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RESUMO

RODRIGUES, P. M. Uso da cultura in vitro como ferramenta para conservacgao
de germoplasma e estudos de ecofisiologia de Solanum sessiliflorum Dunal.
2024. 51f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Ambientais) — Instituto de Educacéo,
Agricultura e Ambiente, Universidade Federal do Amazonas.

O bioma Amazobnia € caracterizado por apresentar a maior biodiversidade do mundo,
incluindo espécies promissoras como o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), uma das
plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), nativas da regido Amazdnica, de alto
valor nutricional e social, o que pode gerar oportunidades, agregar renda e trazer
melhorias na qualidade de vida familiar. Assim, objetivou-se neste trabalho
estabelecer um protocolo de propagacgédo in vitro com o intuito de avaliar a influéncia
de diferentes tipos e concentragcdes de citocininas e auxina na inducdo da
organogénese a partir de explantes hipocotiledonar de duas etnovariedades de cubiu.
Os experimentos serdo conduzidos no laboratério de Biologia, da Universidade
Federal do Amazonas — UFAM. Para a indugdo da organogénese in vitro foram
utilizadas sementes maduras de duas etnovariedades de cubiu (1 e 9). As sementes
foram desinfestadas e logo apds, cerca de trés sementes foram incoculadas em tubos
de ensaio contendo aproximadamente 20 mL de meio cultura, com pH 5.8. Os
tratamentos foram constituidos por: 1) controle (meio MS sem adicdo de
fitohormdnios); Il) cinetina 1 mg L%; 11l) BA 1 mg L%; IV) BA + cinetina (4,15 mg L-1 +
2,5 mg L-Y); V) cinetina + BA + AIA. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e, para a comparacao das meédias dos tratamentos, foi realizado a teste de
Tukey a 5% de significancia. Os resultados deste trabalho evidenciam que segmentos
hipocotiledonares de Solanum sessiliflorum Dunal associados a adicédo de cinetina 1
mg L-! e BA + cinetina (4,15 mg L-* + 2,5 mg L-!) sdo mais eficientes na inducéo de
brotagdes in vitro em cubiu. O meio suplementado com Drew forga total proporciona
maior formacédo de calos para a etnovariedade 9. No entanto, visto que a calogénese
esta positivamente relacionada com a formacédo de brotos, possivelmente, com um
periodo maior que 30 dias seja possivel observar maiores resultados nesse
tratamento.

Palavras-chave: Cultura de tecidos, Biotecnologia, Organogénese, Solanum
sessiliflorum Dunal,.



ABSTRACT

Rodrigues, P.M. Use of in vitro culture as a tool for germplasm conservation and
ecophysiology studies of Solanum sessiliflorum Dunal. 2024. 51f. Dissertation
(Master’s in Environmental Sciences) — Institute of Education, Agriculture and
Environment, Federal University of Amazonas.

The Amazon biome is characterized by having the greatest biodiversity in the word,
including promising species such as cubiu (solanum sessiliflorum Dunal), one of the
non-conventional food plants (PANC), native to the Amazon region, with high
nutritional and social value, which can generate opportunities, add income and bring
improvements in the quality of family life. Thus, the objective of this work was to
establish an in vitro propagation protocol with the aim of evaluating the influencer of
different types and concentrations of cytokinins and auxin on the induction of
organogenesis from hypocotyledonary explants of two cubiu ethnovarieties. The
experiments will be conducted in the Biology laboratory, at the Federal University of
approximately three seeds were inoculated in test tubes containing approximately 20
mL of culture medium, with pH 5.8. The treatments consisted of: ) control (MS medium
without addition of phytohormones); Il) kinetin 1 mg L™%; lll) BA 1 L'%; IV) BA + kinetin (4.
15 mg L1+ 2.5 mg L); V) kinetin + BA + AlA. The data were subjected to analysis of
variance (ANOVA) and, to compare treatment means, the Tukey test was performed
at 5% significance. The results of this work show that hypocotyledonary segments of
Solanum sessiliflorum Dunal associated with the addition of Kinetin 1 mg L-1 and BA
+Kinetin (4.15 mg L1 + 2.5 mg L) are more efficient in inducing sprouting in vitro in
cubiu. The medium supplemented with Drew full strength provides greater callus
formation for ethnovariety 9. However, since callogenesis is positively related to the
formation of shoots, possibly, with a period of time greater than 30 days it is possible
to observe greater results in this treatment.

Keywords: Tissue culture, Biotechnology, Organogenesis, Solanum sessiliflorum
Dunal.
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1. INTRODUCAO

O bioma Amazonia € caracterizado por apresentar a maior biodiversidade do
mundo, incluindo espécies promissoras como o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal),
uma das plantas alimenticias ndo convencionais (PANC), nativas da regido
Amazonica, de alto valor nutricional e social, 0 que pode gerar oportunidades, agregar
renda e trazer melhorias na qualidade de vida familiar. (Ribeiro; Durigan; 2018). O
cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) pertence a familia Solanaceae e representa uma
entre as varias espécies vegetais tradicionalmente cultivadas na agricultura
Amazobnica e pouco conhecida pela ciéncia, mas por apresentar um sistema de
producdo estabelecido, se tornou uma opc¢ao atrativa pelos pesquisadores, para o
fortalecimento econémico da agricultura familiar (Cruz et al., 2023).

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é uma hortalica-fruto que pode ser
cultivada em consaorcio com outras espécies, como 0 maxixe e o feijao de praia, o que
impulsiona a conservagdo ambiental e o desenvolvimento sustentavel, além de
possibilitar sua insercdo nos mais variados sistemas produtivos locais (Silva-Filho et
al., 2013). Seu fruto exaotico, possui caracteristicas Unicas e sabor agradavel, sendo
utilizado principalmente na forma de suco, néctares, compotas e doces. Ademais,
pode ser utilizado em ensopados, caldeiradas de peixe ou como tempero de pratos a
base de carne e frango. (Silva-Filho, 1998; Pires et al., 2006). Interessantemente,
apesar do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) apresentar inUmeras vantagens, ainda
sdo poucos conhecimentos disponiveis sobre a propagacdo desta espécie, sendo
normalmente propagada via sementes. (Silva, 2007).

Cultura de tecidos vegetais € uma técnica que merece destaque, pois estudos
indicam que a mesma pode auxiliar na obtencdo de mudas proveniente de tecidos
meristematicos cultivados in vitro, 0 que € possivel, visto que a arquitetura do corpo
do vegetal forma-se durante a embriogénese e, principalmente, apdés o
desenvolvimento pos-embriondrio a partir de atividades de células com alta atividade
de diviséo celular referidas como células meristematicas, localizadas principalmente
no apice caulinar, bem como no apice da raiz (Taiz et al., 2017). Nao obstante, células
vegetais possuem a capacidade de retornar ao estadgio meristematico para originar
novos tecidos e/ou 6rgdos mesmo apoOs terem sofrido processos ontogenéticos de
maturacao e especializacao celular (Ribeiro et al., 2016). Esse fendmeno é conhecido

entre os biologistas vegetais como totipoténcia celular. Neste contexto, foi



estabelecido a cultura de tecidos vegetal o qual se baseia em um conjunto de técnicas
biotecnolégicas para propagar novos individuos a partir de uma planta matriz,
fornecendo ao explante condi¢Ges favoraveis para o desenvolvimento de uma planta
completa e saudavel (Souza et al., 2018).

A organogénese é uma via complexa utilizada na cultura de tecidos vegetais
que ocorre em um série de etapas através do processo de diferenciacdo e
desdiferenciacéo celular, e dependendo da retomada da atividade meristemética pode
formar celulas maduras diferenciadas ou tecidos calogénicos desorganizados (Alvez;
Xavier; Otoni, 2004). Ademais, a via organogenética € um processo que depende,
também, da acéo de reguladores de crescimento exdgenos e enddgenos em particular
auxinas e citocininas, e da habilidade do explante em responder a essas mudancas
hormonais durante o periodo de cultivo (Sugiyama, 1999). Portanto, a técnica de
cultura de tecidos vegetais, via organogénese, pode ser definida como a manutencao,
propagacéao e regeneracao de explantes da planta matriz para formacgao de clones a
partir de cultivos em laboratérios denominado in vitro, em um ambiente asséptico e
controlado nos parametros de luz, nutrientes, reguladores de crescimento e
hormonios. (Mroginski et al., 2004).

Inicialmente proposto para pesquisas associadas a estudos de bioquimica e
fisiologia vegetal (Muhlbach, 1998), cultura de tecidos tem recebido muita atencao
devido a potenciais aplicacBes biotecnologicas relacionadas desde aspectos
ecolégicos até producdo em larga escala de compostos secundarios, os quais podem
gerar produtos agregados tanto nas industrias alimenticias, quanto medicinais
(Andrade et al., 2002). Nao obstante, o uso biotecnolégico da cultura de tecidos foi
aplicado para resolver, ou a0 menos minimizar, aspectos negativos relacionados a
multiplicacdo sistematizada de plantas, através do processo de micropropagacao
(Arnaldos et al., 2001). Esse termo genérico refere-se a ao menos trés processos de
multiplicacéo clonal in vitro: (i) producdo de parte aérea a partir de meristema pré-
existente; (ii) producdo de novo de parte aérea seguido de indugdo de meristema
adventicio; (iii) embriogénese somatica (Bornman, 1993).

O uso de tecnologias de cultura de tecido vegetal no melhoramento genético &
enorme. A exemplo, pode-se utiliza-la para estudos de biotecnologia durante
introgressao de genes de espécies silvestres para genomas de espécies cultivadas,
na producao de plantas engenheiradas e com elevado vigor e potencial agrondémico

(Richardson et al., 2013). Aléem disso, pode ser utilizada na geracdo de plantas



uniformes para colheitas e para espécies com dorméncia fisiolégica, como guarana
(Schimpl et al., 2019).

Recentemente, Solanum sessiliflorum Dunal tem sido alvo de estudos de
fisiologia vegetal para gerar conhecimento de como essa planta responde a fatores
ambientais. No entanto, devido a certas limitagcdes na germinacéo e desuniformidade
durante a germinacao, voltamos nossa atencado, dessa vez, para uso de cultura de
tecidos de Solanum sessiliflorum Dunal, principalmente por razbes aplicadas a
agronomia. Do ponto de vista agronémico, Solanum sessiliflorum Dunal possui frutos
com grande quantidade de sementes, sendo o processo de semeadura o principal
método de propagacdo e estabelecimento de lavouras comerciais da espécie.
Contudo, fatores abibticos como temperatura, umidade e luz sdo as principais
condicdes associadas a perda da viabilidade das sementes dessa espécie apés a
colheita dos frutos (Lopes; Pereira, 2005; Stefanello et al., 2008).

Tais fatores, portanto, resultam em perda da viabilidade das sementes mesmo
em curtos periodos de armazenamento. Devido a este fato, plantios comerciais
tornam-se desuniformes sendo limitado, principalmente a produtores familiares
através de agricultura de subsisténcias realizadas em pequena escala (Pereira et al.,
2012; SCHUELTER et al., 2009). Nesse sentido, verifica-se a necessidade de
ferramentais tecnoldgicas que auxiliem na transmisséo de informagdes relacionadas
a importancia e utilizacédo do fruto, bem como, na busca por resultados cada vez mais
promissores quanto ao seu processo germinativo (Yuyama et al., 2008; Stefanello et
al., 2008).

Assim, objetivou-se neste trabalho estabelecer um protocolo de propagagéo in
vitro com o intuito de avaliar a influéncia de diferentes tipos e concentracdes de
citocininas e auxinas na inducdo da organogénese a partir de explantes de duas

etnovariedades de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal).



1.2 Justificativa

Na Amazonia, as espécies vegetais mais utilizadas pelos agricultores
familiares sdo aquelas decorrentes do processo de domesticacdo, com ampla
variabilidade genética e, no entanto, mais propensas a passarem por processos de
aprimoramento genético para fins de aperfeicoamento (Noda; Noda, 2004). Dentre as
muitas espécies de interesse econdmico, tecnoldgico e nutricional presentes na regiao
amazonica, se destaca o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) uma planta nativa da
Amazo6nia Ocidental, do tipo arbustiva, identificada na Amazdénia Brasileira, Peruanae
Colombiana (Silva-Filho et al., 1997). Membro da familia Solanaceae, o fruto desta
planta se destaca como um importante recurso genético Amazoénico e, com grande
potencial para agroindustria por apresentar diversas formas de uso, seja in natura ou
na forma de molho, doces e sucos (Silva-Filho, 1998). Ademais, também pode ser
aproveitado para fins terapéuticos, visto que pode ser utilizado no controle do
colesterol, diabetes e acido urico (Silva-Filho, 2009).

O Solanum sessiliflorum Dunal pertence ao grupo das Plantas Alimenticias Nao
Convencionais — PANCs, por ser uma planta desconhecida pela maioria das pessoas,
mas com grande importancia econémica e alimenticia que pode ser utilizada para
proporcionar renda aos agricultores quando comercializada (Corréa et al., 2022). Visto
gue os agricultores familiares se destacam como um dos principais detentores do
material genético dessa planta em pequenas propriedades (Silva-Filho et al., 2005).
No entanto, para que PANCs, como Solanum sessiliflorum Dunal possam ser
reconhecidas e utilizadas na agricultura de subsisténcia é fundamental a realizacao
de estudos que objetivem a andlise de novos tecidos vegetais comestiveis, novas
formas de consumo e novas maneiras de propagacao dessas espécies (Leal et al.,
2018).

Dada a importancia de Solanum sessiliflorum Dunal, a fisiologia vegetal, uma
das areas de fundamental importancia para a agricultura, tem se destacado no
desenvolvimento técnicas inovadoras, como cultura de tecidos, para a propagacao de
plantas mais resistentes, uniformes e habilitadas para suportar condicdes ambientais
adversas, sendo estes, um dos principais problemas enfrentados na propagacéo
natural de Solanum sessiliflorum Dunal (Araujo et al., 2007).

Considerando esses aspectos, 0 presente trabalho torna-se relevante uma vez

gue a espécie é pouco estudada e ainda nédo possui muitos relatos utilizando a cultura



de tecidos vegetal, via organogénese. Desta maneira, estudos com cultura de tecidos
em Solanum sessiliflorum Dunal, permitirdo em um primeiro momento levantar as
condi¢cbes basicas para a inducdo da rota organogenética, elucidando as melhores
combinac¢Bes de concentracfes de citocininas e auxinas, bem como, o potencial dos
explantes. Futuramente, com um protocolo estabelecido e reproduzivel, os materiais
produzidos in vitro poderdo ser utilizados para regenerar plantas transformadas
geneticamente. Além disso, o0 estudo das respostas ecofisioldgicas tem se mostrado
como um eficiente meio de entender o efeito de varidveis ambientais sobre o
comportamento das plantas.

Portanto, do ponto de vista académico, esta pesquisa tem grande apreco no
conhecimento da biologia do desenvolvimento vegetal e, também, ecofisiologico ao
propor uma forma de propagar de maneira uniforme uma planta nativa da regido
amazonica com potencial econdmico e nutricional para populacbes necesséarias da

cultura de subsisténcia.



1.3  Objetivos

1.3.1 Objetivo Geral

o Estabelecer um protocolo de propagacéao in vitro do cubiu por organogénese a

partir de diferentes explantes.

1.3.2 Objetivo especifico

¢ Determinar o alongamento de brotagdes in vitro;

o Regenerar uma planta completa de cubiu a partir de pequenos
fragmentos vegetais (explantes);

o Avaliar o efeito dos reguladores de crescimento na propagacao in vitro,
via organogénese.



1.4  Hipdtese

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), por ser uma espécie com limitacdes na
conservacdo de germoplasma em seu ambiente natural, apresentara maior
capacidade de conservacdo e desenvolvimento quando cultivado in vitro, via
organogénese, e os fatores abidticos ndo se caracterizardo como um fator limitante

para o desenvolvimento do vegetal.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal)

O cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) é uma espécie pertencente a familia
Solanaceae. Essa planta, também conhecida como tomate de indio, apresenta-se, do
ponto de vista bioldégico, como uma espécie silvestre. Domesticada pelos indigenas
amazonicos, esse processo permitiu a producdo de uma diversidade genética
correspondendo a um banco de germoplasma de 30 etnovariedades (Silva-Filho,
2002). Essas etnovariedades mostram um polimorfismo tanto da parte vegetativa
quanto reprodutiva da planta (Silva-Filho et al., 2005). Esse fato é importante sabendo
gue, pelo menos parcialmente, com variacdo genética natural de uma espécie em que
diversidade biolégica do pool genético da populacdo responde de maneira distinta ao
ambiente (Flood et al., 2011).

Figura 1: Caracteristicas morfolégicas de Solanum sessiliflorum DUNAL: (A) Detalhes da planta de
cubiu; (B) Vista externa do fruto; (C) Vista interna do fruto com exposicao das sementes.
Fonte: (Cordeiro, 2020).



Neste contexto, uma vez que as caracteristicas fenotipicas sao importantes na
forma de responder ao ambiente, o estudo das diferentes etnovariedades de cubiu
pode proporcionar avancos significativos no entendimento das interacoes
ecofisiolégicas da planta com o ambiente. Nao obstante, o entendimento de como os
polimorfismos genéticos podem ser expressos na tentativa de adaptar-se a mudancgas
ambientais ainda deve ser estudado (Henderson; Salt, 2017). Ademais, Solanum
sessiliflorum Dunal é caracterizada como uma planta alimenticia ndo convencional
(PANC) e devido ao alto valor nutricional em seus frutos pode ajudar, parcialmente,
solucionar a producédo de alimentos, ao menos regionalmente (Kinupp, 2007). No
geral, fruto de Solanum sessiliflorum Dunal € rico em vitamina A e C, ferro, niacina
dentre outros e pode ser consumida como suco, geleia ou in natura. Nao obstante, o
uso dessa espécie pelas indastrias cosmética e farmacéuticas é, também, bem
disseminado (Rodrigues et al., 2013).

Apesar da qualidade nutricional presente em Solanum sessiliflorum Dunal e
pelo fato de ser produzido em formato de agricultura de subsisténcia, caracterizada
pela baixa produtividade e por alimentar pequenas comunidades, essa espécie
permanece ainda pouco investigada com relacdo as suas caracteristicas bioldgicas e,
principalmente, relacdes ecofisioldgicas. Talvez, a falta de informacdes e pesquisas
com relacao ao cultivo de Solanum sessiliflorum Dunal acentue para o baixo consumo
e/ou conhecimento dessa planta até entre a populacdo Amazobnica. Portanto,
promover estudos de ecofisiologia deve trazer luz a respeito do ciclo de vida,
produtividade e interacdes biofisicas com ambiente de Solanum sessiliflorum Dunal.

Esse fato torna-se ainda mais relevante quando se posta que projetos
populacionais indicam crescimento acelerado e continuo nas proximas décadas, com
populagédo mundial em 2024 superior a 8 bilhdes de pessoas e perspectiva de alcancar
10 bilhdes até 2050 de acordo com relatérios das Nacbes Unidas (2017), seguranca
alimentar é, na verdade, um desafio para os proximos anos principalmente sabendo
gue cerca de dois bilhdes de pessoas sofrem com deficiéncia nutricional (Tulchinsky,
2010). Para solucionar essa questdo, contudo, € mais complexa se considerarmos
gue aumento na exploracdo de terras agricolas, ao longo das ultimas décadas,
culminaram em um massivo dano no ecossistema (Ramankutty et al., 2018).

Sendo assim, foi criado no ambito da Organizacao das Nac¢des Unidas (ONU),
os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS), que ao todo sdo 17 e compdem

uma agenda de acbes (Agenda 2030), onde abordam assuntos referentes a
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fome/pobreza, seguranca alimentar e nutricional e o direito humano a alimentacao
adequada, no ambiente rural (Fontolan et al., 2022). De acordo com Paterniani (2001),
a ciéncia aplicada a agricultura tem sido indispensavel, ndo somente para aumentar a
produtividade dos alimentos, mas também para reduzir, ou até mesmo eliminar danos
ao meio ambiente, a partir de técnicas modernas e com elevadas taxas de
produtividade. Diante disso, dentre as técnicas biotecnologicas existentes na
atualidade, cultura de tecidos € uma das estratégias que tem propiciado resultados

eficientes, praticos e de impacto para o melhoramento vegetal (Freitas; Bered, 2003).

2.1.1 Usos do cubiu

Os frutos do cubiu, sdo citados como importantes fontes nutricionais para 0s
povos da regido amazonica, a polpa é a parte comestivel do fruto, possuindo em sua
composicdo quimica fibras, proteinas, sais minerais e vitaminas, com alto rendimento
da polpa e textura firme (Silva-Filho et al., 1997; Santos, 2005). Ademais, seu fruto é
considerado um excelente produto, com sabor acido, diferentes propriedades, alto teor
de pectina e boas caracteristicas nutricionais (Silva-Filho et al., 2005). Desse modo,
uma de suas principais funcdes € a utilizacdo no tratamento de diversas doencas
como anemia, pelagra e, principalmente no controle dos niveis elevados de colesterol,
acido urico e glicose no sangue (Pires et al., 2006).

A polpa do cubiu quando conservada possibilita a criacdo de varias receitas
como: cubiu em calda, paes, paes com casca de cubiu, tucubiu (molho para caldeirada
e pratos diversos, alternativa ao tucupi) e sorvetes (Carvalho, 2018). Eggea et al.
(2020) criaram uma receita de bolo de chocolate na qual a farinha de trigo convencinal
foi substituida parcialmente pela farinha de cubiu, tal receita obteve aceitacédo a nivel
global para as misturas que continham de 15% a 20% da farinha de cubiu na
preparacao dos bolos, indicando seu potencial uso na substituicao parcial a farinha de
trigo. Furlaneto et al. (2015) testaram dois tipos de geleias (comuns e light) que
continham em sua composicao, a polpa de cubiu e, obtiveram resultados relevantes
guanto a aceitacao do produto que apresentava em sua composicao 60% de polpa.

Os indios peruanos e brasileiros utilizam as folhas maceradas para a
formulacdo de uma pasta, na qual é colocado sobre a pele para o tratamento de
gueimaduras. O suco da cavidade locular é utilizado para amenizar os sintomas da

coceira provocada pela picada de insetos. O suco puro é utilizado pela populacédo da
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Amazoénia brasileira, peruana e colombiana para controlar enfermidades relacionadas
ao mau funcionamento dos rins e do figado, sendo recomendada na dieta de pacientes
com colesterol alto e diabéticos (Silva-Filho, 1998). Como cosmético, o cubiu serve
para dar brilho aos cabelos devido a presenca de algumas vitaminas e pectinas (Silva-
Filho et al., 1996). Ademais, suas folhas, raizes e frutos séo considerados excelentes
produtos para a producdo de medicamentos naturais, cosméticos e alimentos que
podem ser utilizados em saladas juntamente com verduras e legumes (Augusto,
2020).

2.1.2 Potencialidade Econbmica

A agricultura amazbnica € composta por uma variedade de espécies, que
impulsiona cada vez mais pesquisas acerca de suas potencialidades. Apesar disto,
existem espécies ainda pouco conhecidas que podem representar alternativas
econdmicas importantes para os mercados regionais, nacionais e internacionais
(Lopes; Pereira 2005). Neste contexto, o cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) se
destaca devido as suas caracteristicas, como rusticidade, capacidade produtiva,
diversidade de utilizacdo e propriedades nutricionais, o que o torna uma op¢éao atrativa
e com boa perspectiva para cultivo (Silva-Filho et al., 2013).

Sob o ponto de vista econémico, S. Sessiliflorum Dunal tem se constituido como
uma importante matéria-prima para a agroindustria moderna, por reunir diferentes
atributos que possibilitam sua exportacdo e cultivo. Geralmente, devido a grande
concentracdo de pectina, os frutos sdo exportados para extracdo destasubstancia
para uso industrial no setor de alimentos (Colodel et al., 2017). Assim, o cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal), em especial os seus frutos possuempropriedades
nutricionais importantes para a melhoria da satude da populacao. Logo,esse potencial
deve ser efetivamente divulgado como forma de insercdo dessa fruta na alimentacéo

cotidiana da sociedade (Pereira et al., 2012; Charrondiére etal., 2013).
2.2  Cultura de Tecidos Vegetal
O inicio da pesquisa com cultura de tecidos vegetais surge no inicio dos anos

1900 quando Gottlieb Haberlandt apresentou sua hipGtese sobre a capacidade

intrinseca de células vegetais isoladas crescidas em meio nutritivo (Haberlandt, 1902).
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A proliferacdo a longo prazo e a manutencéo de tecidos de plantas cultivadas foram
elaboradas durante a década de 1930 e forneceram provas experimentais para essa
hipdtese. Foi seguido pela observacdo de que os horménios auxina e citocinina sdo
ambos necessarios para a proliferacédo celular in vitro. Além disso, foi revelado que a
proporcao desses hormoénios determina a via morfogenética que o tecido cultivado in
vitro seguird: propor¢cfes altas e baixas de citocinina para auxina favorecem a
regeneracdo de caule e raiz, respectivamente, engquanto concentracdes mais
balanceadas resultam em crescimento desorganizado de uma massa celular (Skoog;
Miller, 1957).

Essa massa celular em proliferacdo foi denominada “"calo" devido a sua
semelhanca com o tecido da planta que cicatriza feridas. No final da década de 1950,
foi provado que, além da organogénese sequencial de explantes de raizes, plantas
inteiras podem ser regeneradas a partir de células vegetais cultivadas em apenas uma
etapa por meio da formacdo de embribes (Steward et al., 1970). Essa via foi
posteriormente denominada “embriogénese somatica” e seu inicio foi confinado a
células individuais (Backs-Husemann; Einert, 1970). Este processo foi considerado a
prova experimental da “totipoténcia” das células vegetais, que cada célula somatica

vegetal tem a capacidade de se regenerar em uma planta inteira.

2.3 Meio de Cultura

Na natureza, as plantas séo seres autétrofos, ou seja, organismos capazes de
produzir seu préprio alimento, no entanto, quando in vitro se faz necessaria a utilizacéo
do meio de cultura, para obtengdo de nutrientes como 0s sais minerais, agua, gas
carbonico, energia (luz), entre outros (Machado, 2005). Ademais, o cultivo realizado
in vitro exige rigorosa assepsia, desta forma, o0 meio de cultura é caracterizado como
uma medida importante para impedir a entrada de microorganismos indesejaveis e
suprir as necessidades dos tecidos ou 6rgaos cultivados, garantindo o crescimento e
desenvolvimento do vegetal (Pasqual et al.,1997).

O meio de cultura deve ser preparado de acordo com as necessidades e
exigéncias da planta em estudo, para que dessa forma seja oferecido ao tecido vegetal
as condicbes necesséarias para 0 seu crescimento e desenvolvimento, pois, caso
contrario, podem causar sintomas de deficiéncia mineral e consequentemente a

senescéncia do explante (Santos-Serejo et al., 2006; Fick, 2007). Em estudos
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realizados por Mantovani e Franco (1998), verifica-se uma grande variedade de meios
de cultura adaptados para as mais diversas espécies vegetais, que se distinguem pela
constituicdo e concentracdo de nutrientes. Geralmente os meios mais utilizados com
espécies florestais sdo o MS (Murashige; Skoog, 1962) e o WPM (Woody Plant
Médium), desenvolvido especialmente para espécies lenhosas (Lloyd; Mccown,
1981).

2.4  Aplicacfes da Cultura de Tecidos

Do ponto de vista tecnoldgico, cultura de tecidos vegetais possui aplicacdes em
varios setores desde agricultura a conservacao de recursos genéticos de espécies.
No tocante a aplicacdes agricolas, cultura de tecidos pode ser utilizada em diversas
praticas, como produgdo de compostos com alto valor comercial (farmacos,
cosmeéticos, alimentos), producéo de plantas livres de patdgenos (Garcia-Gonzales et
al., 2010). Ademais, cultura de células e 6rgéos in vitro oferece uma fonte alternativa
para a conservacao de gendtipos ameacados (SENGAR et al., 2010). A conservacéo
de germoplasma em todo o mundo esta se tornando cada vez mais uma atividade
essencial devido ao alto indice de estreitamento da base genética e a crescente
necessidade de se preservar do patrimoénio botanico e genético (Rech-Filho et al.,
2005).

Protocolos de cultura de tecidos podem ser usados para preservacgao de tecidos
vegetativos quando os alvos para conservacao sao clones em vez de sementes, para
manter o histérico genético de uma cultura e evitar a perda do patriménio conservado
devido a desastres naturais, seja estresse biotico ou abiotico (Rech-Filho et al., 2005).
As espécies de plantas que ndo produzem sementes (plantas estéreis) ou que tém
sementes "recalcitrantes”, possivelmente o cubiu, que ndo podem ser armazenadas
por um longo periodo de tempo podem ser preservadascom sucesso por meio de

técnicas in vitro para a manutencéo de bancos de genes.
2.4.1 Ecolodgica
A biodiversidade caracteriza-se como uma estratégia importante, que pode

proporcionar a humanidade atual e as futuras geracdes, condi¢cbes favoraveis de

seguranca alimentar, econémica e ecoldgica. No entanto, a manutencao dessa grande
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diversidade de espécies vegetais, caracteriza-se como uma das principais
preocupacdes mundiais, em funcédo da exploracdo excessiva dos recursos naturais
(Ribeiro; Rodrigues, 2006). A exemplo, s&o extraidos inimeros produtos das espécies
vegetais de grande importancia econémica, como a madeira, biomassa e energia para
as industrias(Studart-Guimarées et al., 2003).

A Amazonia, por exemplo, é a regido de maior biodiversidade do planeta, no
entanto, o desmatamento nessa area, vem acontecendo em ritmo acelerado, o que
tem sido ocasionado pelas acfes antrépicas intensivas, assim, o desaparecimento de
espécies vegetais de grande utilidade tradicional e econdmica estao desaparecendo,
juntamente com a oportunidade de uso sustentavel desses recursos (Fearnside,
2006). Observa-se que somente os modelos de unidades de conservacdo da
biodiversidade adotados no Brasil, ndo sdo suficientes para evitar o crescente
desmatamento, extingdo de espécies vegetais e sobretudo a perda da viabilidade
genética na regido amazobnica, sendo fundamental que novas tecnologias sejam
incorporadas aquelas ja em uso (Barbosa, 2001).

Diante desse quadro, a utilizacdo da biotecnologia vegetal caracteriza-se como
uma ferramenta de grande valor para diversas catergorias, pois pode ser utilizada para
o desenvolvimento de métodos de conservacao e protecdo de espécies vegetais
(Viana et al., 2014). Visto que os alimentos produzidos de modo sustentavel, a partir
da utilizacdo de técnicas biotecnolégicas como cultura de tecidos, séo livres de
agrotoxicos, protegem a biodiversidade, aperfeicoam saberes e formas de producéo
tradicional (Brasil, 2014). No entanto, tem sido evidenciado que para compreender as
funcdes ecoldgicas das florestas e sua importancia para a sustentabilidade da vida no
planeta, bem como, as possiveis consequéncias associadas a constante exploracéo
dos recursos naturais, se faz necessario a elaboracdo de técnicas eficientes e de
grande aplicacdo na preservacdo de espécies vegetais (Muralidharan; Kallarackal,
2005).

2.4.2 AgronOGmica

Nos ultimos anos a cultura de tecidos vegetais vem se destacando
mundialmente em vérias frentes do conhecimento cientifico e tecnoldgico.

Principalmente, quando é levado em consideracdo a exploragdo em massa dos
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recursos ndo renovaveis, assim, um dos fatores primordiais para atender as
demandas da humanidade, tem sido o estabelecimento de agriculturas cada vez mais
sustentaveis, e que tenham como principal objetivo a preservacao do meio ambiente,
proporcionando seguran¢a ao consumidor a partir do desenvolvimentode alimentos
saudaveis e livres de patdgenos (Carrer et al., 2010). Dessa forma, com a utilizagédo
de técnicas como a cultura de tecidos, mudas saudaveis provenientes de
micropopagacdo podem ser produzidas e colocadas a disposicdo do agricultor
(Santos; Rodrigues, 2004).

O botéanico fisiologista Gottlieb Haberlandt, foi o pioneiro ao utilizar a técnica de
cultura de tecidos no século XX, baseando-se no principio de totipoténcia celular,
firmando a ideia de que corpos inteiros poderiam ser formados a partir de uma unica
célula (Hartmann et al., 2018). Em raz&o disso, cultura de tecidos vem ganhado cada
vez mais espaco no mercado, a partir da fabricacdo de mudas in vitro pelas
biofabricas, ou seja, laboratérios que se dedicam a producdo em larga escala de
mudas uniformes e livres de agentes patogénicos, o que tem proporcionado grandes
vantagens comerciais (Carvalho et al., 2012).

Hoje, a soja (Glycine max), por exemplo, é uma das plantas mais cultivadas em
praticamente todo o territério nacional, pois a partir do desenvolvimento de novas
técnicas como a biotecnologia vegetal, novos cultivares foram produzidos,
apresentando caracteristicas mais resistentes as pragas e doencas, permitindo com
gue esta planta de grande importancia econdémica, suportasse ser cultivada em
diferentes condi¢des de solo e clima (Nogueira et al., 2015).

Dessa forma, a biotecnologia se caracteriza como uma ferramenta inovadora
na producdo em larga escala de espécies vegetais, e a cada ano vemse destacando e
impulsionando o0 aumento da produtividade de plantas com caracteristicas genéticas
mais adaptadas as diferentes condigdes ambientais (Beer et al., 2009).

2.4.3 Terapéutica

As plantas medicinais apresentam varios tipos de principios ativos que séo
utilizados com propésito terapéutico pelo homem ha milhares de anos, e por esse
motivo, nos dias atuais, estas plantas representam uma valiosa fonte de metabdlitos

secundarios, 0os quais sao utilizados principalmente pelas industrias farmacéutica e
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alimenticia (Rao; Ravishankar, 2002).

Sendo assim, a difusdo do conhecimento tradicional permitiu que as plantas
fossem positivamente selecionadas e muito do que se sabe hoje a respeito de
tratamentos com plantas € resultante do conhecimento popular, mas apesar da
evolucdo do conhecimento cientifico, a utilizacdo de métodos alternativos de cura,
ainda é frequentemente transmitido culturalmente (Rodrigues, 2005).

O Brasil € o pais que abriga uma das maiores biodiversidades de plantas
medicinais do mundo, no entanto, a exploracao predatéria e o desconhecimento das
praticas de cultivo tem levado a reducbes drasticas das populacdes naturais,
ocasionando a perda de muitos metabdlicos ainda ndo estudados pela Quimica e
Farmacologia (Hostettman; Queiros; Vieira, 2003). Além disto, alguns dos principais
problemas enfrentados na producdo de plantas medicinais para a utilizacédo
terapéutica sdo, sem davida, a quantidade e a qualidade da matéria prima vegetal,
logo, para evitar tais problemas, e sobretudo, evitar o extrativismo descontrolado, as
industrias vém atuando no sentido de aumentar a quantidade e melhorar a qualidade
dessa matéria-prima através do cultivo de plantas medicinais em larga escala (Siani,
2003).

Desta forma, a utilizagdo de técnicas biotecnolégicas, a exemplo, cultura de
tecidos, torna-se uma ferramenta bastante Gtil para a reproducédo de espécies com
propriedades terapéuticas desejaveis para o tratamento de problemas de saude
(Franca, 2001). Visto que em plantas medicinais, a cultura de tecidos tem auxiliado na
propagacao clonal de diversos gendétipos, permitindo a conserva¢do do germoplasma
vegetal, a obtencdo de novas fontes de variabilidade através do cultivo de calos e
células e na otimizacdo da producdo de metabdlitos (Pletsh, 1998; Botta et al., 2001;
Rao; Ravishankar, 2002; Arikat et al., 2004).

Estudos realizados anteriormente comprovaram que muitas plantas medicinais
ja séo facilmente multiplicadas in vitro, tais como, Aloe vera (L.), que apresenta
propriedades laxativas e cicatrizantes; Egletes viscosa (L.), antiespasmddica e
antidiarréica; Artemisia annua L., utilizada para tratamento contra malaria (Pletsch,
1998; Diniz et al., 2003; Liu et al., 2004). Logo, a utilizacéo de técnicas biotecnologicas
como a cultura de tecidos, apresentam-se como um importante recurso alternativo
para o cultivo de espécies vegetais e producao de metabdlicos secundarios, atuando
como uma fonte bioldgica continua para a producao de farmacos (Viana et al., 2014).
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3 MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no laboratério de Biologia do instituto de
Educacao, Agricultura e Ambiente — IEAA da Universidade Federal do Amazonas —
UFAM. Para a inducdo da organogénese in vitro foram utilizadas sementes maduras
de duas etnovariedades de cubiu (1 e 9), gentilmente fornecidas pelo Instituto Nacional
de Pesquisas Amazoénicas - INPA.

Este trabalho foi composto por dois experimentos: o primeiro referénte a um
estudo para avaliacdo da capacidade organogenética dos explantes de cotilédone e
hipocatilo crescidos in vitro em diferentes tratamentos contendo citocininas e auxinas,
e 0 segundo, para o cultivo do explante de hipocétilo em meio com diferentes
concentracdes de citocininas e auxinas, de modo a regenerar uma planta completa de

cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal).

3.1 Desinfestacédo e Germinacdao in vitro das Sementes

As sementes foram desinfestadas em capela de fluxo laminar, utilizando-se
etanol 70% (v/v) por 1 minuto, seguido por imersdo em hipoclorito de sédio comercial
(2,5% v/v) com 2 gotas de Tween-20 a 0,1% (v/v), durante 15 minutos. Logo apés, foi
realizada uma triplice lavagem em agua deionizada estéril.

Apés a desinfestacdo das sementes do experimento | em camara de fluxo
laminar, realizou-se a inoculacao de cerca de trés sementes em tubos de ensaio com
aproximadamente 20 mL de meio cultura contendo sais de MS (Murashige; Skoog,
1962) meia forca, complexo vitaminico B5 (Gamborg et al., 1968), 1,5 % (p/v) de
sacarose, 0,005% (p/v) de mio-Inositole acrescido 0,25% (p/v) de agente geleificante
agar Sigma Chemical Company, EUA), pH ajustado para 5,7 £ 0,1. Os tubos foram
vedados com tampa rigida de polipropileno, apos o preparo do meio. Anteriormente a
adicdo das sementes, o meio foi autoclavado a 120 °C, 1,1 Pa por 20 minutos para
esterelizacao.

A germinacao das sementes ocorreu no escuro sob temperatura de 27 = 2 °C,
por um periodo de 8 dias. Apds este tempo, os tubos foram transferidos para o
ambiente iluminado com fotoperiodo de 16/8h (luz/escuro), sob irradiancia de 50 umol
m2 s, fornecida por 2 lampadas de LED com 17W (Vilux®, 27 LLTVO03, Brasil).

Apo6s 30 dias, foram obtidos segmentos de cotilédone e hipocétilo para serem
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utilizados como fonte de explante. Os explantes de cotiledone foram incubados com a
face adaxial para cima e os segmentos de hipocétilo foram inoculados horizontalmente
em frascos de 250 mL contendo 60 mL de meio MS, acrescido com vitaminas, 30 g L-
1 de sacarose, 0,100 mg L-1 mio-inositol, 6 g L-1 de agar, pH 5,7 £0,1.

Diferentes concetra¢des dos reguladores de crescimento citocininas e auxinas,
foram adicionados ao meio basico resultando nos seguintes tratamentos: meio )
Controle (meio sem adic¢éao de fitohormdonios); 1) Cinetina 1 mg L1; Ill) BA 1 mg L1; IV)
BA + cinetina (4,15 mg L-*+ 2,5 mg L-%); V) BA (4,15mg); VI) cinetina + BA + AlA. Ap6s
30 dias foram avaliados explantes com calos (%), frequéncia de brotagcdo (%),
percentagem de explantes com folhas e emisséo de raizes. Os melhores tratamentos
foram repetidos e segmentos de hipocétilo apresentaram melhor resposta para serem

utilizados na indug&o da organogénese no ensaio posterior.

3.2 Inducdo de Organogénese a Partir de Segmentos Hipocotilenonares de

Solanum sessiliflorum Dunal

Com o auxilio de pinca e bisturi em condi¢cdes assépticas, segmentos de
hipocétilo de plantulas que cresceram por 30 dias nas condi¢ges descritas no item 3.1
foram extirpados para serem utilizados como fonte de explantes. Os seguimentos de
hipocotilo foram inoculados horizontalmente em frascos de 250 mL contendo 60 mL
de meio MS, acrescido com vitaminas, 30 g L-1 de sacarose, 0,100 mg L-1 mio-
inositol, 6 g L-1 de agar, pH 5,7 £0,1.

Diferentes concetracdes dos reguladores de crescimento citocininas e auxinas,
foram adicionados ao meio basico resultando nos seguintes tratamentos: meio 1)
controle (sem adicéo de fitohormdnios); meio Il) cinetina 1mg L- 1; meio Ill) BA 1 mg
L-1; meio IV) BA + cinetina (4,15 mg L-* + 2,5 mg L-1); meio V) cinetina + BA + AIA.
Apés 30 dias foram avaliados explantes com calos (%), frequéncia de brotacdo (%),
percentagem de explantes com folhas e emissao de raizes.

3.3 Delineamento e Andlise Estatistica

O experimento Il foi constituido por 5 tratamentos (meio |, 11, lll, IV e V) com 6
repeticdes e cada parcela foi constituida por um frasco, contendo 15 segmentos cada.
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O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC). Os dados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) e, para a comparacao das médias dos
tratamentos, foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Desinfestacdo e germinagao in vitro das sementes

A imersdo das sementes em hipoclorito de sédio comercial (2,5% v/v) com 2
gotas de Tween-20 a 0,1% (v/v), durante 15 minutos, proporcionou maior seguranga
no controle do crescimento de microorganismos sem trazer prejuizos para a
viabilidade das sementes. Observou-se que obtencdo de planta matriz in vitro, foi
fundamental para a execucdo dos experimentos, visto que os métodos convencionais
de producdo de plantas demandam um longo peiodo de desenvolvimento, novas
areas de producao e apresentam crescimento lento.

Ademais, as chances de contaminacédo e dissiminacdo de pragas e doencas
sdo maiores, ndo sendo viavel para a utilizacdo de mudas com a finalidade de
explantes in vitro. N&o obstante, Esses resultados reforcam que o fato da fonte
doadora dos explantes, ter sido obtida in vitro, diminui as chances de contaminacéo
durante a realizacdo dos experimentos. De acordo com Erig e Fortes (2002), maiores
taxas de contaminacdo sdo observadas quando séo utilizadas plantas doadoras de
explantes diretamente do campo.

Quanto a influencia da luz no desenvolvimento das sementes, verificou-se que
a germinacédo do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) € mais eficiente quando passa
um periodo no escuro (8 dias) e logo em seguida transferida para o ambiente
iluminado. Interessantemente, esse periodo em que as sementes permaneceram no
escuro apresentou importancia significativa no processo de germinacdo e
desenvolvimento das sementes de ambas as etnovariedades analisadas, observou-
se ainda maior alongamento da regiao hipocotiledonar e folhas bem desenvolvidas.
Isso é interessante, visto que apesar do potencial para agroindustria moderna, sao
relativamente restritas as informacfes relacionadas a importancia da luz na
germinacdo in vitro, principalmente daquelas espécies que possuem sementes
pequenas, como é o caso do cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal) (Estefanello et al.,
2008; Ferreira; Borghetti, 2004).

A luz destaca-se entre inumeros fatores, como um dos critérios mais
importantes para o sucesso da producao de plantas in vitro, visto que participa
ativamente dos processos metabdlicos das plantas, sendo indispensavel durante

todas as fases do seu desenvolvimento (Goncgalves et al.,, 2023). De acordo com
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Skirvin (1981), a utilizacao de plantulas germinadas in vitro, em condi¢cdes assépticas,
tornam-se mais vantajosas, por promover um ambiente livre de microorganismos.
Contudo, € necessario a utilizacdo de inumeros produtos e procedimentos para a
adequada desinfestacdo de explante, e para cada tipo de desinfetacdo, é necessario
a elaboracéo de protocolos com diferentes concentracbes de produtos e tempo de
imersao, entre eles destacam-se alcool, hipoclorito de sodio e detergentes (Dutra et
al., 2009).

Considerando o processo de desinfestacdo para obtencéo de plantas matrizes
in vitro, verificou-se que o controle de microrganismos é importante para a cultura de
tecidos vegetal, mas as caracteristicas fisiolégicas do material vegetal devem ser
mantidas, para posteriores estabelecimentos de metodologias com concentracdes de
horménios vegetais e aplicacdo de técnicas de cultivo (Dutra et al., 2009; Schuch; Erig,
2005).

4.2  Inducéo de organogénese a partir de segmentos hipocotilenonares de Solanum

sessiliflorum Dunal

Apés 30 dias da inoculacdo dos explantes hipocotiledonares nos diferentes
tratamentos, foi avaliado o desenvolvimento de calo, brotacéo, folha e raiz, nas regides
seccionadas dos hipocatilos. Cruz (2007) observou que hipocotilos dispostos na
porcdo superficial do meio apresentaram organogénese direta, ao contrario dos
demais que apresentaram respostas diferenciadas de acordo com a profundidade do
explante de hipocétilo depositado no meio de cultura.

Neste experimento, a organogénese ocorreu de forma indireta em ambas as

etnovariedades cultivadas nos meios de cultura contendo os seguintes tratamentos:
. .~ . A - . . . 1 .
meio ) controle (sem adic&o de fitohormonios); meio Il) cinetina 1mg L™ ; meio Ill) BA

1mg L'l; meio IV) BA + cinetina (4,15 mg L- + 2,5 mg L-!); meio V) Drew forca total
(cinetina + BA + AIA). Verificou-se que os tratamentos (1,111l e 1V) desenvolveram
brotacdes e folhas, no entanto, o tratamento (v), contendo Drew forca total (cinetina +
BA + AlA), resultou apenas no aparecimento de calos fridveis, de coloragéo branca.
Nicioli (2006), estudando a cinetina e sua interagdo com auxinas,
observou que esta era fundamental para a proliferacdo de brotacbes. A melhor

concentracgao foi a de 5,0 mg L-! de cinetina, obtendo, em média 3 brotos por explante.
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Ademais, aumento na producao de brotos de Salix humboldtiana foi observado com a
adicdo de 0,5 mg L-! de cinetina (Pereira et al., 2000). Conforme Mishra et al. (1999)
a utilizacdo de 0,4 mg L- de cinetina estimulou a formagéo de uma maior nimero de
brotos e folhas por explante de Emblica officinalis.

Schuelter et al. (2009) verificaram maior producdo de brotos adventicios em
explantes de hipocétilo e apices caulinares de Solanum sessiliflorum Dunal quando
adicionaram 10 e 20 mg/L de cinetina, combinado com 0,02 mg/L IAA. Rezende (2008)
conseguiu melhor resultado na obtencdo de brotacdo em segmentos internodais
durante a inducdo da organogénese in vitro de batata utilizando o meio WPM
suplementado com 1,0 mg L't de ANA + 5,0 mg L' de ZEA. No entanto, durante a
avaliacdo dos experimentos a emissao in vitro de brotacao e folha, foi mais satisfatéria
a partir da utilizacdo de segmentos de hipocdétilo.

Ademais, as maiores médias, em todos os tratamentos avaliados, foram obtidas
na (etnovariedade 9) em meio de cultura contendo cinetina 1mg L-, seguido de BA +
cinetina (4,15 mg L-* + 2,5 mg L-!) para a (etnovariedade 1) (Tabela 1). Por apresentar
bons desempenhos em relagéao a formagéo de folhas mais alongadas e desenvolvidas
0s meios contendo cinetina 1mg L-! para a (etnovariedade 9) e BA + cinetina para a
etnovariedade (1), foram considerados os melhores, dentre os tratamentos avaliados
para inducdo in vitro de brotacGes a partir de segmentos de hipocaétilo de cubiu
(Solanum sessiliflorum Dunal) (Tabela 1).

E importante mencionar que a menor frequéncia de brotagdes alongadas
apresentadas nos tratamentos I, I1, lll e V, para a (etnovariedade 1) e |, lll, IV e V, para
a (etnovariedade 9), foi resultado da menor quantidade e comprimento de brotacdes
formadas (tabela 1). O que contribuiu para a indicacdo dos meios cinetina 1mg L-!
(etnovariedade 9) e BA + cinetina (etnovariedade 1) como melhores meios.

Nas duas etnovariedades analisadas foram observadas respostas
diferenciadas nos explantes de hipocdtilo, avaliada a partir da frequéncia de calo,
brotagéo, folha e raiz em cada um dos cinco tratamentos, conforme constatado na
andlise de variancia, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
significancia (tabela 1). Grattapaglia e Machado (1998) afirmaram que as diferentes
respostas nos meios de cultura provavelmente podem ser favorecidas pelo balanco

hormonal end6geno presente no tecido vegetal utilizados como explante.
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Tabela 1: Comparagdo do efeito das diferentes concentracbes de citocininas e auxinas em
seguimentos hipocotiledonar, nas etnovariedades 1 e 9 de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal), a partir

da percentagem de calo, brotagéao, folha e raiz em cada um dos 5 tratamentos analisados.

Calo Brotacdes Folhas Raiz
Etnl | 1.3£09Ab | 35+22Bb | 1.5+09Bb | 8+0.5 Aa
Controle
Etn9 | 0.2+0.2Bd |12.3+0.5Aa| 85+09Ab | 4+1Bc
BA Etnl | 3.7+£0.7Ab |128+0.9Aa| 3.8+1.3Bb | 0+£0.0Bc
Etn9 | 5.8+ 1.7Ab |13.8+0.5Aa| 8+0.6 Ab 2+0AcC
o Etnl 2+11Bc |10.3+1.1Aa| 48+09Bb [0.8+0.4Bc
Cinetina
Etn9 | 10+1.1Aa |13.8+1.2Aa|11.2+15Aa|3.2+£0.5Ab
BA + Etnl | 2+12cB | 127+09a | 7.7+18b 0+0.0d
Cinetina Etn9 |12.7+0.8Aa| 13.8+0.7a | 108+1.3a | 0.2+0.2b
5 Etnl 6+1.2Bb 12+0.6a 10+09a |0.3+0.3Ac
rew
Etn9 |14.7+0.3Aa| 0x0Bb 0+0Bb 0+0Ab

FONTE: Autoria prépria

Os reguladores de crescimento sdo considerados substancias fundamentais
na composicdo do meio de cultivo in vitro para o desenvolvimento de organismos
vegetais, dentre eles tém-se principalmente as auxinas, giberelinas e as citocininas
(Cid; 2001). Estas ultimas atuam na quebra da dominancia apical dos brotos e no
aumento da taxa de multiplicacéo (Erig; Schuch, 2006).

Além disso,estdo envolvidas diretamente na divisado das células vegetais in vitro
(Taiz;Zeiger, 2006) sendo, portanto, de fundamental importancia para a diferenciacéo
e regeneracao de plantas em ambientes controlados. Dentro da classe das citocininas,
estdo os reguladores de crescimento BAP, 2iP e KIN que estdo entre as mais
comumente empregadas na cultura de tecidos, por serem eficientes no processo de
multiplicacdo das estruturas aéreas e na inducdo de gemas adventicias em diversas
espécies (Hu; Wang, 1983).

Com relacéo a formacao de raizes, observou-se que 0s maiores percentuais de
raizes foram verificados na (etnovariedade 9), em meio desprovido dos fitohorménios
citocinina e auxina (Figura 1). Levando a inferir sobre uma possivel reserva endégena
natural de auxina no explante. Desso modo, a utilizacdo de fitohormdnios €&
dispensavel uma vez que o surgimento de raizes ocorreu independente da sua
utilizagdo, diminuindo, assim, 0s custos com o processo de cultivo in vitro. Centellas

et al. (1999) relataram que o estimulo ao desenvolvimento de raizes em explantes
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7

cultivados in vitro é importante, contribuindo com o estabelecimento de plantas
completas para posterior adaptacdo ex vitro, favorecendo, assim, seu
desenvolvimento.

Lauria et al. (2023) evidenciaram que varios fatores influenciam o crescimento
e a fisiologia das plantulas cultivadas in vitro e a luminosidade se destaca como 0 mais
influente, assim, o uso de diodos emissores de luz (LEDs) pode modular a producéo
de metabdlitos secundarios fundamentais para as industrias farmaceuticas e
alimenticias. Sanderson e Simons (2014) na realizacao de cultivo de plantas in vitro
demonstraram que a utilizagdo de lampadas fluorescentes oferecem maior eficiéncia
na conversao de energia elétrica em luz fotossinteticamente ativa do que as lampadas
convencionais.

Logo, o cultivo de cubiu sob irradiancia de 50 pumol m? s, fornecida por 2
lampadas de LED com 17W, permitiu reduzir o custo de iluminacdo e ainda cultivar as
plantas sob condi¢cdes otimizadas de luz branca e irradia-las com comprimentos de
onda especificos 0 que pode contribuir para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios. Assim, estudos ecofisiol6gicos de plantas nativas, em especial, Solanum
sessiliflorum Dunal, sdo fundamentais para a produgcdo de mudas in vitro, pois haja
vista a importancia ambiental, nutricional e econd6mica desta espécie, faz-se
necessario entender seu comportamento mediante diferentes formas de cultivo, por
exemplo: disponibilidade de luz, meio de cultura adequado, via mais eficiente para
propagacdo em larga escala, dentre outros contextos (Oliveira, 2014).
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Etno 1 Etno 9

BA Cinetina Controle

Cinetina + BA

Cinetina+BA+AIA

Figura 2: Organogénese de explantes hipocotiledonares de duas etnovariedades de Solanum
sessiliflorum Dunal, 30 dias apds a inoculacdo dos explantes em meios de cultura contendo diferentes
concentragdes de citocinina e auxina.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que segmentos hipocotiledonares da
planta Solanum sessiliflorum Dunal quando tratados com cinetina a 1 mg/L e uma
combinacao de BA (4,15 mg/L) e cinetina (2,5 mg/L), sdo mais eficientes na indugéo
de brotacgBes in vitro em cubiu. Esses tratamentos resultaram em maior alongamento
e uma percentagem mais elevada de brotagdo, abrangendo ambas as
etnovariedades.

O meio suplementado com Drew forca total proporciona maior formacao de
calos para a etnovariedade 9. No entanto, visto que a calogénese esta positivamente
relacionada com a formacao de brotos, possivelmente, com um periodo maior que 30
dias seja possivel observar maiores resultados nesse tratamento.

Embora neste trabalho se tenha obtido efetivo conhecimento ecofisiol6gico
guanto a propagacao in vitro via organogénese de Solanum sessiliflorum Dunal, ainda
existem muitas possibilidades de explorar a cultura de tecidos vegetal na propagacao
in vitro desta espécie. Sugere-se, por exemplo, a realizacdo de mais experimentos em
outras situacdes de cultivo, com outras fontes de explante e diferentes combinacdes
de reguladores de crescimento, a fim de melhorar a eficiéncia da organogénese in
vitro, assegurando, assim, formas mais alternativas para a utilizacao sustentavel desta

espécie nativa.
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