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RESUMO

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), recurso genético originario da Amazonia
Ocidental, apresenta potencialidades para a agricultura moderna, dada a sua rusticidade, boa
capacidade de producdo e ao aproveitamento dos seus frutos de forma diversificada. Por ser
uma planta de reproducdo sexuada, mantém alta variabilidade genética quanto as
caracteristicas de importancia agrondmica, o que ndo ¢ interessante do ponto de vista
comercial, quando se objetiva a uniformizacdo do crescimento e frutificacdo das plantas.
Através da micropropagagdo ¢ possivel a obten¢do de clones com caracteristicas desejaveis
como a alta produtividade, qualidade superior ou tolerancia ao estresse bidtico e abidtico,
propiciando a multiplicacdo rapida e em pequeno espaco fisico. Este trabalho teve como
objetivo estabelecer protocolos para o cultivo in vitro do cubiu. Foram estudadas diferentes
concentragdes em mg/L dos reguladores de crescimento BAP (0,0; 0,5; 1,0; 3,0 e 5,0) e AIA
(0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 3,0) e 25 combinagdes entre estes, em meio MS, na indugao e regeneragao
in vitro de brotagdes e enraizamento do cubiu. O delineamento experimental foi em blocos
casualizados com cinco repeti¢des e 25 tratamentos, constituindo um esquema fatorial de 5x5.
As combinacgdes em mg/L de BAP e AIA com as melhores respostas foram respectivamente:
para folhas 1,0 ¢ 0,5 produzindo um niimero médio de 8 folhas por explante; para brotacdes
3,0 ¢ 0,5 produzindo um namero médio de 3,10 brotos por explante; para altura das brotagdes
3,0 ¢ 0,5 produzindo altura média de 4,17 cm; para raiz 1,0 ¢ 0,5 produzindo nimero médio
de 8,45 raizes e para o comprimento da raiz 1,0 e 0,5 produzindo comprimento médio de 6,4
cm. Foi possivel micropropagar a espécie S. sessiliflorum adicionando-se ao meio MS os
reguladores de crescimento BAP e AIA, obtendo-se além de maiores niimeros de brotacdes,

plantas completas com sistema radicular e altura ideal para aclimatizagao.

PALAVRAS CHAVE:

Solanum sessiliflorum cultivo in vitro reguladores de crescimento



ABSTRACT

Cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), a genetic resource from western Amazon,
presents a great potential for the modern agriculture, on account of its rusticity, good yield
capacity and usage of its fruits in various diversified ways. On account of it being a sexual
reproduction plant, it keeps a high genetic variability as to the agronomic importance
characteristics which are not interesting in a commercial viewpoint, where the purpose is the
evenness of the growing plants as well as their fructification. Micropropagation is an
alternative for obtaining clones  with desirable characteristics such as high productivity,
superior quality or biotic and abiotic stress tolerance, providing a fast multiplication within a
small physical space. The aim of the present study was to establish protocols for the in vitro
culture of cubiu. Different mg/L concentrations of the BAP (0.0; 0.5; 1.0; 3.0; 5.0) and AIA
(0.0; 0.5; 1.0; 2.0; 3.0) growth regulators and all possible combinations between them in MS
medium were assessed in the in vitro induction and regeneration of cubiu sproutings and
rooting. The experimental design was in random blocks with five replicates and 25 treatments,
constituting a 5x5 factorial scheme. The best BAP and AIA mg/L combinations the following
respectively: for leaves 1.0 plus 0.5 producing an average number of 8 leaves per explant; for
sprountings 3.0 plus 0.5 producing an average number of 3.10 sprouts per explant; for the
height of sproutings 3.0 plus 0.5 producing an average height of 4.17 cm; for root 1.0 plus 0.5
producing an average number of 8.45 roots and for the length of root 1.0 and 0.5 producing a
6.4 cm mean length. It was possible to micropropagate the S. sessiliflorum species adding
BAP and AIA growth regulators to the MS medium, obtaining a larger number of sproutings
as well as complete plants with well developed root system and ideal height for

acclimatization.
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1 INTRODUCAO

Dentro da biodiversidade encontrada na Regido Amazonica estdo disponiveis
inumeros recursos biologicos que podem ser utilizados para o desenvolvimento sustentavel da
agricultura e agroindustria (EMBRAPA, 2002). O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é um
recurso genético que teve origem na Amazonia Ocidental e que pode ser utilizado na
agricultura moderna, devido a sua rusticidade, boa capacidade de produgdo e aproveitamento
de seus frutos, os quais possuem conteido considerado de nutrientes, de formas
diversificadas. Silva Filho (2002) ao estudar 28 etnovariedades (ETN) de cubiu, verificou que
o menor valor em percentual (2,3%) de proteina analisado na polpa da ETN 13, foi superior
aos valores do teor de proteina encontrado na polpa de todas as espécies cultivadas da familia
solandcea de maior importancia comercial, tais como a batata inglesa (1,0%), tomate (1,0%),
pimentdo (1,3%) e berinjela (1,1%). O maior teor de proteina encontrado foi 9,2% na ETN 11,
valor superior aos encontrados em um grande niimero de hortaligas e frutas mais consumidas
no mundo (SILVA FILHO E MACHADO, 1997; TUMA FILHO, 1997).

Na Amazonia peruana o produto industrializado mais exportado para os paises
europeus tem sido o suco do cubiu. Na Amazdnia brasileira este ¢ cultivado em escala
doméstica. No entanto, alguns agricultores estdo expandindo suas areas de cultivo e a
producao esta sendo fornecida a compradores japoneses que estdo usando o fruto como
matéria prima para extracdo de pectina na fabricacdo de medicamentos para controle do
colesterol (SILVA FILHO E MACHADO, 1997).

Por ser uma planta de reprodu¢@o sexuada, o cubiu mantém alta variabilidade genética
quanto as caracteristicas de importincia agrondmica como forma, nimero, tamanho e peso de
frutos, nimero de loculos, espessura da polpa, teor de solidos soltveis totais, e resisténcia a

pragas e doengas que, por um lado, ¢ importantissima ja que esta caracteristica é requisito



fundamental para selecdo de gendtipos superiores, que asseguram uma base genética ampla
para programas de melhoramento genético de plantas (FROTA et al, 2004; PAHLEN, 1977;
SILVA FILHO E MACHADO, 1997; SILVA FILHO, 2002). Porém, do ponto de vista
comercial a alta variabilidade deixa de ser interessante ao se produzir em grande escala, pois o
que se almeja ¢ a uniformizacdo das plantas em crescimento e da frutificacdo. Dentre as
alternativas de se obter clones através da propagacdo vegetativa esta a micropropagacao, que
¢ uma das técnicas de cultura de tecidos que permite a reproducdo de plantas com
caracteristicas desejaveis como a alta produtividade, qualidade superior ou tolerdncia ao
estresse bidtico ou abiotico, além de propiciar a multiplica¢do rapida e em pequeno espaco
fisico. A variabilidade na resposta morfogenética in vitro existente, ndo apenas entre espécies
do mesmo género mas também entre gendtipos da mesma espécie, leva a necessidade de se
definirem protocolos diferenciados (BORGES JUNIOR et al, 2004; GONZALES et al,
2004; PASQUAL et al, 1997a; PASQUAL et al, 1997b; TORRES et al, 1998).

O sucesso da micropropagacdo depende, ndo s6 dos fatores inerentes ao tecido vegetal
(genéticos e fisiologicos), das condi¢des térmicas e luminosas em que a cultura ¢ mantida,
mas também de um meio de cultura apropriado que permita a indug@o, multiplicacdo e
crescimento das brotagdes. A adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura tem
sido necessaria para estimular a multiplicacdo ou alongamento da parte aérea de muitas
espécies. Reguladores de crescimento como a citocinina e a auxina, bem como suas
respectivas concentracdes, sao os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicacao in
vitro (TORRES et al, 1998). O mais importante para o processo morfogenético do explante
esta no balango ou sinergismo entre as diferentes classes de hormdnios € ndo na quantidade
por si s6 de uma delas (CID, 2000; JESUS et al, 2002).

Este trabalho teve como objetivo geral estabelecer a micropropagacdo do cubiu, e

como objetivos especificos avaliar as diferentes dosagens dos reguladores de crescimento



acido indol acético (AIA) e benzilaminopurina (BAP) e suas interagdes na inducdo e

regeneragdo in vitro de brotagdes e enraizamento dessa espécie.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal)

2.1.1 Origem e distribuicio

A espécie Solanum sessiliflorum Dunal variedade georgicum € apontada pelos autores
Schultes e Romero Castanheda (1962) e Whalen et al (1981) como provavel progenitora dos
cultivares de Solanum sessiliflorum variedade sessiliflorum. Segundo estes autores a
variedade georgicum possui espinhos no caule e nas folhas e seus frutos apresentam bagas
globosas e relativamente pequenas. Estes autores afirmaram que a perda de espinhos e o
aumento no tamanho e variabilidade dos frutos poderiam ser resultantes da selecdo humana
durante o processo de domesticacdo. Schultes (1984) e Whalen et a/ (1981) sugeriram que o
cubiu teve origem na Amazdnia Ocidental, e Briicher (1968) sendo mais especifico ainda,
relatou que o cubiu pode ter originado no alto Rio Orinoco. O cubiu estd distribuido
atualmente na Amazoénia brasileira, peruana, equatoriana, colombiana ¢ venezuelana, e
também pode ser encontrado nos Andes de Equador ¢ Colombia at¢ 1000 m ao nivel do mar.
No Brasil, nos municipios ocidentais do Estado do Amazonas, principalmente na regido do
Alto Solimdes, o cubiu é encontrado em condigdes sub-espontaneas, nas rogas ¢ sitios dos

indios e caboclos (COUTURIER, 1988; PURCELL, 1964).



2.1.2 Botanica

O cubiu pertence a familia Solanaceae, género Solanum e espécie Solanum
sessiliflorum. A familia Solanaceae estd amplamente distribuida nas regides tropicais e
temperadas do mundo. Esta abrange mais de 90 géneros e apresenta cerca de 2000 a 3000
espécies dentre as quais podem ser encontradas formas herbéaceas, arboreas, arbustivas,
epifitas e trepadeiras, assim como espécies consideradas invasoras de certas culturas,
comestiveis, venenosas, medicinais ¢ ornamentais. De acordo com D’Arcy (1973), o género
Solanum & o que apresenta maior numero de espécies (1400). Este autor propds para os
géneros e subgéneros, uma subdivisdo do género em 52 se¢des, onde se encontra a se¢do
Lasiocarpum (Dunal) D’Arcy, do subgénero Leptostemonum (Dunal) Bitt, o qual ¢
constituido por 13 espécies dentre elas Solanum sessiliflorum (CARDOSO, 1997; HEISER
JUNIOR, 1972; STORTI, 1988).

Whalen et al. (1981) afirmaram que todos os membros da secdo Lasiocarpum sao
sexualmente reprodutivos, autocompativeis e diploides. Porém existem barreiras internas bem
desenvolvidas para hibridiza¢do tais como a incompatibilidade estilar, aborto de sementes

hibridas e esterilidade parcial do hibrido.



2.1.2.1 Classificacdo taxonémica de acordo com Cronquist (1981):

Reino: Metaphyta
Divisao: Magnoliophyta
Subdivisao: Magnoliophytina
Classe: Magnoliopsida
Subclasse: Asteridae
Ordem: Solanales
Familia: Solanaceae

Dependendo da localidade, o cubiu recebe diferentes nomes populares. No Peru este é
conhecido como topiro, tupiro € cocana, na Colombia ¢ Venezuela também ¢é chamado de
cocana, no nordeste, tomate-de-indio e orinoco apple e peach tomato nos paises de lingua

inglesa.

2.1.3 Morfologia

O cubiu é um arbusto de ciclo anual que varia de 1 a 2 m de altura, ereto e ramificado,
com raizes laterais estendendo-se até 140 cm da base da planta e as folhas cobrem uma area
pouco menor. Toda a parte aérea ¢ coberta por uma pilosidade densa. Possui folhas simples
com peciolos que alcangam até 14 cm e lamina até 58 cm de comprimento, alternadas, com
arranjo em espiral (em grupo de trés). A parte adaxial da folha ¢ de cor cinza, e a parte abaxial
¢ coberta por uma substancia agucarada que atrai himenopteros (Apidae, Vespidae,

Formicidae) e dipteros. Cada planta apresenta em média nove inflorescéncias, apresentando



de cinco a nove flores ou botdes. Cada inflorescéncia abre uma a duas flores por dia, e nestas
podem ser encontradas flores hermafroditas e estaminadas. As flores sdo completas, medindo
entre 4 a 5 centimetros, possuem pétalas verde-claras, sépalas verdes, calice maior que a
corola, anteras amarelas em niimero de cinco com 3 cm de comprimento € 1 cm de largura
(PAIVA, 1999). Estas abrem por volta das 7:00 h e comecam a fechar as 16:00 h. Pahlen
(1977) considerou o cubiu uma planta que se auto-fecunda pelo fato de as plantas isoladas
apresentarem uma boa producdo de frutos. No entanto, este mesmo autor considerou que esta
planta deve ter certa quantidade de cruzamentos naturais porque sempre foi observada a
presenga de abelhas sociais e solitarias, visitando flores e carregando o polen. Varios outros
autores também concordam que esta planta seja autdgama (CLEMENT, 1989; SILVA FILHO
et al, 1993). Entretanto Storti (1988) ao estudar a biologia floral do cubiu relata que o sistema
de reproducdo dessa espécie ¢ alogamico, e descreve caracteristicas que promovem a
polinizacdo cruzada tais como o fato das anteras serem do tipo poricida e, portanto, do pdlen
ser liberado com o auxilio de abelhas vibradoras. Outra caracteristica é o padrao de floragéo
assincronico em plantas individuais, for¢ando o polinizador a visitar outras inflorescéncias de
uma mesma planta ou em plantas diferentes.

O fruto do cubiu ¢ de forma variada e de acordo com o genétipo este pode ser
redondo, achatado, quinado, cordiforme ou cilindrico, apresentando coloragdo verde quando
imaturo, amarelo quando maduro, tornando-se marrom avermelhado. A espessura da polpa ¢é
proporcional ao tamanho do fruto. Este pode variar de 30 a 450 g e contém de 500 a 2000
sementes glabras, ovaladas e achatadas. O cubiu € propagado exclusivamente por semente

(SILVA FILHO,1998, 2002; TUMA FILHO, 1997).



2.1.4 Usos do cubiu

Os frutos do cubiu apresentam-se como uma alternativa na dieta alimentar da
populacdo amazonida. Podem ser consumidos tanto in natura como nas formas de sucos,
doces e geléias, ou ainda acompanhando pratos a base de carne, frango e peixes. Também sdo
utilizados na medicina popular para reduzir os niveis elevados de colesterol, acido Urico e
glicose no sangue, além do tratamento da anemia. Os indios peruanos Waorani utilizam as
folhas, galhos, e raizes das plantas jovens, fervidas e maceradas para tratamento de pessoas
mordidas por aranhas e como cicatrizantes de ferimentos externos. Segundo Tuma Filho
(1997) moradores da comunidade Breves — Anajas no Estado do Para, além de utilizarem o
cubiu na alimenta¢do o usam para asseio corporal e no tratamento de coceiras. Salick (1987)
também afirmou que o cubiu ¢ utilizado pelas populagdes tradicionais da Amazonia Ocidental
para cura de doengas da pele. Silva Filho (2002) relatou que as folhas maceradas sdo
utilizadas pelos indios peruanos e brasileiros para evitar a formagao de bolhas na pele em caso
de queimaduras provocadas por fogo ou agua fervente. Segundo este autor, os caboclos e
indios peruanos utilizam o suco puro do cubiu para dar brilho aos cabelos (SALICK, 1992;

SILVA FILHO et al, 1997).

2.1.5 Composicio quimica dos frutos

Os frutos do cubiu sdo ricos em ferro, niacina (Vitamina Bs), acido citrico e pectina,
possuem também vitaminas A e C. O cubiu ¢ considerado um fruto suculento e apresenta de
88 a 93 % de umidade. Possui acidez elevada, o que permite a dilui¢do elevada na formulacao

de sucos. O teor de solidos soltiveis (°Brix) varia de 5 a 8 e ¢ constituido, em sua maioria, por



agucares redutores. E considerado um fruto altamente dietético pois possui baixo teor calérico
e teores significativos de fibra alimentar, sendo indicado por estas caracteristicas a pacientes
hipercolesterolémicos e hiperglicémicos de acordo com Yuyama et al (1997). Silva Filho
(2002) ao analisar macro e micronutrientes contidos nos frutos do cubiu de 28 etnovariedades
estudadas, observou que estas apresentaram, de um modo geral, altos teores de K, Zn e Fe.
Este também constatou uma ampla variagdo genética nestas etnovariedades com relagdo aos
teores de cinzas (6,2% a 12%), de proteina bruta (2,3% a 9,2 %), de lipideos (1,3% a 27,2%) e

de carboidratos (58,5% a 87,3%) (SALICK, 1992; SILVA FILHO et al, 1997).

2.1.6 Variabilidade genética

Segundo Silva Filho (2002) as populagdes com frutos de maior tamanho sdo
procedentes da regido do Alto Solimdes na Amazonia brasileira, peruana e colombina e sdo
mais avangadas no processo de domesticacdo. De acordo com Pahlen (1977), o
desenvolvimento da planta e o numero de frutos do cubiu sdo reduzidos em condicdes
adversas, no entanto o tamanho das folhas e dos frutos permanece quase invariavel. O mesmo
ndo ocorre com outras Solanaceas, como o tomate, pimentdo, berinjela e jilo, nos quais o
tamanho das folhas e dos frutos varia de acordo com o desenvolvimento das plantas.

De acordo com estes autores, podem-se considerar os caracteres como forma e
tamanho altamente herdaveis ja que nao variam em sucessivas geragdes. Silva Filho (1994) ao
avaliar a variagdo fenotipica em frutos de 29 populagdes de cubiu encontrou oito formas
(Quadro 1), sendo mais comum a forma cordiforme (31%) ¢ a forma cilindrica (21%). Os
frutos globosos variam de pequeno (3,2 cm de comprimento por 3,3 cm de largura) a grande
(9,3 cm de comprimento por 7,6 cm de largura), e os pesos médios desses frutos variam de

18,5 g e 301 g respectivamente. Diante da alta variagdo encontrada para o fendtipo dos frutos,



para fins de industrializacdo, o mesmo autor sugere direcionar a sele¢do para o formato
redondo, devido a maior facilidade de despolpa-lo mecanicamente.

Silva Filho et al (1997) observaram que cinco caracteres, considerados de importancia
agronOmica, exerciam efeito direto e positivo sobre a producio do cubiu, dentre estes, a area
da folha que possui papel preponderante na taxa fotossintética da planta, a largura do fruto e
o numero de loculos, que sdo caracteres que estabelecem a uniformidade e a firmeza dos
frutos, a espessura da polpa que indica o tipo de aproveitamento que o fruto tera na industria,
e o numero médio de frutos que expressa o potencial da espécie em se tratando de
produtividade, que segundo Pahlen (1977) pode variar de 20 a 250 t/ha. Outra caracteristica
importante a se considerar ¢ o °Brix e o teor de acido citrico das etnovariedades de cubiu que
variam de 5,0 a 8,2 ¢ 1,1 a 2,0 % respectivamente. Estas caracteristicas possibilitam a busca

de combinagdes de genotipos que permitam melhorar o sabor dos frutos.



Forma Freqiiéncia (%)
Redondo/Globoso 3,5
Redondo Angular 6,9
Levemente Achatado 17,2
Achatado 3,5
Achatado Irregular 13,8
Cordiforme 31,0
Cordiforme Irregular 3,5
Cilindrico 20,7

Quadro 1 — Freqiiéncia de formas dos frutos (classificacdo de Alcazar, 1981) em 29 progénies de cubiu (Solanum
sessiliflorum) da cole¢do de germoplasma do INPA.

FONTE: SILVA FILHO, 2002.

2.2 Propagacio in vitro de plantas

Também chamada de micropropagacao, a propagacdo in vitro ¢ uma técnica para
propagar plantas dentro de tubos de ensaios ou outros recipientes similares de vidro (por isso
o termo in vitro), sob condi¢des adequadas de assepsia, nutri¢do e fatores ambientais, como
luz, temperatura, oxigénio e gas carbonico (CID, 2003; LAMEIRA et al, 2000). A cultura de
tecidos € a area da biotecnologia que tem atualmente a maior aplicagdo pratica na agricultura.

A micropropagagdo, quando empregada a um programa de melhoramento, torna-se uma



técnica auxiliar muito valiosa, para clonagem a curto prazo de genotipos superiores e para
acelerar programas de melhoramento genético (LEDO et al, 2000;PASQUAL et al, 1997,
1997b).

A propagacdo convencional de algumas espécies, que ¢ feita através do uso de
sementes, além de gerar variagdes nas plantas produzidas, s6 permitird que estas produzam
flores, por exemplo, apds seis a sete meses, enquanto que pela propagacdo in vitro e
utilizando tecidos adultos, como propagulos (qualquer parte vegetativa de uma planta
destinada a propagagio), este periodo pode ser reduzido para trés a quatro meses (ARAUJO et
al, 2004; PASQUAL et al, 1997a). A técnica de cultivar tecidos de plantas in vitro possibilita
a manutencdo de identidade genética dos individuos e obtengdo de grande numero plantas
sadias e de alta qualidade em pequeno espago fisico e em curto tempo, independentemente da
época do ano. Por outro lado, o uso comercial da cultura de tecidos ¢ ainda limitado por
alguns fatores, dentre eles a baixa eficiéncia no desenvolvimento e multiplicacdo que algumas
espécies apresentam sob condigdes in vitro. Varios autores afirmam que a regeneracdo de
muitas espécies depende tanto da fonte de explante utilizada quanto do genoétipo e, que a
cultura de tecidos, como técnica de propagag¢do vegetativa, necessita ser adaptada as
necessidades das espécies e cultivares, pois estas diferem geneticamente entre si, podendo
apresentar resultados diferentes sob as mesmas condi¢cdes de cultivo (COSTA et al,2000;
KITTO, 1997; PEREIRA e FORTES, 2003;).

Faria e Illg (1993), analisando a capacidade de regeneracdo de trés cultivares de
tomates, a Petomech, Santa Rita ¢ VFN-8, observaram um potencial organogénico baixo
quando comparado com a espécie selvagem Lycopersicum pimpinellifolium. Fari et al (1997),
também verificaram diferencas na regeneracdo in vitro das cultivares de tomateiro industrial
IPA-5 e IPA-6, onde a cultivar IPA-5 apresentou uma capacidade de regeneracdo superior a

cultivar IPA-6.



A cultura de tecidos ¢ fundamentada na teoria da totipotencialidade formulada por
Matthias Scleiden & Theothor Schwann, em 1988 apud Cid (2003), a qual afirma que a célula
¢ autonoma e, portanto, contém toda a informacao genética necessaria a regeneragdo de uma

planta completa.

2.2.1 Vantagens e desvantagens da cultura in vitro

Dentre as principais vantagens da cultura de tecidos, além da aquisi¢do de clones de
qualidade superior, esta a multiplicacdo rapida de uma grande quantidade de plantas sadias e
geneticamente uniformes em pequeno espago ¢ em curto periodo de tempo (GONZALEZ et
al, 2004; SA e BRAGA, 2002; SILVA et al, 1991).

O cultivo in vitro torna possivel também a criacdo de banco de germoplasma o qual
tem como objetivos principais a conservacdo de fontes genéticas para futuro uso em
melhoramento e estudos em genética, manter colecdes de diferentes gendtipos devidamente
caracterizados e avaliados para o uso em programas de melhoramento, além de ser uma forma
de conservar os recursos genéticos. O intercambio de germoplasma originado da cultura in
vitro permite que genotipos sejam transportados entre paises com a seguranga de que ndo
estdo sendo introduzidas doengas, e que ainda cheguem a seu destino em condicdes de ser
propagados, o que frequentemente ndo ocorre com estacas ou outro tipo de propagulo, devido
ao longo tempo que o material permanece até a liberacdo alfandegaria. Outras vantagens
dessa técnica sao a possibilidade do uso de espécies de propagagdo vegetativa, tais como
plantas estéreis ou produtoras de sementes recalcitrantes, assim como a produgao permanente
de material, ao qual se pode ter acesso em qualquer época do ano, e¢ a facilidade de
preservacdo de explantes (células, tecido ou orgdo utilizado para iniciar o cultivo in vitro)

isentos de viroses e outros patogenos, além de serem geneticamente estaveis. Atualmente, a



maior concentracdo da atividade de micropropagagdo reside na limpeza clonal e na produgéo
de mudas de espécies de interesse econdmico. Em sistemas onde a certificagdo de mudas
frutiferas € necessaria, a limpeza clonal e a micropropagacao sdo indispensaveis (PASQUAL
et al, 1997a). Para algumas espécies de importancia econdmica, como a mandioca e a batata,
o intercambio internacional ja estd sendo realizado in vitro. Assim como em qualquer outra
area, o cultivo in vitro também apresenta algumas desvantagens, dentre estas estdo a
necessidade de subcultivos periddicos, o risco de perda por contaminacao e os riscos de danos
dos equipamentos de controle ambiental (GONZALES et al, 2004; MELO-FARIAS et al,

1996; PASQUAL et al, 1997b; SALGADO et al, 2001; SATO et al, 2001b).

2.2.2 Importincia e aplicacdes da cultura de tecidos vegetais

A cultura in vitro de plantas tem se mostrado importante nao apenas na area florestal e
agricola, mas também na area cientifica. Assim, dependendo dos objetivos de sua aplicagdo, a
cultura in vitro apresenta diferentes modalidades, como por exemplo, cultura de células,
tecidos, 6rgdos, protoplastos, anteras, calos, sementes, etc. Através da cultura de protoplastos,
podem-se hibridizar variedades diferentes, vencendo barreiras genéticas, como em
cruzamentos considerados incompativeis. Esta técnica permite tanto a hibridacdo
interespecifica (entre espécies) quanto a intergenérica (entre géneros) como, por exemplo,
podem ser citados os hibridos somaticos entre batata e tomate obtidos por Melchers et al
(1978). Portanto, a cultura de protoplastos além de possibilitar o aumento da variabilidade
genética, permite a transferéncia de genes desejaveis entre espécies, principalmente das
selvagens para as cultivadas (PUGA et al/, 1991). Com uso da cultura de anteras, podem-se
obter plantas hapléides, que logo depois podem-se diploidizar, ou seja, o numero de seus

cromossomos podem ser duplicados, com o uso de colchicina, que permite originar plantas



diploides as quais apresentam homozigose em 100% dos locos, ou seja, individuos que
produzem um s6 tipo de gameta que, no caso do melhoramento genético de plantas, podem
ser utilizados tanto para originar uma nova cultivar quanto para futura hibridacdo com outro
individuo. Se este mesmo homozigoto fosse obtido por métodos convencionais, seriam
necessarias de 6 a 8 geragdes de autofecundacdo e selecdo, requerendo um longo tempo de
trabalho. No caso de cultura de células, podem-se obter mutantes, ou seja, gendtipos que
ganharam ou perderam alguma caracteristica especifica. Neste caso, a variagdo somaclonal
que nada mais ¢ do que a ocorréncia de modificagdes genéticas nas células e tecidos
cultivados in vitro, e a indu¢do de mutagdes podem gerar variabilidade e fornecer genotipos
superiores que também podem ser usados no melhoramento. Também através da cultura de
células ou mesmo de tecidos, ¢ possivel manipular células isoladas das plantas para estudar
efeitos bioquimicos e fisiologicos de herbicida a nivel celular, onde os efeitos dos herbicidas
podem ser acompanhados sob condigdes controladas, usando um meio de crescimento
definido o que seria mais dificil em um estudo ao nivel da planta inteira (CID, 2003;
PASQUAL et al, 1997b).

Através da cultura de embrides e meristemas, pode-se fazer trabalhos de
criopreservagdo para conservar material de grande importancia econdmica e em espécies de
reproducao assexuada como a batata, mandioca, abacaxi entre outros, em bancos de
germoplasmas, com economia de espaco e dinheiro. A conversdo in vitro de embrides
zigbticos de cupuaguzeiro, isolados de semente em completo estadio de maturagdo fisioldgico,
originando plantas completas ¢ normais, foi obtida por Ledo et al (2000). Cid (1985) apds
duas semanas, obteve a germinac¢ao de 50% de embrides de dendé (Elalis guineensis J)
inoculados e atribuiu a baixa viabilidade a fatores ndo relacionados a cultura in vitro, tais
como as condicdes de armazenamento das sementes, e outras causas ligadas a fatores

genéticos (CID, 2003; PAIVA et al, 2004).



Através da cultura de meristemas apicais, ¢ possivel obter plantas livres de virus, uma
vez que esta ¢ a Unica parte da planta geralmente ndo infectada, devido & velocidade da
multiplicagdo celular e a distdncia do sistema vascular por onde os virus possam se
disseminar. Com o uso dessa técnica foi possivel a limpeza de viroses do morango resultando
no aumento da produtividade média desta espécie de 3 t/ha para até 12 t/ha (PASQUAL et al,
1997a).

Com a cultura de gemas axilares ¢ possivel propagar milhares de plantas, com
genotipos superiores, por exemplo, com resisténcia a nematoides, fusarium, entre outros. A
micropropagacao vem sendo utilizada em solanaceas de grande importancia econdmica como
a batata (Solanum tuberosum L.), especialmente na producdo de material propagativo com
elevada qualidade fitossanitaria, o que tem proporcionado beneficios diretos aos produtores,
pelo conseqiiente aumento nos niveis de produtividade da cultura (BARBOZA et al, 2004;
PEREIRA e FORTES, 2003). Apesar de Pahlen (1977) em suas duas experiéncias em solo
franco arenoso com um total de 149 plantas de cubiu afirmar que a presenca de nematoides
ndo impediu a colheita dos frutos dessa espécie, este mesmo autor cita que Briicher (1973) ao
estudar plantas da espécie Solanum sessiliflorum coletado no Alto Orinoco e plantado em
terras da Universidade Central da Venezuela, revelou que ¢ praticamente impossivel cultivar
esta solanacea de alto potencial economico em escala comercial devido a incidéncia de
Meloidogyne sp. Pahlen (1977) também constatou além de outras pragas e doencgas a presenca
deste nematoide em plantas dessa espécie. No entanto, o0 mesmo autor verificou, na mesma
area, a presenga de plantas de cubiu com e sem sintomas de murchamento € com ¢ sem
nematoides, indicando que pode haver variabilidade genética para resisténcia a esses fatores.
Este ¢ um problema que pode vir a ser resolvido via micropropagacdo dessa espécie. A

cultura de tecidos também da suporte para realizacdo de trabalhos na area da genética como



na obtencdo de plantas transgé€nicas (CID, 2003; NUNES, 2005; PASQUAL et al, 1997a,
1997b; SABA et al, 2001).

2.2.3 Micropropagacio: formas de conducao e estagios

Murashige (1974) conceituou estagios de desenvolvimento no processo de propagacdo

in vitro, onde o esquema padrao para sistemas de micropropagacdo dividiu se em:

a) Estagio I — onde ocorre a sele¢d@o de explante, desinfestagdo e cultura em meio

nutritivo sob condi¢des assépticas;

b) Estagio I — onde ¢ feita a multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas

subculturas em meio proprio para a multiplicagao;

c) Estagio III — onde ocorre a transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de

enraizamento e subseqiiente transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo.

Este esquema pode ser modificado conforme as peculiaridades de cada espécie.
Também pode ser necessaria uma fase adicional de alongamento das partes aéreas antes do
enraizamento, ou ainda pode-se eliminar a etapa de enraizamento in vitro, manipulando as
partes aéreas como microestacas e colocando estas diretamente no substrato de transplantio
(GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998).

Dependendo do explante utilizado, a micropropagagdo pode ser conduzida de trés
formas: através da proliferacdo de gemas axilares; inducdo de gemas adventicias por
organogénese direta e indireta e via embriogénese somatica. Na multiplicacdo por meio da
proliferacdo de gemas axilares, os oOrgdos meristematicos pré-formados sdo isolados, e
estimulados a crescerem através do uso de reguladores de crescimento dando origem a novas

partes aéreas, formando tufos de brotos, os quais sdo subdivididos em conjuntos menores, ou



cada parte aérea ¢ isolada das demais para formacdo dos novos explantes. Quando a espécie
apresenta naturalmente uma grande capacidade de formagdo de folhas, e um rapido
alongamento do caule, ndo ¢ necessario a quebra da domindncia apical, e boas taxas de
multiplicagdo podem ser obtidas pela subdivisdo do caule em diversos segmentos nodais,
contendo cada um uma gema axilar. O uso de gemas axilares para micropropagacdo ¢
geralmente preferivel devido ao fato de se produzir in vitro um fendmeno natural tornando o
sistema de fécil controle e também por apresentar uma fidelidade genética alta (PASQUAL et
al, 1997a; GOULART, 1991; GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998). Segundo Zepeda e
Sagawa (1981), a formagdo de gemas multiplas a partir de gemas axilares de uma coroa de
abacaxizeiro, cultivadas in vitro, possibilitou a formacao de 5.000 plantulas, num periodo de
12 meses.

Na indugdo de gemas adventicias por organogénese direta ou indireta, ocorre a
formacao de gemas em locais ndo convencionais, tanto diretamente de tecidos com potencial
morfogenético, mas que normalmente nao se expressa como cambio vascular, base de peciolo,
bases de folhas, escamas em bulbos e segmentos de raizes, entre outros, quanto indiretamente
quando o processo de regeneracdo de gemas ¢é precedido pela formagdo de calo. Em se
tratando da integridade clonal, as gemas adventicias sdo também desejaveis como sistema de
multiplicagdo, desde que ndo passe pela fase de calo, que consiste em uma massa de células
desorganizadas originadas de tecidos, 6rgdos ou células previamente cultivadas e que pode
gerar mais variagdo somaclonal e, portanto variabilidade genética em relacao ao progenitor.
As partes aéreas, obtidas desse sistema, sdo individualizadas, enraizadas e transplantadas
(TORRES et al, 1998).

A multiplicacdo através da embriogénese somatica consiste na formagdo de
embrioides (embrido originado de uma célula somatica) a partir de tecido somatico com

constituicdo idéntica a da planta matriz a ndo ser nos casos em que ocorre a embriogénese por



via indireta passando pela formacdo de calo. A maioria dos sistemas via embriogénese
somatica ocorre de forma indireta onde os calos embriogé€nicos sao induzidos e matidos ao
longo da multiplicagdo. A multiplicacdo via embriogénese somatica apresenta algumas
limitagdes tais como a variabilidade genética indesejavel que muitas vezes ¢ obtida por esse
processo. Segundo Ammirato (1983) e Krikorian et al (1983) nesse sistema de multiplicagao,
ocorrem anormalidades genéticas em geral como resultado da passagem pela fase de calo,
onde as células estdo mais sujeitas a sofrerem alteragdes. Outro problema desse sistema ¢ a
perda gradual do potencial de regeneragdo de plantas apds algumas subculturas. Smith e
Street (1974) verificaram mudangas na citologia nuclear de células de cenoura, o que levou o

surgimento de células com baixo ou nenhuma totipoténcia (PASQUAL et al, 1997a).

2.2.4 Denominadores comuns a todas as modalidades da cultura de tecidos

Apesar de toda a diversidade de técnicas, a cultura de tecidos possui alguns
denominadores comuns a todas as suas modalidades, tais como o processo de assepsia, a
utilizacdo de explantes ¢ de um meio nutritivo, além de fatores ambientais como luz,

temperatura, gas carbonico e oxigénio, que geralmente sdo controlados (CID, 2003).

2.2.4.1 Explante

O explante ¢ fundamental para iniciar a cultura in vitro. Este pode ser desde uma
célula, tecido ou até um 6rgdo como uma folha, flor ou fruto, apice radicular ou caulinar,
gema axilar, segmento de folha jovem, antera, ovario, embrido zigotico, etc. E importante que
as fontes de explantes estejam saudaveis e livres de contaminagdes, pois esse fator ira

determinar a facilidade em se descontaminar o explante durante seu isolamento. Também



deve-se ter preocupacdo com organismos de natureza endogena, os quais ndo sao expostos aos
agentes desinfestantes e devem ser controlados ja na planta matriz, em ambiente mais limpo
como casa de vegetagdo, ou camara de crescimento, pois no campo a planta fica exposta a
todo tipo de intempérie e insetos que provocam ferimentos e permitem a entrada de
microrganismos. Em geral os cultivos sdo melhor estabelecidos a partir de explantes coletados
no inicio ou durante o crescimento ativo da planta mae. No entanto, a respostas dos explantes
depende da cultura e em particular do gen6tipo e da quantidade relativa de contaminacdo e
oxidacdo destes. Tecidos jovens de roseira possuem menor tendéncia ao escurecimento no
momento da excisdo do que tecidos mais velhos, porém o mesmo ndo ocorre em explante
muito jovem de café, pois estes mostraram maior intensidade de oxidacdo do que explantes
tirados dos tecidos mais velhos. O escurecimento pode ocorrer também em tecidos cultivados
apos um periodo de crescimento como ocorreu com o Sorghum e Parthenium hysterophorus
que apods produzirem calos, tornam se escuros e em seguida necrdticos depois de cultivados
por algum tempo. O grau de escurecimento do explante pode ser diminuido reduzindo a
extensao de corte do mesmo durante a excisdo ou esterilizacdo (CID, 2003; PASQUAL et al,
1997 a).

Segundo Pasqual et al (1997a) pode haver diferengas na capacidade de explantes
crescerem in vitro entre plantas da mesma espécie. De acordo com o autor as respostas
obtidas dependem do tipo de explante, tamanho, idade e forma de cultivo. Dentre estes, a
idade ontogenética ¢ a idade do 6rgdo se mostram como os fatores mais importantes. Com
relagdo a idade ontogenética ou fisiologia, o explante ¢ considerado jovem ou adulto se ¢
derivado de uma parte da planta na fase de crescimento juvenil ou adulta. Quanto ao grau de
diferenciagdo, as partes mais jovens de uma planta sdo as células meristematicas, nao

diferenciadas, enquanto que as células diferenciadas dos 6rgdos sdo mais velhas. Portanto,



explantes extraidos de tecidos de uma planta juvenil, especialmente de plantulas, sdo em geral
os que melhor respondem nos cultivos in vitro.

Explantes podem derivar plantas diretamente ou passar por uma etapa intermediaria de
calo, antes de a planta ser obtida. Essa massa de células ndo diferenciadas a qual se denomina
calo, encontra-se em continua proliferacdo celular, e pode ser caracterizada quanto a sua
consisténcia compacta ou fridvel e sua cor esbranquicada ou amarelada (CID, 2003;

PASQUAL et al, 1997 a).

2.2.4.2 Assepsia

O cultivo in vitro exige rigorosa assepsia, pois o contato de microrganismos com meio
de cultura promoverd o desenvolvimento destes e inviabilizard a cultura que se deseja
estabelecer. A assepsia consiste no conjunto de medidas a serem tomadas para impedir a
entrada e proliferacdo de microrganismos tais como bactérias, fungos, leveduras, entre outros.
Varias podem ser as fontes de contaminagdo e, portanto, todos os materiais envolvidos no
trabalho de cultura de tecidos devem passar por um processo adequado de assepsia e
esterilizagdo (CID, 2003; PASQUAL et al, 1997 a; PUGA et al, 1991).

Segundo Cid (2003) para evitar a contaminacdo do explante, ¢ inevitavel o uso de
antissépticos, que podem ser bacteriostaticos ou germicidas. Estes podem ser antibioticos,
alcoois (alcool etilico), halogénios (hipoclorito de so6dio), sais de metais pesados (bicloreto de
mercurio), fungicidas organicos entre outros. Quanto aos materiais como vidraria, pingas,
bisturis, ¢ os meios de cultura, estes devem ser esterilizados para que se destruam todos os
microorganismos, seja por calor seco (forno, ar quente) ou umido (autoclave). Cid (2003)
afirma ainda que utensilios metalicos que ser@o utilizados na manipulagdo do tecido podem

ser esterilizados por flambagem direta em lamparina com alcool ou bico de Busen na camera



de fluxo laminar, que ¢ um ambiente axénico, ou seja, ambiente totalmente livre de germes.
Segundo Pasqual er al 19974, as substancias de a¢do germicida mais comuns sdo o etanol e os
compostos a base de cloro como o hipoclorito de sodio (0,5 a 2%) e de célcio. Para melhorar
o contato das solucdes a base de cloro, com a superficie dos tecidos, geralmente ¢ utilizado
um espalhante adesivo, sendo o Tween 20 o mais comum, do qual normalmente adiciona-se
de 1 a 2 gotas/100ml para aumentar a penetracdo da solug¢do no tecido. Segundo este autor, o
etanol a 70% e 80% ¢ utilizado por alguns segundos, pois acima desta concentracdo além de
ser menos eficiente, pode desidratar rapidamente os tecidos, e além da a¢do germicida, este
atua como substancia surfactante e quando aplicado antes facilita a agdo de outros produtos.
Ap6s a desinfestacdo, sdo feitas lavagens sucessivas com agua destilada e autoclavada para so6
entdo os explantes serem inoculados no meio de cultura. O alcool a 70% também ¢ utilizado
para pulverizar as maos e mesa da cdmara. Ao contrario do exposto por Cid (2003), Pasqual et
al (1997 a) afirma que a uUnica finalidade da flambagem ¢ de eliminar o alcool, e que a
desinfestagdo dos utensilios utilizados na camara de fluxo laminar ¢ feita pelo alcool a 95% e
a esterilizagdo de instrumentos e vidraria deve ser realizada em autoclave a 120°C por 30

minutos ou em estufa a 140 a 160 °C por 2 a 3 horas.

2.2.4.3 Meio de cultura

Na natureza, as plantas s3o autotroficas, necessitando para seu crescimento e
desenvolvimento in vivo de um substrato, sais minerais essenciais, agua, gas carbonico e
energia (luz). No entanto um explante, o qual ¢ somente uma pequena parte da planta ndo
chega a ser autotréfico e, portanto requer para seu crescimento um meio nutritivo,
suplementado com as necessidades basicas da célula. Segundo Pasqual (1997c) o meio de

cultura serve para suprir os tecidos e oOrgdos cultivados in vitro com nutriente que sdo



necessarios ao crescimento. Este fornece além de macro e micronutrientes, carboidratos para
substituir o carbono que a planta na natureza fixa da atmosfera através da fotossintese. Para
um melhor desempenho no crescimento e desenvolvimento das plantulas, normalmente sdo
adicionados alguns componentes organicos como vitaminas, aminoacidos e reguladores de
crescimento (TORRES, 1997). Segundo Grattapaglia e Machado (1998), existem varias
formulagdes de meios, dos quais os mais conhecidos sdo Murashige e Skoog (MS), White,
Nitsch e Nitsch, Gautheret, Gamborg (B5), Erickson (ER), Shenk e Hildebrandt (SH) e Heller
(HE) porém, nao existe uma formulagdo padrao de meio pois as exigéncias nutricionais para o
crescimento 6timo de um determinado tecido podem variar em cada espécie € mesmo na
propria planta. Segundo Torres (1997), explantes de diferentes partes da planta podem
requerer meios especificos para um crescimento satisfatorio. No entanto, o meio MS
(Murashige e Skoog, 1962), suas modificagdes e diluicdes tém apresentado bons resultados

para diversas espécies (SATO et al, 2001a).

2.2.4.3.1 Sais minerais

De acordo com Cid (2003) os elementos que compoem o meio nutritivo da cultura in
vitro devem pertencer a categoria dos essenciais, ou seja, elementos sem 0s quais a planta ndo
se desenvolve. Existem dois grupos destes elementos: os macro e micronutrientes. No grupo
dos macronutrientes, encontram-se: nitrogénio, fosforo, potassio, magnésio, enxofre, calcio, e
no grupo dos micronutrientes estdo: manganés, zinco, boro, cobre, molibdénio, cobalto, iodo,
silicio, aluminio, niquel, ferro e quelatos de ferro, cloro e so6dio. Os macronutrientes sao
adicionados em forma de sal e acima de 100 mg por litro, enquanto que os micronutrientes

s3o adicionados na quantidade de fracdo de miligramas por litro.



2.2.4.3.2 Acucares

Considerando que todas as células, tecidos e Orgdos cultivados in vifro sdo
heterotroficos e, portanto, dependem de uma fonte externa de energia, ¢ essencial que se
incorpore ao meio uma fonte de carbono. Os carboidratos fornecem energia e esqueletos de
carbono, os quais sdo utilizados para biossintese de polissacarideos, aminoacidos, e proteinas.
Segundo Pasqual ef a/ (199c) existem varias fontes de carboidratos, como por exemplo, a
maltose, rafinose, frutose, manose, galactose, ¢ lactose, sendo a sacarose o carboidrato mais
comumente utilizado devido certas caracteristicas tais como: alta solubilidade, rapida
metabolizagdo, e por ser o agliicar mais transportado e armazenado pela maioria das células
vegetais. De acordo com Couceiro et al (2001) a sacarose é o carboidrato mais utilizado em
trabalhos de micropropagacdo de muitas espécies como, por exemplo, a bananeira na qual a
concentracdo normalmente utilizada ¢ de 20 a 30 g. L", e sua auséncia provoca em pouco
tempo a morte do explante. Concentragdes muito altas também sdo prejudiciais, pois a planta
ndo consegue absorver os nutrientes € nem a sacarose por osmose. Pasqual et al (2002)
também afirma que este agucar é o carboidrato mais utilizado nos meios de cultivo, e que
possui a capacidade de suportar as mais altas taxas de crescimento na maioria das culturas.
Em citros concentragdes 6timas podem variar de 2 a 7 % de acordo com o tipo de explante

(ARAUIJO et al, 2004).

2.2.4.3.3 Vitaminas e outras substincias orgéinicas

O uso de pequenas quantidades de alguns nutrientes organicos tais como vitaminas,

aminoacidos, ¢ outros suplementos indefinidos como leite de coco, extrato de malte, extrato

de leveduras entre outros, proporcionam o crescimento e a morfogénese na cultura de tecidos.



As vitaminas sdo importantes fatores cataliticos de rotas metabolicas nas células (PASQUAL
et al, 1997¢c). Segundo Cid (2003) as vitaminas mais especificas tais como B1 (tiamina), B6
(piridoxina), &cido nicotinico, sdo mais utilizadas nos meios de cultura. O mio-inositol € um
composto que possui a capacidade de induzir a formagao de pectina e hemicelulose necessaria
na parede das células das plantas e desempenha um papel importante na absorcao e utilizacdo
de ions. De acordo com este autor, muitos autores consideram este composto como uma fonte
complementar de carboidratos.

Embora a cultura de tecidos possa ser realizada em meios liquidos, quando o explante
precisa ser mantido na superficie do meio, geralmente utilizam-se meios solidos ou semi-
solidos os quais podem ser obtidos através do uso de agentes que proporcionem esta condi¢ao
fisica tais como, por exemplo, o Gelrite, o Gel-Gro, agarose, ¢ o agar que ¢ o mais
comummente utilizado. Este consiste de um polissacarideo extraido de algas marinhas. A
vantagem do uso deste agente geleificante ¢ que 0 mesmo se mantém estavel nas temperaturas

de cultura e ndo ¢ digerido por enzimas presentes no explante (PASQUAL et al, 1997¢).

2.2.4.3.4 Hormonios vegetais e reguladores de crescimento

Segundo Pasqual et al (1997c), todas as plantas possuem naturalmente em sua
composi¢ao algumas substancias quimicas que regulam os processos metabdlicos envolvidos
no seu crescimento ¢ desenvolvimento. De acordo com Cid (2003), sdo essas substancias
conhecidas como horménio que direcionam o processo morfoldgico da planta. Segundo este
autor, substancias sintéticas denominadas de reguladores de crescimento também podem ser
aplicadas a plantas inteiras ou a segmentos de tecidos vegetais para induzir atividades
fisiologicas similares a que os hormonios provocam. Cid (2000) refere-se aos hormodnios

como mensageiros quimicos, pois estes possuem a fun¢do de transportar informagdo, ou seja,



sinais internos e exogenos de uma zona a outra, coordenando desta forma o crescimento e
desenvolvimento da planta. Os hormoénios vegetais sdo constituidos por moléculas
relativamente pequenas as quais sdo sintetizadas em pequenas quantidades num determinado
ponto da planta podendo ser transportado ou ndo a outro lugar, onde regula processos
determinando respostas bioquimicas, fisioldgicas e ou morfogénicas. Como exemplo desse
transporte podem ser dados a auxina que se produz no 4pice e se movimenta pelo caule em
dire¢do basipeta e as citocininas que ao contrario das auxinas sdo transportadas das raizes,
local onde sdo sintetizadas, até¢ as folhas. Segundo Cid (2003) os hormoénios vegetais e 0s
reguladores de crescimento estdo inseridos em cinco grupos principais: auxinas, citocininas,
giberelinas, etileno, e acido abcisico, sendo os trés primeiros os mais usados na
micropropagacdo. De acordo com Pasqual et a/ (1997¢) as auxinas e as citocininas sao 0s
grupos de hormodnios mais importantes para a regulacdo do crescimento e da morfogénese de
tecidos e oOrgdos, e dentro desses dois grupos também podem ser encontrados reguladores
sintéticos com atividade bioldgica que se iguala ou excede as dos hormonios. Em trabalhos de
micropropagacao, as concentragdes de cada regulador de crescimento podem variar e também
podem precisar ser ajustadas de acordo com o genoétipo da planta a ser cultivada e o tipo de
tecido ou orgdo. Outro fator importante exposto por Cid (2000) ¢ o sinergismo entre 0s
hormdnios e ou reguladores de crescimento ou mesmos efeitos antagdnicos que podem existir
entre os mesmos. Por esta razdo estas substancias devem estar na propor¢cao adequada, ou
seja, deve haver um balango ideal para iniciar o crescimento ou diferenciacdo nas culturas in
vitro, o qual pode variar de acordo, como ja exposto anteriormente, com o tipo de explante o
genotipo e as condigdes culturais. De acordo com Pasqual et al (1997c), a formagdo de
brotacdes axilares em algumas espécies pode ser promovida pela interagdo entre as
concentragdes de auxina e citocinina. A utilizacdo desses dois grupos de fitorreguladores em

protocolos para micropropagagdo de abacaxizeiro € citada por varios autores que também



utilizaram o meio MS para o estabelecimento das culturas (ARAUJO et al, 2004; BARBOZA
et al, 2004; COUCEIRO et al, 2001; GONZALEZ et al, 2004; TORRES, 1997).

Sdo incluidas no grupo das auxinas as substincias naturais e sintéticas capazes de
controlar varios processos distintos tais como o crescimento e alongamento celular. Além de
iniciarem a divisdo celular, também estdo envolvidas na origem de meristemas, promovendo o
crescimento tanto de tecidos desorganizado como para 6rgdos definidos. Dentre as auxinas
mais usadas encontram-se o AIA (acido 3-indol acético), AIB (acido indol butirico), ANA
(4cido naftaleno-acético), 2,4-D (2,4-diclorofenoxi acético), 2,4,5-T (4cido tri-cloroenoxi
acético), 4-CPA (acido 4-clofenoxiacético) e picloram. O AIA foi o primeiro hormdnio
vegetal identificado em 1928, o restante sdo auxinas sintéticas. Uma das vantagens de se usar
essas auxinas estd relacionada ao fato destas substincias serem termo-estaveis, ou seja, nao
decompondo quando autoclavadas. Segundo Pasqual er al (1997¢c) as células meristematicas
sdo locais ativos para a biossintese e liberagdo das auxinas naturais ¢ o seu deslocamento
ocorre na forma livre, através do floema, cadmbio vascular e xilema. Basicamente a promogao
do crescimento dos tecidos da planta ocorre de duas maneiras: através da indugdo da liberacdo
de ions hidrogénio dentro e através da parede da célula, a acdo da auxina leva a quebra de
lipideos e a acidificacdo da parede, facilitando a sua extensdo, enquanto isto, ions de potassio
sdo colocados na célula para neutralizar a exportacdo de H'(prétons) tendo como
conseqiiéncia a reducdo do potencial hidrico de célula de modo que a agua entra e a célula se
expande; a outra forma se da através da ativagao da expressdo gé€nica e, portanto, da sintese
protéica subseqiiente, as quais sdo requisitadas para o crescimento. Quanto a sua influéncia na
morfogénese, estd relacionada em promover alteragdes na fisiologia dos tecidos. Segundo
Torres (1997) as concentragdes de auxina no meio variam de 0,01 a 10 mg/L. De acordo com
Grattapaglia e Machado (1998), o uso do AIA no inicio do cultivo ¢ interessante, pois supre

as necessidades iniciais dos explantes. Este autor afirma que a presenga de AIA foi benéfica



no isolamento de segmentos nodais de Fucalyptus e meristemas florais de couve flor, e que as
partes aéreas da multiplicagdo necessitam da auxina exdgena para estimular a rizogénese.
Grattapaglia e Machado (1998), relatam que a definicdo do tipo e da concentragdo
otima de citocinina constitui um passo importante para o sucesso da multiplicagcdo in vitro.
Estas substincias derivadas da adenina sdo indispensaveis para quebra de dorméncia e
indugdo de proliferacdo de gemas axilares. Das citocininas mais utilizadas em cultura de
tecidos destacam-se a CIN (cinetina), BAP (6-benzilaminopurina), Zea (zeatina), 2ip
(isopentenil adenina) e TDZ (thidiazuron). O BAP tem sido muito eficaz para promover
multiplicagdo em diversas espécies e parece ser a citocinina por exceléncia para multiplicagdo
de partes aéreas e inducdo de gemas adventicias, além de ser a mais barata de todas. Hu &
Wang (1983), estudaram a freqiiéncia de utilizagdo de cada citocinina em meios de cultura
para cerca de 100 espécies e, verificaram que o BAP ¢ utilizado em 68 % dos meios, e suas
concentragdes podem variar bastante em fungdo da espécie e do tipo de explante. Geralmente
as concentragdes de citocininas para multiplicagdo estdo entre 0,1 a 5,0 mg/L. De acordo com
Pasqual et al (1997c) foi demonstrado que as citocininas sdo requisitadas para regular a
sintese de proteinas envolvidas na formacdo e funcionamento do fuso mitotico, culturas na
auséncia de citocinina tornam-se limitadas e a divisdo nuclear das células fica interrompida
em um estagio do ciclo celular. Segundo este autor, para a obtengdo de morfogénese mais
eficaz, deve haver um balango adequado entre auxinas e citocininas. A utilizagdo do BAP foi
importante na regeneracdo de ramos em Lycopersicon, sendo a organogénese a principal via
para a regeneracdo de ramos em quase todas as espécies desse género (ARAUJO et al, 2004;

COSTA et al, 2000).



3 METODOLOGIA

3.1 Local de conducio do experimento

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecido de Plantas da
Universidade Federal do Amazonas, localizado no Mini-campos da UFAM, situado a Av.
Gen. Rodrigo Octavio Jorddo Ramos, n © 3000, Campos Universitario , Bairro Coroado I,

Manaus - AM.

3.2 Aquisicao e Assepsia do Germoplasma

As sementes de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) foram obtidas no Banco de
Germoplasma do Instituto Nacional de Pesquisa do Amazonas — INPA. Estas sdo da cultivar
Alejo a qual possui caracteristicas agrondmicas importantes tais como: producdo média de
frutos de 60 t/ha, com peso médio de frutos de 100 g, além de possuir resisténcia ao patdogeno
Sclerotium rolfsii Sacc. As sementes passaram por um processo de assepsia, no qual foram
lavadas com dgua e detergente, em seguida, em cdmara de fluxo laminar foram imersas em
alcool a 70% durante 1 minuto sob constante agitacdo ¢ lavadas com agua destilada
autoclavada, logo apds foi feita a desinfestagdo superficial com agua sanitaria a 30%
acrescida de duas gotas de Tween 20 por 20 minutos, também sob constante agitagdo,
posteriormente as sementes foram lavadas cinco vezes com agua destilada autoclavada e

colocadas para secar em placa de Petri contendo papel filtro, para retirar o excesso de agua.



3.3 Germinac¢ao das sementes

Ainda em camara de fluxo laminar, foram colocadas 50 sementes em cada uma das 20
placas de petri contendo em seu interior algoddo e papel de filtro esterilizados e umedecidos
com agua destilada autoclavada. Em seguida as placas foram vedadas com parafilme e
levadas para a sala de incubag¢do sob condi¢des controladas de cultivo, com fotoperiodo de 16
horas/luz, intensidade luminosa de 1000 lux e temperatura variando de 30° C (dia) a 20° C

(noite).

3.4 Preparacio do meio de cultura

O meio de cultura utilizado neste experimento foi o0 meio M.S. descrito por Murashige
& Skoog (1962), para o preparo do qual os componentes e suas respectivas concentragdes
encontram-se descritas no Quadro 2. Para um total de 500 tubos de ensaio com 10 ml de meio
de cultura, foram preparados 5 litros do meio M.S., aos quais foram adicionados 150 g de
sacarose, o equivalente a 30g /L, mais 100 ml de cada solugdo estoque nutritiva, equivalente a
20 ml/L. Apds agitar a solugdo, foram colocados 100 ml desta em 25 Erlenmeyers
devidamente etiquetados e identificados. Em seguida foram adicionados AIA e BAP em cada
um dos 25 Erlenmeyers conforme os tratamentos. Adicionou-se 100 ml de dgua destilada em
uma proveta e, antes de colocar esta medida em cada erlenmeyer (ja contendo meio com os
reguladores de crescimento), foi retirada desta a quantidade de agua equivalente a quantidade
das solucdes dos reguladores de crescimento, afim de que resultasse num total 200 ml de
solugdo em cada Erlenmeyer. Logo apoés, foi medido e ajustado o pH das solu¢des para 5,8
utilizando-se as solugdes de hidroxido de sodio (NaOH) e acido cloridrico (HCI) a 0,5 N.

Posteriormente, foi adicionado 1,8 g de 4gar em cada uma das solugdes (o equivalente a 9g



/L). Com a finalidade de dissolver o 4gar, as solu¢des foram aquecidas no forno microondas
por 3 minutos ¢ logo em seguida foram vertidas para os tubos de ensaio os quais foram
tampados e colocados para autoclavar durante 20 minutos com temperatura de 120 °C e

pressdo de latm (PASQUAL et al, 1997a).

SAIS SOLUCAO FINAL
MACRONUTRIENTES P.M mg/L mM
Solucdo I - NH4NO; 80,04 1649 20,6
Solucdo II - .KNO; 101,11 1901 18,8
Solucdo III - CaCl,.2 H,0 147,02 441 3,0
Solucdo IV - MgS0,.7 H,0 ?:2’38 ?;8 11’255

KH,PO, ’ ’
Solucdo V - Na,EDTA.2 H,O 372,25 37,23 0,1
FeS0,.7 H,0 278,03 27,80 0,1
MICRONUTRIENTES P.M mg/L uM
H;BO; 61,83 6,18 100
MnSO4. H,O 169,1 16,90 100
Na,Mo0..2 H,0 ’ i
CoCl.6 FaO 241,95 0,242 1
CuSO..5 H,0 237,93 0,0238 0,1
249,68 0,0250 0,1
SUBSTANCIAS ORGANICAS P.M mg/L uM
Inositol 180,2 99,110 550
Tiamina 337,27 10,118 30
Acido nicotinico ’ ’
123,11 1,847 15

Quadro 2 — Concentragdo quimica do meio M.S. (Murashige & Skoog, 1962) e suas respectivas concentragoes.

FONTE: MURASHIGE e SKOOG , 1962.




3.5 Inoculacio dos explantes no meio de inducio

Em camara de fluxo laminar, foram excisados pequenos segmentos do caule da
plantula medindo aproximadamente de 0,5 a 0,7 cm de comprimento, contendo uma gema
lateral Estes segmentos nodais foram inoculados verticalmente e individualmente em cada
tubo de ensaio contendo 10 ml do meio de cultura com reguladores de crescimento de acordo
com as diferentes combinacdes das concentracdes destes em mg/L, conforme os tratamentos

descritos no Quadro3:

mg/L
AIA 0,0 0,5 1,0 2,0 3,0
BAP
0,0
1 2 3 4 5
0,5
6 7 8 9 10
1,0
11 12 13 14 15
3,0
16 17 18 19 20
5,0
21 22 23 24 25

Quadro 3 — Descrig@o dos 25 tratamentos resultantes da combinagdo das cinco concentragdes de AIA em mg/L
com as cinco concentra¢cdes de BAP em mg/L. UFAM — Manaus/AM, 2005.



3.6 Conducao do experimento e coleta de dados

Ap6s a inoculagdo, os explantes foram transferidos para a sala de crescimento por 43
dias sob condicdes controladas de cultivo, com fotoperiodo de 16 horas/luz, intensidade
luminosa de 1000 Lux e temperatura variando de 30° C (dia) a 20° C (noite). Durante esse
periodo, foram observados e anotados nimero médio de folhas, nimero médio de brotacdes,
altura média das brotacdes, nimero médio de raizes e comprimento médio das raizes. A

avaliacdo final foi feita apos os 43 dias.

3.7 Delineamento experimental

Adotou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com quatro blocos ¢
25 tratamentos (combinagdes das concentracdes dos reguladores de crescimento AIA e BAP),

constituindo um esquema fatorial de 5x5.

3.8 Procedimentos Estatisticos

Analise de variancia dos fatores estudados para a avaliagdo do numero médio de
folhas, nimero médio de raiz, nimero médio de brotagdes, comprimento médio das raizes e
altura média das brotacgdes, serviu para determinar as diferengas existentes nas dosagens de
horménio AIA e BAP e nas interacdes destes nas variaveis analisadas, conforme o modelo
matematico, ¢ as médias foram comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade. O software utilizado foi o Statistical Analysis System (S.A.S.), versdo 6.2 para

microcomputador MONTGOMERY, 2001).



3.9 Modelo Estatistico utilizado:

Yig=p+titBitehijtyeteije



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desinfestaciio e germinacio das sementes

As concentracdes de alcool a 70% durante 1 minuto e dgua sanitaria a 30% durante 20
minutos, foram satisfatérias para a desinfestagdo das sementes, as quais iniciaram a
germinagdo a partir do quinto dia apos a semeadura. As sementes de cubiu tiveram boa

porcentagem de germinacao, acima de 90%.

4.2 Numero médio de folhas

A andlise de variancia para o nimero médio de folhas encontra-se na Tabela 1 e

verifica-se que houve diferenga significativa ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F,

entre as diversas concentragdes de AIA ¢ BAP, assim como para a interagdo entre estes

fatores.
Causa de Variacao GL Quadrado Médio

AIA 4 7,16 *
BAP 4 21,00%*
Interacao (AIA x BAP) 16 2,92%
Blocos 3 2,62%
Residuo 72 0,59

CV (%) 14,43

Tabela 1 — Resumo da analise de variancia para o efeito das diferentes concentragdes de AIA e BAP e suas
interagdes na indugdo e regeneracdo do n ® médio de folhas. Plantas avaliadas aos 43 dias ap6s a inoculagdo em
meio de cultura através da contagem do n ° de folhas. UFAM — Manaus/AM, 2005.

* Significativo ao nivel de 1 % de probabilidade.



Tratamentos Folhas
Concentragdes de AIA em mg/LL  Concentragdes de BAP em mg/L

0,0 525D
0,5 4,60 ¢
0,0 1,0 6,05a
3,0 585a
5,0 4,70 ¢
0,0 6,05b
0,5 6,30 b
0,5 1,0 8,00 a
3,0 6,50 b
5,0 4,85¢
0,0 5,60 ab
0,5 535b
1,0 1,0 6,45a
3,0 5,55b
5,0 3,75 ¢
0,0 495b
0,5 6,152
2,0 1,0 5,80 ab
3,0 5,80 ab
5,0 2,05¢
0,0 3250
0,5 6,75 a
3,0 1,0 6,50 a
3,0 4,10 b
5,0 3,75b

Tabela 2 — Teste de Tukey do niimero médio de folhas por explante do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal).
Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si no nivel de significancia de 5%. UFAM — Manaus/AM, 2005.

Os efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP podem ser observados na Tabela
2 ¢ na Figura 1. Observa-se na Tabela 2 que a melhor combinagdo foi de 0,5 mg/L de AIA
mais 1,0 mg/L de BAP produzindo um numero médio de oito folhas por explante. Com o
aumento das concentragdoes de AIA a partir de 0,5 mg/LL houve diminui¢do no nimero de
folhas para todas as combinacdes de BAP. Estes resultados mostram que para inducdo e
formacao de folhas, foi necessaria a presenca dos reguladores de crescimento num balanco

adequado entre estes.



Figura 1 — Plantulas de cubiu sob efeitos das interagdes entre os fatores AIA e BAP em
mg/L: tratamento 1 (sem regulador de crescimento); tratamento 12 (1,0 de BAP + 0,5
de ATA); tratamento 24 (5,0 de BAP + 2,0 de AIA). UFAM — Manaus/AM, 2005.

Aratjo et al (2004) estudando a multiplicagdo in vitro de gloxinia obteve a melhor
resposta para o nimero médio de folhas (13 folhas por explante) usando apenas a citocinina
BAP na concentragdo 1,77 mg/L, segundo este autor a reducdo do niimero de folhas com o
aumento das concentragdes de BAP, pode ser atribuido ao fato deste regulador estimular a
formac¢do de maior numero de brotos, porém de tamanho reduzido, apresentando menor
numero de segmentos nodais e folhas. No presente trabalho, a combinagdo de reguladores de
crescimento, além de ter proporcionado maior numero de folhas, proporcionou um
desenvolvimento mais vigoroso destas quando comparadas com o tratamento testemunha
(Figura 1), ou seja, tratamento contendo 0,0 mg/L de AIA mais 0,0 mg/L de BAP, no qual
este apresentou plantulas pouco desenvolvidas e com aspecto de fragil. O tratamento contendo
interacdes de AIA e BAP com as respectivas concentragdes 2,0 mg/L e 5,0 mg/L (Figura 1)
tiveram o pior efeito na inducdo e formagdo de folhas provavelmente essas dosagens

provocaram um efeito toxico que, segundo Grattapaglia e Machado (1998), caracteriza-se por



engrossamento exagerado do caule, falta de alongamento e redugdo no tamanho das folhas,
reforcando o exposto por Aratjo et al (2004). Estes resultados demonstram que a espécie em
estudo apresentou comportamento diferenciado quando comparada com o de outras espécies
do mesmo género, como no caso da batata, que segundo Grattapaglia e Machado (1998),
apresenta naturalmente uma grande capacidade de formacao de folhas e rapido alongamento
do caule, sendo desnecessario o uso de reguladores de crescimento para a quebra de
dorméncia de suas gemas, resultando em Otimas taxas de multiplicagdo pela simples
subdivisdao do caule em diversos segmentos nodais contendo uma gema axilar. Sato et al
(2001) obtiveram em torno de seis folhas em tratamentos sem BAP. Além disso, foi
observado que estas folhas ndo apresentaram deformidades o que ndo aconteceu com o0s
tratamentos que continham a citocinina BAP no meio de cultura para mandioca. Segundo os
mesmos autores a importancia de se obter maior numero de folhas da mandioca, esta no fato
da multiplicacdo desta espécie in vitro ser feita através das repicagens das gemas foliares, ou

seja, cada folha representa uma gema e esta uma nova plantula.



4.3 Numero médio de brotacoes

A analise de variancia para o nimero médio de brotagdes encontra-se na Tabela 3 e
mostra que houve diferenca significativa a nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F, entre

as diversas concentracdes de AIA e BAP, assim como para a interacao destes fatores.

Causa de Variacao GL Quadrado Médio
ATA 4 0,33*
BAP 4 2,96%*
Interacdo (AIA x BAP) 16 0,76*
Blocos 3 0,05n.s.
Residuo 72 0,06
CV (%) 18,74

Tabela 3 — Resumo da analise de variancia para o efeito das diferentes concentragdes de AIA e BAP e suas
interagdes na indugdo e regeneragdo do nimero médio de brotos. Plantas avaliadas aos 43 dias apds a inoculagdo
em meio de cultura através da contagem do numero de brotos. UFAM — Manaus/AM, 2005.

* significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
n.s. ndo significativo.



Tratamentos Brotagdes
Concentragdes de AIA em mg/l.  Concentragdes de BAP em mg/L

0,0 1,0¢
0,5 1,05 be
0,0 1,0 1,30 be
3,0 2,10a
5,0 1,39 b
0,0 1,20b
0,5 1,00 b
0,5 1,0 1,25b
3,0 3,10a
5,0 1,25b
0,0 1,I0b
0,5 1,25b
1,0 1,0 1,00 b
3,0 1,95a
5,0 1,10b
0,0 1L,I0b
0,5 1,00 be
2,0 1,0 1,50 a
3,0 1,80 a
5,0 0,70 ¢
0,0 0,95b
0,5 1,80 a
3,0 1,0 2,00a
3,0 1,10 b
5,0 1,10b

Tabela 4 — Teste de Tukey do niimero médio de brotos por explante do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal).
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si no nivel de significancia de 5%. UFAM — Manaus/AM, 2005.

Os efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP podem ser observados na Tabela
4 ¢ na Figura 2. Observa-se que a melhor combinacao dos reguladores de crescimento foi de
0,5 mg/L de AIA mais 3,0 mg/L de BAP produzindo um nimero médio de 3,1 brotos por
explante. Estes resultados corroboram o exposto por Skoog e Miller (1957), no qual estes
autores afirmaram que o desenvolvimento da parte aérea ¢ determinado pelo balango entre

auxina e citocinina.



Figura 2 — Plantulas de cubiu sob efeitos das interagdes entre os fatores AIA e BAP em mg/L:
tratamento 1 (sem regulador de crescimento); tratamento 17 (3,0 de BAP + 0,5 de AIA);
tratamento 24 (5,0 de BAP + 2,0 de AIA). UFAM — Manaus/AM, 2005.

Segundo Pasqual ef a/ (1997c) e Cid (2000), para a obtencdo de multiplicacdo de
brotagdes sdo requeridas baixas concentragdes de auxina combinadas com alto niveis de
citocinina, no entanto, em alguns casos, a citocinina sozinha ¢ suficiente. De acordo com
Pasqual et a/ (1997¢) a adi¢do destes reguladores de crescimento estimula a divisdo celular e
controla a morfogénese, reduzindo a domindncia apical e liberando gemas laterais da
dorméncia. Os resultados deste trabalho estdo de acordo com os obtidos por diversos autores.
Costa et al (2000) estudando regeneracdo in vitro de cultivares de tomateiro (Lycopersicon

esculentum Mill.) obteve melhores respostas em meio de cultura contendo a combinacgao de



0,2 mg/L de AIA mais 2,5 mg/L de BAP. McCormick et al (1986), Tan et al (1987) e Patil
(1994) observaram que a combinagdo adequada de auxinas e citocininas no meio de cultura
proporcionou um aumento na freqiiéncia de regeneracdo, em comparacdo aos meios
suplementado apenas com citocinina. Ohki et al (1978) verificando o efeito positivo da
combinagdo destes reguladores de crescimento na regeneracdo in vitro de L. esculentum,
sugeriram que esse efeito pode ser causado pela maior habilidade das células dessa espécie
em utilizar e adaptar-se a combinagdo de auxinas e citocininas, de que a citocinina somente.
Borges Junior (2004) obteve na multiplicacdo in vitro de Acacia mearnsii numa taxa de 3,5 de
gemas axilares por explante utilizando a concentragdo de 2 mg/L de BAP, e cita Correia e
Graca (1995), os quais obtiveram resposta semelhante com AIB 0,05 mg/L ¢ BA a 2 mg/L.
Huang et al (1993) tiveram como resposta usando AIB a 0,01 mg/L e BAP a 2 mg/L duas
gemas por explante e verificaram que a citocinina BAP foi mais eficiente que a cinetina. Frota
et al (2004) ao estudar regeneracdo in vitro de Opuntia ficus-indica afirmam que a melhor
resposta na indug@o de brotos, foi favorecida pelas concentragoes de 0,25 mg/L. de AIA mais
2 mg/L de BAP. Ja Paiva et al (1997) e Aratijo et al (2004) obtiveram maior niimero de
brotos usando apenas a citocinina BAP com as respectivas concentragdes 2 e 2,25 mg/L em
explantes de Sinningia speciosa. Mello—Farias et al (1996) também utilizando somente BAP a
2 mg/L obtiveram maior taxa de multiplicacdo (4,46 brotos por explante). Estes resultados
sugerem que a citocinina BAP ¢ de fundamental importancia no meio de multiplicacdo e que
concentragdes pequenas da auxina AIA s3o requeridas num balango adequado para indugao e
regeneragdo in vitro de brotos de varias espécies incluindo a de Solanum sessiliflorum, ¢ que
dependendo da espécie essa resposta pode variar. Os demais tratamentos deste trabalho nao
diferenciaram entre si, no entanto a partir da concentragdo 0,5 mg/L. de AIA ha diminui¢do na
resposta para todas as outras variaveis estudadas, sendo que no caso da inducdo e regeneragdo

de brotacdes quando a concentragdo da auxina AIA ¢é aumentada para 3,0 mg/L juntamente



com as concentra¢des 0,5 ¢ 1,0 mg/L de BAP houve uma tendéncia a aumentar o numero de
brotos, este resultado contrapde-se ao exposto por Cid (2000), Torres (1997) e Grattapaglia e
Machado (1998), os quais afirmam que a relac¢do citocinina/auxina alta favorece a indugéo de
partes aéreas e ndo o contrario. Talvez este comportamento seja reflexo da resposta do
explante a sua propria idade fisiologica e ou a fatores do ambiente tais como luz, temperatura,
gas carbonico e oxigénio ou ainda de hormdnios enddgenos que possam ter interagido com os
reguladores exdgenos (PASQUAL et al, 1997a; 1997c; GRATTAPAGLIA E MACHADO,
1998). E importante ressaltar que o AIA ¢ uma auxina termo-sensivel, ¢ foi adicionada ao
maio antes da autoclavagem. Esse fato pode ter contribuido para que doses mais elevadas
desse regulador possa ter interagido com a citocinina e ter produzido efeito fisioldgico
perceptivel. As dosagens de 2,0 mg/L. de AIA com 5,0 mg/L de BAP promoveram o pior
resultado reforgando o exposto por Qi-Guang et al (1986) os quais afirmam que o excesso de
BAP ¢ toxico, inibiu a brotagdo de gemas e reduziu drasticamente o numero de partes aéreas

por explante em cultura de Castanea mollisima.



4.4 Altura média das brotacoes

A analise de varidncia para a altura média das brotacdes encontra-se na Tabela 5 e
mostra que houve diferenca significativa ao nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F,

entre as diversas concentracdes de AIA e BAP, assim como para a interacao destes fatores.

Causa de Variacao GL Quadrado Médio
AIA 4 19,44%*
BAP 4 49,30*
Interacdo (AIA x BAP) 16 3,96*
Blocos 3 1,52n.s.
Residuo 72 0,65
CV (%) 20,65

Tabela 5 — Resumo da analise de variancia para o efeito das diferentes concentragdes de AIA e BAP e suas
interagdes sobre a altura média dos brotos. Plantas avaliadas aos 43 dias apds a inoculagdo em meio de cultura
através da medida em cm dos brotos. UFAM — Manaus/AM, 2005.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
n.s. ndo significativo



Tratamentos Altura Brotagdes
Concentragdes de AIA em mg/l.  Concentragdes de BAP em mg/L

0,0 3,10a
0,5 1,81Db
0,0 1,0 2,37 ab
3,0 3,04a
5,0 1,31b
0,0 6,22 a
0,5 5,62 a
0,5 1,0 6,50a
3,0 4,17b
5,0 241 ¢
0,0 4,33 b
0,5 5,42 ab
1,0 1,0 555a
3,0 4,07 bc
5.0 1,57d
0,0 4,22b
0.5 6352
2,0 1,0 6,25a
3,0 3,92b
5.0 0.65 ¢
0,0 2,84 b
0,5 59 a
3.0 1,0 62 a
3,0 3,05b
5,0 0,99 ¢

Tabela 6 — Teste de Tukey da altura média de brotos do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal). Médias seguidas por
letras distintas diferem entre si no nivel de significancia de 5%. UFAM — Manaus/AM, 2005.

Os efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP podem ser observados na Tabela
6 ¢ na Figura 3. A combinagdo que promoveu maior altura média dos brotos, cujas doses
foram 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP produzindo a altura média de 6,5 cm nos
brotos nédo diferiu estatisticamente dos tratamentos de concentragdes 2,0 mg/L de AIA mais
0,5 mg/L. de BAP (com altura média de 6,3 cm) e 0,5 mg/L de AIA mais 0,0 mg/L de BAP

(com altura média de 6,2 cm).
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Figura 3 — Plantulas de cubiu sob efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP em mg/L:

tratamento 1 (sem regulador de crescimento); tratamento 9 (0,5 de BAP + 2,0 de AIA); tratamento 12
(1,0 de BAP + 0,5 de AIA) e tratamento 24 (5,0 de BAP + 2,0 de AIA). UFAM — Manaus/AM, 2005.

Porém de acordo com Oliveira e Cabral (1998) a altura adequada para a aclimatizagao
de plantulas produzidas in vitro seria de 4 cm ou valores proximos a este. Valor semelhante
foi obtido neste trabalho, na presenca de citocinina e auxina num balango respectivo de 0,5
mg/L de AIA mais 3,0 mg/L de BAP, essa mesma combinagdo de AIA e BAP coincidiu com
o melhor tratamento contendo maior nimero médio de brotacdes. Essa concentragdo de BAP
foi considerada alta quando comparada a de outros autores. De acordo com Frota et al (2004),
as concentracdes de 0,25 mg /L de AIA mais 0,50 mg/L de BAP favoreceram o crescimento
de brotos de palma forrageira, ja Borges Junior et al (2004) obteve resultados contrarios ao
testar o efeito de varias citocininas em gemas axilares de Acdcia mearnsii, onde a BAP foi a

que mais destacou a reducdo do alongamento das gemas com o aumento da concentracio



deste regulador, o mesmo ocorreu na cultura de tecido de Acacia mimosa quando a
concentragdo de BAP passou de 0,5 mg/L para 1 mg/LL (RUFFONI et al, 1992). Yui et al
(1990) ao testar o efeito de diversas concentracdes de giberelinas em macieira, observou que
estas foram dispensaveis para boa multiplicacdo e alongamento dos brotos. Sato et al (2001),
ao estudar micropropagacdo da mandioca, observou que na presenca de BAP o valor do
comprimento da parte aérea foi de 1,55 cm, enquanto que sem o BAP a resposta foi de 19,11
cm. Aragjo et al (2004) na multiplicacdo in vitro de gloxinia observaram uma redugdo do
tamanho de brotos com o aumento das concentragdes de BAP, segundo este, diversos autores
tém observado os mesmos resultados negativos desse regulador de crescimento no
alongamento das brotagdes em espécies como crisantemo e morangueiro. Este comportamento
confirma o exposto por Pasqual et al (1997c), onde os mesmos afirmam que altas taxas de

citocinina podem reduzir o tamanho das brotagdes.



4.5 Numero médio de raizes

A andlise de variancia para o nimero médio de raiz encontra-se na Tabela 7 e mostra
que houve diferenga significativa a nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F, entre as

diversas concentracdes de AIA e BAP, assim como para a interacdo destes fatores.

Causa de Variacao GL Quadrado Médio
AIA 4 54,33*
BAP 4 119,24*
Interacao (AIA x BAP) 16 8,85%
Blocos 3 0,68n.s.
Residuo 72 1,82
CV (%) 33,77

Tabela 7 — Resumo da analise de variancia para o efeito das diferentes concentragcdes de AIA e BAP e suas
interagdes sobre inducdo e regeneracdo do nimero médio de raiz. Plantas avaliadas aos 43 dias apds a inoculagdo
em meio de cultura através da contagem do numero de raiz. UFAM — Manaus/AM, 2005.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
n.s. ndo significativo.



Tratamentos Raiz
Concentragdes de AIA em mg/l.  Concentragdes de BAP em mg/L

0,0 2,30 a
0,5 1,20 a
0,0 1,0 1,25a
3,0 0,85 ab
5,0 0,15b
0,0 3,15¢
0,5 6,15b
0,5 1,0 8.45a
3,0 6,65 ab
5,0 2,45¢
0,0 3,25b
0,5 7,65 a
1,0 1,0 8,10 a
3,0 4,45b
5,0 0,40 ¢
0,0 2,65b
0,5 7,65a
2,0 1,0 7,90 a
3,0 3,75b
5,0 0,25¢
0,0 2,50b
0,5 7,17 a
3,0 1,0 8,15a
3,0 325b
5,0 0,35¢

Tabela 8 — Teste de Tukey do numero médio de raizes do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal.). Médias seguidas
por letras distintas diferem entre si no nivel de significancia de 5%. UFAM — Manaus/AM, 2005.

Os efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP podem ser observados na Tabela
8 e na Figura 4. Estes resultados mostram que para a obtencdo de maior nimero de raizes na
inducdo e regeneracdo in vitro de brotacdes do cubiu, foi necessaria a presenca de citocinina e
auxina num balango respectivo de 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP produzindo 8,45
raizes. Segundo Nagao (1993), a formagdo de um sistema radicular bem definido ¢ de extrema
importancia para sobrevivéncia e o crescimento das plantulas nas novas condigdes do
ambiente. Pasqual et a/ (1997¢) afirmam que a concentragdo de 1,0 mg/L da citocinina BAP

¢ considerada alta e pode inibir ou atrasar a formagao de raizes.



Figura 4 — Plantulas de cubiu sob efeitos das interacdes entre os fatores AIA ¢ BAP em mg/L:
tratamento 1 (sem regulador de crescimento); tratamento 12 (1,0 de BAP + 0,5 de AIA) e tratamento 24
(5,0 de BAP + 2,0 de AIA). UFAM — Manaus/AM, 2005.

No entanto, através deste trabalho, foi possivel observar que o sinergismo entre esses
reguladores de crescimento nas referidas concentracdes, favoreceu um aumento no nimero
médio de raizes. De acordo com Barcelo Coll e al (1988) apud Barboza et al (2004) durante
a rizogénese, o crescimento acelerado das raizes in vitro pode retardar o crescimento da parte
aérea, pois o crescimento ativo do sistema radicular necessita de substincias orginicas
translocadas da parte aérea para a base, comprometendo assim o desenvolvimento do caule e
das folhas, o que ndo aconteceu neste trabalho, no qual foi possivel obter ao mesmo tempo
através dessas concentracdes de AIA e BAP maior nimero médio de raiz (8,45) assim como

também maior altura média (6,5 cm) e maior nimero médio de folhas (8,0) de brotos do



cubiu. A interacdo dessas concentragdes desses reguladores de crescimento mostra-se
interessante, pois proporcionou a obtencdo de plantulas completas, ou seja, ideais para serem
transferidas diretamente para um substrato e consequentemente serem aclimatizadas, sem
precisarem passar por uma fase de alongamento e ou posteriormente de enraizamento
(GRATTAPAGLIA E MACHADO, 1998; PASQUAL et al, 1997a). O resultado deste
trabalho reforga a idéia de quanto é importante um ajuste para manter um equilibrio auxina e
citocinina para obtengdo de plantas cultivadas in vitro (GONZALEZ et al, 2004). Sato et al
(2001) utilizando somente a citocinina BAP a 2 mg/L verificou que além ter promovido a
inducdo de brotagdes curtas, esta inibiu o enraizamento em plantulas de mandioca. Ja Pasqual
(1985) apud Nagao (1993) obteve melhores resultados no enraizamento de brotagdes de

gemas axilares de “valéncia” com a auxina ANA a 5 mg/L mais a citocinina BAP a 0,1 mg/L.



4.6 Comprimento médio das raizes

A andlise de variancia para o comprimento médio das raizes encontra-se na Tabela 9 e
mostra que houve diferenca significativa a nivel de 1% de probabilidade, pelo teste de F, entre

as diversas concentracdes de AIA e BAP, assim como para a interacao destes fatores.

Causa de Variagao GL Quadrado Médio
AIA 4 26,06*
BAP 4 71,77*
Interacdo (AIA x BAP) 16 2,98%*
Blocos 3 1,32n.s.
Residuo 72 0,52
CV (%) 22,70

Tabela 9 — Resumo da analise de variancia para o efeito das diferentes concentragdes de AIA e BAP e suas
interagdes sobre o comprimento médio das raizes. Plantas avaliadas aos 43 dias apds a inoculagdo em meio de
cultura através da medida em c¢m das raizes. UFAM — Manaus/AM, 2005.

* Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
n.s. ndo significativo.



Tratamentos Comprimento Raiz
Concentragdes de AIA em mg/l.  Concentra¢des de BAP em mg/L

0,0 5,45a
0,5 1,16 b
0,0 1,0 1,26 b
3,0 0,90 be
5,0 0,12 ¢
0,0 6,75 a
0,5 5,87 a
0,5 1,0 6,42 a
3,0 4,00 b
5,0 121 ¢
0,0 6,20 a
0,5 4,80b
1,0 1,0 4,40b
3,0 2,40 ¢
5,0 0,32d
0,0 5,17 a
0,5 2,77 ¢
2,0 1,0 4,02b
3,0 2,90 ¢
5,0 0,07d
0,0 3,86 b
0,5 3,02 be
3,0 1,0 4,25 ab
3,0 2,02 ¢
5,0 0,40 d

Tabela 10 — Teste de Tukey do comprimento médio das raizes do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal.). Médias
seguidas por letras distintas diferem entre si no nivel de significancia de 5%. UFAM — Manaus/AM, 2005.
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AIA na auséncia de BAP, produzindo 6,75 cm. No entanto, segundo Oliveira e Cabral (1998),
comprimento de raiz maior que 3,0 cm ndo ¢ interessante para o transplantio de plantulas, e
sim resultados que fiquem préximo desse valor, os quais também foram obtidos com as
concentragdes de 0,5 mg/L. de AIA mais 3,0 mg/L de BAP (4,0 cm)e 0,5 mg/L de AIA mais
0,5 mg/LL de BAP (5,87 cm), sendo que no primeiro caso, apesar desta combinacdo de

concentra-



Figura 5 — Plantulas de cubiu sob efeitos das interagdes entre os fatores AIA ¢ BAP em mg/L:
tratamento 1 (sem regulador de crescimento); tratamento 2 (0,0 de BAP + 0,5 de AIA); tratamento 7
(0,5 de BAP + 0,5 de AIA); tratamento 17 (3,0 de BAP + 0,5 de AIA) e tratamento 24 (5,0 de BAP +
2,0 de AIA). UFAM — Manaus/AM, 2005.

¢do de reguladores de crescimento ter proporcionado melhor comprimento de raiz, ndo ¢

indicado para esta varidvel, uma vez que também promoveu o maior nimero de brotacdes.



Portanto esta ltima combinagdo, ou seja, 0,5 mg/L de AIA e 0,5 mg/L de BAP prevaleceu
como a melhor combinagdo para o comprimento de raiz considerando que também promoveu
plantulas com boa quantidade no nimero médio de raiz assim como boa altura para o
transplantio das mesmas, porém, este tratamento nao diferiu estatisticamente do tratamento
com as combinacdes de 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP, que sobressaiu-se por ter
tido melhor altura média, maior nimero médio de raiz e maior nimero médio de folhas, sendo
ideal para a aclimatizag@o. Estes resultados mostram que para a inducao e regeneracao in vitro
de plantulas de cubiu com comprimento adequado de raiz para aclimatizagdo, foi necessaria a
presenca de citocinina e auxina num balango proximo do ideal de 0,5 mg/L de AIA mais 0,5
mg/L de BAP e ou 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP. Nas primeiras fases da
rizogé€nese, ou seja, na inducdo e iniciagdo, ¢ necessaria a presenca de auxina, no entanto este
regulador de crescimento ¢ inibitorio para o alongamento das raizes. Isso pode explicar o fato
de que mesmo em combinag¢ao com as varias concentragoes de BAP, a menor quantidade de
concentragdo de auxina (0,5 mg/L) promoveu melhores resultados para o comprimento médio
de raiz para todos os tratamentos, com tendéncia a diminuir o valor desta varidvel a partir
dessa concentragdo, independente da combinacdo de BAP. De acordo com Grattapaglia e
Machado (1998) a dificuldade num sistema de micropropagacdo estd em determinar uma
condigdo in vitro na qual todas essas fases possam ocorrer normalmente e de preferéncia sem
demandar manipulacdo adicional de um a fase para outra. Segundo este autor, o tipo de
sistema radicular obtido no enraizamento in vitro também determina o sucesso do transplantio
¢ as raizes quanto mais curtas sdo preferiveis, pois facilitam a lavagem e retirada do meio de
cultura aderido, assim como a introdugdo da planta no substrato. Conforme Paiva et al (2004)
algumas espécies dispensam a utilizagdo de reguladores de crescimento de raiz no
estabelecimento in vitro, como no caso de Strelitzia reginae no qual o desenvolvimento

radicular ocorreu independente da presenca de BAP no meio de cultura, ndo havendo



diferenca no comprimento de raizes em funcdo das diferentes concentracdes utilizadas. Ja
Barbosa et al (2004) constataram que na presen¢a somente da auxina ANA, o sistema
radicular desenvolvido, apresentou raizes de menor comprimento, mais uniformes em relagéo
ao formado em meio de cultura sem reguladores que apresentaram raizes finas ramificadas e
longas, estes também verificaram que na interacdo da citocinina cinetina a 2,0 mg/L mais a
auxina ANA a 1,0 mg/L foi promovido comprimento variado e apresentaram-se mais
enoveladas, no entanto com a redu¢do da concentracdo de ANA para 0,5 mg/L, ocorreu a

formacao de raizes curtas e quebradigas.



5 CONCLUSAO

Através deste trabalho foi possivel micropropagar a espécie Solanum sessiliflorum
Dunal adicionando-se ao meio MS reguladores de crescimento, havendo um balanco
adequado entre a auxina AIA e a citocinina BAP para inducdo e regeneracdo in vitro de
brotacdes e enraizamento do cubiu. As combinagdes das concentracdes de AIA e BAP que
proporcionaram melhores resultados para o desenvolvimento de partes aéreas e raizes foram:

a) Para folhas 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP produzindo nimero médio de

8 folhas por explante;

b) Para brotagdes 0,5 mg/L de AIA mais 3,0 mg/L de BAP produzindo nimero médio
de 3,10 brotos por explante;

c) Para altura das brotagdes 0,5 mg/L de AIA mais 3,0 mg/L de BAP promovendo
altura média de 4,17 cm;

d) Para raizes 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg/L de BAP produzindo niimero médio de
8,45 raizes;

€) Para o comprimento da raiz 0,5 mg/L de AIA mais 1,0 mg de BAP promovendo
comprimento médio de 6,4 cm.
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