jabuticabeira seeds
are classified as recalcitrant, making it difficult to spread. The objective of this
work is define the best antioxidant, promote callus induction and analyze
anatomically calluses from leaf explants of jabuticabeira. To determine the best
antioxidant, leaf explants derived from jabuticabeira seedlings kept in a
greenhouse, were washed with water and inoculated in MS medium with PVP (0,
0.5, 1.0, or 2.0) combined with different percentages of activated charcoal (0, 2
or 4%). After 30, 45 and 60 days were evaluated the presence or absence of
oxidation of explants. The experimental design was factorial 4 PVP x 3 activated
charcoal with 15 repetitions each treatment. For callus induction, explants were
inoculated in MS medium with different combinations of 2,4-D and BAP regulators
and the experimental design was factorial 4 2,4-D x 3 BAP with 20 repetitions
each treatment. For callus formation with NAA and BAP, explants were inoculated
in MS medium with different combinations of regulators and the experimental
design was factorial 4 NAA x 3 BAP with 20 repetitions each treatment. The
normal data were submitted to analysis of variance and the averages were
compared by Tukey test at 5% significance level or compared using generalized
linear models by Kruskal-Wallis test at 5% using the Assistat software. For
anatomical reviews, calluses derived from the 2,4-D experiment and BAP were
collected, fixed and prepared on histologycal blades. Based on the results, the
concentration of 2% of combined active charcoal with 2.0 mg.L-" of PVP to control
oxidation is indicated. To obtain callus is indicated inoculate only on MS medium
without the addition of growth regulator. After anatomical assessment, the
balance suitable for cultivation of callus with morphogenetic potential was
treatment with 1.0 mg.L™" 2,4-D and 0.1 mg L' BAP.

Keywords: jabuticaba, callus induction, antioxidant, oxidation
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4.1. INTRODUGAO

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel), pertencente a familia Myrtaceae, é
popularmente conhecida como jabuticabeira e possui importancia econémica e
medicinal. Seus frutos sdo muito apreciados pela populagao brasileira, podendo
ser consumidos tanto in natura ou na forma de sucos, geleias, doces, picolés e
licores (DANNER et al., 2007; BORTOLOTTO et al., 2015).

As sementes de jabuticabeira sado sensiveis a perda de agua, ndo sendo
capazes de manter alta viabilidade quando armazenadas, independente da
temperatura de armazenamento, o que Ihes confere um carater recalcitrante
(VALIO; FERREIRA, 1992).

As possibilidades de uso das técnicas da cultura de tecidos vém sendo
utilizadas para a propagacao de espécies recalcitrantes e tem apresentado
resultados satisfatorios e propiciando a propagacéo em larga escala de varias
frutiferas (PINHAL et al., 2011). Por se tratar de um ambiente onde o pesquisador
tem total controle sobre o0 ambiente, a cultura de tecidos permite a propagagao
de espécies durante todo o ano, solucionando problemas como a de espécies
consideradas recalcitrantes.

As plantas possuem totipoténcia e alta plasticidade em seu
desenvolvimento, e é protagonizada, em ultima analise, por pequenos grupos
celulares - os meristemas -, que funcionam como verdadeiras fontes de células
mantenedoras de caracteristicas juvenis e com alto potencial para diferenciagéo
em diversos tecidos especializados durante o desenvolvimento pés embrionario
das plantas (DINNENY; BENFEY, 2008).

Estudos com calos sdo importantes para determinar as condi¢cbes de
cultura que os explantes requerem para sobreviver e desenvolver (SIQUEIRA;
INOUE, 1992). O cultivo de calos pode ser utilizado para se avaliar o
desenvolvimento celular, explorar produtos resultantes do metabolismo primario
e secundario, obter suspenséao celular e propagacéao via formacao de gemas ou
embrides somaticos (LANDA, 2000).

Uma das grandes limitagcbes da cultura de tecidos consiste na
necessidade de um exato ajuste no balango de nutrientes, reguladores de
crescimento e condicdes de cultura em fungcdo de cada cultivar e do estado
fisiolégico das plantas (ARORA; SINGH, 1978).
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O estudo anatémico dos calos € muito importante, pois assim é possivel
identificar células que possuem caracteristicas de potencial organogénico ou
embriogénico, e de acordo com Stein et al., (2010), células de calos com este
potencial possuem alta divisdo celular, sdo pequenas e isodiamétricas,
citoplasma denso, nucleo volumoso com nucléolo proeminente e vacuolo
pequeno.

Em razdo dessa importancia ecoldégica e comercial, o cultivo in vitro busca
aprimorar a propagacao da espécie, melhorando a multiplicagdo sexuada e
assexuada de mudas em quantidade e menor periodo de tempo do que campo,
pois, de acordo com Echeverrigaray et al., (2001), a aplicagdo de técnicas de
cultura de tecidos vegetais tem como principais vantagens o aumento rapido do
numero de individuos e a possibilidade de conservagcédo de germoplasma,
garantindo a manutengao da biodiversidade.

Além disso, atualmente a cultura de tecidos tem se mostrado uma
ferramenta de biotecnologia importante para fornecer informagdes no estudo da
morfogénese tanto a nivel molecular, como fisiolégico e bioquimico permitindo
ainda a compreensado da citodiferenciagao, principalmente organogénese e
embriogénese somatica (THORPE, 2012).

A inducdo morfogénica depende de uma série de fatores, entre os quais
esta a fonte de carboidratos, de aminoacidos, de sais e de um balanco hormonal
indutivo (EMONS, 1994). Além disso, Muitos estudos tém revelado um papel
fundamental na aplicagcdo de auxinas exogenas, principalmente 2,4-D,
considerado uns dos principais indutores para a embriogénese somatica (REIS
et al., 2007).

Estratégia para aperfeigoar a produgédo comercial da espécie € de muita
importancia, visto que o longo periodo de juvenilidade acaba dificultando o seu
cultivo e exploragdo, ainda, a maior parte das jabuticabeiras s&o cultivadas por
pequenos agricultores e a produgao nacional da fruta geralmente é vendida em

feiras e por ambulantes.
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4.2. OBJETIVO
Objetivou-se com este trabalho definir o melhor antioxidante, promover a

inducdo de calos e analisar anatomicamente os calos provenientes de explantes

foliares de jabuticabeira (Plinia cauliflora (Mart.) Kausel).

4.3. MATERIAL E METODOS

4.4. Oxidagao de explantes foliares de Jabuticabeira (Plinia cauliflora)
em diferentes concentragoes de PVP e carvao ativado

Explantes foliares oriundos de plantulas de jabuticabeira com 5 meses
mantidas em casa-de-vegetacao foram coletados e lavados em agua corrente
com sabao neutro por mais ou menos 1 minuto.

Em seguida, em camara de fluxo laminar, as folhas foram imersas em
alcool 70% por 3 minutos e em seguida, transferidas para NaCtO (2,5%) por 20
minutos e posteriormente realizada a triplice lavagem com agua destilada e
autoclavada.

As folhas foram cortadas em quadrados de aproximadamente 1 cm e
inoculadas em tubos de ensaio com aproximadamente 15 ml de meio de cultura
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), com a face abaxial voltada para o meio de
cultura, acrescido de 7g.L"' de agar, 1 mgL' de 24-D e diferentes
concentragdes de Polivinilpirrolidona - PVP (0; 0,5; 1,0; e 2) combinado com C.A.
(Carvao ativado) nas concentracdes 0; 2 € 4%. O pH do meio de cultivo foi
ajustado para 5,8 e autoclavado a 121° C por 20 minutos. Os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas/8 horas (claro,
escuro), temperatura de 25 * 2 °C e irradiancia de foton de 43 ymol m=2s™.

Apos 30, 45 e 60 dias foram avaliados a presenga ou auséncia de
oxidacao dos explantes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
arranjo fatorial 4 x 3 e 15 repeticdbes cada tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% utilizando-se o software Assistat (SILVA; AZEVEDO,
2015).
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4.4.1. Inducao de Calogénese em folhas de Jabuticabeira (Plinia cauliflora)
com 2,4 -D e BAP

Explantes foliares oriundos plantulas de jabuticabeira com 5 meses
mantidas em casa-de-vegetacao foram coletados e lavados em agua corrente
com sabao neutro por mais ou menos 1 minuto.

Em seguida, em camara de fluxo laminar, as folhas foram imersas em
alcool 70% por 3 minutos e em seguida, transferidas para NaClO (2,5%) por 20
minutos e posteriormente realizada a triplice lavagem com agua destilada e
autoclavada.

As folhas foram cortadas em quadrados de aproximadamente 1 cm e
inoculadas em tubos de ensaio com aproximadamente 15 ml de meio de cultura
utilizado foi o MS, com a face abaxial voltada para o meio de cultura,
suplementado com 2,4-D (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L") e BAP (0,0; 0,1; 0,2 mg.L")
em todas as combinagdes possiveis, 7 gL' de agar, 1 gL' de
Polivinilpirrolidona e pH ajustado a 5,8 e autoclavado a 121° C por 20 minutos.

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 h, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de foton de 43 ymol m=s-'.

Apos 30, 45 e 60 dias foram avaliados a presencga ou auséncia de calos
na base do explante.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
arranjo fatorial 4 x 3 e 20 repeticdbes cada tratamento. Os dados foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo Teste de
Kruskal-Wallis ao nivel de 5% utilizando-se o software Assistat (SILVA;
AZEVEDO, 2015).

4.4.2. Indugdao de calogénese em folhas de Jabuticabeira (Plinia
cauliflora) com ANA e BAP

Explantes foliares oriundos plantulas de jabuticabeira com 8 meses
mantidas em casa-de-vegetacdo foram coletados e lavados em agua corrente

com sabao neutro por mais ou menos 1 minuto.
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Em seguida, em camara de fluxo laminar foram imersas em alcool 70%
por 3 minutos e posteriormente, transferidas para NaClO (2,5%) por 20 minutos
onde foi realizada a triplice lavagem com agua destilada e autoclavada.

As folhas foram cortadas em quadrados de aproximadamente 1 cm?e
inoculadas em tubos de ensaio com aproximadamente 15 ml de meio de cultura
utilizando-se o MS, suplementado com ANA (0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.L") e BAP
(0,0; 1,0 e 2,0 mg.L"). O meio de cultura foi acrescido de 7g/L-! de agar, 2 g.L™
de PVP + 2% carvéo ativado e o pH ajustado a 5,8 e autoclavado a 121° C por
20 minutos. Os explantes foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h, temperatura de 25 + 2 °C e irradiancia de féton de 43 umol
m-2s.

Apods 30, 45 e 60 dias foram avaliados a presencga de calos na base do
explante.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com
arranjo fatorial 4 x 3 e 15 repeticbes cada tratamento. Os dados normais foram
submetidos a analise de variancia, sendo as médias comparadas pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% utilizando-se o software Assistat (SILVA; AZEVEDO,
2015).

4.4.3. Analises anatomicas de calos de Jabuticabeira (Plinia cauliflora
(Mart.) Kausel)

As analises anatbmicas foram realizadas no Laboratério de
Farmacobotanica e Plantas Medicinais da Universidade Federal de Sao Joao

Del-Rei, Campus Centro-Oeste.
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Foram realizadas com calos provenientes de 15 tratamentos utilizando
2,4-D e BAP, de acordo com a Tabela 5:

Tabela 5 - Tratamentos utilizando balango hormonal com os reguladores de
crescimento 2,4-D e BAP em explantes foliares de Jabuticabeira (Plinia
cauliflora)

Tratamento 2,4-D (mg.L") BAP (mg.L")
1 0,0 0,0
2 0,0 0,1
3 0,0 0,2
4 1,0 0,0
5 1,0 0,1
6 1,0 0,2
7 2,0 0,0
8 2,0 0,1
9 2,0 0,2
10 4,0 0,0
11 4,0 0,1
12 4,0 0,2
13 8,0 0,0
14 8,0 0,1
15 8,0 0,2

As amostras foram desidratadas em série etilica crescente (70%, 80%,
90% e 100%) por uma hora em cada concentragdo e duas vezes de 1 hora na
concentracdo de 100%, posteriormente ficaram over night em alcool + resina
(50%). Entao 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 ym em micrétomo rotativo e
coradas com Azul de toluidina 0,05% e solucao de lugol fraca, sendo as laminas

visualizadas em microscopio foténico Zeizz Scope Al, acoplado com camera.

4.5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.5.1. Oxidagao de explantes foliares de Jabuticabeira (Plinia cauliflora) em

diferentes concentragdes de PVP e carvao ativado

Os explantes inoculados nos meios de cultivo sem PVP e sem carvao
apresentaram maior taxa oxidagéo, junto com o tratamento usando 0 de carvéo
e 2,0 mg.L"' de PVP, resultado similar com o de Sartor et al., (2013), avaliando
Dalbergia nigra e mostrou que a presenga apenas de PVP no meio de cultura

nao diminuiu a oxidag&o dos explantes (Tabela 6).

Tabela 6 — Dados médios da oxidagao e formacao de calos em explantes foliares
de Jabuticabeira (Plinia cauliflora) cultivados em meio de cultura
MS com diferentes concentracdes de PVP e carvao ativado aos 30

e 45 dias
Carvao % PVP g.L" % de oxidacdo % de oxidagdo % formagao
30 dias 45 dias de calos
0 0,0 33,3b 33,3b 0,0b
0,5 0,0a 0,0a 0,0b
1,0 8,3a 8,3a 0,0b
2,0 33,3b 33,3b 0,0b
2 0,0 0,0a 0,0a 0,0b
0,5 8,3a 8,3a 0,0b
1,0 0,0a 0,0a 8,3b
2,0 0,0a 0,0a 0,0b
4 0,0 0,0a 0,0a 50b
0,5 0,0a 0,0a 0,0b
1,0 8,3a 8,3a 0,0b
2,0 8,3a 16,6 a 0,0b

Médias seguidas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de
5% de probabilidade.

Os resultados mostraram que para diminuir a oxidagcéo de jabuticabeira
pode ser usado tanto o PVP ou carvédo de forma isolada, ja que os tratamentos
que utilizaram apenas um dos dois antioxidantes, também nao teve diferenca
estatistica para os demais, isso diminui os custos para a propagacao in vitro da
especie.

No entanto, para os tratamentos utilizando 2% de carvao e 1,0 mg.L-1 de
PVP e 4% de carvdo e 0,0 mg.L"' de PVP, além de n3o haver oxidagao, foi
verificado a presencga de calos na base de alguns explantes.

Alguns géneros de plantas sdo mais suscetiveis a oxidagdo que outros.
As plantas da familia Myrtaceae, como a maioria das plantas lenhosas, sao ricas

em compostos fendlicos, e estes compostos dificultam o estabelecimento inicial
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do cultivo in vitro (SOUZA et al., 2011).

O PVP é bastante empregado em propagacédo vegetativa tanto de
jabuticabeira quanto para a familia Myrtaceae (SOSPEDRA et al.,, 2003;
PEREIRA et al., 2005; MOTOIKE et al., 2007; SASSO; CITADIN; DANNER,
2010), na tentativa de diminuir a oxidagdo. Além disso, absorve também os
fendis, por meio de ligagbes de hidrogénio, o que previne a oxidagdo e
polimerizagdo, além de adsorver os produtos da oxidagao fendlica, ou seja, as
quinonas (MONACO et al., 1977).

Pinheiro et al., (2013) estudando duas cultivares 'Arbequina’ e 'Maria da
Fé' (Olea europaealOleraceae) constataram alta taxa de oxidagdo em
segmentos nodais cultivados com 0,2 mg.L"' de PVP e concluiram que
aumentando a taxa de antioxidante, diminui-se a taxa de oxidacdo. Ainda,
afirmam que as plantas lenhosas, incluindo a maioria das plantas frutiferas,
apresentam dificuldades para o estabelecimento in vitro em razéo,
principalmente, da oxidagdo e contaminagao dos explantes, no entanto, para a
jabuticabeira, tanto a presenga de PVP quanto de carvao conseguiram diminuir
a taxa de oxidagao, exceto para o tratamento controle e para a de 2,0 mg.L-' de
PVP.

O carvao ativado promove a adsorcdo dos produtos liberados pelo
explante durante a excisdo e que provocam a oxidagao, além disso, adsorve e
reduz a disponibilidade de auxina exdégena no meio de cultura (RIBEIRO et al.,
2000; CHAGAS et al., 2005), e isso pode ter contribuido para a baixa formagéo
de calos.

A imersdo de segmentos nodais de Mpyrciaria dubia (Myrtaceae) em
2mg.L' de PVP no meio de cultura MS se mostrou eficiente para evitar a
oxidacdo dos explantes (CORDOVA et al., 2014), resultado diferente ao
encontrado nesse trabalho, onde essa concentracdo obteve maior taxa de
oxidagcao em comparacao as demais.

Trabalhando com Eugenia involucrata (Myrtaceae), Golle e Reiniger
(2013), verificaram oxidagdo mesmo utilizando 1 g.L' de carvdo ativado, no
entanto, os processos oxidativos nado inviabilizaram o estabelecimento e
desenvolvimento da espécie, concordando com os resultados encontrados neste
trabalho para o tratamento com 4% de carvao ativado e 0,0 mg.L-' de PVP, onde

houve desenvolvimento de alguns calos.
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4.5.2. Calogénese em folhas de Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com
2,4-D e BAP

Todos os tratamentos apresentaram formacao de calos aos 45 e 60 dias,
no entanto, poucas repeticbes, ndo havendo diferenga estatistica entre eles
(Tabela 7).

Tabela 7 - Inducdo de calos em explantes foliares de jabuticabeira (Plinia
cauliflora) com 2,4-D e BAP aos 45 e 60 dias

2,4-D mg.L" BAP mg.L"' % calos 45 dias % calos 60 dias
0 0,0 0,0a 1,3a
0,1 0,0a 20a
0,2 0,0a 50a
1 0,0 0,0a 05a
0,1 1,25 a 6,8 a
0,2 2,25 a 8,7 a
2 0,0 0,0a 40a
0,1 0,5a 9,75 a
0,2 3,5a 10,1 a
4 0,0 0,0a 0,25 a
0,1 0,0a 0,0a
0,2 0,5a 6,0 a

Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de 5% de probabilidade.

Todos os calos formados tinham aspecto compacto e coloragao verde aos
60 dias. Yeoman (1970), considera que o crescimento de calo em diferentes
espécies e tecidos pode ser: independente de auxina e citocinina, dependente
de auxina, dependente de citocinina ou dependente de ambas, auxina e
citocinina. Os resultados desse trabalho mostram que a calogénese em
jabuticabeira pode ocorrer independente de auxina e citocinina exdégena, uma
vez que houve baixa formacao de calos mesmo no tratamento controle.

A maior parte dos trabalhos relata que a formacgéao de calos é faciimente
obtida principalmente através do uso de 2,4-D (AMMIRATO, 1983; ALMEIDA et
al., 2015; REIS et al., 2007; CARVALHO et al., 2015), no entanto, para explantes
foliares de jabuticabeira esta auxina ndo demostrou resultados satisfatérios, uma
vez que houve baixa formagao de calos com esse regulador.

Cangahuala-Inocente (2007), obteve 100% de calos com a combinag&o
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de 2,4-D e BAP em filetes de Acca selowiana, porém, a utilizagao apenas de
BAP inibiu a formagdo de calos, resultado diferente ao encontrado nesse
trabalho, onde a maxima porcentagem de calos chegou a 10,1%.

Varios fatores influenciam o comportamento do explante no meio de
cultura, como por exemplo, o érgdo que serve como fonte de tecido, a idade
fisiologica e ontogenética do 6rgédo, o tamanho do explante e acima de tudo a
qualidade da planta doadora (THORPE; PATEL, 1984).

A baixa formagao de calos (Tabela 8) pode ser, de acordo com Moore
(1985), devido aos explantes terem sido coletados numa fase em que o balango
hormonal enddégeno era desfavoravel a formagéo de calos.

Em trabalho publicado por Golle e Reiniger (2013), estudando cerejeira
do mato (Myrtaceae), além da associagao dos reguladores de crescimento 2,4-
D e BAP na concentragao de 5-10 uM ter sido mais promissora para a obtencao
de calos embriogénicos, a melhor forma de inoculacdo para obtencdo de
diferentes tipos de calos para a espécie foi com a folha na posicdo abaxial em
contato com o meio e sem cortes no limbo foliar. Neste trabalho, os explantes de
jabuticabeira foram inoculados na posi¢ao abaxial, no entanto, foram realizados

cortes no limbo foliar.

4.5.3. Calogénese em folhas de Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com
ANA e BAP
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Os tratamentos utilizando 0,0 mg.L"" de ANA e 2,0 mg.L"" de BAP/ 2,0 mg.L""
de ANA e 1,0 mg.L"' de BAP obteve poucos calos, mas a maior parte dos

tratamentos ndo obteve calos até a ultima avaliagao aos 60 dias (Tabela 8).

Tabela 8 - Indugcdo de calos em explantes foliares de jabuticabeira (Plinia
cauliflora) com ANA e BAP, aos 60 dias

ANA mg.L"' BAP mg.L" % Calos 60 dias
0,0 0,0 67,50 b
1,0 67,50 b
2,0 103,75 a
1,0 0,0 67,50 b
1,0 73,33 b
2,0 67,50 b
2,0 0,0 67,50 b
1,0 85,41 ab
2,0 67,50 b
4,0 0,0 67,50 b
1,0 67,50 b
2,0 67,50 b

Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao

nivel de 5% de probabilidade.
Apesar da baixa formagao de calos em todos os experimentos, o que se

utilizou 2,4-D e BAP apresentou melhores resultados, pois em todos os
tratamentos foi encontrado calos, enquanto com ANA e BAP apenas dois
tratamentos obtiveram calos. O meio de cultura acrescido de citocinina tem sido
registrado por muitos autores como um indutor de maior resposta morfogenética
in vitro, de acordo com Almeida et al., (2015), no entanto, comparando com os
resultados desse trabalho, o uso isolado com 0,0 mg.L"" de ANA e 2,0 mg.L-! de
BAP obteve poucos calos, assim como combinado com 2,0 mg.L-' de ANA e 1,0
mg.L" de BAP, ainda, as demais combinagdes nao obtiveram calos.

Uma das formas de obter sucesso no estabelecimento in vitro de uma
espécie é o estado nutricional da planta doadora, para isso ela tem que estar
bem nutrida e sadia (MONFORT, 2014). E aceitavel que, como todos os
tratamentos continham carvao ativado, ele pode ter inibido a formacéao de calos,
pois de acordo com Werner et al., (2009), o carvao ativado tem efeito adsorvente,
imobilizando parte dos elementos que compdem o meio de cultura, inclusive os
fitorreguladores.

Afonso et al., (2015), estudando multiplicagédo in vitro de Psidium
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Cattleianum sabine Var. Humile (Myrtaceae) observou a formagao de calos em
meio de cultura suplementado com ANA, porém, nesse estudo ndo foi observado
0 mesmo, pois os tratamentos usando apenas ANA n&o obtiveram calos.

Ribeiro (2012), estudando Eucalyptus grandis (Myrtaceae), n&o observou
formacdo de calos nos tratamentos sem suplementacdo de reguladores de
crescimento, e os tratamentos com maior proliferacdo de calos foram os meios
que incluiam concentragdes de ANA entre os 0,5 e 3 mg.L™", discordando dos
resultados obtidos nesse trabalho.

Todos os explantes foliares de jabuticabeira se encontraram oxidados ao
fim do experimento aos 60 dias (Tabela 9) mesmo com a presenga de PVP e

carvao ativado no meio de cultura.

Tabela 9 - Oxidagao de explantes foliares de jabuticabeira (Plinia cauliflora)
inoculados em meio de cultura com diferentes concentracoes de
ANA e BAP, aos 30 e 60 dias

ANA mg.L"" BAP mg.L" % Oxidagao % Oxidagao
30 dias 60 dias
0,0 0,0 46 a 57 a
1,0 70 a 75 a
2,0 46 a 69 a
1,0 0,0 46 a 69 a
1,0 57 a 58 a
2,0 51a 82 a
2,0 0,0 46 a 57 a
1,0 69 a 82 a
2,0 45 a 62 a
4,0 0,0 52 a 63 a
1,0 57 a 82 a
2,0 52 a 63 a

Médias seguidas por mesma letra na coluna n&o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de 5% de probabilidade.

Ledo, Lameira e Benbadis (2002), relataram o aumento no indice de
fendis devido as injurias, e Golle e Reiniger (2013), estudando cerejeira do mato
(Myrtaceae), concluiu que houve reducao nas taxas oxidativas dos explantes
sem cortes quando se utilizou o fitorregulador ANA. As injurias causadas pela
retirada das bordas foliares nesse experimento, pode ter refletido na oxidacao
fendlica, possivelmente como resposta celular ao estresse causado, ja que, de
acordo com Nakazawa et al., (2001), ferimentos estimulam a atividade da enzima

fenilalanina amonia-liase (PAL). Portanto, sugere-se inocular os explantes de
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jabuticabeira sem cortes no limbo foliar.

Bassan et al., (2006), explicaram que a presenga de compostos fendlicos
pode ter uma conexao com processos de regulacéo de crescimento, os quais,
dependendo da concentracdo enddgena no tecido, induzem a sintese dos
compostos. Isso pode dizer muito sobre a alta taxa de oxidagao, talvez os niveis
desses reguladores estivessem completos, e a adigdo dos mesmos, no meio de

cultura, trouxe um desequilibrio para os processos de crescimento.

4.5.4. Analises Anatomicas de calos de explantes foliares de

Jabuticabeira (Plinia cauliflora (Mart.) Kausel)

A capacidade de regeneragao in vitro resulta na interagdo de alguns
fatores, como o processo de indugédo, competéncia celular, determinagéo e
diferenciagao celular, resultando na obtencdo de 6rgaos (organogénese) ou
embrides somaticos (embriogénese) (ALMEIDA et al., 2015).

Respostas morfogénicas sdo geralmente caracterizados por células de
pequeno tamanho, grande nucleo com nucléolo proeminente e citoplasma
denso, enquanto que os nao embriogénicos geralmente possuem formato
alongado das células, nucleo pequeno, citoplasma n&o denso e grande vacuolo
(PINTO et al., (2011).

Os explantes foliares inoculados nos tratamentos com 2,4-D e BAP foram
analisados quanto as caracteristicas anatémicas (Figuras 4, 5, 6, 7 e 8). Os
explantes inoculados nos meios de cultura MS suplementados com 0,0 mg.L""
de 2,4-D e diferentes concentracdo de BAP apresentaram diferengas anatémicas
relacionadas com as adigdo de BAP. No controle, 0,0 mg.L-' de 2,4-D e BAP
(Figura 4 A e B) os explantes nao apresentaram desdiferenciagao celular, sendo
identificado o parénquima pali¢adico, além de acumulo de grao de amido (Figura
4 B).

Os explantes foliares inoculados em 0,0 mg.L-' de 2,4-D e 0,1 mg.L-' BAP
(Figura 4 C e D) apresentaram desdiferenciagéo celular, com células pequenas,
isodiamétricas e regides de divisado celular (Figura 4 C) com acumulo de gréo de
amido (Figura 4 D) caracteristicas de calos com potencial morfogénico e também
corroborando resultados encontrados por Carvalho et al., (2015), caracterizando
calos de explantes foliares de Passiflora gibertii utilizando 2,4-D e cinetina. Os
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explantes cultivados em 0,0 mg.L" de 2,4-D e 0,2 mg.L-' de BAP (Figura4 E e
F) apresentaram células desdiferenciadas, envoltas por células maiores e
intensamente vacuolizadas (Figura 4 E) com pouco acumulo de graos de amido
(Figura 4 F), caracteristico de calos ndo morfogénicos.

Os calos induzidos com 1,0 mg.L" de 2,4-D e diferentes concentragdes
de BAP apresentaram maior desdiferenciagéo (Figura 5). Na anatomia dos calos
induzidos em 1,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,0 mg.L"" de BAP pode-se observar células
pequenas, isodiamétricas, com parede celular delgada, no entanto, com muitos
espacos intercelulares (Figura 5 A) e pouco acumulo de grdo de amido (Figura
5 B). Os graos de amido, de acordo com Torres (2013), indicam alta atividade
energética, e s&o utilizados para iniciar e manter o desenvolvimento dos calos,
além disso, sado importantes para aquisicdo de competéncia embriogénica,
estando presentes principalmente em células com caracteristicas

meristematicas.



Figura 4 - Andlise anatdbmica de calos induzidos em explantes foliares de
Jabuticabeira (Plinia cauliflora). A, B- 0,0 mg.L-' de 2,4-D e 0,0 mg.L"" de BAP;
C,D-0,0mg.L.-"de 2,4-D e 0,1 mg.L"' BAP; E, F-0,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,2 mg.L"
" de BAP; aos 60 dias apods a inoculagdo — A, C, E calos corados com Safranina;
B, D, F calos corados com Lugol. (A) e (B) Parénquima paligadico da folha, sem
desdiferenciacdo de tecidos. (C) células em divisdo celular, e (D) grande
quantidade de graos de amido. (E) e células vacuolizadas, desorganizadas e (F)
poucos graos de amido.
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Além disso, os explantes inoculados em 1,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,1 mg.L""
BAP apresentaram células pequenas, isodiamétricas, com parede celular
delgada e organizadas em pequenos grupos (Figura 5 C e D) . Por outro lado,
os calos formados em 1,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,2 mg.L"' de BAP apresentaram
células vacuolizadas, parede celular espessa, espacgos intercelulares (Figura 5
E) e gréos de amido (Figura 5 F).

O aumento da concentragdo de 2,4-D para 2,0 mg.L"' combinado com
diferentes concentracdes de BAP observou-se menor desdiferenciagao celular e
maior desorganizacao das divisées celulares. Os explantes inoculados em 2,0
mg.L-"e 0,0 mg.L"' de BAP apresentaram regides com células pequenas e em
intensa divisdo celular e na periferia celular mais alongadas (Figura 6 A). As
células cultivadas em 2,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,1 mg.L"' de BAP estéo dispostas
de forma desorganizada e apresentam muitos espacos intercelulares, assim com
as células do tratamento com 2,0 mg.L' de 2,4-D e 0,2 mg.L"' de BAP, sdo
alongadas, dispostas de forma desorganizada e também possuem muitos
espacos intercelulares (Figura 6 E) sem presenca de reserva energética (Figura
6 F).

Os calos induzidos em 4,0 mg.L' de 2,4-D e 0,0 mg.L"' de BAP
apresentaram regides de grupos de células pequenas (Figura 7 A) e acumulo de
grdo de amido (Figura 7 B) rodeada por células mais alongadas e
desorganizadas. Ja os tratamentos de 4,0 mg.L-! de 2,4-D combinados com BAP
apresentaram pouca desdiferenciacao (Figura 7 C e E).

Nos tratamentos com 8,0 mg.L" de 2,4-D (Figura 8), apenas o tratamento
com adigado de 0,2 mg.L"' de BAP apresentou calos formados internamente por
células pequenas e em divisdo celular organizada, rodeadas por células

desorganizadas (Figura 8 F) e sem acumulo de graos de amido.
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Figura 5 - Analise anatdmica de calos induzidos em explantes foliares de
Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com A, B- 1,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,0 mg.L! de
BAP; C, D- 1,0 mg.L-"de 2,4-D e 0,1 mg.L-' BAP; E, F- 1,0 mg.L""de 2,4-D e 0,2
mg.L"' de BAP; aos 60 dias apds a inoculagdo — A, C, E calos corados com
Safranina; B, D, F calos corados com Lugol. (A) células com parede celular
delgada e algumas regides com divisdo celular e na periferia do calo muitos
espacos intercelulares, (B) pouco gréao de amido. (C) e (D) células com parede
celular delgada, divisao celular formando regides globulares organizadas. (E) e
células vacuolizadas, parede celular espessa e espaco intercelulares (F) com
acumulo de grao de amido.



Figura 6 - Andlise anatdmica de calos induzidos em explantes foliares de
Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com A, B- 2,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,0 mg.L"! de
BAP; C,D-2,0mg.L""de 2,4-D e 0,1 mg.L"" BAP; E, F-2,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,2
mg.L' de BAP; aos 60 dias apds a inoculagdo — A, C, E calos corados com
Safranina; B, D, F calos corados com Lugol. (A) células internas pequenas, com
parede celular delgada em regido de intensas divisbes celulares e células na
periferia do calo com muitos espacos intercelulares e (B) grdos de amido. (C) e
(D) pouca desdiferenciacéo celular e muitos espacos intercelulares (E) e (F)
células alongadas com muitos espacos intercelulares e (F) sem acumulo de
graos de amido.
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Figura 7 - Andlise anatdmica de calos induzidos em explantes foliares de
Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com A, B- 4,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,0 mg.L-! de
BAP; C, D-4,0mg.L""de 2,4-D e 0,1 mg.L"" BAP; E, F-4,0mg.L"" de 2,4-D e 0,2
mg.L' de BAP; aos 60 dias apds a inoculagdo — A, C, E calos corados com
Safranina; B, D, F calos corados com Lugol. (A) Células pequenas em
organizagao globular e periferia com células alongada e com espacgos
intercelulares (B) acumulo de grdos de amido (C) e (D) pouca desdiferenciacao
(E) e parénquima paligadico (F) com grdo de amido.
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Figura 8 - Analise

Jabuticabeira (Plinia cauliflora) com A, B- 8,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,0 mg.L"! de
BAP; C, D-8,0mg.L"" de 2,4-D e 0,1 mg.L"" BAP; E, F-8,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,2
mg.L' de BAP aos 60 dias apos a inoculagdo — A, C, E calos corados com
Safranina; B, D, F calos corados com Lugol. (A) desdiferenciagao desorganizada
das células e (B) grande acumulo de grao de amido (C) e (D) células com parede
espessa e pouca organizagao celular (D) acumulo de grao de amido (e) regiao
interna do calo com células pequenas e em divisdo células rodeadas por células
desorganizadas (F) e sem acumulo de graos de amido.

Os calos com potencial morfogénico sao compostos, em sua maioria, por
células meristematicas com dimensdes relativamente pequenas e com
citoplasma denso (QUIROZ-FIGUEROA et al., 2002) (Figura 5 A e B).
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Durante a cultura de embrides somaticos, as células armazenam grande
quantidade de grdos de amido, sugerindo que os graos de amido podem ser
utilizados como indicativos iniciais do potencial embriogénico (GODBOLE et al.,
2004; APPEZZATO DA-GLORIA; MACHADO, 2004). Aos 60 dias os calos dos
tratamentos com: 0,0 mg.L-' de 2,4-D e BAP; 0,0 mg.L-' de 2,4-D e 0,1 mg.L" de
BAP (Figura 4 A,B,C e D)/ 1,0 mg.L" de 2,4-D e 0,2 mg.L"' de BAP (Figura 5 E
e F)/ 2,0 mg.L-" de 2,4-D e 0,0 de BAP (Figura 6 A)/4,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,0 de
BAP (Figura 7 A e B) ainda estavam em constante metabolismo celular,
indicativo gerado pela presenga de graos de amido quando coradas com lugol.

A anadlise ultraestrutural de Campomanesia adamantium Camb.,
(Gabirobeira, Myrtaceae) permitiu inferir que os calos induzidos com 1,0 mg.L™"
de picloram em segmentos nodais apresentam potencial morfogénico aos 14 e
aos 28 dias apos a inoculagao (ROSSATO, 2015).

No presente trabalho ndo houve diferenca entre os diferentes balangos
hormonais de 2,4-D e BAP para a inducédo de calos em explantes foliares de
jabuticabeira (Tabela 7). No entanto, a partir da avaliagdo anatbmica, os
melhores tratamentos para a obtencdo de calos com potencial regenerativo
foram os: 1,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,1 mg.L-' de BAP (Figura 5 C)/ 4,0 mg.L"" de
2,4-D e 0,0 mg.L" de BAP (Figura 7 A)/ 8,0 mg.L"' de 2,4-D e 0,2 mg.L"" de BAP
(Figura 8 E) pois apresentaram bastante células em divisdo celular, parede
celular delgada, espacos intercelulares e células com caracteristicas
meristematicas.

Além disso, as células apresentaram coloracao translucido-amareladas,
caracteristica de calos friaveis e com potencial para formar embrides somaticos,
corroborando afirmacéao feita em estudos de (GUERRA et al., 1999; IPEKCI;
GOZUKIRMIZI, 2005; ARUNYANART; CHAITRAYAGUN, 2005).

Em espécies de interesse medicinal, o cultivo de calos tem sido uma
alternativa viavel e amplamente utilizada. A técnica pode ser utilizada na
morfogénese e regeneragdo indireta, em estudos de desenvolvimento e
diferenciagao celular e na exploragao de produtos provenientes do metabolismo
primario e secundario, tanto em cultivo de 6rgaos isolados, quanto a partir do
estabelecimento de suspensdes celulares (VANISREE et al., 2004).
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5. CONCLUSAO

Nas condigbes observadas nesse trabalho, sdo indicadas as
concentragdes de 2% de carvao ativo combinado com 1,0 mg.L"" de PVP e 4%
de carvdo ativo combinado com 0,0 mg.L"' de PVP, no entanto, ainda sao
necessarios mais estudos na tentativa de diminuir ainda mais as taxas de
oxidagao para a especie.

Para a obtengdo de calos em explantes foliares de jabuticabeira é
indicado o uso apenas de meio MS sem a adi¢ao de fitorregulador.

Apos avaliagao anatdmica dos explantes, os balangos que obtiveram
calos com potencial regenerativo foram com 1,0 mg.L"" de 2,4-D e 0,1 mg.L"de
BAP/ 4,0 mg.L" de 2,4-D e 0,0 mg.L-' de BAP/ 8,0 mg.L-" de 2,4-D e 0,2 mg.L"’
de BAP — no entanto, como sempre buscamos minimizar os custos dentro do
laboratorio, o tratamento com 1,0 mg.L-"de 2,4-D e 0,1 mg.L-'de BAP ¢ indicado
para a inducao de calos com potencial morfogénico em jabuticabeira pois utiliza
menor quantidade de regulador.
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