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RESUMO GERAL

A Campomanesia rufa (C. rufa) é uma espécie frutifera, nativa do Brasil. Sdo
escassas as informacdes a respeito dessa espécie e 0s estudos in vitro ainda sdo
incipientes. Desta forma, objetivou-se desenvolver protocolos de germinacéo,
multiplicacdo e calogénese para a espécie. Para a germinacdo in vitro, sementes
foram inoculadas em meio de cultura MS suplementado com GA; (0; 2; 8; 32 e
128 uM). Para a multiplicacdo foram realizados trés diferentes experimentos além
da etapa de alongamento dos brotos. No primeiro experimento de multiplicacéo,
0s meios de cultura foram suplementados com trés diferentes citocininas (BA,
BAP ou TDZ) nas concentracdes de 0; 2,25; 4,5 e 9,0 uM. No segundo
experimento para a qualidade de luz, brotagbes foram inoculadas em meio de
cultivo contendo 1uM de BA, BAP ou TDZ, e apés a inoculacdo os explantes
foram mantidos sob iluminacdo de lampadas fluorescentes brancas e sob
iluminacgéo de diodos emissores de luz. No terceiro experimento de multiplicacdo
foi realizado em diferentes fotoperiodos (8, 12 e 16 horas), os explantes foram
mantidos em meio de cultivo suplementado com 4,5 uM de BAP e sob iluminagéo
de lampadas fluorescentes brancas. Para aprimorar o protocolo de multiplicacéo,
foi realizado um experimento para alongar os brotos, para isso aplicou-se GAz; em
diferentes concentracGes (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 uM). E para finalizar, foram
realizados experimentos de controle de oxidacdo e calogénese na espécie. Para o
controle da oxidacdo, o meio foi suplementado com diferentes concentracdes de
PVP (0; 100; 200; 400 e 800 uM) e para a inducdo de calos, foi aplicado o
regulador 2,4-D (0; 0,1; 1,0; 5,0 e 10,0 uM) ao meio de cultura. A Campomanesia
rufa apresentou uma baixa germinacdo no escuro (14%). Na etapa de
multiplicacdo, 0 BAP a 5,62 uM induziu maior nimero de brotos (4,3), e as
lampadas LEDs como fonte de luz combinado ao meio de cultura com 1uM de
BAP induziu maior namero de brotos (4,9). Os fotoperiodos de 8 e 12 horas
tiveram os melhores resultados para nimero de brotos (7,3) e (5,4) aos 90 dias.
Na concentragdo de 8 uM de GAs obteve-se 0 maior comprimento médio da C.
rufa de (32,3 mm) e, o uso de PVP na concentracdo de 584,3 uM controla até
(27,3%) a oxidagdo de explantes foliares jovens, ja na inducéo de calos, o 2,4-D
a concentragdo de 10 uM induz maior formagdo de calos (58,3%) na C.rufa.
Portanto, podemos concluir que o uso do BAP é eficiente na inducéo de brotos, o
PVP controla oxidagdo em segmentos foliares e o0 2,4-D induz calos na C.rufa.

Palavras—chave: Plantas lenhosas. Micropropagacédo. Cultivo In vitro. Gabiroba.
Cerrado.



GENERAL ABSTRACT

The Campomanesia rufa (C. rufa) is a fruitful species native to Brazil.
Information about this species is scarce and in vitro studies are still incipient.
Thus, the present study aimed at developing germination, multiplication and
calogenesis protocols for this species. For in vitro germination, seeds were
inoculated in MS medium supplemented with GAs (0, 2, 8, 32 and 128 uM). For
multiplication three different experiments were conducted in addition to the shoot
elongation. In the first multiplication experiment, the culture media were
supplemented with three different cytokinins (BA, BAP or TDZ) at 0, 2.25, 4.5
and 9.0 uM concentrations. In the second experiment, for light quality, shoots
were inoculated into culture medium containing 1puM BA, BAP or TDZ. After
inoculation, the explants were maintained under white fluorescent lamps and
under light-emitting diodes. The third multiplication experiment was performed
in different photoperiods (8, 12 and 16h). The explants were maintained in culture
medium supplemented with 4.5 uM BAP under white fluorescent lamps. In order
to improve the multiplication protocol, an experiment was performed to lengthen
the shoots. To that end, different GA; concentrations (0, 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 and 8.0
UM) were applied. Finally, experiments for oxidation control and calogenesis in
the species were performed. For oxidation control, the medium was supplemented
with different concentrations of PVP (0, 100, 200, 400 and 800 uM) and for callus
induction, the regulator 2,4-D (0; 0, 1, 1.0, 5.0 and 10.0 uM) was applied to the
culture medium. The Campomanesia rufa presented low germination in the dark
(14%). In the multiplication step, BAP at 5.62 uM induced a higher number of
sprouts (4.3) and LED lamps as the light source combined with the culture
medium with 1puM BAP induced a higher number of sprouts (4.9). The 8h and 12h
photoperiods showed the best results regarding the number of sprouts (7.3) and
(5.4), respectively, at 90 days. The highest average C. rufa length (32.3 mm) was
obtained at a GAs concentration of 8 uM. The use of PVP at a concentration of
584.3 uM controls up to 27.3% oxidation in young leaf explants. In callus
induction, 2,4-D at the concentration of 10 uM leads to a higher callus formation
(58, 3%). Therefore, we can conclude that the use of BAP is efficient in shoot
induction, PVP controls oxidation leaf segments, and 2,4-D induces callus in
C.rufa.

Keywords: Woody plants, Micropropagation, In vitro cultivation, Gabiroba,
Cerrado.



16



Sumario

1R300 51007 1R 14
2 REFERENCIAL TEORICO ...ttt e, 16
2.1CaMPOMANESIA FUFA .....veieieiie it 16
W N1 = W (= o o o PSSP 19
2.3 Reguladores de crescimento e antioxXidante. .........c.ccccceeveveeiieesiieesieeennne 20
2.4 Influéncia da 1uz NO CUItIVO IN VIt ....coveiiieicec e 21
3 MATERIAIS E METODOS........oouiieeieiee e, 24
3.2 Assepsia dos frutos e das sementes para o estabelecimento in vitro............ 24
3.3 GErmMINAGAD 1N VITIO.....eeiuviiiieiiieie et 25
3.4 Inducdo de brotaghes em CaSAQUEITA .......cuveereveeeirreeiiireesiieeesvee e e saee e 25
3.4.1 Inducéo de brotos a partir de diferentes fontes de citocininas .................. 25
3.4.2 Qualidade de luz na indugdo de brotos em casaqueira ...........cccoccvereerenenn 26
3.4.3 Inducdo de brotacoes em diferentes fotoperiodos ...........ccccvevvveevveivennnenn 26
3.5 Alongamento in vitro de brotacGes de casaqueira utilizando 0 GAs............ 27
3.6 Controle da oxidacdo em folhas de casaqueira .........cccceeeveevveeiiiieesieeenen, 27
3.7 INdUGAO A8 CalOS ......ccciiiiiciiie it 28
3.8 ANALISES ESTALISTICAS ... vevveeevieieie ittt 29
4 RESULTADOS E DISCUSSOES .......ooiieieeeesieeie oo, 29
4.1 GErminacan iN VILFO.......c.ccviuveiiiei i e ste et aee e 29
4.2 Inducdo de brotos a partir de diferentes fontes de citocininas ..................... 31
4.3 Qualidade de luz na inducdo de brotos em casaqueira ...........cceeevvveerevennne, 37
4.4 Inducdo de brotacGes em diferentes fotoperiodos ...........cocevevvieeiiiieiinenne, 40
4.6 Controle de Oxidacdo em folhas de casaquUeIra ...........ccveevveeeiveeciineesneeene, 47
4.7 CalOgBNESE ... .eeiiviei ittt st e et e e e e naae e 49
5 CONCLUSAD ...ttt 51

6 REFERENCIAL BIBLIOGRAFICO ........cceooeveviierciereeereeeteeeseeeese e, 52



14

1 INTRODUCAO

O Brasil € considerado o pais com maior diversidade do mundo de acordo
com o Ministério do Meio Ambiente (2016), pois, abriga um vasto patrimoénio
genético.

Dentre os biomas brasileiros, temos o Cerrado, que ocupa 22% do
territorio brasileiro (Ministério do Meio Ambiente, 2016). Considerado a savana
brasileira, a sua fitofisionomia abriga muitas espécies com atributos medicinais e
de interesse econdmico.

Uma porgdo significativa dessas plantas do Cerrado estd ameagada de
extingdo ou precisa de maiores estudos, devido ao elevado endemismo e ao
extrativismo predatdrio (KLINK; MACHADO 2005).

Entre as espécies endémicas do Cerrado, estad a Campomanesia rufa, uma
espécie frutifera, lenhosa, pertencente a familia Myrtaceae. Conhecida
popularmente por casaqueira, gabiroba ou guavira (PORTO; GULIAS, 2006;
SILVA et al., 2009).

Assim como outras frutiferas nativas, a casaqueira é de dificil propagacao
no seu habitat natural, pois, no género Campomanesia em algumas espécies as
sementes apresentam baixa longevidade devido ao elevado teor de dgua que
possuem quando o fruto se desprende da planta-mde (SMANIOTTO et al., 2014;
VALLILO et al., 2006). Desta forma, esse fator contribui para 0 aumentoda
respiracédo e consequentemente para a proliferacdo de micro-organismos, levando
a deterioracdo do material vegetal (PINHAL et al., 2011).

Sendo assim, a micropropagacdo pode contribuir para a germinacao
deespécies lenhosas do Cerrado, as quais sdo dificeis de propagar naturalmente.
A obtencdo do material vegetal in vitro, contribui para a manutencdo de banco de

germoplasma e troca de material genético livre de doencas, ampliando as
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possibilidades de pesquisa (DOUSSEAU et al., 2011).

A obtencdo de um maior nimero de plantas é possivel utilizando-se da
micropropagacdo. Essa técnica possibilita a regeneracao das plantas a partir de
um segmento vegetal, com o uso de reguladores de crescimento, controle de
fotoperiodo e luz (qualidade e quantidade) (TORRES et al., 2000; RADMAN et
al., 2003).

Outra técnica da micropropagacdo é a calogénese. A partir dessa técnica
é possivel regenerar plantas, assim como na multiplicacdo via inducéo de brotos,
pois, o calo, um aglomerado celular, é capaz de diferenciar-se em qualquer tecido
vegetal (FLORES et al., 2007).

Portanto, o cultivo in vitro, é uma alternativa viavel e eficiente para
propagar plantas, ameacgadas de extingdo ou vulneraveis, comoa casaqueira, pois,
podem-se obter mudas viaveis de maneira rapida, além de preservar os individuos
ja existentes (LAVANYA et al., 2014).

Diante do exposto, objetivou-se com este estudo desenvolver protocolos

de inducdo de brotacdo e calogénese em Campomanesia rufa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Campomanesia rufa

O Cerrado brasileiro é considerado uma savana, que conta com uma
biodiversidade ampla, tanto de animais quanto de vegetais (COUTINHO, 2006).
Ao aprofundar-se na fitofisionomia deste bioma, é notdvel uma elevada
representatividade de varias familias de plantas, tanto lenhosas quanto herbaceas,
e dentre as familias das plantas lignificadas, temos a familia Myrtaceae, que é
considerada um dos mais importantes tdxons dentro das Angiospermas brasileiras
(GRESSLER; P1ZZO; MORELLATO, 2006). Essa importancia das Myrtaceaes
esta ligada a interacbes ambientais (polinizacdo e alimentacdo de animais
silvestres) quanto a econémicos. No quesito econémico, essa familia apresenta a
producdo de varios produtos Uteis ao homem, como madeira, farmacos,
cosmeticos e géneros alimenticios (CARDOSO-LEITE et al., 2004; PROENCA,
GIBBS, 1994).

No Brasil, existem aproximadamente 928 espécies de Myrtaceae
catalogadas, sendo 707 endémicas do Brasil de acordo com Forzza et al. (2010),
e dentre as espécies endémicas encontra-se no cerrado mineiro a Campomanesia
rufa, ou popularmente conhecida como casaqueira. A casaqueira é uma espécie
pouco conhecida no &mbito cientifico, assim como outras espécies do seu género,
e possui um amplo potencial a ser pesquisado, contudo, requer uma exploracéo
consciente, devido ao seu endemismo e poucos individuos catalogados.

A casaqueira é uma espécie lenhosa, frutifera e arbdrea, com folhas
simples e filotaxia oposta. A margem do limbo é inteira com morfologia eliptica,
apresenta tricomas e nervura coletora marginal que é uma caracteristica marcante
na familia Myrtaceae. Além de pontos transltcidos presentes no limbo foliar, que

sdo glandulas produtoras de terpenos (VIEIRA, 2010).
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O caule da Campomanesia rufa (Figura 1) apresenta cortex esfoliante e
espesso, por este motivo em algumas regides essa espécie € denominada
popularmente de “casaqueira”. O habito botanico varia de subarbusto de 0,3 m a
arvores de até 15 m de altura (LANDRUM, 1982; VALLILO et al., 2006). A
inflorescéncia é de coloracdo branca, podendo ser um dicasio ou uniflora, com
média de trés flores por pedinculos (LANDRUM, 1982; OLIVEIRA et al., 2011).

Figura 1 Aspecto da planta adulta da casagqueira (Campomanesia rufa)

A C. rufa, além dos nomes casaqueira e gabiroba, também pode ser
conhecida popularmente por outros nomes, como guabiroba, guaviroba,
guavirova e guavira (LIMBERGER et al., 2001; VIECILI et al., 2014). Além de
também ter uma sinonimia cientifica, de Abbevillea rufa O. Berg, no entanto, ndo

é muito usual na literatura (The International Plant Name Index, 1893).
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A éarea de ocorréncia da casaqueira é restrita a regides de bosque e sub-
bosque de Minas Gerais (SOBRAL et al.,2014) e devido ao endemismo dessa
espécie, poucas descricbes sdo encontradas a seu respeito (MORAIS &
LOMBARDI, 2006).

Apesar da escassez de contetido na literatura referente a casaqueira, outras
espécies do género por sua vez tém sido estudadas, como C. xanthocarpa, C.
adamantium, C.pubescens, C. guazumifolia, C. guaviroba e C. latifolia. Algumas
propriedades medicinais tém sido relatadas para o género Campomanesia, como
adstringentes, no tratamento de gripe, hiperglicemia, hipercolestermia,
antitumoral, antioxidante, anti-inflamatéria e antidiarreica (GUITIERREZ et al.,
2008; RODRIGUES; CARVALHO, 2001).

Além da aplicacdo farmacoldgica do género Campomanesia, 0s frutos
também sdo matérias-primas utilizadas na gastronomia, pois, apresentam um
sabor adocicado ao paladar. Na literatura, hd descricBes sobre a producdo de
geleias, pavés, pudim, licores, sorvetes, doces, bolos e sucos a partir dessa fruta
do Cerrado (PORTO; GULIAS, 2006). Devido as varias aplicacdes dos frutos, o
consumo pelas indlstrias pode ocorrer de forma extrativista e até mesmo
predatdria (AVIDOS; FERREIRA, 2003).

Todavia, ndo sdo apenas suas finalidades para 0 homem que torna as
guabirobas plantas relevantes para a conservagdo, mas também sua importancia
ecoldgica. Haja vista, que algumas espécies de animais tém como fonte
nutricional os frutos das guabirobeiras (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Desta forma, espécies como a Campomanesia rufa que possuem um valor
ecoldgico, ambiental e comercial intrinseco a elas, devem ser preservadas, antes
gue passem de vulneravel a extintas na Red-List, conforme a World Conservation
Monitoring Centre (1998).
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2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos ou cultivo in vitro, sdo técnicas voltadas ao cultivo
de um explante (célula, tecido ou 6érgdo) em meio nutritivo, sob condi¢des
controladas (luz, temperatura, pH, umidade), que tem por finalidade a propagacao
de um maior nimero de plantas em menor tempo e espaco, sendo esses vegetais
livres de patogenos. Além de contribuir, com a conservagdo e troca de materiais
provenientes de bancos de germoplasma (CARVALHO et al., 2011).

A eficiéncia com que se pode obter mudas de plantas, por meio do cultivo
in vitro, faz dessa pratica uma ferramenta biotecnoldgica excelente para as
biofabricas. Pois, através do cultivo in vitro, é possivel a producdo de mudas de
qualidade através de selecdo genética, livres de patdgenos e resistentes a pragas,
além de producdo de metabolitos secundarios e transformacdo genética
(CARVALHO et al.,, 2011; MARTINS; CARVALHO, 2012). Desse modo,
atraves da cultura de tecidos é possivel obter mudas uniformes de plantas, com
procedéncia fitossanitaria e em menor periodo de tempo (CARVALHO; VIDAL,
2003).

Basicamente, pode ser trabalhado na cultura de tecidos protocolos para
assepsia, germinacdo, multiplicacdo, alongamento de brotos, enraizamento,
aclimatizacgdo, calogénese, embriogénese e organogénese. A assepsia € 0 processo
pelo qual o material vegetal passa para a esterilizacéo, eliminando assim os micro-
organismos gue estejam presentes na célula ou tecido da planta (QUISEN;
ANGELO, 2008; RAPOSO et al., 2012).

A germinacdo € a etapa do biociclo de uma planta, em que o embrido sai
do estado latente e retorna ao estado ativo. Esse processo fisiol6gico ocorre como
resposta a0 meio onde a semente se encontra, se as condi¢cBes ambientais
(radiagdo, temperatura, umidade, pH e nutrientes) se apresentarem favoraveis,
entdo este embrido germinard (NONOGAKI, 2006).
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A multiplicacéo das plantas in vitro pode ocorrer via organogénese, sob
duas formas, direta ou indireta. Na organogénese direta, ocorre o surgimento de
estruturas a partir de tecidos diferenciados. Ja a organogénese indireta ocorre
quando ha a formacdo de calos (calogénese) para posteriormente regenerar as
estruturas vegetais em brotos ou embrides (CARVALHO et al., 2006).

2.3 Reguladores de crescimento e antioxidante.

Os reguladores de crescimento sdo substancias sintéticas, exogenas,
aplicadas as plantas e desempenham funcbes semelhantes as substancias
enddgenas e podem ser iguais quimicamente aos fito-horménios, possibilitando
alterar o crescimento e desenvolvimento das plantas (SILVA, 2014).

O acido giberélico (GA3) é amplamente utilizado na cultura de tecidos
ndo apenas no intuito de otimizar a germinacédo das plantas, mas também pode ser
usado para alongar plantas. Atua também na guebra de dorméncia e ativacao de
enzimas (o-amilases) que participam do catabolismo dos componentes do
endosperma para posterior absorcdo pelo embrido. O GA3; também tem aplicacdo
no alongamento de brotos, pois, através da plasticidade da parede celular das
células vegetais promove o crescimento dos entrenés das plantas (GUIMARAES
etal., 2010; VIEIRA; MONTEIRO, 2002).

As citocininas atuam no processo de divisdo celular nos tecidos vegetais,
permitindo o crescimento e o desenvolvimento dos tecidos vegetais. Através da
quebra da dominancia apical, permite o desenvolvimento das gemas axilares.
Desta forma, reguladores que atuam como citocininas podem maximizar a
producao de biomassa (GUIMARAES et al., 2010; VILA et al., 2005).

As concentragdes de citocininas exdgenas aplicadas ao meio de cultivo,
devem ser escolhidas cautelosamente, pois, quando a concentracdo é excedida,

pode ser toxica para o explante, tendo consequéncias como hiper-hidricidade,
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inibicdo, encurtamento de brotos (ALI et al., 2008; BARRUETO CID, 2000;
KHAN et al., 2008; VASCONCELOS et al., 2012).

As auxinas sdo os fito-hormoénios mais conhecidos no &mbito da pesquisa
vegetal, sua acdo principal é no alongamento e expansédo celular de plantas. Nos
tecidos essas substancias além de serem aplicadas para estimular a divisao celular
também contribuem para o desenvolvimento radicular de espécies lenhosas e ndo
lenhosas in vitro (CENTELAS et al., 1999).

As auxinas também contribuem para a dominancia apical e diferenciacao
vascular e quando aplicadas no caule promovem formacao de raizes adventicias e
também aumentam a frutificacdo (PEREIRA et al.,, 2003; WOODWARD;
BARTEL, 2005). De acordo com Cangahuala-Inocente et al. (2007), o uso de
auxinas, tais como, 2,4-D, picloran e dicamba, foram eficientes para induzir
calogénese e embriogénese.

Além dos reguladores de crescimento, a aplicacdo de antioxidantes no
meio de cultivo pode contribuir para refinar protocolos de micropropagacao, pois,
0 acumulo de polifendis pode prejudicar o desempenho da regeneracdo nos
explantes cultivados in vitro. A polivinilpirrolidona (PVP), evita a oxidacdo
através da acdo das enzimas fenolases, que conforme Pasqual e colaboradores
(1997) aderem a quinonas e compostos fendlicos impedindo a expansao pelo meio

de cultivo, controlando a oxidagao.

2.4 Influéncia da luz no cultivo in vitro

A luz é um fator ambiental importante para as plantas clorofiladas, pois,
a morfogénese pode ser controlada por esse fator, sendo denominada

fotomorfogénese. N&o apenas a morfologia e anatomia do vegetal estdo
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relacionadas a luz, mas a bioquimica das plantas também esta sob sua influéncia
(RIBEIRO et al., 2009).

Deste modo, o fotoperiodo, o fluxo de fétons e a qualidade de luz
intereferem no cultivo in vitro, pois, o primeiro esta relacionado a duracdo, o
segundo a quantidade e o terceiro e Gltimo ao comprimento de onda dos espectros
de luz sob a planta (RIBEIRO et al., 2009).

Dentre os espectros luminosos, existe um intervalo denominado de
radiacdo fotossinteticamente ativa (RFA) que através da absor¢do pelas plantas
desencadeia a sintese de ATP, sacarose e realocacdo de nitrogénio, que
influenciara no crescimento e desenvolvimento do vegetal cultivado in vitro. As
diferentes condi¢cBes luminosas podem elevar ou diminuir a eficicia da
transferéncia e a absorcdo de energia capturada pelas plantas (FAGAN et al.,
2013; SOUZA et al.,2011).

A compreensdo de diferentes espectros luminosos no cultivo in vitro de
plantas frutiferas e lenhosas ainda é escassa (ERIG; SCHUCH, 2005). Sendo
usual na cultura de tecidos, o uso de luz fluorescente branca nas salas de
crescimento (KIM et al., 2004).

As maiores porcentagens de energia consumidas nos laboratérios de
cultura de tecidos sdo provenientesdas lampadas fluorescentes brancas, que
contribuem para elevar o custo final das mudas. Para reverter esse quadro,
atualmente tém-se utilizado as lampadas de Diodos Emissores de Luz (LEDS),
gue proporcionam comprimento de onda especifico e produzem menor quantidade
de calor (ROCHA et al., 2010).

A utilizacdo de lampadas LEDs vermelhas e azuis pode ser uma
alternativa para o cultivo de plantas in vitro. Pois, sabe-se que as luzes vermelha
e azul sdo absorvidas pela clorofila A, que é a responsavel pela eficacia
fotossintética. Separadamente, sabe-se que a contribuicdo da luz azul estd em

estimular a sintese proteica que auxilia no processo fotossintético, além de
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contribuir para o desenvolvimento de cloroplastos. E a luz vermelha esta
envolvida no processo inibitério da exportacdo da sacarose para tecidos
aclorofilados (SAEBO; KREKLING; APPELGREN, 1995; VICTORIO;
KUSTER; LAGE, 2007).

Todavia, o tempo de exposicéo e a qualidade espectral da iluminagéo por
lampadas LEDs sdo fatores relevantes para obter respostas morfogenéticas
desejadas, contudo, os feedbacks a esses dois fatores variam entre as espécies. A
qualidade de luz esta relacionada a plasticidade fisiolégica e anatbmica da
expansdo foliar, além de sintese de pigmentos como os carotenoides (tipo e
guantidade), enverdecimento em plantas cultivadas in vitro, expansdo cotiledonar,
alongamento de caule e florescimento (VICTORIO; KUSTER; LAGE, 2007,
BRAGA et al., 2009).

A extrapolacdo do tempo necessario de exposicdo em lampadas LEDs,
pode ser prejudicial para as plantas. Dentre os danos fisioldgicos, estdo o elevado
grau de oxidacao aumento de perdxidos (H202) e a reducdo da totipoténcia celular
(GUPTA; SAHOO, 2015).

Além da qualidade de luz, o fotoperiodo, também interfere no crescimento
e desenvolvimento das espécies, tais como, floracdo, frutificacdo, quedas de
folhas e germinacdo (CAMARA et al., 1997; OMETTO, 1981).

A luz, na cultura de tecidos, permite a manipulagdo das condi¢Bes de
cultivo, que contribui com a otimizagdo dos protocolos de micropropagacéo,
tornando os tecidos melhores e reproduziveis, contudo, ainda sdo necessarios
maiores estudos que reportem a qualidade de luz e o fotoperiodo no cultivo in
vitro de plantas lenhosas do cerrado (BRAGA et al., 2009).
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3 MATERIAIS E METODOS

O trabalho foi realizado no laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas
do setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia, da Universidade
Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, Minas Gerais.

3.1 Material Vegetal

Os frutos maduros foram coletados no campus da Universidade Federal
de Lavras (21°13°35.6”S/ 44°58°59.0”W) durante o periodo de fevereiro a abril
(2014), o material vegetal foi estabelecido in vitro a partir de sementes.

Os explantes (folhas) utilizados para o controle de oxidacéo e calogénese
foram provenientes de plantas pré-estabelecidas in vitro em meio de cultura MS
(MURASHIG; SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L™ de sacarose e 7 g L™
de agar, o pH foi ajustado para 5,8.

3.2 Assepsia dos frutos e das sementes para o estabelecimento in vitro

Ap0s a coleta dos frutos que estavam ligados a planta mae, esse material
foi imerso em uma solucdo de agua destilada e hipoclorito de sodio 50% (v/v)
com 2% de cloro ativo, durante 20 minutos, passando por trés lavagens com agua
destilada. Posteriormente, os frutos foram colocados para secar em cadmara de
fluxo laminar durante 30 minutos.

A mucilagem aderida as sementes foi extraida manualmente por atrito
entre as sementes e a superficie de uma peneira (furos de 1 mm de didmetro,
dimensdes de 280 X 15 mm), e com a lavagem em agua corrente. Em seguida, foi
realizado um processo de assepsia das sementes em cAmara de fluxo laminar. Para

isso, as sementes foram submersas em &lcool 70% durante 30 segundos e
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posteriormente imersas em hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) por 20
minutos sob agitacdo constante e, em seguida, lavadas por trés vezes em agua
destilada e estéril (SANT’ANA, 2014).

3.3 Germinagéo in vitro

Apos a assepsia, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio com
15 mL meio MS (MURASHIG; SKOOG, 1962), contendo 30 g L™* de sacarose e
7 g L™ de agar e o pH foi ajustado para 5,8. O meio foi suplementado com &cido
giberélico (GAs) nas concentraces de 0; 2; 8; 32 e 128 uM. O meio foi
autoclavado a 121°C durante 20 minutos.

Apo0s a inoculagdo, os explantes, foram mantidos na auséncia de luz, em
sala de crescimento a uma temperatura de 25+2°C. Aos 90 dias, foram avaliados
a porcentagem de germinacdo (%), comprimento da parte aérea (mm) e

comprimento de raiz (mm).

3.4 Inducdo de brotacdes em casaqueira

3.4.1 Inducéo de brotos a partir de diferentes fontes de citocininas

Segmentos caulinares de plantas estabelecidas in vitro, tiveram suas
folhas excisadas, medindo 10 mm de comprimento e contendo duas gemas
laterais, foram inoculados em meio MS (contendo 30 g L™ de sacarose e 7 g L™
de 4gar) com diferentes citocininas: 6-benzilaminopurina (BAP), 6-benziladenina
(BA) ou thiadizuron (TDZ), nas concentragdes de 0; 2,25; 4,5 e 9,0 uM. O meio
teve o pH ajustado para 5,8 e foi posteriomente autoclavado a 121°C por 20
minutos. Apds a inoculagdo os explantes, foram mantidos em sala de crescimento,
com temperatua de 25°C, fotoperiodos de 16 horas e 36 pmol m?s™ de densidade

de fluxo de fétons fotossinteticamente ativo (DFFA). As avaliacdes foram feitas
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aos 30, 60 e 90 dias, no qual avaliou-se o nimero de brotos e de gemas e o

comprimento médio dos brotos (mm).

3.4.2 Qualidade de luz na inducéo de brotos em casaqueira

Brotagdes com tamanho inicial de 30 mm de comprimento e contendo a
gema apical foram inoculadas em meio MS contendo 30 g L™ de sacarose e 7 g L
! de agar, suplementado com 1 uM de BAP, BA ou TDZ. Ap6s a inoculacio das
brotagdes, os tubos foram mantidos em sala de crescimento a 25+2°C, sendo as
fontes luminosas a luz branca fluorescente convencional (20W) com o valor de 44
pumol m?s™ para a DFFA e lampadas de diodos emissores de luz (LEDs)
vermelho-azul (70: 30), com um valor de 98 umol m?s™ para a DFFA. A DFFA,
aferidas pelo quantdémetro (modelo L16400 XT- Li-Cor).

Ap0s 90 dias, foram avaliados nimero de brotos, comprimento dos brotos

superiores a 3 mm, nimeros de folhas e de gemas.

3.4.3 Inducdo de brotagdes em diferentes fotoperiodos

Segmentos nodais, com aproximadamente 5 mm de comprimento com
duas gemas axilares e com apice caulinar excisado, foram inoculados em meio
MS suplementado com 4,5 uM de BAP, 0,4 g L™ de PVP, 30 g L™ de sacarose e
7 g L™ de 4gar e o pH foi ajustado para 5,8 e posteriormente autoclavado a 121°C
durante 20 minutos. Apoés a inoculacdo, os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob diferentes fotoperiodos (8, 12 e 16 horas) em temperatura de
25+2°C, e a DFFA aferida foi de 36 umol ms™ fornecida por lampada branca
fluorescente (20W).
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Foram avaliados: nimero de brotos, comprimento dos brotos maiores que
3 (mm), numero de gemas e folhas e sobrevivéncia (%) dos explantes durante os
30, 60 e 90 dias ap6s a inoculagdo.

3.5 Alongamento in vitro de brotacGes de casaqueira utilizando 0 GA;

Brotos provenientes de plantas pré-estabelecidas in vitro, com 15 mm de
comprimento, foram inoculados em meio MS, suplementado com 30 g L™ de
sacarose, 7 g L™ de agar, 400 uM L™ de PVP e diferentes concentractes de GA;
(0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 uM). Apbs a inoculacdo dos explantes, eles foram
mantidos durante 30 dias em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C sob
fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 36 pumol m?s? fornecida por luz
branca. Ap6s 30 dias, foram avaliados o comprimento dos brotos (mm) e o nimero

de folhas das plantas apds o uso do regulador de crescimento.

3.6 Controle da oxidacdo em folhas de casaqueira

Explantes foliares jovens de aproximadamente 50 mm? da casaqueira
(C.rufa) tiveram as laterais e o apice do limbo foliar excisados, com trés cortes
transversais sobre a nervura principal para aumentar o contato com o meio de
cultivo. Ap6s o preparo dos explantes, eles foram inoculados em meio MS
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar e diferentes concentrages
de polivinilpirrolidona (PVP) (0; 100; 200; 400 e 800 uM L™). Esse meio de
cultivo teve o pH ajustado para 5.8 e foi esterilizado por processo de autoclavagem
a 121°C por vinte minutos.

Os explantes foram mantidos durante 30 dias em sala de crescimento com
temperatura de 25°C sob fotoperiodo de 16h com irradiancia de 36 pmol m2s™.

Foi avaliada a porcentagem de oxidacdo (%) sob a area foliar a partir de uma
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escala para diferentes niveis de oxidacéo (0, 25, 50 e 100%) conforme a Figura 1.
Sendo (0%) auséncia de oxidacdo no limbo foliar, (25%) laterais do limbo
oxidadas, (50%) laterais e metade do limbo oxidado e (100%) limbo

completamente oxidado.

[\ ' 0% oxidado
T my V2 25% oxidado
\___x,’. SN ——— | o —_— -
limbo foliar limbo foliar o )
inteiro excisado 50% oxidado
. 100% oxidado

—

Figura 1 Escala dos niveis de oxidag¢do em folhas de casaqueira. (0%) auséncia de
oxidagdo no limbo foliar, (25%) laterais do limbo oxidadas, (50%) metade do
limbo oxidado e (100%) limbo completamente oxidado.

3.7 Inducéo de Calos

Explantes foliares jovens de aproximadamente 50 mm? de area foliar
foram excisados em suas laterais e apice do limbo foliar, com trés cortes
transversais sobre a nervura principal para aumentar o contato com o meio de
cultivo. Apds o preparo dos explantes, eles foram inoculados com a porg¢éo abaxial
em contato com o meio de cultivo. E 0 meio de cultivo utilizado foi 0 MS
suplementado com 30 g L™ de sacarose, 0,4 g L™ de PVP e 7 g L™ de 4gar e
diferentes concentragdes (0; 0,1; 1,0; 5,0 ou 10 pM) de &cido 2,4-dicloro-
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fenoxiacético (2,4-D).

Os explantes foram mantidos em sala de crescimento durante 30 dias na
auséncia de luz, sob condi¢cbes controladas (25°C, 70% de umidade relativa do
ar), na auséncia de fontes luminosas. Apds esse periodo, avaliou-se a porcentagem

de formac&o de calos nos explantes (%).

3.8 Analises estatisticas

Os experimentos foram compostos por quatro repeticdes, em cada
repeticdo havia cinco tubos de ensaio, contendo um explante por tubo. Seguiu-se
0 Delineamento Inteiramente Casualizado (DIC).

Para a analise estatistica, aplicou-se ANAVA, sendo que para 0s dados
quantitativos foi realizada regressdo e para os qualitativos Scott-Knott, p<0,05,
utilizando o software SISVAR® (FERREIRA, 2014).

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Germinacdo in vitro

No experimento de germinagao, a aplicagdo do acido giberélico (GAs) em
diferentes concentracdes (0; 2; 8; 32 e 128 uM) no meio de cultivo combinado a
auséncia de luz, apds 90 dias, ndo promoveu diferenca significativa para nenhuma
das variaveis analisadas. Desta forma, apenas 14% dos embriGes germinaram no
escuro, independente da concentracdo de GAs utilizada. O comprimento da parte
aérea das plantulas teve uma média de 37,9 mm e do sistema radicular, 35,3 mm.

Estudos anteriores realizados com as sementes de casaqueira utilizaram
acido giberélico e luz branca, sobre a mesma temperatura de 25°C +2, para a

germinacdo da espécie in vitro, e os resultados obtidos mostraram-se superiores
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ao presente estudo, sendo a média do percentual de germinacdo de 68%
(SANT’ANA, 2014).

Outros estudos realizados com duas espécies do mesmo género da
casaqueira, Campomanesia guazumifoliae Campomanesia xanthocarpa,
evidenciaram que em C.guazumifolia ndo ocorre germinacao no escuro, portanto,
é definida como fotoblastica positiva. E a outra espécie, a C. xanthocarpa
independente da presenca ou auséncia de luz no ambiente, os embrides germinam.
Desta forma, o autor sugeriu que a preferéncia por ambiente iluminado para a
ocorréncia da germinacéo, assim como foi observado em embrides da espécie C.
guazumifolia, ocorre devido a algumas espécies do género serem pioneiras. As
plantas pioneiras naturalmente ocorrem em ambientes abertos ou em bordas de
manchas de vegetacdo, que consequentemente recebem elevada quantidade de
radiacdo luminosa, portanto, sdo adaptadas a este ambiente (SANTOS et al.,
2004).

Entretanto, ndo apenas a C. xanthocarpa, mas outras espécies do género
como a C. guazumifolia e até da familia das gabirobas, como o Psidium guineense
Swart (P. guineense), também se comportam indiferentes a iluminacdo no
processo fisioldgico da germinacdo (ARRIGONI-BLANK; 1997; BARBOSA et
al., 2014). O Araca (P. guineense) apresentou resultados semelhantes ao da
casagueira quando suas sementes foram submetidas a condigdes de auséncia de
luz, com germinacdo inferior a 20% (BARBOSA et al., 2014).

A germinacdo pelas sementes é de extrema importancia, pois, através
desse método € possivel obter variabilidade genética e procedéncia fitossanitaria
dos vegetais, quando eles sdo cultivados in vitro. Sendo assim, posteriores estudos
podem ser realizados para desenvolver protocolos que sejam eficientes e

reproduziveis, para a obtencao de plantas através da germinagéo.
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4.2 Inducgéo de brotos a partir de diferentes fontes de citocininas

Ao utilizar diferentes citocininas e concentragdes na multiplicacdo in vitro
da Casaqueira, foi observado que houve diferenca significativa para o nimero de
brotos, tanto para a interacdo (tempo e citocinina) quanto (concentracdo e
citocinina) pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. Na interacdo tempo
e citocinina, 0 BAP apresentou as maiores médias de nimeros de brotos, nas trés
avaliacdes consecutivas, ou seja, aos 30, 60 e 90 dias, e as médias foram: (1,3),
(2,4) e (4,0), respectivamente. O BAP sobressaiu entre as demais citocininas (BA
e TDZ) (Figura 2).
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Figura 2 NUmero de brotos induzidos a partir de segmentos nodais de casaqueira em
diferentes tempos ap6s a inoculagdo (30, 60 e 90 dias), letras maiusculas
comparam os diferentes tempos dentro de cada citocinina e letras minGsculas
comparam as diferentes citocininas em cada tempo. As letras mailsculas
idénticas dentro de cada citocinina e mindsculas idénticas dentro de cada tempo,
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a um nivel de 5% de
probabilidade.

Na interacdo concentracdo e citocinina, ao se observar a curva de

regresséo correspondente ao regulador BAP, notou-se um comportamento
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quadratico que atingiu 0 ponto maximo de nimero de brotos (4,2) na concentragdo
de 5,6uM. As médias de nimeros de brotos para o regulador BAP se sobressairam
sobre as médias dos demais reguladores de crescimento (BA e TDZ), mesmo com
esses dois ultimos reguladores também tendo suas respectivas curvas de regressao

quadréticas (Figura 3).
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Figura 3 NUmero de brotos induzidos a partir de segmentos nodais de casaqueira, quando
se utilizou diferentes concentracdes (0; 2,25; 4,5 e 9,0uM) de BA, BAP ou TDZ.
Equagdes das linhas de tendéncia: BA: y = 0,008455x? - 0,074579x + 0,685606;
BAP: y = -0,120688x2 + 1,356734x + 0,4946e TDZ: y = 0,011149x? - 0,144343x
+0,692879.

Na familia Myrtaceae, hd uma divergéncia de respostas na inducéo de
brotac&o, ao se utilizar a citocinina BAP. Em Goiabeira (Psidium guajava L.), por
exemplo, em concentracdes inferiores a 1 uM de BAP, houve inducdo de brotos
(RAI et al.,, 2009). Entretanto, em Pitangueira (Eugenia uniflora L.) a
concentragdo de 5 uM de BAP formou o maior nimero de brotos (2,3) por
explante, apresentando um comportamento semelhante ao da casaqueira na

concentracdo de 4,5 uUM desse mesmo regulador de crescimento (SOUZA et al.,
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2008) (Figura 4).

Figura 4 Brotos induzidos a partir de segmento nodal de casaqueira, utilizando 4,5 uM de
BAP. Barra=1cm.

Contudo, o uso de BAP na multiplicacdo de plantas da familia Myrtaceae
é indicado, pois, em uvaia (Eugenia pyriformis Cambess.), guabijuzeiro
(Myrciantes punges O. Berg) e eucalipto (Eucalyptus grandis W. Hill) esse
regulador promoveu uma expressiva inducéo de brotos, favorecendo a propagagao
via assexuada (ANDRADE et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2008; SOUZA et
al., 2011).

As citocinas BA e TDZ induziram uma gquantidade inferior de brotos
guando comparadas ao BAP, sendo assim, esta Gltima citocinina é recomendada
para multiplicacdo de casaqueira. O TDZ promoveu formagdes de microbrotos,

cujo comprimento foi inferior a 3 mm (Figura 5).
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Figura 5 Microbrotos (comprimento inferior a 3 mm) em segmento nodal de casaqueira
na concentracdo de 2,25 uM de TDZ. Barra: 1 cm

Em um estudo realizado com Withania somnifera L., aplicou-se diferentes
concentracdes de TDZ para a multiplicagdo in vitro dessa espécie, e as maiores
médias para 0 nimero de brotos se manteve nas concentracées inferiores a 1 UM
(FATIMA; ANIS, 2011). Por conseguinte, o que pode ter influenciado a baixa
quantidade de nimero de brotos na casaqueira quando se utilizou o TDZ, foram
as concentracOes elevadas desse regulador no meio de cultura. Na literatura, as
descri¢Bes para aplicacdes de TDZ na multiplicacdo de plantas lenhosas sdo
consideradas vestigiais, ou seja, inferiores a 1uM (SAN et al., 2014).

As citocininas BA e o BAP sdo considerados, por alguns pesquisadores,
como substancias semelhantes, pois, as substancias derivam da adenina e possuem
0 mesmo peso molecular, contudo, existe uma diferenga na nomenclatura
(SILVA, 2012).

Neste estudo, com a casaqueira, 0s derivados da adenina apresentaram
resultados discrepantes, o BAP foi o regulador que apresentou os melhores
resultados na multiplicacéo in vitro em comparagdo ao BA. Todavia, isto pode ter

ocorrido devido ao grau de pureza diferente entre esses reguladores de
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crescimento, sendo o BA (95% 3-benziladenina) e 0o BAP (99% de benzilamina-
6-purina).

Para 0 nimero de gemas axilares, foi observada diferenca significativa
entre os diferentes tratamentos. Assim como para numero de brotos, houve
interacdo entre citocinina e concentracdo. A partir das analises de regressao
realizadas foi constatado queas trés citocininas comportaram-se quadraticamente,
porém, o BAP, apresentou a maior média (3,5) em nimero de gemas axilares na
concentragdo de 9,0 uM. As médias da citocinina BA se sobressairam sobre as

meédias do TDZ para gemas axilares (Figura 6).
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Figura 6 NUmero de gemas axilares, quando se utilizou diferentes citocininas (BA, BAP
e TDZ) e concentracoes (0; 2,25; 4,5 € 9,0uM). Equacbes das linhas de tendéncia:
BA: y =0,0126x? - 0,2336x + 1,9733; BAP: y = -0,0145x? + 0,2734x + 2,3076;
TDZ: y = 0,0338x? - 0,5215x + 2,0987.

Ao analisar a variavel comprimento dos brotos, notou-se uma dupla
interacdo entre os fatores, citocinina e concentracdo. As curvas de regressao
ajustaram-se ao modelo quadratico para o BA e o BAP, porém, apresentou-se

linear para o regulador TDZ. E a maior média do comprimento dos brotos
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(7,7mm) foi obtida quando se aplicouo BAP no meio de cultivo na concentragédo
de 4,3uM (Figura 7).

Na Figura 7, constatou-se que o uso de BA e TDZ, em meio de cultivo
para a casaqueira, proporcionou uma reducdo no comprimento dos brotos,
indicando uma diminuicdo na biomassa dos explantes. Elevadas concentracfes de
citocininas podem reduzir o nimero de brotos e o alongamento caulinar. Na
literatura € reportada a toxicidade a elevadas concentragdes de citocinina ao meio
de cultura, principalmente daquelas citocininas que ndo sdo derivadas da adenina,
assim como o TDZ que pertence ao grupo das fenilureias, portanto, como
anteriormente descrito, recomenda-se utilizar concentragdes inferiores a 1 pM
(FLORES et al., 2009; GEROGE et al., 2008).

6,00 e BA R2=0,87
m BAP R2=0,48

ATDZ R2=0,99

0 15 3 4,5 6 7,5 9
Concentragdo (uM)

Figura 7 Comprimento das brotag@es, quando se utilizou diferentes citocininas (BA, BAP
e TDZ) e concentracdes (0; 2,25; 4,5 € 9,0uM). Equacdes das linhas de tendéncia:
BA: y = -0,2822x + 4,476; BAP: y = -0,1231x? + 1,0681x + 5,4336 ¢ TDZ: y =
0,0813x2 - 1,1798x + 4,7772.

As citocininas sdo largamente utilizadas na etapa de multiplicagdo do

cultivo in vitro, pois, induzem a divisdo celular, sintetizam proteinas e atuam na
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extensibilidade da parede celular, desta forma, contribuem para o aumento da
inducdo de brotos. Isso é possivel devido a quebra da dominancia apical, que
possibilita a expansdo em nimero de brotos e de gemas axilares (MANTOVANI
et al., 2001; ONO et al., 2004).

Portanto, a aplicacdo da citocinina BAP ao meio de cultivo MS, é
recomendavel para a multiplicacdo de casaqueira, obtendo-se assim maior nimero

de brotos e gemas, e comprimento dos brotos (mm).

4.3 Qualidade de luz na inducéo de brotos em Casaqueira

Para os resultados encontrados, ndo foi observado interagdo entre
qualidade de luz e tipos de citocininas. Somente tipo de citocininas, isoladamente,
apresentou resultado significativo para todas as caracteristicas avaliadas.

Conforme a Figura 8, os reguladores (TDZ e BAP) apresentaram maior
namero de brotos quando submetidos a iluminagdo com luz branca convencional
(fluorescente), porém, quando a fonte de iluminacdo foram as lampadas LEDs, o

BAP apresentou maior formacao de brotos (4,9).
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Figura 8 Numero de brotos em casaqueira, sob diferentes fontes de luz (luz branca
convencional- fluorescente e LEDs), Meio MS + 1uM (BA, BAP ou TDZ).
Letras iguais dentro de cada fonte de luz (luz branca e leds), ndo diferem entre si
pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para o nimero de gemas, a luz branca convencional associada ao
tratamento com 1 uM de BAP, resultou em maiores nimerosde gemas axilares,

sendo a média desse tratamento equivalente a 7,4 gemas/explantes (Figura 9).
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Figura 9 Numero de gemas em casaqueira, sob diferentes fontes de luz (luz branca
convencional fluorescente e LEDs), submetido ao meio MS + 1uM (BA, BAP ou
TDZ). Letras iguais dentro de cada fonte de luz (luz branca e leds), ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para o nimero de folhas, constatou-se as maiores médias (9,5) quando 0s
explantes foram cultivados em meio suplementado com BAP sob luz branca. O
BAP tem sido amplamente utilizado no cultivo in vitrode espécies lenhosas,
devido a sua eficiéncia na inducdo de gemas adventicias e folhas (MOURA et al.,
2001). No LED nao foi observada diferenca significativa entre os tratamentos
(Figura 10).
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Figura 10 Numero de folhas em casaqueira, sob diferentes fontes de luz (luz branca
convencional fluorescente e LEDs), Meio MS + 1uM (BA, BAP ou TDZ).
Letras iguais dentro de cada fonte de luz (luz branca e leds), ndo diferem entre
si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Para a variavel comprimento dos brotos, ndo foi constatada diferenca
significativa entre os tratamentos. Sendo que os brotos apresentaram uma média
de 22,13 mm. Estudos realizados com outra frutifera lenhosa, Amoreira-preta
(Rubus sp), cultivada sob diferentes qualidades de luz apresentaram resultados
semelhantes aos observados para a casaqueira. Neste estudo, ndo foi observado
diferenca significativa entre as lampadas leds e a luz branca (fluorescente) para o

comprimento das plantas (ROCHA et al., 2013).
4.4 Inducao de brotagdes em diferentes fotoperiodos
Os resultados apresentaram interacdo tempo e fotoperiodo na inducédo de

brotos em casaqueira. Inicialmente, aos 30 dias, ndo observou-se diferenca

signifcativa para a inducédo de brotacdo em todos os fotoperiodos. Nas avaliacdes
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realizada aos 60 e 90 dias, os fotoperiodos de 8 e 12 horas apresentaram maiores
médias de nimero de brotos (6,3 e 5,3 brotos aos 60 dias e 7,3 e 5,4 brotos aos 90
dias) (Tabela 1). Portanto, podemos afirmar que os fotoperiodos curtos (8 e 12

horas) sdo os melhores para induzir brotos, a partir dos segmentos nodais.

Tabela 1 Numero de brotos (média + erro padrdo) em diferentes fotoperiodos e tempos.
UFLA. Lavras, 2015.

TEMPO (DIAS)

FOTOPERIODO 30 60 90
(HORAS)
8 250+054Ba  635+128Aa 7,30 +0,46 Aa
12 235+0,80Ba  535+147Aa  540+0,09Aa
16 1,10£0,75Aa  125+059Ab  0,80+0,38 Ab

*Médias seguidas de letras minusculas nas colunas e as mailsculas nas linhas diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Para a variavel nimero de gemas, houve diferenca significativa para a
interacdo entre as varidveis tempo e fotoperiodo. Ao analisar o desdobramento aos
30 dias, constatou-se que os fotoperiodos de 8 e 12 horas apresentaram maior
namero de gemas. Aos 60 dias, o fotoperiodo de 12 horas apresentou a maior
média para nimero de gemas (9,7) por explante, porém aos 90 dias, observou-se

no fotoperiodo de 8 horas a maior média de nimero de gemas (7,6) (Tabela 2).
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Tabela 2 Nimero de gemas (média + erro padrdo) em diferentes fotoperiodos e tempos .
UFLA. Lavras, 2015.

TEMPO (DIAS)

FOTOPERIODO 30 60 90
(HORAS)
8 560+029Ba  7,90+0,69Ab 7,60 +0,69 Aa
12 605+055Ba  975+091Aa  3,05+027Cb
16 210£021Ab  210+085Ac  1,05+0,37 Ac

* Médias seguidas de letras mindsculas nas colunas e as mailsculas nas linhas diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Ao analisar e relacionar nimero de brotos e gemas, averigou-se que no
fotoperiodo de 12 horas, o numero de brotos ndo apresentou diferenca
significativa dos 60 para os 90 dias, contudo, o nimero de gemas sofreu uma
reducdo de 9,7 para 3,0 gemas/explante. A média do nimero de brotos ndo variou
devido ao surgimento de novos brotos, contudo, esses novos brotos continham
namero de gemas inferiores aos que senesceram. Desta forma, € aconselhavel aos
60 dias realizar um subcultivo dos explantes, devido a presenca de senescéncia
nas plantas, relacionada a escassez de nutrientes no meio de cultivo e também pela
presenca de compostos fenolicos, ocasionando a oxidacdo (SANTOS et al., 2012).

Para a varidvel comprimento dos brotos, ndo foi observada diferenca
significativa. Para o nimero de folhas, aos 30 dias ndo houve diferenca
significativa entre os fotoperiodos inferiores a 16 horas. Na avaliacdo realizada
aos 60 dias, o fotoperiodo de 12 horas apresentou a maior média (11,5)
folhas/explante, mas, aos 90 dias a média para esta variavel diminuiu, devido a
senescéncia de algumas folhas. Assim, no fotoperido de 8 horas averigou-se a

maior média (8,1) entre os demais fotoperiodos (Tabela 3).
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Tabela 3 Numero de folhas (média + erro padrdo) em diferentes fotoperiodos e
tempos. UFLA. Lavras, 2015.

TEMPO (DIAS)

FOTOPERIODO 30 60 BN
(HORAS)
8 515+045Ba  860+119Ab  815+0,57 Aa
12 590+065Ba  1155+147Aa  6,30+0,10Cb
16 265+096Ab  270+050 Ac 2,40+ 0,85 Ac

* Médias seguidas de letras mindsculas nas colunas e as mailsculas nas linhas diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott (p<0,05).

Moreira et al. (1999), ao verificarem como as condigdes fotoperiodicas
interferiam no desenvolvimento da Gomphrena macrocephala A.St.-Hil.,
constataram que no fotoperiodo de 12 horas a média do niamero de folhas foi
maior, e destacou-se entre os fotoperiodos de 8 e 16 horas. Neste mesmo estudo
com Gomphrena macrocephala, os autores justificam que a maior producdo de
folhas pela planta pode ser em decorréncia do fotoperiodo de 12 horas estar dentro
da faixa natural de variacdo do fotoperiodo (10,5-13,5 horas) do estado de Séo
Paulo onde foram coletadas as sementes.

Embora os laboratdrios de cultura de tecidos utilizem de forma recorrente
fotoperiodos na faixa de 12 a 16 horas, neste experimento, verificou-se que o
fotoperiodo de 8 horas, ¢ uma alternativa vidvel morfogeneticamente e
economicamente para a espécie Campomanesia rufa. Isto porque neste menor
fotoperiodo, houve elevado nimerode brotos com um consumo menor de energia
elétrica (GRATTAPAGLIA et al.,1998).

Um menor tempo de exposicdo a radiacdo fotossinteticamente ativa,
contribuipara diminuir a foto-oxidagao e fotoinibicdo,protegendo os pigmentos
essenciais para as plantas que realizam a fotossintese (clorofilas), além de proteger
o fotossistema 11 (PSII) da fotoinibigdo, que contribui para diminuir a taxa de

fotossintese realizada pelo vegetal (STREIT et al., 2005).
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Desta forma, pode-se concluir que aos 30, 60 e 90 dias, para a variavel
nimero de brotos, os melhores fotoperiodos foram os de 8 e 12 horas. Para o
nimero de gemas, o fotoperiodo de 12 horas foi ideal até aos 60 dias, ao exceder
esse tempo houve uma queda na média de gemas, o que vale ressaltar, a
importancia do subcultivo nesta fase, pois, nota-se oxidacdo e a senescéncia de
alguns explantes. Aos 90 dias, apenas o fotoperiodo de 8 horas manteve sua média
alta de nimero de gemas e ndo diferiu significativamente da avaliagdo dos 60 dias.

Para o nimero de folhas, o fotoperiodo de 12 horas foi o que apresentou
as maiores médias até aos 60 dias, ap06s esse periodo, inicia sucessivos eventos de
abcisao foliar e aos 90 dias ha uma queda de quase 50% na média de nimero de
folhas. Sendo assim, esta variavel reforca a importancia do subcultivo aos 60 dias.
O fotoperiodo de 8 horas também obteve médias superiores ao fotoperiodo de 16
horas, contudo para o nimero de folhas foi inferior ao de 12 horas até aos 60 dias,
mas aos 90 dias teve a maior média dentre os demais tratamentos.

Portanto, os fotoperiodos inferiores a 16 horas, tiveram as maiores
médias, por conseguinte, produziram maior biomassa com relacao ao fotoperiodo
de 16 horas propriamente dito. Desta forma, os fotoperiodos de 8 e 12 horas sdo
viaveis para a multiplicacdo in vitro da casaqueira, tanto pela producdo de
biomassa, quanto pela economia de energia que é um dos percalgos responsaveis

pelo elevado custo de mudas provenientes de micropropagagao.

4.5 Alongamento in vitro de casaqueira utilizando o0 GA;

Os brotos da casaqueira inoculados em meio MS suplementado com
diferentes concentracbes de &cido giberélico apresentaram um alongamento
significativo (p<0,05) aos 30 dias. O alongamento da casaqueira comportou-se de

forma linear crescente a partir da concentragdo de 2,25 uM & medida que se
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aumentou a concentragdo de GAs, sendo o tratamento superior de 8 uM (Figura
11).
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Figura 11 Alongamento em brotos de casaqueira em diferentes concentrac@es de GAs,

Para o numero de folhas, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos com as diferentes concentracbes de GAs, a média geral para essa

andlise foi 6,2 folhas por explante (Figura 12).
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Figura 12 Brotag@es de casaqueira aos 30 dias, (A) sem a suplementagdo de GAs, (B) com
a suplementacéo de 4 pM de GAs3, (C) 8 uM de GAsz Barra: 1 cm.

Resultados semelhantes ao da casaqueira foram observados num estudo

com abacaxi (Ananas comosus L.), conforme Dias et al. (2011), trabalhando com
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alongamento utilizando o GAs; observaram que este regulador aumentou
significativamente o comprimento da parte aérea dos explantes até a concentracao
maxima de 5,7 uM. Da mesma forma, Gao et al. (2010), ao realizarem um
experimento com a couve-nabica (Brassica napus), na concentracdo de 1uM de
GA;3, obtiveram um aumento expressivodo comprimento do caule.

Por meio dos resultados constatou-se que a casaqueira teve seu caule
alongado ao aplicar o acido giberélico no meio de cultivo, e passou por alteracdes
na sua arquitetura, pois, apresentou maior distancia entre os entrends e folhas

expandidas na maior concentragdo de GAa.
4.6 Controle de Oxidacdo em folhas de casaqueira
Os explantes foliares da casaqueira inoculados em meio MS acrescido de

PVP apresentaram menor porcentagem de oxidagdo (27,3%) no ponto minimo
equivalente a 584,3 UM de PVP (Figura 13).
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Figura 13 Porcentagem de oxidacdo em explante foliar de casaqueira em diferentes
concentracdes de PVP.
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Ao inocular o explante no meio de cultivo desprovido de antioxidante,
notou-se que 60% da é&rea foliar apresentaram oxidagdo (Figura 3A). No
tratamento no qual o meio de cultivo foi suplementado com 400 uM de PVP,

notou-se maior controle da oxidagéo (Figura 14).

Figura 14 (A) Explantes foliares de casaqueira em meio de cultivo sem antioxidante (B)
meio de cultivo com 400 uM L* de PVP. Barra: 1 cm.

Estudos realizados sobre a aplicagdo do PVP em meio de cultura, no
intuito de controlar a oxidacéo de espécies lenhosas in vitro, corroboram com os
resultados da casaqueira. De acordo com Augusto (2001), ao se utilizar 1e2 g L"
! de PVP no controle de oxidagéo de amoreira-preta (Rubus sp) tem-se resultados
significativos de até 80% de controle de oxidagao.

Do mesmo modo, Costa et al. (2007), ao estabelecerem o cultivo in vitro
de Alecrim-pimenta (Lippia sidoides), testaram o composto antioxidante (carvao

ativado e PVP) na tentativa de controlar a taxa de oxidagdo dos explantes da
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espécie. Contudo, ndo houve diferenca significativa entre ambos os antioxidantes,
e a porcentagem de oxidacéo para 2 g L™ de PVP foi de 3,2%.

Por conseguinte, o uso do PVP é eficiente no controle da oxidacéo de
explantes foliares da casaqueira na concentragdo de 584,3 pM.

4.7 Calogénese

Na calogénese, houve diferenca significativa para a porcentagem de
formacdo de calos entre as diferentes concentracfes de 2,4-D. A concentragdo de
10 uM de 2,4-D foi a que apresentou maior porcentagem de calos (58,7%) (Figura
15).
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Figura 15 Porcentagem de calos de casaqueira formados a partir de folhas jovens de
Casaqueira, em condig¢Bes de auséncia de luz sob diferentes concentracoes de
2,4-D.

O 2,4-D induz tanto calos organogénicos quanto embriogénicos, a
resposta do explante dependera ndo somente do seu potencial genético de
regeneracdo, mas também da concentracdo, condi¢bes de cultivo e tipo de

explante. O regulador 2,4-D, em concentracfes vestigiais (menores que 1uM), age
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como auxina, pois, influencia na divisdo e na desdiferenciacdo celular,
aumentando a potencialidade celular. Algumas espécies como Aquilaria
malaccensis, Achyranthes aspera, e inclusive a casaqueira tiveram suas células
desdiferenciadas e responderam positivamente a inducdo de calos, quando em
contato com o meio de cultivo suplementado com 2,4-D (BERED et al., 1998;
JIMENEZ et al.,2005; NAZ E KHATOON, 2014; NOGUEIRA et al., 2007;
SAIKIA; SHRIVASTAVA; SURESHKUMAR,2013).

Os calos podem apresentar varias tonalidades de branca a tons mais
escuros tais como, os amarronzados. A pigmentacdo do calo é um indicio para
classificar o tipo de calo. Lamb et al, (2002) descrevem os calos organogénicos
de aveia com tons esbranquicados com formacao de estruturas organizadas e 0s
embriogénicos sdo friaveis e amarelados. Os calos da casaqueira apresentaram
tonalidades na faixa do branco-amarelado, com aspectos granulosos e compactos
(Figura 16)

Figura 16 Calos em segmento foliar de casaqueira, em meio MS+ 10 uM de 2,4-D. Barra:
1lcm.

Werner et al. (2009), ao induzirem calos em Pau-Brasil (Caesalpinia
echinata), concluiram que os foliolos juvenis quando inoculados em meio MS
suplementado com 45,2 uM de 2,4-D, induzem calos na espécie de C. echinata,
corroborando com os dados obtidos neste trabalho para a casaqueira.

Desta forma, pode-se afirmar que o meio de cultivo suplementado com 10
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1M do regulador 2,4-D induz calos em casaqueira.

5 CONCLUSAO

Na germinag&o da casaqueira, o uso do GAs e a auséncia de luz induz uma
baixa porcentagem de germinacéo, sendo a média inferior a 15%.

O cultivo dos segmentos nodais, em meio MS suplementado com 5,62
MM BAP, induz até 4,2 brotos em média na casaqueira.

Segmentos nodais de casaqueira induzem maiores nimeros de brotos
(4,9) quando inoculados em meio MS suplementado com 1uM de BAP sob
iluminac&o de lampadas LEDs.

Recomenda-se osfotoperiodosde 8horas para multiplicacdo de casaqueira,
contudo, faz-se necessario um subcultivo aos 60 dias.

A suplementacdo do meio de cultivo com 8 uM GA; proporciona maior
alongamento de brotos da casaqueira.

A aplicacdo de PVP a 584,3 uM no meio de cultivo MS demonstra ser
eficiente no controle da oxidacdo em segmentos foliares de casaqueira.

A concentracdo de 10 uM de 2,4-D promove maior formacgdo de calos

(58,7%) a partir de explantes foliares de casaqueira.
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