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RESUMO

Campomanesia adamantium (guavira), é frutifera nativa do Cerrado, encontrada em grande maioria
no estado silvestre e apresenta limitacdes na propagacdo relacionada a recalcitrancia das sementes.
Considerando a auséncia de manejo e tratos culturais, o estabelecimento da cultura in vitro a partir
de material vegetativo esta sujeito a altos indices de contaminacdo fungica e bacteriana. Visando a
propagacdo, objetivou-se avaliar a capacidade de multiplicacdo in vitro de guavira, utilizando
segmentos caulinares retirados de plantulas da germinacdo in vitro. Foram desenvolvidos trés
experimentos, sendo avaliados o efeito de 5,0 UM de TDZ (thiadizurom), 1,0 uM de ANA (écido
naftaleno acético) e a combinacdo dos mesmos, bem como, o efeito isolado de BAP (6-
benzilaminopurina) e 2iP (2-isopentenil adenina), nas concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5e 10 mg L.
Os resultados obtidos demonstraram que o uso de 5,0 UM de TDZ aumentou o comprimento das
brotacbes, numero de gemas e taxa de multiplicacdo, enquanto a combinacdo de TDZ e ANA
exerceu um efeito negativo sobre o crescimento das brotagdes, nimero de folhas e taxa de
multiplicacdo. O cultivo dos explantes em meio contendo BAP aumentou o numero de brotacdes,
ao aumento da concentracdo do regulador, entretanto, reduziu o comprimento das brotagdes.

Braz. Ap. Sci. Rev.,Curitiba, v.3, n. 2, p. 1280-1291, mar./abr. 2019. ISSN 2595-3621



JRrazilian Applied Science Deview

Palavras-Chave: ANA, BAP, Guavira, 2iP
ABSTRACT

Campomanesiaadamantium (‘guavira’) is native fruit of the ‘Cerrado’, found mostly in wild state
and their propagation has limited due to recalcitrant seeds. Considering the management lack and
cultural traits, the in vitro establishment of culture from vegetative material is subject to high rates
of fungal and bacterial contamination. Aiming to propagation, this work was development to
evaluate the in vitro multiplication capacity of ‘guavira’, using stem segments taken from in vitro
germinatedseedlings. To achieve this purpose were conducted three separate experiments, and
evaluated the effect of 5.0 uM TDZ (thiadizurom), 1.0 uMNAA (naphthalene acetic acid) and
combination thereof, as well as the isolated effect of BAP (6-benzylaminopurine) and 2iP (2-
isopentenyl adenine) in concentrations of in concentrations of 0; 2.5; 5.0; 7,5 and 10 mg L. The
results showed that the use of 5.0 uMof TDZ increased the shoot length, number of buds and
multiplication rate, while the combination of TDZ and NAAhas a negative effect on the growth of
the shoots, number of leaves and multiplication rate. The explants cultivation in medium containing
BAP increases the number of shoots, to the increase of the concentration of the regulator, however,
reduces the length of the shoots.

Keywords: BAP, Guavira, NAA, TDZ, 2iP

1 INTRODUCAO

A guavira (Campomanesia adamantium (Cambess.) O. Berg), pertencente a familia
Myrtaceae, é uma espécie nativa do Cerrado (NUCCI E ALVES-JUNIOR, 2017) que a cada ano
vem se tornando menos abundante em seu habitat. A substituicdo do bioma por culturas de maior
impacto econdmico ou para fins agropecuérios, tém resultado em uma extensa conversdo e
fragmentacdo dos espacgos naturais, as quais, de acordo com Pinhal et al. (2011) tem acarretado em
producdes menores e perdas de genotipos com caracteristicas desejaveis, colocando em risco a
sobrevivéncia das espécies nativas

Do ponto de vista econdmico, a espécie € utilizada pela populacdo para diferentes fins.
Folhas e cascasdo usadas na preparacdo de chas devido as suas propriedades medicinais, as quais,
de acordo com Souzaet al. (2016) apresentam acao antihiperalgésicos, antidepressivos e também
anti-inflamatorios (PASCOAL et al., 2014). Por sua vez, os frutos, encontrados entre 0s meses de
novembro e janeiro e em grande quantidade por plantas (VALLILOet al., 2006), apresentam grande
potencial econdmico sendo utilizados como alimento in natura, no preparo de doces, sorvetes,
licores caseiros, bebidas (VALLILLOet al., 2006), geleia (PAVANEet al., 2009) e sucos (BAVIATI
et al., 2004), além de apresentarem compostos fenolicos e antioxidantes (ALVES et al., 2013).

Visando o cultivo da guavira, alguns estudos vém sendo conduzidos, com o intuito de
avaliar e aprimorar a propagacdo seminifera. No entanto, apesar da guavira ter aparente facilidade

de propagacdo natural, encontra-se um fator limitante, a espécie apresenta perda do poder
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germinativo das sementes, necessitando ser semeadas logo ap6s a sua extracdo dos frutos
(MELCHIORet al., 2006; SCALONet al., 2009).

Diante das dificuldades encontradas na propagacédo sexuada da guavira, uma alternativa para
a obtencdo de mudas da espécie encontra-se na clonagem in vitro ou micropropagacéo. Trata-se de
um método assexuado, comumente utilizado na multiplicacdo das mais variadas espécies de
plantas, com segregacdo genética reduzida (MORAESet al., 2010), que permite a producdo de
mudas em larga escala e em periodos de tempo pequenos (ARRIGONI-BLANK et al., 2011). As
técnicas de cultivo in vitro, além da propagacdo da espécie, sdo importante ferramenta para a
manutencgdo e o intercambio de germoplasma com gendtipos de melhor qualidade (BRAUNEet al.,
2010).

O uso de reguladores de crescimento no cultivo in vitro atuam como estimuladores para a
regeneracao das plantas. Dentre os principais reguladores, temos a classe das citocininas, que sao
utilizadas para promover o crescimento pela expansao e desenvolvimento de plantas, estimulando a
divisdo celular, regulam a sintese de proteinas que estao relacionadas diretamente com a formacéo
das fibras do fuso mitotico, além de inibirem o crescimento da parte aérea e do sistema radicular,
exemplos de reguladores dessa classe, BAP (6-Benzilaminopurina), 2iP (N6-D2- isopentenil
adenina), TDZ (thiadizurom (N-fenil-N-1,2,3-tidiazol-5-tiuréia)), entre outros. (Castroet al., 2007).
Ja as auxinas, outra classe, promovem a divisdo, diferenciacdo e alongamento celular e sdo
responsaveis pela dominancia apical. Em baixas concentracdes, as auxinas auxiliam no crescimento
normal de embrifes e da raiz, enquanto que em concentracGes mais elevadas, pode apresentar efeito
inibitério ou favorecer na formacdo de calos (TAIZ E ZEIGER, 2017) auxiliando no cultivo in
vitro, alguns exemplos de auxinas, ANA (acido naftaleno acético), AIB (acido indo butirico), AIA
(4cido indol acético).

O estabelecimento in vitro de material vegetativo adulto, apresenta alto indice de
contaminacdo e oxidacdo, uma alternativa viavel pode ser o cultivo a partir de plantulas obtidas de
sementes germinadas in vitro. De acordo com Gratapaglia e Machado (1998) a micropropagacao de
espécies lenhosas a partir de explantes oriundos de plantas germinadas in vitro € mais viavel sob o
ponto de vista fisioldgico e experimental, devido ao estadio juvenil e capacidade de maior resposta
in vitro.

Neste sentido, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo avaliar a capacidade de
multiplicacdo in vitro de guavira, submetida a diferentes tratamentos com TDZ, ANA e a
combinagdo dos mesmos, bem como, o efeito de diferentes concentragfes de BAP e 2iP, utilizando

como fonte de explantes plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro.
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2 METODOLOGIA

O material vegetal utilizado consistiu em segmentos nodais contendo duas gemas laterais,
sem a presenca de folhas e com aproximadamente 1,0 cm de comprimento. Os explantes foram
retirados de plantulas de guavira (Campomanesia adamantium Cambes. O. Berg), com idade de 3
meses, que foram obtidas de sementes germinadas in vitro. As sementes foram obtidas de frutos
coletados de plantas cultivadas no Horto de Plantas Medicinais da Faculdade de Ciéncias Agréarias
(FCA) da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), em novembro de 2014. Os
experimentos foram conduzidos no periodo de dezembro (2014) a fevereiro de 2015, nos
Laboratdrios de Botéanica e Multiuso, da Faculdade de Ciéncias Bioldgicas (FCBA) e Ambientais,
da UFGD — MS.

Para avaliar a capacidade de multiplicacdo in vitro de guavira foram realizados trés
experimentos, em delineamentos inteiramente casualizado, e tendo como principal fator de estudo,
o tipo de regulador de crescimento e a concentracdo do mesmo.

Inicialmente avaliou-se o efeito dos reguladores de crescimento, TDZ (thiadizurom) e ANA
(acido naftaleno acético), em concentragdes definidas, 5,0 uM de TDZ e 1,0 uM de ANA ¢ a
combinagdo dos mesmos, nas referidas concentragdes, totalizando trés tratamentos. Posteriormente
estudou-se em experimentos distintos, o efeito dos reguladores de crescimento, BAP (6-
benzilaminopurina) e 2iP (2-isopentenil adenina), nas concentragbes de 2,5; 5,0; 7,5e 10 mg L e
tratamento controle (0 — sem adicdo de regulador), totalizando 5 tratamentos em cada experimento.
Nos trés experimentos, cada tratamento foi constituido de cinco repeticBes, sendo cada repeticdo
composta por um frasco de cultivo contendo cinco explantes.

Em todos os experimentos utilizou-se o meio de cultura MS (MURASHIGE E SKOOG,
1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 100 mg L de inositol, 6 g L™ de agar, pH 5,8 e regulador
de crescimento de acordo com cada tratamento. O meio de cultura foi distribuido em frascos de
cultivo e esterilizado em autoclave a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

Apo6s a preparacdo dos explantes e inoculacdo em meio de cultivo, os frascos foram
mantidos no escuro, por um periodo de sete dias, em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 2°C e ap0s este periodo, mantidos sob luminosidade de 45 umol m2 s? e foto
periodo de 14 horas.

Aos 56 dias de cultivo foram avaliadas as varidveis: nimero médio de brotacGes,
comprimento médio das brotacdes (cm), numero médio de folhas por brotacdo e a taxa de

multiplicacdo, obtida por meio da razdo entre 0 nimero e 0 nimero de gemas inicial.
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Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas pelo teste de
Duncan e por regressdo polinomial, a 5% de probabilidade de erro. Os dados obtidos em unidade
foram transformados em raiz quadrada de (x+0,5).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O naimero de brotagdes ndo foi influenciado pelas concentragdes testadas de TDZ (5,0 uM),
ANA (1,0 uM) e a combinacdo de ambos (Tabela 1). J& o comprimento das brotacfes foi maior no
explantes cultivados em meio suplementado com TDZ (0,73 c¢cm) em relacdo aos explantes

cultivados em meio contendo a combinagéo de TDZ e ANA (0,24 cm).

Tabela 1. Efeito de diferentes reguladores de crescimento na multiplicagdo in vitro de guavira (Campomanesia

adamantium) utilizando como explantes segmentos nodais aos 45 dias de cultivo, Dourados-MS, 2015.

] _ Namero de
Regulador de Numero de Comprimento das Taxa de
) folhas por o
crescimento (UM)  brotagdes brotacdes (cm) B multiplicacao
brotacéo

TDZ (5,0) 1,52 a 0,73 a 532a 3,16 a
ANA (1,0) 1,25a 0,63 ab 4,28 ab 2,64 ab
TDZ (5,0) + ANA

1,26 a 0,24 b 2,03b 151D

(1,0)

*Médias seguidas por letras iguais minGsculas na coluna, ndo diferiram entre si pelo teste de Duncan a 5% de

probabilidade de erro.

Semelhante aos resultados observados com relacdo ao comprimento das brotacdes, o
tratamento com TDZ promoveu um aumento do numero de folhas e da taxa de multiplicacédo
(Tabela 1) quando comparado a combinacdo de TDZ e ANA, sendo o efeito de ANA intermediario.
Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que o uso de ANA em associa¢do ao TDZ
afetou negativamente a multiplicacdo in vitro de guavira, pois reduziu a altura das brotaces, inibiu
o desenvolvimento das folhas e diminuiu a taxa de multiplicacdo. Por sua vez, o uso de TDZ,
destacou-se com valores superiores em todas as variaveis analisadas. A influéncia dos reguladores

de crescimento estudados pode ser visualizada no aspecto geral das brotagdes (Tabela 1).
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Figura 1. Aspecto geral das brotac6es de guavira (Campomanesia adamantium) durante a multiplicacdo in vitro aos 56

dias ap6s inoculacdo em meio MS suplementado com diferentes reguladores de crescimento, Dourados-MS, 2015.

Resultados semelhantes aos obtidos neste experimento foram observados por Candido
(2013) em Peltophorumdubium (canafistula). O autor estudou o efeito de diferentes citocininas,
BAP, TDZ, KIN e 2iP (isopenteniladenina), isoladas, combinadas entre si e em combina¢do com o
acido naftaleno acético (ANA) e observou que quando se utiliza 0 TDZ no meio de cultura durante
a multiplicacdo, o uso de ANA ¢ dispensavel. Por outro lado, o autor observou que o0 uso de ANA é
dependente do tipo de citocinina utilizada, pois, no caso de 2iP, a combinacdo com ANA contribuiu
para a reducdo do numero de folhas senescentes.

Explantes cultivados em meio contendo BAP, apresentaram um aumento significativo do
nimero de brotacdes, sendo verificado uma tendéncia linear, proporcional ao aumento da
concentracdo do regulador de crescimento, obtendo-se uma média de 2,2 brotos por explante na
concentracio de 10 mg L (Figura 2). Diferentemente do BAP e semelhante ao cultivo com TDZ, o
tratamento com 2iP, ndo interferiu no ndmero médio das brotacdes, ndo sendo observadas
diferencas significativas entre as concentracdes testadas, sendo a media geral de 1,5 brotos por
explante (Figura 2). O aspecto geral das brotacGes obtidas nos diferentes tratamentos com BAP e

2iP pode ser observado na figura 3.
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Figura 2. Nimero de brotagdes por explantes de guavira (Campomanesia adamantium) durante a multiplicagdo in vitro

aos 56 dias ap6s inoculagdo em meio MS. Dourados-MS, 2015.
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Figura 3. Aspecto geral das brotagdes por explantes de guavira (Campomanesia adamantium) durante a multiplicago

in vitro aos 56 dias apds inoculagdo em meio MS, Dourados-MS, 2015.

Resultados proximos aos encontrados neste trabalho foram obtidos por Silva et al. (2018),
onde os autores testaram efeito da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP) sobre o estabelecimento
in vitro de segmentos nodais de Rosa sp., no qual, verificaram maiores taxas de explantes
responsivos foram obtidas nas maiores concentragdes do hormdnio BAP. O efeito positivo linear
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no nimero de brotos concomitante ao aumento das concentracbes de BAP no meio de cultivo
também foi observado por Moraes et al. (2010) durante a multiplicacdo in vitro de Menthapiperita
(hortela-pimenta), no entanto, os autores trabalharam com concentraces de BAP associadas a GA3
e verificaram que o uso de 4 mg L™ de BAP e 0,5 mg L de GA; promoveram a formagéo de até
6,08 brotos por explantes.

Quanto ao comprimento das brotacOes, em explantes cultivados com BAP (Figura 4), 0s
valores obtidos foram inversamente proporcionais as diferentes concentracGes de BAP estudadas,
sendo observando um decréscimo no comprimento a medida que se aumentou a concentragdo do
regulador no meio de cultura. Por outro lado, explantes multiplicados em meio contendo 2iP
(Figura 4) ndo apresentaram diferencas significativas entre as concentragfes estudadas,
verificando-se uma média geral de 0,5 cm de comprimento por brotacdo. Resultado semelhante ao
comprimento das brotacdes foi observado por Rossato et al. (2016), no qual os autores obtiveram as
maiores brotacdes em guavira com 1,0 mg L* de BAP e o menor quando foi aumentando a
concentragdes do regulador.

Os numeros de brotagdes, principalmente com o uso de BAP no meio de cultivo,
apresentaram influéncia efetiva sobre os dados obtidos em relacdo ao comprimento das brotacoes,
pois, neste sentido, o desenvolvimento de novos brotos, por ser um dreno forte, requer muita

energia e por consequéncia reduz o crescimento em altura.

¢ BAP y=1,168-0,1016*x; R?=0,74

Comprimento das brotacoes (cm)

0,0 T T 1
0,0 2.5 5,0 7.5 10,0
Concentraciao citocinina (mg L)

Braz. Ap. Sci. Rev.,Curitiba, v.3, n. 2, p. 1280-1291, mar./abr. 2019. ISSN 2595-3621



JRrazilian Applied Science Deview

Figura 4. Comprimento das brotagdes de guavira (Campomanesia adamantium) durante a multiplicagéo in vitro aos 56
dias ap6s inoculagdo em meio MS. Dourados-MS, 2015.

A reducdo do comprimento das brotacdes com o aumento das concentragdes de BAP no
meio de cultivo também foi observada por Garletet al. (2011) durante a multiplicacdo de
Menthagracilis (horteld). De acordo com Asmaret al. (2011), concentragdes mais acentuadas de
citocininas como por exemplo o BAP possuem grande eficiéncia na inducdo de novas brotacdes,
mas, em relacdo ao alongamento, em concentragcdes mais baixas ou na auséncia do regulador de
crescimento, ocorre uma maior promocao do alongamento do explante. A reducdo do comprimento
das brotacdes com o aumento da concentracdo de citocinina foi também verificado por Leitzkeet al.
(2010), na multiplicacdo in vitro de amoreira-preta cv. Xavante. Os mesmos autores estudaram o
efeito de 2iP, BAP e zeatina nas concentragdes 7,5; 15 e 22,5 uM e observaram que com a adi¢ao
de 2iP em meio MS, o comportamento foi linear descendente, indicando que o uso de
concentracdes mais elevadas de 2iP promoveu uma queda no comprimento das brotagdes.

Para 0 numero medio de folhas por brotacdo (Figura 5), ndo houve influencia das
concentracdes de BAP e 2iP, obtendo-se médias de 5,7 e 7,6 folhas por brotacéo, respectivamente.
Vidal et al. (2013) compararam o efeito de diferentes citocininas, BAP, 2iP e CIN e diferentes
concentraces, 2,5; 5,0 e 10,0 mg L*? durante a multiplicacdo de explantes de mamoeiro
(Caricapapaya L.), e verificaram que o numero médio de folhas foi maior com a utilizacdo de 2iP
apresentando uma pequena reducédo na concentragio de 10,0 mg L.

Semelhante aos resultados obtidos com relagdo ao nimero de folhas, a taxa de multiplicacédo
ndo apresentou diferencas significativas entre as concentracdes de BAP e 2iP, obtendo-se medias
de 3,4 e 4,3, respectivamente. Os resultados verificados neste experimento para a taxa de
multiplicacdo diferem do encontrado por Asmaret al. (2011), que obtiveram maiores taxas de
multiplicacdo de Menthapiperita L. (horteld-pimenta) com a adicdo de BAP ao meio de cultura.
Apesar de o BAP ser um dos reguladores de crescimento mais comumente utilizado na fase de
multiplicacdo, de acordo com Vidal et al. (2013) esta citocinina nem sempre apresenta um efeito
positivo para todas as espécies.

A multiplicacdo in vitro de plantulas de sementes germinadas in vitro de guavira, pode ser
uma alternativa para a obtencdo deste material, com maior vigor de crescimento e qualidade
fitossanitaria em larga escala. De acordo com o0s experimentos realizados, provavelmente a guavira
apresenta uma alta concentracdo enddgena de auxina, portanto, o balango citocinina e auxina séo
essenciais no desenvolvimento de novas brotacOGes, consequentemente uma maior taxa de

multiplicacéo.
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4  CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos nos experimentos realizados concluiu-se que em
guavira, o uso de 5,0 UM de TDZ aumenta o comprimento das brota¢fes, o nimero de folhas e a
taxa de multiplicagéo.

A combinacéo de TDZ e ANA no meio de cultivo reduz o crescimento das brotagdes, 0 nimero de
folhas e a taxa de multiplicagéo.

O cultivo dos explantes em meio contendo BAP aumenta o nimero de brotaces,
proporcionalmente ao aumento da concentracdo do regulador de crescimento, entretanto, reduz o
comprimento das brotacdes.

Explantes cultivados em meio contendo 2iP, para as variaveis analisadas, ndo apresentaram

diferencas significativas entre as concentracoes testadas.
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