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RESUMO

Psidium guajava (goiabeira) € conhecida pela comercializacdo de frutos com fins
ornamentais e medicinais, com a utilizacdo de infusdes de folhas e raizes, onde
observa-se a presenca dos metabdlitos secundarios (MeS) que sdo benéficos a
saude. Infuséo de folhas, raizes ou até mesmo as cascas da espécie P. guajava é
amplamente utilizada para tratar doencas gastrointestinais como, dor no estébmago,
desinteria e constipacdo. Abordagens biotecnoldgicas como as técnicas de cultura
de tecidos vegetais (CTV), como producdo de biomassa através da calogénese,
sao utilizadas para fornecer material vegetal em larga escala de forma padronizada
podendo ser utilizado para suprir e mitigar a superexploracéo de plantas medicinais
retiradas de fontes nativas ou areas cultivadas. O objetivo geral do trabalho foi
induzir a calogénese in vitro utilizando diferentes combinacdes de reguladores de
crescimento vegetal (RCVs) (2,4-D, ANA, KIN e BAP) e explantes de folhas,
hipocétilos e raizes, extraidos de plantulas de P. guajava germinadas in vitro das
cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6). Para isso foram avaliados os parametros
de IVG e % de germinacao; inducdo de calos em explantes de folha, hipocétilo e
raizes; avaliacdo anatémica dos calos in vitro de explantes foliar da cultivar Paluma
no tempo 0 a 49 dias de incubacdo; prospeccao fitoquimica em extrato aquoso e
alcoolico da biomassa de calos provenientes de explantes foliares das cultivares
Paluma e Cortibel (C1 e C6) cultivados soob a influéncia da combinacdo dos RCVs
20mg Lt 24-D+ 1,0 mg L?* ANA + 1,0 mg L KIN (T1), onde apresentou as
melhores médias de inducdo de calos nas trés cultivares testadas visando
identificar a presenca de MeS sintetizados a partir da biomassa do tecido caloso. A
combinacdo dos RCVs 2,0 mg Lt 2,4-D + 1,0 mg L't ANA + 1,0 mg L KIN (T1),
aos 60 dias, promoveram 100% de inducdo de calos em explantes foliar das
cultivares testadas, e, superior a 85% nas demais combinagdes de RCVs testados
em Paluma e Cortibel (C1 e C6). Grupos importantes dos MeS foram detectados,
como, taninos, flavonas, saponinas, chalconas e auronas pela prospeccéao
fitoquimica nas cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), e, o grupo das catequinas
apenas em Cortibel (C1 e C6). Explantes foliar mostraram-se mais suscetiveis a
calogénese in vitro em menor tempo do que explantes de hipocétilos e raizes nas

cultivares testadas, Paluma e Cortibel (C1 e C6), e, capacidade de sintetizar MeS,



sendo, portanto, recomendado para obtencdo de maior quantidade de biomassa

vegetal.

Palavras-chave: Calogénese « goiaba * germinacgao ¢ in vitro » myrtaceae



10

ABSTRACT

Psidium guajava (guava) is known for the commercialization of fruits for ornamental
and medicinal purposes, using infusions of leaves and roots, where the presence of
secondary metabolites (MeS) that are beneficial to health is observed. Infusion of
leaves, roots or even the bark of the species P. guajava is widely used to treat
gastrointestinal diseases such as stomach pain, dysentery and constipation.
Biotechnological approaches such as plant tissue culture (CTV) techniques, such
as biomass production through callogenesis, are used to provide plant material on
a large scale in a standardized way and can be used to supply and mitigate the
overexploitation of medicinal plants taken from native sources or cultivated areas.
The general objective of this work was to induce callogenesis in vitro using different
combinations of plant growth regulators (PGRSs) (2,4-D, ANA, KIN and BAP) and
explants of leaves, hypocotyls and roots, extracted from P. guajava germinated in
vitro from the cultivars Paluma and Cortibel (C1 and C6). For this, the parameters
of IVG and % of germination were evaluated; callus induction on leaf, hypocotyl and
root explants; anatomical evaluation of in vitro calluses from leaf explants of the
Paluma cultivar from 0 to 49 days of incubation; phytochemical prospection in
aqueous and alcoholic extract of callus biomass from leaf explants of Paluma and
Cortibel cultivars (C1 and C6) cultivated under the influence of the combination of
PGRs 2.0 mg L-12.4-D+ 1.0 mg L-1 ANA + 1.0 mg L-1 KIN (T1), which showed the
best callus induction averages in the three cultivars tested in order to identify the
presence of MeS synthesized from the callus tissue biomass. The combination of
PGRs 2.0 mg L-1 2,4-D + 1.0 mg L-1 ANA + 1.0 mg L-1 KIN (T1), at 60 days,
promoted 100% callus induction in leaf explants of the tested cultivars, and greater
than 85% in the other combinations of PGRs tested in Paluma and Cortibel (C1 and
C6). Important MeS groups were detected, such as tannins, flavones, saponins,
chalcones and aurones by phytochemical prospecting in Paluma and Cortibel
cultivars (C1 and C6), and the catechins group only in Cortibel (C1 and C6). Leaf
explants were more susceptible to callogenesis in vitro in a shorter time than

hypocotyl and root explants in the tested cultivars, Paluma and Cortibel (C1 and
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C6), and, ability to synthesize MeS, being, therefore, recommended for obtaining

greater amount of plant biomass.

Keywords: Callogenesis ¢ guava « germination « in vitro * myrtaceae
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1. INTRODUCAO GERAL

O uso de plantas medicinais esta ligado de forma intrinseca a histéria do
homem. O uso de medicamentos naturais a base de plantas ocorre em todas as
camadas sociais e em quase toda a humanidade (TEIXEIRA et al., 2014). Em
virtude do apelo midiatico para o consumo de produtos a base de fontes naturais,
0 avanco populacional e o uso indiscriminado de plantas medicinais, estima-se um
aumento de 27% do uso ao longo da pandemia causada pelo virus SARS-COV 2
(BRAGA et al., 2021). Infusado de folhas, raizes, e até mesmo de cascas de plantas
medicinais, sdo utilizadas para tratar doencas gastrointestinais como desinteria, dor
no estémago e indigestdo (MORAES et al., 2019; SILVA et al., 2021), para além,
possui atividade biolégica como bactericida (AGUIAR et al., 2018), e, atividades
antioxidantes (MENEZES et al., 2016). A presenca dos metabdlitos secundéarios
(MeS) nos diferentes 6rgdos das plantas medicinais é o que as tornam eficientes
para tratar determinados tipos de doencas, agregando valor econbmico na sua
comercializacdo e para a producédo de farmacos (ALI et al., 2019). Os MeS séo
constituintes volateis e de extrema complexibilidade (LANGENHEIM, 1994;
PICHERSKY; GERSHENZON, 2002) sintetizados em diferentes 6rgdos das
plantas, principalmente nas folhas, em virtude de estratégias adaptativas aos
estresses bidticos e abidticos (NARAYANI et al., 2017).

Fatores ambientais, genéticos e/ou fisiolégicos afetam diretamente a
producdo de plantas medicinais para utilizacao terapéutica, como, a qualidade e
guantidade da matéria prima vegetal (RESCAROLLI et al., 2009; DE SOUZA et al.,
2018). Além disso, plantas medicinais sdo obtidas de forma predatoria e
indiscriminada no ambiente natural, podendo levar a perda significativa da
biodiversidade no ambiente natural. Neste sentido abordagens biotecnol6gicas
como a cultura de tecidos vegetais (CTV) tornou-se uma aliada nas ultimas décadas
para propagacdo e conservacdo dessas espécies, e, sobretudo, mitigar a
exploracdo descontrolada de plantas vindas do campo ou areas cultivadas
(RESCAROLLI et al., 2009). Dentre as técnicas de CTV, a calogénese in vitro &
considerada como uma etapa inicial da regeneragao de plantas. De modo geral, o
tecido caloso é uma massa de células parenquimaticas indiferenciadas formado a

partir da interacdo entre explantes vegetal, meio nutritivo contendo micro e
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macronutrientes e reguladores de crescimento vegetal (RCVs) capazes de
promover a divisdo e crescimento celular em condi¢cdes controladas in vitro
(SOBRINHO et al., 2021). A partir do mesmo, e estimulos especificos, as células
indiferenciadas podera originar brotos, via organogénica, ou entdo formar embriées
somaticos, via embriogénica, elevando o nivel de propagacéo da espécie (NODARI,
2016). O desenvolvimento do tecido caloso pode ser obtido de diferentes 6rgaos
vegetais, como, folhas e hipocétilos, todavia, explantes foliares vem se destacando
pela utilizacdo mais frequente, como em espécies de Psidium guajava (goiabeira)
(SING et al., 2005; BUTT et al., 2013), Litchi chinensis (lichia) (MA et al., 2009) e
Eugenia involucrata (eucalipto) (GOLLE et al., 2020). Além das vantagens
mencionadas, a biomassa de tecido caloso pode ser utilizada para producédo e
biossintese de substancias bioativas, como os MeS, com maiores rendimentos, e,
elevado padrdo de qualidade (WITHERUP et al.,, 1990; MASSOT et al., 2000;
BOURGAUD et al., 2001; RAZAVI et al., 2016).

O género Psidium (familia Myrtaceae) é amplamente conhecido pela
comercializacdo de frutos, fins ornamentais e por suas espécies produtoras de
MeS. Entre as espécies, Psidum guajava, conhecida como goiabeira, € uma
espécie amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo (SILVA
et al., 2021), de facil adaptacéo aos climas, e, portanto, € amplamente encontrada
por todo territorio brasileiro (SOBRAL et al., 2012; HAMINIUK et al., 2006). A
goiabeira é uma arvore de pequeno porte, podendo atingir entre 3 e 6 metros de
altura. O periodo de floracéo da espécie P. guajava ocorre em geral entre os meses
de setembro a novembro (DANNER et al., 2010). A espécie P. guajava € conhecida
pela alta variabilidade genética, e, portanto, no Brasil possuem varias cultivares. A
cultivar Paluma € a mais aceita e compreende cerca de 70% dos pomares (COSER
et al.,, 2014), seu fruto possui coloracdo vermelha. A cultivar Cortibel foi
desenvolvida na cidade de Santa Tereza (ES), e, em virtude da variabilidade
genética, os frutos variam entre o branco (Cortibel C1) e rosa escuro (Cortibbel C6)
(COSER et al., 2014).

Desde 1986, P. guajava estd incluida na Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saide (RENISUS), o que corrobora
o potencial do uso no ambito medicinal (RENISUS, 2009) em virtude dos compostos

metabdlicos produzidos pela planta. A Farmacopeia Brasileira em sua 62 edicao
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(2019), incluiu o uso das folhas desidratadas de P. guajava na base para
formulacdo de medicamentos naturais, devido a presenca de taninos e flavonoides,
constituintes importantes dos MeS (BRASIL, 2019). A infusdo de folhas, raizes,
cascas dos frutos, ou extratos concentrados, possuem atividades biologicas e fins
terapéuticos, comumente utilizados como, bactericidas (AGUIAR et al.,, 2018),
fungicida (BRAGA, 2016), antioxidantes (MENEZES et. al., 2016), anti-hipertensivo
(BRAGA, 2019), além de tratar doencas gastrointestinais, como, constipacédo, dor
de estbmago, e desinteria (GUTIERREZ, et al., 2008; PENIDO et al., 2016; COSTA
et al., 2016; MORAES et al., 2019). Além disso, plantas produtoras de MeS com
elevado potencial de atividade biolégica, como as espécies de Psidium, sdo alvo
de pesquisas que visam o desenvolvimento de herbicidas ecolégicos como
alternativa para minimizar os danos causados pelos herbicidas sintéticos
(VASCONCELGQOS, et al., 2021).

A composic¢éo quimica e rendimento dos OEs, constituinte volatil dos MeS, de
P. guajava foi descrita. Os OEs obtidos pela hidrodestilagéo de folhas de P. guajava
cultivadas em ambientes distintos do Espirito Santo (ES), publicados por De Souza
et al., (2018), indicam a prevaléncia de 87,55 a 99,0% de sesquiterpenos, onde 0s
compostos majoritarios sao cariofileno, a-humuleno, nerolidol, B-bisaboleno, B-
bisabolol e hinesol, corroborando com dados publicados por Savoldi et al., (2020)
e Silva et al.,, (2021). Todavia, como dito anteriormente, fatores ambientais,
genéticos e/ou fisioldgicos podem afetar diretamente a qualidade e producdo dos
MeS além da quantidade da matéria prima vegetal disponivel para extracdo e
consumo (RESCAROLLI et al.,, 2009; DE SOUZA et al., 2018). Nesse sentido
abordagens biotecnolégicas como a calogénese in vitro pode ser adotada a fim de
minimizar os problemas de obtencédo de biomassa vegetal de forma padronizada e

em maiores quantidades.

As técnicas de embriogénese somética (KAMLE et al., 2017), inducdo de
brotos (ARRUDA et al.,, 2019), regeneracdo por protoplastos (REZAZADEH,;
NIEDZ, 2015) e inducéo de calos (BUTT et al., 2013) para a espécie de P. guajava
estdo descritas. As técnicas para a inducdo da calogénese varia, e, diferentes
porcentagens de indugdo podem ser observadas. Singh et al., (2005) notou o

aparecimento de calos em meio MS contendo ANA (1 mg L?), 2,4-D(2mgL?1)e
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cinetina (1 mg L1), médias de 23,56,43% (folha), 28,58 % (epicotilo) e 34,57 %
(hipocdtilo) a partir de explantes excisados de plantas cultivadas in vitro de P.
guajava, e, 19,06 % (folha), 25,04 % (epicdtilo) e 31,03 % (hipocatilo) de plantas ex
vitro. Butt et al., (2013) utilizou explantes foliares e obteve 88,67% de calos em meio
B5 suplementado com 1,5 mg L de 2,4-D, e 89,33% suplementado com 2,0 mg L
1 de ANA. Rezazadeh et al., (2015) obteve médias de 18,33% de microcalos
induzidos a partir do cultivo de protoplastos em meio contendo 0,75 mg L* de ANA
e 0,25 mg L de BAP.
Os estudos com o potencial de producdo de MeS in vitro com a espécie de
P. guajava sdo escassos, e, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura do potencial
de producdo de MeS em biomassa de calos. Capote et al., (2009) relatou pela
primeira vez o perfil metabdlico de brotos de P. guajava cultivados in vitro, onde,
apesar do rendimento ter sido menor, 23 compostos foram detectados a mais
quando comparado a plantas ex vitro. Salla et al., (2014) obteve maiores
rendimentos de compostos fendlicos em raizes, aproximadamente 6,5 mg g, e
parte aérea com aproximadamente 10 mg g, de plantas cultivadas in vitro de
Eucalipto (familia myrtaceae) submetidas por 15 dias a estresse com 0 uso da
bactéria Streptomyces rhizobacteria, quando comparado ao rendimento de plantas
controle onde o obteve-se rendimento de aproximadamente 5 mg g* em cortes de
raizes, e, na parte aérea 7 mg g* de fendis. Estudo com outras espécies de plantas
podem ser encontrados na literatura. Segundo Mathew et al., (2014), o rendimento
de alcaloides foi maior na cultura de calos (0,23 mg/peso de massa seca) quando
comparado ao rendimento de folhas (0,193 mg/peso de massa seca) e células em
suspencao (0,18 mg/peso de massa seca) em espécie de Ocimum sanctum
(manjericdo santo), e, o rendimento dos terpeoides foi maior na cultura de células
em suspencao (0,337 mg/peso de massa seca) e calos (0,303 mg/peso de massa
seca) guando comparado ao rendimento da folhas (0,227 mg/peso de massa seca).
Yang et al., (2009) manteve em suspencéao por 21 dias 5g de calo fresco da espécie
Glycyrrhiza inflata (familia Fabaceae) em 80mL de meio MS suplementado com 0,5
mg L de 2,4-D, 0,5 mg Lt de ANA e 0,5 mg L* de BAP, ao final, obteve 16,4 g/L
de biomassa vegetal e 95,7mg/L do composto flavonoide.
Nesse sentido, o estudo visa atestar que a combinacdo e concentracdes de

diferentes RCVs induzem de forma eficiente a calogénese in vitro de P. guajava
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das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), além de disponibilizar biomassa vegetal
capaz de sintetizar grupos importantes dos MeS. Para isso, foram avaliados as
melhores condi¢bes para obtencédo de plantulas doadoras de explantes (foliar,
hipocotiledonares e raizes) através da germinacdo in vitro de sementes de P.
guajava das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), e, a interacéo entre diferentes
explantes (foliares, hipocotiledonares e raizes) e concentracdes de RCVs para a
inducéo da calogénese in vitro das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) para
obtencéo de biomassa vegetal e posterior analise de prospeccéo fitoquimica em
extrato aquoso e alcodlico para identificar a presenca de MeS em calos cultivados

in vitro.
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2. OBJETIVO GERAL

Estabelecer plantulas in vitro de P. guajava cultivar Paluma e Cortibel (C1 e

C6) para obtencéo de explantes viaveis, a fim de analisar os efeitos da interacao

entre explantes e RCVs para maximizar a producao de calos in vitro, e, prospecgéo

fitoquimica de extratos aquosos e alcodlicos obtidos dos calos para deteccao dos

principais grupos dos metabdlitos secundarios sintetizados ao longo da inducéo da

calogénese.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Il)

10)

V)

V)

Selecionar individuos de P. guajava cultivar Paluma e Cortibel (C1 e C6) no
campo a serem utilizados como doadores de frutos para obtencédo de
sementes;

Estabelecer as plantulas in vitro das cultivares de Psidium a partir da
geminagdo in vitro testando diferentes concentragbes de sacarose
associados, ou nao, a quebra de dorméncia em agua aquecida (80°);
Induzir a calogénese in vitro através de explantes obtidos das plantulas
germinadas in vitro (folha, hipocétilo e raiz) das cultivares de Psidium,
testando diferentes tipos e concentracdes de RCVs;

Avaliar os aspectos morfolégicos e anatdmicos na ontogenia dos calos de
explantes com a maior porcentagem de inducéo;

Avaliar através da prospeccdo fitoquimica os grupos dos metabdlitos
secundarios presentes em extratos aquosos e alcodlicos obtidos pela

maceracgao dos calos cultivados in vitro das cultivares de Psidium.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Familia Myrtaceae e o0 género Psidium

Distribuidas ao longo da regido neotropical (Figura 1), a familia Myrtaceae
compreende cerca de 140 géneros e 6.000 espécies (TULER et al., 2019;
PROENCA et al., 2020). Destas, 642 espécies estdo descritas na regido da Mata
Atlantica e Cerrado (OLIVEIRA, 2015) brasileiro. Géneros como Psidium (goiabas
e aracas), Eugenia (pitangas), Plinia (jabuticabeiras) e Syzygium (jambo e jamelao)
sdo comumente utilizados na comercializacdo de frutos comestiveis, fins
ornamentais, e para obtencédo de OEs, conferindo inestimado valor econémico a
familia Myrtaceae (BEZERRA et al., 2016; SILVA et al., 2021).

Figura 1. Regido neotropical. Disponivel em: <htitps:/stringfixer.com/pt/Neotropical realm>.
Acessado em: 26 set. 2022.

Em meio aos diversos taxons que compdem os biomas brasileiros, encontra-
se aproximadamente 60 espécies de Psidium (SOBRAL et al.,, 2012), onde, 14
delas séo encontradas no Estado do Espirito Santo, das quais 3 sdo endémicas da
Mata Atlantica (TULER et al.,, 2015). As espécies de Psidium adaptam-se a
diferentes estresses abioticos (MEDINA et al., 2011), podendo ser encontradas em
ambientes de extremo calor e alta exposicao solar, assim como em ambientes de

estresse hidrico, como a seca prolongada ou entdo em ambientes temporariamente
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alagados (POSSA, 2016), o que contribui para a sua ampla distribuicdo geografica
(TULER et al., 2019). Seus frutos sdo em geral carnosos e aromaticos, o que atrai
diferentes animais que os utilizam como fonte de alimento, uma vez consumindo,
estes promovem a dispersdo das sementes e conservacdo das espécies
(GRESSLER et al., 2006), caracterizando-as com alta relevancia ecolégica (SILVA
et al.,, 2021). Para mais, possuem relevancia econbémica com a exploracao
comercial de seus frutos, utilizagdo da madeira e plantas para fins ornamentais,
além de proporcionarem diferentes atividades biolégicas através da utilizacdo dos
OEs (BEZERRA et al.,, 2016). Na farmacologia os OEs sao utilizados como
antioxidantes, antifungico, antibactericida e para a agroindustrias como agentes
fitotoxicos e larvicida (SCUR et al., 2016; SILVA et al., 2021; VASCONCELOS et
al., 2021).

4.1.1 Psidium guajava

A goiabeira (P. guajava) tem aproximadamente de 3 a 6 metros de altura e,
portanto, é classificada como uma arvore de pequeno porte (Figura 2). Possuem
folhas opostas cruzada, eliptica ou oblonga, margem inteira, e sistema radicular

pivotante (Figura 3).

Figura 2: Planta adulta de Psidium guajava. Disponivel em:

<http://cnip.org.br/banco_img/Goiabeira/psidiumguajavalinn6.html>. Acessado em: 26 set. 2022.
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Figura 3: Plantula germinada in vitro com 100 dias de Psidium guajava Paluma com sistema radicular
pivotante. Arquivo pessoal.

O periodo de floracdo das espécies de P. guajava ocorrem em geral entre
0s meses de setembro a novembro (DANNER et al., 2010) e sdo marcadas por
suas flores brancas classificadas como pentameras e hermafroditas (Figura 4).
Seus frutos sado classificados como bagas (Figura 5) cujo tamanho e coloracao da
polpa variam em fungao da cultivar (BANDERA et al., 2015; NGBOLUA et al., 2018;
RIBEIRO, 2021). A colheita dos frutos ocorre entre os meses de dezembro a margo.

Figura 4: Flores brancas de P. guajava com elevada quantidade de estames. Disponivel em:
https://i.pinimg.com/originals/d3/76/8b/d3768bbe6607dbdc106ce5f3235e75f5.jpg. Acessado em: 26
set. 2022.
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[

Figura 5: Frutos maduros de P. guajava Paluma e Cortibel, respectivamente, coletados na zona rural

Palmeiras, municipio de Mimoso do Sul - ES. Arquivo pessoal.

4.1.2 Consumo, interesses medicinais, e, agroindustriais

O consumo da fruta no Brasil se da de diferentes formas, destacando-se entre
eles o consumo in natura. Devido ao alto valor nutricional, indUstrias alimenticias
investem nos diferentes tipos de processamento da fruta afim de ofertar produtos
das mais diversas formas possiveis, como geleias, sucos, doces e compotas para
seus consumidores. A goiaba apresenta caracteristicas importantes para a saude
humana devido seu alto conteudo de vitamina C (acido ascorbico), com atividade
antioxidante, além de vitaminas A e do complexo B, justificando os elevados
investimentos das industrias na sua comercializacdo (NIMISHA et al.,, 2013;
BANDERA et al., 2015).

O interesse da espécie na medicina popular e farmacologia cresce a cada
dia, pois, além dos complexos vitaminicos, possuem elevada concentracdo de
MeS. Desdel986 a espécie P. guajava estd incluida na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse do Sistema Unico de Saude (RENISUS), o que
corrobora o potencial do uso no ambito medicinal (RENISUS, 2009). A Farmacopeia
Brasileira em sua 62 edigdo (2019), incluiu o uso das folhas desidratadas de P.
guajava na base para formulacdo de medicamentos naturais, devido a presenca de
taninos e flavonoides (BRASIL, 2019).
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Em sua revisdo bibliografica, Morais-Braga et al., (2016) traz dados onde
apontam a eficacia do uso da goiaba contra diferentes tipos de patdgenos, sendo
eles, bactérias (AGUIAR et al., 2018) e fungos (BRAGA, 2016), além de atividades
antioxidante (MENEZES et. al., 2016) e anti-hipertensivo (BRAGA, 2019) como
também na prevencéo de células cancerigenas, como aponta estudos feitos em
modelos animais (CORREA, 2016; SILVA et al.,, 2018; JIANG et al.,, 2020).
Diferentes estudos apontam o uso do cha obtido pela infuséo de folhas e flores de
P. guajava como eficientes no tratamento de infec¢cOes gastrointestinais
(GUTIERREZ, et al., 2008; PRADHAN, et al., 2008). Além das folhas, infusdo das
raizes também sédo utilizadas no tratamento de algumas doencas e incébmodos
intestinais, como, indigestéo e constipacédo, dor de estdmago, e desinteria (PENIDO
et al., 2016; COSTA et al., 2016; MORAES et al., 2019). Outros relados apontam o
uso de chas feito a partir das cascas para tratar feridas de Ulcera, doencas de pele,
febre, desidratacédo e disturbios respiratérios, assim como desinterias (SHRUTHI et
al., 2011).

Adicionalmente, plantas produtoras de MeS como as espécies de Psidium, sdo
uma fonte pouco explorada para a elaboracdo de herbicidas naturais, tendo em
vista as atividades fitotoxicas jA& comprovadas em estudos de citotoxicidade e
fitotoxicidade utilizando extratos aquosos, etandlicos, ou até mesmo os 6leos
essenciais (VASCONCELOS et al., 2019). Vasconcelos et al., (2019) identificou
interferéncia na dinamica normal do ciclo celular, indice mitético e alteracGes
cromossbmicas da planta modelo Lactuca sativa expostas a diferentes
concentragdes (3000, 1500, 750, 375 e 187,5 yg/mL) de OEs obtidos de folhas de
P. guajava, evidenciando a acdo aneugénica e clastogénica. Da mesma forma,
Chapla et al, (2010) evidenciou efeito alelopatico na germinacdo e
desenvolvimento inicial de L. sativa utilizando extrato aquoso foliar de P. guajava
nas concentracbes de 5, 10 e 20%. Portanto, estudos que buscam atestar a
eficiéncia de herbicidas naturais, visando o controle de pragas agricolas como
plantas daninhas, aliado a baixa toxicidade a salide humana e ao meio ambiente
vem ganhando destaque em pesquisas voltadas a aplicabilidade de plantas
produtoras de MeS (ALVES et al., 2022).
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4.1.3 Propagacao da espécie Psidium guajava

A producéo de mudas frutiferas com elevado padréo de qualidade genético
tem exigido mudancas nos sistemas de propagacao de muitas espécies (FRANCO
et al., 2008; ALTOE et al., 2012), incluindo as goiabeiras. A propagacdo da
goiabeira pode ser realizada pela via assexuada, utilizando a enxertia e estaquia,

ou entéo pela via sexuada, mediante o uso das sementes.

A técnica de enxertia consiste em se juntar partes de duas ou mais plantas,
podendo ser de diferentes espécies, a fim de que os tecidos se regenerem e juntos
desenvolvam uma nova planta. Todavia, 0 porta-enxerto ird exercer influéncias
sobre o enxerto, e, reciprocamente (LATTUADA et al., 2010; DE SOUZA, 2014). A
propagacao por estaquia consiste em obter uma nova planta a partir de pedacos
(estacas) extraidos de diferentes locais da planta, como ramos herbaceos, raizes
ou até mesmo de folhas (COSTA et al., 2010). Este por sua vez garante qualidade
genética e material padronizado para comercializacdo, justificando os
investimentos biotecnolégicos em micropropagacao in vitro e ex vtiro de inUmeras
espécies economicamente importantes. Segundo publicado por De Souza (2014),
a técnica de enxertia em espécie de goiabeira serrana obteve eficacia de 92%.
Costa et al., (2010) utilizou estacas obtidas de ramos jovens de P. guajava cultivar
Paluma e Século XXI, tratados com acido indolbutirico (AIB) para enraizamento,
além de diferentes substratos, e ap6s 180 dias de cultivo, obteve crescimento aéreo
e radicular em ambas as cultivares testadas, Paluma no entanto, com as maiores
média.

A propagacdo de forma sexuada se da pela germinagdo das sementes.
Todavia, espécies de Psidium possuem a germinacdo marcada pela
desuniformidade, que estdo atrelados a fatores bidticos e abidticos, como,
temperatura e luminosidade (ANDRADE et al, 2000; ARRUDA et al., 2019),
hormonais (TAIZ & ZEIGER, 2013; SINGH et al, 2019), e, at¢é mesmo,
disponibilidade de carboidratos no endosperma da semente (TAIZ & ZEIGER,
2013). Por estas razbes, e o fato das espécies de Psidium possuirem fecundacéo
cruzada, plantacdes atuais de goiabeiras apresentam elevado indice de
variabilidade genética e heterozigosidade (SEBBENN, 2005; ALVES et al., 2007).

As diferencas genéticas poderdo causar modificacdes em genes estruturais ou
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alteracbes em genes regulatorios, 0 que pode comprometer 0S pProcessos
fisiologicos da espécie, como a producédo dos frutos ou até mesmo a producao dos
MeS (DUDAREVA et al., 2013; SOUZA et al., 2017).

Em virtude das limitacBes e vantagens de cada técnica, recomenda-se que
a propagacao da espécie de Psidium para a formacdo de pomares seja feita pela
propagacao vegetativa por enxerto ou estaquia, 0 que garantird o padréo genético
das espécies (ALVES et al., 2007). No entanto, a germinacao in vitro € amplamente
utilizada em programas de melhoramento genético, pois, possibilita a obtencéo de
plantas em larga escala, com padrdo de germinacdo, podendo ser trabalhada a
questdo de selecdo de individuos mais vigorosos, com elevado padrdo genético e
fitossanitario, além de uniformidade de producédo de mudas em qualquer época do
ano tendo em vista o controle de temperatura, nutrientes, entre outros,
disponibilizados pelas técnicas in vitro. (ALVES et al., 2015; ALBINO et al., 2019).

41.3.1 Germinacéo e desenvolvimento in vitro de Psidium guajava

Os resultados de germinacdo estdo vinculados as condi¢cdes ambientais
maternas expressas ao longo da formacdo das sementes que influenciam nas
propriedades fenotipicas e fisiologicas, e, portanto, diferentes cultivares de Psidium
inseridas no mesmo ambiente, podem apresentar similaridades nas respostas de
germinacdo (MARTINS et al., 2015; FERNANDES 2020), da mesma forma que,
uma mesma cultivar inserida em ambientes distintos podem apresentar diferencas
na resposta germinativa das sementes. Além disso, a germinacgao é influenciada
por outros fatores tais como os enddgenos e exdégenos ao local onde encontram-
se as sementes, temperatura, potencial osmatico do substrato, niveis hormonais e
permeabilidade do tegumento (TAIZ et al., 2013; FERNANDES 2020).

De Menezes et al., (2010) e Arruda et al., (2019) consideram que 0 sucesso
da germinacdo in vitro com altas % de germinacdo e maiores indices de IVG em
espécies de P. guajava esté atrelado ao uso de meio MS%: ou JADES associados
a baixas concentracdes de sacarose, variando entre 0, 15 e 30 g L, e, exposicédo
das sementes por 1 minuto a agua estéril aquecida (80°C). Segundo Oliveira et al.
(2003), a vantagem na utilizacdo de agua quente se da pela eficiéncia, praticidade

e 0 baixo custo na promocéo da germinacéo in vitro de forma uniforme. O uso do
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meio MSY com baixas concentracdes de sacarose, ou até mesmo a auséncia,
proporciona menor pressao osmoética entre meio/semente, favorecendo a absorcao
de &gua pela semente (MONFORT et al., 2015). Outro fator limitante para a
germinacao adequada das sementes € a temperatura em que estas estao inseridas,
e, segundo Brancalion et al. (2010) temperaturas entre 20 e 30°C séo

recomendadas para a germinacao de espécies tropicais e subtropicais.

Dados publicados por De Menezes et al., (2010) demonstram que sementes
de P. guajava conseguem germinar sem a adi¢cao de sacarose, no entanto, quando
associada a sacarose ao acido giberélico (GAs) o indice de velocidade de
germinacdo foi maior. Em seu trabalho com aragazeiro (Psidium cathleianum),
Arruda et al., (2019) descreve uma porcentagem de 66% de germinagcdo das
sementes utilizando meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescidos de 30 gL-
1 de Sacarose e imersdo das sementes por 1 minuto em agua quente (80°C).
Resultado similar pode ser observado nos dados publicados por Ribeiro et al.,
(2010) onde relata taxa de germinacédo de 97% da cultivar P.guajava Paluma em

meio MS acrescido de 10 gL de Sacarose.

Diante do exposto, e dos diferentes resultados encontrados na literatura
referente as diferencas no processo de germinacédo de sementes de P. guajava,
protocolos de germinacdo e desenvolvimento de plantulas in vitro permite a
multiplicacdo da espécie em ambiente controlado, sem interferéncias de fatores
biéticos e abidticos que poderiam acometer mudancas na qualidade de
desenvolvimento da espécie em campo (DUDAREVA et al., 2013; SOUZA et al.,
2017). A cultura in vitro proporcionard plantulas saudaveis, sem alteracfes
genéticas que poderdo ser utilizadas para micropropagacdo em larga escala,

independente da época do ano.

4.1.3.2 Micropropagacao in vitro de Psidium guajava

A micropropagacdo in vitro consiste em multiplicar de forma rapida,
independente da época do ano, elevado numero de plantas com padrao genético
uniforme (BORTHAKUR et al., 1998) sob condi¢cdes assépticas e controladas. Ou
seja, explantes excisados de plantas, com diferentes graus de determinacdo, como

tecidos foliar e radicular, ou seguimentos nodais e gemas apicais, podem vir a
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adquirir novas competéncias através da utilizacdo de RCVs sob condi¢des
assépticas e controladas in vitro até a formacédo de um novo individuo (NODARI,
2016).

Dentre as rotas morfogénicas ja descritas e mais comuns na literatura
podemos citar a multiplicacdo in vitro que € feita a partir de gemas apicais ou
seguimento nodal, onde possuem tecido meristematico ja predeterminado para a
formacdo de um novo individuo, ou entdo rotas como a organogénese ou

embriogénese somatica (Figura 6).

T aucnst«m Cullurn de meristema
Propagacioa partir / ' Apice e % % !’&
de brotos axilares “u"mr \
Ramificacio Brotos axilares
axilar moitiplos
3 e
E N6 Gnico r——
ﬁ Enraizamento Pitntutas
Crescimento
e Laro0 Formagio deeta ~  Enraizamento
de brotos
t.t)
Morfogénese direta Brotos
5 adventicios
v@a os / !xpumg\
Propagacioa partir B &
de brotos adventicios 79 i _>% P
ou embrides
Embrides
\ somabcos
F
Morfogénese —a Cailos °"::c;oo:r:rmn
indireta f_@ £ ) —>
— Planulas

Crescimenio de
Calon sobre

] Brotos
o exzlante

adventiclos

Embriogénese
indireta

Organogénese = direta ou indireta ool 'P‘”’*V
cs(ulnr&s ou

Embriogénese somatica - direta ou indireta

e

(& partir de cduhn uricas )

Figura 6: Vias para a micropropagacao in vitro de plantas (NODARI, 2016).

De modo geral, a organogénese in vitro consiste em diferentes aspectos,
como, percepcdo de fitormdnios, desdiferenciacdo de determinadas células
diferenciadas para que possam adquirir competéncia organogénica, reentrada de
células quiescentes no ciclo celular e organizacado da divisdo celular para assim
formar um novo individuo (SUGIYAMA, 1999). O processo de organogénese é
subdividido em direta e indireta, onde, na fase direta ocorre a formagao de novos
individuos a partir de diferentes tipos de explantes, sem que ocorra o processo de
desdiferenciacdo celular (SOARES et al., 2007). Todavia a organogénese indireta
requer que as celulas diferenciadas se desdiferenciem em tecido caloso, e, a partir

dele, ocorre a formagéo de brotos, originando um novo individuo (NODARI, 2016).
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O processo de embriogénese somatica é marcado pela formacdo de embribes a
partir de células somaticas embriologicamente competentes (MASCARENHAS et
al., 1992), da mesma forma, pode ser dividido em embriogénese direta ou indireta,

conforme demonstrado na Figura 6.

Os principais fatores que influenciam o sucesso da calogénese in vitro é,
genotipo, concentracdo e combinacdo de RCVs, e, o tipo de explante utilizado
(GEORGE et al., 2008; WERNER et al., 2009; TAIZ et al., 2013). De acordo com a
literatura, a combinacdo dos RCVs auxina e citocininas no meio de cultura é
necessaria na maioria dos protocolos de calogénese in vitro (GRATTAPAGLIA e
MACHADO 1990; IKEUCHI et al, 2013). Reguladores como o 2/4-
Diclorofenoxiacético (2,4-D); Acidol-naftalenoacético (ANA), 6-Benzilaminopurina
(BAP) e Cinetina (KIN), sdo amplamente descritos nas literaturas (MOURA et al.,
2009; BEAS et al., 2010; REZAZADEH et al., 2015; AKHTAR, 2018). O horménio
auxina esta atrelado a metilacdo do DNA e desdiferenciagéo celular, as citocininas
promove alteracdo das taxas metabolicas, formagcdo de Orgdos, atividade
enzimatica e no processo de divisdo celular, portanto, o uso desses horménios é
essencial no processo de desdiferenciacdo e divisdo celular em culturas in vitro
(GEORGE et al., 2008; SOARES et al., 2011). Portanto, analogos de auxinas
sintéticas como 2,4-D e ANA, e citocininas como BAP, sdo consideradas estaveis

e recomendadas para o uso in vitro

Em sua grande maioria, estudos na area de CTV in vitro em espécies de
Psidium estdo relacionados a regeneracdo e propagacdo in vitro através de
embribes somaticos (BAJPAI et al., 2016; KAMLE et al., 2014; KAMLE et al., 2017),
brotos (ELNAGEEB, 2016; ARRUDA et al., 2019) e protoplastos (REZAZADEH et
al., 2015). Outros estudos estao relacionados a inducéo de calos (RAMIREZ et al.,
1998; SINGH et al., 2007; BEAS et al., 2010). A porcentagem de desenvolvimento
de tecido caloso descrita para P. guajava varia entre os protocolos adotados,
origem, idade e tipo de explantes utilizados. Sing et al., (2005) obteve médias de
35,29% de calos induzidos in vitro em explantes de folha, contendo o meio MS + 1
mg L* de ANA+2mg L de 24-D+ 1 mg L deKIN, excisados de plantulas
germinadas in vitro. Em contrapartida, Butt et al. (2013) utilizou explantes foliares

provenientes de plantulas germinadas in vitro e obteve 88,67% de calos, no
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entanto, o meio utilizado foi o B5 suplementado com 1,5 mg L de 2,4-D e 89,33%
de calos contendo a suplementacéo de 2,0 mg Lt de ANA. Segundo publicado por
Elnageeb (2016), concentragGes mais baixas de BAP (1,0 mg L) adicionados em
meio MS, contendo 15 g "1 de sacarose, induzem maior porcentagem de brotos,
assim como seu comprimento e quantidade de folhas. Bajpai et al., (2016) relata
alta taxa de inducéao de embribes somaticos (58,5%) em meio basal MS, acrescidos
de 2,4-D (2,0 mg L1), glutamina (400 mg L'1), sacarose (30 g 1) e extrato de malte
(500 mg L1). A maturagdo dos embrides foi feita em meio MS acrescidos de BAP
(2,0 mg L) e 20 g ~* de sacarose (BAJPAI et al., 2016) e apresentaram bons

resultados de maturacéo.

4.2  Metabolismo primario e secundério das plantas

Todas as espécies de plantas possuem metabolismo primério, sendo este
encarregado da sintese de celulose, lipideos, acucares, proteinas e diversas outras
substancias primordiais as necessidades basicas para a sobrevivéncia das plantas.
Assim como o primario, o0 metabolismo secundario também se encontra presente
nas plantas, no entanto, sua funcéo € de protecéo a estresses bibticos e abidbticos.
Fatores como as condi¢des climéticas, composicdo do solo, 6érgao da planta, idade,
sazonalidade, ciclo circadiano, patdogenos e estresses ambientais podem afetar
diretamente a composicao dos MeS, afetando de forma qualitativa e quantitativa a
producdo do mesmo (ALVES et al., 2013; BOTREL et al., 2010; DE SOUZA et al.,
2018), o que pode vir a causar interferéncias nas atividades bioldgicas de interesse
(BAKKALI et al., 2008). Na literatura alguns compostos secundarios estao descritos
e estudados, como os taninos, glicosideos, alcaloides e terpenos (REYES-SILVA
et al., 2020; VERDECIA et al., 2021).

4.2.1 Oleos essenciais em espécies de Psidium guajava

A prospeccao fitoquimica € um estudo preliminar onde detectam a presenca
dos principais compostos dos MeS de uma planta e podem ser realizados por
diferentes meétodos, como as reagfes quimicas ou entdo por metodos
cromatograficos. Apoés identificacéo preliminar, comumente se faz a caracterizagao
guimica dos compostos obtidos, a fim de detalhar os principais ativos presentes e

em que proporcdes eles aparecem. Para espécies de Psidium, literaturas recentes
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apontam como principais compostos dos OEs 0s monoterpenos e sesquiterpenos
aciclicos (Cio e Cis), p-mentano, pinano, bisabolano, germacreno, cariofileno,
cadinano e aromadendreno (DA SILVA et al., 2003; SOLORZANO et al., 2011;
KHADHRI et al., 2014; SILVA et al., 2021). Contudo, em decorréncia da
variabilidade genética da espécie, a composicdo quimica e o rendimento de
extracdo do OEs podem apresentar expressiva variabilidade quimiotipica (KIM et
al., 2006; LIMA et al., 2009; JOSEPH et al., 2010; SOLORZANO et al., 2011;
KHADHRI et al., 2014; DE SOUZA et al., 2018; SILVA et al., 2021). De Souza et
al. (2018) avaliou 22 genotipos diferentes de P. guajava, coletados em dois
ambientes distintos, dentre eles os gendtipos Cortibel (C6, C7 e C11) assim como
a Paluma obtiveram o0s maiores rendimentos de extracdo do OEs
(aproximadamente 0,5%), corroborando com dados publicados por Khadhri et al.
(2014 ) e por Wang et al. (2017). No entanto, outros genotipos de Cortibel (C10 e
C13) proporcionaram valores inferiores de rendimento de OEs do que os demais
genatipos testados (DE SOUZA et al., 2018), o que demonstra a variabilidade de

rendimento dentro de uma mesma espécie de Psidium.

Técnicas de prospeccao fitoquimica também foram utilizadas para
caracterizar os principais grupos dos MeS em espécies de P. guajava. Flavonoides
e taninos foram detectados em extratos etandlicos oriundos de folhas de P. guajava
(BACELAR, 2020). Diversas atividades biologicas séo testadas utilizando os
compostos quimicos do grupo tanino. Estes estdo associados a remeédios
antidiarréico e anti-séptico em decorréncia se sua atividade adstringente. Outra
caracteristica marcante dos taninos € sua alta capacidade de associacdo as
proteinas, e, portanto, sdo comumente utilizados para impermeabilizar tecidos
expostos como pele e mucosas (HASLAM, 1996; COSTA et al., 2008). Outros
estudos comprovam a acao antibactericida dos taninos em bactérias Gram + e
Gram — (KABUKI et al., 2000).

Dentre as diversas aplica¢gOes dos flavonoides, destacam-se as a¢gdes sobre
0 sistema bioldgico, como, antiviral, anti-inflamatério, antioxidante, entre outros.
Sabe-se que as atividades antioxidantes decorrem das propriedades de oOxido-
reducdo, onde desempenham acdo de absorcao e neutralizagdo de radicais livres

(DEGASPARI et al., 2004), o que os tornam importantes em estudos voltados ao
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combate de moléculas oxidantes envolvidas em danos na estrutura do DNA e
promocdo de tumores (LE MARCHAND, 2002). Quercetina e apigenina sao
constituintes quimicos presente no grupo dos flavonoides, e, possuem agédo anti-
inflamatéria (MOTOH et al., 2000; RASO et al., 2001). Segundo Friesenecker et al.
(1995), determinados compostos do flavondides, como a quercetina e a luteolina,
reduzem a ativacdo do sistema complemento, diminuindo a adesédo de células

inflamatoérias ao endotélio, reduzindo a resposta inflamatoria.

4.2.2 Calogénese in vitro como ferramenta para producdo de biomassa vegetal e

biossintese de MeS

A calogénese in vitro € considerada como uma etapa inicial da regeneracao
de plantas. O tecido caloso é uma massa de células parenquimaticas
indiferenciadas formado a partir da interacao entre explantes vegetal, meio nutritivo
contendo micro e macronutrientes e RCVs capazes de promover a divisdo e
crescimento celular em condi¢cfes controladas in vitro (SOBRINHO et al., 2021).
Além disso, a partir dos calos, e estimulos especificos, as células indiferenciadas
podera originar brotos, via organogénica, ou entao formar embriées somaticos, via
embriogénica, elevando o nivel de propagacdo da espécie (NODARI, 2016). O
desenvolvimento do tecido caloso pode ser obtido de diferentes 6rgaos vegetais,
como, folhas e hipocotilos, todavia, explantes foliares vem se destacando pela
utilizacdo mais frequente, como em espécies de Psidium guajava (goiabeira) (SING
et al., 2005; BUTT et al., 2013), Litchi chinensis (lichia) (MA et al., 2009) e Eugenia
involucrata (eucalipto) (GOLLE et al., 2020). Além das vantagens mencionadas, a
biomassa de tecido caloso pode ser utilizada para producdo e biossintese de
substéancias bioativas, como os MeS, com maiores rendimentos, e, elevado padréo
de qualidade (WITHERUP et al., 1990; MASSOT et al., 2000; BOURGAUD et al.,
2001; RAZAVI et al., 2016).

Sabe-se que a producdo dos MeS em uma planta esta ligada com o papel
de defesa, sendo assim, estimulos fisicos ou quimicos podem ser empregados na
cultura in vitro para maximizar a sua producdo. Sado exemplos de estimulos a
introducdo de micélios de fungos, extratos de proteinas, mudancga abrupta na
temperatura, luz e pH do meio de cultivo, assim como os RCVs, por exemplo, acido

jasmonico, o que trara desconforto e estresse para a cultura in vitro podendo
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desencadear uma maior sintese dos MeS (SILVESTRINI et al., 2002; FUMAGALI
et al., 2008). No entanto suplementacdes inadequadas dos RCVs introduzida in
vitro pode prejudicar o rendimento e padrédo de qualidade dos OEs, e, até mesmo,

levar a cultura do vegetal a morte.

Os estudos com o potencial de producdo de MeS in vitro com a espécie de
P. guajava sao escassos, e, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura do potencial
de producdo de MeS em biomassa de calos. Capote et al., (2009) relatou pela
primeira vez o perfil metabdlico de brotos de P. guajava cultivados in vitro, onde,
apesar do rendimento ter sido baixo, 23 compostos foram detectados a mais
quando comparado a plantas ex vitro. Salla et al., (2014) obteve maiores
rendimentos de compostos fendlicos em raizes, aproximadamente 6,5 mg g, e
parte aérea com aproximadamente 10 mg g, de plantas cultivadas in vitro de
Eucalipto (familia myrtaceae) submetidas por 15 dias a estresse com 0 uso da
bactéria Streptomyces rhizobacteria, quando comparado ao rendimento de plantas
controle onde o obteve-se rendimento de aproximadamente 5 mg g* em cortes de
raizes, e, na parte aérea 7 mg g de fendis. Estudo com outras espécies de plantas
podem ser encontrados na literatura. Em seu estudo, Yang et al., (2009) manteve
em suspencao por 21 dias 5g de calo fresco da espécie Glycyrrhia inflata (familia
Fabaceae) em 80mL de meio MS suplementado com 0,5 mg L* de 2,4-D, 0,5 mg
Lt de ANA e 0,5 mg L de BAP, ao final, obteve 16,4 g/L de biomassa vegetal e
95,7mg/L do composto flavonoide. Segundo Mathew et al., (2014), o rendimento de
alcaloides foi maior na cultura de calos (0,23 mg/peso de massa seca) quando
comparado ao rendimento de folhas (0,193 mg/peso de massa seca) e células em
suspencao (0,18 mg/peso de massa seca) em espécie de Ocimum sanctum
(manjericdo santo), e, o rendimento dos terpeoides foi maior na cultura de células
em suspencao (0,337 mg/peso de massa seca) e calos (0,303 mg/peso de massa

seca) quando comparado ao rendimento da folhas (0,227 mg/peso de massa seca).

Determinados os problemas e vantagens da utilizacdo das técnicas de CTV
in vitro, como a calogénese, estas tornam-se promissoras para maximizar a
producdo de biomassa vegetal e sintese de MeS in vitro, e, sobretudo, minimizar a
pratica predatéria de recursos naturais. Todavia, existe a necessidade de mais

estudos afim de elucidar problemas relacionados ao baixo rendimento de biomassa,
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alteracdes morfogénicas que afetam a sintese dos MeS, declinio de vigor, entre

ouros.
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Resumo

Técnicas de cultura de tecidos vegetais (CTV), como a calogénese in vitro, sdo utilizadas
para propagar em larga escala espécies de interesses medicinais e agrondmicos como a
espéecie Psidium guajava (goiabeira), amplamente conhecida pelo uso medicinal com a
utilizacdo de infusdes de folhas e raizes, onde observa-se a presenca dos metabolitos
secundarios (MeS), ou, fonte de herbicida natural através da utilizacdo dos seus 6leos
essenciais. Através do tecido caloso é possivel obter plantulas pela via organogénica ou
embriogénica, além de, ser fonte de biomassa vegetal com possivel producdo de MeS. O
objetivo do estudo foi germinar sementes e estabelecer plantulas in vitro de P. guajava
cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) para obter explantes de folhas, hipocotilos e raizes e
induzir a calogénese in vitro utilizando diferentes combinacdes dos reguladores de
crescimento vegetal (RCVs) (2,4-D, ANA, KIN e BAP), e, caracterizar anatomicamente e
identificar a presenca de grupos dos MeS nos calos. As variaveis avaliadas foram, VG,
porcentagem de germinacdo, inducdo e anatomia dos, e, prospeccdo fitoquimica em extrato
aquoso e alcoolico dos calos de explantes foliares das trés cultivares oriundos da combinagdo
dosRCVs2,0mgL?24-D+1,0mgLYANA+1,0mgL*KIN (T1) para identificagdo dos
MeS. Taninos, flavonas, saponinas, chalconas, auronas, e catequinas foram detectados pela
prospeccao fitoquimica nas trés cultivares. Explantes foliar mostraram-se mais suscetiveis a
calogénese in vitro em menor tempo do que explantes de hipocotilos e raizes, e, capacidade

de sintetizar MeS.
Palavras-Chave: Calos - goiaba - germinacao - in vitro - myrtaceae
Mensagem-chave

Calos de explantes foliar cultivados sob a combinagdo dos RCVs 2,0 mg L™ 2,4-D + 1,0 mg
Lt ANA + 1,0 mg L KIN s&o capazes de sintetizar MeS.

Introducéo

Psidium guajava L. (familia Myrtaceae), conhecida como goiabeira, € uma espécie
amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo (Silva et al., 2021). A

espécie tem aproximadamente de 3 a 6 metros de altura, seus frutos variam de tamanho e
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coloragéo da polpa em fungéo da cultivar (Bandera et al., 2015), possui valor econdmico
pela comercializagdo dos frutos, ecoldgica e medicinal em virtude do potencial bioldgico
dos MeS (Silva et al., 2021).

Entre as diferentes cultivares de goiaba existentes no Brasil, Paluma é a mais aceita
e cultivada, em cerca de 70% dos pomares (Coser et al., 2014), seu fruto possui coloragéo
vermelha. A cultivar Cortibel foi desenvolvida na cidade de Santa Tereza (ES), altamente
marcada pela diversidade genética (Mendonca et al., 2007). Dentre elas, a cultivar Cortibel
C1 possui 0 mesocarpo branco, e, C6, rosa escuro (Coser et al., 2014).

Comumente utiliza-se infusdo de folhas e flores da espécie para tratar diarreia (Silva
et al., 2021), raizes para tratar tosse, dor de estbmago, disenteria, dor de dente, indigestéo e
constipacéo (Penido et al., 2016; Costa et al., 2016; Moraes et al., 2019), e cascas para tratar
feridas de Ulcera, disenteria, doencas de pele, feridas com sangramento vaginal, febre,
desidratacdo e disturbios respiratorios (Shruthi et al.,, 2011), para além, possui agdo
bactericida (Aguiar et al., 2018), atividades antioxidantes (Menezes et al., 2016). Além disso,
plantas produtoras de MeS com elevado potencial de atividade biolégica, como as espécies
de Psidium, sdo alvo de pesquisas que visam o desenvolvimento de herbicidas ecoldgicos
como alternativa para minimizar os danos causados pelos herbicidas sintéticos (\Vasconcelos
etal., 2021).

O uso de plantas com fins medicinais pode ser comprometido por fatores como a
variabilidade genética e bioquimica dos MeS, assim como a dificuldade de multiplicacdo da
espécie pelo uso predatério (Morais et al., 2012). Diante do exposto, pesquisas
biotecnoldgicas utilizando as técnicas de CTV vém sendo realizadas a fim de elucidar
diferentes questdes que envolvem o tema.

Dentre as técnicas de CTV a calogénese in vitro vem ganhando destaque. O tecido
caloso é uma massa de células parenquimaticas indiferenciadas formado a partir da interacédo
entre explantes vegetal, meio nutritivo contendo micro e macronutrientes e RCVs capazes
de promover a divisao e crescimento celular em condi¢des controladas in vitro (Sobrinho et
al., 2021). A partir dos calos é possivel obter biomassa vegetal em larga escala pela
possibilidade de multiplicagdo de plantulas in vitro pela via de embriogénese somatica ou
organogénese, ou até mesmo, induzir a biossintese de MeS a partir do proprio tecido caloso
com maiores rendimentos (Witherup et al., 1990; Massot et al. 2000; Bourgaud et al., 2001),
e, além disso, mitigar a superexploracdo de materiais vegetais vindos de fontes nativas ou

areas cultivadas (Isah et al., 2018). O desenvolvimento do tecido caloso pode ser obtido de



55

diferentes 6rgdos vegetais, como, folhas e hipocétilos, todavia, explantes foliares vem se
destacando pela utilizacdo mais frequente em espécies de P. guajava (goiabeira) (Sing et al.,
2005; Bultt et al., 2013). De acordo com Thorpe et al., (1984) e Werner et al., (2009), a
utilizacdo de explantes de 6rgéos jovens , como folhas, influencia diretamente na formacao
de calos e obtencdo de maiores quantidades de biomassa vegetal, e portanto, séo
recomendados como fonte doadora de explantes. Além disso, o desenvolvimento de tecido
caloso in vitro é fortemente influenciado pelo uso de RCVs, especialmente concentragdes
mais altas de auxinas como o 2,4- diclorofenoxiacético (2,4-D) e Acido 1-naftalenoacético
(ANA), e, citocininas mais baixas como a cinetina (KIN) e o 6-Benzilaminopurina (BAP),
sendo estes, 0s mais recomendados nas literaturas para espécie P. guajava (Singh et al.,
2005; Beas et al., 2010; Butt et al., 2013; Jain et al., 2013; Rezazadeh et al., 2015).

A maioria dos estudos na &rea de CTV para as espécies de Psidium estdo relacionados
a regeneracdo e propagacdo in vitro através de brotos (Arruda et al., 2019), embribes
somaticos (Kamile et al., 2017) e protoplastos (Rezazadeh et al.,2015). Outros estudos estdo
relacionados a inducdo de calos (Singh et al., 2005; Butt et al., 2013) e producédo de 6leo
essencial (OEs) a partir de brotos in vitro (Capote et al., 2008). A porcentagem de
desenvolvimento de tecido caloso descrita para P. guajava varia entre 0s protocolos
adotados, origem, idade e tipo de explantes utilizados. Singh et al., (2005) notou o
aparecimento de calos em meio MS (Murashige and Skoog 1962) contendo ANA (1 mg L-
Y, 2,4-D (2 mg L) e cinetina (1 mg L), médias de 23,56,43% (folha), 28,58 % (epicatilo)
e 34,57 % (hipocoétilo) a partir de explantes excisados de plantas cultivadas in vitro de P.
guajava, e, 19,06 % (folha), 25,04 % (epicotilo) e 31,03 % (hipocotilo) de plantas ex vitro.
Butt et al., (2013) utilizou explantes foliares e obteve 88,67% de calos em meio B5
suplementado com 1,5 mg L de 2,4-D, e 89,33% suplementado com 2,0 mg L de ANA.
Rezazadeh et al., (2015) obteve médias de 18,33% de microcalos induzidos a partir do
cultivo de protoplastos em meio contendo 0,75 mg L de ANA e 0,25 mg L™ de BAP.

Os estudos com o potencial de producdo de MeS in vitro com a espécie P. guajava
s80 escassos, €, até 0 momento, ndo ha relatos na literatura do potencial de biossintese dos
MeS em biomassa de calos. Capote et al., (2009) relatou pela primeira vez o perfil
metabolico de brotos de P. guajava cultivados in vitro, onde, apesar do rendimento ter sido
menor, 23 compostos foram detectados a mais quando comparado a plantas ex vitro.

A hipotese deste estudo é que a maior producdo de calos in vitro da espécie P.

guajava cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) € proveniente de explantes foliares
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associados a combinacdo dos RCVs 2,4-D, ANA e KIN. Para isso avaliou-se as melhores
condicBes para obtencdo de plantulas doadoras de explante através da germinacao in vitro
de sementes de P. guajava das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), e, a interacéo entre
diferentes concentracbes de RCVs e diferentes explantes (foliares, hipocotiledonares e
raizes) para a indugdo da calogénese in vitro das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) para
obtencdo de biomassa vegetal. Mais adiante, realizou-se a prospecc¢do fitoquimica em
extratos aquosos e alcoolicos provenientes da maceracdo da biomassa dos calos para

identificacdo de grupos dos MesS.

Materiais e métodos
Germinacdo in vitro

Frutos maduros de P. guajava cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) foram
coletados na Zonal Rural Palmeiras, Mimoso do Sul - Espirito Santo, e, em laboratorio
despolpados para obtencdo de sementes. As sementes foram desinfestadas em alcool 70% (1
minuto), hipoclorito de sodio 2% acrescido de 3 gotas de Tween-20 (15 minutos) e
enxaguadas 5 vezes em &gua deionizada estéril. Apds desinfestacdo, parte das sementes
foram submetidas a quebra de dorméncia com agua estéril aquecida (80°C) por 1 minuto
(Arruda et al., 2019). As sementes, com e sem quebra de dorméncia, foram incubadas em
placas de Petri contendo 10 mL do meio basal MS meia forca (MSY2) acrescido de agar (7,5
g L), &cido ascorbico (0,1 g L), associados, ou néo, a adi¢io de sacarose (0,0 g L, 15,0
gLt 30,0gL%), pH5,7+0,1. As sementes foram mantidas em sala de crescimento a 25+2
°C sob fotoperiodo de 16/8 h (luz/escuro) por 30 dias. As variaveis avaliadas, ao longo destes
30 dias de incubacdo foram indice de velocidade de germinacgdo (IVG) e porcentagem de
germinacdo (%G). O experimento foi conduzido para cada cultivar num delineamento
inteiramente casualizado (DIC), esquema fatorial duplo 2x3 (quebra de dorméncia x
sacarose), 12 repetigdes por tratamento, sendo a repeti¢do constituida por uma placa de Petri
contendo 5 sementes. As sementes germinadas nos diferentes tratamentos foram
subcultivadas de forma aleatoria, a cada 30 dias, para um novo meio basal MS suplementado
com &gar (7,5 g L), acido ascorbico (0,1 g L) e sacarose (30,0 g L), pH 5,7 + 0, até
completar 120 dias, onde entdo foram utilizadas para obtencdo dos explantes de folha,

hipocotilos e raizes.

Inducéo de calos
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Para a inducdo de calos, plantulas in vitro com 120 dias (Fig. 1A) foram utilizadas
como doadoras de explantes foliares (Fig. 1A-f e B), hipocotiledonar (Fig. 1A-h e C), e
radicular (Fig. 1A-r D), medindo aproximadamente 5 mm, sendo incubados em placas de
Petri contendo 10 mL do meio MS acrescido de agar (7,5 g L™), 4cido ascorbico (0,1 g L)
e sacarose (30,0 g L), pH 5,7 + 0,1, e diferentes concentrages e combinacgdes dos RCVs
2,4-D, BAP, ANA e KIN (Tabela 1). Os explantes foram mantidos por 60 dias, sendo
subcultivados em 30 dias, a 25+2 °C sob escuro constante. A varidvel avaliada foi
porcentagem (%) de inducéo de calos aos 30 e 60 dias de incubagdo. O experimento seguiu
um delineamento em DIC para cada cultivar, esquema fatorial duplo 3x5 (explante x RCVs),
5 repeticOes por tratamento, sendo a repeticdo constituida por uma placa de Petri contendo

4 explantes.

Tabela 1 Combinac6es e concentragdes dos RCVs para a inducdo de calogénese in vitro em
explantes foliar, hipocotiledonar e radicular obtidos de plantulas germinadas in vitro com

120 dias da espécie P. guajava cultivar Paluma e Cortibel (C1 e C6)

Tratamentos Combinacdes de diferentes RCVs em diferentes concentragoes
T1 20mgL?24-D+1,0mgL!ANA+1,0mgL1KIN
T2 40mgL124-D+1,0mgL!ANA+1,0mgL?KIN
T3 1,0mgL?24-D+10mgL*ANA+0,1 mgL*BAP
T4 20mgL?24-D+1,0mgL?ANA+0,1mgL?!BAP
T5 40mgL124-D+1,0mgLtANA+0,1mgL?!BAP

Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Calos induzidos in vitro a partir de explantes foliar contendo as combinacdes dos
RCVs 2,0mg L?24-D+1,0mg LY ANA + 1,0 mg L KIN (T1) (Tabela 1) da cultivar
Paluma, onde apresentou 100% de inducdo (Tabela 6), foram utilizados para identificacao
da ontogenia do surgimento dos calos em MEV. As amostras de calos foram coletadas no
tempo 0, 14, 28, 42 e 49 dias de incubacdo, armazenadas em eppendorf contendo 1 mL do
fixador Karnovsky (glutaraldeido 2,5% + formaldeido 2% + Tampdo PBS 0,1M) e
refrigeradas (4°C) até 0 momento das anélises. Para visualizacdo das imagens no MEV, as
amostras foram lavadas em Tampdo PBS 0,1M, pés-fixadas em solucdo de Ferrocianeto de
Potassio 1,25% + Tetroxido de Osmio 1% + Tampdo PBS 0,1M, desidratadas em gradiente
crescente de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%), secas no ponto critico de CO (Autosandri-815,
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Tousimis®), fixadas nos stubs e pulverizadas com ouro (20 nm) em um metalizador (Desk
V, DentonVaccum®). As imagens foram obtidas em microscépio eletrénico de varredura
(MEV) (modelo JSM-1T200A, Jeol®), operado com filamento de tungsténio a 20Kv.

Prospeccao fitoquimica dos metabdlitos secundérios em extratos aquosos e alcoolicos

Para a analise de prospeccéo fitoquimica foram utilizados calos induzidos in vitro
com 60 dias de incubacdo a partir de explantes foliar contendo as combinacGes dos RCVs
20mgL124-D+1,0mgL?ANA +1,0mg LT KIN (T1) (Tabela 1), onde apresentaram
100% de inducéo de calos nas trés cultivares testadas, sendo Paluma e Cortibel (C1 e C6)
(Tabela 6). A prospeccdo fitoquimica dos grupos dos MeS, alcaloides, fendis, taninos,
antocianinas, antocianidinas, flavonas, flavondis, xantonas, chalconas, auronas, flavanonaois,
leucoantocianidinas, catequinas, flavononas, esteroides, triterpenoides e saponinas, foi
realizada a partir dos extratos alcodlicos e aquosos seguindo a metodologia proposta por De
Menezes et al., (2019). Para tanto, 30g de massa fresca de calos, para cada cultivar testada,
foi macerada e diluia em 150 mL de agua deionizada estéril, e para o extrato etandlico, 10g
de massa fresca de calos foi macerada e diluida em 150 mL de &lcool 70% (v/v). Apds
macerada e diluida, os extratos foram mantidos refrigerados (2 a 8°C) por 7 dias até a
realizacdo das analises, onde, os resultados obtidos foram avaliados qualitativamente

baseados em reacdes colorimétricas e de precipitacdes.
Anélise estatistica

Os pressupostos de linearidade, independéncia de erros, normalidade dos residuos e
homocedasticidade das variancias das variaveis %Germinacdo, IVG e inducdo de calos
foram verificados por meio da correlacdo de Pearson, teste de Durbin-Watson, teste de
Shapiro-Wilk e teste de Bartlett, respectivamente. Apos atendidos os pressupostos, foi
aplicada a analise de variancia multidirecional (ANOVA) utilizando o teste F a 5% de
probabilidade. As médias das variaveis foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade em caso de significancia na ANOVA. Todas as analises estatisticas foram
realizadas utilizando o software R verséo 4.1.1 (R Development Core Team, 2021) com 0

pacote “ExpDes.pt” versao 1.2.2.

Resultados
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Germinagao in vitro

A evidéncia (P-Valor) entre as interacdes de suplementacdo com sacarose (g L) e
quebra de dorméncia (QD) em &gua aquecida (80°C) de P. guajava cultivares Paluma e
Cortibel (C1 e C6) para as variaveis de Indice de porcentagem de germinacgio (%G)
demonstraram interacdo dupla entre os fatores, e, a variadvel de IVG apenas na cultivar
Cortibel C6. A variavel de IVG das cultivares Paluma e Cortibel C1 foi avaliado os fatores

de quebra de dorméncia e suplementacdo com sacarose de forma independente. (Tabela 2).

Tabela 2 Resultados de P-valor da analise de variancia em esquema fatorial duplo, referente
ao Indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e porcentagem de germinacdo (%G) de
sementes de P. guajava cultivares Paluma (PL) e Cortibel (C1 e C6), submetidas, ou ndo, a
quebra de dorméncia (QD) por imersdo em agua estéril aquecida a 80°C (1 minuto),
incubadas em meio MSY%: suplementado com diferentes concentracdes de sacarose (g L™?)

apos 30 dias de incubacdo

P-Valor
Fatores  GL Cortibel (C1) Cortibel (C6) Paluma
IVG %G IVG dias %G IVG %G
QD 1 0.00000  0.000001 0.0000000 0.00044541  0.000000 0.001484
Sacarose 2 0.00000  0.081189 0.0000000 0.00006170  0.00021  0.131798
Sggr())(se 2 043653  0.017542 0.0092546 0.00006170  0.30331  0.021538

GL.: grau de liberdade.

As médias de IVG da cultivar C1, no fator Sacarose, foi maior em meio de cultura
sem adic&o de sacarose (0,88), se comparado as médias com a adic&o de 15 gL (0,86) e 30
gL (0,85) de sacarose. A cultivar Paluma obteve similaridade nas médias em meio de
cultura com 0 gLt (0,87) e 15 gL"* (0,87) de sacarose, e, a menor média em meio de cultura
suplementado com 30 gL (0,85). No fator Quebra de Dorméncia, a cultivar C1 obteve a
maior média na presencga da QD (0,88), seguida pela média de 0,84 na auséncia da QD. Da
mesma forma, a cultivar Paluma obteve a maior média de 1\VVG na presenca de QD (0,87) e

a menor na auséncia de QD (0,84).

As medias de IVG da cultivar C6, considerando as interagdes entre os fatores
Sacarose x Quebra de Dorméncia, demonstraram maior influéncia da quebra de dorméncia

alcancando as maiores médias, independente da concentracio de sacarose, 0 gL (0,90), 15
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gL (0,88), 30 gL (0,87) e da sacarose, todavia, na auséncia da QD e maiores concentracdes
de sacarose (30 gL™), o IVG tende a diminuir (0,8) (Tabela 3).

Tabela 3 Médias de indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de P. guajava
cultivar Cortibel C6 submetida, ou ndo, a quebra de dorméncia (QD) por imersdo em agua
estéril aquecida a 80°C (1 minuto), e incubadas em meio MSY2 suplementado com diferentes

concentragdes de sacarose (g L)

Fatores
Quebra de Sacarose Sacarose Sacarose
dorméncia (0 gL (15 gL (30 gL
Cortibel C6 Presenca 0,90 2A 0,882B 0,8728B
Auséncia 0,86 °4 0,84 P8 0,8°€

Médias seguidas pela mesma letra, mintscula na coluna ou maidscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

As médias de %G das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), considerando as
interagOes entre os fatores Sacarose x Quebra de Dorméncia, demonstraram maior
influéncia da quebra de dorméncia e da sacarose, sendo que as cultivares testadas se

comportaram de maneira semelhante (Tabela 4).

Tabela 4 Médias de porcentagem de germinacdo (%G) das sementes de P. guajava
cultivares Paluma (PL) e Cortibel (C1 e C6) submetidas, ou ndo, a quebra de dorméncia
(QD) por imersdo em agua estéril aquecida a 80°C (1 minuto), e incubadas em meio MSY

suplementado com diferentes concentrages de sacarose (g L™?)

Cultivar Quebra de Concentrac0es de Sacarose
Dorméncia ogL? 15 gL 30gL?
Cortibel C1 Presenca 98,3334 100 aA 100 aA
Auséncia 9523A 88,330 AB 81,66 °B
Cortibel C6 Presenca 100 @A 100 @A 100 @A
Auséncia 10034 98,33 2A 7508
Paluma Presenca 98,3334 98,3334 100 aA

Auséncia 98,33 24 93,33 248 88,338
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Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna ou maidscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

A %G das sementes foi estatisticamente igual entre os meios associados a quebra de
dorméncia para as trés cultivares testadas, com 100% de germinagdoem C6 (0g L™, 159 L"
le30gL?),C1(15gL1e30gL™) ePaluma (30 g L™). Todavia, na auséncia da quebra de
dorméncia meios contendo concentragdes mais elevadas de sacarose (30 g L) obteve as
menores médias, com 81,66% de germinacio em C1 (30 g L), 75% na cultivar C6, e,

88,33% de germinacdo na cultivar Paluma (Tabela 4).

A partir dos resultados observa-se que para o fator de IVG as maiores medias foram
obtidas na auséncia de sacarose associado a QD em &gua aquecida (80°C). N&o houve
diferenga significativa nos resultados finais de %G nos meios testados associados a quebra
de dorméncia, independente da concentracdo de sacarose, todavia, na auséncia de QD e
maiores concentracfes de sacarose as trés cultivares testadas, Paluma e Cortibel (C1 e C6)
demonstraram um decréscimo na porcentagem final da germinacdo. Sendo assim, para o
sucesso da germinacdo in vitro dessas cultivares pode-se adotar o protocolo de QD com agua
estéril aquecida (80°C) por 1 minuto e incubacdo em meio MS% sem adicdo ou baixas

concentracOes de sacarose.
Inducéo de calos

Os protocolos e RCVs testados para a inducdo de calos in vitro em P. guajava
cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) mostraram-se eficientes em explantes foliares (Fig.
1B, E e F), hipocotiledonares (Fig. 1C, G e H) e raizes (Fig. 1D, | e J) provenientes de
plantulas germinadas in vitro (Fig. 1A). Para além, os aspectos morfoldgicos (Fig. 1F-J) dos
calos obtidos nos diferentes explantes possuem similaridades na predominancia de cor entre

o creme e amarelo e de aspecto friavel (Fig. 1).
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Fig. 1. A Plantula de P. guajava Paluma germinada in vitro com 120 dias em meio MS
suplementado com agar (7,5 g L), sacarose (30,0 g L) e 4cido ascorbico (0,1 g L™),
utilizada para a obteng&o dos explantes de folha (f), hipocétilo (h) e raiz (r). B Explantes de
folha. C Explante de hipocétilo. D Explante de raiz. Desenvolvimento dos calos em explante
de folha aos 30 (E) e 60 dias (F), hipocétilo aos 30 (G) e 60 (H) e de raiz aos 30 (I) e 60 (J)
dias de incubacdo em meio MS, nas mesmas proporcoes anteriores, suplementado com os
RCVs20mgL*24-D+1,0mgL*ANA+1,0mgL?KIN (T1). A setaem A indica os
cotilédones, ndo utilizados no experimento. Barra=1cmem A,B,CeD,e,4mmemE, F,
G,H, 1ed.
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Os resultados das andlises de variancia em esquema fatorial duplo demonstraram
interacdo (P-Valor<0.05) entre os Explantes e as Combinagdes de RCVs aos 30 e 60 dias,

com excecdo para C1 aos 30 dias (Tabela 5).

Tabela 5 Resultados de P-valor da analise de variancia em esquema fatorial duplo, referente
a porcentagem de inducéo de calos aos 30 e 60 dias de incubacdo sob diferentes combinagdes
de RCVs e explantes (Exp) obtidos de plantulas germinadas in vitro da espécie P. guajava

cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6)

P-Valor
Fatores GL Cortibel (C1) Cortibel (C6) Paluma
30 dias 60 dias 30 dias 60 dias 30 dias 60 dias

Explantes 2 0.000000 0.0000000 0.00000 0.000000 0.00000  0.000%%
RCVs 4 0.003591 0.0002462 0.02797 0.000032 0.11913 8.571%%
Exp x RCVs 8 0.165239 0.0004162 0.03476 0.015512 0.02222  1.088%%7

GL.: grau de liberdade.

As médias de porcentagem de calos in vitro, cultivar C1 aos 30 dias, no fator
Explante, foi maior em explantes foliares (93 %), comparado com explantes de hipocétilos
(20 %) e raizes (18 %). Para C1 aos 30 dias a combinagdo dos RCVs 2,0mg L 2,4-D + 1,0
mg Lt ANA + 1,0 mg L™ KIN (T1) (60 %) e 1,0 mg L™* 2,4-D + 1,0 mg L' ANA + 0,1 mg
Lt BAP (T3) (45 %) apresentaram as maiores médias de porcentagem de calos induzidos
(Tabela 6).

Tabela 6 Porcentagem de inducdo de calos in vitro nos diferentes explantes de folha,
hipocétilo e raiz, obtidos de plantulas com 120 dias germinadas in vitro de P. guajava
cultivar Cortibel (C1) aos 30 dias de incubagdo submetidos a diferentes combinagdes dos
RCVs (Tabela 1)

Explante
Folha Hipocotilo Raiz
93¢ 20" 18°
Combinacgdes de RCVs
T1 T2 T3 T4 T5

60 @ 36,66 ° 45 2 38,33P 38,33°P
Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na linha, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade
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Aos 60 dias para C1, a porcentagem de calos induzidos em explantes de folha e
hipocétilo foram estatisticamente iguais, com 100% de inducdo nas folhas com a
combinagdo de RCVs 2,0 mg L 2,4-D+1,0mg L* ANA + 1,0 mg L KIN (T1) e 4,0 mg
Lt 24-D+1,0mg LT ANA + 1,0 mg L KIN (T2). Exceto na combinacio de RCVs
contendo 4,0 mg L 2,4-D + 1,0 mg LT ANA + 1,0 mg L KIN (T2) (55%) em explantes
de hipocotilos. Os menores valores de porcentagem de calos foram observados em explantes

de raizes, diferenciando dos outros explantes dentro de cada tratamento (Tabela 7).

A porcentagem de calos em explantes foliares apresentaram sucesso em todas as
combinacBes de RCVs testadas, sendo maior comparado com os hipocotilos e raizes (Tabela
7). Os calos induzidos em explantes de folhas em C6 aos 30 e 60 dias, apresentaram 0s
maiores valores de porcentagem de calos em todas as combinagdes de RCVs testadas quando
comparadas com hipocétilo e raiz, chegando a 100% nas combinagfes dos RCVs 2,0 mg L
12,4-D+1,0mgL*ANA+1,0mg LY KIN (T1),1,0mgL?24-D+1,0mgL*ANA+0,1
mg L1 (T3)e 40mgL*24-D+1,0mgL?ANA+0,1 mgL?*BAP (T5). Exceto aos 60
dias quando comparados as combinagdes dos RCVs 4,0 mg L™ 2,4-D + 1,0 mg L™* ANA +
0,1 mg Lt BAP (T5) (75 %) no explante de hipocdtilo e com 1,0 mg L*2,4-D+1,0mg L™*
ANA + 0,1 mg L™ (T3) (75 %) em explante de raizes, onde sio estatisticamente iguais. Os
calos de raizes aos 30 dias de incubacdo sdo estatisticamente iguais, no entanto, aos 60 dias,
as combinages dos RCVs 1,0 mg L™ 2,4-D + 1,0 mg L ANA + 0,1 mg L (T3) (75 %)
possui a maior média, sendo os demais, estatisticamente iguais (Tabela 7).

Os resultados na inducdo de calos em Paluma sdo similares aos encontrados na
cultivar C6 quando diz respeito a utilizacdo de explantes foliares, onde, aos 30 e 60 dias de
incubacéo, as combinacOes de RCVs séo estatisticamente iguais entre si. Aos 30 dias de
incubacdo os calos de folhas possuem as maiores médias em todas as combinacGes,
chegando a 100% nas combinagdes de RCVs contendo 2,0 mg L™ 2,4-D + 1,0 mg Lt ANA
+1,0mg LT KIN (T1)e4,0mgL?24-D+1,0mgL?ANA +0,1 mgL?BAP (T5). No
entanto, aos 60 dias sdo estatisticamente iguais entre as combinacdes 2,0 mg L™ 2,4-D + 1,0
mg LT ANA + 1,0 mg L™ KIN (T1) (Folha 100 % e Hipocétilo 100%), 4,0 mg L™ 2,4-D +
1,0 mg L' ANA + 1,0 mg Lt KIN (T2) (Folha 95 % e Hipocétilo 90 %) e 1,0 mg L™ 2,4-D
+1,0mg Lt ANA + 0,1 mg L (T3) (Folha 85 % e Hipocdtilo 80 %). Os menores valores
observados da inducéo de calos para Paluma também foram em explantes de raizes, assim

como o observado na cultivar C1 e C6 (Tabela 7).
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Tabela 7 Porcentagem de inducéo de calos in vitro nos diferentes explantes, folha, hipocotilo
e raiz, obtidos de plantulas com 120 dias germinadas in vitro de P. guajava cultivar Cortibel
(C1), aos 60 dias, Paluma (PL) e Cortibel (C6) aos 30 e 60 dias de incubacdo submetidos a
diferentes combinacgdes dos RCVs (Tabela 1)

Interacéo entre os fatores de Explantes x RCVs

T1 T2 T3 T4 T5
CORTIBEL C1
60 Dias
Folha 100 2A 1002A 8523A 9523A 953A
Hipocotilo 902A 5508 g5 aA 80 2AB 80 aAB
Raiz 450A 5¢B 55bA 1008 1008
CORTIBEL C6
30 Dias
Folha 100 2A 853A 1002A 9023A 100 2A
Hipocotilo 55 bA 15PBC 35 bABC 50 bAB 10¢¢
Raiz 25 PA 1004 250A 3004 45PA
60 Dias
Folha 100 2A 85 2A 100 2A 952A 100 2A
Hipocotilo 55 bA 1508 55 bA 60 °A 7523A
Raiz 30°B 1508 75 A 30PB 3508
PALUMA
30 Dias
Folha 1002A 952A 952A 802~ 100 aA
Hipocotilo 35 bAB 20 bAB 150 A8 450A 5bB
Raiz 25 bA 1554 0bA 3004 3004
60 Dias
Folha 100 2A 952A 952A 852A 100 aA
Hipocatilo 10024 903A 1508 8o aA 1008
Raiz 30 b AB 15 b AB ObB 30 b AB 40 bA

Médias seguidas pela mesma letra, minuscula na coluna ou maiuscula na linha, ndo diferem

entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As imagens obtidas pelo MEV (Fig. 2) permitem a identificacdo das mudancas
morfolégicas ocorridas nos explantes foliares de Paluma sob influéncia da combinagéo dos
RCVs2,0mgL!24-D+1,0mgL?ANA+1,0mgL?*KIN (T1) em diferentes tempos de
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incubacéo (0, 14, 28, 42 e 49 dias). A anatomia da face abaxial das folhas jovens de P.
guajava Paluma coletadas em plantulas germinadas in vitro com 120 dias (tempo O de
incubacdo) possuem grandes quantidades de estdmatos (Fig. 2A), em corte transversal
podemos identificar um mesofilo com epiderme unisseriada (Fig. 2B-epl e ep2), parénquima
palicadico com uma Unica camada celular (Fig. 2B-pp) e parénquima lacunoso com poucas
células e espacadas (Fig. 2B-pl). Aos 14 dias sob influéncia da combina¢do dos RCVs 2,0
mg L?24-D+1,0mgL?ANA +1,0mgL?*KIN (T1) os explantes foliares apresentaram
modificagdes estruturais dos tecidos (Fig. 2C e D), em que, o mesofilo perde as
caracteristicas dos tecidos diferenciados (Fig. 2D), e irregularidades e rachaduras na
epiderme surgem em virtude da alta divisdo mitdtica e entumecimento das células (Fig. 2C-
ra). Apos 28 dias as células do parénquima (Fig.2 E e F-cp) surgem a partir das rachaduras
presentes na epiderme, evidenciando que o inicio da formacéo de calos em explantes foliares
de P. guajava Paluma ocorrem a partir das células do tecido parenquimatoso. A divisdo
mitética a partir dos 28 dias é intensificada, e, aos 42 (Fig. 2G) e 49 dias (Fig. 2H) de
inoculagdo é possivel visualizar altas quantidades de celulas indiferenciadas dos calos com
aspecto desuniforme. Os calos possuem aspecto fridvel aos 49 dias (Fig. 2H) de incubacao,
as células variam entre os formatos isodiamétricas (Fig. 2H-ci) e alongadas (Fig. 2H-ca), e,

guando manipulados, destacam-se do tecido calogénico facilmente.
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Fig. 2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ao longo da inducdo de calos em
explantes foliares de P. guajava Paluma submetidos & combinagio dos RCVs 2,0 mg L 2,4-
D+1,0mgLYANA+1,0mgL?*KIN (T1). Epiderme abaxial no tempo 0 (A), 14 (C) e 28
(E) dias de incubagdo. Mesofilo foliar no tempo 0 (B), 14 (D) e 28 (F) dias de incubago.
Aspecto do tecido calogénico no tempo 42 (G) e 49 (H) dias de incubacéo. et Estdmato (A,
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D); epl Epiderme adaxial (B); ep2 Epiderme abaxial (A e B); ce Cera epicuticular (B); fx
Feixe vascular (B); pp Parénquima pali¢adico (B); pl Parénquima lacunoso (B); ra
Rachaduras na epiderme e regido com tecido entumecido (C); et* secrecdo de substancias
pela abertura estomatica (C e E); ep Epiderme (D); cp Células parenquimaticas (E e F)
surgindo na epiderme indicando a ontogenia dos calos; ci Células isodiamétricas; ca Células

alongadas.
Prospeccao fitoquimica dos metabolitos secundarios em extratos aquosos e alcodlicos

Através dos métodos qualitativos de prospecgdo fitoquimica foram identificados a
presenca de alguns grupos dos MeS em amostras de calos cultivados in vitro de explantes
foliar de P. guajava cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) proveniente da combinacéo dos
RCVs2,0mgL?24-D+1,0mgL?ANA+1,0mgL?KIN (T1) (Tabela 8).

Tabela 8 Prospeccao fitoquimica das classes dos MeS identificados nos diferentes extratos
obtidos dos calos induzidos in vitro submetidos a combinagdo dos RCVs 2,0 mg L™ 2,4-D
+1,0mg LT ANA + 1,0 mg L't KIN (T1) de explantes foliar de P. guajava cultivares Paluma
(PL) e Cortibel (C1 e C6)

Classes dos Extratos
Metabolitos Secundarios Agquoso Alcool Etilico 70%
C1 C6 PL C1l C6 PL
Alcaloides - - - - - -
Fenois - - - - - -
Taninos + + + + + +

Antocianinas e Antocianidinas - - - - - .

Flavonas, Flavonadis, Xantonas + + + + + +
Chalconas e Auronas + + + - - -
Flavanondis - - - - - .

Leucoantocianidinas - - - - - -
Catequinas + + - + + -
Flavononas - - - - - -
Esteroides - - - - - -
Triterpenoides - - - - - -

Saponinas + + + + + +

(+) presente; (-) ndo detectado
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De acordo com os resultados qualitativos dos ensaios de prospec¢do fitoquimica
realizados nos calos, é possivel observar que ambos os extratos testados, aquoso e alcodlico,
testaram positivo para os grupos dos Taninos, Flavonas, Flavonois, Xantononas e Saponinas
nas trés cultivares testadas, Paluma e Cortibel (C1 e C6). O grupo de Chalconas e Auronas
foram detectados apenas no extrato aquoso, para as trés cultivares testadas. O grupo
Catequinas foi detectado nas cultivares de Cortibel C1 e C6, em ambos os extratos. Os
demais compostos investigados ndo foram detectados nos extratos para as cultivares

testadas.
Discussao

Os resultados obtidos nos testes de germinacdo (Tabela 4) in vitro de P. guajava
cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6) indicam similaridade nas respostas germinativas e
alto potencial de germinacao, atingindo percentuais acima de 98,33% em todas as cultivares
testadas em meios de cultura contendo MSY2, suplementado ou ndo com sacarose, associada
a QD em 4&gua estéril aquecida (80°C) por 1 minuto, corroborando com 0 proposto por
Martins et al., (2015), Arruda et al., (2019) e Fernandes (2020). Os resultados de germinacéo
estdo vinculados as condi¢cdes ambientais maternas expressas ao longo da formacéo das
sementes que influenciam nas propriedades fenotipicas e fisioldgicas, e, portanto, diferentes
cultivares de Psidium inseridas no mesmo ambiente, podem apresentar similaridades nas
respostas de germinacao (Martins et al., 2015; Fernandes 2020). Além disso, a germinacao
é influenciada por outros fatores tais como os enddgenos e exdgenos ao local onde
encontram-se as sementes, temperatura, potencial osmético do substrato, niveis hormonais

e permeabilidade do tegumento (Taiz et al., 2013; Fernandes 2020).

De Menezes et al., (2010) e Arruda et al., (2019) consideram que 0 sucesso da
germinacao in vitro com altas % de germinacdo e maiores indices de IVG em espécies de P.
guajava esta atrelado ao uso de meio MS¥%2 ou JADES associados a baixas concentracdes de
sacarose, variando entre 0, 15 e 30 g L%, e, exposicdo das sementes por 1 minuto a agua
estéril aquecida (80°C). Para além, temperaturas entre 20 e 30°C sdo recomendadas para a
germinacdo de espécies tropicais e subtropicais (Brancalion et al., 2010). O uso do meio
MSY2 com baixas concentracdes de sacarose, ou até mesmo a auséncia, proporciona menor
pressdo osmdtica entre meio/semente, favorecendo a absorcdo de agua pela semente
(Monfort et al., 2015). Corroborando com o proposto, os resultados apresentados (Tabela 3)

demonstraram que as cultivares atingiram maiores médias de VG em meio sem adi¢do de
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sacarose quando associado a QD, no entanto, quando avaliado a porcentagem final de
germinacao (Tabela 4) em baixas concentracdes de sacarose estando ou ndo associado a QD,
estas ndo foram afetadas e apresentaram médias similares nas trés cultivares, Paluma e
Cortibel (C1 e C6). Da mesma forma, Ribeiro et al., (2010) obteve 97% de germinacdo na
cultivar Paluma em meio MS suplementado com 10 gL de Sacarose e De Menezes et al.,
(2010), obteve IVG proximo a 1 em sementes de P. guajava germinadas em meio JADS na
auséncia de sacarose, semelhante ao encontrado nesse estudo. Fernandes (2020) germinou
in vitro sementes de P. guajava coletadas em Manaus (AM) e Itumirim (MG), utilizando
caixas Gerbox, papel filtro, &gua estéril e temperatura de 25°C, e, obteve diferenca nas
médias de IVG, sendo 1,65 (MG) e 1,10 (AM). Contrapondo ao resultado de Fernandes
(2020), nas mesmas condigOes de temperatura, o maior IVG encontrado nesse estudo foi de

0,90 em meio MS¥%2 na auséncia de sacarose e associado a QD, cultivar C6 (Tabela 3).

A exposicdo das sementes em agua aquecida danifica a estrutura das paredes celular,
dissolve a camada cuticular cerosa, o que torna o tegumento maleavel facilitando rupturas
que irdo otimizar a absorcdo de agua e inicio dos processos bioguimicos relacionados ao
processo de germinacgéo (Bianchetti et al., 1982; Castro et al., 2004; De Souza et al., 2007),
como, sintese das enzimas a-amilase responsaveis pela hidrdlise do amido presente no
endosperma para obtencdo de energia que sera associada e utilizada pelo embrido no
processo de germinacdo e desenvolvimento inicial da plantula (Marcos Filho et al., 2005;
Taiz et al., 2013). Novamente foi demonstrado que o IVG foi afetado pela exposicao das
sementes em agua aquecida, mas, a porcentagem final de germinacdo foi similar nas trés
cultivares (Tabela 4). Arruda et al., (2019) descreve uma taxa de 66% de germinacdo de
Psidium cattleyanum (araga) em meio MS suplementado com 30 gL* de sacarose e imers&o
por 1 minuto das sementes em agua aquecida (80°C), contraponto ao obtido nesse estudo,
com 100% de germinacéo nas trés cultivares, quando associados a QD. Diante do exposto,
observou-se que sementes de P. guajava sdo capazes de germinar na auséncia de sacarose,
disponibilidade adequada de luminosidade e agua, indicando que essas sementes possuem
no interior do endosperma quantidades de carboidratos suficientes para o desenvolvimento
inicial do seu crescimento (Marcos Filho et al., 2005), concentracfes enddgenas do
horménio giberelina capazes de promover a germinacdo (Taiz et al., 2013), e, quando
associada a QD em agua aquecida (80°C) obtém maiores médias de IVG. Portanto, para o

sucesso da germinag&o in vitro dessas cultivares pode-se adotar o protocolo de QD com &gua
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estéril aquecida (80°C) por 1 minuto e incubagcdo em meio MSY%2 sem adi¢éo de sacarose, ou,

baixas concentragoes.

Os resultados da calogénese in vitro (Tabela 6 e 7) confirmam descricGes citadas na
literatura ao evidenciar que a utilizacdo de explantes de érgdos jovens, como folhas, tem
grande influéncia na formacéo de calos para obtencdo de maiores quantidades de biomassa
vegetal e em menor tempo (Thorpe et al., 1984; Werner et al., 2009), e, nesse caso, sdo
recomendados como fonte doadora de explantes (Thorpe e Patel, 1984). Além disso, o
desenvolvimento de tecido caloso in vitro é fortemente influenciado pelo uso de RCVs,
especialmente concentracdes mais altas de auxinas (2,4-D, ANA), e, mais baixas de
citocininas (KIN, BAP), sendo estes, os mais recomendados nas literaturas para espécie P.
guajava (Singh et al., 2005; Beas et al., 2010; Butt et al., 2013; Jain et al., 2013; Rezazadeh
et al., 2015).

De acordo com Grattapaglia e Machado (1990), alta razdo de auxina/citocinina
estimula a desdiferenciacdo celular e divisdo mitotica, resultando na formacéo do tecido
caloso. Segundo Taiz etal., (2013) e Fouda (1996), tecidos jovens possuem niveis de auxinas
enddgenos mais elevados, maior densidade estomatica e menor deposicdo de cera
epicuticular, o que favorece a absorcao dos nutrientes e RCVs. Werner et al., (2009) também
associa o sucesso da calogénese in vitro em explantes de folhas pelo fato do explante ter
maior contato de superficie com o meio nutritivo favorecendo a absorcéo de agua, nutrientes
e RCVs. Estas afirmacdes podem ser verificadas na Tabela 6 e 7, onde o menor tempo de
resposta dos explantes a formacdo de calos foi observado em folhas quando comparado a
explantes de hipocotilo e raizes. Semelhantemente, os melhores resultados de inducéo de
calos 6bitos por Dhar e Joshi (2005) foram em explantes de folhas quando comparado a
explantes de hipocotilo, raizes e cotilédones em espécie de Saussurea obvallata. As
combinagbes dos RCVs2,0mgL12,4-D+1,0mgLYANA+1,0mgL*KIN (T1) estimulou
a proliferacdo celular indiferenciada originando os calos nas cultivares Paluma, C1 e C6,
alcancando 100% de inducdo em explantes de folhas. Resultado similar encontrado em
explantes de hipocétilo (90%) na cultivar C1 e Paluma (100%), nas mesmas concentragoes.
Butt et al., (2013) utilizou explantes foliares e obteve 88,67% de calos em meio B5
suplementado com 1,5 mg L de 2,4-D, e 89,33% suplementado com 2,0 mg L de ANA.
Rodriguéz (2013) obteve pouco mais de 50% de inducéo de calos em explantes de folhas de

P. cattleyanum (araca) cultivados em meio MS suplementado com 1 mgL* cinetina + 1 mgL"
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1 auxina. Em contrapartida, Singh et al., (2005) obteve 35,29% de calos a partir de explantes
foliar excisados de plantas cultivadas in vitro de P. guajava e 29,33% de plantas ex vitro, e,
em explantes de hipocotilo 46,29% a partir de explantes in vitro e 41,01% ex vitro utilizando
as combinacdes de RCVs 2,0 mg L 2,4-D + 1,0 mg L ANA + 1,0 mg L KIN. Os
resultados apresentados confirmam que a interacdo entre auxinas e citocininas, e, a origem

do explante é, muitas das vezes, responsavel pelo sucesso na obtencéo da calogénese in vitro.

Os resultados obtidos pela MEV evidenciam o surgimento do tecido caloso em
explantes foliares de P. guajava Paluma (Fig. 2) a partir de células parenquimaticas
emergindo nas rupturas surgidas na epiderme (Fig.2 F), da mesma forma que Rodrigues
(2013) utilizando folhas de Psidium cattleyanum e Werner et al., (2010) em explantes
foliares de Caesalpinia echinata. O tempo maior de resposta para a formacdo de calos em
explantes de hipocétilos e raizes pode ser associado a limitacdo do contato do explante ao
meio nutritivo, e, pelas células parenquimaticas encontradas no cortex e na medula de caules
e raizes possuirem poucos espacos intercelulares (Evert et al., 2013), sendo um dificultador
para maior absorcdo de agua e nutrientes disponibilizado pelo meio nutritivo em que 0s
explantes estdo inseridos. Em contrapartida, células parenquimaticas encontradas no limbo
foliar, como visto na Fig. 2 B, sdo mais espacadas, assim como observado por Do Rocio et
al., (2005), corroborando com o proposto por diferentes pesquisadores (Thorpe et al., 1984;
Fouda 1996; Werner et al., 2009; Taiz et al., 2013), onde, explantes foliares respondem mais
rapido a formacao dos calos. Os aspectos anatdbmicos observados pela MEV (Fig 2 H), assim
como a olho nu (Fig 1 F, H e J) possuem caracteristicas de aspecto friavel, com células
alongadas e de arranjo frouxo, €, em outros pontos, células isodiamétricas (Fig 2 H). Segundo
observado por Mello et al., (2000) e Lombardi et al., (2007) células isodiamétricas foram
responsaveis pela formacdo de meristemoides, e, Pinto et al., (2011) na formacdo de
embrides. Por outro lado, células alongadas séo descritas como ndo embriogénicas (Da Silva
et al., 2009; Pinto et al., 2011). De modo geral, através das analises anatbmicas observadas
dos calos, nesse estudo, ndo foi identificado tendéncia a formagdo de embries ou formacéo
de 6rgdos através da organogénese. Resultados similares foram observados por Santos et al.,
(2005) em estudo com Salgueiro (Salix humboldtiana) que obteve calos friaveis em
explantes de folhas sob efeito de 2,4-D (2,0 mg L), assim como Rodrigués et al., (2020)
com explantes de folha de Vernonia condensata utilizando 4,44 uM do RCVs BAP.
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Os estudos com o potencial de produ¢do de MeS in vitro com a espécie de P. guajava
sd80 escassos, e, até 0 momento, ndo hé relatos na literatura do potencial de produgdo de MeS
em biomassa de calos. No entanto, alguns estudos com o género Psidum foram realizados.
Testes fitoquimicos realizados por Aquiar et al., (2018) identificaram a partir de extrato
hidroalcdlico das folhas de P. guajava os grupos flavonoides, taninos, saponinas e
triterpendides. Compostos fenolicos, terpendides e esteroides foram detectados em extratos
de folhas de Psidium myrtoides por Reis (2019). Bacelar (2020) identificoju o grupo dos
taninos e flavonoides em extrato metandlico de folhas de P. guajava, corroborando com os
resultados encontrados nesse estudo em extratos alcodlicos e aquosos a partir da biomassa
de calos provenientes de explantes foliares, onde obteve maiores rendimentos de inducéo de
calos comparado a explantes de hipocotilos e raizes, cultivados in vitro.

A diversidade dos compostos quimicos obtidos em diferentes tipos de extratos é
dependente de fatores genéticos, ambientais, ou até mesmo da técnica utilizada para extracdo
(Soares et al., 2016), conforme observado nesse estudo (Tabela 8). Segundo Simdes et al.,
(2010), para analises de prospeccdo fitoquimica e extracdo, o solvente desempenha a
principal fungéo, e, a maior parte dos compostos de MeS apresentam alguma solubilidade
em misturas etandlicas ou metanolicas, sendo, portanto, frequentemente utilizadas. Quando
utilizada apenas dgua como solvente, técnicas suplementares podem ser aplicadas, como
extracOes a frio e decoccdo, otimizando a extracdo dos MeS (Simdes et al., 2010; Soares et
al., 2016).

Muitos compostos sdo encontrados dentro do grupo fenol, como os flavonoides,
flavonas, catequinas e taninos (Tsuchiya et al., 1996). Matias et al., (2011), assim como
Monteiro et al., (2005), associa a atividade biolégica do grupo em funcdo da capacidade
desses compostos em formar complexos com proteinas extracelulares presentes na parede
celular de algumas bactérias, podendo levar a ruptura na membrana plasmatica do
microrganismo. As atividades antioxidantes decorrem das propriedades de O0xido-reducéo,
onde desempenham acdo de absorcéo e neutralizacdo de radicais livres (Degéaspari et al.,
2004). Amancio et al., (2015) utilizou extrato alcéolico de P. gujava e obteve resposta
positiva contra cepas de Staphylococcus aureus, da mesma forma que Menezes et al., (2004)
utilizando extrato aquoso. No geral, 0 uso de plantas medicinais produtoras de MeS, como
P. guajava, tem demonstrado importantes atividades biologicas como bactericida (Aguiar et
al., 2018), fungicida (Braga, 2016), antioxidante (Menezes et al., 2016), anti-hipertensivo
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(Braga, 2019), e, para tratamentos gastrointestinais, como, constipacao, dor de estbmago, e
desinteria (Gutiérrez et al., 2008; Penido et al., 2016; Costa et al., 2016; Maes et al., 2019),
respaldando seu uso na medicina tradicional. Somado ao fato do potencial de producéo de
MeS em biomassa de calos cultivados in vitro com a espécie de P. guajava, e, das diferentes
aplicacBes biologicas mencionadas com extratos da espécie Psidium, valiosos a saude
humana, é notdrio a importancia da continuidade da pesquisa afim de elucidar possiveis
aplicacdes biologicas utilizando extratos provenientes da biomassa de calos cultivados in

vitro.

Concluséao
Os resultados desse estudo evidenciam que:

e A germinacéo in vitro de sementes de P. guajava cultivares Cortibel (C1 e C6) e
Paluma apresenta vantagens quando utilizado o meio MS sem adi¢do de sacarose ou
baixas concentra¢des, associados a QD com &gua aquecida (80°C);

e O usodos RCVs atuou significativamente na indugdo dos calos, principalmente em
explantes foliares que foram mais responsivos em menor tempo do que os explantes
de hipocétilo e raiz para as cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6), indicando que, 0
uso de explantes foliar permitird maior rendimento de biomassa vegetal,

e O surgimento dos calos em explantes de folha ocorreu ap6s 28 dias de incubacao,
onde, células parenquimaticas surgiram na superficie da epiderme através de
aberturas causadas pela irregularidade do tecido epidérmico;

e A calos cultivados in vitro de P. guajava das cultivares Paluma e Cortibel (C1 e C6)
séo capazes de sintetizar MeS, como taninos, flavonas e saponinas.

Dessa forma, os resultados obtidos reforcam a necessidade de novos estudos relacionados a
sintese de MeS in vitro em biomassa de calos e possiveis efeitos biolégicos, assim como em
brotos e plantulas germinadas in vitro de P. guajava. Para além, otimizar atraves de técnicas
biotecnologicas como a CTV in vitro, a sintese e extracdo de MeS com qualidade e

rendimento aceitavel, contendo componentes de interesse medicinal.
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