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Introducao

A goiabeira serrana, Acca sellowiana (O. Berg)
Burret, ¢ uma mirtdcea nativa dos planaltos meridionais
do sul do Brasil. Programas recentes t€ém buscado a
domesticacdo desta espécie. Seus frutos sdo de alta
qualidade organoléptica amplamente consumidos em
outros paises tais como a Austrdlia e Nova Zelandia.

As técnicas de cultura de tecidos vegetais apresentam
grande potencial de uso para o melhoramento e
conservacao de germoplasma desta espécie [1, 2]. Dentre
elas, a embriogénese somdtica € uma das principais
técnicas de cultura in vitro e apresentam vantagens
comparativamente as demais técnicas de
micropropagacdo. Esta técnica € aplicdvel a conservagdo
de germoplasma vegetal e para a propagacdo em larga
escala de clones elites de plantas perenes como as
coniferas e as angiospermas arbdreas. O aprimoramento
de um protocolo de propagacio clonal pode possibilitar a
elucidacdo de processos aplicados a propagacido e
conservagao desta espécie.

Assim, o presente trabalho tem como objetivo
estabelecer culturas embriogenéticas e ndo embriogénicas
a partir de tecidos somaticos.

Material e métodos

A. Material Vegetal

Botdes florais foram coletados de plantas de A.
sellowiana mantidas na colecio da Estacdo Experimental
da Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural
de Santa Catarina (EPAGRI), Sao Joaquim, SC. Em
camara de fluxo laminar, os botoes florais foram
mergulhados em dlcool 70 % por 1 minuto, seguido de
hipoclorito de sédio (2 %) por 15 minutos, sendo
posteriormente enxaguados trés vezes com agua destilada
contendo 4cido citrico e 4cido ascérbico (500 mg) filtro-
esterilizados.

B. Condigdes do cultivo in vitro

O meio basico utilizado foi o LPm [3] vitaminas de
Morel [4], suplementado com 3 % maltose, 8§ mM 4dcido
glutamico (Glu) e geleificado com 0,2 % phytagel. O pH
foi ajustado a 5,8 antes da autoclavagem.

As culturas foram mantidas na auséncia de luz
(indugdo e multiplicagdo) em sala de crescimento com
temperatura de 25 £ 2°C, UR de 60 £ 5%.

C. Culturas embriogenéticas e ndo embriogénicas

A fonte de explante para estabelecer as culturas foi
constituida por filamentos de estames (filete), estilete e
pétala dos acessos 101x458 (a e b), 101(a e b) e 458 de
A. sellowiana. Foram conduzidos trés experimentos: (a)
Diferentes tipos (Picloram, Dicamba, Tiadizuzuron
(TDZ) e acido 2,4-Diclorofenoxilacético (2,4-D) e
concentragdes (10, 20 e 40 uM) de fitorreguladores; (b)
2,4-D (20 e 40 uM) combinado com 1 e 2 mg.L"' de
citocininas [Benzilaminopurina (BAP) e 2
isopenteniladenina (2-iP)]; (c) Diferentes concentracdes
(2, 20 e 200 uM) das auxinas 2,4-D, Picloram e
Dicamba.

As unidades experimentais foram constituidas por
trinta filetes, cinco pétalas e trés estiletes arranjados em
blocos completamente casualizados. A percentagem de
formacdo de calo foi avaliada aos 90 dias de cultivo, e os
aspectos histoquimicos por meio da dupla coloracdo com
carmim acético e azul de Evans, determinando assim
culturas embriogénicas e ndo embriogénicas.

D. Andlise estatistica

Os dados coletados em porcentagem foram
submetidos ao teste de separacdo de médias SNK ao
nivel de 5 % de significincia. Foram utilizados os
softwares Statgraf 7.0 e Statistica 5.0, para auxilio nos
procedimentos matemadticos e estatisticos.

Resultados

A. Resposta aos fitorreguladores.

Para o acesso 101x458a, a melhor resposta de
indugdo de calo foi com 2,4-D (10 e 40 uM) e Dicamba
(10 e 40 uM) a partir do estilete (50 %), e com Dicamba
(10 uM) a partir do filete (8,2 %). Do acesso 101x458b,
a melhor resposta de indugd@o de calo foi com 2,4-D (10
UM) e Dicamba (10 pM) a partir do estilete (25 %).

Para o acesso 101a, a inducdo de calo foi obtida do
estilete (50 %) com 2,4-D (40 uM) e Picloram (20 uM), e
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do filete (7,6 %) com Dicamba (20 uM). Do acesso 101b,
a melhor resposta de inducdo de calo foi obtida do
estilete (50 %) com Picloram (10 uM), e do filete (13,5
%) com Dicamba (10 uM).

Para o acesso 458, a melhor resposta de indugdo de
calo foi obtida a partir dos estiletes (75 %) e filetes (33,4
%) em presenga de 2,4-D (40 uM).

As auxinas que induziram culturas embriogenéticas e
ndo embriogenéticas foram o 2,4-D a partir do estilete e
Dicamba a partir do filete, independentemente do acesso
utilizado (Fig. 1A, B) (Tab. 1A). Comparando todos os
acessos, a melhor resposta de indu¢cdo morfogenética in
vitro ocorreu com o acesso 458, com 35,4% de indugdo a
partir do estilete e 11,8% a partir dos filetes (Tab. 1B).

B. Respostas ao 2,4-D combinado com citocininas

Para o estilete, a concentragdes de 40 uM de 2,4-D
proporcionou um elevado percentagem de inducdo de
calo, assim como a citocinina 2-iP. O BAP (2 mg.L‘l)
inibiu a formacdo de calos (Tab. 2). Para o filete, a
combinacdo 2,4-D (20 uM) e BAP (1 e 2 mg.L‘l)
resultou em 100 % de indug@o de calos (Fig. 1C). Para as
pétalas, todas as combinacdes formaram calos (Fig. 1D).
Entretanto as combinagdes de 2,4-D (20 uM) com BAP
(1 mg.L’l) ou 2-iP (2 mg.L‘l) formaram calos com
caracteristicas embriogenéticas (Tab. 2). As células
destas culturas apresentavam-se redondas, pequenas e
agrupadas, com reacdo positiva ao corante carmim
acético (Fig. 1E, F).

C. Efeito das diferentes concentragédes das auxinas 2,4-D,
Picloram e Dicamba.

Para o estilete, a melhor resposta de inducdo foi
obtida 2-iP (0,5 uM) e Dicamba ou 2,4D (2 uM) (Tab.
3). Para os filetes, a melhor resposta de inducdo de calos
foi obtida 2-iP (0,5 pM) e qualquer auxina na
concentracdo de 20 pM (Tab. 3). Assim, como
observados para o filete, concentracdes elevadas das
auxinas inibiram as respostas morfogenéticas in vitro.
Para as pétalas, a inducdo de calos foi obtida em todos os
tratamentos. Entretanto, pode-se distinguir a formacdo de
dois tipos de calo: compacto e fridvel, onde Picloram e
Dicamba resultaram na inducio de calo fridvel (Fig. 2).

Discussao

A inducdo da embriogénese depende de uma série de
fatores, entre os quais estdo a fonte de carboidratos, de
aminodcidos, de sais e de um balango hormonal indutivo
[5]. Muitos estudos tém revelado um papel fundamental
da aplicacdo de auxinas exdgenas, principalmente 2,4-D,

considerado uns dos principais indutores
embriogénese somdtica [6].

No presente trabalho, as auxinas Picloram e Dicamba
foram consideradas competentes para o estabelecimento
de culturas embriogenéticas a partir do estilete e filete de
A. sellowiana. Stefanello et al. [7] reportaram que
filamentos de estames desta espécie, inoculados em meio
de cultura LPm geleificado e suplementado com Picloram
(10 uM) e Kin (1 pM), ou Picloram (1 puM) e Kin (0,5
UM), quando transferidas para meio liquido LPm
suplementado com 2,4-D (1 puM) e 2-iP (1 uM),
apresentaram  competéncia para a indugdo e
estabelecimento de culturas embriogenéticas.

Folhas de Scaevola aemula induzidas em meio MS
suplementado 0,2 mg.L'I 2.4-D e 0,2-0,5 mg.L’I BAP
produziram vdrios estddios de desenvolvimento de
embrides somdticos [8]. Onay et al. [9] obtiveram 65%
de calo embriogenética a partir de botdes florais de
Pistacia vera, induzidos em meio MS modificado
suplementado com 1 mg.L”' BAP e por o contrario, o uso
de TDZ e ANA reduziram a embriogénese nesta espécie.

para a
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Tabela 1. Percentagem de indugdo de calo a partir do estilete e do filete em resposta a diferentes fitorreguladores (A) e acessos coletados (B) de A.

sellowiana

Fitorregulador . .

(A) estilete filete Acessos (B) estilete filete

2,4-D 25,00a 4,10a 458 35,42a 11,78a

Picloram 16,67ab 1,87b 101x458a 20,83ab 1,03b

Dicamba 18,33ab 5,54a 101b 4,17b 1,12b

TDZ 1,67b 0,72b 101x458b 4,17b 0,00b

média 15,42 3,06 101a 12,50ab 1,35b
média 15,42 3,06

Meédias dentro de cada dado seguido por diferentes letras na vertical sdo diferentes estatisticamente entre si, segundo o teste SNK (95%), média de

quatro repetigdes.
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Tabela 2. Percentagem de indugdo de calo partir do estilete, filete e pétala do acesso 101x458 de A. sellowiana em resposta ao 2,4-D e as
citocininas BAP e 2-iP.

. pétala
estilete filete Calo compacto Calo friavel
2,4-D 20uM 40puM  média | 20uM 40 pM  média| 20puM 40 pM  média | 20 uM 40 uM  média

BA 1mglL' | 667 1000 1000 16,7 89.3 100,0 10,7 0,0
P 2mgL’ 0,0 00 1 000 ag9 %% 000 1000 73| 00 0,0 2.7a

. 1mgL' | 1000  100,0 65,0 0,0 1000 100,0 0,0 0,0
2P mel! | 667 1000 V7| 66 00 2| g33 000 P 46 00 2

média 5832 75.0a 8292 164b 9322 100,0a 6.3a 0,0a

Médias dentro de cada dado seguido por diferentes letras na vertical e horizontal sdo diferentes estatisticamente entre si, segundo o teste SNK (95%),
média de quatro repetigdes.

Tabela 3. Induc@o de calo a partir do estilete, e filete do acesso 101x458 de A. sellowiana em resposta a diferentes tipos (picloram, dicamba e 2,4-D)
e niveis (2, 20 e 200 uM) de auxinas.

estilete filete
2 uM 20uM 200uM média 2 uM 20uM 200uM média
picloram 83,3 83,3 16,7 61,1a 100,0 100,0 333 77,8a
dicamba 100,0 50,0 0,0 50,0a 100,0 100,0 0,0 66,7a
2,4-D 100,0 83,3 0,0 61,1a 100,0 100,0 0,0 66,7a
média 94,4a 72,2b 5,6¢ 57,4 100a 100a 11,11b 70,3

Médias dentro de cada dado seguido por diferentes letras na vertical e horizontal sdo diferentes estatisticamente entre si, segundo o teste SNK (95%),
média de quatro repetigdes.

Figura 1. Indugdo de culturas embriogé€nicas e ndo embriogénicas de A. sellowiana. (A) a partir do estilete em meio de cultura com
2,4-D 10 uM, (B) com TDZ 40 uM aos 90 dias de cultura, (C) a partir de filete do acesso 101x458; (D) a partir de pétala; (E) e (F)
Cultura embriogenética do acesso 101x458a obtida no meio de cultura com 2,4-D 20 uM e BAP 1 mg.L"". Seta mostrando grupo de
células reagindo fortemente ao carmim acético e revelando caracteristicas embriogenéticas.
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Figura 2. Indug¢do de culturas embriogenéticas de A. sellowiana a partir de pétala do acesso 101x458a em resposta aos
fitorreguladores Picloram, Dicamba e 2,4-D aos 90 dias de cultivo. Letras mintsculas sdo diferentes estatisticamente entre si,

segundo o teste SNK (95%), média de quatro repetig¢des.
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