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Desenvolvimento in vitro de sementes
imaturas provenientes de cruzamentos

interespecificos de Psidium spp.

Juliana Martins Ribeiro’
Carlos Antonio Fernandes Santos?
Natoniel Franklin de Melo?®

Resumo - A producéo de goiaba no Nordeste brasileiro, principalmente no
Submédio do Vale do Sao Francisco, apresenta destaque nacional. Porém, a
ocorréncia de problemas fitossanitarios relacionados ao ataque do nematoide
Meloidogyne enterolobii tem prejudicado a producao da cultura e inviabilizado
varias areas de cultivo. A identificagdo de fontes de resisténcia por meio da
obtencao e selecao de progénies resistentes/tolerantes a M. enterolobii por
hibridagéo artificial e o resgate de embrides resultantes de cruzamentos inte-
respecificos poder&o contribuir para a geragdo de novas cultivares de copa
ou porta enxertos resistentes ao nematoide. Diante disso, o objetivo desta
pesquisa foi realizar o desenvolvimento de sementes imaturas resultantes de
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. Para tal propédsito, sementes
imaturas de frutos abortados aproximadamente aos 10, 20 e 40 dias apds os
cruzamentos interespecificos entre Psidium guajava e Psidium friedrichsta-
lianium foram introduzidas in vitro para a avaliagéo do seu desenvolvimento.
Foi observado que ha uma correlacao direta entre o tempo de abortamento
dos frutos e a viabilidade dos embrides. Nesse caso, embrides de semen-
tes imaturas de frutos abortados cerca de 10 dias apds o cruzamento néo
sobreviveram in vitro por mais de 30 dias, ficando totalmente oxidados. As
sementes imaturas de frutos abortados cerca de 20 dias apds o cruzamento
se mantiveram viaveis em meio de cultura, mas sem que ocorresse a germi-
nagao. Entretanto, sementes imaturas de frutos abortados aproximadamente
aos 40 dias apds o cruzamento puderam ser germinadas in vitro, resultando
do desenvolvimento completo de uma planta.

Termos para indexagao: goiabeira, aracazeiro, cultivo in vitro, melhoramen-
to genético.

" Bidloga, D.Sc. em Produgéo Vegetal, pesquisadora da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE.

2 Engenheiro-agronomo, Ph.D. em Genética e Melhoramento de Plantas, pesquisador da Embrapa
Semiarido, Petrolina, PE.

3 Bidlogo, D.Sc. em Ciéncias Bioldgicas, pesquisador da Embrapa Semiarido, Petrolina, PE



In vitro development of immature seeds
from interspecific crosses of Psidium spp.

Abstract - The production of guava in the Brazilian Northeast, mainly in the
Sub-Middle of the S&o Francisco River Valley, have national prominence.
However, the occurrence of phytosanitary problems related to the attack of
the nematode Meloidogyne enterolobii has impaired the production of the
crop and made unviable several areas of cultivation. The identification of re-
sistance sources by obtaining and selecting M. enterolobii resistant / tolerant
progenies by artificial hybridization and the rescue of embryos resulting from
interspecific crosses may contribute to the generation of new nematode resis-
tant cultivars. In view of this, the objective of the present research was to per-
form the development of immature seeds resulting from interspecific crosses
of Psidium spp. For this purpose, immature seeds of aborted fruits at 10, 20
and 40 days after interspecific crosses between Psidium guajava and Psidium
friedrichstalianium were introduced in vitro to evaluate their development. It
was observed that there is a direct correlation between the time of abortion of
the fruits and the viability of the embryos. In this case, immature seed embry-
os of fruits aborted 10 days after crossing did not survive in vitro for more than
30 days, being totally oxidized. The immature seeds of fruits aborted 20 days
after the crossing remained viable in culture medium, but without germination.
However, immature seeds of fruits aborted 40 days after crossing could be
germinated in vitro, resulting on the development of a complete plant.

Index terms: guava, aragazeiro, in vitro culture, genetic improvement.
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Introducao

A goiabeira (Psidum guajava L.) € uma importante cultura, principalmente,
nas areas irrigadas do Nordeste brasileiro, onde o manejo da poda possibilita
a producéo de frutos de alta qualidade em qualquer época do ano. Em 2016,
o Nordeste apresentou a maior produgédo nacional de goiaba, com 191.078
toneladas de frutos, seguido pelo Sudeste, com 186.100 toneladas. Em rela-
¢ao a area colhida no ano de 2016, o Nordeste se destacou com 8.412 hec-
tares, seguido pelo Sudeste, com 6.664 hectares. Entretanto, nesse mesmo
ano, o estado de Sao Paulo foi o maior produtor nacional com maior area co-
Ihida, seguido pelo estado de Pernambuco (Agrianual, 2019). De acordo com
o Anuario Brasileiro de Horti & Fruti (2019), em 2017, a produgao nacional de
goiaba foi de 460.515 toneladas.

A producao de goiaba no Nordeste brasileiro, principalmente no Submédio
do Vale do Sao Francisco, apresenta destaque nacional. Porém, ha alguns
anos, a ocorréncia de problemas fitossanitarios tem prejudicado a produgao
da cultura e inviabilizado varias areas de cultivo (Flori; Castro, 2009). Dentre
os limitantes as maiores produgbes da cultura, os nematoides do género
Meloidogyne foram detectados em goiabeiras cultivadas no Nordeste brasi-
leiro (Moura; Moura, 1989).

A identificagdo de fontes de resisténcia por meio da obtencéo e selegcéo
de progénies resistentes/tolerantes a Meloidogyne enterolobii por hibridacao
artificial (Souza et al., 2018), bem como o resgate de embrides resultantes
de cruzamentos interespecificos, contribuirdo para a geragdo de novas cul-
tivares para serem utilizadas como porta enxertos resistentes ao nematoide.

O resgate de embrides de Psidium spp. a partir de sementes imaturas tem
sido realizado, principalmente, por meio de embriogénese somatica (Ghaffoor;
Alderson, 1994; Guerra et al., 2001; Rai et al., 2007; Moura; Motoike, 2010;
Akhtar, 2010; Bajpai et al., 2016). Informagdes sobre a germinacao de em-
brides e o desenvolvimento in vitro de plantulas a partir de sementes imaturas
de Psisdium spp. sdo escassas.

Frente a importancia do problema do nematoide-das-galhas da goiabeira
e a caréncia de informagdes sobre o tema, esta pesquisa teve como objetivo
realizar o desenvolvimento de sementes imaturas provenientes de cruzamen-
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tos interespecificos de Psidium spp., visando superar a incompatibilidade ge-
nética entre as espécies.

Material e Métodos

Frutos imaturos, abortados aproximadamente aos 10, 20 e 40 dias apds os
cruzamentos interespecificos entre P. guajava e Psidium friedrichstalianium,
foram levados do Campo Experimental de Bebedouro (09°09’ S e 40°22’
W e altitude de 365,5 m) para o laboratério de Biotecnologia da Embrapa
Semiarido e mantidos em geladeira (6 °C a 10 °C) por aproximadamente trés
dias. Sua desinfestagéo foi realizada no interior da capela de fluxo laminar
em solugao de 0,1% de hipoclorito de sodio por 30 minutos, seguida de trés
enxagues em agua deionizada autoclavada. Foi utilizado como explante o
conjunto de sementes imaturas presentes na parte interna de frutos nao oxi-
dados (com coloragéo externa verde) abortados apds os cruzamentos. Os
explantes foram extraidos com o auxilio de pingas e bisturis estéreis e, pos-
teriormente, introduzidos em tubos de ensaio medindo 2,5 cm de didmetro x
8,5 cm de altura, contendo 10 mL de meio de cultura.

O meio utilizado para a germinagéao das sementes imaturas foi composto
pela formulagdo de sais inorganicos WPM (Lloyd; McCown, 1980), vitami-
nas de White (1943), 0,002 g L' de glicina, 0,1 g L' de inositol, 30 g L' de
sacarose, 5,5 g L' de agar, 1,0 mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), sen-
do o pH aferido para 5,9 e o meio esterilizado por autoclavagem (121 °C e
1 kg cm? durante 20 minutos). Para a indugao de raizes e manutengéo das
culturas in vitro, utilizou-se o meio de cultura com formulagéo de sais inorga-
nicos DKW (Driver; Kuniyuki, 1984), vitaminas de White (1943), 0,002 g L' de
glicina, 0,1 g L' de inositol, 30 g L' de sacarose, 5,5 g L' de agar, sem regu-
ladores de crescimento, sendo o pH aferido para 5,9 e o meio esterilizado por
autoclavagem (121 °C e 1 kg cm? durante 20 minutos).

Algumas estratégias foram adotadas para tentar contornar ou diminuir a
oxidagdo das sementes, sendo elas: 1) a adigéo de 0,1 g L' de PVP (poli-
vinilpirrolidona) ao meio de cultura; 2) a imersédo dos explantes em solugéo
filtrada de acido ascorbico nas concentragées de 100 e 200 mgL";e3) a adi-
¢ao de 3 g L' de carvéo ativado ao meio de cultura associado a 0,1 g L' de
PVP. Além disso, nos primeiros 30 dias de cultivo in vitro, os explantes foram
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recultivados semanalmente visando diminuir o contato destes com os com-
postos fendlicos liberados no meio de cultura. Os meios de cultura nos quais
houve a adi¢ao do carvao ativado tiveram as concentragbes dos reguladores
de crescimento aumentadas, devido as propriedades de grande absorg¢ao de
moléculas do carvao ativado. Nesse caso, a concentragao do BAP passou de
1,0 para 10,0 mg L.

Sementes imaturas extraidas de frutos abortados cerca de 10 dias apos
os cruzamentos interespecificos de Psidium spp. foram imersas em solugao
filtrada de acido ascorbico, nas concentragbes de 100 e 200 mgL™, e inocula-
das em meio de cultura contendo apenas 0,1 g L' de PVP. Sementes imatu-
ras extraidas de frutos abortados 20 e 40 dias apds os cruzamentos interes-
pecificos de Psidium spp. foram inoculadas em meio de cultura contendo 0,1
gL'de PVP e 3 g L"de carvao ativado.

Apos a introdugéo no meio de cultura adequado, o material foi mantido por
cerca de 68 dias na auséncia de luz em sala de crescimento e temperatura
de 27 + 2 °C e, em seguida, transferido para uma condigdo luminosa (radia-
¢ao fotossintética ativa de 40 ymol.m>') com fotoperiodo de 16 horas nas
mesmas condigdes.

Resultados e Discussao

Os resultados indicaram que a idade dos explantes e o processo de oxi-
dagéo foram os fatores que mais influenciaram a resposta in vitro de Psidium
spp. (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de explantes germinados e que formaram calos apds
o cultivo in vitro.

Idade dos . Explaptes . Explantes Explantes com
. introduzidos in . =
explantes (dias) vitro germinados formagao de calos
1a13 16 0 0
14 a 20 29 0 13 (44,82%)

40 1 1 (100%) 0



Foto: Juliana Martins Ribeiro

10 BOLETIM DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO 141

Mesmo aqueles explantes que apresentaram alguma resposta in vitro,
seja para a germinagédo ou formagéo de calos, ainda posssuiam algumas
partes oxidadas, as quais foram gradualmente eliminadas a cada troca do
meio de cultura. Sementes imaturas de frutos abortados aproximadamente
aos 10 dias apo6s os cruzamentos entre P. guajava (goiabeira ‘Paluma’) e P,
friedrichstalianium (aragazeiro ‘Costa Rica’) ja se apresentaram totalmente
oxidadas ainda no interior dos frutos (Figura 1A), oxidando no mesmo dia ou
pouco tempo apos sua introdugdo no meio de cultura (Figura 1B). A adigéo
do PVP ao meio de cultura e imersao dos explantes em solugdo de acido
ascorbico nas concentragdes de 100 mg L' e 200 mg L' ndo foram eficientes
para controlar a oxidagao dos explantes com essa idade.

702100X B

¥

Figura 1. Oxidacdo de sementes imaturas de fruto abortado cerca de10 dias apds os
cruzamentos interespecificos de Psidium spp. A) Fruto com oxidagao total em seu in-
terior e B) sementes imaturas oxidadas, extraidas de um fruto abortado, 30 dias apos
sua introdugé@o no meio de cultura.

O processo de oxidagéo pode ser desencadeado pela leséo fisica do te-
cido vegetal, fazendo com que a atividade das enzimas relacionadas com o
estresse oxidativo aumente no local e, consequentemente, ocorra a degrada-
cao oxidativa de compostos fendlicos, resultando no aparecimento de subs-
tancias escuras (Agrios, 2005). Além disso, altas concentragées de compos-
tos fendlicos possuem efeito inibitério no desenvolvimento dos explantes in
vitro (Kerbauy, 2004). Explantes de goibeira exsudam compostos fendlicos no
meio de cultura, os quais dificultam o processo de regeneracao das plantas,

Foto: Natoniel Franklin de Melo
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podendo ocasionar sua morte em até dois dias apds sua introdugdo no meio
de cultura (Singh; Singh, 2018).

Tanto o abortamento do fruto, quanto sua abertura com a utilizacao de |a-
minas, causam lesao fisica no tecido, desencadeando a oxidacao. A atividade
de enzimas relacionadas ao estresse oxidativo foi verificada anteriormente
em P. guajava (goiabeira ‘Paluma’) e P. friedrichstalianium (aragazeiro ‘Costa
Rica’) (Ribeiro et al., 2015). A medi¢éo detectou cerca de 600 unidades de
atividade da polifenoloxidase por miligrama de proteina de tecido (UA/mg)
em aracgazeiro ‘Costa Rica’ e aproximadamente 100 UA/mg em goiabeira
‘Paluma’. Para a peroxidase, foi verificado cerca de 150 unidades de ativida-
de por miligrama de proteina (UA/mg) em aragazeiro ‘Costa Rica’ e aproxi-
madamente 100 UA/mg em goiabeira ‘Paluma’ (Ribeiro et al., 2015). Ambas
as espécies citadas foram utilizadas no resgate de embrides, justificando a
elevada quantidade de explantes oxidados in vitro.

Conforme mencionado, a adi¢cdo de 0,1 g L"'"de PVP ao meio de culturae a
imersao dos explantes em solugao de acido ascorbico nas concentragoes de
100 e 200 mg L™, ndo foram eficientes para controlar o processo de oxidagao
em explantes extraidos dos frutos abortados cerca de 10 dias apds os cru-
zamentos. Frente a esta situagao, explantes extraidos dos frutos abortados
aproximadamente aos 20 dias apds os cruzamentos foram introduzidos em
meio de cultura com 0,1 g L"de PVP e 3 g L"'de carvao ativado. Observou-se
uma redugdo na perda de explantes por oxidagéo (Tabela 1), tendo sido a
adigao do carvéao ativado ao meio de cultura eficiente em controlar o processo
de oxidagao dos explantes com essa idade.

O carvao ativado tem como fungéo adsorver substancias do meio de cultu-
ra, incluindo fendis (Thomas, 2008). O uso do carvéao ativado tem sido ampla-
mente utilizadopara o cultivo in vitro de diferentes espécies, como a tamareira
(EI-Bahr et al., 2016; Zayed et al., 2016), bananeira (Ngomuo et al., 2014;
Safwat et al., 2015), orquidea (Prizdo et al., 2012), tomate (Rodrigues et al.,
2017) entre outras, visando o controle da oxidagéo e, em alguns casos, a
inducao de multiplicagao e enraizamento in vitro.

Ao contrario das sementes imaturas de frutos abortados cerca de 10 dias
apos os cruzamentos, aquelas extraidas de frutos abortados aproximada-
mente aos 20 dias apds os cruzamentos entre P. guajava (goiabeira ‘Paluma’)
e P. friedrichstalianium (aragazeiro ‘Costa Rica’) sobreviveram por mais de
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30 dias in vitro (Tabela 1). Foi possivel a manutencao de sementes imaturas
in vitro cerca de 70 (Figura 2A) e 180 (Figura 2B) dias apés sua inoculagao
no meio de cultura, na auséncia de luz. Entretanto, ndo houve a germinagao
e desenvolvimento de plantulas a partir de sementes imaturas extraidas de
frutos abortados cerca de 20 dias apds os cruzamentos.

1,25 cm

70 a 100X A

Foto: Juliana Martins Ribeiro

Figura 2. Sementes imaturas de fruto abortado cerca de 20 dias apds os cruzamentos
interespecificos de Psidium spp. Desenvolvimento dos explantes: A) 68 dias apos a
inoculagdo no meio de cultura, cultivadas na auséncia de luz e B) 177 dias apoés a
inoculagéo no meio de cultura, na auséncia de luz.

Quanto as sementes imaturas extraidas de frutos abortados cerca de 40
dias apods os cruzamentos entre P. guajava, (goiabeira ‘Pedro Sato’) e P. frie-
drichstalianium (aragazeiro ‘Costa Rica’), assim como aquelas oriundas de
frutos abortados aproximadamente aos 20 dias apds 0s cruzamentos, sobre-
viveram por mais de 30 dias in vitro e tiveram uma menor perda por oxidagao,
tendo sido a adicao do carvao ativado ao meio de cultura eficiente em dimi-
nuir esse processo. Entretanto, ao contrario dos resultados observados nas
sementes imaturas de frutos abortados aproximadamente aos 20 dias apos
os cruzamentos, aquelas extraidas de frutos abortados cerca de 40 dias apds
os cruzamentos germinaram, resultando na formagéo de uma pléntula in vi-
tro. Observou-se a germinagéo do embrido a partir da semente imatura, com
o aparecimento dos cotilédones, cerca de 60 dias apds sua inoculagdo no
meio de cultura (Figura 3A), até o desenvolvimento de uma plantula completa
(Figuras 3B, 3C e 3D).
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Figura 3. Desenvolvimento in vitro de planta partir de sementes imaturas extraidas de
fruto abortado cerca de 40 dias apds os cruzamentos interespecificos de Psidium spp.
Desenvolvimento do explante: A) 62 dias apds a inoculagdo no meio de cultura; B) 80
dias apos a inoculagdo no meio de cultura, C: 102 dias apds a inoculagdo no meio de
cultura e D) 120 dias apds a inoculagdo no meio de cultura.

De maneira geral, a germinagao in vitro de diferentes espécies e cultivares
de goiabeira sao realizadas a partir de sementes imaturas ou embrides zigoti-
cos mais desenvolvidos do que aqueles utilizados nessa pesquisa. Guerra et
al. (2001) utilizaram como explantes para a indugdo de embriogénese soma-
tica em goiabeira Serrana (Feijoa sellowiana), sementes de frutos coletados
135 dias apds a antese. Rai et al. (2009) realizaram a multiplicagéo de brotos
e a regeneracao de plantas de goiabeira (P. guajava) a partir de embrides
zigoticos extraidos de frutos coletados 10 semanas apds a antese. Moura
e Motoike (2009) induziram embriogénese somatica em ‘Paluma’ a partir de
sementes imaturas de frutos coletados 50 dias apds a antese. Akhtar (2010)

Foto: Juliana Martins Ribeiro
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avaliou a embriogénese somatica em ‘Allahabad Safeda’, a partir de embrides
zigoticos isolados de frutos coletados 10 semanas apds a antese. Bajpai et
al. (2016) induziram a embriogénese somatica e a regeneragao de plantas a
partir de embrides zigoticos isolados de frutos de goiabeira (P. guajava) cole-
tados 70 dias apds a antese. Estas informagbes podem justificar o fato de os
frutos abortados até 20 dias apds os cruzamentos néo terem respondido ou
nao terem germinado plantas completas in vitro.

A composigao do meio de cultura, especialmente em relagdo aos sais inor-
ganicos e reguladores de crescimento vegetais utilizados, também influencia
diretamente o padrao de desenvolvimento in vitro. Os reguladores de cresci-
mento vegetais geram efeitos marcantes no desenvolvimento in vitro das plan-
tas, mesmo em pequenas concentragdes. As citocininas sao reguladores de
crescimento vegetais, sintetizados principalmente nos meristemas das raizes.
Sua sintese também ocorre no embrido de sementes em desenvolvimento e
em folhas e frutos jovens. Sdo responsaveis, entre outras, pela indugéo de
gemas ou de raizes na cultura de tecidos, quando aplicados em proporgao
adequada com auxina (Taiz; Zeiger, 2004).

O regulador de crescimento BAP é uma citocinina sintética que tem se
mostrado eficiente na inducdo de brotos em diversas espécies lenhosas
(Oliveira et al., 2016), além de proporcionar um menor custo de aquisi¢gao
(Aragao et al., 2011). Corroborando com os resultados desta pesquisa, o BAP
ja foi utilizado de forma eficiente para a indugdo de brotagdes in vitro no cul-
tivo de goiabeira. Rai et al. (2009) reportaram o uso de 1 mg L' de BAP para
a inducgao de brotos em gemas axilares desta espécie. Meghwal et al. (2010)
utilizaram 1 mg L' de BAP para a indugdo de brotos em segmentos nodais
de ‘Allahabad Safeda’. Bajpai et al. (2016) induziram brotagdes in vitro em
plantas, obtidas a partir de embrides imaturos de ‘Allahabad Safeda’, adicio-
nando 2 mg L' de BAP ao meio de cultura. Singh e Singh (2018) relataram
que o BAP é o regulador mais comumente utilizado para a micropropagacao
de goiabeira.

Plantulas, germinadas e desenvolvidas a partir de sementes imaturas ex-
traidas de frutos abortados cerca de 40 dias apds os cruzamentos entre P,
guajava, (goiabeira ‘Pedro Sato’) e P. friedrichstalianium (aragazeiro ‘Costa
Rica’), foram transferidas para o meio DKW, sem reguladores de crescimen-
to, cerca de 130 dias apods o cultivo em meio WPM adicionado de BAP. Apos
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42 dias de cultivo no meio DKW, observou-se o desenvolvimento de raizes e
de novos brotos na plantula (Figura 4).

Foto: Juliana Martins Ribeiro
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Figura 4. Desenvolvimento in vitro de plantula mantida por
42 dias em meio DKW sem reguladores de crescimento
vegetal.

De maneira geral, meios de cultura com altas concentragdes de sais di-
ficultam o processo de enraizamento in vitro, mesmo com a adi¢do de au-
xinas. Altas concentragdes de sais tendem a inibir todas as fases do enrai-
zamento, especialmente o crescimento das raizes (Centellas et al., 1999).
Concentragdes de sais no meio diminuidas para 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitam
melhor enraizamento (Hu; Wang, 1983).

Para a maioria das espécies vegetais, a utilizagdo do meio com formu-
lagdo de sais inorganicos de MS (Murashige; Skoog, 1962) tem se mostra-
do satisfatéria para o cultivo in vitro. Entretanto, formulagdes especialmente
desenvolvidas para espécies lenhosas, com redugéo do teor de macronu-
trientes, como por exemplo, o meio WPM, tém sido descritas e utilizadas
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frequentemente como alternativa ao meio MS (Melo et al., 1999; Bertozzo;
Machado, 2010).

Por outro lado, apesar de os macronutrientes inibirem o enraizamento
in vitro quando em excesso no meio de cultura, diluigbes excessivas des-
ses nutrientes podem levar a deficiéncias minerais na planta (Grattapaglia;
Machado, 1990), podendo afetar seu desenvolvimento, principalmente, pela
limitacdo do nitrogénio.O nitrogénio (N) € o principal macronutriente para as
plantas, e pode ser absorvido tanto na forma catiénica (NH,*) como aniéni-
ca (NO,). E responsavel pelo crescimento da planta, desenvolvimento do
sistema radicular, atua diretamente na fotossintese e, consequentemente, é
responsavel pela coloragao verde das folhas. Também é parte constituinte da
clorofila, vitaminas, carboidratos e proteinas. E, frequentemente, considerado
0 mais importante fator, apds a deficiéncia de agua, limitante do crescimento
vegetal (Chapin Ill, 1980; Heinrichs et al., 2006)

O meio DKW possui formulagéo intermediaria entre o meio MS e o WPM
em relagéo a concentragéo de nitrato de amoénio (NH,NO,), sendo 20,6 mM
no MS, 17,68 mM no DKW e 4,9 mM no WPM. A escolha do meio DKW para
0 enraizamento e manutencao das culturas in vitro foi visando uma condi¢cao
gue nao interferisse no enraizamento pelo excesso desse macronutriente, e
que também nao prejudicasse o desenvolvimento da planta pela sua carén-
cia. O meio DKW ja foi utilizado de forma eficiente para a micropropagacao
de espécies lenhosas. Melo et al. (1999) reportaram que os meios WPM e
DKW favoreceram um maior numero de brotagdes no cultivo in vitro de ge-
noétipos de aceroleira. Para o estabelecimento de oliveira ‘Koroneiki’ foi ob-
servado que os explantes apresentaram melhores respostas in vitro quando
cultivados por 1 més em meio DKW modificado (Roussos; Pontikis, 2002).
Yildirim (2012) obtiveram brotos com maiores comprimentos médios quando
utilizaram o meio DKW para o cultivo in vitro de Pistacia lentiscus L. Para o
estabelecimento in vitro de Cornus wilsoniana, Li et al. (2015) utilizaram o
meio DKW adicionado de 0.5 mg L™"de Zeatina e 0.1 mg L™ de AIB (acido
indol butirico) para indugédo de brotagbes, e DKW contendo 1.0 mg L™ AIB
para a inducao de raizes nos explantes.
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Conclusoes

A adigao do carvao ativado ao meio de cultura e trocas iniciais de meio
em intervalos menores que uma semana sao importantes para contornar os
problemas relacionados com a oxidacao dos explantes in vitro.

Sementes imaturas de frutos abortados com intervalo inferior a 10 dias
apos o cruzamento ndo sobrevivem in vitro por mais de 30 dias em meio de
cultura, ficando totalmente oxidadas.

Sementes imaturas de frutos abortados cerca de 20 dias apds o cruza-
mento podem se manter viaveis em meio de cultura, mas sem que ocorra a
germinacao e desenvolvimento de plantulas.

Sementes imaturas de frutos abortados aproximadamente aos 40 dias
apos o cruzamento podem ser germinadas e resultar no desenvolvimento de
plantulas in vitro.

O BAP induz a germinagéo de embrides e a formagao de brotos a partir
de sementes imaturas extraidas de frutos abortados cerca de 40 dias apos o
cruzamento.

Meio DKW, sem adicdo de reguladores vegetais, € eficiente para indugao
do enraizamento de plantulas provenientes de sementes imaturas extraidas
de frutos abortados aproximadamente aos 40 dias apds o cruzamento.
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