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GERMINAGAO DE SEMENTES DE Rubus sellowii E MICROPROPAGAGAO DE

Morus nigra

Autor: WILLIAN NAVES DUARTE
Orientador: Prof. Dr. JEAN CARLOS CARDOSO

RESUMO

Propagacao sexual e vegetativa sdo os principais métodos de perpetuagcéo das
espécies vegetais. Apesar de sua importancia na propagagao, sementes de algumas
espécies ndo germinam mesmo em condi¢des favoraveis, como é o caso de sementes
do género Rubus, situagdo denominada dorméncia. Foram realizados experimentos
visando caracterizar e superar a dorméncia em sementes de R. sellowii. Durante o
processo de embebicao das sementes foi observada uma camada impeditiva de
absorcgao de agua. Para a escarificagdo quimica das sementes foram avaliados NaCIlO
e H2S04. O NaCIO néo foi eficiente para escarificagdo do tegumento. O tratamento
com H2S0O4 durante 20 min mostrou 50% de germinagao das sementes e maior indice
de velocidade de germinacao. Foi também realizada a semeadura, sem escarificagao,
em bandeja contendo substrato a base de casca de pinus e mantidas em casa de
vegetacdo. A emergéncia de plantulas teve inicio 70 dias apds semeadura, chegando
a 50% apos 370 dias. Também foram realizados experimentos com a
micropropagagao de Morus nigra, visto a inviabilidade na propagagao comercial por
sementes. Observou-se que o cultivo in vitro de explantes na auséncia de
fitorreguladores produziu mudas prontas para a fase de aclimatizagdo. Na
aclimatizagdo buscou-se verificar qual melhor ambiente de cultivo (sala de
crescimento ou casa de vegetagao) e tempo de cultivo in vitro. O cultivo por 28 dias
em sala de crescimento resultou em plantas com maior altura (9,2 cm), numero (4,8)
e diametro de folhas (3,23 cm), condi¢gao essencial para uma aclimatizagéo eficiente.
Para os trabalhos de embriogénese somatica, foram obtidos calos de explantes nodais
de M. nigra com o uso de acido naftaleno-acético (ANA) ou benziladenina (BA), em
condicoes de luz ou escuro. Ambos apresentaram taxas semelhantes de inducao de
calos. Para a indugdo da embriogénese somatica foram utilizados doze meios de
cultura visando a inducédo de calos embriogénicos. Foi possivel obté-los em meios

contendo BA, 2,4-D e agua de coco. Esses foram cultivados em meio liquido de
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maturagdo, no qual apresentaram desenvolvimento de estruturas globulares de
coloracdo creme. Essas estruturas globulares adquiriram pigmentacido verde e se
multiplicaram quando cultivados em sacarose ou glicose como fonte de carbono.

Porém, ndo houve posterior desenvolvimento ou regeneracéo em plantulas.

Palavras-chave: dorméncia, escarificagdo, fitorreguladores, cultivo in vitro,

embriogénese somatica.
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SEED GERMINATION OF Rubus sellowii AND MICROPROPAGATION OF Morus

nigra

Author: WILLIAN NAVES DUARTE
Adyviser: Prof. PhD. JEAN CARLOS CARDOSO

ABSTRACT

Sexual and vegetative propagation are the main methods of perpetuating plant
species. Despite its importance in propagation, seeds of some species do not
germinate even under favorable conditions, as is the case of seeds of the genus
Rubus, situation called dormancy. Experiments were carried out to characterize and
overcome dormancy in R. sellowii seeds. During the seed imbibition process, was
observed a barrier for water absorption. For the chemical scarification of the seeds,
NaClO and H2SO4 were evaluated. NaClO was not efficient for tegument scarification.
Treatment with H2SO4 for 20 min showed 50% seed germination and a higher rate of
germination. It was also carried out the sowing, without scarification, in a tray
containing substrate the base of pinus bark and kept in greenhouse. Seedling
emergence started 70 days after sowing, reaching 50% after 370 days. Experiments
were also carried out with the micropropagation of Morus nigra, considering the non-
viability of commercial seed propagation. It was observed that in vitro cultivation of
explants in the absence of phyto-regulators produced seedlings ready for the
acclimatization phase. In the acclimatization, we tried to verify the best growing
environment (growth room or greenhouse) and in vitro culture time. Growing for 28
days in the growing room resulted in plants with higher height (9.2 cm), number (4.8)
and leaf diameter (3.23 cm), an essential condition for efficient acclimatization. For the
somatic embryogenesis, calli of nodal explants of M. nigra were obtained with the use
of naphthalene-acetic acid (ANA) or benzyladenine (BA), under light or dark conditions.
Both presented similar callus induction rates. For the induction of somatic
embryogenesis, twelve culture media were used for the induction of embryogenic calli.
It was possible to obtain them in media containing BA, 2,4-D and coconut water. These
were cultivated in liquid medium of maturation, in which they presented the
development of globular structures of cream coloring. These globular structures have

multiplied, acquiring green pigmentation when grown on sucrose or glucose as a
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carbon source. However, there was no subsequent development or regeneration in

seedlings.

Key-words: dormancy; scarification; plant growth regulator; in vitro culture; somatic
embryogenesis.



INTRODUGAO

Os métodos de propagagao comerciais utilizados se resumem a propagagao
seminifera e propagagéo vegetativa. No primeiro, ocorrido por meio de sementes, a
variabilidade genética atua, apresentando variagdes entre os genitores e entre si
(MARCOS-FILHO, 2005; BOREM; MIRANDA, 2013). No segundo, utilizando-se de
ramos ou brotacgdes, ocorre a multiplicacdo do mesmo material genético da planta mae
(JUSTAMANTE et al., 2017).

Como método de propagacao, o uso de sementes € de grande importancia,
pois ocorre naturalmente, apresentando facilidades na sua obtengao, transporte e
usabilidade. A contrapartida é que algumas espécies sao dificeis de propagar por esse
meétodo, pois podem possuir mecanismos que as impedem de germinar mesmo em
condicbes favoraveis, caracteristica denominada dorméncia (SHU et al., 2016).

Comercialmente, as plantas do género Rubus sao propagadas
vegetativamente, porém o uso das sementes € de grande importancia para o
melhoramento genético e programas de conservagao (CLARK et al., 2007). Contudo,
sua germinagcdo € normalmente dificultada pela presenga de um revestimento
impeditivo, restringindo a absor¢do de agua e as trocas gasosas (WADA; REED,
2011b). A espécie Rubus sellowii € uma framboesa nativa do Brasil (LORENZI, 2006)
da qual se tem pouco conhecimento sobre sua reprodugao e propagacgao.

Existe uma falta de protocolos para superacdo de dorméncia de espécies nao
comerciais (selvagens) desse género. Esse fato faz com que o uso dos protocolos
padrdo (utilizados para espécies comerciais) para esses individuos selvagens
apresentem uma resposta muito discrepante na superagcdo da dorméncia de suas

sementes.



Quando ha limitagbes para a obtengao de plantulas por propagagéo sexuada,
a propagacido vegetativa serve como alternativa para estabelecimento de maior
numero de individuos baseando-se na totipoténcia celular: capacidade regenerativa
de partes da planta a partir de células meristematicas (MISRA; CHAKRABARTY,
2009).

No caso da amoreira Morus nigra, uma frutifera nativa da Asia, essa também
demonstra problemas em sua reprodugdo sexuada, sendo que a propagagao por
sementes € dificultada devido a alta heterozigoze e pelo longo periodo juvenil,
atrasando a idade reprodutiva e de producao de frutos, sendo utilizadas técnicas de
reprodugao assexuada para propagacao comercial dessa espécie (VIJAYAN, 2014).

Para a propagacdo vegetativa de espécies do género Morus séo utilizadas
diversas técnicas como: estaquia caulinar, enxertia, mergulhia e as técnicas de cultivo
in vitro por micropropagacao.

As técnicas de propagacao in vitro possuem vantagens sobre os demais
métodos convencionais por permitirem a obtencdo de maior taxa de multiplicagdo de
propagulos, reducdo do tempo para a obtencdo das mudas, possibilidade de
propagacdo em qualquer época do ano devido as condi¢gdes controladas em
laboratdrio, além da produgao de mudas isentas de pragas e doengas (VIJENDRA et
al., 2017).

Dentre as diversas técnicas in vitro, a embriogénese somatica surge como uma
opc¢ao para obtencido de um grande numero de individuos em curto periodo de tempo
e espaco. Porém nao ha protocolos que descrevam com sucesso a utilizacdo da
técnica para o género Morus, havendo poucos trabalhos na literatura que avaliam a
técnica, e nenhum descrito para a espécie M. nigra (SHAJAHAN et al., 1995;
AGARWAL et al., 2004).



OBJETIVOS

Compreender e avaliar a propagagao de plantas das espécies R. selowii, por
meio de experimentos de superagédo da dorméncia de sementes, e M. nigra, utilizando
experimentos com objetivo de aprimorar os protocolos de micropropagag¢ao comercial

visando produgao de mudas clonais.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e GERMINACAO DE SEMENTES DE Rubus selowii

e Realizar a caracterizagdo morfolégica e biométrica de sementes de R. sellowii;

e Avaliar a capacidade de emergéncia de plantulas de R. selowii em bandejas
com substrato em condigdo de casa de vegetacgao;

e Avaliar o tempo de exposicdo de sementes de R. sellowii ao acido sulfurico

(H2S04) e hipoclorito de sédio (NaClO) visando a escarificagdo quimica;

e MICROPROPAGACAOQ DE Morus nigra

e Avaliar diferentes reguladores vegetais adicionados ao meio de cultura na
micropropagacao de M. nigra;

¢ Avaliar os efeitos do tipo e concentracao de reguladores vegetais, bem como a
presenca ou auséncia de luz para indugédo de calos em segmentos nodais de
M. nigra;

¢ Iniciar os trabalhos de indugéo da embriogénese somatica em M. nigra.



REVISAO DA LITERATURA

1 Propagacao de plantas

As espécies vegetais sdo propagadas de duas maneiras: por via sexual,
através de sementes ou por via assexuada ou vegetativa, através de ramos,
brotacdes, folhas, estolées e raizes (BOWMAN; ALBRECHT, 2017; ESKANDARI et
al., 2017). Plantas propagadas por sementes apresentam grandes variagdes tanto em
relagéo a seus parentais como entre si. Isso se deve ao fato de haver segregacéo e
recombinacdo génica durante o processo de fecundagdo (BOREM; MIRANDA, 2013).

Ainda assim, o uso de sementes é de grande importancia por ocorrer de forma
natural e ter um baixo custo em relacdo a outros métodos de propagacdo. A
propagacao por sementes € ainda utilizada para propagacéo de plantas que nao
podem ser propagadas por outros meios e também para obtencao de porta-enxertos
como, por exemplo, em citros, manga e abacate, além da obtencdo de novas
variedades (SIMAO, 1998; DAYAL et al., 2016; BOWMAN; ALBRECHT, 2017).

No entanto, uma das dificuldades na propagacado por sementes tem sido os
processos de dorméncia, que se tratam de mecanismos fisiolégicos de preservacgao,
influenciados por muitos genes e fatores ambientais. A dorméncia e a germinagao sao
determinadas pela ac&o conjunta do potencial de desenvolvimento do embrido e os
impedimentos impostos pelos tecidos ao seu redor (KOORNNEEF et al., 2002).

A dorméncia tem sido atribuida a diversos fatores como impermeabilidade do
tegumento a agua e a trocas gasosas, resisténcia mecanica do tegumento, presenca
de substancias inibidoras nas partes internas da semente que podem ser encontradas
nas polpas dos frutos, nos tegumentos das sementes ou mesmo no endosperma (SHU
et al.,, 2016), servindo como exemplo a cafeina e fenois (PEREIRA et al., 2002;



TOKUHISA et al.,, 2007) e presengca de embrido rudimentar, morfologicamente
imaturo, ou embrido fisiologicamente imaturo. Nao obstante a grande diversidade de
fatores, a dorméncia ainda pode ocorrer devido a combinagdo de um ou mais desses
fatores (BOREM; MIRANDA, 2013).

Hormobnios vegetais também apresentam papel importante na dorméncia. O
4cido abscisico (ABA) tem efeito direto sobre a germinacdo (NEE et al., 2017), uma
vez que a aplicacao de inibidores de sua biossintese, como norflurazon, promoviam a
germinacao (DEBEAUJON; KOORNNEEF, 2000), assim como mutantes que nao
codificavam uma das enzimas da via sintética de ABA (AGRAWAL et al., 2001).

Por outro lado, as giberelinas (GA) sdo antagonistas a agao de ABA, mostrando
serem promotoras da germinagao (KOYUNCU, 2005; FEITOSA, 2015), em parte pela
mobilidade de reservas do endosperma para o embrido (TAIZ; ZEIGER, 2013), em
parte pela ativacao de genes de retomada do desenvolvimento (SONG et al., 2011).

Além dos fatores bioquimicos, a dorméncia também pode ser causada por
tegumentos rigidos e impermeaveis a agua e €, em alguns casos, contornada pela
quebra do tegumento, de forma que ocorra entrada de agua na semente e haja
retomada dos processos metabdlicos (MENDONCA et al., 2002; MARTINS et al.,
2014; FREIRE et al., 2015).

Devido a essas dificuldades apresentadas em relacdo a germinagcéo de
sementes e obtencdo de plantulas por métodos de propagacdo sexuada, é de se
esperar que a propagacio vegetativa possa servir como alternativa para a
propagacao da espécie visando a produgédo comercial de amoras e produgédo de maior
numero de individuos. Esse é um método ja utilizado para a propagacéo comercial de
amoras, tanto dos géneros Rubus, quanto de Morus (CHITRA; PADMAJA, 1999,
2005; PELIZZA et al., 2016).

A propagacao assexuada baseia-se na capacidade de regeneragédo de parte
da planta a partir de células somaticas, na qual ocorre multiplicacdo dos cromossomos
e citoplasma mantendo o mesmo genaétipo, que se regeneram e se desenvolvem em
uma nova planta. Para isso sdo utilizadas diversas técnicas como: enraizamento de
estacas, enxertia e técnicas de cultivo in vitro (SIMAO, 1998; JUSTAMENTE et al.,
2017).

As técnicas de cultivo in vitro se destacam em relacdo a outros métodos de
propagacao vegetativa, devido a possibilidade de obtencdo de grande numero de

plantas a partir de um material inicial; reducdo de tempo e area para propagacao;



obtencéo de propagulos isentos de doencgas e multiplicagdo de espécies dificeis de
serem propagadas por outros métodos (CAMARGO et al., 2015; DIDONE et al., 2015;
SILVEIRA et al., 2016).

As técnicas de cultivo in vitro fundamentam-se na totipoténcia das células
vegetais, onde cada célula possui a informagao genética para reconstrucdo de uma
nova planta e de suas fungdes, por meio da regeneragao in vitro, via organogénese
ou embriogénese somatica para originar novas plantas (JAIN; NAKHOODA, 2017;
JUSTAMENTE et al., 2017).

Dentre essas, a embriogénese somatica € o processo pelo qual as células
somaticas se desenvolvem em estruturas que se assemelham a embrides zigoéticos,
com uma série de estagios embriolégicos caracteristicos (globular, cordiforme,
torpedo e cotiledonar), sem fusdo de gametas e ndo tendo conex&o vascular ao tecido
parental (JIMENEZ, 2001; VENKATAIAH et al., 2016).

Dois grupos de reguladores vegetais estao relacionados com a embriogénese
somatica. O acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), do grupo das auxinas, € o principal
e mais eficiente regulador sintético indutor de embriogénese somatica descrito, assim
como o 6-benzilaminopurina (BAP), do grupo das citocininas, podendo atuar
isoladamente ou em conjunto (PEREIRA et al., 2007; NARANJO et al., 2015; REYES-
DIAZ et al., 2017).

2 Rubus

Rubus sellowii € uma espécie de framboesa nativa do Brasil (LORENZI, 2006)
da qual se tem pouco conhecimento sobre sua biologia, incluindo sua reprodugao e
propagacao. O género pertence a familia Rosaceae, possuindo mais de 750 espécies
distribuidas por todos os continentes (FINN, 2008), o qual também inclui espécies
cultivadas bem conhecidas como a amora preta (R. ulmifolius) e framboesa vermelha
(R. idaeus) (LORENZI, 2006).

No género Rubus as sementes geralmente apresentam dorméncia de duas
naturezas, sendo: dorméncia embrionaria — induzida por inibidores de germinagao
especificos dentro do embrido ou a presenca de um embrido dormente, ocasionando
atraso ou até mesmo auséncia de germinagao; e/ou dorméncia imposta pela estrutura
gue envolve o embrido (tegumento rigido ou impermeavel), isolando a semente do
ambiente externo, impedindo sua embebicdo e realizacdo de trocas gasosas
(TAYLOR, 2005; ZASADA; TAPPEINER, 2008; WADA; REED, 2011a).



A dorméncia mecanica ocorre por causa de um revestimento impermeavel da
semente, que impde uma resisténcia mecanica a germinagao. O endocarpo deve ser
enfraquecido para permitir que agua e oxigénio entrem em contato com o embriao
(BASKIN; BASKIN, 2004; ZASADA; TAPPEINER, 2008). Apds sua escarificagao,
ocorre o desenvolvimento da radicula e liberagao dos cotilédones (HALL et al., 2009).

Substancias como hipoclorito de sédio, acido sulfarico, nitrogénio liquido sao
utilizados para escarificagdo (PEACOCK; HUMMER, 1996). Escarificacbes mais
eficientes foram obtidas utilizando-se acido sulfurico em alta concentragao (WADA;
REED, 2011a; HALL et al., 2009).

A dorméncia fisiologica estd associada ao embrido imaturo, incapaz de
reconhecer os estimulos para iniciar seu desenvolvimento. Nessas situacbes, é
necessario que se mantenha essas sementes em estratificagdo a frio, por algumas
semanas, apos a superagao da dorméncia mecanica (REHMAN et al, 2011;
CONTRERAS et al, 2016). Esse tratamento melhora consideravelmente a germinagéo
em espécies de Rubus (HALL et al., 2009).

Em trabalhos realizados com oito espécies selvagens de Rubus (R. arcticus, R.
chamaemorus, R. leucodermis, R. niveus, R. odoratus, R. parviflorus, R. sanctus, R.
urticifolius), Wada & Reed (2011a) observaram grandes diferengas nos requerimentos
para germinacao, sendo a espessura e dureza do tegumento fatores chave. Somente
utilizando escarificagdo quimica com &cido sulfurico (H2SO4) a 98% seguido de
tratamento de imersdo em solugdes de KNOs (34 mg L") e GAs (2 mg L), em tempos
que foram de 30 minutos a trés horas, foi possivel obter taxas de germinagao de 40 a
97% nas espécies avaliadas. Ja utilizagcdo de hipoclorito de sédio (NaClO) para a
escarificacdo nao se mostrou eficiente para as espécies avaliadas, apresentando
taxas de germinacéo inferiores as obtidas com a utilizagédo de 4cido sulfurico, mesmo
utilizando-se de tempos de exposicado superiores, que variaram de seis a 20 horas
(WADA; REED, 2011a).

Existe uma falta de protocolos para superacdo de dorméncia de espécies
selvagens deste género. Esse fato faz com que o uso dos protocolos padrao
(utilizados para espécies comerciais) para esses individuos selvagens apresentem
uma resposta muito discrepante na superacdo da dorméncia.Além disso, ndao ha
descricdo na literatura de protocolos para germinagdo da maioria das espécies de
Rubus (WADA & REED, 2011a), incluindo R. sellowii. WADA et al. (2011) realizaram

pesquisas com diversas espécies de Rubus,analisaram suas morfologias, espessura



do endocarpo e avaliaram protocolos para superacao de dorméncia, porém, seus

estudos nao incluiam R. sellowii.

3 Morus

A amoreira (Morus spp.), pertencente a familia Moraceae, € uma frutifera
exdtica nativa da Asia (LORENZI, 2006), possuindo mais de 68 espécies catalogadas
(VIJAYAN et al., 2011b) estdo distribuidas pela Asia, Europa, Américas e Africa
(TIKADER & DANDIN, 2005). Além dos diferentes usos, sao encontrados também
diferentes morfismos cromossémicos entre as espécies, sendo: dipléides (Morus alba
e M. nigra; 2n, 2x=28), triploides (M. alba e M. indica; 2n, 3x=42), tetraploides (M.
laevigata, M. cathayana, e M. boninensis; 2n, 4x=56), hexapldides (M. serrata e M.
tiliaefolia; 2n, 6x=84), octaploides (M. cathayana; 2n, 8x=112), e decosaploides (M.
nigra; 2n, 22x=308) (DANDIA, et al., 1990; AWASTHI et al., 2004; VIJAYAN et al.,
2012).

A espécie M. alba possui grande importancia mundial na sericultura, pois sua
folhnagem constitui a dieta principal para o bicho-da-seda (Bombyx mori L.) (VIJAYAN,
2010). As folhas também podem ser utilizadas na alimentagdo de ruminantes, pois &
altamente palatavel (BENAVIDES et al, 1994; ALMEIDA; FONSECA, 2002), além de
possuir propriedades medicinais, incluindo compostos antioxidantes e hipoglicémicos
(KELKAR et al, 1996; YEN et al, 1996).

A espécie M. nigra é utilizada na arborizagao urbana e como frutifera (SILVA &
TASSARA, 2005). Com seus frutos, além do consumo in natura, podem ser
preparados diversos produtos como geleias, compotas, sucos, sorvetes e vinho
(KOYUNCU, 2004). Assim como as folhas, os frutos também possuem compostos
medicinais, sendo usados na medicina popular contra disenteria, constipacao e
diabetes (LEE et al., 2011), e sdo uma fonte de compostos fendlicos e flavonoides
(ARFAN et al., 2012).

A propagacao de espécies do género Morus pode ser feita tanto por meio de
sementes como por estacas. Contudo, a propagagédo comercial via métodos sexuais
€ inviavel devido a alta heterozigose das linhagens parentais e também por apresentar
longos periodos de juvenilidade (VIJAYAN, 2014), sendo, portanto, sua propagagao
realizada principalmente através de estacas. No entanto, o sucesso da propagacéao
vegetativa € muito dependente do gendtipo, condicdes ambientais, e idade das
plantas matrizes (VIJAYAN et al., 2011b).



Outro método ja utilizado para o género € a micropropagacédo, normalmente
realizada com a utilizacdo do cultivo in vitro de apices caulinares seguido da
multiplicacdo e enraizamento de suas brotacbes sendo o meio de cultura MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) o mais utilizado, com adicdo de BA, em
concentragdes de 0,5 a 2,5 mg L, visando a indugdo de multiplas brotagdes. No
desenvolvimento de raizes adventicias, a adi¢do de AIB ou ANA se mostra como mais
eficiente para diferentes gendtipos desse género (CHITRA & PADMAJA, 2005;
KASHYAP; SHARMA, 2006; AHMAD et al., 2007; JI et al., 2008; CHATTOPADHYAY
et al., 2011).

Para indugao de calos em Morus, segmentos nodais jovens sdo o melhor tipo
de explante quando cultivados em meio MS contendo 2,4-D. A adigéo de auxinas (AlA,
ANA) facilita a proliferagao tornando os calos mais fridveis, assim como a agua de
coco que desempenha fungdo para aumento da indugdo de calos. Sucessivos
subcultivos dos calos os tornam mais friaveis e diminuem a oxidacao fendlica
(SUSHEELAMMA et al., 1996; VIJAYAN et al., 2011b).

Em Morus, a micropropagacao a partir de apices e segmentos nodais é bem
estabelecida, porém ainda n&o se conseguiu obter sucesso na inducdo de
embriogénese somatica. Sao escassos os trabalhos avaliando o uso da técnica, sendo
gue os unicos registros iniciais de indugao e regeneracao foram realizados com Morus
alba. Shajaham et al. (1995) obtiveram embrides cordiformes a partir de segmentos
de hipocoétilo de Morus alba cultivados em meio MS suplementado com 2,4-D (0.45-
4.52 uyM) e BA (2.2 yM), porém n&o houve desenvolvimento posterior dos embrides.
Agarwal et al. (2004) utilizando embrides somaticos de M. alba, obtidos através da
cultura de embrides zigoéticos, cultivados em meio MS contendo 0,05mg L' de 2,4-D
+ 0,1mg L' de BA e 6% de sacarose, obtiveram 17% de embrides cotiledonares bem
desenvolvidos. Nao houve posterior avaliacdo da conversdo dos embrides em

plantulas.
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CAPITULO 1. GERMINAGAO DE SEMENTES DE Rubus sellowii

1 RESUMO

Dois tipos principais de dorméncia foram reportados em sementes do género Rubus:
mecanica, pela presenca de uma camada rigida e impermeavel a entrada de agua e
trocas gasosas e, fisioldgica, na qual a continuidade do processo germinativo requer
condicbes especificas de temperatura. No entanto, devido a grande variabilidade
genética entre as espécies do género, ndo ha protocolos de superagdo de dorméncia
descritos para todas as espécies, principalmente para aquelas selvagens. Esse
trabalho teve como objetivo caracterizar, compreender e superar a dorméncia de
sementes de R. sellowii, uma framboesa nativa do Brasil, utilizando para isso
experimentos com tratamentos de escarificagdo quimica do tegumento, buscando
aumentar a taxa e a velocidade de germinacéo. Durante o processo de embebicao
das sementes foi observada a existéncia de uma camada impeditiva de absorgcao de
agua. Foi realizada a semeadura em bandejas contendo substrato a base de casca
de pinus e mantidas em casa de vegetacdo. A emergéncia de plantulas nas bandejas
teve inicio 70 dias apds semeadura, chegando a 50% de germinagao apos 370 dias
de cultivo. Para escarificagao quimica foram utilizados hipoclorito de sdédio e acido
sulfurico. O hipoclorito n&o foi eficiente para promog¢ao da escarificagéo, resultando
em baixa ou ndo germinagao das sementes. J& o acido sulfurico com tempo de
exposigcao acima de 60 minutos promoveu intensa carbonizagdo dos tegumentos,
resultando em baixa germinagéo possivelmente pela morte dos embrides. Utilizando
tempos de exposigdo reduzidos (10 a 20 min), a agcdo do acido foi benéfica a
germinagao, o que resultou em porcentagem de germinagao de até 50%, 150 dias

apo6s o processo de escarificagao.
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2 INTRODUGAO

O género Rubus inclui mais de 750 espécies em 12 subgéneros e ocorre em
todos os continentes, exceto Antartica (THOMPSON, 1995; HUMMER, 1996). Sao
plantas de porte herbaceo-arbustivo com sistemas de propagacéo variado, como
reproducido sexuada via sementes e também por modos de propagacao vegetativa,
abaixo do solo com desenvolvimento de rizomas, e também por brotagdes a partir de
estoldes acima do solo (ZASADA; TAPPEINER IIl, 2008).

A propagacdo comercial de espéecies do género Rubus é realizada
vegetativamente. No entanto, as sementes de espécies selvagens sado utilizadas no
melhoramento genético para introduzir novas caracteristicas e produzir cultivares
melhoradas (CLARK et al, 2007). O revestimento de sementes desempenha um papel
importante no ciclo de vida da planta, controlando o desenvolvimento do embrido e
fatores relacionados a dorméncia e germinagao da semente (MOISE et al., 2005). As
sementes de espécies desse género apresentam grande variagdo na espessura e na
estrutura do revestimento (DAUBNEY, 1996).

Sementes do género Rubus possuem dorméncia causada por um revestimento
impermeavel e um ou mais mecanismos adicionais, como inibidores quimicos ou
presenca de um embrido dormente (TAYLOR, 2005; ZASADA; TAPPEINER IlI, 2008).

A dorméncia mecanica restringe a absor¢do de agua e oxigénio, impedindo
mecanicamente a expansao do embrido. Esta dorméncia é superada pela remocéo
ou escarificagcdo do endocarpo, enquanto a dorméncia interna €& regulada por
processos bioquimicos ou biofisicos que ocorrem durante um periodo pos-
amadurecimento (DESAI, 2004; TAYLOR, 2005).

A escarificagdo quimica, com a utilizacdo de acido sulfurico a 98% pode ser
uma alternativa para remocao do endocarpo visto que se mostrou eficiente para a
germinagao, elevando essa a 75% das sementes de Rubus spp., comparado com
sementes nao escarificadas (WADA; REED, 2011b). Em protocolos de germinagéo de
sementes de espécies comerciais, as sementes de Rubus sdo geralmente germinadas
em areia ou solo, em condi¢des de estufa (HUMMER; PEACOCK, 1994; CLARK et al.
2007), mas também podem ser germinadas in vitro (MIAN et al., 1995).

Os tempos de exposicao ao acido sulfurico variam de acordo com a espécie,
indo desde 15 a 20 minutos para subgénero Idaeobatus (R. idaeus; R. occidentalis),
até trés horas para o subgénero Rubus (HUMMER; PEACOCK 1994; ZASADA,;
TAPPEINER Ill, 2008). A escarificagdo com NaClO (14%) se mostrou eficaz para
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sementes de R. cuneifolius, apresentando reducdo da espessura e resultando em
enfraquecimento estrutural do endocarpo (CAMPBELL et al., 1988).
Diante disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar as causas e superar a

dorméncia em sementes de R. sellowii, uma espécie nativa do Brasil.

3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal e
Cultura de Tecidos (DBPVA) do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Sao Carlos - UFSCar, campus Araras — SP.

As sementes de R. sellowii utilizadas nos experimentos foram obtidas de
plantas nativas de mata ciliar, localizadas no municipio de Itabera — SP, Brasil, e
obtidas de frutos que ja se encontravam em plena maturagéo (coloragao roxa a preta),
coletadas em outubro de 2015. A cidade se encontra localizada a 23°51'51”S e
49°8'25”0. As sementes foram previamente lavadas em agua corrente para remogao
da polpa do fruto e secas a temperatura ambiente, armazenadas em saco de papel e

mantidas em refrigerador a 4°C.

3.1 Caracterizagao morfoldgica e biometria de sementes de R. sellowii

Para a caracterizagao foram utilizadas imagens feitas em lupa com auxilio de
camera digital acoplada (SCMOS Series Camera (Compact USB2.0 CMOS Camera
with 23.2mm DIA for Ocular Tube. ToupTek Photonics, Zhejiang, P.R.China) com
auxilio do software de captura de imagens (ToupTek — ToupView. ToupTek Photonics,
Zhejiang, P.R.China) para determinar as dimensdes (comprimento e largura na regiao
equatorial) das sementes. Foram utilizadas para o calculo da média medidas
realizadas em 30 sementes. Para estimativa de massa de mil sementes e numero de
sementes por quilo foram utilizados os valores da pesagem de 100 sementes em
balanga de precisdo de quatro casas decimais (Mettler Toledo Inc., Modelo
MS204//A01 - Suica).

3.2 Estabelecimento de curva de embebicdo em sementes de R. sellowii

As sementes foram divididas em quatro repeticbes de 100 sementes cada,
previamente pesadas em balanga com precisdo de quatro casas decimais (Mettler
Toledo Inc., Modelo MS204//A01 - Suica) para obtengao da massa inicial. Em seguida

foram imersas em agua destilada, na proporcao de 100 sementes em 50 ml de agua.
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Para avaliagdo do incremento de massa as sementes foram retiradas da agua com
auxilio de peneira plastica e secas em papel absorvente, seqguido de medicdo da
massa em balancga de precisdo. Nas primeiras 12 horas as pesagens foram feitas em
intervalos de uma em uma hora e, apds 12 horas, foram medidas a cada 24 horas até

gue houvesse estabilizacdo da massa.

3.3 Emergéncia de plantulas de R. sellowii em bandeja contendo substrato comercial e
mantidas em casa de vegetacao

A semeadura em bandeja contendo substrato comercial a base de casca de
pinus ocorreu no dia 09/03/2017 e foram mantidas em casa de vegetacao coberta com
plastico difusor de 150 ym, sem sombreamento adicional e irrigacdo diaria de
aproximadamente 4-5 mm por dia por meio de micro-aspersao. Foram semeadas duas
sementes por célula em bandeja de 40 células, totalizando 80 sementes. A contagem
de plantulas foi realizada uma vez por més, durante nove meses, sendo considerada
emergida as que apresentaram inicio de desenvolvimento de parte aérea
externamente ao substrato.

No dia 17/05/2017 foi realizada nova semeadura em bandeja contendo 100
células sendo mantidas a semeadura de duas sementes por célula e cultivadas em
condicbes de casa de vegetacdo nas mesmas condi¢bes acima descritas, e outra
bandeja foi mantida em BOD com alternancia de temperatura e fotoperiodo de 16
horas, sendo 25 + 2°C no periodo luminoso e 15 + 2°C no periodo escuro. A contagem
de plantulas foi realizada uma vez por més, durante dez meses, sendo considerada
germinada aquelas que apresentaram inicio de desenvolvimento de parte aérea

externamente ao substrato.

3.4 Avaliagao da concentracao e tempo de exposi¢ao ao hipoclorito de sédio
(NaClO) na escarificagao de sementes de R. sellowii

Foi utilizado o protocolo de Wada & Reed (2011b) com modificagdes.

Sementes de R. sellowii foram imersas em solugcdes de hipoclorito de sédio
(NaClO, produto comercial contendo 2,0 a 2,5% de cloro ativo), em trés diferentes
concentragoes: 50, 75 e 100%, durante duas; quatro ou seis horas de exposigao por
imersdo das sementes nas diferentes solugbes. Apds os tempos de imersao, as
sementes foram lavadas por trés vezes em &gua deionizada e colocadas para

germinar em placas de petri de polietileno de 90 mm de didmetro forradas com papel



21

filtro umedecido com 5 ml de agua destilada e mantidas em BOD com alternéncia de
temperatura e fotoperiodo de 16 horas, sendo 25 + 2°C na luz e 15 + 2°C no escuro.
Para o experimento foram utilizadas quatro repeticées (placas de petri) com 20
sementes cada, totalizando 80 sementes por tratamento. O experimento foi realizado
em esquema fatorial 4x3 (concentragcédo x tempo de imersdo) em blocos inteiramente
casualizados (cada prateleira da BOD foi considerada como um bloco). O tratamento
controle consistiu apenas na imersdo das sementes em agua destilada previamente
autoclavada durante os mesmos tempos acima mencionados. O nimero de sementes
germinadas foi avaliado mensalmente até o 12° més de manutengao nas placas de

petri.

3.5 Avaliacao do tempo de exposicdao ao acido sulfarico na escarificagao
quimica de sementes de R. sellowii

Como referéncia, foi utilizado o protocolo estabelecido por Wada & Reed
(2011b) com modificagées.

As sementes foram imersas em acido sulfurico a 98% durante 1; 2; 3 ou 4 horas.
Apos a escarificagao as sementes foram lavadas em agua corrente durante uma hora
e posteriormente imersas em solugdo de 3 g L' de hipoclorito de célcio (Ca (ClO)2)
por cinco minutos e em seguida imersas por mais cinco minutos em solugdo de 3 g L-
1 de hidréxido de potassio (KOH). Apés os tratamentos as sementes foram colocadas
para germinagado, conforme descrito no item 3.4, em distribuicdo inteiramente
casualizada. Apos a primeira semente germinada, a contagem de germinacéo foi

realizada mensalmente durante nove meses.

3.6 Escarificacao quimica de R. sellowii em tempos reduzidos de exposi¢do das
sementes ao acido sulfurico

Devido a baixa eficiéncia observada com os tratamentos descritos no item3.5
para a germinagéo de sementes de R. sellowii, provavelmente ocorrido pelos tempos
excessivos de exposicao ao acido sulfurico, houve necessidade de avaliagao de
exposicao a tempos mais curtos.

Para isso as sementes de R. sellowii foram imersas em acido sulfurico 98%
durante cinco ou dez minutos, além de um tratamento em cinco minutos em agua a
98°C (escarificagao por temperatura) e do tratamento controle com agua destilada.

Em seguida, as sementes foram lavadas em agua corrente durante cinco minutos e



22

posteriormente imersas em solugédo de 3 g L-! de hipoclorito de célcio (Ca (CIO)z) por
cinco minutos, seguida de imersdo por mais cinco minutos em solugédo de 3 g L' de
hidroxido de potassio (KOH) e lavadas por mais cinco minutos em agua corrente. Apos
os tratamentos as sementes foram colocadas para germinacéo em placas de petri de
polietileno, forradas com papel filtro, umedecidas com agua e mantidas em BOD com
alternancia de temperatura com fotoperiodo de 16 horas, sendo 25 + 2°C naluz e 15
+ 2°C no escuro. Foram utilizadas quatro repeticbes com 20 sementes por repeticao,
totalizando 80 sementes por tratamento. Foi realizado também a determinagéo da
curva de absor¢gdo de agua das sementes sendo, contudo, esses resultados
apresentados juntamente com os do item 3.2.

Posteriormente, numa ultima tentativa de uso da escarificagdo quimica com
acido sulfurico, foram avaliados os tempos de exposicao ao acido sulfurico 98%, por
dez, vinte ou trinta minutos. As sementes passaram pelos mesmos procedimentos
acima descritos e mantidas em BOD com alternancia de temperatura com fotoperiodo
de 16 horas, sendo 25 + 2°C na luz e 15 + 2°C no escuro. Foram utilizadas quatro
repeticoes com 20 sementes por repeticdo, totalizando 80 sementes por tratamento.

Foi calculado também o indice de velocidade de germinacgao (IVG) (MAGUIRE,

1962), dado pela seguinte formula:

G G G
VG=—+24 2
N1 Nz Nn

Onde:
G1; G2; Gn = numero de plantulas na primeira, segunda até n contagens;

N1; N2; Nn = numero de dias apdés semeadura apos primeira, segunda até n contagens.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se analise de varidancia ANOVA e as
médias foram submetidas ao teste de Duncan a 5% de significancia. Dados em
porcentagem foram submetidos & transformacao pela equacdo arcsen\x+1 antes de
serem analisados. O software estatistico ASSISTAT versdo 7.7beta (SILVA &
AZEVEDO, 2006) foi utilizado para realizagdo das analises.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagao morfolégica e biometria de sementes de R. sellowii
Sementes de R. sellowii possuem coloragao bege (#ffd9c1) a salmao (#ffb48c)

(padrdo RGB) e depressbes por sua extensao (Figura 1). Os valores médios de

dimensdes e massa das sementes foram: comprimento = 2,04 mm (+ 0,08); largura

na regido equatorial (maior largura) = 1,25 mm (x 0,12); massa de mil sementes = 1,43

g; numero de sementes por quilo = 699 300.

Figura 1. Semente de R. sellowii. Barra equivalente a 1mm

Para as oito espécies do género Rubus avaliadas, Wada & Reed (2011a)
encontraram valores de massa de100 sementes entre 0,09g (R. odoratus) até 0,869
(R. chamaemorus). Ou seja, os valores aqui observados, 0,143g para 100 sementes
de R. sellowii, indicam que essa espécie segue a caracteristica do género, possuindo
sementes muito pequenas e leves. Os mesmos autores ainda indicam que a dureza
do tegumento destas espécies também esta relacionada com a massa, sendo que

aquelas que possuem menor massa também apresentam menor rigidez.

4.2 Estabelecimento de curva de embebicao em sementes de R. sellowii

A maior taxa de absor¢céo de agua (14%), ocorreu logo na primeira hora apos
a imersao (Figura 3). As medicdes foram realizadas até a estabilizagdo, ocorrida apos
120 horas, porém, da 242 até a 1202 hora, houve incremento de menos de 1% na
massa e incremento de menos de 10% da primeira hora até a 120? hora, indicando

grande limitagcdo na absorgéo de agua pelas sementes. A massa final obtida com 120h
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de imersdo em agua n&o resultou em incrementos consideraveis e que se
assimilassem a uma curva de embebigéo tipica com padrao trifasico (BEWLEY;
BLACK, 1994).

Nesse sentido, e utilizando observagdes com estereoscopio no aumento de
40x, notou-se que o incremento de massa parece nao ter ocorrido em resposta a
embebicdo, e sim proveniente da hidratagdo do endocarpo (Figura 2A e 2B). A
presenca de um revestimento rigido, descrito como o endocarpo, ja foi reportado como
limitante da entrada de agua e trocas gasosas na semente, causando dorméncia em
sementes de outras espécies do género Rubus (WADA; REED, 2011a).

De acordo com nossas observagdes em estereoscopio, o tecido do qual houve
hidratagédo (Figuras 2A e 2B) se assemelhou a tecidos de arilo, pelas caracteristicas
mucilaginosas e similares a de ocorréncia em outras espécies como maracuja (SILVA

et al., 2015), porém ainda néao relatadas para Rubus.

Figura 2. Sementes de R. sellowii antes (A) e apds a imersdo em agua(B). Barra = 1mm.

Diez et al. (2013) relataram que ndo houve diferenca significativa devido a
absorcao de agua em teste de embebicdo de sementes de R. glaucus, indicando
impermeabilidade do tegumento e, consequentemente, dorméncia mecanica. A

presengca de um endocarpo impermeavel é caracteristica do género Rubus
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(OURECKY, 1975; WARR et al., 1979; NYBOM, 1980; JENNINGS, 1988; PEACOCK;
HUMMER, 1996).

E possivel notar uma diferenca na capacidade de incremento de massa pela
absorcéo de agua ao longo do tempo entre as sementes do tratamento testemunha e
as que foram submetidas aos processos de escarificacao (Figura 3, Figura 4). Isso
pode ter ocorrido devido a agao da agua a 98°C no tratamento de escarificagao
térmica e a agao corrosiva do H2SO4 no endocarpo das sementes, fato ja relatado na
literatura.

A escarificacdo com &acido sulfurico causou diminuicdo da espessura do
endocarpo das sementes de R. occidentalis, uma espécie com revestimento espesso
(0,176 mm) a qual teve redugao de 37% na espessura do endocarpo apos trés horas
de escarificagdo em acido sulfurico e em R. hoffmeisterianus, uma espécie com
revestimento mais fino (0,087 mm), com redugao de 22% na espessura do endocarpo
apos meia hora de escarificagdo com acido sulfurico a 98% (WADA; REED, 2011b).

Essa perda de tecido do endocarpo resultou também em menor capacidade de
retencao de agua das sementes de R. sellowii que foram submetidas a escarificagao
quimica ou térmica (Figura 3, Figura 4). As sementes que nao foram submetidas a
escarificacdo incrementaram em até 35% sua massa relativo a absorgéo de agua,
enquanto que nas sementes escarificadas esse incremento foi de menos de 12%
(Figura 4).
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Figura 3. Curva de absorgédo de agua por sementes de R. sellowii ao longo das primeiras 12 horas
apos a imerséo.
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Figura 4. Curva de absorgdo de agua por sementes de R. sellowii ao longo de 120 horas apés a
imersé&o.

S6 ha um trabalho na literatura que relata sobre a absor¢ao de agua ao longo
do tempo em sementes do género Rubus (DIEZ et al., 2013), porém, os valores
apresentados pelos autores mostram variagcdes positivas e negativas no incremento

de massa nas 24 horas analisadas, ndo se assemelhando aos obtidos neste trabalho.

4.3 Emergéncia de sementes de R. sellowii em bandeja contendo substrato comercial e
mantidas em casa de vegetacao

Nesse experimento o objetivo foi avaliar a emergéncia das sementes de R.
sellowii em bandeja preenchidas com substrato em condi¢cdes de casa de vegetacgao,
técnica utilizada para propagagao comercial de plantas provenientes de sementes. O
inicio da emergéncia em substrato ocorreu aproximadamente 70 dias apds a
semeadura (Figura 5 A). Até o dia 17/03/2018 (370 dias apds semeadura) das 80
sementes semeadas, haviam 39 plantulas emergidas, totalizando aproximadamente
50% de emergéncia. As plantulas demonstraram desenvolvimento lento da parte
aérea logo apos o periodo de emergéncia, priorizando o crescimento radicular, fato
observado pela retirada da plantula da célula e lavagem do substrato, sendo que suas
raizes apresentavam quase trés vezes o comprimento da parte aérea (Figura 5B).
Esse tipo de desenvolvimento também foi observado em outras plantas nativas, como
lobeira (Solanum lycocarpum) (VIDAL et al., 1999).

Durante a época de condugéo das bandejas em casa de vegetagao (meses de

mar¢co a setembro de 2017), a variacdo da temperatura ambiente (Tabela 1)
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assemelhou-se com a temperatura utilizada nos protocolos in vitro para germinagao
de sementes do género Rubus por Wada & Reed (2011).

Essa condicdo de temperaturas diurnas mais elevadas (24,3 a 31,2°C) e
noturnas mais frias (11,4 a 18,5°C), com amplitude térmica minima de 10°C, parece
ser fator essencial para a germinacdo rapida de sementes do género Rubus
coincidindo com os resultados obtidos por Wada & Reed (2011 b) com diferentes
espécies desse género, sendo a melhor época para semeadura dessas espécies no
final do verao ou no inicio do outono (WROBLOWNA, 1949).

Tabela 1. Média das temperaturas maxima e minima observadas durante os meses
de cultivo (2017/2018) das sementes de R. sellowii em bandeja preenchida com
substrato e mantidas em casa de vegetacao.

Més Média das maximas (°C) Média das minimas (°C)
Marco 30,2 18,5
Abril 27,6 17,0
Maio 25,5 15,5
Junho 24,7 13,5
Julho 24,3 11,4
Agosto 254 13,7
Setembro 31,2 15,9
Outubro 30,1 17,9
Novembro 29,0 17,5
Dezembro 29,6 19,4
Janeiro 29,3 19,3
Fevereiro 29,2 18,8
Marco 31,1 19,6

Fonte: Estagdo Meteorolégica Automatica — EMA. CCA/UFSCar — Araras.
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Figura 5. (A) Plantulas de R. sellowii emergidas, com aproximadamente 80 dias apés semeadura em
bandeja contendo substrato a base de casca de pinus e mantidas em casa de vegetacéo. (B) Raizes
de plantula de R. sellowii 110 dias apds semeadura (30 dias apds emergéncia).

A porcentagem de germinacdo de 50% obtida neste trabalho pode estar
relacionada com as caracteristicas de dorméncia dessas sementes, as quais nao
permitem a germinagao de forma sincronizada, pois o estimulo necessario para iniciar
a germinagao pode variar amplamente até mesmo em sementes provenientes de um
mesmo individuo (BEWLEY, 1997). Em sementes do género Rubus, mesmo apods as
sementes passarem por processos de escarificagdo para superacao de dorméncia,
nao foi relatada uniformidade de germinagdo nem mesmo entre sementes de uma
mesma espécie (SUZUKI, 1993; ZASADA; TAPPEINER IlI, 2008).

As sementes colhidas de uma unica planta geralmente mostram variagdo em
seus niveis de dorméncia, sendo que o processo de dorméncia impede que todas as
sementes germinem simultaneamente, aumentando as chances de sobrevivéncia de
plantulas germinadas em ambientes com variagdes climaticas naturais (SIMONS;
JOHNSTON, 2006; BURGHARDT et al., 2015).

A segunda semeadura em bandejas, ocorrida no periodo de maio de 2017 a
marco de 2018, compreendendo as estagdes de final de outono a final de veréao, foi
observado apenas 13% de germinagéo apos 180 dias em condigdes de BOD e 16%
de sementes emergidas na bandeja mantida em casa de vegetacdo. A baixa

porcentagem de germinagdo em BOD ocorreu em especial pelo fato de que a mesma
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nao estava configurada para alternancia de temperatura, mantendo a temperatura
constante de 25°C (dia/noite) tanto em condi¢des de luz como no escuro.
Interessantemente, apds a reconfiguracdo da BOD para a alternancia de
temperatura (25°C diurno/15°C noturno), a porcentagem de germinagao passou de
13% para 41% logo apdés quatro semanas, atingindo um maximo de 50% aos 280 dias
(Figura 6). Portanto, a porcentagem de germinagdo observada em BOD com
alternancia de temperatura (25°C/15°C) foi similar aquela obtida durante a primeira

semeadura em condi¢cdes de casa de vegetagcdo com amplitude térmica minima de
10°C.
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Figura 6. Porcentagem de germinagdo de sementes de R. sellowii ao longo do tempo em duas
condi¢des de conducgao.

Esse fato evidencia que, além da presenga de um tegumento rigido, ha a
necessidade de alternancia de temperatura devido aos diferentes tipos de dorméncia
existente em sementes do género Rubus — dorméncia mecanica e fisiolégica —
exigindo amplitude térmica minima de 10°C para que a semente possa germinar
(OURECKY, 1975; ZASADA; TAPPEINER IIl, 2008; WADA; REED, 2011 a).

Para a bandeja mantida em casa de vegetacdo sob condi¢cdes naturais, a
semeadura, ocorrida no final do outono, ndo apresentou bons resultados, como ja
relatado na literatura para sementes deste género (WROBLOWNA, 1949),
apresentando 21% de germinagao apos 280 dias. Essas sementes, sendo semeadas
em periodo prévio ao inverno, ou seja, ainda mantendo amplitude térmica (Tabela 1),

nao germinaram. Esse fato deve ser melhor elucidado em trabalhos futuros com a
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espécie R. sellowii para que se possa determinar a melhor época de semeadura em
condi¢des naturais.

N&o ha relatos de qual é a porcentagem minima ou maxima sobre a germinagao
de sementes de R. sellowii para se considerar a porcentagem de 50% de germinagéo
observada neste trabalho satisfatoria ou n&o.

Das espécies do género Rubus nas quais Wada & Reed (2011 a) estudaram a
germinagao, R. arcticus e R. chamaemorus, mostraram menos de 15% de germinagao
e R. leucodermis e R. niveus apresentaram taxas de germinacgao inferiores a 50%
mesmo apos todas essas serem submetidas a escarificagdo quimica. R. sanctus
apresentou 50% de germinagdo sem necessidade de escarificacdo. Ja para as
espécies R. odoratus, R. parviflorus e R. urticifolius, os autores relatam taxas de 86;
68 e 96% de germinagao, respectivamente, obtidas apds escarificagdo quimica com
NaClIO (R. odoratus) ou H2SO4 (R. parviflorus e R. urticifolius).

Wada & Reed (2011 b) relatam 57% de germinagéo para R. caucasicus, 60%
para R. swinhoeii e 99% para R. setchuenensis, todas sem necessidade de
procedimentos de escarificagao.

As taxas de germinacao obtidas nas diferentes espécies se mostram variaveis,
indicando a heterogeneidade das espécies do género tanto em relagdo a dureza do
endocaropo e o tratamento necessario para escarifica-lo quanto para a taxa de

germinacgao obtida.

4.4 Avaliagao da concentragdao e tempo de exposi¢ao a hipoclorito de sédio
(NaClO) na escarificagao de sementes de R. sellowii

Nesse experimento, somente trés tratamentos apresentaram sementes
germinadas, sendo estes 100% por 4 (2,5%) e 6 horas (2,5 %), e 75% por 6 horas
(1,25%). A baixa taxa de germinagao observada em placas de petri pode ter ocorrido
devido a fraca acao escarificante do hipoclorito de sédio no endocarpo das sementes
do género Rubus, ndo o degradando e impossibilitando a embebi¢cao da semente. Isso
pode ser observado pelos experimentos realizados por Wada & Reed (2011 b), em
gue os autores necessitaram utilizar a imersao das sementes em acido sulfurico, um
acido mais forte que o hipoclorito de sédio, a 98% e por 60 minutos para promog¢ao da
germinagao.

Também foi observado desenvolvimento fungico nas sementes que passaram

pelos tratamentos de maior tempo de exposicdo e concentracdo de hipoclorito, em
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especial nos tratamentos com 100% de NaClO (Figura 7 A; B). Interessantemente, as
sementes germinadas foram associadas a maior concentragcao de NaClO, nas quais
ocorreu o desenvolvimento fungico. Nesse sentido, além do proprio NaClO, a
presenca do fungo pode ter contribuido para degradacdo do endocarpo e inicio da
germinacgao de algumas sementes neste tratamento.

Wada & Reed (2011b) relatam que a utilizagdo de NaCIlO n&o foi eficiente na
germinagao de sementes de Rubus spp. As germinagdes iniciaram-se apenas apos
seis meses e, ao final de 12 meses, a germinagéo total obtida foi muito baixa (29%)
quando comparada com as sementes escarificadas com H2S04 (81,6%). Wada et al.
(2011) observaram que houve redugao da espessura do tegumento das sementes de
Rubus spp. escarificadas com NaClO a 14% em taxa similar as escarificadas com
H2SO04 98%, porém, a germinagao final se mostrou significativamente inferior. Os
autores ainda cogitam que isso possa indicar que a espessura do endocarpo da
semente ndo é o unico fator que restringe a germinagao e que a agéo do H2SO4 pode
exercer efeitos adicionais na estrutura quimica da camada de semente.

Os tempos de escaraficagdo com NaClO utilizados no presente trabalho foram
baixos para promover uma escarificagao eficiente nas sementes. Autores relatam que
sdo necessarios tempos de 48 a 96 horas para escarificacdo de sementes de Rubus
spp. quando utilizado alvejante comercial com 5% de cloro ativo (GALLETTA et al.,
1989), ou 18 horas quando utilizado NaClO a 15% (CAMPBELL et al., 1988).

Utilizando NaCIO a 5,25% durante 16 a 21 horas, obteve-se o maximo de
germinacao (77~83%) em sementes de R. glaucus. Apés esse periodo o tempo de
exposicdo se tornou prejudicial, causando danos ao embrido e prejudicando a
germinacao (DIEZ et al., 2013).
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Figura 7. Sementes de R. sellowii germinadas. Exposi¢do a 75% de hipoclorito por 6 h () € exposicao
a 100% de hipoclorito por 6 h (B). Barras equivalentes a 1 mm.

4.5 Avaliacao do tempo de exposicdo ao acido sulfurico na escarificagao
quimica de R. sellowii

Com a escarificagao utilizando acido sulfurico houveram sementes germinadas
apenas nos tratamentos de escarificagdo por uma hora (8,75%) e por duas horas
(1,25%). Essa baixa taxa de germinacdo nos tempos de uma e duas horas de
exposi¢ao ao acido sulfurico e auséncia de germinagédo nos tempos de trés e quatro
horas mostram o resultado da exposi¢cao excessiva, podendo ter ocasionado dano ao
embrido, como observado pelo proprio autor no momento de realizagdo dos
tratamentos.

Durante o processo de escarificagdo com acido sulfurico foi observada a
carbonizacao da camada externa das sementes em todos os tratamentos, ocorrendo
mais intensamente nos tratamentos acima de uma hora de exposigéo (Figura 8 A; B).

Observagbes em microscopio estereoscépio mostraram que, nas sementes
submetidas a escarificagcdo por uma hora e friccionadas em peneira, houve o
desmanche e, em alguns casos, até mesmo a desintegragédo das sementes, sendo
observados a liberagéo de partes internas da semente e provavel dano aos embrides
(Figura 9 A; B; C).

A auséncia de germinagao nas sementes submetidas a escarificagdo quimica
com &cido sulfurico pode ser um indicativo da ocorréncia de dano ao embrido, visto
que a maior intensidade de carbonizacdo das sementes e a abertura das sementes
na regido do hilo, pode ter levado a penetracdo do acido no interior da semente e,
portanto, em contato com o embrido (Figura 10 A; B). Foi relatado na espécie R.

chamaemorus que escarificagdes utilizando acido sulfurico em tempos acima de 4,5
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horas causaram danos aos embrides, inviabilizando a germinacdo (WADA; REED,
2011 a). E importante salientar que o tempo utilizado por esses autores foi no minimo
4,5x que o menor tempo utilizado em nosso experimento com R. selowii (1 hora),
sendo que mesmo nesse tempo, a exposicdo ao H2SO4 parece ter sido danosa a
semente (Figuras 8, 9 e 10).

Wada & Reed (2011 b) relatam grande correlagao entre o peso das sementes
e a espessura do tegumento (82%), ou seja, sementes mais pesadas possuem
endocarpos mais espessos. R sellowii tem sementes mais leves que as da espécie R.
chamaemorus e, consequentemente, endocarpo mais fino, levando a necessidade de
exposicao a tempos mais reduzidos ao acido sulfurico. Para R. chamaemorus,
somente tempos acima de 4 horas provocaram danos ao embrido, enquanto que para
R. sellowii, tempos acima de uma hora se mostraram prejudiciais devido ao seu

endocarpo mais fino.

Figura 8. Sementes de R. sellowii (A)antes do processo de escarificagdo quimica. (B) Carbonizagao
do endocarpo da semente de R. sellowii apos ser submetida ao processo de escarificagdo quimica com
acido sulfurico a 98% por duas horas. Barras equivalentes a 1 mm.
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Figura 9. Sementes de R. sellowii apés serem submetidas a escarificagdo quimica com acido sulfurico
a 98% por uma hora e posterior friccdo em peneira, realizado conforme protocolo de Wada & Reed
(2011 b). (A) Liberacao de partes internas. (B) Semente desintegrada apos fricgéo. (C) Detalhe da parte
interna da semente de R. sellowii. Barras equivalentes a 1 mm.

Figura 10. Sementes de R. sellowii apresentando abertura do hilo ap6s serem submetidas a
escarificagdo quimica com acido sulfurico a 98% por 3 (A) e 4 (B) horas. Barras equivalentes a 1 mm.

4.6 Escarificacdao quimica de R. sellowii em tempos reduzidos de exposig¢ao das
sementes ao acido sulfarico

A finalidade desse experimento foi verificar se tempos reduzidos de
escarificagdo quimica com acido sulfurico promoveriam a germinagédo sem causar
danos as sementes, j4 que os primeiros experimentos demonstraram danos
irreversiveis e que afetaram o processo de germinagao das sementes de R. selowiii.
Como hipotetizado, os resultados mostraram que tempos menores de exposi¢ao (5 e
10 min. de exposi¢ao) ao acido sulfurico resultaram em melhor resposta na

porcentagem de germinagao de sementes. Assim como nos experimentos anteriores,
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as sementes do tratamento testemunha, que nao foram escarificadas, também nao
germinaram (Figura11). A imersao das sementes por 10 minutos em agua quente nao
foi suficiente para remocgéao ou escarificagdo do endocarpo rigido, ndo apresentando
germinacgao. A escarificagdo quimica por cinco minutos nao foi eficiente, apresentando
apenas 6% de germinacgao 150 dias apos a escarificagao (Figura11). Quando o tempo
de exposicao foi aumentado para 10 minutos houve um grande aumento da taxa de

germinagao, chegando a 49% aos 150 dias apds escarificagao.
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Figura 11. Porcentagem de sementes de R. sellowii germinadas ao longo do tempo apds o processo
de escarificagdo com acido sulfurico a 98% por 5 e 10 min e com agua a 98°C.

As sementes de R. sellowii também foram avaliadas quanto aos tempos de 10,
20 e 30 minutos de escarificagcdo com acido sulfurico a 98%.

As sementes escarificadas pelo tempo de 10 minutos mostraram o mesmo
comportamento e, até o periodo avaliado, em torno de 60 dias, a taxa de germinagao
estava ao redor de 38-40%. O tempo de escarificacdo por 30 minutos se mostrou
excessivo, apresentando apenas 4% de sementes germinadas 60 dias apds a imersao
em &cido. Ja as sementes escarificadas por 20 minutos apresentaram germinagao
mais rapida de todos os tratamentos avaliados, com 25% de germinagao aos 21 dias
e chegando a 51% aos 60 dias, valor 10% superior quando comparado com a
escarificacédo por 10 minutos (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem de sementes de R. sellowii germinadas ao longo dos dias apos o processo de
escarificagdo quimica com acido sulfurico a 98% por 10, 20 e 30 minutos.

A porcentagem de germinagao apresentada pelo tratamento de escarificagéo
em acido por 10 e 20 minutos se mostraram significativamente superior aos outros
tratamentos. Esse fato pode indicar a tendéncia de os tratamentos com 10 e 20 min
se equipararem na porcentagem de germinagao ao longo do tempo, visto que a
porcentagem maxima de germinacio obtida neste trabalho para as sementes de R.
sellowii foi de aproximadamente 50% em todos os demais testes realizados (Tabela
2; Figura 6; Figura 11; Figura 12). No entanto, a velocidade de germinacao foi

significativamente maior com o tratamento de 20 min de exposicéo (Tabela 3).

Tabela 2. Taxa de germinacao de sementes de R. sellowii submetidas a escarificagéo

quimica com acido sulfurico 98% pelos tempos de 10, 20 e 30 minutos.

Germinagao (%)
Dias apds escarificagao

Trat. 0 7 14 21 28 35 42 49 56 63
Test. 0a* Oa 0b Oc Oc Oc Oc Oc 0b 0b
10min Oa Oa 3,75 12,5b 16,25b 27,5b 325b 35b 38,75 a 425 a

ab

20min Oa Oa 75a 25a 35a 43,75a 46,25a 46,25a 47,5 a 51,25 a

30min 0Oa 125a 35ab 3,75¢c 3,75¢ 3,75¢ 3,75¢ 3,75¢ 3,75b 3,75b

CV (%) - 400 98 59 48 46 26 28 30 28

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.
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Tabela 3. indice de velocidade de germinacdo de sementes de R. sellowii submetidas

a escarificacdo e mantidas em BOD para germinagao in vitro.

Tratamento IVG

Testemunha Oc*
10 min. 1,0116 b
20 min. 1,5825 a
30 min. 0,2316 ¢
CV (%) 39,51

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Duncan a 5% de
probabilidade.

Peacock & Hummer (1996) relataram taxa de germinagdo de 26% com a
espécie R. chamaemorus apos meia hora de escarificagdo com H2SO4, considerada
baixa pelos autores. Wada & Reed (2011a) também necessitaram fazer alteragdes
nos tempos de escarificagdo devido a auséncia de germinagéo de R. chamaemorus
escarificadas por uma hora. Esses autores sugerem que, para essa espécie e para R.
arcticus, devem ser utilizados tempos de quatro a seis horas de escarificagdo com
acido sulfurico devido ao rigido endocarpo das sementes dessas espécies.

Wada & Reed (2011b) observaram problema similar com a espécie R.
occidentalis. As sementes dessa espécie escarificadas com H2SO4 por 0,5, 1 € 2 horas
apresentaram taxas muito baixas de germinagéo, sendo 0; 12 e 20% respectivamente.
Mas quando as sementes foram escarificadas por trés horas, os autores obtiveram
até 74% de sementes germinadas.

Para as espécies R. ursinus e R. georgicus, 0os autores relataram que, quando
o tempo de escarificagcdo em acido sulfurico foi aumentado de trés para 3,5 horas,
houve perda de 80% da viabilidade das sementes, e quando as sementes foram
escarificadas por quatro horas em H2SO4, houve perda de viabilidade de 100% das
sementes, demonstrando que a exposi¢cao ao acido sulfurico pode representar danos
a semente e ao embridao, bem como o tempo depende da espécie, em especial pela
composicao estrutural e espessura do endocarpo das sementes de Rubus.

Esse fato, conciliado aos resultados obtidos em nosso experimento, sustentam
as observagdes de queda na taxa de germinagao nas sementes escarificadas por 30
minutos, bem como nos tratamentos com uma a trés horas de exposicao ao acido
sulfurico, quando comparadas com aquelas submetidas ao H2SO4 por 10 e 20 minutos
(Figura 12; Tabela 2).
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5 CONCLUSOES

Sementes de R. sellowii possuem endocarpo impermeavel a absorgao de agua;

A semeadura em bandeja realizada no més de margo e mantida em casa de
vegetacao resultou em taxa de germinagédo de aproximadamente 50%, assim como
em condicdes de BOD;

A utilizacdo de NaClO nao foi eficiente para escarificagdo quimica de sementes
de R. sellowi;

Tempos acima de uma hora, utilizando-se de H2SO4 98% na escarificacao
quimica de sementes de R. sellowii, sGo excessivos e nao promoveram a germinagao;

A utilizagdo de tempos de 10 e 20 minutos de escarificagdo quimica com
H2SOs4em sementes de R. sellowii, bem como a emergéncia em substrato com
semeadura no final do verao, resultaram nas maiores taxas de germinagao para a

espécie, sendo de aproximadamente 50% de sementes germinadas;
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CAPITULO 2. MICROEROPAGA(}AO SEM REGULADORES VEGETAIS DE
AMORA PRETA E INFLUENCIA DA LUZ NATURAL NA CONDUGAO in vitro PARA
ACLIMATIZAGAO

1 RESUMO

A técnica de micropropagacdo € muito utilizada no género Morus, adicionando-se
reguladores vegetais ao meio de cultivo para indugdo de brotacdes laterais e para
indugao de raizes nos explantes. Objetivou-se neste estudo a micropropagacéao de M.
nigra na auséncia de reguladores vegetais seguido do enraizamento in vitfro em dois
ambientes de cultivo, sala de crescimento e casa de vegetagdo. Nos experimentos de
multiplicacéo in vitro, a maior taxa de multiplicacdo foi observada nos tratamentos
contendo Benziladenina. O tratamento sem adicdo de reguladores vegetais
demonstrou viabilidade para producdo de mudas micropropagadas dessa espécie,
permitindo inclusive a realizagcédo das fases de multiplicagao e enraizamento utilizando
0 mesmo meio de cultura. Nos experimentos de ambiente de cultivo para o
enraizamento in vitro, a condugdo in vitro por 28 dias em sala de crescimento, em
comparagao a condigdo de casa de vegetagcdo, se mostrou como melhor ambeinte
para o cultivo, com aproximadamente 90% de segmentos nodais com raizes, 100%
de sobrevivéncia das plantulas e melhor desempenho das mudas na fase de

aclimatizagao.

Palavras-chave: Morus nigra; propagacao; fitorreguladores.



43

2 INTRODUGAO

A amoreira (Morus spp.), pertencente a familia Moraceae, € uma frutifera
exdtica nativa da Asia (LORENZI, 2006), possuindo mais de 68 espécies catalogadas
(VIJAYAN et al., 2011) distribuidas pela Asia, Europa, Américas e Africa (TIKADER &
DANDIN, 2005). Sendo uma espécie utilizada na fruticultura, além do consumo in
natura, podem ser preparados produtos como geleias, compotas, sucos, sorvetes e
vinho (KOYUNCU, 2004). Os frutos também possuem compostos medicinais usados
na medicina popular contra disenteria, constipacdo e diabetes (LEE et al., 2011),
sendo, também, fonte de compostos fendlicos e flavonoides (ARFAN et al., 2012).

A propagagdo dessa espécie por sementes € limitada devido a alta
heterozigose das linhagens e por apresentar longos periodos de juvenilidade
(VIJAYAN, 2014), sendo, portanto, sua propagacao comercial realizada por estaquia
caulinar. Outro método de propagacgao utilizado € a micropropagacao, utilizando-se o
meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com adicdo de BA
(benziladenina), em concentragbes que variam de 05 a 2,5 mg L' No
desenvolvimento de raizes adventicias (fase de enraizamento), a adicdo de Acido
indol-butirico (IBA) ou acido naftalano-acético (NAA) nas concentragdes de 0,25 a 2,0
mg L' sdo utilizadas para diferentes espécies desse género (CHITRA &
PADMAJA,2005; KASHYAP & SHARMA, 2006; AHMAD et al., 2007; JI et al., 2008;
CHATTOPADHYAY et al., 2011). E utilizado também o &cido giberélico (GA3) em
algumas espécies do género, na etapa de alongamento de explantes, anterior a fase
de enraizamento (GOGOI et al., 2017).

Embora os reguladores vegetais (PGRs) como BA, IBA e NAA promovam o
controle do desenvolvimento in vitro, aumentando a eficiéncia da micropropagacao,
sua adicdo ao meio de cultivo pode ocasionar variagdes somaclonais, indesejaveis,
com perda da qualidade final das mudas, como observado em Coffea arabica
(BOBADILLA LANDEY et al., 2015).

Essas variagdes fenotipicas levam a necessidade de frequente reintroducao de
novos materiais para produgao de novos lotes na micropropagacao comercial (JAIN,
1993; PLADER et al., 1998; BAIRU et al., 2011), o que também obriga a manutencao
de plantas matrizes em condicdes de campo ou casa de vegetacdo, além da

realizacao frequente de testes de indexacéo de doencas (SUN et al., 2013).
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Além dos reguladores vegetais, o controle do ambiente de cultivo € outra
realidade da micropropagacao. Convencionalmente, o cultivo in vitro é realizado em
salas de crescimento, com estrito controle de luminosidade e temperatura (GOGOI et
al., 2017). Porém, a utilizagao da luz solar natural no cultivo in vitro pode promover os
processos fotomorfogénicos, aumentar a capacidade fotossintética das mudas in vitro
e reduzir parte dos custos de producdo associado ao controle climatico comum das
salas de crescimento convencionais, além de reduzir os efeitos drasticos da
aclimatizagdo das plantas cultivadas in vitro (SILVA et al., 2011; CARDOSO et al.,
2013; CHEN, 2016).

Portanto, esse experimento teve como objetivo avaliar a micropropagagao de
M. nigra sem adicdo de reguladores vegetais nas fases de multiplicagdo e
enraizamento e avaliar o ambiente de cultivo e o tempo de conducao in vitro de

explantes para aclimatizagdo de amora.

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Introducgao in vitro de M. nigra

Para a introdugdo in vitro foram utilizadas gemas apicais e axilares,
provenientes de estacas caulinares de plantas adultas de amora-preta (M. nigra), com
aproximadamente quatro anos de idade, cultivadas em condicdes de campo.
Brotacdes jovens contendo de um a dois cm de comprimento foram colocadas em
recipiente plastico contendo agua destilada para transporte até o laboratério.

Os explantes foram inicialmente imersos por 30 segundos em alcool 70%,
seguido de imersao em solugao de hipoclorito de sddio a 40% (2,5% cloro ativo) por
15 minutos e lavados trés vezes em agua destilada e esterilizada. Os apices
caulinares, com aproximadamente trés mm, foram excisados e transferidos paras
frascos de vidro contendo 30 ml de meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), com a metade da concentragdo de macronutrientes (MS'%), acrescido de 30 g
L' de sacarose, 0,1 g L de inositol, 1,0 mg L-' de BA e 0,1 mg L' NAA. O pH do meio
foi aferido para 5,8 £ 0,05 previamente a adi¢cdo de 6,4 g L-! agar, e autoclavado a
120°C, 1kgf/cm?, por 20 minutos. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento
sob luz branca fluorescente (2500 lux) em fotoperiodo 16/8h e temperatura de 25 £
2°C.
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As subsequentes repicagens para aumento do material foram feitas utilizando-
se apenas o0 meio MS'2, sem adi¢ao de reguladores vegetais e mantidas nas mesmas

condicdes descritas acima.

3.2 Multiplicagao in vitro de amora preta utilizando diferentes concentragoes e
tipos de reguladores vegetais

Os explantes utilizados foram segmentos nodais (1,0+0,2 cm) obtidos de
plantulas de amora preta previamente cultivados por 30 dias em meio de cultura PGR-
free, contendo uma gema axilar. Os segmentos nodais foram mantidos em sala de
crescimento nas mesmas condicdes descritas no item 3.1.

Foi utilizado o mesmo meio de cultura descrito na fase anterior (MS %) , porém
com diferentes tratamentos de reguladores vegetais, como segue: sem a adi¢gao de
reguladores vegetais (PGR-free); Benziladenina (BA) em 0,25; 0,50 e 1,0 mg L;
Thidiazuron (TDZ) a 0,10 mg L' e Acido Giberélico (GAs) a 3,0 mg L. O pH foi
ajustado para 5,8 + 0,05 e adicionado 6,4 g L' de agar. O meio de cultura foi vertido
em frascos de 250 mL com tampas de polipropileno e autoclavado a 120°C, 1kgf/cm?,
por 20 minutos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado e cada
tratamento foi composto de cinco repetigcdes (frascos) contendo quatro segmentos
nodais cada. Apds 30 dias de cultivo foram avaliados altura de planta (cm), nimero
de folhas, diametro de folha (cm) e taxa de multiplicacdo (numero de segmentos

nodais obtidos por segmento inoculado) em cada um dos tratamentos.

3.3 Condigcoes de cultivo e tempo de condugédo in vitro na aclimatizacao de
plantas de amora negra

Segmentos nodais, com 1,0£0,2 cm contendo uma gema axilar, foram
inoculados em meio de cultura MS 2 sem adigédo de reguladores vegetais (PGR-free).
Ao total, foram realizados oito tratamentos dispostos em esquema fatorial 4x2, sendo:
tempo de cultivo in vitro prévio a aclimatizagao: 7, 14, 21 e 28 dias, em duas condigdes
de cultivo: sala de crescimento, conforme descrito no item 3.1 ou casa de vegetagao
coberta com plastico difusor transparente 150um, intensidade luminosa 65000 + 3000
luxes, e temperaturas médias externas de 28,1 e 29,5°C para setembro e outubro,

respectivamente (Fonte: Estacdo Meteorolégica Automatica — CCA UFSCar).
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Cada tratamento foi composto por quatro repeticdes (frascos) contendo cinco
segmentos nodais cada. Foram realizadas avaliagdes de numero de segmentos com
inicio de brotacdes e numero de segmentos com emissdo de raizes seguido do
transplantio das micro estacas ou plantulas para bandejas preenchidas com substrato
comercial a base de turfa (Pindstrup® — Dinamarca) e colocadas em casa de
vegetacdo nas condi¢cdes acima descritas. 30 dias apds o transplantio das mudas para
as bandejas realizou-se outra avaliacdo sendo essas: altura de planta, numero e

largura de folhas.

3.4 Andlise estatistica

Os experimentos dos itens 3.2 e 3.3 foram dispostos em delineamento
inteiramente casualizado e os dados obtidos foram analisados através de analise de
varidncia ANOVA e as médias foram submetidas ao teste de Tukey a 5% de
significancia. O software estatistico ASSISTAT versao 7.7 beta (SILVA & AZEVEDO,

2006) foi utilizado para realizacéo das analises.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Introducao in vitro de M. nigra

Os apices caulinares in vitro de amora preta iniciaram seu desenvolvimento
com emissao de novas folhas a partir do 14° dia da inoculagdo, sem problemas de
contaminagcdo ou oxidagao dos explantes (dados nao apresentados). A primeira
repicagem para a fase de multiplicagdo ocorreu apés 30 dias de cultivo. As plantas
foram micropropagadas até a obtencdo de quantidade suficiente de plantas para a

instalagdo do primeiro experimento com reguladores vegetais.

4.2 Multiplicagao in vitro de amora preta utilizando diferentes concentragoées e
tipos de reguladores vegetais

Os segmentos nodais cultivados em meio de cultura MS’2 sem adi¢cao de
reguladores vegetais apresentaram melhor desenvolvimento para altura de planta (6
cm), numero de folhas (4,4) e diametro de folha (1,8 cm), diferindo significativamente

dos meios de cultura contendo os reguladores vegetais (Tabela 1).
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A adicdo de BA ao meio de cultura promoveu maior taxa de multiplicacéo,
independentemente da concentragdo (Tabela 1), variando de 4,72 (0,25 mg L") a 5,24
(1,0 mg L.

No entanto, o uso de BA causou reducido das caracteristicas quantitativas
(Tabela 1) e fenotipicas das plantulas obtidas, uma vez que mesmo na concentragao
mais baixa observou-se desenvolvimento de calos na base dos explantes e folhas
amareladas (Fig. 1A-C) em contraste com os explantes cultivados sem reguladores
(PGR-free) (Fig. 1F). Sintomas similares, porém, mais intensos, foram também
observados com 0,1 mg L' de TDZ (Fig. 1D), outra citocinina utilizada na indugéo de
multiplas brotagdes.

Faisal et al. (2005) observaram que o TDZ em baixas concentra¢des (1,1x106
mg L") foi efetivo para indugao de altas taxas de multiplas brotagdes (17-18/ explante)
em Rauvolfiate traphylla. Embora o TDZ na mesma concentragdo (1,1x10%¢ mg L)
também promova altas taxas de multiplicacdo em Vitex frifolia, a exposicao
prolongada ao TDZ provocou sintomas de deformacao, hiperidricidade e fasciagao
das brotagdes, exigindo um subcultivo em meio livre de TDZ (AHMED; ANIS, 2012).

A utilizagdo do Acido Giberélico (GAs) néo resultou em beneficios no cultivo in
vitro de segmentos nodais de M. nigra, (Fig.1E), comparado as plantas cultivadas em
meio sem adigdo de reguladores. Litwinczuk et al. (2009) relatam que o uso de GAs
em altas concentragdes (5,0-10,0 mg L") promoveu o alongamento de plantas de
morango (Fragaria x ananassa) cultivados in vitro, aumentando sua taxa de
multiplicagédo. No presente trabalho com M. nigra, o uso de 3,0 mg L-' de GAs resultou
em menor taxa de multiplicacdo, devido ao alongamento dos entrends e redugdo no
numero de folhas e consequente numero de gemas axilares (Tabela 1; Fig. 1E).

A maioria dos protocolos de multiplicacdo de Morus sp. demonstram efeitos
positivos da aplicacao de citocininas no meio de cultura para quebra da dorméncia da
gema axilar e indugdo de brotagdes, condicdo necessaria para alcangar taxas de
multiplicagdo satisfatorias e viabilizar a utilizagdo comercial da micropropagagao
(CHATTOPADHYAY et al., 2011; LALITHA et al., 2013).

Interessantemente, n&o ha relatos na literatura da utilizacdo do meio de cultura
sem adicdo de reguladores vegetais para a etapa de multiplicagdo de amoras do
género Morus. YADAV et al. (1990), utilizando apices e segmentos nodais de M. nigra,
relatam que a alta taxa de multiplicagcao obtidas dos apices (4,2) e segmentos nodais

(11,3) s6 foram atingidas apés a adicdo de 1,0 mg L' de BA ao meio de cultivo MS.
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Observaram ainda que a kinetina (KIN), outra citocinina, s6 foi efetiva para
multiplicacéo (6,3) quando se utilizava segmentos nodais como explante.

ANIS et al. (2003), em trabalho com M. alba, necessitaram da adi¢ao de 2,0 mg
L' de BAP + 0,2 mg L' de ANA além de aminoacidos asparagina e glutamina ao meio
de cultura para obter taxa de rendimento entre 2,4 e 5,2 segmentos por explante, e
uma sobrevivéncia in vitro de 70%. AKRAM E AFTAB (2012) relatam que nao houve
indugao de multiplas brotagdes quando cultivaram explantes de M. macroura em meio
MS suplementado apenas com BA ou KIN. A maior taxa de rendimento (4,7) foi obtida
apenas com a combinagao de BA e AIB no meio de cultivo.

A inducdo de multiplas brotacbes promovida pela adicdo de citocininas
exogenas (BA) ocorre através da proliferacao e diferenciacao celular dos meristemas
laterais presentes no cambio vascular (DELLO LOIO et al., 2008). A regulagéo e
limitacdo da citocinina nos tecidos vegetais sédo realizadas pela enzima citocinina
oxidase. Ela promove a inativagao irreversivel da citocinina através da clivagem da
cadeia lateral, porém, citocininas com cadeias laterais aromaticas como a BA sao
resistentes a clivagem (ASHIKARI et al., 2005). Essa resisténcia a clivagem pode
explicar a alta atividade da BA em ensaios in vitro e também aos relatos de autores
gue observaram a maior eficacia de BA quando comparado com KIN em experimentos
in vitro.

Neste trabalho, o desenvolvimento primario observado nos segmentos
inoculados in vitro na auséncia de reguladores foi possivel devido a remogéao do apice
caulinar. A diminui¢do dos niveis de auxina causada pela remog¢ao do apice permite
que haja aumento nos niveis de expressdo dos genes que codificam a
isopenteniltransferase (IPT), uma enzima precursora de citocininas enddgenas, e
diminuigdo da enzima citocinina oxidase, proporcionando aumento na concentragao
de citocinina na area nodal do caule que é entdo transportada para a gema quebrando
sua dorméncia (TANAKA et al., 2006).

Além da boa taxa de multiplicacdo obtida (4,2) em meio de cultura livre de
citocininas, os segmentos nodais cultivados em meio de cultura MS’2 sem adic&o de
reguladores vegetais apresentaram desenvolvimento de raizes sem necessidade de
subcultivo em outro meio de cultura especifico (dados ndo apresentados) (Figura 1 F),
sendo que em outras espécies do género somente foi observado o desenvolvimento
de raizes apos adigao exogena de ANA (ANIS et al., 2003) ou AIB + carvao ativado
(AKRAM; AFTAB, 2012). Yadav et al. (1990) observaram que o uso da auxina AlB foi
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mais eficaz para melhorar o enraizamento em M. nigra em comparagdo com AlA e
ANA, aumentando o numero de raizes de 1,2 (0,0 mg L") para 6,1 (0,025 mg L-").
Embora a aplicagdo de 0,5 mg L' de BA no meio de cultura tenha propiciado
maior taxa de multiplicagao (5,0) que o meio sem reguladores vegetais (4,0), as
plantas obtidas, por serem menores e mais quebradicas, foram de dificil manuseio,
resultando em processo mais trabalhoso e demorado. Além disso, subcultivos
consecutivos em meio de cultura contendo BA podem levar a variagdes somaclonais
em plantas cultivadas in vitro (SAHIJRAM et al., 2003; NASSER; MAHMOOD, 2014).
Pela experiéncia nesse trabalho, o cultivo das plantulas de amora por segmentos
nodais (microestaquia in vitro) possibilitou até o momento a manutengao de plantulas
in vitro, com subcultivos mensais e durante 24 meses, sem sinais de variacbes
morfolégicas como sinais de nanismo, hiperidricidade ou mutagbdes de clorofila,
comuns a cultivos com uso do BA (ISRAELI et al., 1991; 1996; KUMAR et al., 1999).
Dessa forma, a simples micropropagacao de segmentos nodais de Morus nigra
em meio de cultura MS 2 é possivel de ser realizada tanto para a multiplicagéo quanto
para o enraizamento de mudas, permitindo ndo somente agilizar e facilitar o processo

de cultivo, como também facilitar a programacao de producado de mudas.

Tabela 1. Reguladores vegetais no desenvolvimento e multiplicacdo in vitro de
segmentos nodais de M. nigra.

Tratamento Planta Folhas
Altura (cm) Taxa de Numero (N°) Diametro (mm)
multiplicacao**

PGR-free 6,4 A 4,1 BC 45A 1,8 A
BA 0,25 3,5B 4,7 AB 3,7B 1,2B
BA 0,50 3,5B 50A 3,7B 1,1B
BA 1,00 3,3B 52A 3,6B 1,1B
GAs 3,6B 22D 24C 1,2B
TDZ 23C 36C 34B 1,1B
CV (%) 38,30 26,35 30,77 26,60

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade.
** Referente a média de segmentos nodais obtidos por segmento inoculado in vitro.
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Figura 1. Explantes de M. nigra cultivados em diferentes reguladores vegetais e concentragdes: (A)
0,25 mg L' BA; (B) 0,50 mg L' BA; (C) 1,0 mg L' BA; (D) 0,10 mg L' TDZ; (E) 3,0 mg L' GAas. (F)
MS’2 sem reguladores (PGR-free). Barra =1 cm.

4.3 Condigdoes de cultivo e tempo de condugao in vitro na aclimatizagao de
plantas provenientes de cultivo in vitro

As avaliagbes desse experimento ocorreram em dois momentos: pré-
aclimatizagao, no momento do transplantio das plantas in vitro para bandeja contendo
substrato comercial com 7, 14, 21 e 28 dias ap0s a inoculagéo in vitro dos segmentos
nodais; e pos aclimatizagdo, 30 dias apos o transplantio das mudas em bandejas

contendo substrato e cultivo em casa de vegetacéo.

4.3.1 Desenvolvimento in vitro ou pré-aclimatizagao

As principais diferencas observadas no desenvolvimento in vitro de segmentos
nodais de amora preta ocorreram apos o 7° dia da inoculagéo (Figura 2), sendo a
porcentagem maxima de brotagbes obtida em sala de crescimento (100%), em
comparagao aos 80% obtidos em casa de vegetacao. Porém, a maior diferenga entre
0os ambientes de cultivo ocorreu em relacdo ao desenvolvimento das raizes
adventicias, no qual obteve-se somente 40% de segmentos nodais com raizes em
condi¢des de casa de vegetagado e 90% para aqueles segmentos cultivados em sala
de crescimento (Figura 2). Embora tenha obtido, em casa de vegetagado, 80% de
segmentos nodais com brota¢des aos 14 dias de cultivo, esse numero foi reduzido

para 70 e 40% aos 21 e 28 dias, respectivamente. Essa queda foi causada devido a
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morte de plantulas apos o 14° dia de cultivo nas condigbes de estufa, principalmente
pela intensidade luminosa excessiva (acima de 65000 lux) e as altas temperaturas
das condi¢des naturais da estacao, cujas temperaturas maximas variaram de 35,1 a
36,7°C durante o periodo de condugao. Essas foram as principais diferengcas das
condicbes de sala de crescimento, onde se manteve temperaturas de 25 £ 2 °C e
intensidade luminosa de 2500 lux.

Altas temperaturas levam a um incorreto funcionamento dos processos
celulares, como por exemplo a expressao de proteinas (KOINI et al., 2009; STAVANG
et al., 2009) e a regulagdo hormonal do desenvolvimento, incluindo as citocininas
(HARE et al,, 1997; MACKOVA et al., 2013). A aquisicdo da termotolerancia
(aclimatizagao) requer a expresséao de proteinas de choque térmico (HSPs) para evitar
o estresse oxidativo e envolve a sintese de acido abscisico (PENFIELD, 2008). O ABA
€ um hormdnio conhecido na promog¢éao da inibicdo do crescimento em plantas sob
condicbes de estresse (SHARP, 2002), o que pdde resultar no menor
desenvolvimento de raizes nos segmentos nodais de M. nigra sob condi¢des de casa
de vegetacéo.

Evidenciou-se que as citocininas estdo diretamente relacionadas com a
sinalizagao de resposta ao calor em plantas, modulando grande parte (mais de 70%)
das proteinas de resposta a altas temperaturas (acima de 35°C), sendo, portanto, a
resposta ao calor inibida na auséncia desse hormonio. Porém, o efeito da citocinina
diminui com o aumento da temperatura (CERNY et al., 2014). Da mesma forma a luz
excessiva pode resultar em foto-oxidagao das auxinas naturais. Fett-Neto et al. (2001),
observaram que condigbes de luz (35 pymol m2 s') na fase de formagdo da raiz

reduziram as raizes adventicias em estacas de Eucalyptus globulus.

4.3.2 Desenvolvimento ex vitro (aclimatizagao)

Nessa fase plantas cultivadas in vitro com 7, 14, 21 ou 28 dias da inoculagao
dos segmentos nodais, em condicbes de sala de crescimento e em casa de
vegetacdo, foram avaliadas quanto ao sucesso da aclimatizagdo dessas mudas em
bandejas contendo substrato comercial (Tabela 2).

Os efeitos anteriores observados nas condigdes in vitro também se refletiram
no desenvolvimento de plantulas de M. nigra no estagio de aclimatacdo em casa de
vegetacao (Tabela 2). Os segmentos nodais mantidos in vitro em condi¢gbes de casa

de vegetacdo resultaram no pior desenvolvimento de plantulas no estagio de
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aclimatagao. O numero de dias de cultivo in vitro também afetou o desenvolvimento
de plantas aclimatadas. As plantas mantidas por diferentes tempos sob condigdes in
vitro em casa de vegetacao apenas apresentaram aumentos no diametro das folhas
(0,57 cm a 7 dias para 1,79 cm a 28 dias), sem ganhos em relagao ao comprimento e
ao numero de folhas (Tabela 2; Figura 2). As plantas cultivadas in vitro por 28 dias em
sala de crescimento apresentaram a melhor aclimatizacdo com plantas mais altas (9,2
cm) e maior largura foliar (3,2 cm) comparadas com as mantidas in vitro em casa de
vegetacao (3,8 e 1,8 cm, respectivamente).

O cultivo in vitro de plantulas micropropagadas, durante o estagio de
enraizamento e alongamento, chamado pré-aclimatizagéo, foi relatado com sucesso
em gérbera (Gerbera jamesonii), aumentando o desenvolvimento das plantas durante
a aclimatizagao e com reducao nos custos de produgao (CARDOSO et al., 2013). As
principais diferencas observadas entre o experimento com gérbera e o aqui relatado,
foi o controle parcial dos fatores ambientais, que para gérbera foi mantida temperatura
de25+5° C, PPFD =100 yumol m2 s! e fotoperiodo de 12 h. No presente experimento
com M. nigra, a ocorréncia de alta intensidade de luz (900 a 1800 pmol m2 s) e
temperaturas acima de 30 °C causaram lesdes nas plantas no desenvolvimento in
vitro em condi¢des de casa de vegetacao.

As condi¢des de temperatura controlada e baixa intensidade luminosa da sala
de crescimento foram essenciais para produzir mudas de M. nigra de qualidade e com
sistema radicular desenvolvido, permitindo a sua aclimatizagdo com 100% das
plantulas vivas 30 dias apds o seu transplantio (dados ndo apresentados) para as

bandejas.



53

Tabela 2. Influéncia do tempo de cultivo in vitro em dois ambientes, sala de
crescimento e casa de vegetacao, na aclimatizagao de plantas de M. nigra.

Ambiente de cultivo

Tempo de cultivo in vitro (dias)

7 14 21 28
Sobrevivéncia (%)
Sala de crescimento 96 86 73 86
Casa de vegetacao 73 83 53 50
Comprimento de planta (cm)
Sala de crescimento 2,8 bA' 4.6 bA 4,3 bA 9,2 aA
Casa de vegetacao 2,2 aA 1,9 aB 2,1 aB 3,8 aB
Numero de folhas
Sala de crescimento 3,6 A 45 A 45 A 48 A
Casa de vegetacao 3,3A 2,7B 3,7B 3,5B
Largura de folha (cm)
Sala de crescimento 0,78 cA 1,20 bcA 1,42 bA 3,23 aA
Casa de vegetacéo 0,57 bA 0,75 bA 0,97 bA 1,79 aB
CP NF LF
Ambiente ** * **
Tempo *%* *%* *%*
Ambiente x Tempo > ns *
CV% 30,7 16,9 27,0

Letras iguais — maiusculas entre ambientes de cultivo; minldsculas entre tempo de cultivo — ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Significante a 1 (**) e 5% (*) de probabilidade. ns —
nao significativo. CV — coeficiente de variagéao.
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Figura 2. Desenvolvimento in vitro de segmentos nodais de M. nigra em diferentes ambientes de cultivo
(sala de crescimento e casa de vegetagdo). Numero de segmentos nodais com brotagdes (A) e com
raizes (B) ao longo dos dias de condugao in vitro. Brotagdes em casa de vegetagao: y = -0,3003x2 +
9,751x + 0,9714 R? = 0,9954. Brotagdes em sala de crescimento: y = -0,2128x2 + 9,1878x + 5,1429 R?
= 0,9653. Raizes em casa de vegetacao: y = 0,1166x2 - 2,1224x + 3,4286 R? = 0,8571. Raizes em sala
de crescimento: y = 3,4243x - 5,48 R? = 0,9265. (C) Plantas de amora cultivadas por 30 dias apds
aclimatizacdo em casa de vegetagéo, provenientes de cultivo in vitro por 28 dias em: Sala de
crescimento (Esquerda) e Casa de vegetacgéao (Direita).

5 CONCLUSOES
O uso de um unico meio de cultura sem adigao de reguladores vegetais para o

estagio de multiplicacdo e enraizamento foi eficiente para a produgéo de plantas
micropropagadas de M. nigra. Os explantes micropropagados em meio sem
reguladores foram mantidos durante dois anos de cultivo in vitro sem qualquer sinal
morfologico de variagdo somaclonal. O enraizamento in vitro nas condigdes da sala
de crescimento durante 28 dias apresentou melhor desenvolvimento de plantulas no
estagio de aclimatagéo, com producdo de mudas de alta qualidade. Embora a pré-
aclimatizagao de estufa ndo tenha resultado em melhor condi¢gao para aclimatacgao,
novos testes com condigdes ambientais mais controladas (temperatura e intensidade

luminosa) devem ser realizados para viabilizar a técnica para Morus.
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CAPITULO 3 - POTENCIAL DE INDUGAO DE EMBRIOGENESE SOMATICA EM
M. nigra

1 RESUMO

Dentre as técnicas de multiplicacédo in vitro, a embriogénese somatica consiste na
geracgao de embrides a partir de células somaticas, sem que ocorra fusdo de gametas.
Contudo, essa técnica ainda nao foi utilizada com sucesso no género Morus, € nédo ha
relatos de tentativas do seu uso na espécie M. nigra. Esse trabalho teve como objetivo
induzir a embriogénese somatica na referida espécie. Para isso, foram obtidos calos
de explantes nodais de M. nigra com o uso de ANA ou BA em condi¢des de luz ou
escuro. A concentracdo de 1,0 mg L-"de BA e 0,5 mg L' de ANA em condigbes de luz
apresentaram maior numero de calos por segmento nodal inoculado, diferindo dos
demais tratamentos. Para os experimentos visando a indugdo dos calos obtidos em
calos embriogénicos foram utilizados 12 diferentes meios de cultura. Obteve-se calos
embriogénicos em meios contendo 2,4-D (0,875 mg L-') e agua de coco (50 ml L1).
Esses calos embriogénicos foram cultivados em meio liquido visando a maturagao dos
embrides, no qual apresentaram desenvolvimento de estruturas globulares de
coloragao creme. Essas estruturas globulares se multiplicaram e adquiriram
pigmentagao verde quando cultivados em meio contendo sacarose ou glicose como
fonte de carbono. Porém, ndo houve desenvolvimento posterior dos embrides
globulares, portanto, sem germinagcdo e obtengcdo de plantulas provenientes da

embriogénese somatica.
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2 INTRODUGAO
Das técnicas de cultivo in vitro utilizadas na multiplicagao de plantas, se destaca

a embriogénese somatica. A embriogénese somatica pode ser descrita como o
processo pelo qual as células somaticas se desenvolvem em estruturas que se
assemelham a embrides zigoticos, ou seja, estruturas bipolares sem conex&o vascular
com o tecido parental, através de uma série ordenada de estadios embriogénicos
caracteristicamente descritos como: globular, coracdo, torpedo e cotiledonar
(ROHELA et al., 2016). A embriogénese somatica (ES) difere da embriogénese
zigotica, pois nessa ultima existe a fusdo de gametas masculino e feminino para
producao de um zigoto, seguido da embrigénese.

A embriogénese somatica pode ocorrer de forma direta ou indireta: formando
embrides diretamente, sem fase de calo (MAHENDRAN; NARMATHA BAI, 2016); ou
indiretamente, onde ha uma fase prévia, a formacdo de calo, formado pela
desdiferenciacao de células provenientes de tecidos como integumentos de sementes
imaturas, cotilédones, hipocétilos e segmentos foliares (LARDET et al., 2009;
VENKATAIAH et al., 2016). Na forma direta, os embrides somaticos podem surgir a
partir de células unicas isoladas em cultura (KIYOSUE et al., 1993; HOXTERMANN,
1997). Porém, quando ha uma fase de calo, existe o desenvolvimento de massas
proembriogénicas (PEMs), que consiste em células de tamanho reduzido e com
citoplasma denso (ROSE; SONG, 2016).

Os embrides somaticos sao estruturas bipolares, sendo que cada polo contém
seu proprio meristema, um polo apical (futuro meristema apical) e um polo basal
(futuro meristema radicular) e um sistema provascular independente do explante de
origem. Esta bipolaridade distingue embrides somaticos de outros érgaos adventicios,
como brotacbes e raizes, que sdo estruturas unipolares com conexao vascular ao
explante adjacente (BHATIA; BERA, 2015).

As células somaticas diferenciadas podem ser induzidas a se tornarem
embriogénicas por procedimentos que normalmente incluem exposi¢cao a reguladores
vegetais, frequentemente o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2-4D), uma auxina
sintética (KIM et al., 2017). Embora a auxina seja um fator chave na sua inducao, os
eventos iniciais também podem exigir a presenca de uma citocinina no meio de cultivo
(ASTHANA et al., 2017). Além da exposicao a reguladores vegetais, a mudancga na

fonte de carbono e sua concentragao no meio de cultura podem direcionar a transicao



63

de células somaticas para células capazes de formar estruturas embriogénicas
(JIMENEZ; GUEVARA, 1996; RAMIREZ et al., 2018).

Contudo, um dos principais empecilhos enfrentados pela utilizagcao da ES in
vitro como ferramenta na propagacao de plantas € a baixa capacidade de resposta de
muitas espécies e genotipos. Esta recalcitrdncia afeta ndo apenas a indugao de
embrides, mas também as etapas subsequentes no processo de regeneracgao,
incluindo a diferenciagdo e germinagcdo do embrido (HORTSMAN et al., 2017).
Encontrar condi¢cdes adequadas para induzir a embriogénese somatica em diferentes
espécies e cultivares ainda é, em grande parte, analisando o efeito de diferentes de
meios de cultura e realizando alteragdes no tipo e concentragdes de reguladores
vegetais (HENRY et al., 1994; ROSE; SONG, 2016).

Ha apenas dois trabalhos na literatura quem relatam a tentativa de inducao de
ES em Morus, sendo ambos realizados com a espécie M. alba. Shajahan et al. (1995)
obtiveram embrides em forma de coragdo de segmentos de hipocétilo de M. alba
cultivados em meio MS suplementado com 2,4 D (0,45-4,52 uM) e BAP (2,2 uM),
porém, ndo obtiveram sucesso na conversao dos embrides em plantulas. Agarwal et
al. (2004) obtiveram embrides em estagio cotiledonar cultivando calos obtidos a partir
de hipocoétilos de embrides zigéticos em meio MS contendo 0,05 mg L' 2,4-D + 0,1
mg L' BAP e 60 g L' sacarose.

Diante da escassez de trabalhos de ES com o género Morus na literatura e da
auséncia de relatos de tentativas de uso da técnica para a espécie M. nigra, este
trabalho teve como objetivo avaliar o potencial de indugao da embriogénese somatica

na espécie M. nigra, uma frutifera exdtica.

3 MATERIAIS E METODOS
Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal e

Cultura de tecidos do Departamento de Biotecnologia e Producdo Vegetal e
Animal(CCA/UFSCar), Araras — SP.
O seguinte fluxograma resume as etapas para a inducdo de embriogénese

somatica.
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| Explante
/ | Regeneragdo | \
Embriogénese I Organogénese
somatica
Embriogénese Embriogénese
direta indireta D
| Formagao de calos |
Indugéo de calos Maturagéo de calos Obtengéo de

em calos — embriogénicos em =) embrides
embriogénicos embrides somaticos somaticos

Figura 1. Fluxograma das etapas de inducédo de embriogénese somatica.

3.1 Cultivo in vitro de segmentos nodais de amora preta em diferentes
concentragoes e reguladores vegetais visando a indugao de calos

Todas as plantas obtidas para os experimentos a seguir foram provenientes
dos mesmos procedimentos realizados no capitulo 2 (ltem 3.3), ou seja, de apices
caulinares cultivados in vitro e micropropagados em meio MS sem a adicdo de
reguladores vegetais. Para a indugao de calos em segmentos nodais de M. nigra, foi
utilizado o meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com a metade da
concentragao de macronutrientes (MS'%), 30 g L-' de sacarose, 0,1g L' de inositol, pH
ajustado para 5,8 £ 0,05 e autoclavado a 120°C e 1 kgf cm2, durante 20 minutos.

Os tratamentos consistiram da adigao de tipos e concentra¢des de reguladores
vegetais ao meio de cultura sendo: benziladenina (BA) nas concentragdes de 1,0; 2,0
e 4,0 mg L' ou acido naftaleno-acético (ANA) nas concentragdes de 0,5; 1,0 e 2,0 mg
L-'. O tratamento controle consistiu no cultivo dos segmentos nodais em meio de
cultura sem a adigdo de reguladores vegetais. Apos a inoculagdo dos segmentos
nodais, os frascos foram transferidos para sala de crescimento sob luz fluorescente
branca em fotoperiodo de 16h e intensidade luminosa de 2.500 lux, ou mantidos no
escuro, ambos em temperatura de 25 + 2°C.

Cada tratamento foi composto por cinco repeti¢cdes (frascos) contendo, cada
um, quatro segmentos nodais. Foram realizadas avaliagdes de porcentagem de
segmentos vivos, didmetro de calo (cm) além da porcentagem de segmentos com

calos.
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3.2 Inducao de calos embriogénicos em meios de cultura contendo reguladores
vegetais e com adi¢ao de agua de coco

Calos provenientes da porcao basal dos segmentos nodais inoculados in vitro
obtidos a partir item 3.1 (obtidos a partir do tratamento com 1,0 mg L' de BA) foram
utilizados nesta etapa. Para tanto, foi utilizado o meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962), suplementado com 30 g L' de sacarose, 6,4 g L' de Agar, 0,1 g L' de inositol
e pH aferido para 5,8 £ 0,05, autoclavado a 120°C, 1kgf cm2 por 20 minutos.

O experimento foi delineado em esquema fatorial 2x2x3, sendo duas
concentragdes de Acido 2,4 — Diclorofenoxiacético (2,4-D): 0 e 0,875 mg L'; duas
doses de agua de coco: 0 e 50 ml L'; e trés concentragées de BA: 0; 2,0 ou 4,0 mg L-
1, totalizando 12 tratamentos, com cinco repeticoes cada, sendo cada repeticao
equivalente a um frasco contendo dois segmentos de calos com aproximadamente
0,5 cm de diametro. Os frascos foram mantidos em sala de crescimento sob luz
fluorescente branca com fotoperiodo 16h, intensidade luminosa de 2.500 lux e
temperatura de 25 £ 2°C.

O conjunto experimental foi repetido por duas vezes consecutivas.

Apods 90 dias foram caracterizados o desenvolvimento de diferentes tipos de
calos a partir daqueles inoculados e avaliados a porcentagem de calos induzidos para

a formacéao de calos embriogénicos.

3.3 Cultivo in vitro de calos embriogénicos visando a obteng¢ao e maturagao dos
embrides somaticos

A metodologia adotada foi a utilizada por AGARWAL et al. (2004) para a
espécie Morus alba, com modificagdes. Apds a obtengado de calos embriogénicos na
etapa anterior, para a primeira duplicata, esses foram cultivados em meio para
obtencido e maturacao de embrides somaticos, em meio de cultura MS, com pH de
5,8 £0,05, 0,1 g L-'de inositol, 6,4 g L-' de Agar, com ou sem adigdo de 50 ml L-! 4gua
de coco e autoclavado por 20 minutos a 120°C, 1 kgf cm=. Ao meio também foi
adicionado 0,05 mg L' de 2,4-D; 0,1 mg L' de BA e 60 g L' de sacarose. Foram
utilizados 30 frascos como repeticdes contendo porgdes de calos embriogénicos,
sendo adicionados aproximadamente 200 mg por frasco. Os frascos foram mantidos
em sala de crescimento sob fotoperiodo de 16h e temperatura de 25 + 2°C. Apds
quatro semanas de cultivo foram avaliadas a porcentagem de calos que se

multiplicaram, porém mantiveram a condicdo de calos embriogénicos, além da



66

porcentagem de calos com producdo de embrides nos estagios globular, torpedo,
coracéo e cotiledonar.

Na segunda duplicata, os calos obtidos foram transferidos para tubos contendo
meio liquido de maturagdo (Meio MS + 0,1 mg L' de inositol, pH de 5,8 £ 0,05,
adicionado 0,05 mg L' de 2,4-D, 0,1 mg L-' de BAP, 60 g L' de sacarose e adi¢do de
50 ml L-1 agua de coco), ao invés de meio sélido. Cada tubo recebeu uma porg¢ao de
calo e foram vedados com filme plastico do tipo PVC. Os tubos foram mantidos em
agitador orbital 12/12 (agitagao/sem agitacdo) horas em condi¢des de fotoperiodo de
16 horas e temperatura 25 +2°C.

As estruturas obtidas na etapa anterior foram transferidas para frascos
contendo quatro diferentes fontes de carbono, sacarose, glicose, lactose e sorbitol,
utilizando para o calculo da concentragéo o potencial osmético de 30 g L' de sacarose
(-0,237 MPa) e resultando nas seguintes concentragdes: glicose 17,0 g L'; lactose
34,3 g L; sorbitol 17,3 g L', além de duas condigbes de 2,4-D: 2,0 ou 0,5 mg L-' em
esquema fatorial 4x2. Cada tratamento foi composto de cinco repeticées (frascos) e,
em cada frasco, foram colocadas porgbes das estruturas Tipo 4 obtidos na etapa

anterior, utilizando meio MS adicionado de 6,4 g L-! de Agar.

3.4 Andlise estatistica

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado. Os dados foram
analisados utilizando-se analise de variancia (ANOVA) e as médias foram submetidas
ao teste de Tukey a 5% de significancia. O software estatistico ASSISTAT versao 7.7
beta (SILVA & AZEVEDO, 2006) foi utilizado para realizagdo das analises. Dados em
porcentagem foram transformados pela equacgdo arcsenVx+1 antes de serem

submetidos a analise.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Cultivo in vitro de segmentos nodais de amora preta em diferentes
concentragoes e reguladores vegetais visando a induc¢ao de calos
Independentemente do tipo e concentracao utilizada dos reguladores vegetais,
todos os segmentos nodais inoculados apresentaram porcentagens de sobrevivéncia
acima de 85%, sem diferencas entre os tratamentos (Tabela 1).
Para didmetro de calo, a concentracdo e tipo de reguladores mostraram ser
significativos assim como as condigdes de cultivo, porém, ndo houve interagao entre

esses fatores para essa variavel.

Tabela 1. Porcentagem de segmentos nodais de M. nigra vivos, com desenvolvimento
de calos e diametro médio de calos em diferentes tipos e concentragbes de

reguladores vegetais, na luz ou escuro.

Condigoes Tratamentos
de luz Controle BA1,0 BA20 BA4,0 ANAO05 ANA1,0 ANA 2,0
Explantes vivos (%)
Luz 90 100 100 95 100 100 85
Escuro 90 100 100 90 85 90 90
Segmento nodal com calo (%)
Luz 0aC 95aA 60aB 70aB 95 aA 65 aB 90 aA
Escuro 0aC 85aA 70aAB 45DbAB 40 bB 70 aAB 75 aAB
Diametro decalo (mm)
Luz 0 6,1 6,5 5,8 47 4,5 59
Escuro 0 4.8 4,6 4,4 2,2 3,8 4,6
Explantes vivos Segm. nodal ¢/ calo (%) Diametro de calo
Luz (F1) ns * o
Tratamento (F2) ns b *
Luz x Tratamento ns * Ns
CV% 15,1 28,6 28,7

Médias seguidas pela mestra letra — maiusculas na linha (reguladores vegetais) e minusculas na coluna
(luz/escuro) — néo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Significativo a 1 (**) e
5% (*) de probabilidade. ns — n&o significativo. BA: benziladenina; ANA: acido naftalenoacético.

Para segmentos nodais com calo, as maiores porcentagens foram obtidas sob
cultivo em condigdes de luz com ANA a 0,5e 2,0 mg L"e de BA a 1,0 mg L-'com a
obtencao de 90-95% dos segmentos nodais com calos. Zang et al. (2016) avaliaram
a inducao de calos in vitro em brotagdes de Dendrocalamus hamiltonii em meios
suplementados com reguladores vegetais auxinas e citocininas. Os autores relatam
que auxinas foram mais eficientes para inducao de calos do que as citocininas. Porém,
a adigao de BA junto com 2,4-D resultou na produgéo de calos mais granulares (de

melhor qualidade) quando comparado somente com o meio adicionado 2,4-D.
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A adigcao de diferentes tipos de auxinas mostrou influéncia sobre a inducao de
calos em brotagdes jovens de Chlorophytum borivilianum, sendo que somente o 2,4-
D resultou na formagao de calos, apresentando 66% de calos na concentragéo de 5
mg L-'. As outras auxinas avaliadas (AIA e ANA) apenas induziram desenvolvimento
de raizes nos explantes (NAKASHA et al., 2011). A eficiéncia de inducao de calos da
auxina 2,4-D também ¢é relatada em outras espécies como Cardiospermum
halicacabumn (THOMAS; MASEENA 2006), Vanilla planifolia (JANARTHANAM;
SESHADRI 2008), Eremochloa ophiuroides (YUAN et al., 2009), Aloe vera
(RATHORE et al., 2011), Chlorophytum borivilianum (SUMAN et al., 2011).

Farhadi et al. (2017) relatam que a adicdo de ANA foi capaz de induzir a
formacao de calos em Allium hirtifolium, porém, sua eficiéncia se mostrou menor que
a do 2,4-D na inducdo de calos. Contudo, a combinacdo ANA ou 2,4-D com BA
resultou em incremento significativo na porcentagem de indugao de calos.

No presente trabalho com M. nigra, a adigao de ANA ao meio de cultivo também
apresentou desenvolvimento de calos, assim como a adicdo de BA isoladamente ao
meio de cultivo, contudo, esses reguladores nao foram avaliados quanto a sua adigao
em conjunto ao meio de cultura e resposta na inducdo de calos.

Em explantes internodais de Plectranthus bourneae, Thaniarasu et al. (2016)
relatam que a adicdo de ANA em associacdo com BA se mostrou mais responsiva
para inducido de calos do que outras auxinas avaliadas, 2,4-D; AlA; AIB e picloran,
induzindo calos em 89% dos explantes. Ameri et al. (2018) também relatam que, em
pera (Pyrus communis), o ANA, uma auxina fraca, em associagdo com BA foi mais
eficiente para indugao de calos do que a utilizagdo de uma auxina forte, 0 2,4-D.Outros
autores também relatam a utilizacdo da associacao ANA + BA na inducao de calos
em outras espécies como Astragalus nezaketae (ERISEN et al., 2010), Celosia
argentea (BAKAR et al.,, 2014), Adhatoda vasica (MANDAL; LAXMINARAYANA,
2014), Plectranthus barbatus (THANGAVEL et al., 2014), Lantana camara
(VERAPLAKORN, 2016) e Armeria maritima (GOURGUILLON et al., 2018).

Além da adicdo de reguladores vegetais, a condicdo de luz se mostrou
significativa na inducao de calos (Tabela 1), sendo os explantes cultivados na luz os
que apresentaram maior porcentagem de segmentos nodais com calos.

Em outras espécies a indugdo de calos em condicdes de luz também se
mostrou mais significativa. A inducdo e crescimento dos calos em Lemna gibba

mostrou melhor resposta em condi¢des de luz. O cultivo no escuro produziu calos com
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massa 75% menor, além de ndo se desenvolverem e oxidarem apds quatro semanas
(MOON; STOMP, 1997). Em explantes foliares de Nicotiana tabacum, a maior
porcentagem de indugdo de calos foi obtida em condugdes de luz (97%) quando
comparado com condi¢des de escuro (72%). Os autores ainda relatam que os calos
obtidos de condi¢cbes de escuro ndo tinham potencial para uso na embriogénese
somatica (SIDDIQUE; ISLAM, 2015). Porém, Kintzios et al. (2008), relatam que a
indugao de calos em explantes foliares de Lavandula vera foi significativamente maior
em condi¢cdes de escuro.

Nos trabalhos, tanto o cultivo em condi¢des de luz (NAKASHA et al., 2011)
como condi¢des de escuro (ZANG et al., 2016; GOURGUILLON et al., 2018) podem
ser utilizados para indugdo de calos em diferentes espécies, Chlorophytum
borivilianum, Dendrocalamus hamiltonii € Armeria maritima, respectivamente. Isso
indica a possibilidade de obtencdo de calos nas duas condi¢des de cultivo, como
observado no presente trabalho. Contudo, quando realizada a avaliagado comparativa,
o cultivo em condicdes de luz se mostra significativamente melhor.

Diante de respostas variadas, a concentragdo e o tipo de regulador vegetal
utilizados para inducdo de calos mostram ser bastante relativas a espécie estudada
(DHAR; JOSHI, 2005; THOMAS; MASEENA, 2006). Para a espécie M. nigra, utilizada
em nossos experimentos, a indugao de calos em segmentos nodais foi obtida com a

utilizacao isolada de auxina ANA ou citocinina BA (Tabela 1).

4.2 Indugao de calos embriogénicos em meios de cultura contendo reguladores
vegetais e com adi¢ao de agua de coco

Os experimentos de indugéo de calos embriogénicos foram realizados por duas
vezes consecutivas, com o objetivo de avaliar as respostas as diferentes classes de
reguladores vegetais. Devido a algumas diferengas especificas observadas na
resposta de obtengao de calos embriogénicos, os dois conjuntos de tratamentos foram
apresentados separadamente, sendo a conclusdo final realizada a partir das

duplicatas realizadas.

Duplicata 1
Calos provenientes do Item 3.1, obtidos a partir do tratamento com 1,0 mg L™

de BA, foram utilizados para este experimento.
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Os calos obtidos neste ensaio foram classificados em trés tipos, sendo: Tipo 1:
calo sem crescimento e de coloragdo marrom-escura; Tipo 2: calo com crescimento e
coloragdo marrom-escura; Tipo 3: calo em crescimento (divisédo e expansao celular),

coloragao creme e com aspecto fridvel, caracteristico de calos embriogénicos (Figura

Figura 2. Tipos de calos obtidos apds cultivo de calos provenientes de explantes de M. nigra em
diferentes meios de cultura. (A) Calo Tipo 1: calo sem crescimento e de coloragdo marrom-escura; Tipo
2: calo com crescimento e coloragdo marrom-escura; Tipo 3: calo em crescimento, coloragdo creme e
com aspecto friavel, caracteristico de calos embriogénicos.

Na primeira duplicata, somente os tratamentos 5, 6 e 9 (Tabela 2) (com adigao
de agua de coco e 2,0 ou 4,0 mg L' de BA apresentaram de 40 a 50% de
desenvolvimento de calos Tipo 3. Além dos calos Tipo 3, os tratamentos 6 e 9 (Tabela
2) (com adigéo de 4,0 mg L' de BA + agua de coco) desenvolveram 40 e 20% de
calos Tipo 2, respectivamente (Tabela 2). Os tratamentos sem adigéo de agua de coco
(1; 2; 3 e 10) n&do apresentaram desenvolvimento nos calos inoculados (calo Tipo 1).
Os calos tipos 1 e 2 ndao foram considerados como potenciais para uso na
embriogénese somatica, devido a sua consisténcia rigida e coloragéo escura. Os
calos do Tipo 3 se mostraram friaveis, caracteristica de calos embriogénicos obtidos
em outras espécies de plantas em condi¢des in vitro (KUMAR et al., 2017).

A adicao individual ao meio de cultura, seja de 2,4-D ou BA, ndo promoveu
crescimento dos calos, que pode ser observado nos tratamentos 2; 3 e 10 (Tabela 2).
A adicao de BA (2,0 ou 4,0 mg L") ao meio de cultura suplementado com agua de
coco foi 0 que apresentou maior desenvolvimento dos calos, sendo esses valores de
50 e 40% de calos do Tipo 3 nos tratamentos 5 e 6, respectivamente (Tabela 2).No
entanto, o cultivo com a adi¢do de 2,4-D (0,875 mg L") e BAa 2,0 0u4,0 mgL’, em
conjunto, sem suplementagao de agua de coco, promoveu desenvolvimento apenas
de calos do Tipo 2 (tratamentos 11 e 12) (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeitos de reguladores vegetais e agua de coco na indugao de calos
embriogénicos em M. nigra e na porcentagem de formacéao de calos do Tipo 2 e 3 em

cada um dos tratamentos avaliados, referentes a cada duplicata do experimento.

Calos (%)
Tratamento Duplicata 1 Duplicata 2
Tipo2 Tipo3 Tipo2 Tipo3

01 - MS 0 0 0 0
02 - MS + 2,0 mg L' BAP 0 0 30 0
03 — MS + 4,0 mg L' BAP 0 0 10 10
04 — MS + 50 mg L' agua de coco 30 0 0 0
05 - MS + 50 ml L-" 4gua de coco + 2,0 mg 0 50 0 30
L-' BAP
06— MS + 50 ml L' agua de coco + 4,0 mg 40 40 10 20
L-' BAP
07 —MS + 0,875 mg L' 2,4-D + 50 ml L™ 20 0 20 60
agua de coco
08 — MS + 0,875 mg L' 2,4-D + 50 ml L 30 0 40 30
agua de coco + 2,0 mg L-' BAP
09 — MS + 0,875 mg L' 2,4-D + 50 ml L 40 20 50 50
agua de coco + 4,0 mg L-' BAP
10 -MS + 0,875 mg L' 2,4-D 0 0 0 0
11 -MS + 0,875 mg L' 2,4-D + 2,0 mg L 40 0 20 10
BAP
12-MS + 0,875 mg L' 2,4-D + 4,0 mg L 40 0 50 10
BAP
cv 109,88 111,11 86,22 123,72
Agua de coco (F1) ns ** ns ns
24-D (F2) ns ns * *
BA (F3) ns * ns ns
Int. F1xF2 ns ns ns ns
Int. F1xF3 ns * ns ns
Int. F2xF3 ns ns ns ns
Int. FIxF2xF3 ns ns ns ns

Significativo a 5(*) e (**)1% de probabilidade. ns — nao significativo.

Na primeira duplicata os fatores agua de coco e BA se mostraram significativos
para producido de calos Tipo 3. Embora a maioria dos relatos de embriogénese
somatica estejam relacionados ao uso do 2,4-D, os eventos iniciais da inducdo da
embriogénese também podem exigir a presenca de uma citocinina no meio de cultivo
(ASTHANA et al., 2017).

A presencga de citocininas no meio de cultivo se mostra necessaria para que
ocorra a indugao da embriogénese somatica em algumas espécies como Saintpaulia
ionantha e Bambusa edulis (MITHILA et al., 2003; LIN et al., 2004). Em Rubus sanctus

e R. hirtus, Sabooni & Shekafandeh (2017), obtiveram calos embriogénicos em meio
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MS 2 sem adi¢cao de auxinas, contendo apenas citocininas 9,76 uM KIN (kinetina) +
7,99 uM BA.

Outro fator que se mostrou significativo foi a agua de coco adicionada ao meio
de cultivo. A agua de coco, sendo um endosperma liquido, € um composto complexo
que contém aminoacidos, acidos organicos, acidos nucleicos, vitaminas, carboidratos,
minerais e hormbnios vegetais (GE et al., 2005; YONG et al., 2009). A adicao de
substancias complexas nos meios de cultura, como a agua de coco mostra influéncia
na indugdo do processo embriogénico (KHURANA; SINGLA 2009). E relatado que
esse aditivo serve como fonte de nitrogénio reduzido (aménio), se mostrando
importante para o desenvolvimento de calos embriogénicos fridveis (POULTON et al.,
2012).

Neste trabalho, a adigdo de agua de coco foi responsavel por induzir maiores
porcentagens de calos que se desenvolveram em calos friaveis (Tipo 3) em

comparagao aos tratamentos sem sua adigéo (Tabela 2).

Duplicata 2

Na segunda duplicata desse experimento foi observada a formagao de calos
embriogénicos (Tipo 3) em tratamentos no qual anteriormente nao haviam sido
observados. Os tratamentos contendo somente BAa2,0e4,0mgL"'(2e 3),esema
adicao da agua de coco, apresentaram calos em pleno crescimento, sendo 30% de
calos do Tipo 2 no tratamento com 2,0 mg L' BA (2) e 10% de calos Tipo 2 e Tipo 3
no Tratamento 3 (Tabela 2).

O tratamento com 2,0 mg L' de BA e adicdo de agua de coco a 5% (w/v),
resultou em 30% de calos Tipo 3. Contudo, o aumento da concentragdo de BA no
meio contendo agua de coco nao resultou em incrementos na produgao de calos
embriogénicos (Tabela 2).

Levando-se em consideracdo a média de desenvolvimento de calos
embriogénicos (Tipo 3) dentre as duas duplicatas do experimento realizadas, os meios
5 (2,0 mg L' BA + 50 ml L' agua de coco) e 9 (0,875 mgL-' 2,4-D + 4,0 mgL-' BA +
50 ml L-* agua de coco) foram os que apresentaram maior porcentagem de indugao
de calos embriogénicos (35 e 40%, respectivamente).

O potencial de producao de calos embriogénicos também foi comprovado pelo
subcultivo dos calos ndo embriogénicos transferidos para os meios 5 (2,0 mg L' BA
+ 50ml L' 4gua de coco) e 9 (0,875 mg L' 2,4-D + 4,0 mg L' BA + 50 ml L' agua de
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coco) que resultaram na obtencao de calos de coloracdo creme e de aspecto friavel
(Tipo 3) (dados nao apresentados).

Na segunda duplicata, apenas a adicao de 2,4-D se mostrou significativa para
produgdo de calos, seja do Tipo 2 ou Tipo 3. E relatado que as auxinas desempenham
papel crucial no desenvolvimento da embriogénese somatica sendo relatado o 2,4-D
como o mais utilizado (COOKE et al., 1993; REYES-DIAZ et al., 2017). Mujib et al.
(2014) relatam a obtenc&o de calos embriogénicos friaveis em meio MS contendo
apenas 2,4-D (4.52 uM).

Autores sugerem que o 2,4-D possua dupla fungdo na indugdo da
embriogénese somatica, como auxina e como fator estressante (FEHER et al., 2003;
RAGHAVAN et al., 2006), onde os estagios iniciais de indugado da embriogénese sao
caracterizados pela agdo do 2,4-D na ativagdo de muitos genes relacionados ao
estresse (DAVLETOVA et al., 2001). A exposi¢cao das células a reguladores vegetais
e condi¢bes de estresse induzem a desdiferenciagdo de algumas células somaticas
competentes presentes em tecidos de diferentes partes da planta (BEGUN et al.,
2007; LINCY et al., 2009).

Outra etapa importante na embriogénese somatica, também induzida pelas
auxinas, envolve gradientes de auxina ligados a genes de transporte PIN no embrido
somatico em desenvolvimento. Esse tipo de regulamento controla a repressao de
genes envolvidos na inducdo da embriogénese somatica e alteracdes gendmicas
associadas. Outro gene, PICKLE, esta associado a remodelagdo da cromatina e
precisa ter sua expressao suprimida para ativar a via da embriogénese. Apds a
inducdo das células competentes, a remogcdo da auxina é necessaria para dar
prosseguimento aos estagios seguintes da embriogénese somatica (ROSE; SONG,
2016).

Encina et al. (2014) utilizaram meio de cultura B5 (Gamborg et al.,1968)
adicionado de 0,1 mg L' de picloram, uma auxina forte, para inducdo de ES em
embrides zigodticos de Persea americana. Para indugdo de ES em integumentos de
sementes de Hevea brasiliensis, Lardet et al. (2009) utilizaram meio MH (Carron et al.,
1989) suplementado com 4,44 uM de 2,4-D, 4,44 uM kinetina além da adi¢cao de 30
MM AgNOs. Porém, em Pyrus communis, a indugéo de calos embriogénicos foi obtida
em meio MS sem presenca de 2,4-D, com adi¢cao de 8,05 uM ANA e 13,32 uM BA
(AMERI et al., 2018).
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Em M. alba, Agarwal et al. (2004) e Shajahan et al. (1995) relatam a presenca
de 2,4-D como fator necessario para indugdo da embriogénese somatica nessa
espécie. Shajahan et al. (1995) relatam a producao de embrides globulares e
cordiformes a partir de calos obtidos de hipocotilos de M. alba cultivados em meio
contendo 2,4-D. Porém, o posterior cultivo desses embrides nesse mesmo meio hao
resultou em desenvolvimento ou conversdo em plantulas. Ja Agarwal et al. (2004)
relata que so foi possivel obter embrides cotiledonares em meio contendo 2,4-D e BA,
suplementado com 60 g L-! de sacarose.

Neste experimento, mesmo utilizando-se calos provenientes das mesmas
condigbes (indugdo em meio MS contendo 1,0 mg L' BA), as respostas entre as
duplicatas foram diferentes. Inicialmente, a adicdo de BA se mostrou efetiva para
indugdo de calos embriogénicos, assim como a agua de coco. Como ja citado,
algumas espécies necessitam da utilizacdo de BA adicionado ao meio para indugao
de ES (SABOONI; SHEKAFANDEH, 2017; AMERI et al., 2018).

4.3 Cultivo in vitro de calos embriogénicos visando a obtencao de embrides
somaticos

Os calos embriogénicos Tipo 3 obtidos na primeira duplicata foram transferidos
para frascos contendo meio de maturagdo MS com 0,1 mg L' de inositol, pH aferido
para 5,8 £ 0,05, adicionado 0,05 mg L' de 2,4-D, 0,1 mg L' de BA e 60 gL' de
sacarose, com adi¢cao de 50 mIL-" 4gua de coco além de 6,4 g L-1 de Agar.

Porém, apds 60 dias de cultivo nesse meio de cultura todos os calos
transferidos oxidaram, nao ocorrendo desenvolvimento posterior ou maturagéao para
embrides e germinagao de plantulas.

Os calos Tipo 3 obtidos da Duplicata 2, ao contrario do cultivo em meio sdlido
dos calos Tipo 3 nos quais nao foi observado desenvolvimento significativo resultando
em escurecimento dos tecidos, o cultivo em meio liquido apresentou, 70 dias apds a
introducéo dos calos, desenvolvimento de estruturas globulares, classificadas como
Tipo 4, no qual os calos obtidos desenvolveram estruturas globulares na sua regiao
superficial, como demonstrado na Figura 3.

O desenvolvimento desse novo tipo de estrutura pode ter ocorrido devido ao
uso do meio de cultura liquido, propiciando aumento da superficie de contato com o
meio de cultivo, reducao da resisténcia da absor¢céo de agua e nutrientes e diminuicéo

do contato com locais do meio onde os nutrientes ja foram consumidos (ESCALONA
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et al., 2003; MARBUM et al.,, 2015). O consumo dos nutrientes nos locais de
inoculacdo dos calos em meio solido da primeira duplicata pode ter impedido seu
desenvolvimento, necessitando de repicagens mais frequentes para manter sua
viabilidade.

Nos trabalhos de indugédo de ES com a espécie M. alba, foi utilizado também o
meio liquido sem aerag¢do, assim como utilizado no presente trabalho com a espécie
M. nigra. Shajahan et al. (1995) utilizaram meio de cultura liquido suplementado com
2,4-D para cultivo de calos obtidos a partir de embrides zigéticos de M. alba. Os
autores relatam a obtencédo de embrides em estagio globular e cordiforme, porém, o
posterior cultivo desses embrides ndo resultou em subsequente desenvolvimento.
Agarwal et al. (2004), também utilizando meio de cultura liquido para cultivo de calos
obtidos a partir de embrides zigéticos de M. alba, relataram a obtengcdo de embrides
em estagio cotiledonar.

A utilizacdo do meio de cultura liquido também é relatada na ES em outras
espécies. Em Elaeis guineensis, Gomes et al. (2016) avaliaram a utilizacdo do meio
semi-solido e meio liquido com imersao temporaria na germinagao dos embrides em
plantulas. O meio semi-solido apresentou numero inferior de plantulas regeneradas (8
plantulas/g de calo) em comparagdo com a utilizacdo do sistema de imersao
temporaria (15 plantulas/g de calo). Em Bactris gasipaes, foi observado que o cultivo
de calos em meio liquido com imersao temporaria apresentou incremento na produgao
de calos embriogénicos quando comparado com o cultivo em meio solido. Além disso,
as plantulas obtidas a partir do sistema de imersao temporaria apresentaram melhor
crescimento e desenvolvimento ex vitro (STEINMACHER et al., 2011).

Porém, em Catharanthus roseus, os autores relatam que o uso de meio liquido
foi menos eficiente na produgao de embrides, resultando em 83 embrides/50 mg de
calo, enquanto que o cultivo de calos em meio sélido resultou em 99 embrides/50 mg
de calo (MUJIB et al., 2014).

No presente trabalho, o cultivo de calos embriogénicos em meio liquido
promoveu o desenvolvimento de um novo tipo de estrutura, diferente do cultivo em
meio sélido realizado na duplicata 1, indicando a melhor viabilidade na utilizagéo

desse meio para indugado da embriogénese somatica em M. nigra.
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Figura 3. Visualizacdo do desenvolvimento de estruturas globulares esbranquigadas por toda a
periferia do calo Tipo 4 em um calo mantido em desenvolvimento em tubo contendo meio de maturagéo
liqguido com agua de coco em agitagao orbital, fotoperiodo 16h de luz e temperatura de 25 + 2°C.

No desenvolvimento de estruturas Tipo 4, bem como a maturacdo e
germinagao dos embrides obtidos em meio liquido, foi observado que as estruturas
similares a embrides somaticos globulares adquiriram coloragédo verde (clorofilada)
em cada tratamento, sendo a primeira vez que as estruturas obtidas se mostraram
com essa coloragao (Figura 4).

A fonte de carbono se mostrou como fator significativo para produgcéo dessas
estruturas clorofiladas (Tabela 3), sendo relatado sua influéncia também em outros
trabalhos. Das fontes de carbono glicerol, sorbitol, manitol, glicose, lactose e galactose
avaliadas por Kayim & Koc (2006), em diferentes variedades de citros, a
suplementagdo do meio de cultivo com 4-5% de glicerol apresentou os melhores
resultados para formacédo de embrides somaticos. Ja em pera (Pyrus communis), a
utilizagdo de 30 g L' de sacarose como fonte de carbono se mostrou mais efetiva,
sendo a unica a produzir embrides somaticos dentre as fontes avaliadas, sacarose,
maltose e sorbitol (AMERI et al., 2018).
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Figurad. Estruturas globulares clorofiladas, obtidas apos cultivo de calos Tipo 4 em meio contendo
glicose como fonte de carbono e 0,5 mg L' de 2,4-D.

Tabela 3. Tipo de calo desenvolvido e numero de embrides obtidos a partir de cada

fonte de carbono e concentracao de 2,4-D adicionado ao meio de cultivo.

Tratamento Tipo de calo N° médio de embrides
T1 - Sacarose + 0,5 mg L' 2,4-D 5 15 B*
T2 — Sacarose + 2,0 mg L' 2,4-D 5 20B
T3 — Glicose + 0,5 mg L' 2,4-D 5 31A
T4 — Glicose + 2,0 mg L' 2,4-D 5 21B
T5 — Lactose + 0,5 mg L1 2,4-D 2 0oC
T6 — Lactose + 2,0 mg L1 2,4-D 2 0ocC
T7 — Sorbitol + 0,5 mg L' 2,4-D 1 0oC
T8 — Sorbitol + 2,0 mg L' 2,4-D 1 0ocC
CV (%) 77,9
Fonte de carbono (F1) *
Concentragao 2,4-D (F2) ns
F1xF2 ns

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. Significativo a 5% de probabilidade. ns — n&o significativo.

As estruturas clorofiladas obtidas foram transferidas para meio MS 'z + 0,05
mgL-" ANA + 0,10 mg L' de BAP + 30g L' de sacarose e 6,4 g L' de agar para

observar sua posterior conversao em plantulas. Porém, apés 80 dias de cultivo, néo
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foi observada nenhuma progressao no desenvolvimento dessas estruturas, sendo que

as mesmas voltaram a produzir calos e com escurecimento dos tecidos (Figura 5).

Figura 5. Calos Tipo 5 oxidados apds cultivo em meio MS %2 + 0,05 mg L-* ANA + 0,10 mg L' de BAP
e 30g L' de sacarose.

Segundo Carra et al. (2016) os principais fatores determinantes do sucesso da
embriogénese somatica sdo gendtipo, composi¢gao do meio (adicdo de reguladores
vegetais e suplementagao com aditivos) e tipo de explante. O balango especifico entre
regulador vegetal e sua concentragdo no meio se mostra como especifico para cada
cultivar/espécie, o que parece tornar a embriogénese somatica um processo baseado
em erros e acertos (SANTANA-BUZZY et al., 2007; ROSE; SONG, 2016).

Porém, no presente trabalho, s6 foi possivel obter embrides globulares a
cordiformes, sem o posterior desenvolvimento desses embrides para estadios mais
avancgados, como torpedo e cotiledonar, 0 que n&o possibilitou a sua germinagao e
obtengdo de plantulas. Shajahan et al. (1995) reportaram desenvolvimento de
embrides somaticos de M. alba, obtidos a partir de hipocétilos de embrides zigoéticos,
apenas até o estadio cordiforme. Esses autores propdem que esse nao
desenvolvimento seja devido a manutencédo do 2,4-D no meio de cultivo, e que sua
remocao possa resultar em continuidade do desenvolvimento das estruturas.
Entretanto, Agarwal et al. (2004), também utilizando embrides somaticos de M. alba
obtidos a partir de hipocétilos de embrides zigéticos, relata que foi possivel obter
embrides somaticos em estagio cotiledonar apenas em meio contendo 2,4-D e BA.
Essa diferenca no desenvolvimento de embrides somaticos da mesma espécie pode

ter relagcdo com a recalcitrancia dos gendétipos para a ES. Segundo Hortsman et al.



79

(2017), arecalcitrancia nao afeta apenas a fase de indugao de embrides, mas também
as etapas subsequentes do processo de regeneracgao, incluindo a diferenciacéo e
germinagao dos embrides.

O motivo da recalcitdncia na indugdo da embriogénese somatica esta
relacionada a competéncia dos explantes, influenciada pelo gendtipo, tipo de explante
e nivel de hormonios enddégenos (MERKLE et al., 1995; JIMENEZ, 2001 ). Assim como
em Pyrus communis (AMERI et al., 2018), relatada como espécie gendtipo-
dependente para a embriogénese somaica, e Coffea arabica, no qual a idade e o
estado fisiolégico do explante afetam significativamente o sucesso de indugdo da
embriogénese (MOLINA et al., 2002; CAMPOS et al., 2017), o gendétipo de M. nigra
avaliado no presente trabalho, apesar de se ter obtido embrides em estadio globular,
se mostrou recalcitrante para a maturacao, continuidade do desenvolvimento e
germinagao, tornando necessaria a continuidade dos trabalhos para avaliar outros

fatores como gendtipos, tipo e idade dos explantes.

5 CONCLUSOES

Pela prépria caracteristica da embriogénese somatica e de sua divisdo em
diferentes estadios de desenvolvimento para obtencéo dos ES, foi possivel observar
que, desde a indugao de calos e formagao de calos embriogénicos, maturagdo dos
embrides e desenvolvimento a estadios que possibilitem sua germinagéo e conversao
em plantulas, sao determinados por multiplos fatores estadios-dependente.

Observou-se que para inducdo de calos embriogénicos necessita-se da
presenca de reguladores auxina e citocinina, além de agua de coco no meio de cultivo.
Para que seu desenvolvimento avancgasse, foi necessario o cultivo desses calos em
meio liquido, pois sua manutengdo em meio sélido inviabilizou sua conversao em
embrides. Por fim, a conversao em estruturas globulares foi dependente da utilizagao
do meio liquido e a biossintese de clorofila nesses embrides ocorreu na presenca dos
acucares sacarose ou glicose.

Porém, nao foi possivel a obtengdo de embrides maduros ou a germinagao

destes.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar das diferentes técnicas utilizadas neste trabalho, todas visaram o
mesmo objetivo: propagacdo das plantas. Como ferramenta de propagagado, as
sementes sdo muito eficientes: possuem toda a informacédo necessaria para o
desenvolvimento de um novo individuo. Porém, as sementes de R. sellowii possuem
dorméncias que as impedem de germinar mesmo em condicdes favoraveis. Os
resultados aqui obtidos agora permitem a possibilidade de utilizacido das sementes
dessa espécie como recurso propagativo, seja para situagoes de reflorestamento, por
ser uma especie nativa, seja para insercdo de caracteristicas de interesse no
melhoramento genético.

Em questio de propagacao por sementes, a espécie M. nigra ndo compartilha
do mesmo empecilho da espécie R. sellowii. O entrave em sua propagagao seminifera
€ devido a alta heterozigose apresentada em relagdo aos genitores e ao longo periodo
de juvenilidade. Para contornar esses problemas, as técnicas de micropropagagcao
sdo essenciais, pois permitem a obtencgéo e propagagao de muitos individuos sem os
problemas apresentados pela propagacao por sementes e em reduzido tempo e
espaco. A possibilidade de manutencao, multiplicagdo e enraizamento no mesmo
meio de cultivo elimina a necessidade de cultivo em meio especifico para cada fase
além de otimizar tempo e mao de obra.

Como ferramenta propagativa, a embriogénese somatica se apresenta como
uma técnica mais eficiente que a micropropagacdo em termos de rendimento, ndo
sendo ainda descrito na literatura sua utilizacdo na espécie M. nigra. No presente
trabalho, foi possivel obter embrides globulares, um estagio inicial de desenvolvimento

da embriogénese somatica, porém, sem posterior desenvolvimento e conversao em
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plantulas. Diante dos resultados obtidos, torna-se necessario o prosseguimento das
investigacbes acerca da possibilidade de indugcdo de embriogénese somatica na
espécie M. nigra. Apesar do grande potencial da técnica e da grande utilidade que
teria para todo o género em questéo, sdo escassos os trabalhos avaliando seu uso e,

dos poucos existentes, nenhum obteve éxito nesse objetivo.



