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Resumo

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito dos reguladores de crescimento na multiplicagao
in vitro de tamarileiro (Solanum betaceum). O trabalho foi conduzido no Laboratério de
Propagacédo de Plantas Frutiferas da Universidade Federal de Pelotas, RS. Segmentos
caulinares com uma gema foram inoculados em meio de cultura MS, acrescidos ou ndo dos
reguladores 6 - benzilaminopurina (BAP) (0,0; 0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 mg L") e &cido
naftalenoacético (ANA) (0,0 e 0,1 mg L"), em diferentes combinagdes, sendo apds mantidos
em sala de crescimento. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em
esquema bifatorial (concentragbes de BAP x presenga ou auséncia de ANA), com quatro
repeticoes, sendo cada constituida de um frasco com quatro explantes. Aos 45 dias de
cultivo, foi avaliado o numero médio de folhas, de brotagcbes, comprimento médio das
brotagdes (cm), numero médio de raizes, comprimento médio da maior raiz (cm) e presenca
de calo. Verificou-se incremento no numero de folhas e de brotagdes quanto maior foi a
dosagem de BAP e sem a presenca de auxina (ANA), porém a dosagem de BAP 0,75 mg L~
', quando acrescido do regulador ANA (0,1 mg L") promoveu o maior nimero de brotagbes
em tamarileiro na multiplicagao in vitro. Enquanto a menor produgcao de raizes ocorreu na
dosagem de 0,5 mg L' de BAP sem adigido de ANA. Com relagdo a variavel comprimento de
raizes, o maior valor pode ser observado quando ndo houve adi¢do de reguladores ao meio
de cultivo. A adicado de BAP e BAP+ANA favoreceu a formacgéo de folhas e brotagcdes nos
explantes de tamarileiro, enquanto que em meio de cultivo sem adi¢ao de reguladores o
comprimento meédio das brotagdes foi maior e a dosagem de reguladores nao interferiu na
formacéao de calo na base dos explantes.

Palavras chave: micropropagagao, auxina, citocinina.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the effect of growth regulators on in vitro porpagation of
tamarillo (Solanum betaceum). The study was conducted at Fruit Trees Plant Propagation
Laboratory of Federal University of Pelotas, Brazil. Stem segments with a bud were
inoculated in MS medium plus or not plant growth regulators 6-benzylaminopurine (0,0; 0,25;
0,5; 0,75 and 1,0 mg L' and naphthalene acetic acid (0,0 and 0,1 mg L™), in different
combinations, and kept in a growth room. The experimental design was completely
randomized in a factorial 5x2 (BAP x presence or absence of NAA), with four repetitions,
each consisting of a bottle with four explants. At 45 days of culture the number of leaves,
shoots, medium shoot length (cm), average number of roots, average length of roots (cm)
and the presence of callus were evaluated. There was an increase in the number of leaves
and shoots the higher the BAP dose and without the presence of auxin (NAA), but the BAP
dose of 0,75 mg L, when added growth regulator NAA (0, 1 mg L") promoted the highest
number of shoots on in vitro propagation of tamarillo. While the smaller root production
occurred at BAP dose (0,5 mg L")without NAA. The highest lengh roots value can be
observed when there was no addition of growth regulators to the culture medium. The
addition of BAP and BAP + NAA favored leaves and shoots formation in tamarillo explants
whereas in medium without growth regulators the average shoot length was larger and
growth regulators dosage did not interfere in callus formation on the basis of explants.

Keywords: micropropagation, auxin , cytokinin

Introducgao

O tamarileiro (Solanum betaceum), é uma planta pertencente a familia das
Solanaceas nativa dos Andes, caracteriza-se como um arbusto de clima subtropical, semi
lenhoso e de crescimento rapido (CHACON-CERDAS et al., 2014). Em paises como
Colébmbia e Nova Zelandia tem importancia comercial, pois produz um fruto chamado
tamarilho, que € consumido in natura ou utilizado para processamento de doces, conservas
e bebidas, apresentando-se também como produto de exportacdo. E cultivado em varios
paises da América do Sul e Central, podendo ser encontrado em paises do leste da Africa,
sudeste da Asia e Indias Orientais, sem fins comerciais (ACOSTA-QUEZADA et al., 2010;
DURANT et al., 2013).

E propagado tradicionalmente através de sementes ou estacas. Porém, esta forma de
multiplicagdo ndo vem suprindo as necessidades de material vegetal. A propagagao por via
sexuada traz consigo problemas devido a alta heterogeneidade e qualidade das plantas e a
proliferacdo de patégenos presentes na planta (CHACON-CERDAS etal., 2014).

A utilizacdo de processos baseados no cultivo in vitro de plantas vem se tornando

uma alternativa a propagacgao por métodos convencionais e suas limitagdes, pois permite a



multiplicacdo de forma rapida, econdmica e rentavel, obtendo-se plantas de alta qualidade
em qualquer época do ano. Juntamente a isso, a micropropagagao permite produzir plantas
completas a partir de sec¢des de materiais vegetais previamente estabelecidas in vitro. Com
isso, obtém-se plantas livres de doencas, vigorosas e que mantém as caracteristicas
produtivas das plantas selecionadas (CORREIA; LOPES e CANHOTO, 2011).

A micropropagacao do tamarileiro pode ser efetuada pela proliferagcdo dos meristemas
axilares. Devendo-se utilizar meio apropriado que disponibilize nutrientes necessarios a
espécie, bem como a adi¢cao de reguladores de crescimento, visando aperfeigoar o processo
de multiplicacao (REIS, 2013).

As auxinas e as citocininas fazem parte do grupo de horménios mais frequentemente
utilizados. Embora as vezes facultativas no meio de multiplicagdo, as auxinas tém sido
utilizadas para promover o crescimento de calos, suspensdes celulares e no enraizamento
de explantes e, em combinagdo com as citocininas, regular a morfogénese estabelecendo o
equilibrio adequado entre os reguladores de crescimento (SILVEIRA et al., 2002). A
concentracdo de auxina empregada dependera da finalidade a qual o horménio tera, em
geral, para a indugao de calos utiliza-se uma maior concentragdo do que quando se busca o
enraizamento dos explantes (CID, 2014).

As citocininas s&o pertencentes a um grupo hormonal que tem por caracteristica
promover a divisdo celular nos vegetais. A fonte de citocinina, assim como sua
concentracdo, sdo os fatores que mais influenciam o processo de desenvolvimento in vitro
(CID, 2014). A citocinina 6 - benzilaminopurina (BAP), comercialmente disponivel, tem sido
muito eficaz para promover a multiplicacdo em diversas espécies, sendo utilizada em 60%
dos meios de cultivo (CORDEIRO et al., 2004).

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito dos reguladores de crescimento (BAP e

ANA) na multiplicagéo in vitro de Solanum betaceum.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratério de Propagagao de Plantas Frutiferas,
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade

Federal de Pelotas, no Municipio de Capao do Ledo, RS, no ano de 2015. Os explantes



utilizados no experimento foram originados de segmentos nodais caulinares com uma gema
€ 0 apice excisado de material pré-estabelecido de tamarileiro (Solanum betaceum).

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado arranjado em
esquema bifatorial, com quatro repeticbes. O fator de tratamento A testou diferentes
horménios (BAP e BAP + ANA) e, o fator B as doses dos mesmos (0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mg
L, além da dose zero, que representou o controle). Na combinagdo de BAP + ANA a dose
padronizada de ANA foi de 0,1 mg L. Cada tratamento foi composto por quatro frascos
(repeticdes) com quatro explantes em cada frasco.

Os explantes foram inoculados em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962), suplementado com 100 mg.L" de mio-inositol, 30 g.L" de sacarose, acrescidos ou
nao de reguladores, conforme os tratamentos. O pH do meio de cultivo foi ajustado para 5,8
antes da inclusdo do agar na concentragdo de 6 g.L"' e, posteriormente, autoclavado a
121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos de vidro com capacidade de
300 mL, com 30 mL de meio de cultura por frasco.

Os frascos foram fechados com papel aluminio e selados com fiime de PVC
transparente, apds a inoculagdo, os frascos permaneceram em sala de crescimento com

temperatura constante de 25 1 2°C e luminosidade artificial de lampadas fluorescentes
brancas frias, com fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de 27umol m?s™.

Aos 45 dias de cultivo, as variaveis analisadas foram numero médio de folhas,
numero medio de brotagdes, comprimento médio das brotagbes (cm), numero médio de
raizes, comprimento médio da maior raiz (cm) e formacéo de calo.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk;
a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e a independéncia dos residuos por analise
grafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia através do teste
F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, os efeitos dos hormdnios foram
comparados pelo teste t (p<0,05) e, quando presente a interagao dos fatores de tratamento,
a DMS do teste foi plotada no grafico, as diferengas entre os niveis do tratamento foram
consideradas significativas quando ndo houve sobreposicdo entre as barras verticais. Os
efeitos das doses (mg L") foram avaliados por modelos de regressdo (p<0,05), conforme
segue: y = ¥, + ax + bx? onde: y = variavel resposta; y, = variavel resposta correspondente
ao ponto minimo da curva; a = valor maximo estimado para a variavel resposta; b =

declividade da curva; x = doses (mg L™").

Resultados e Discussao



Para as variaveis dependentes, numero de folha, numero de brotagdo e comprimento
de raiz ocorreram interagdes significativas entre os fatores de horménio e dose (Figura 1).
Enquanto que para as variaveis comprimento de brotagdo e numero de calo ocorreu
somente efeito de dose (Figura 2). A variavel, numero de raizes ndo apresentou significancia
estatistica para os fatores de tratamento horménio (F = 0,31; p = 0,5895), dose (F = 2,90; p =
0,08) e nem para interagao entre os mesmos (F = 1,72; p = 0,2156).

Verificou-se um incremento continuo no numero de folhas e de brotacdes na presenca
de BAP e sem a auxina ANA, indicando a necessidade do regulador BAP para obter maiores
valores para estas variaveis (Figura 1A; 1B). Em trabalho realizado por Barghchi (1998) as
doses de 0,25 a 1,0 mg L' foram consideradas otimas na regeneragdo de explantes
terminais e axilares de tamarileiro.

Para Canhoto et al. (2005) a dose de 0,5 mg L™ de BAP obteve melhor resultados
tanto para estabelecimento quanto para multiplicagdo desta espécie. Um dos principais
eventos controlados pelas citocininas é a citocinese ou divisdo celular, corroborando com os
dados obtidos, onde observou-se aumento da produgao de brotagbes quanto maior a dose
de citocinina empregada.

Para a variavel nimero de folhas e nimero de brotagdes, BAP na dose (0,75 mg L™)
quando acrescido com o regulador ANA (0,1 mg L") obteve os maiores valores, decaindo na
dosagem de1,0 mg L™ (BAP), porém, nao diferindo significativamente da dose de (1,0 mg L-
") (Figura 1A; 1B). Porém para o comprimento de raizes, o maior valor pode ser observado
quando ndo houve adic&o de reguladores ao meio de cultivo (Figura 1C).

Trabalhos classicos realizados ainda nos anos de 1950 revelaram a interacido das
auxinas com as citocininas, demonstrando a necessidade destas nos processos de divisao
celular. Todavia, a auxina atua de forma sinérgica a citocinina. Assim, elevadas proporgdes
de auxina induzem a formacao de raizes, enquanto doses altas de citocininas se traduzem
em maior formagao de gemas caulinares (PERES; KERBAUY, 2013).

Com relacao ao comprimento das brotacbes, quando ndo houve incremento de
reguladores no meio de cultivo, evidencia-se um maior alongamento das hastes das plantas.
Possivelmente devido ao explante ndo ter multiplicado suas brotacdes, pois o BAP é uma
citocinina associada a indugao de brotagdes laterais nas plantas, sincronizando a ativagao
das gemas (PERES; KERBAUY, 2013).
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Fig. 1. Numero de folhas (A), de brotacbdes (B) e comprimento de raiz (cm) (C) de
tamarileiros submetidos a aplicagdo de BAP e BAP+ANA em diferentes doses (0, 0,25,
0,50, 0,75 e 1,00 mg L"). UFPel, Pelotas, RS. (As barras verticais representam a DMS do teste t

(p<0,05)).

A cultura se mostrou sensivel a formacéo de calos na base dos explantes (Figura 2B),
independentemente da adigcdo de auxina, mesmo a menor dose de citocinina promoveu a
formacao de tecido caloso, ndo diferindo da maior dose de BAP empregada. Segundo Taiz e
Zeiger (2013), a formacao de calos depende da razdo de auxina/citocinina no meio de
cultura. Enquanto uma alta razdo estimula a formagédo de raizes, uma baixa induz a
formagao de parte aérea, em niveis intermediarios de ambos os reguladores, o tecido cresce
como células indiferenciadas, tanto em meio soélido, quanto em liquido. Aparentemente as
doses empregadas de BAP e a combinagao destas com ANA, produziram niveis adequados

a producéo de tecidos indiferenciados nos explantes de tamarileiro.
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Fig. 2. Comprimento de brotagcdo (cm) (A) e numero de calos (B) de tamarileiros
submetidos a aplicagdo de BAP e BAP+ANA em diferentes doses (0, 0,25, 0,50,
0,75 e 1,00 mg L"). UFPel, Pelotas, RS.

Pouco depois da descoberta dos reguladores de crescimento, foi postulado que a
auxina e citocinina agiam em conjunto, sendo que um dos possiveis pontos de interagao
poderia ser encontrado no proprio metabolismo de ambos os horménios. Agindo de forma
conjunta, um balango auxina/citocinina favoravel a citocinina induz a formagdo de gemas
caulinares tanto in vitro quanto ex vitro. (PERES; KERBAUY, 2013). Neste trabalho também
foi demonstrado através das variaveis numeros de folhas e de brotagdes, em que houve um

ponto de maximo desenvolvimento decaindo posteriormente.

Conclusoes

A adicao de BAP e BAP+ANA favoreceu a formagao de folhas e brotagbes nos

explantes de tamarileiro.



Quando n&o houve adi¢cdo de reguladores de crescimento, o comprimento médio das
brotagdes foi maior que em tratamentos com adi¢ao de reguladores de crescimento.
A formagao de calos na base dos explantes ocorreu independentemente da dosagem

de reguladores utilizados.
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