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RESUMO

Aradjo, Matheus Miller Mesquita de. EFEITO DE SACAROSE E GIBERELINA NO
CRESCIMENTO in vitro DO TOMATE DE ARVORE (Cyphomandra betacea) Bambui:
IFMG — Campus Bambui, 2019.

O método de propagacdo de plantas em cultura de tecidos é, muitas vezes, indicado na
multiplicacdo em massa para Vvarias espécies de vegetais. Entre estes, destaca-se 0 Tomate de
Arvore (C. betacea), cujos frutos possuem expressivo valor comercial em algumas regides do
mundo. Para tornar sua propagacao em maior escala, sdo necessarios estudos para otimizar a
suplementacdo do meio de cultura e garantir sua propagacéo in vitro. Neste sentido, o trabalho
teve como objetivo avaliar o resultado de diferentes doses de sacarose 0; 10; 20; 30; 40 e 50 g
L no primeiro ensaio. Apds a identificacdo da melhor dosagem, esta foi utilizada no segundo
ensaio, para avaliacdo de diferentes doses de acido giberélico (GAs) 0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg
L %, sendo que ambos os ensaios foram inoculados em meio de cultura MS por 45 dias. Os
ensaios foram conduzidos no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais do IFMG - Campus
Bambui. Os explantes utilizados foram provenientes de plantas-maes ja estabelecidas in vitro.
O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos, 6
repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por 4 tubos. Os dados do ensaio de sacarose foram
submetidos a analise de variancia e regressao polinomial (p<0,05), e as médias dos tratamentos
para o ensaio de GAz foram comparadas estatisticamente pelo teste de Scott Knott (p<0,05),
utilizando-se o software SISVAR. As variaveis analisadas para os dois ensaios foram: nimero
de brotacdes, comprimento da maior brotacdo, numero de nos, altura de plantulas, namero de
folhas, presenca e auséncia de raizes, presenca e auséncia de calos e peso seco. Concluiu-se que
a dosagem de 30 g L™ de sacarose teve uma melhor influéncia no comprimento das brotagGes,
namero de nos, altura das plantulas, nimero de folhas e na presenca de calos, e as demais
varidveis ndo tiveram interferéncia dos niveis de sacarose. Foi verificado que as diferentes
dosagens de GAs testadas ndo influenciaram nenhuma das varidveis analisadas.

Palavras-chave: Cultivo in vitro. Regulador de Crescimento. Propagacéo.



ABSTRACT

Araljo, Matheus Miller Mesquita de. EFFECT OF SUCROSE AND GIBERELINE ON in
vitro GROWTH OF TREE TOMATO (Cyphomandra betacea). Bambui: IFMG — Campus
Bambui, 2019.

The method of propagating plants in tissue culture is often indicated for mass multiplication for
various plant species. Among these stands Tree Tomato (C. betacea) where its fruits have
significant commercial value in some regions of the world. To make its propagation to larger
scale levels, studies are needed to optimize the supplementation of the culture medium and
ensure its propagation in vitro. In this sense, the objective of this study was to evaluate the
results of different sucrose levels such as: 0; 10; 20; 30; 40 and 50 g L™ in the first test, after
identification of the best dosage, it was used in the second test to evaluate different levels of
GA; (gibberellic acid) such as 0; 0.25; 0.5; 1.0 and 2.0 mg L *, both tests inoculated in MS
culture medium for 45 days. The tests were conducted at the Plant Tissue Culture laboratory of
IFMG Campus Bambui. The explants used for both assays were from mother plants already
established in vitro. The experimental design was completely randomized, with 5 treatments, 6
repetitions and, each repetition consisting of 4 tubes. Sucrose assay data were subjected to
analysis of variance and polynomial regression (p <0.05), and treatment means for the GA3
assay were statistically compared by the Scott Knott test (p <0.05), both tests using the SISVAR
software. The variables analyzed for both trials were: number of shoots, length of largest shoot,
number of nodes, seedling height, number of leaves, presence and absence of roots, presence
and absence of corns and dry weight. It was concluded that the dosage of 30 g L-1 sucrose had
a better influence on shoot length, number of nodes, seedling height, number of leaves and
callus, the other variables did not interfere with sucrose levels. . It was verified that, the different
dosages of GAs tested, did not influence any of the analyzed variables.

Keywords: In vitro cultivation. Growth Regulator. Propagation.
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1. INTRODUCAO

O Tomate de Arvore (Cyphomandra betacea) pertence & familia das Solanaceae, sendo
uma espécie nativa da regido dos Andes, de clima subtropical, que se sobressai muito bem em
regides com temperaturas entre 10 e 20°C (CHACON - CERDAS et al., 2014). O fruto desta
planta tem expressivo valor comercial em regides Colombianas e da Nova Zelandia, pois é
consumido in natura e também processado, como compotas, conservas e sucos; portanto, é
plantado em diversos paises sul-americanos, América Central e Oceania. O Tomateiro de
Arvore também ¢ encontrado sem valor comercial em outros continentes, como no leste
Africano, Asia e nas Indias Orientais (ACOSTA - QUEZADA et al., 2010; DURANT et al.,
2013).

E comum a multiplicacdo desta planta ser feita de forma sexuada, por sementes, e
também de forma assexuada, por meristemas axilares. A propagacdo sexuada tem menores
vantagens em comparacao a assexuada, em cultura de tecidos, pois sofre algumas limitagdes,
como dificuldade em enraizar, baixo efeito pelo método de enxertia e podendo ser um carreador
de doencas (CANHOTO, 2010).

A cultura de tecidos compde e aprimora ferramentas para clonagem de vegetais em linha
comercial, contribuindo na efetivacdo de estudos de modificacdo genética e na conservacao das
plantas, permitindo a influéncia mutua entre fatores abidticos e bioticos, que resultardo em
plantas saudaveis, vigorosas e superiores geneticamente, que podem ser multiplicadas
massivamente, livres de patégenos (EMBRAPA, 2008). No processo do cultivo in vitro €
necessario o uso de meio adequado para a cultura trabalhada, como macros e micronutrientes,
horménios, sacarose, resultando em beneficios na multiplicacéo.

Dentro da cultura de tecidos, o meio deve atender a todas as necessidades exigidas pelas
plantas. Para melhorar o enriquecimento do meio nutritivo e sendo este essencial, é adicionado
um suplemento exdgeno como fonte de carboidratos, substituindo o carbono fixado da
atmosfera pela planta no processo fotossintético. ConcentracGes de sacarose interferem na
producdo de metabdlitos secundarios e na composicdo da parede celular. JA o excesso na
dosagem pode reduzir a sintese de clorofila e inibir a capacidade fotossintética da planta
(PASQUAL, 2001).

O grupo hormonal das Giberelinas (GAs) atua de forma eficiente, apresentando
significativos resultados nos nimeros e no comprimento das células em muitas espécies de

plantas. Tem a fungéo de alterar o desenvolvimento e o crescimento do vegetal, como alongar
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o tecido celular e regular sua divisao (RODRIGUES LEITE, 2004). O uso exdgeno do acido
giberélico (GAs) resulta no desenvolvimento das folhas, crescimento do caule e na parede
celular do vegetal, ajudando no alongamento dos entrends, pois age diretamente no meristema
intracelular, o qual € encontrado na base desta estrutura (TAIZ; ZEIGER, 2008).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes doses de sacarose

e GAs em meio de cultura MS no crescimento da planta Cyphomandra betacea.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos gerais da cultura do Tomate de Arvore

A planta Cyphomandra betacea, mais conhecida como Tomate de Arvore, integra a
familia das Solanaceaes, representada também pelo tomate, batata, berinjela, entre outras. As
espécies pertencentes a Cyphomandra, sdo, em sua maioria, plantas nativas das Américas
Central e Sul, devido ao fato de serem cultivadas nos Andes, onde o clima é muito propicio
para 0 seu cultivo e por este local ser considerado seu centro de origem. Conhecido
popularmente como Tomate de Arvore, pode ser chamado também de tamarillo, tomate francés,
tomate chimango, tomate da serra. Possui alto valor comercial em paises como Equador, Peru,
Bolivia e Colémbia (BOHS, 1989).

Pode ser consumido de forma natural ou também ser utilizado em sopas, molhos,
saladas, licores, geleias, sorvetes e sucos (MORTON, 1987).

Classificado como um fruto exotico, possui baixo teor calorico. Fornece um valor
significativo de nutrientes como vitamina C, minerais como Fe, Mg, Co e K e compostos
bioativos, sendo que, em uma porcao do fruto, chega-se a mais de 5% da ingestao diaria desses
nutrientes (LISTER et al., 2005). Contém, também, grande quantidade de proteinas e caroteno,
com acdo antioxidante, fortalecendo o sistema imunolégico (ROBLES; HASHIMOTO, 2006).

De acordo com Robles; Hashimoto, (2006); Bakshi et al., (2017) o tomate de arvore
adapta-se melhor em solos bem drenados, com o pH podendo variar de 5,0 a 6.5, e em regifes
de temperatura média anual de 15 a 25°C. A altitude recomendada para seu cultivo é a partir de
1000 m, sendo que, em altitudes menores, também se desenvolve, porém nédo frutifica
uniformemente, devido a temperatura noturna ndo ser fria, de acordo com sua exigéncia. As
raizes destas plantas sdo curtas e superficiais, desenvolvendo-se melhor em solos bem drenados,

leves e férteis.

2.2 Botéanica

E denominado uma planta arbustiva, podendo atingir 3 a 5,5 m de comprimento, com
um ciclo de vida estimado de 12 a 15 anos. Em suas folhas, sdo aderidos pelos finos e flexiveis,
tanto na parte abaxial quanto na adaxial. As flores desta planta s&o hermafroditas, de cor branca

a leve tom de rosa, que formam de 1 a 6 frutos neste grupo de 10 a 50 flores. J& 0s ramos ndo
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sdo resistentes e podem quebrar com facilidade quando estdo carregados; por isso, em areas
com ocorréncia de muito vento, devem ser protegidos (MUKURALINDA et al., 2016; BOHS,
1989; BAKSHI et al., 2017).

O fruto C. betacea tem um formato oval, com o &pice pontudo, possuindo muitas
sementes em seu interior, as quais tém um gosto levemente amargo e adstringente, sendo
pequenas, finas, planas e duras. Sua casca apresenta textura lisa, e sua coloragdo varia nos tons
de roxo, passando pelo vermelho mais escuro, laranja até o amarelo. Seu tamanho pode variar
de 4 a 10 cm de comprimento, e seu didametro, de 3 a5 cm (MORTON, 1987).

E uma planta que se autofecunda, sendo também polinizada por abelhas, comecando a
florescer com 6 a 8 meses apds o plantio. O pleno desenvolvimento dos frutos se da com cerca
de 25 semanas, sendo que a primeira colheita é feita entre 12 a 18 meses, podendo todos os
fatores variarem conforme a altitude do local (MUKURALINDA et al., 2016).

2.3 Propagacéao

Mesmo que nao seja dificil a germinacao das sementes de tomate de arvore, este método
ndo permite a obtencdo de plantas geneticamente uniformes, ndo sendo util a propagacéo de
gendtipos selecionados. Entdo, pode ser feita a multiplicacdo por outros métodos conhecidos -
estaquia ou enxertia (GATITA; ALMEIDA, 2003; CORREIA; CANHOTO, 2012; MUNOZ,
2013). Estes métodos tendem a garantir a manutencdo do genotipo; porém, muitas vezes, as
questdes fitossanitarias sao comprometidas, necessitando-se de matérias de 1 a 2 anos, com 0s
requisitos de diametro de 1,5 cm, contendo de 3 a 4 gemas (MUNOZ, 2013). Com o intuito de
propagar altos nimeros de exemplares, esta forma de disseminacdo torna-se dificil de ser
aplicada. Assim, a cultura de tecidos otimiza este método, fazendo com que seja possivel a

obtencdo de grande nimero de plantulas em pouco espaco de tempo.

2.4 Cultura de tecidos

E um método de cultivo que expde a amplitude de forma que possam ser cultivados os
tecidos das plantas, provenientes de alguma parte exclusiva da planta denominada explante
(célula, tecido ou 6rgdo de uma planta), baseando-se na capacidade totipotencial e
morfogenética das células. E realizado em condigBes de extrema assepsia e in vitro, tendo em
vista 0 melhoramento, 0 armazenamento e a micropropagacdo (VASIL; HILDEBRANDT,
1965).
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Esta forma de cultivo é executada em ambiente esterilizado, devendo ser removidos
contaminantes que se alojam na superficie do material, em frascos de vidro ou descartaveis de
boa qualidade, que possam ser submetidos a altas temperaturas, em meio nutritivo, que séo os
compostos inertes, substancias naturais, Compostos organicos e 0s sais inorganicos, que sao 0s
macronutrientes, micronutrientes e agua destilada ou bidestilada, ou, ainda, 4gua deionizada.
Além disso, em ambiente controlado, referindo-se a luz, energia radiante, que promove bom
desenvolvimento a cultura de tecidos, além da temperatura, que é um fator ambiental
responsavel por regular o crescimento do vegetal. No interior do laboratorio, ela fica em torno
de 25 °C, controlada por um sistema de refrigeracao (CID, 2010).

O cultivo in vitro é separado em estagios: selecdo e preparo da planta matriz,
estabelecimento da cultura de forma asseptica, producéo de propagulos adequados, preparagédo
para 0 crescimento em meio natural e aclimatizacdo. A literatura ressalta que os explantes
providos de plantas mais jovens, ou de plantulas, ttm melhores resultados de desenvolvimento
cultivados in vitro, em relagcdo aos que foram retirados de plantas adultas (PAIVA; PAIVA,
2001).

Dentro da cultura de tecidos, um dos principais problemas para o estabelecimento e a
propagacdo de clones € a contaminacdo por microrganismos. Por isso, é de grande valia que
seja realizada a desinfestacdo dos explantes, que pode ser feita com hipoclorito de sédio 0,5 a
1%, ou hipoclorito de calcio 2% durante 5 a 20 minutos. A concentracéo e o tempo variam de
acordo com o explante utilizado, sendo necessaria, também, a esterilizacdo da sala de

repicagem, que é onde se manipula assepticamente o material vegetal (ANDRADE, 2002).

2.5 Efeito da sacarose

Referindo-se ao cultivo in vitro, os tecidos, as plantulas e as células ndo tém condigcdes
apropriadas de encontrar luz e concentragdo de CO2, podendo, ainda, ndo apresentarem
porcentagem de clorofila regular para conseguir fazer fotossintese que proporcione seu
crescimento. Entdo, € necessario adicionar ao meio de cultivo uma suplementacdo de
carboidrato, sendo que o mais utilizado neste processo é a sacarose, pois proporciona uma maior
taxa de crescimento na maioria das espécies (CID, 2010).

Os agUcares abastecem com energia metabolica e esqueletos carbénicos a biossintese de
aminoacido e proteinas, polissacarideos estruturais, como celulose, todos os compostos
organicos essenciais para o desenvolvimento das células. Estas doses de sacarose sdo de

extrema importancia para se obter um 6timo crescimento, de acordo com o explante. Culturas



17

que sédo tralhadas com embriBes nos estagios inicias do desenvolvimento do ciclo precisam de
doses maiores de sacarose (6 a 10 %), sendo que a concentracdo mais usual varia de 2% a 3%
(CALDAS, 1998).

Assim que o meio de cultura é submetido a autoclave, para sua esterilizacdo, a sacarose
é parcialmente hidrolisada em glicose e frutose. Nesta situacdo, ele ainda pode passar pela
reacdo de Maillard, que provoca ao meio uma coloragéo amarelo-escuro, variando de amplitude
de acordo com a magnitude do evento, sendo esta uma reacao entre carboidratos e peptideos,
estimulada pela alta temperatura, que é também aceitavel no cultivo in vitro, por se tratar do

aquecimento da sacarose acima do ponto de fuséo (CID, 2010).

2.6 Efeito do acido giberélico

As biomoleculas produzidas pelas plantas s&o denominadas hormdnios, que tém como
funcéo induzir respostas fisiolégicas como: inducgéo de brotos, inducdo de raizes, alongamento
e outras finalidades (CID, 2010). A ligacdo do horménio com a membrana celular ainda esta
sob pesquisas, sendo o principal objetivo avaliar as melhores caracteristicas do receptor (tipo
de insercdo da membrana celular, relacdo com a proteina G, nimero de dominios), levando o
estimulo até o nucleo da célula que sera o alvo (WOODWARD; BARTEL, 2005).

Os vegetais sintetizam varios tipos de horménios: Auxinas, Citocininas, Giberelinas,
Etileno, Acido Abscisico e Acido Jasmonico. Moléculas que possuem efeito similar ao dos
horménios sdo chamadas de reguladores de crescimento, diferenciando-se da classe dos
horménios por serem sintéticas e ndo serem produzidas pelas préprias plantas. Além disso, as
concentracdes de hormdnios e reguladores de crescimento que atuam no vegetal sdo muito
pequenos, representados por miligramas (mg) ou micromolares (uUM) (CID, 2010).

A classe hormonal das GAs é um grupo de fito-horménio que concentra sua producao no
apice dos frutos e das sementes e promove Varios efeitos sobre o crescimento e desenvolvimento
do vegetal, como expansao das folhas, desenvolvimento de flores e germinacéo, contribuindo
para o periodo de laténcia das sementes, fazendo estas germinarem, induzindo brotactes de
gemas, promovendo o desenvolvimento do broto e o incremento do crescimento do calo
(TUDZYNSKI, 1999). Desta categoria, sdo conhecidos e catalogados 136 compostos. A
classificagdo varia de GA1 a GAuss; dentre estas, as mais conhecidas e com maior relevancia
sdo GA1, GAs, GAs e GAy, pois tém maior efeito biolégico, tornando-as mais importantes
comercialmente (TUDZYNSKI, 2009). Destaca-se que GAz € o composto de interesse deste
trabalho.
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Na cultura de tecidos, a mais usual e mais importante dentro da familia das GAs é GAg,
pois atua como um hormdnio que esta relacionado com o alongamento de brotos, controlando
a maioria dos processos em uma planta (BARRUETO CID, 1999; RODRIGUES, 2009).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o crescimento de Cyphomandra betacea sob diferentes concentracbes de

sacarose e giberelina em cultivo in vitro.

3.2 Especificos

e Identificar a melhor dose de sacarose que proporcionara as melhores taxas de crescimento;
e Identificar a melhor concentracdo de GAz no crescimento vegetativo do C. betacea;

e Aprimorar os protocolos de micropropagacéo de C. betacea.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Localizagao do experimento

O experimento foi realizado no Laboratdrio de Cultura de Tecidos Vegetais do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Minas Gerais - Campus Bambui, localizado no
municipio de Bambui, regido Centro-Oeste do estado de Minas Gerais, situado a latitude de 20°
00' 23" S, longitude de 45° 58' 37" W e altitude de 706 m.

4.2 Espécie utilizada

Para 0 experimento, utilizaram-se plantas de Tomate de Arvore (Cyphomandra betacea)
que estavam estabelecidas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) em sala de crescimento, no
Laboratorio de Cultura de Tecidos, em temperatura controlada de 25°.

Novos subcultivos foram realizados em meio MS, visando obter plantulas para os

ensaios. Os subcultivos foram de 45 dias.

4.3 Ensaio com doses de sacarose

Apos o processo de multiplicacdo dos explantes, sob condicGes estéreis, isolaram-se,
em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais, com o auxilio de uma lamina de bisturi
contendo 2 gemas com tamanho aproximado de 2,5 cm. Em seguida, foram inoculados em tubos
de ensaio (@ =2,5 cm) contendo 15 mL de meio MS, e, nesta solugédo, foram adicionados 0,5
mg L™ de BAP (6 — benzilaminopurina), o qual ¢ um regulador de crescimento que integra a
classe hormonal das citocininas e tem a funcdo de multiplicacdo celular, sendo uma
concentracdo com melhor resultado (COSTA, 2017).

O pH do meio foi corrigido para 5,7 e solidificado com 0,6% de Agar, previamente a
autoclavagem por 20 minutos a 121°C, sob pressdo de 1,0 atm, com as diferentes dosagens de
sacarose (Tabela 1). Apos a inoculacdo dos explantes no meio de cultura, os frascos foram
tampados, vedados com parafilm e colocados em sala de crescimento com temperatura de 25°C

e fotoperiodo de 14 horas de luz.
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Tabela 1: Estudo dos niveis de sacarose no crescimento in vitro de C. betacea.

Tratamentos Niveis de Sacarose (g L™?)
1 0
2 20
3 30
4 40
5) 50

Fonte: Autor (2019)

4.4 Ensaio com doses de Acido Giberélico (GAs3)

Apos a identificagdo, no ensaio anterior, da melhor dosagem de sacarose, procedeu-se a

um outro ensaio, visando identificar o melhor nivel de giberelina (Tabela 2) no processo de

micropropagacéo desta espécie.

O meio utilizado foi 0 MS, onde o pH foi corrigido para 5,7 e solidificado com 0,6% de

Agar, previamente a autoclavagem por 20 minutos a 121°C, sob pressdo de latm. Apds a

inoculacdo dos explantes no meio, com as diferentes concentracdes de acido giberélico, em

camara de fluxo laminar, com 2 segmentos nodais com tamanho aproximado de 2,5 cm, em

tubos de ensaio (@ = 2,5 cm) contendo 15 mL da solucéo, estes foram colocados em sala de

crescimento com temperatura de 25 °C e fotoperiodo de 14 horas de luz.

Tabela 2: Estudo dos niveis de acido giberélico no crescimento in vitro de C. betacea.

Tratamentos Niveis de GAs (mg L™)
1 0
2 0,25
3 0,50
4 1,0
5 2,0

Fonte: Autor (2019)
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4.5 Delineamento experimental

O delineamento em ambos 0s ensaios foi inteiramente casualizado, com 5 tratamentos
(doses) e 6 repeticGes, totalizando 30 parcelas, sendo cada parcela constituida por 4 tubos.

As variaveis analisadas nos 2 ensaios, a partir de 45 dias apds o material ser inoculado
nos tratamentos, foram: nimero de brotagdes, comprimento da maior brotagdo, nimero de nés,
altura de plantulas, nimero de folhas, presenca e auséncia de raizes, presenca e auséncia de
calos e peso seco.

A medicdo da variavel altura de plantulas foi determinada do colo da plantula até a gema
apical, e a medicdo do comprimento da maior brotacdo, da base da brotacdo até a gema apical,
ambas com o auxilio de paquimetro digital.

O peso seco foi obtido através de secagem do material vegetal previamente
acondicionado em sacos de papel e perfurados. Em seguida, foram colocados para secar em
estufa com circulacao forcada de ar, com temperatura de 60°C por 72 horas. Posteriormente, foi

aferida a pesagem em balanca analitica.
4.6 Analises estatisticas
Os dados coletados foram analisados pelo programa computacional “Sistema para

Analise de Variancia” — SISVAR, e as médias, comparadas pelo teste de Skott Knott. Para 0s

ensaios com nivel de significancia (p<0,05), realizou-se regressdo (FERREIRA, 2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Ensaio 01: efeito de sacarose no crescimento de Tomate de Arvore (C. betacea).

A partir do experimento estudando-se 0s niveis de sacarose em tomate de &rvore,
constatou-se que a concentragdo de 30g L™ apresentou maior influéncia na porcentagem de
crescimento da planta que as outras dosagens testadas (0, 20, 40 e 50 Q).

Houve efeito significativo (p<0,05) para o nimero de brotos, como é mostrado na
Tabela 3, referente as concentracfes de sacarose para planta C. betacea. Sendo assim, a dose
padrdo do meio MS ndo diferenciou das doses 0 e 20 g L™ para a variavel analisada.

Borkowska & Szczerba (1991) confirmam os dados deste trabalho, constatando que,
para a cultura de Prunus cerasus L., a sacarose ajudou no desenvolvimento de brotos em
concentragdes entre 20 e 30 g L™

Grattapaglia & Machado (1998) afirmam que a sacarose € o melhor meio de fornecer
carbono nos protocolos de cultivo in vitro e também a melhor forma de diferenciar a célulae o
crescimento das microplantas. Estes pesquisadores concordam com os dados deste trabalho, de
que niveis de 30 g L promovem novas brotacdes para a maioria das espécies ja formadas em

cultura de tecidos.

Tabela 3; Efeito da sacarose no niimero de brotos de C. betacea cultivada in vitro

Sacarose (g L™?) N° de Brotos
0 2,89a*
20 2,92a
30 3,00 a
40 1,67 b
50 2,25b
CV (%) 35,13

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
Devido ao ajuste do R? ter sido menor que 70%, optou-se por apresentar os resultados desta variavel
em forma de tabela.
Fonte: Autor 2019.

Pela Figura 1A, observa-se que, a medida que aumentam as doses de sacarose, aumenta,

também, o comprimento dos brotos. Pela derivada da curva, percebeu-se que a maxima
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dosagem de sacarose, que proporcionou 0 maximo niimero de brotos, foi de 30,79 g L%, sendo
0 comprimento maximo de brotos obtidos de 20,24 mm. A partir desta dosagem, o numero de
brotagdes comeca a diminuir.

A pesquisa de Faria (2006) com a varidvel comprimento de brotos, em Passiflora
giberti, mostrou que os dados foram semelhantes aos do presente trabalho, onde as doses de
sacarose que obtiveram os melhores resultados foram com 30 g L%, indicando que a presenca
de acucar no meio de cultura foi fundamental para manter o crescimento das brotagdes.

Analisando-se a Figura 1B, com o aumento da concentragcdo de sacarose, o valor
referente a variavel nimero de nds da planta C. betacea também aumentou. Com o resultado
da derivada da curva, notou-se que a maior dosagem de acucar, que obteve o maior nimero de
nos, foi de 30,5 g/ L, e o nlmero maximo de nds obtidos foi de 5,40. Em sequéncia a esta
concentragédo, o valor do nimero de nds comega a reduzir.

Os resultados referentes a esta variavel estdo em concordancia com os dados obtidos
pela pesquisa de Braun et al. (2010) com a espécie Beta vulgaris. Além disso, outros trabalhos
mostraram que o0 acréscimo nas doses de sacarose acarretou a reducédo do nimero de nos em
Solanum tuberosum (MOHAMED & ALSADON, 2010; BADR et al., 2011; BANDINELLI et
al., 2013).

Comp. de Brotos

3
o 3
¥=6,0147+ 0,9238X - 0,015%" * A ¥= 2,725822+ 0,175515X - 0,002877)" *
£ . 1 ;
1 R = 74,08% R? = 88,45%
(L
L 0 i |} 30 40 B0
0 1] 20 k11] Tl 50
Sacarose (%) Sacarose ()

Figura 1: Comp. de Brotos (A) ¢ Niamero de Nos (B) de plintulas de O betaceae em fungio de
nivels de sacarose.
* Significative ao nivel de 5% pelo teste de F.

Nota-se, pela Figura 2A, que, & medida que o valor da concentragdo de sacarose vai
crescendo, também ha o aumento da altura das plantulas. A partir do resultado da derivada da

curva, observa-se que a maior dosagem de sacarose, que proporcionou a maior altura, foi de 34
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g L, atingindo uma média maxima de 44,35 mm. Em medida que ultrapassa o valor de 34 g
L da dose de sacarose, a curva comega a diminuir.

Com relacdo ao aspecto negativo de altos niveis de sacarose em relacdo ao crescimento
da parte aérea de C. betacea, os resultados mostrados neste trabalho concordam com os
alcancados por Galdiano Junior et al. (2013) em plantas de Cattleya loddigesii implantadas em
meio MS, tratadas com niveis de sacarose, em que concentragdes de 22 a 30 g L beneficiaram
o desenvolvimento da parte aérea, e doses maiores que estas inibiram o crescimento.

Nagao (1993) declara que o agucar, como fonte de carboidratos, tende a suprir as
exigéncias dos explantes, fornecendo energia ou auxiliando na fonte de esqueletos carbdnicos
no processo biossintético e na diferenciacdo celular. De Riek et al. (1997) expressam como 0s
dados do presente trabalho, onde o excesso de agucar pode prejudicar a sintese de clorofila,
diminuem a capacidade fotossintética do cultivo in vitro, mesmo sendo essencial ao
crescimento.

A presenca de calos foi pequena, oscilando de valores proximos de zero até 1 (um).
Acompanhando-se a Figura 2B, que representa a variavel presenca de calos, pode ser observado
gue o0 aumento da porcentagem de aclcar no meio de cultura resulta em uma maior porcentagem
de calo nas plantulas, até o ponto maximo obtido pela derivada da curva, que é de 36,91 g L™
Ao atingir essa dosagem, observa-se que a curva comeca a diminuir, chegando a um valor
maximo de 1,00 calo.

A B

[i11]

H. Pliniulas

)
o ¥ =18,09516+1 544683002271 9X1* Y = 0,0439372+0,0307 1X-0,00041 6302*
R2=8199% R1=8932%

0 10 20 30 0 &0 i 10 i i 40 &)

Presenca de Calos

Sacarove (%Ya) Sacarose (%s)

Figura 2: Altura de Plantula [A) e Presenca de Calos (B) de plantulas C. betacea em funcdo de niveis de
sacarose,
*Significativo ao nivel de 5% pelo teste de F.

Segundo Erig & Schuch (2005), a formagdo de calos na zona do enraizamento é
indesejavel, podendo alterar o vigor das raizes, que € a juncdo da parede vascular com a

plantula.
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No presente trabalho, observou-se que o nimero de folhas de C. betacea foi alterado
pelas concentracdes de sacarose testadas, havendo efeito significativo (p<0,05) destacado na
Tabela 4. Dessa forma, a utilizagdo da dosagem padrdo do meio MS, que é de 30 g L%, se
diferenciou dos demais niveis testados, favorecendo o nimero de folhas.

Pesquisa feita por de Galdiano Junior et al. (2012) com Cattleya loddigesii corrobora 0s
dados do presente trabalho, verificando-se que o nivel de 20 a 30 g L™ de sacarose beneficiou
o numero de folhas, sendo que, neste estudo, também se confirmou que o nimero de folhas é

reduzido na testemunha e na concentragéo de 40 g L™

Tabela 4: Efeito da sacarose no nimero de folhas de C. betacea cultivada in vitro.

Sacarose (g L™?) N° de Folhas
0 07,92 c*
20 13,00 b
30 17,04 a
40 09,20 c
50 11,80 b
CV (%) 17,65

*Médias seguidas de letras diferentes diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
Devido ao ajuste do R? ter sido menor que 70%, optou-se por apresentar os resultados desta variavel
em forma de tabela.

Fonte: Autor 2019.

N&o houve efeito significativo (p<0,05) para a presenca de raizes, como é mostrado na
Tabela 5, referente as concentrac@es de sacarose para planta C. betacea. Desta forma, a dose
padrdo de sacarose ndo mostrou ter relacdo no crescimento das raizes desta planta in vitro.

Pesquisa feita por Mc Cown, (1988) mostra que a auséncia de uma fonte de carbono em
meio de estabelecimento em cultivo in vitro impossibilita o desenvolvimento de raizes, pois é
necessaria uma suplementacdo exogena de energia; caso o suprimento de fotossintatos seja
insuficiente, ndo ha formacao de raizes in vitro.

Segundo Besson et al. (2010), doses de sacarose podem intervir no crescimento de
raizes, e 0 acréscimo de agUcar, adicionado ao meio de cultura, proporciona uma reducéo da

absorc¢do de agua e sais. Thorpe et al. (2008) afirmam, também, que o agucar sintetizado pela
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planta, no ato da fotossintese, somado com o agUcar contido no meio de cultura, ocasiona alta

absorcéo pela planta, elevando a concentragao de sacarose total e prejudicando o enraizamento.

Tabela 5: Efeito da sacarose na presenca raizes de C. betacea cultivada in vitro.

Sacarose (g L™?) Presenca de Raiz
0 0a*
20 Oa
30 0,041a
40 0,375a
50 0,333a
CV (%) 319,14

*Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Autor 2019

Para as diferentes concentracdes de sacarose utilizadas no cultivo in vitro, observou-se
que ndo houve efeito significativo (p<0,05) no peso seco de C. betacea (Tabela 6). Sendo assim,
a utilizacdo da dosagem padrdo do meio MS ndo se diferencia dos niveis testados para esta

variavel.

Tabela 6: Efeito da sacarose no peso seco de C. betacea cultivada in vitro

Sacarose (g L) Peso seco (g)
0 0,026 a*
20 0,020 a
30 0,076 a
40 0,120 a
50 0,038a
CV (%) 133,7

*Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Skott Knott ao nivel de 5% de
probabilidade.
Fonte: Autor 2019
Pesquisas de Cavete et al. (2002) com morangueiro mostraram maiores quantidades de
matéria seca adquiridas por plantas micropropagadas, em doses de 45 g L™ de sacarose, em

comparagdo com 15 e 30 g L%, Ainda nos estudos destes autores, foi demonstrado um aumento
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no peso seco da parte aérea @ medida que a concentracdo de sacarose foi sendo aumentada.
Entretanto, as plantas que se desenvolveram nestas concentra¢des de agtcar adicionado ao meio
de cultura, acumularam, no tecido, maior quantidade de massa seca e, consequentemente,
menor conteldo de &gua, podendo se beneficiar melhor da sobrevivéncia das plantulas em

aclimatacéo.
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Ensaio 02: efeito de GA;s no crescimento de plantulas de Tomate de Arvore (C. betacea)

A partir do experimento, estudando-se as dosagens de GAs em tomate de arvore,
constatou-se que ndao houve significancia (p<0,05) para as variaveis analisadas: nimero de
brotos, comprimento de brotos, nimero de nés e altura de plantas entre as concentraces
testadas (0; 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0 mg L), descritas na Tabelas 7, independentemente da presenca
do fitorregulador no meio de cultura, pelo menos até o quadragésimo quinto dia de

experimentacao.

Tabela 7: Valores médios de nimero de brotos (NB), comprimento de brotos (CB), nimero de nds (NN)

e altura de planta (HP) de C. betacea cultivada in vitro a diferentes concentrac@es de GAs

Concentracéo de Médias
GAa(mg L) NB * CB NN HP

0 0.33 a* 20.94 a 6.17a 61.00a
0,25 0.55a 21.56 a 6.42a 7547a
0,50 0.54a 22.27 a 6.71a 7743a
1,00 0.58 a 29.57 a 717a 79.70a
2,00 0.71a 4131a 750a 853la

CV (%) 51.53 65.15 20.70 26.20

Fonte: Autor 2019

* Médias seguidas de mesma letra na coluna para cada variavel ndo diferem entre si pelo teste de Scott

e Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Em pesquisa feita por Ribeiro et al. (2009), foi observada influéncia significativa para a
mesma variavel nimero de brotos testada neste trabalho, em concentragio de 5 mg L™ de GAs
com a espécie Zantedeschia aethiopica.

No estudo de Soares et al. (2009), com a variavel nimero de brotagdes, os niveis de GA3
em espécies de orquideas (C. loddigesii e H. lobata x H. purpurata) cultivadas in vitro, ndo

mostraram diferenca significativa entre as dosagens utilizadas.
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Pesquisa executada por Figueiredo, Alberto e Viana (2001) afirma a necessidade do
acido giberélico para o alongamento das brotagdes da espécie Rollinia mucosa. Gomes (1999)
também concluiu que doses que variam de 1 a 6 mg L™ de GAs ajudam no desenvolvimento e
no crescimento de brotagdes in vitro da espécie Maclura tinctonia.

Para Simdes et al. (2012), o numero de nés com adi¢do de GAz no meio de cultura ndo
interferiu significativamente em niveis entre 2,0 e 3,0 mg L™,

Estudos feitos por Diniz et al. (2003) afirmam que a concentragdo de GAz de 0,5 mg L
! utilizada na espécie Egletes viscosa L., proporcionou melhores resultados na altura dos
explantes em cultivo in vitro.

Vidal et al. (2013) afirmam que GAs interfere de forma significativa no crescimento das
plantulas, resultando em um melhor desenvolvimento da parte aérea, numero de folhas e
namero de brotacgdes, trabalhando com a cultura de mamoeiro em cultivo in vitro.

Referente as variaveis analisadas na (Tabela 8), estas ndo mostraram efeito significativo

(p<0,05) a diferentes concentragdes de GAs.

Tabela 8: Valores médios de niamero de folhas (NF), presenca de raizes (PR), presenca de calos (PC) e

peso seco (PS) de C. betacea cultivada in vitro sob diferentes concentrac@es de GAs

Concentracéo de Médias
GAa (mg L) NF PR PC PS

0 7.16 a* 412 a 0.00 a 0.02 a

0,25 741 a 4.58 a 0.00 a 0.02 a

0,50 791 a 4.58 a 0.04 a 0.02 a

1,00 8.04 a 4.62 a 0.08 a 0.03 a

2,00 8.33a 554 a 0.29 a 0.03 a

CV (%) 19.49 32.09 232.38 38.04

Fonte: Autor 2019

* Médias seguidas de mesma letra na coluna para cada variavel ndo diferem entre si pelo teste de Scott

e Knott ao nivel de 5% de probabilidade.

Para Simdes et al. (2012), em estudos com pimenta longa, constatou-se que a adigéo
gradual de GAs no meio de cultura acarreta o desenvolvimento de um menor nimero de folhas

até a concentracdo de 3,0 mg L%, sendo que valores a mais que esta dosagem tendem a aumentar
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o nimero de folhas desta espécie. No estudo de Menezes et al. (2010), também se afirma que o
maior niimero de folhas foi obtido na concentragio de 0,25 mg L™ de GAs, trabalhando-se com
a variedade “Pedro Sato” de goiabeira.

Vidal et al. (2013), estudando a multiplicagdo in vitro com plantas de mamoeiro,
relataram que se deve utilizar GAs para diminuir a formagéo de calos que inibem o processo da
multiplicacéo, devido ao bloqueio da conexdo entre o sistema radicular e a parte aérea. Estes
autores ainda mencionam que a variavel peso seco teve uma reducdo em seu valor quando

aumentou para a concentracdo de 4,0 mg L de GAs.
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6. CONCLUSAO

Para 0 ensaio de sacarose, a concentracdo de 30 g L™, padrdo do meio MS, foi a que
proporcionou maior nimero de folhas, n6s, comprimentos de brotos e altura de plantulas de C.
betacea.

Para 0 ensaio de GAs, as concentracOes estudadas ndo proporcionaram alteragdes
significativas para nenhuma das variaveis avaliadas na planta de C. betacea, sendo necessarios
novos testes com concentragdes maiores de GAs, para verificar realmente qual a influéncia

deste fitormdnio no crescimento de C. betacea.
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