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Resumo

RIBEIRO, Ana Paula de Oliveira, D.S., Universidade Federal de Vicosa, marco,
2006. Influéncia de gendtipo, agentes gelificantes, precursor (ACC) e
inibidores (AVG e STS) do etileno e tipo de vedacdo na morfogénese in
vitro de berinjela (Solanum melongena L.). Orientador: Wagner Campos
Otoni. Conselheiros: Sérgio Yoshimitsui Motoike, Derly José Henriques da
Silva e Carlos Roberto de Carvalho.

No presente trabal ho, estudos relacionados a aspectos da morfogénese e do
comportamento in vitro de Solanum melongena foram realizados. Desse modo,
objetivou-se determinar a influéncia do gendtipo, concentracdo de sais e tipo de
agente gelificante, inibidores da biossintese e da acéo e o precursor de etileno e
tipo de vedagdo na morfogénese in vitro. Para tal, estudou-se a variabilidade
genética entre 16 acessos de berinjela (Solanum melongena L.) do BGH-UFV, assm
como do cultivar Embu, por meio da sua caracterizagdo morfologica com base na
resposta in vitro. A utilizacdo do método de Tocher permitiu a formacdo de trés
grupos e seis subgrupos distintos. Avaliou-se os efeitos da concentracdo de sais do
meio M S e de agentes gelificantes na germinacéo in vitro de sementes de berinjelae a
capacidade de absor¢do dos nutrientes destas plantulas. Além de avdiar a influéncia
do vigor de explantes obtidos destas mesmas plantulas na organogénese e
embriogénese somética. Na germinacdo, observou-se o desenvolvimento de epicdtilo
e de folhas apenas nas pléantulas desenvolvidas em meio MS for¢a completa. No meio
de inducdo de embriogénese, observou-se que o nimero de embrifes formados em
Agargel foi menor, enquanto que no meio de inducdo de organogénese, apenas a
caracteristica peso da matéria seca foi significativa. Para 0 adongamento de pices
caulinares, o melhor tratamento foi o0 meio contendo 50% dos sais MS. Pela
determinacéo dos teores dos elementos nos agentes gelificantes detectou-se grande
variagd nos eementos quimicos sendo que, para a maioria dos elementos a
concentragio foi menor no Agar e maior no Phytagd. No teste de pureza foi
observado que o Agar foi 0 mais impuro, seguido pelo Agarge, e findmente pelo



Phytagel®. Avaliou-se o efeito do etileno sobre a embriogénese somética e
organogénese. Para tal, o meio foi suplementado com inibidores da biossintese
[(aminoetoxivinilglicina — AVG e de seu produto comercial ‘Retain® (Valent
BioSciences Corporation, Illinois, EUA)] e daagdo (tiosulfato de prata- STS) €, 0
precursor (&cido 1-aminociclopropano carboxilico — ACC) deste regulador.
Observou-se pela equacdo de regressdo que para a caracteristica frequéncia de
embrides, com a adi¢do de ACC ao meio houve um aumento até proximo a 20 uM
seguido de uma redugéo, enquanto que com adicdo de AVG obteve-se um ponto
méximo em 3 uM, ja na presenca de STS houve uma queda. No meio indutor de
organogénese, com o0 aumento da concentracdo do ACC e do AVG observou-se
reducdo no peso da matéria fresca e na freqiéncia de gemas, de ramos e de
primordios radiculares; além disso, resultou em aumento no diametro dos explantes.
A suplementacdo de STS no meio induziu a um aumento na caracteristica
frequiéncia de ramos e um decréscimo nas demais caracteristicas. Ao se comparar 0S
resultados obtidos com AVG e Retain®, observou-se que houve diminuicio nas
caracteristicas quando adicionado o Retain®. Avaliou-se, também, a influéncia do
tipo de vedacdo nas caracteristicas morfologicas de berinjela na inducdo de
embriogénese somética, organogénese, assim como das caracteristicas anatdbmicas
e morfol 6gicas no alongamento. Para avaliar o efeito da vedacdo, as placas foram
vedadas com fita hipoalergénica (Micropore”® 3M), Parafilm M (Sigma”®) e filme
pléstico transparente de policloreto de vinila - PVC (Goodyear®). Os frascos
foram vedados com PV C, tampa de polipropileno autoclavavel (TSF) e a mesma
tampa contendo dois filtros (TCF) de 10 mm de diametro e de 0,22 um de poro
(MilliSeal®, Jap&o). Observou-se que as plantulas mantidas nos frascos vedados
com TCF foram mais vigorosas. O tipo de vedacdo influenciou todas as
caracteristicas anatdmicas estudadas, nas quais observou-se que um maior nUmero
de trocas gasosas esta correlacionada com o grau de diferenciacdo dos tecidos. O
nimero de estébmatos e de células epidérmicas foi maior na face abaxia em todos

os tratamentos de vedacéo.



Abstract

RIBEIRO, Ana Paula de Oliveira, D.S., Universidade Federa de Vicosa, March,
2006. Influence of genotype, gelling agents, precursor (ACC) and inhibitors
(AVG, STS) of ethylene, and of the type of sealing material in in vitro
mor phogenesis of eggplant (Solanum melongena L.). Adviser: Wagner
Campos Otoni. Committee members. Sérgio Yoshimitsui Motoike, Derly José
Henriques da Silva and Carlos Roberto de Carvalho.

In the present work, studies related to aspects of the morphogenesis and of
the behavior in vitro of Solanum melongena they were accomplished. This way, was
amed at to determine the influence of the genotype, of the salt concentration of and
of the type of agent gelificante, of inhibitors of the biosynthesis and of the action and
the ethylene precursor and of the type of sealing in the morphogenesis in vitro. For
such, the genetic variability among 16 accessions of eggplant (Solanum melongena
L.) from BGH-UFV was studied, as wedl as the cultivar Embu, by means of their
morphological characterization based on the in vitro response. The utilization of the
Tocher method allowed the formation of three groups and six different subgroups
distincts. Both the effects of salt concentration of the MS medium and gelling agents
in in vitro germination of eggplant seeds and the absorption capacity of the nutrients
of these seedlings were evaluated. The influence of physiological conditions of
explants obtained from these seedlings upon organogeness and somatic
embryogenesis was aso evaluated. During germination, the development of epicotyl
and leaves was observed only in the seedlings developed in full strength MS medium.
In the medium of embryogenesis induction, it was observed that the number of
embryos formed in Agargel (Sigma Chem. Co., USA) was smaller whereas only the
characteristics weight and dry matter were significant in the organogenesis induction
medium. For the elongation of shoot tips, the best treatment was the medium
containing 50% of MS salts. Through the determination of content of the elementsin
the gelling agents, a great variation in the chemical elements was observed; for the

majority of the elements, the concentration was lower in Agar (Merck, Germany) and
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higher in Phytagel® (Sigma Chem. Co., USA). Concerning purity test, Agar proved to
be the most impure, followed by Agargel and finally by Phytagel®. The effect of
ethylene on the somatic embryogenesis and organogenesis was evaluated. In order to
perform such evauation, the medium was supplemented with inhibitors of
biosynthesis [aminoethoxyvinilglycine - AVG (Sigma Chem. Co., USA), and its
commercial product ‘Retain™’ (Vaent BioSciences Corporation, lllinois, USA)]
and action (silver thiosulphate - STS) and the precursor [1-aminocyclopropane-1-
carboxylic acid — ACC (Sigma Chem. Co., USA)] of the plant growth regulator.
By means of regression equation, it was observed that for the parameter frequency of
embryos, with the addition of ACC to the medium, there was an increase until about
20 uM, followed by a reduction, whereas a peak a 3 uM was obtained with the
addition of AV G, on the other hand, a reduction was verified in the presence of STS.
In the organogenesisinductor medium, with the increase of the concentration of ACC
and AVG, areduction in both the weight of fresh matter and the frequency of shoot
buds was observed as well as a reduction of shoots and root primordia; Moreover,
there was an increase in the diameter of the explants. The supplementation of STSin
the medium led to a increase in the characteristic shoot frequency and a decrease in
the other characteristics. By comparing the results obtained with AVG and Retain,® it
was observed a decrease in dl the characteristics when Retain® was added. In
addition, it was evaluated the influence of the type of sedling in the morphological
characteristics of eggplant in the induction of somatic embryogenes's, organogenesis
as well as the anatomical and morphologica characteristics in e ongation. In order to
evaluate the sedling effect, the petri dishes were sealed with hypodlergenic tape
(Micropore"® 3M, Brazil), Parafilm M (Sigma Chem. Co., USA), and plastic film of
Polyvinyl Chloride - PVC (Goodyear®, Brazil). The flasks were sealed with PVC,
autoclaved polypropylene closures (TSF) and the same closures containing two filters
(TCF) of 10 mm in diameter and of 0.22 um of pore (MilliSed®, Japan). It was
verified that the seedlings kept in the flasks sealed with TCF were more vigorous.
The type of sedling influenced all the anatomical characteristics analyzed in which it
was observed that a higher amount of gas exchanges is corrdated with the degree of
tissue differentiation. The number of stomata and epidermis cells were grester in the
abaxial facein al the sealing treatments.
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Introducéo Geral

A berinjela (Solanum melongena L.) pertence a familia Solanaceae e é
uma planta dipléide, com 2n=24 (IKUTA, 1961). Geralmente, comporta-se como
autégama, entretanto apresenta taxas de cruzamento natural da ordem de 5 a
6,75% (FILGUEIRA, 1982). A berinjela é utilizada como alimento e com fins
medicinais, pois os frutos podem promover diminuicdo na taxa de colesterol do
sangue e as folhas s&o usadas como cataplasmas em caso de queimaduras (KHAN,
1979).

Em muitos paises da Asia e Africa é considerada uma das hortalicas mais
importantes, enquanto que no Brasil apresenta valor econdmico crescente.
Atualmente, um dos fatores limitantes a expansdo da cultura de berinjela é a sua
susceptibilidade a diversas pragas e patdgenos (COLLONIER et al., 2001).
Esforgos tém sido realizados no sentido da obtencdo de variedades resistentes. A
estratégia classica para a obtencdo de variedades resistentes, por meio da
hibridagdo com espécies selvagens tem se mostrado inviavel, uma vez que a maior
parte dos hibridos interespecificos sdo estéreis, o que impede o retrocruzamento e
autopolinizacdo (EVANS et al., 1981).

Com o advento da biotecnologia, os melhoristas de plantas tém a
disposicdo novas estratégias de transferéncia de genes. As técnicas de cultura de
tecidos tém sido empregadas de diferentes maneiras no desenvolvimento de
cultivares. Em geral, essas técnicas sdo utilizadas em uma ou outra etapa do
melhoramento, pois oferecem novas alternativas aos programas de melhoramento
em suas diferentes fases (FERREIRA et al., 1998).

Nos ultimos anos, muitos estudos da cultura de berinjela relacionados a
aplicacdo da biotecnologia no melhoramento genético (COLLONIER et al.,
2001), tais como transformacdo genética via Agrobacterium (GURI e SINK,
1988), isolamento de protoplasto (GLEDDIE et al., 1986) e embriogénese



somatica (MAGIOLI et al., 2001), tém sido relatados. Entretanto a existéncia de
um eficiente sistema de regeneracdo de novo a partir de células, tecidos, ou 6rgaos
vegetais € pré-requisito essencial para que a utilizacdo destas modernas técnicas
em biotecnologia possam ser aplicadas no auxilio do melhoramento genético
(OTONI, 1995). Portanto, a cultura de tecidos € uma ferramenta promissora,
contudo existem varios fatores que influenciam as respostas in vitro de um
explante, tanto no tipo de expressdo da morfogénese, quanto nos ritmos de
proliferacdo (BROWN, 1988; MANTELL et al., 1994).

Dentre os fatores que influenciam, FRANKENBERGER et al. (1981)
demonstraram o efeito genético da regeneracdo em tomates, sendo que esta foi
uma caracteristica altamente herdavel. Os mesmos autores verificaram a
influéncia do tipo de explante, época do ano e condi¢bes do ambiente na qual as
plantas cresceram. Baseado em cruzamentos reciprocos e anadlise de progénies
quanto a capacidade de regeneracdo, OHKI et al.( 1978) levantaram aimportancia
da heranca citoplasmética, e a influéncia do meio e explantes no desempenho de
hibridos de tomate.

Num estudo da heranga da habilidade de regeneragcdo in vitro de tomate,
FARIA e ILLG (1996) utilizaram Lycopersicon pimpinellifolium (genétipo WV -
700), com dta capacidade de regeneracdo, como doador de pdlen, em
cruzamentos com cinco genotipos recalcitrantes de L. esculentum. A andlise
estatistica foi baseada na freqiiéncia de calos que regeneraram plantas (R) na F,
F,, BC; e em cruzamentos reciprocos com genotipos que ndo regeneravam plantas
(NR). Hibridos F; apresentaram um efeito de dominancia, enquanto ndo foram
observadas diferencas nos cruzamentos reciprocos. A razéo encontrada na F; foi
proxima a 9:7 (R: NR) e no BC;, de 1:3 (R: NR). Os resultados sugerem a
interacBo de dois genes dominantes, indicando que a transferéncia da ata
capacidade de regeneracdo de uma variedade selvagem para uma comercia deve

ser relativamente facil, visto uma caracteristica qualitativa estar envolvida.

WEBER ¢t al. (2000) realizaram cruzamentos interespecificos de espécies
de Helianthus sp., verificando que a selecdo de individuos superiores para
respostas in vitro era dependente do gendtipo. Nesse trabalho, foram sel ecionadas
linhagens como sf2789/91 de H. annuus x H. decapetalus (DEC-Dij) e sf2803/91



de H. annuus x H. strumosus (STR-1974), que representam genotipos ideais para
melhoramento e aplicacbes biotecnologicas por apresentarem caracteristicas
agrondmicas favoraveis e alto potencial de regeneracdo in vitro.

GLEDDIE et al. (1983) verificaram a influéncia do gendtipo no potencial
embriogénico, a partir da avaliagdo de sete cultivares de berinjela. Observaram
que, para explantes foliares da cultivar ‘Imperial Black Beauty’, o rendimento
méximo de 19,2 embrides ocorreu com 10 mg L™ de ANA.

SAITO e NISHIMURA (1994) obtiveram embrifes sométicos a partir de
calos embriogénicos desenvolvidos de segmentos cotiledonares da cultivar
‘Nakate Shinkuro’, utilizando-se vérias concentraces de 2,4-D e ANA. Entre as
cultivares testadas de berinjela, a maioria desenvolveu embrides sométicos,
enguanto o numero de embrifes formados diferiu entre as plantas doadoras. O tipo
de vedacdo e a concentragdo de agentes gdlificantes também influenciaram o
desenvolvimento dos embrides.

SHARMA e RAJAM (1995) observaram que o gendtipo, o explante e a
interacdo entre eles determinaram efeitos significativos sobre 0 nimero de ramos
regenerados entre as cultivares ‘Pusa Purple Long’, ‘Long White Cluster’, ‘Pusa
Kranti’ e ‘Pusa Purple Cluster’ de berinjela. A posicdo também afetou a
regeneracdo, 0s segmentos basais de hipocotilos produziram mais ramos,
enguanto segmentos basais e apicais mostraram melhor potencial embriogénico.

Essas diferencas nas respostas dos diversos genotipos também foi
observada em outras espécies, dentre estas pode-se citar: Helianthus annuus
(BERRIOS et al., 1999), L. esculentum (TAN et al., 1987), Solanum tuberosum
(FOULER e JONES, 1986) e Vitis sp. (REISCH, 1986).

Porém o efeito do gendtipo na resposta in vitro pode ser reduzido gquando
as plantas sd0 mantidas em condi¢des mais proximas da ex vitro. Segundo
NAVATEL e BOURRAIN (1994), a adi¢do de vermiculita a0 meio de cultura
melhorou a taxa média de enraizamento e o efeito do gendtipo entre os clones foi
reduzido. Para melhorar estas condicdes pode-se modificar os outros fatores que
influenciam arespostain vitro, tais como o tipo de vedagéo.

As plantas quando no sistema de cultivo in vitro sGo mantidas em frascos

fechados e a umidade dentro dos frascos € alta, 0 que conseglientemente limita a



transpiracéo. Reduzindo a umidade nos frascos de cultivo, com um aumento no
numero de trocas gasosas, pode-se aumentar a absor¢éo de agua e minerais, assim
como o transporte acrépeto de elementos do meio devido a uma maior
transpiragdo (WILLIAMS, 1993; NGUYEN et al., 1999).

As pléntulas de Eucalyptus camaldulensis crescidas sob condic¢des de alta
troca gasosa exibiram estdmatos normais e funcionais, ato contetido cuticula e
transpiracdo controlada depois do transplante para condic¢des ex vitro. Enquanto
gue as plantulas crescidas nas condicdes controle, sob pouca ou nenhuma troca
gasosa, apresentaram muitos estdmatos ndo-funcionais e menor deposicdo de cera
epicuticular nas folhas (ZOBAYED et al., 2001).

Um ambiente com trocas gasosas modifica as concentracdes de CO; e O,
(GONCALVES, 2004) e evita o acimulo de etileno. O etileno € um regulador de
crescimento encontrado na forma gasosa, que embora ndo sga suplementado,
acumula-se facilmente nos recipientes de cultura juntamente com outros
compostos volateis. Essa quantidade acumulada depende, primeiramente, da taxa
de producdo exibida pelos tecidos cultivados e do nivel de trocas gasosas
permitida pel os recipientes de cultura (REIS et al., 2003).

O etileno afeta a morfogénese de diversas espécies, dentre estas pode-se
citar: Carica papaya (MAGDALITA et al., 1997), Bixa orellana (PAIVA-NETO,
2002), Prunus persica x P. amygdalus (DIMASI-THERIOU e ECONOMOU,
1995), Passiflora edulis f. flavicarpa (REIS et al., 2003), Phaseolus vulgaris
(CARVALHO et al., 2000), dentre outras.

Além do ambiente gasoso, 0 meio de cultivo é um fator que influencia a
resposta do explante. Esse possui nutrientes, reguladores de crescimento, agente
gelificante entre outros, que possibilitam uma resposta adequada. Os nutrientes
minerais sdo responsaveis por fungdes especificas no metabolismo, sendo que a
deficiéncia ou O excesso pode comprometer as respostas morfogénicas
(GEORGE, 1993).

Muitas espécies de plantas apresentam uma ampla tolerancia a certos
constituintes do meio de cultivo, porém ndo ha padréo consistente descrito para
cada espécie. Porém, o fornecimento de atas concentracbes de minerais

geralmente reduz o crescimento, provavelmente devido a toxidez (WILLIAMS,



1993). O efeito da variacdo dos componentes do meio (especialmente fontes de
nitrogénio) enfatiza a importéncia de avaliagbes nutricionais assim como
requerimentos hormonais nos estudos de morfogénese (GLEDDIE et al., 1983).

A embriogénese somatica em berinjela (S melongena) foi influenciada
pela composicdo dos sais do meio e o efeito observado pelos autores foi
principalmente devido a relacdo NOs/NH,", do que o nivel total de nitrogénio
(GLEDDIE et al., 1983).

Além da concentragdo dos nutrientes o0 agente gelificante também
influencia o estado fisico do meio e esse por sua vez, modifica a difusdo dos
nutrientes e dos reguladores de crescimento (BORNMAN e VOGELMANN,
1984), enquanto que as interagbes quimicas alteram a disponibilidade de
substancias sollveis. Dessa maneira, atas concentractes de gelrite no meio de
regeneracdo e aumento de trocas gasosas nos frascos de cultivo levaram a um
desenvolvimento norma de embrides somaticos de berinjela (SAITO e
NISHIMURA, 1994).

Solanum melongena é uma espécie de interesse crescente, no qual varios
estudos in vitro foram realizados (COLLONNIER et al., 2001; KASHYAP et al.,
2003), objetivando melhorar e entender como ocorre a reposta in vitro. Foram
determinadas; ainfluéncia do gendtipo (SAITO e NISHIMURA, 1994; SHARMA
e RAJAM, 1995), TDZ (MAGIOLI et al., 1998), poliaminas (YADAV e RAJAM,
1997), antibiéticos (BILLINGS et al., 1997; PICOLI et al., 2000; PICOLI e
OTONI, 2001). Estudou-se também as respostas de véarios explantes em diferentes
meios, dentre esses: cotilédones (PICOLI e OTONI, 2001), hipocdtilos (PICOLI,
2000; PICOLI et al., 2001), folhas (GLEDDIE et al., 1983), raizes (FRANKLIN
et al., 2004) e microsporos (MY OSHI, 1996).

Essa gama de estudos foi possibilitada devido a facilidade de se obter
respostas in vitro nessa espécie, porém estudos envolvendo a influéncia de
promotores e inibidores do etileno e de agentes gelificantes ndo foram relatados.
Desse modo, o protocolo de morfogénese in vitro pode ser melhorado e otimizado
e a resposta morfogénica melhor compreendida, com a inclusdo dessas
abordagens.



No presente trabalho estudos relacionados a aspectos da morfogénese e do
comportamento in vitro de Solanum melongena foram realizados, buscando
fatores que interferem no cultivo in vitro. Desse modo, objetivou-se determinar a
influéncia do gendtipo (a partir de caracterizagdo morfologica com base na
resposta morfogénica in vitro), da concentracdo de sais e do tipo de agente
gelificante, de inibidores da biossintese (AVG e seu produto comercia Retain®) e
da acdo (STS) e o precursor (ACC) de etileno e do tipo de vedagdo na
morfogénese in vitro.
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Capitulo |

Estudo compar ativo da capacidade derespostasin vitro de
acessos de berinjela (Solanum melongena L.) do BGH-UFV

REsumMmO

O objetivo do trabalho foi estudar a variabilidade genética entre 16 acessos de
berinjela do BGH-UFV, assm como do cultivar Embu (Horticeres®), por meio da
sua caracterizacdo morfoldgica com base na respodta in vitro. As sementes foram
desinfestadas e inoculadas em meio MS, acrescido de vitaminas Bs, 100 mg L™ de
inositol e 2% de sacarose e solidificado com 6,5 gL ™* de Agar Merck®. Os cotilédones
ou os hipocdtilos foram utilizados como fonte de explantes e inoculados em meio MS
como descrito anteriormente, acrescido de 10 mg L™ de ANA (embriogénese) ou
0,1 mg L™ de AIA (organogénese), respectivamente. As culturas foram mantidas sob
fotoperiodo de 16 h, temperatura de 26 + 2°C e irradiancia de 38 pmol m? s™. Pela
ANOVA foi detectada diferenca estatistica significativa para 27 das 32 caracteristicas
em estudo. O nimero de raizes (Nraiz) formado foi maior no BGH-2447 e menor no
BGH-2505. O nimero de ramos (NR) formado foi maior em ‘Embu’, em conjunto
com 0 BGH-0629, BGH-2755 e BGH-2774, estes acessos foram significativamente
superiores aos demais acessos. No meio indutor de embriogénese, observou-se que
em relacdo a caracteristica nimero de embrifes (NET), os melhores acessos foram
BGH-2404, ‘Embu’ e BGH-0908, sendo os outros significativamente inferiores. De
acordo com as estimativas de distancia generalizada de Mahalanobis, observou-se
que amenor distancia obtida foi entre os acessos BGH-0629 e BGH-0908. Enquanto
a maior distdncia foi observada entre os acessos BGH-0312 e BGH-2404. A

utilizacdo do método de Tocher permitiu aformagéo de trés grupos e sei's subgrupos.

Palavras-chave: andlise de agrupamento, embriogénese somética e organogénese.



INTRODUCAO

As técnicas de cultura de tecidos tém sido empregadas de diferentes
formas no desenvolvimento de novos cultivares de plantas. Trata-se, portanto, de
alternativas aos programas de melhoramento em suas diferentes fases. Quando se
pensa em melhoramento genético, a introgressdo génica, resgate de embrides, e
ainda, a incorporagdo de genes via transformacdo genética, sGo exemplos
dependentes das técnicas de cultura de tecidos (FERREIRA et al., 1998). Porém,
para varias espécies a regeneracdo in vitro é muitas vezes esporéadica e transitoria,
€ em muitos casos somente uns poucos gendtipos respondem favoravelmente as
condigdes indutivas de morfogénese (MANTELL et al., 1994).

No desenvolvimento de cultivares, o fitomelhoramento prima pela fixagéo
de genes, preferencialmente associados a caracteristicas de interesse agrondmico.
Dessa maneira, cultivares comerciais podem apresentar grande variabilidade e
baixa freqiiéncia de resposta in vitro devido a auséncia de selecéo a favor da
resposta morfogénica (MARBACH, 1998).

Na implantagdo de um programa de melhoramento, um dos principais
objetivos é o conhecimento do germoplasma disponivel e a posterior capacidade
de identificar plantas de uma progénie segregante que possua genes de interesse.
Desta maneira, estudos de avaliacdo e caracterizacdo da resposta in vitro sdo
importantes para posterior identificagdo de genes e novos cultivares com alta
freqiéncia de regeneracao.

O conhecimento de gendtipos com alta frequiéncia de regeneracéo in vitro
facilita os estudos. Deste modo, genes essenciais para as respostas morfogénicas,
suas funcgoes e interagbes que ocorrem entre os diversos genes e o meio de cultivo
sdo compreendidos. Assim, melhoristas podem utilizar-se desse conhecimento e,
ainda, da tecnologia do DNA recombinante, para a obtencdo de variedades com

caracteristicas de interesse que ndo sdo obtidas pelo melhoramento convencional .
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A variabilidade genética observada é resultado da presenca de diversos
genes e aelos em combinagdes diferentes nos varios gendtipos e sua interagcéo
com o ambiente (NASS, 2001). Apesar do crescente aumento, pouco ainda €
conhecido sobre a fun¢éo dos genes associados a respostas in vitro, bem como
porque apresentam expressao diferencial nos processos morfogénicos.

A importancia do isolamento de genes preferencialmente expressos em
estadios especificos da embriogénese e sua posterior caracterizacdo funcional no
desenvolvimento foram destacadas por SUNG et al. (1988). Estudos dessa
natureza podem auxiliar o entendimento e a sobreposicdo da recalcitrancia de
algumas espécies.

O potencia de regeneracéo de afafa tetraplide foi aumentado de 12 para
67% em dois ciclos de selecdo recorrente (BINGHAM et al., 1975). Segundo os
autores, 0 aumento rgpido na freqiiéncia de regeneracdo indica que o potencial de
regeneracdo € altamente herdével.

Ampla variabilidade de respostas in vitro foi relatada em cultivares de
Medicago sativa, desde baixo a elevado potencial de regeneracdo (MITTEN et al.,
1984). Nessa mesma diregdo, BECKERT E QING (1984) detectaram consideravel
variagdo genética para as caracteristicas de cultivo in vitro em Zea mays
(formagéo de brotos, formacdo de raiz e mais especificamente, crescimento de
calo), sendo estas passivels de melhoramento para a aptiddo de cultivo in vitro.

A andlise de segregacdo revelou que caracteristicas favoraveis de cultura
de células e capacidade de regeneracdo de L. peruvianum eram dominantes e
controladas por dois genes. Um gene controlando a regeneragcéo de ramos foi
adicionalmente mapeado no cromossomo 3 de L. peruvianum (KOORNNEEF et
al., 1987, 1993). Outro trabalho relatou o desenvolvimento de uma linhagem
especial de tomate com alta capacidade de regeneracéo, MsK 93, resultado de um
retrocruzamento de hibridos de L. peruvianum x L. esculentum com L esculentum
cv. VF11 (KOORNNEEF et al., 1986). Os gendtipos MKS8 e MKS9 foram
selecionados de outros retrocruzamentos de MKS93 com VF11. Esses genotipos
foram selecionados com base em sua eficiente capacidade de regeneracéo de
ramos a partir de protoplastos ou cultura de calos. Esse material foi de extrema

importancia para o sucesso de experimentos de transformacéo genética, incluindo
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aqueles que envolve transformacéo direta de protoplastos ou de discos foliares
mediata por Agrobacterium, reforcando a importancia do gendtipo para
mani pulacdo genética.

Em tomateiro, a habilidade regenerativa é controlada por dois genes
independentes, sendo relativamente facil introgredir a capacidade de regeneracdo
de Lycopersicon pimpinellifolium (genétipo WV-700) para variedades comerciais
de L. esculentum, para maximizar as respostas in vitro dessas plantas (FARIA e
ILLG, 1996).

Em berinjela, 0 gendtipo, o explante e a interacdo gendtipo-explante tém
efeito significante quando induzido organogénese e embriogénese somética.
Sendo que, ‘Pusa Purple Long’ foi 0 gen6tipo mais responsivo para ambos, entre
os cultivares estudados (SHARMA e RAJAM, 1995).

E importante ressaltar que, berinjela é um vegetal economicamente
importante em muitos paises na Asia e Africa, freqiientemente tem um nivel
insuficiente de resisténcia a vérias doencas e pragas. Cruzamento com espécies
selvagens tem sucesso limitado devido a incompatibilidade sexual. Contudo, a
habilidade de berinjela para responder bem a cultura de tecidos, notavelmente a
regeneracdo, tem permitido a aplicagdo da biotecnologia para a transferéncia de
genes (COLLONIER et al., 2001).

Contudo, a variagdo genotipica nas respostas in vitro tem limitado o
sucesso e a aceitacdo da cultura de tecidos como ferramenta Util para a pesquisa e
melhoramento de plantas (BROWN, 1988). Dessa maneira, um pré-requisito para
a aplicacdo das técnicas e cultura de tecidos é a maior disponibilidade de
germoplasma responsivo e linhas melhoradas que podem ser manipuladasin vitro.

Desse modo, o objetivo do trabalho foi estudar a variabilidade genética
entre 16 acessos de berinjela do Banco de Germoplasma de Hortalicas da
Universidade Federal de Vicosa (BGH-UFV) assim como do cultivar Embu, por

meio da sua caracterizacdo morfol 6gica com base narespostain vitro.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Descricao do material vegetal

Sementes de berinjela (Solanum melongena L. ‘Embu’) Horticeres®,

adquiridas no comércio local, e de 16 acessos do Banco de Germoplasma de
Hortalicas da Universidade Federal de Vigosa (BGH-UFV) foram utilizadas nos

experimentos (Tabela 1).

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos

Vegetais |1, no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria (BIOAGRO)
da Universidade Federal de Vigosa, Vicosa, MG.

Tabela 1. Resumo dos dados de passaporte de 16 acessos de berinjela (Solanum
melongena L.) do BGH-UFV e do cultivar Embu.

Referéncia Acesso L ocal da Coleta
1 ‘Embu’ Horticeres®
2 BGH-0312 Brasilia, DF
3 BGH-0629 S50 Jodo Del Rei, MG
4 BGH-0906 Campinas, SP
5 BGH-0908 Campinas, SP
6 BGH-2404 Taiwan, Republica da China
7 BGH-2447 Taiwan, Republicada China
8 BGH-2505 Copenhaguen, Dinamarca
9 BGH-2541 Parma, Itdlia
10 BGH-2579 Whithan Essex, Inglaterra
11 BGH-2637 Haifa, Isragl
12 BGH-2754 Nova Delhi, india
13 BGH-2755 Nova Delhi, india
14 BGH-2756 Nova Delhi, india
15 BGH-2757 Nova Delhi, india
16 BGH-2774 Nova Delhi, india
17 BGH-5991 Igarapé, MG
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2.2. Germinacao das sementesin vitro e condigoes de cultura

As sementes foram embebidas por 72 horas em agua deionizada e estéril,
submetidas a desinfestagdo a cada 24 horas, ao longo deste periodo. Neste
processo, foram imersas em acool 70% por 1 minuto, seguido por 20 minutos em
solucgo de hipoclorito de sodio (Brilhante®) a 2,5 % acrescido de 2 gotas de
Tween 20 para cada 100 mL de solucdo e enxaguadas em agua deionizada e
estéril trés vezes seguidas (PICOLI, 2000).

Posteriormente, as sementes foram inoculadas em meio composto de sais
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) completo, acrescido de vitaminas Bs
(GAMBORG et al., 1968), 100 mg L™ de inositol e 2% de sacarose, solidificado
com 6,5 g L™ de Agar Merck® (Agar-agar purified and free for microbiology —
Merck KgaA, Germany), com o pH gjustado para 5,8 antes da autoclavagem a
121 °C e a 1 atm durante 20 minutos. Foram distribuidos 40 mL de meio de
cultivo em cada frasco de vidro (12 cm de altura e 6 cm de largura) e cerca de 10
sementes foram inoculadas por recipiente.

As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de
26 + 2°C eirradianciade 37 + 4 pmol m? s (lampadas fluorescentes, Luz do Dia
Especial, 20 W, Osram, Brasil).

2.3. Explantes e meos de inducdo de embriogénese somética e de

or ganogénese

De oito a dez cotilédones ou hipocétilos provenientes de plantulas com
aproximadamente 15 dias, obtidas como descrito no item 2.2 foram utilizados
como fonte de explantes para embriogénese ou organogénese, respectivamente.
Os cotilédones foram seccionados longitudinalmente e inoculados em meio de
cultivo com a face abaxial voltada para 0 meio de cultivo. Segmentos de
hipocétilo com cerca de 1 cm de comprimento foram inoculados em meio de

cultivo seguindo a orientacdo base-apice.
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O meio composto de sais MS acrescido de vitaminas Bs, 100 mg L™ de
inositol, 2% de sacarose, 6,5 g L™ de Agar® (Merck) foi utilizado. Acrescentou-se
como regulador de crescimento 10 mg L™ de ANA (4cido a-naftaleno acético) ou
0,1 mg L™ de AIA (4cido indolacético) nos meios para inducdo de embriogénese
ou organogénese, respectivamente. Ressalta-se que o ANA foi adicionado antes
da autoclavagem, e o AIA apos sua filtro-esterilizag&o e adi¢do ao meio durante o
resfriamento deste. O pH foi gjustado para 5,8 e 0 meio vertido em placas de Petri
estéreisde 9 cm de didmetro e 1,2 cm de altura.

As placas foram mantidas sob as condicdes de fotoperiodo, temperatura e

irradiancia descritas no item 2.2.

2.4. Avaliacdo de acessos de berinjela (Solanum melongena L.) do BGH-UFV

Com o objetivo de determinar as respostas morfogénicas e agrupar 0s
acessos, foram avaliados aos 30 dias 0s seguintes parametros:

1) No meio de inducdo de organogénese: nimero de primordios radiculares
induzidos nos hipocétilos (Nraiz); nimero de ramos (NRam); nimero de gemas
(NG); peso do explante (Peso O); percentagem de explantes que regeneraram
(PER); percentagem de explante hiperhidricos (PEH); intensidade de calgjamento
(IC); consisténcia de calgjamento (CC); posicdo de lancamento de oOrgéos
adventicios (POA). O calgamento foi classificado com notas: 1 = baixa; 2 =
mediana e 3 = alta; para consisténcia do calggamento: 1 = fridvel; 2 = compacto e
3 = calos com setores fridveis e setores compactos; e para posi¢ao de langamento
de 6rgéos adventicios. 1 = extremidade; 2 = meio; 3 = formacdo em ambas as
regioes.

2) No meio de inducdo de embriogénese somatica: peso do explante (Peso E);
percentagem de calo coloragdo branca (CorChb); percentagem de calo com
coloragdo amarelada (CorCa); percentagem de calo com coloragdo esverdeada
(CorCv); percentagem de calo com coloragcdo marrom (CorCm); percentagem de
explantes com auséncia de calgjamento (CorCaus); percentagem de calos com

consisténcia fridvel (ConsCf); percentagem de calos com consisténcia compacta
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(ConsCc); percentagem de calo com setores fridveis e setores compactos
(ConsCfc); percentagem de calo com auséncia de calgamento (ConsCAuS);
intensidade de calgjamento baixa (IntCb); intensidade de calgjamento mediana
(IntCm); intensidade de calgamento ata (IntCa); auséncia de caleamento
(IntCaus); nimero de embrides total (NET); embrides localizados na superficie do
cao (LocE S); embrides localizados no interior do calo (LocE 1); embrides
localizados na superficie e no interior do calo (LocE Sl); auséncia de
embriogénese (LocE Aus); nimero de primérdios radiculares (NPR); presenca de

necrose (Nec); presenca de oxidagdo (Oxid); e nimero de brotos (Nbroto).

2.5. Delineamento experimental

Os dados deste trabalho referem-se a duas repeticOes experimentais,
seguiram o delineamento inteiramente casualizados (DIC) os quais foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA). Para a comparacao entre as médias
dos tratamentos foi realizado o teste de Tukey a 5% de significancia para todos os
experimentos.

A divergéncia genética entre o0s acessos foi estudada por meio da andlise
de agrupamento de Otimizacdo de Tocher, utilizando-se a distancia generalizada
de Mahalanobis. Todas as andlises foram realizadas também com o auxilio do
programa estatistico GENES, versdo WINDOWS/2004.2.1, desenvolvido por
CRUZ (2001).
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RESULTADOS

Foi redizada a andlise de variancia (ANOVA) das 32 caracteristicas
avaliadas nos acessos de berinjela. Por esta andlise foi detectada a existéncia de
diferencas significativas, a 5% de probabilidade pelo teste F, entre os 17
tratamentos, por meio da andlise de varidncia univariada, para 27 das 32
caracteristicas em estudo.

Tomando-se por base a significancia dos quadrados médios na andlise de
variancia individual, foi avaliado o desempenho das médias dos 17 tratamentos
(16 acessos e a cultivar Embu), por caracteristica pelo teste Tukey a 5 % de
probabilidade. Para o teste de médias foram selecionadas as caracteristicas no
meio contendo 0,1 mg L™ de AIA: nimero de gemas (NG); nimero de ramos
(NR); e nimeros de raizes (NRaiz). Enquanto que no meio contendo 10 mg L™ de
ANA foram determinadas as caracteristicas. nimero de embribes (NET) e
numeros de raizes (NPR).

Desse modo, observou-se que quando os hipocdtilos foram cultivados em
meio MS suplementado com 0,1 mg L™ de AIA, a resposta morfogénica variou
entre os tratamentos. O numero de raizes (Nraiz) formadas foi maior no BGH-
2447 e menor no BGH-2505. Os acessos restantes apresentaram valores
intermediérios diferindo ou ndo do maior e do menor valor observado (Figura 1).

O numero de ramos (NR) formados foi maior em ‘Embu’, em conjunto
com o BGH-0629, BGH-2755 e BGH-2774, estes acessos foram
significativamente superiores aos demais acessos (Figura 1).

O numero de gemas (NG) foi significativamente menor nos acessos BGH-
0629, BGH-2505, BGH-2754, BGH-2757, BGH-5991 e ‘Embu’ dos demais

acessos (Figura l).

19



NUmero de ramos Namero de raizes

NUmero de gemas

Figura 1.

8.0 4

7.0

6.0 +

5.0 +

4.0 4

3.0 4

2.0 +

1.0 4

0.0

il o

~ [
N [EH

w [H

4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
15+
1.0 4
0.5

0.0 \

N S—
(G —— !
o [

8

9 10 11 12 13 14 15 16 17

5.0 -
45 -
4.0 -
35
3.0 |
25
2.0
15 1
1.0
05
0.0

A

all llalln

i

2

|

6

7

n

9 10 11 12 13 14 15 16 17

1=Embu’
2 =BGH-0312
3=BGH-0629
4 = BGH-0906
5= BGH-0908
6 = BGH-2404
7 = BGH-2447
8 = BGH-2505
9=BGH-2541
10 = BGH-2579
11 = BGH-2637
12 = BGH-2754
13 = BGH-2755
14 = BGH-2756
15 =BGH-2757
16 = BGH-2774
17 = BGH-5991

Resposta morfogénica dos diferentes acessos de berinjela do BGH-

UFV, quando os explantes foram mantidos em meio M 'S suplementado
com 0,1 mg L™ de AIA. As barras verticais indicam os erros padrdes
damédia

20




Quando os cotilédones foram cultivados em meio MS acrescido de
10 mg L™ de ANA, observou-se que em relacdo a caracteristica nimero de
embrides (NET), os melhores acessos foram BGH-2404, ‘Embu’ e BGH-0908,
sendo os outros significativamente inferiores. Quanto a caracteristica nUmero de
raizes (NPR) formadas no meio contendo 10 mg L™ de ANA, observou-se que os
acessos significativamente menores foram BGH-0312, BGH-0629, BGH-2505,
BGH-5991 e ‘Embu’(Figura 2).

Foi observada uma alta variabilidade nas respostas, dentre as quais se
observou acessos com grande nimero de raizes, ja outros com grande nimero de
embrides, além de variagdo na intensidade e no tipo de caejamento (Figuras 3 e
4).

Em relacdo a organogénese, as respostas também se mostraram diversas,
com a observacdo de calejamento tanto altos como baixos nos acessos estudados.
Em aguns tratamentos visualizou-se longos brotos e raizes, ja em outros ndo
houve formagédo de um, de outro ou ainda de ambos, assim como, observou-se
alguns brotos pequenos (Figuras 3 € 5).

De acordo com as estimativas de distancia generalizada de Mahalanobis,
observou-se que a menor distancia obtida foi entre os acessos BGH-0629 e BGH-
0908, coletados em S&o Jodo Del Rei (MG) e Campinas (SP), respectivamente.
Enquanto a maior distancia foi observada entre os acessos BGH-0312 e BGH-
2404, coletados em Brasilia (DF, Brasil) e Taiwan (China), respectivamente.

A utilizacdo do método de Tocher permitiu a formacdo de trés grupos,
sendo que dois foram compostos de dois acessos e um desses foi constituido por
13 acessos. Este grupo foi dividido em 6 subgrupos, sendo que um grupo continha
3 acessos, outro 5 acessos, outro dois acessos e 0 restante dos subgrupos
constituidos de um acesso (Tabela 4).

As caracteristicas que mais contribuiram para a divergéncia genética entre
0s acessos de berinjela foram intensidade de calgjamento ato (IntCa) e média
(IntCm); e percentagem de calos com coloragdo marrom (CorCm), enquanto os
gue menos contribuiram para a divergéncia foram percentagem de explantes que

regeneraram (PER), hiperhidricos (PEH) e consisténcia de calgamento (CC)
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(Tabela5). A partir das contribuicdes relativas de cada caracteristica, utilizou-se a

metodologia de descarte de variaveis, a qual consiste em identificar as

caracteristicas menos importantes para a divergéncia e descarta-los, sem dterar a
formacdo de grupos obtidos pelo método de Tocher. Descartando-se as

caracteristicas PER, PEH e CC ndo houve alteracdo na formagdo dos grupos.
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Figura 3. Respostas morfogénicas de acessos de Solanum melongena L. do BGH-UFV a indugdo de organogénese e embriogénese
somética. A, B e C = resposta morfogénica observada em cotilédones quando cultivados em meio MS contendo 10 mg L™ de
ANA. D, E e F = resposta morfogénica observada em hipocétilos quando cultivados em meio MS contendo 0,1 mg L™ de AlA.
A = BGH-2447; B = BGH-0909; C e D = BGH-2404; E = BGH-2579 e F = BGH-2541.
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Figura 4. Respostas morfogénicas de acessos de Solanum melongena L. do BGH-
UFV a inducdo de embriogénese somética observada em cotilédones
quando cultivados em meio MS contendo 10 mg L™ de ANA. A = BGH-
0908; B = BGH-0906; C = BGH-2505; D = BGH-5991; E = BGH-0312;
F =BGH-0312 e G = BGH-2404. Barra= 1 mm.
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Figura 5. Respostas morfogénicas de acessos de Solanum melongena L. do BGH-
UFV a inducdo de organogénese, observada em hipocétilos quando
cultivados em meio MS contendo 0,1 mg L™ de AIA. A = BGH-2541; B
= BGH-2754; C = ‘Embu’; D = BGH-0906; E = BGH-2637; F = BGH-
2774, G = BGH-5991. Barra= 1mm.

Tabela 4. Agrupamento de acessos de berinjela (Solanum melongena L.), pelo
método de otimizagdo de Tocher, com base na distancia Generalizada
de Mahalanobis.

Grupos Subgrupos Acessos

| | BGH-0629 (3); BGH-2447 (7) e BGH-0906 (4)
I BGH-0908 (5); BGH-2505 (8); BGH-2756 (14); BGH-2774 (16) e BGH-2757 (15)
10 BGH-2755 (13) e BGH-5991 (17)

\Y; BGH-2541 (9)
Y BGH-2579 (10)
VI BGH-2754 (12)

I ‘Embu’ (1) e BGH-2404 (6)

I BGH-0312 (2) e BGH-2637 (11)
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Tabela 5. Contribuicdo relativa (S.) dos caracteres para a divergéncia entre
acessos de berinjela, utilizando-se a metodologia de SINGH (1981).

Referéncia Caracteristica Contribuicéo
1 NRaiz 1.4530
2 NRam 0.8942
3 NG 0.7913
4 Peso O 1.5248
5 PER 0.000
6 PEH 0.000
7 IC 1.3838
8 CcC 0.000
9 POA 2.0279
10 Peso E 0.7289
11 CorCb 3.6625
12 CorCa 5.4571
13 CorCv 2.3563
14 CorCm 10.6525
15 CorCaus 3.5811
16 ConsCf 1.3441
17 ConsCc 3.6291
18 ConsCfc 1.1476
19 ConsCAus 2.443
20 IntCb 3.2507
21 IntCm 11.4631
22 IntCa 15.5101
23 IntCaus 3.5811
24 NET 2.2317
25 LocE S 2.0043
26 LocE | 2.165
27 LocE Sl 6.5511
28 LocE Aus 6.4188
29 NPR 1.0189
30 Nec 0.2435
31 Oxid 0.9676
32 Nbroto 1.5167
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DiscussAo

Uma etapa fundamental de um programa de melhoramento € a defini¢cdo de
germoplasma com variabilidade genética suficiente para incluir as caracteristicas
de interesse agrondmico (FERREIRA et al., 1998). Para tal, o conhecimento sobre
0s niveis de variabilidade genética no germoplasma de uma espécie é de grande
importancia, pois permite acompanhar a manutencdo desta variabilidade durante a
multiplicagdo dos acessos e contribui com informagdes que podem melhorar a
amostragem.

Dessa maneira, com base na resposta in vitro, a divergéncia genética de 16
acessos e da cultivar Embu foi estudada e encontrou-se diferenca significativa nas
diversas caracteristicas. Observou-se no presente trabalho que a inducdo de
organogénese depende do gendtipo utilizado, resultado que esta de acordo com os
obtidos por SHARMA e RAJAM (1995), no qual o gendtipo contribuiu com cerca
de 57,4 %, enquanto o tipo de explante com 18,8 % e a interacdo gendtipo-explante
com 19,2 % para a variagdo no numero de brotos adventicios de berinjela. O
mesmo foi observado em Helianthus annuus L. (BERRIOS et al., 1999; SARRAFI
et al., 1996), Vitis sp. (REISCH, 1986) e Zea mays (BECKERT e QING, 1984).

Além disso, grande variabilidade também foi observada nos explantes
mantidos no meio de inducdo de embriogénese. Resultado semelhante foi descrito
anteriormente para berinjela (GLEDDIE et al., 1983; SAITO e NISHIMURA,
1994; SHARMA e RAJAM, 1995; FRANKLIN et al., 2004), porém estes autores
testaram um numero menor de gendtipos. Assim como uma variabilidade alta foi
observada para outras espécies, dentre estas. Medicago sativa (NAGARAJAN et
al., 1986) e Triticum aestivum (SEARS e DECKARD, 1982).

A partir da identificacdo dos gendtipos com maiores habilidades
regenerativas, varios estudos podem ser realizados, tais como, identificar genotipos

Uteis para cruzamento e selecdo de linhagens responsivas in vitro, como descrito
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para afafa (BINGHAM et a., 1975), Lycopersicon sp. (FARIA e ILLG, 1996).
Pode-se, ainda, conduzir estudos moleculares e identificar, clonar e sequenciar
genes de interesse. Alguns estudos ja foram realizados e alguns genes de cenoura
(BISHOP-HURLEY et al., 2003), de Medicago truculata (NOLAN et al., 2003),
de Arabidopsis thaliana (MAGIOLI et al., 2001) e de Solanum melongena
(BUCHERNA et al., 2001) foram isolados e clonados. Interessantemente, em
berinjela ‘Heynh. Ecotipo C24 foi verificado que a expressdo do gene de
Arabidopsis thaliana, Atgrp-5, estava associada a habilidade de resposta
embriogénica de embrides zigoticos. (MAGIOLI et al., 2001).

Como um estudo inicial deste trabalho, foi redlizada uma andlise da
divergéncia genética baseada em caracteres morfoldgicos. Segundo PIASI, (1994),
estudos de divergéncia genética ja eram realizados ha mais de duas décadas com
objetivos de: avaliar o grau de divergéncia entre grupos de gendtipos (individuos,
variedades, cultivares, linhagens, etc); avaliar o comportamento de genétipos em
diferentes ambientes; avaliar a superioridade de alguns gendtipos sobre outros, com
base na combinacdo linear de caracteristicas de importancia econdmica; identificar
gendtipos divergentes que possam ser utilizados como progenitores em programas
de hibridacéo e relacionar a divergéncia genética com a heterose e, ou, diversidade
de origem geogréfica.

O processo de agrupamento envolve, basicamente, duas etapas; a primeira
relaciona-se com a estimagdo de uma medida de similaridade (ou dissimilaridade)
entre os progenitores e, a segunda, com a ado¢do de uma técnica de agrupamento
paraaformacéo dos grupos (CRUZ e REGAZZI, 1997).

Conclui-se que os pares de acessos mais e menos dissimilares coincidiram,
aém de se observar coeréncia entre a regido de coleta e a divergéncia dos
caracteres. O método de otimizagdo de Tocher pode ser utilizado em estudos de
variabilidade genética, quando utilizadas as caracteristicas descritas neste trabalho
como descritores de germoplasma de berinjela.

Além disso, a avaliacdo e caracterizacdo de Bancos de Germoplasma para
respostas in vitro demonstraram variabilidade nas caracteristicas analisadas. Essa

metodologia deve ser incorporada na busca de genétipos com melhores respostas,
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devido, principalmente a crescente utilizagdo da cultura de tecidos em etapas do
mel horamento.

Como verificado, a influéncia do genétipo € proeminente na cultura de
tecidos vegetais. Assim, a identificacdo de genétipos mais e menos responsivos,
como protocolos de regeneracdo para materiais genéticos, é essenciad para
prosseguir com os experimentos. Essa escolha de gendtipos contrastantes pode ja
fornecer materiais genéticos para uma etapa seguinte de cruzamentos e estudo das
caracteristicas. Essas duas etapas por s, ja representam um avanco em termos de

melhoramento, pois permitem a selecdo de materiais mais responsivos.
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Capitulo 11

I nfluéncia da concentracdo mineral do meio M S e de agentes
gelificantes na morfogénesein vitro de berinjela (Solanum
melongena L. ‘Embu’)

REsumMoO

Este trabalho avaliou os efeitos da concentracdo de sais do meio MS e de
agentes gdlificantes na germinagdo in vitro de sementes de berinjela, na capacidade
de absorcdo de nutrientes pelas plantulas e na condi¢o fisioldgica de explantes com
relacdo as respostas a organogénese e,ou a embriogénese somética. Sementes de
‘Embu’ (Horticeres®) foram desinfestadas e inoculadas em meio composto de sais
MS completo (forca total) ou com a metade da concentracéo (metade da forca),
acrescido de vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol, 2% de sacarose, solidificado com
65 g L™ de Agar Merck®, 58 g L™ de Agargd™ ou 2,8 g L™ de Phytagel™.
Explantes cotiledonares ou hipocotiledonares provenientes de plantulas com 15 dias,
foram inoculados em meio MS como descrito acima, solidificado com 6,5 g L™ de
Agar™, a0 qual acrescentou-se 10 mg L™ de ANA (&cido o-naftaleno acético) ou 0,1
mg L™ de AIA (&cido indolacético) para inducdo de embriogénese somética ou
organogénese, respectivamente. No meio de indugdo de embriogénese somética,
detectou-se que 0 nimero de embrides somédticos formados em Agargel foi menor.
No meio de inducdo de organogénese, observou-se significancia apenas para a
caracteristica peso da matéria seca. Para avaiar ainfluéncia da concentracéo dos sais
de M, 4pices caulinares foram inoculados em meio MS, solidificado com 6,5 g L™
de Agar (Merck®), variando-se a concentraco sdina de meio MS (25, 50, 75 e
100%). Plantulas mais vigorosas foram obtidas em meio contendo 50% dos sais MS.
Pela determinacdo dos teores dos elementos nos agentes gdlificantes, observou-se
uma grande variagdo nos elementos quimicos, porém para a maioria dos elementos a
concentragéo foi menor no Agar e maior no Phytagel. O teste de pureza com AgNOs
indicou que o Agar foi 0 mais impuro, seguido pelo Agargel, e findmente pelo
Phytagel ®.

Palavr as chave: agentes gelificantes, testes de pureza e de difuséo; teor de elementos.



INTRODUCAO

Os tecidos e 6rgaos vegetais crescidos in vitro sdo inoculados em um meio
que fornece os nutrientes necessarios para o0 crescimento; logo, 0 sucesso da
cultura de tecidos para propagacdo vegetal € influenciado pela natureza quimica
do meio de cultivo utilizado (GEORGE, 1993).

A nutricdo mineral in vitro envolve o movimento de ions para os tecidos
em crescimento e dependente da sua disponibilidade no meio (WILLIAMS,
1993). Os nutrientes sdo absorvidos passivamente ou por mecanismos envolvendo
gasto de energia. A absorcéo ativa é, em geral, menos dependente da concentragéo
iGnica do que a absorcéo passiva. Contudo, ambos sistemas s&o influenciados
pelas concentragdes de outros elementos, pH, temperatura e estado fisioldgico e
bioquimico dos tecidos vegetais (GEORGE, 1993).

A disponibilidade de minerais no meio é parte essencial do sistema de
cultura de tecidos. Atualmente, os meios utilizados sdo baseados em derivactes
com modificagdes de poucas formulagdes basicas, dentre estas pode-se citar MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) e WHITE (1954). O que se observa € uma
variedade de sistemas de cultivos, cada qual com concentracbes nutricionais
consideradas 6timas e exclusivas, adequadas a cada genétipo (WILLIAMS, 1993).

Os nutrientes minerais sao responsaveis por funcdes especificas no
metabolismo, sendo que a deficiéncia ou 0 excesso pode comprometer a
morfogénese. Assim, a variagdo nos componentes do meio (especiamente nas
fontes de nitrogénio) tem marcante influéncia sobre as respostas morfogénicas,
sendo fundamental a conducdo de avaliagbes nutricionals, asssm como, dos
requerimentos hormonais (GLEDDIE et al., 1983).

Além disso, a taxa de absor¢do pela planta pode ser limitada pela taxa de
difusdo pelo gel e pelo “status” da &gua no meio. Essas caracteristicas sdo afetadas

pela concentracdo e pelo tipo de agentes gelificantes, que podem afetar também o



potencial matrico e a disponibilidade da agua da planta para a transpiracéo
(WILLIAMS, 1993).

A escolha do agente gelificante € muito importante para a regeneracéo in
vitro. O meio deve estar consistente o suficiente para dar suporte ao explante,
porém se estiver rigido demais pode dificultar o contato e a trandocagdo de
nutrientes do meio para os tecidos (GEORGE, 1993; BERUTO et al., 1999). O
estado fisico do meio pode afetar a difusdo dos reguladores de crescimento e
nutrientes (BORNMAN e VOLGELMANN, 1984; BERUTO et al., 1999),
modificando a disponibilidade de substancias solUveis por meio de interacGes
quimicas (BERRIOS et al., 1999).

Os agentes gelificantes mais utilizados na cultura de tecidos sio o Agar,
Agargel e Phytagel. O Agar é um produto natural extraido de algas vermelhas,
principalmente Gelidium amansii composto por uma mistura complexa de
polissacarideos principalmente agarose e agaropectinas. O Phytagel e o Gelrite
s80 hetero- polissacarideos produzidos da bactéria Pseudomonas elodea, e séo
compreendidos de moléculas de keto-glucuronato, ramnose e celobiose. O
Agargel, por sua vez, € composto pela mistura de Agar e Phytagel (GEORGE,
1993).

A influéncia do tipo de agente gelificante ou da concentracéo utilizada na
cultura de tecidos foi descrita para vérias espécies como Passiflora edulis f.
flavicarpa (REIS, 2001; REIS et al., 2005), Linum usitatisssimum (LAINE et al.,
2000), Syzygium alternifolium (SHA VALLI KHAN et al., 1999), Picea mariana
e P. rubens (TREMBLAY e TREMBLAY, 1991), Helianthus annuus (BERRIOS
et al., 1999), Pinus strobus (KLIMASZEWSKA et al., 2000) e Rosa hybrida,
Lilium ‘Enchantement’ e Sulcorebutia alba (SCHOLTEN e PIERIK, 19984).

A opcgdo por concentragOes inadequadas de agentes gelificantes pode
influenciar negativamente nas taxas de propagacdo (BERRIOS et al., 1999). A
maioria das espécies vegetais exibe algum tipo de sensibilidade a qualidade do
agente gelificante e esta é dependente do tipo e da marca comercial (SCHOLTEM
e PIERIK, 1998a). Vérias marcas e tipos estdo disponiveis no mercado e estas
diferem na quantidade de impurezas contida e na sua capacidade de solidificar.
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Estas caracteristicas podem alterar as propriedades quimicas e fisicas do meio
(GEORGE, 1993).

Além disso, as concentracOes varidveis de sais presentes na forma de
impurezas nos diferentes tipos de agente gelificante podem ter influéncia
marcante na habilidade de regeneracdo (BERUTO et al., 1999; SCHOLTEN e
PIERIK, 1998b; NGUYEN et al., 1999).

Um exemplo é o trabaho de KLIMASZEWSKA et al. (2000), que
observaram que a resposta de maturacdo de Pinus strobus nos tecidos
embriogénicos foi promovida pelo meio de cultivo com altas concentracOes de
todos os agentes gelificantes testados.

O desenvolvimento eficaz do sistema radicular em espécies lenhosas é
normalmente inibido pelas condi¢cbes anaerdbicas desfavordveis do meio
solidificado com Agar. Os resultados superiores obtidos no meio com vermiculita
como suporte foi devido a estrutura aerada (a0 contrario do meio contendo Agar),
que permitiu o sistema radicular desenvolver com menores restricdes gasosas
(NAVATEL e BOURRAIN, 1994).

Uma baixa capacidade de absor¢do de agua decorrente de um sistema
radicular pobre foi observada em pléantulas obtidas a partir de cortes nodais de
Eucalyptus camaldulensis inoculados em Agar, e este fator tem sido descrito
como parcialmente responsavel por severa perda de agua das folhas durante a
aclimatacdo (ZOBAYED et al., 2001).

Desta maneira, 0 objetivou-se avaliar os efeitos da concentracéo de sais do
meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) e de agentes gelificantes, na
germinacgdo in vitro de sementes de berinjela (Solanum melongena L.), assim
como determinar a capacidade de absor¢do dos nutrientes e estimar a influéncia
do vigor dos explantes obtidos das plantulas na organogénese e embriogénese

somética
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MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo do material vegetal, concentracéo de sais MS e de agentes

gelificantes na germinagao in vitro

As sementes de berinjela (Solanum melongena L.) ‘Embu’ Horticeres®
utilizadas nos experimentos foram obtidas no comércio local de Vicosa, MG. Os
experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais |1,
no Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecudria (BIOAGRO) da
Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG.

As sementes foram embebidas por 72 horas em agua deionizada e estéril,
submetidas a desinfestagdo a cada 24 horas, a0 longo deste periodo. Neste
processo, foram imersas em acool 70% por 1 minuto, seguido por 20 minutos em
solucgo de hipoclorito de sodio (Brilhante®) a 2,5 % acrescido de 2 gotas de
Tween 20 para cada 100 mL de solugdo e enxaguadas por trés vezes consecutivas
em agua deionizada e estéril (PICOLI, 2000).

Posteriormente, as sementes foram inoculadas em meio composto de sais
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) completo (forca total) ou com a metade da
concentracdo (metade da forga), acrescido de vitaminas Bs (GAMBORG et al.,
1968), 100 mg L™ de inositol e 2% de sacarose, solidificado com 6,5 g L™ de
Agar Merck® (Agar-agar purified and free for microbiology — Merck KgaA,
Germany), 5,8 g L™ de Agargel™ (Sigma Chemical Company, USA) ou2,8gL™
de Phytagel™ (Sigma Chemical Company, USA), com o pH ajustado para 5,8
antes da autoclavagem a 121°C e a 1 atm, durante 20 minutos. Foram distribuidos
40 mL de meio de cultivo em cada frasco de vidro (12 cm de altura e 6 cm de

largura) e cerca de 10 sementes foram inoculadas por recipiente.
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As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de
26 + 2°C eirradianciade 37 + 4 umol m? s (lampadas fluorescentes, Luz do Dia
Especia, 20 W, Osram, Brasil). A avaiacdo foi readlizada 15 dias apés a
germinagdo, contemplando os seguintes parametros. percentagem de germinacéo,
nimero de pléntulas, atura e didmetro do hipocétilo, e comprimento e diédmetro
do cotilédone. Foram conduzidos trés experimentos independentes.

2.2. Explantes, concentracdo de sais MS e de agentes gelificantes na

embriogénese somatica e or ganogénese

Oito a dez cotilédones ou hipocétilos provenientes de plantulas com
aproximadamente 15 dias, obtidas como descrito no item 2.1 foram utilizados
como fonte de explantes para embriogénese somdtica ou organogénese,
respectivamente. Os cotilédones foram seccionados longitudinamente e
inoculados em meio de cultivo com a face abaxial em contato com o0 meio.
Segmentos de hipocdtilo (~ 1 cm de comprimento) foram inoculados em meio de
cultivo seguindo a orientacdo base-apice.

O meio de cultivo constou de sais MS, acrescido de vitaminas Bs, 100 mg
L™ deinositol, 2% de sacarose, 6,5 g L™ de Agar (Merck®). Acrescentou-se como
regulador de crescimento 10 mg L™ de ANA (&cido a-naftaleno acético) ou 0,1
mg L™ de AIA (4cido indolacético) nos meios para inducdo de embriogénese ou
organogénese, respectivamente. Sendo que, o ANA foi adicionado antes da
autoclavagem e o AlA, apos. O pH foi gustado para 5,8 e 0 meio vertido em
placas de Petri estéreis de 9 cm de didmetro e 1,2 cm de atura. As placas foram
mantidas sob as condic¢des de cultivo citadas no item 2.1.

Na inducdo de embriogénese somatica, apds 30 dias de cultivo, foram
avaliados: 0 peso da matéria fresca; a consisténcia, a cor e a intensidade do
calgjamento; o nimero total de embrides, o nimero de primordios radiculares; e a
ocorréncia de necrose ou e hiperhidricidade. Para a organogénese, foram

observados aos 30 dias. 0 peso da matéria fresca; a coloracdo, a intensidade e a
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consisténcia do calggamento; o nimero de ramos, de gemas e de raizes, e a
ocorréncia de hiperhidricidade.

2.3. Concentracao de sais M S no alongamento dos apices caulinar es

As sementes foram desinfestadas como descrito no item 2.1. Em seguida,
foram inoculadas em meio composto de sais MS, com a metade da concentracéo
(metade da forga), acrescido de vitaminas Bs (GAMBORG et al., 1968), 100 mg
L de inositol, 2% de sacarose e solidificado com 2,8 g L™ de Phytagel® (Sigma).
O pH foi gustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e a 1 atm, durante 20
minutos. As culturas foram mantidas sob as condigdes descritas no item 2.1.

Os apices caulinares (~10-15mm), provenientes de plantulas com
aproximadamente 15 dias foram inoculados em meio de cultivo composto de sais
MS, vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol, 2% de sacarose, 6,5 g L™ de Agar®
(Merck). A concentracdo de meio MS variou entre os tratamentos (25, 50, 75 e
100%).

2.4. Testede impureza e difusio de sais dos agentes gelificantes

O teor de impurezas de cada agente gelificante em relacéo ao teor de cloro

foi avaliado pelos testes com AgNO; e de difusdo utilizando-se AgNO; e K,
ambos descritos por SCHOLTEN e PIERIK (1998b).

2.5. Teores dos macro e micronutrientes nas plantulas e nos diferentes
agentes gelificantes
As plantulas crescidas em meio MS metade da forca e forca completa

solidificado com Agar, Agargel ou Phytagel foram seccionadas na base.

Posteriormente, as partes éreas destas plantulas foram mantidas em estufa a 60°C
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por cerca de 48 h. Apds as plantulas estarem completamente secas estas foram
maceradas no cadinho com auxilio de pistilo, cerca de 1 g foi utilizado para a
determinacdo do teor de macro e micronutrientes.

Para estar o teor de impureza em relagdo a concentragdo dos demais
compostos, os agentes gelificantes, Agar, Agargel e Phytagel também foram
utilizados na andlise mineral. Para a andlise, foram utilizados cinco frascos de
cada tratamento, sendo que cada um continha dez pléantulas.

As andlises foram realizadas pelo Laboratdrio de Andlise Foliar do

Departamento de Solos, da Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG.

2.6. Delineamento experimental

Todos o0s experimentos foram repetidos e seguiram o delineamento
inteiramente casualizados (DIC). Os dados foram submetidos a andlise de
variancia (ANOVA) e, para a comparacdo entre as médias dos tratamentos foi
realizado o teste de Tukey a 5% de significancia para todos os experimentos.
Todas as andlises foram realizadas com o auxilio do programa GENES versdo
Windows/2004.2.1, desenvolvido por CRUZ (2001).
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RESULTADOS

3.1. Influéncia da concentracdo de sais MS e de agentes gelificantes na

morfogénese in vitro

As plantulas crescidas em meio MS meia for¢ca ou forga completa,
solidificado com Agar, Agargel ou Phytagel, foram avaliadas e observou-se o
desenvolvimento de epicdtilo e de folhas nas plantulas crescidas em meio MS
forca completa, 0 que ndo ocorreu no meio contendo metade da concentracdo de
sais (Figural).

N&o se observou diferenca significativa nos diversos tratamentos quando
analisada a caracteristica germinacéo das sementes, pelo teste de médias (Figura
2). Entretanto, observou-se que as médias do numero de plantulas (NP) e o
comprimento do cotilédone (CCot) obtidas em Phytagel, tanto na metade quanto
forca completade MS, foram maiores que os demais tratamentos. Todavia, para as
mesmas caracteristicas, os menores valores e valores intermediérios foram obtidos
para plantulas desenvolvidas em Agar e em Agargel, respectivamente. Quando se
compara os resultados para cada agente gelificante, observa-se tendéncia das
plantulas mantidas em forcatotal apresentarem val ores maiores comparativamente

as crescidas em metade da forca do meio MS (Figura 2).
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Figura 1. Efeito dos agentes gelificantes na germinacdo de sementes de berinjela
(Solanum melongena L. ‘Embu’). A: Plantulas com 20 dias
desenvolvidas em Agar (1), Agargel (1) e Phytagel (111) em meio MS
metade da forca. B: Plantulas desenvolvidas em Agar (1), Agargel (1) e
Phytagel (111) em meio MS forca completa. Barra— 1 cm.

As plantulas provenientes dos diferentes tratamentos foram utilizadas
como fontes de explantes para a inducéo de embriogénese somaética (cotilédones)
e de organogénese (hipocdtilos). Para as caracteristicas qualitativas, observou-se
gque ndo houve diferenca entre os tratamentos, sendo que a intensidade de
calgamento foi mediana e a maioria dos calos fridveis, nesses, os embrides
diferenciavam-se tanto no interior quanto na superficie do calo e pouca oxidagéo e
necrose foram observadas (dados ndo apresentados).

Os explantes obtidos de plantulas crescidas em meio MS, em sua metade
daforca, solidificado com Phytagel, apresentaram o peso da matéria fresca (PMF)
estatisticamente inferior ao tratamento MS forga completa. Além disso, o nUmero
de embrides (NE) obtido no meio MS forca completa solidificado com Agargel
foi inferior estatisticamente do tratamento MS meia forga. N&o foram observadas

diferencas nas respostas rizogénicas (Figura 3).
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Figura 2. Efeito dos agentes gelificantes e concentragdo de sais MS na germinacéo de
sementes de berinjela (Solanum melongena L. ‘Embu’). Médias provenientes
de 3 experimentos conduzidos independentemente. As barras verticaisindicam
os erros padrfes da média.

%SgNG — percentagem de sementes hdo germinadas;
%SgG — percentagem de sementes germinadas;
0,5—meio MS metade daforca (MS %),

1,0 - meio MSforcatotal.
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Figura 3. Efeito dos agentes gelificantes e da concentraco de sais MS na obtencéo de
pléantulas utilizadas como fonte de explantes na inducdo de embriogénese
somética in vitro em Solanum melongena L. ‘Embu’. As barras verticais
indicam os erros padrdes da média.

0,5— meio MS metade daforca (MS %2);
1,0— meio MSforcatotal (MS).



Independente da concentracdo do meio, observa-se que 0s explantes
obtidos de plantulas crescidas em Agar apresentaram baixa formagéo de calo, de
ramos, de gemas e de raizes. Nos demais tratamentos, solidificados com Agargel
ou Phytagel, visualiza-se alto calegjamento e formac&o de ramos e de raizes (Figura
4).

Os explantes retirados de plantulas crescidas em MS metade da forga,
solidificado com Phytagel, apresentaram maior numero de regenerantes
hiperhidricos apesar de, em geral, ter sido baixo o nimero em todos os
tratamentos (Figura 4).

Observou-se no meio MS metade da forca e solidificado com Agargel,
ramos menores e amarelados. Ja em relacéo a formacéo de raizes, foi baixa nos
explantes provenientes de plantulas crescidas em M S forca completa solidificado
com Phytagel (Figura4).

Observou-se diferenca visual nos tratamentos (Figura 5), porém estas néo
foram confirmadas estatisticamente. A exemplo, intensidades de calgamento
baixa, mediana e alta foram observadas em todos os tratamentos e distribuidas de
maneira semelhante entre esses. Em todos os tratamentos a consisténcia dos calos
foi cerca de 60% friavel e o restante compacto. Além disso, baixa freqliéncia de
oxidagdo e de hiperhidricidade nos explantes foi observada em todos os
tratamentos.

Apices caulinares foram cultivados em meio MS contendo 25%, 50%,
75% ou 100% dos sais MS. Durante a avaliagdo das plantulas obtidas a partir
desses apices caulinares, realizada aos 30 dias, observou-se plantulas maiores e
mais vigorosas no meio contendo 50% dos sais MS. Naguelas desenvolvidas em
meio com 75% da concentragdo de sais MS, pode-se observar calgamento na
base, epinastia e senescéncia, sendo que estas caracteristicas apresentaram-se mais
acentuadas em plantas crescidas em meio contendo 100% de sais M S (Figura 6).
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Figura 4. Respostas morfogénicas em segmentos de hipocotilos de Solanum melongena L. ‘Embu’. A, B e C: meio MS¥z2forca. D, EeF:
meio MS forga completa. A e D: meio MS solidificado com Agar. B e E: meio M S solidificado com Agargel. C e F: meio MS
solidificado com Phytagel. Barra= 1 cm.
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Figura 5. Efeito dos agentes gelificantes e da concentracéo de sais MS na obtencéo de
pléntulas de Solanum melongena L. ‘Embu’ utilizadas como fonte de explantes
na inducdo de organogénese in vitro. As barras verticais indicam os erros
padrdes da média.

0,5— meio MS metade daforca (MS %2);
1,0 - meio MSforcatotal (MS).
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Figura 6. Desenvolvimento de 4pices caulinares de Solanum melongena L.
‘Embuw’ mantidos por 30 dias em meio solidificado com Agar,
contendo vérias concentracles de sais MS. A — 25%; B — 50%; C —
75%; e D — 100% de saisMS. Barra= 1 cm.



3.2. Influéncia dos teores de macro e micro-elementos encontrados nas

plantulas e agentes gelificantes

Foram quantificados os teores de macro e micronutrientes, a partir da
analise da parte aérea das plantulas com 45 dias crescidas em meio MS metade da
forca e forca completa solidificado com Agar, Agargel ou Phytagel. Os dados
obtidos, quando comparados aos de uma tabela-referéncia, indicaram deficiéncias
de potassio, calcio, magnésio e cobre em todos os tratamentos (Tabelas 4 € 5). O
mesmo ocorreu com o fosforo e o nitrogénio nas plantulas mantidas em meio MS
metade da forca, solidificado com Phytagel. O unico teor considerado alto foi o de
mangands, em MS forca completa solidificado com Agar. O restante dos
tratamentos apresentou teores considerados adequados. Todavia, ndo foi possivel
comparar o enxofre umavez que atabela utilizada como referéncia (JONES JR. et
al., 1991) ndo descreve a concentracdo desse composto para berinjela (Tabela b).

Ao se comparar a concentracdo dos elementos quimicos nas plantas,
observou-se que no meio solidificado com Phytagel, as plantulas crescidasem MS
meia forga apresentaram metade da concentragdo para a maioria dos elementos.
Porém, para Agargel e Agar, em geral, os teores dos nutrientes apesar de terem
apresentado valores proximos, 0S menores teores estavam no meio contendo a
metade da forca (Tabela 4).
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Tabela 4. Teores de macro e micronutrientes observados em pléantulas com 45
dias de Solanum melongena L. ‘Embu’ germinadas em meio MS
metade da forca e forca completa e solidificados com Agar (Merck),
Agargel (Sigma) e Phytagel® (Sigma).

Phytagel Agar gel Agar
(] (1] [ [1] [¥2] (1]
N 2,736 4,189 3,122 5,432 3,524 3,586
P 0,213 0,458 0,433 0,516 0,421 0,445
K 2 1,974 2,620 2,289 1,949 2,022 2,075
Ca R 0,219 0,304 0,340 0,445 0,327 0,433
Mg © 0,095 0,129 0,124 0,160 0,118 0,188
S 0,094 0,146 0,172 0,183 0,146 0,177
Zn 29,8 40,4 414 66,0 42,2 78,8
Fe o 81,6 64,0 60,8 56,0 52,8 67,5
Mn é 571 109,4 105,6 1714 121,4 258,6
Cu E& 2,0 1,7 2,8 2,7 1,7 2,7
B 25,1 39,5 35,3 40,9 35,3 46,9

Tabela 5. Classificagdo dos teores de macro e micronutrientes observados em 12
folhas totalmente expandidas de Solanum melongena L.

Elemento Baixo Adequado Alto
%

N 3,50-3,99 4,0-6,0 >6,0

P 0,25-0,29 0,3-1,2 >1,2

K 3,00-3,49 3,5-5,0 >5,0

Ca 0,80-0,99 1,0-25 >2,5

Mg 0,25-0,29 0,3-1,0 >1,0
ppm

B 20-24 25-75 >75

Cu 5-7 8-60 >60

Fe 40-49 50-300 >300

Mn 35-39 40-250 >250

Zn 18-19 20-250 >250

Segundo JONES JR. et al. (1991).
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Para verificar possiveis influéncias de impurezas presentes nos agentes
gelificantes, foi utilizado o teste de pureza dos agentes gelificantes com solugéo
de AgNO:s. Esta solugéo foi aplicada diretamente sobre os géis formados com os
diferentes agentes gelificantes (Figura 7). Notou-se a formacéo de um halo na
regi&o da gota e que com uma a duas horas este foi tornando-se escurecido, devido
ao desenvolvimento de um precipitado de AgCl. A intensidade da coloragéo e o
diametro do halo informam os teores de impurezas do agente gelificante. Pode-se
observar que o hao formado no Agar foi o mais escuro, seguido daquele
produzido no Agargel; o halo formado no Phytagel foi quase imperceptivel
(Figura7).

Adicionalmente, procedeu-se a andlise quimica para determinacéo dos
teores dos elementos nos agentes gelificantes (Tabela 6). Foi observado que parao
zinco, os valores encontrados foram menores no Phytagel, intermedidrio no
Agargel e maiores no Agar. Ao contrério, os niveis mais elevados de nitrogénio, o
potassio, o calcio, 0 magnésio e o manganés foram detectados no Phytagel,
intermediarios no Agargel, e menores no Agar. Para o cobre, as concentragdes nio
diferiram entre os agentes gelifciantes. Para o fosforo observou-se sua maior
concentracao no Agar, seguida pelo Phytagel e Agargel. Para enxofre, ferro e boro
detectaram-se as maiores concentragdes em Agargel, intermediarias em Agar e
menores em Phytagel (Tabela 6).

A partir do teste de difusdo, ndo se pode comparar os agentes gelificantes,
uma vez que a presenca de altas concentracfes de cloro desencadeia uma reacéo
quimica que resulta naformacéo de um precipitado de AgCl. Todavia, procedidaa
lavagem do Agar e Agargel por trés vezes, observou-se reducdo nos niveis de
cloro em ambos agentes gelificantes (Figura 7; compare B e D, e C e E), mediante
a visualizagio de discreta difusdo no Agar (Figura 8D). Porém, o mesmo n3o
ocorreu no Agargel, sendo que o teor de cloro, mesmo apos as lavagens, ainda

impediu a difusdo do AgNO3 no meio (Figura 8E).
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Figura 7. Determinagdo do teor de impureza dos agentes gelificantes a partir da formagdo de um precipitado marrom de AgCl apos
incubagdo dos géis com AgNOs. As placas representam A= Phytagel; B = Agar; C = Agargel; D = Agar lavado; E = Agargel
lavado. Barra=1 cm.
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Tabela 6. Teores de impurezas (macro e micronutrientes) observadas nos
diferentes agentes gelificantes, Agar, Agargel e Phytagel.

Agar Agar gel Phytagel
N 0,139 0,201 0,263
P o 0,135 0,021 0,037
K 2 0,015 0,588 1,082
Ca @ 0,012 0,153 0,216
Mg © 0,001 0,059 0,095
S 0,306 0,555 0,017
Zn 14,900 4,800 0,900
Fe o 18,900 37,700 12,400
Mn é 0,000 2,700 3,200
Cu € 0,000 0,000 0,000
B 27,500 93,300 6,400
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Figura 8. Teste de difusdo no agente gelificante de AgNO; e K, descrito por SCHOLTEN e PIERIK (1998a). A= Phytagel; B = Agar;
C =Agargd; D = Agar lavado; E = Agargdl lavado. Barra=1 cm.



DiscussAo

O sucesso do cultivo in vitro do materia vegetal € influenciado pelo
tamanho, idade, maneira pela qual o tecido € cultivado e as condicdes fisiol6gicas
da planta doadora (GEORGE, 1003). Para sobrepor estes problemas, melhoria nas
técnicas de morfogénese sdo0 necess&rias para assegurar plantulas normais
fisiologicamente, com melhor crescimento e para otimizar a sobrevivéncia no
estégio ex vitro (ZOBAYED et al., 2001).

A escolha do agente gelificante € também muito importante para a
regeneracdo de plantas fisiologicamente superiores in vitro (DEBERGH, 1983). O
meio deve ser firme o suficiente para suportar o explante, mas se for rigido demais
pode impedir um contato adequado do explante com 0 meio e a absorgdo de
nutrientes (BERRIOS et al., 1999).

Sabendo-se destas condicOes, testou-se o0 efeito de diferentes agentes
gelificantes na germinagdo das sementes e na inducdo de organogénese e
embriogénese somética de explantes provenientes destas plantulas. Em relacéo a
germinagdo, foram observadas respostas diferenciadas no nimero de pléntulas e
comprimento do cotilédone em funcdo do agente gelificante. O numero de
plantulas obtidas no meio contendo Phytagel foi maior que os demais e os
cotilédones foram maiores em relacdo ao comprimento. Porém, com estes
resultados néo foi possivel correlacionar com o nimero de embrides formados,
pois tanto o Phytagel quanto o Agar, em relacéio a embriogénese, foram superiores
ao Agargel quando a concentracéo de sais foi 100%.

Varios autores descreveram a influéncia da concentracéo (STOLTZ, 1971,
TSUKAHARA e HIROSAWA, 1992; SAITO e NISHIMURA, 1994;
KLIMASZEWSKA et al., 2000), tipo (SAITO e NISHIMURA, 1994;
KLIMASZEWSKA et al., 2000) e marca comercia (KLIMASZEWSKA et al.,

2000) do agente gelificante na embriogénese somatica.
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KLIMASZEWSKA et al. (2000) observaram que 0 nimero de embrides
somaticos maduros aumentou com 0 acréscimo da concentracdo do agente
gelificante. Também, sugeriram que o efeito primario dos agentes gelificantes na
maturacdo dos embrides somaticos € mediado pela restricdo da disponibilidade da
&gua no meio de cultivo no inicio e durante o periodo de cultivo.

A concentragdo de Gelrite também influenciou a formacdo de embribes
somaticos normais, sendo que a concentracdo mais eficiente foi 1%. Em
concentragcBes menores e em meio de cultivo liquido, os autores encontraram
embrides pequenos e vitrificados e estes, em geral, ndo germinaram normal mente
e desenvolveram calos (SAITO e NISHIMURA, 1994).

N&o houve diferenca em relacéo ainducéo de organogénese, resultado esse
gue contrasta com o de diversos autores. Dentre esses, os trabalhos de BERRIOS
et al. (1999), que observaram diferenca significante entre gendtipos e agentes
gelificantes sobre a organogénese de Helianthus annuus L., e de SCHOLTEN e
PIERIK (1998a), os quais demonstraram que a marca do Agar teve efeito evidente
no peso total e comprimento das raizes adventicias das plantulas de rosa Motrea.

A auséncia de sacarose, 0 tipo de agentes gelificante e um numero
intermedi&rio de trocas gasosas sd0 caracteristicas que aumentaram o crescimento
e desenvolvimento de plantulas de Coffea arabusta propagadas in vitro
(NGUYEN et al., 1999). Além disso, estes autores relacionaram a formacéo de
calo na base dos brotos com 0 aumento da concentragcdo da combinagéo de
sacarose e Agar no meio de cultivo.

A influéncia citada acima é contraste com os resultados obtidos neste
trabalho. Isso provavelmente se deve ao fato de que os diversos autores
inocularam 0 explante sobre o meio contendo diferentes agentes gelificantes em
vérias concentracOes e verificaram o efeito na morfogénese. Porém, neste trabalho
foi analisada a acdo do agente gelificante na obtencéo de plantulas que seréo
utilizadas como fonte de explante e, ndo se observou efeito na inducdo de
embriogénese e organogénese.

WILLIAMS (1993) cita que altas concentragdes de sais no meio de cultivo
tém efeitos inibitdrios durante o crescimento das plantulasin vitro e o teor de sais

encontrado no meio M S é alto. Deste modo, 75 % e 100 % de sais tiveram efeito
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deletério no crescimento de apices caulinares de berinjela, devido provavelmente
a um efeito inibitorio. O melhor tratamento observado foi quando adicionou-se
metade da concentracdo dos sais no meio de cultivo.

O que esta de acordo com CALDAS e CALDAS (1976). Estes autores
observaram a concentragdo de nitrato em plantas de rosa ‘Paul’s Scarlet’. A
concentracdo de 46,4 mM de nitrato foi 6tima para 0 aumento na massa fresca.
Porém os autores observaram inibicdo a 100 mM e perda de peso fresco a 215
mM . J& as concentracdes menores que 46,4 mM de nitrato foram limitantes para o
crescimento sob estas condigoes.

Durante o crescimento, 0s organismos Vvivos absorvem el ementos quimicos
do ambiente nas proporgcdes que ocorrem nos seus tecidos. Em microrganismos,
plantas, assm como em cultura de células e tecidos, os elementos séo absorvidos
como pequenas moléculas ou como ions livres, afetando potencialmente a
composic¢ao idnica do seu meio. Deve-se evitar estas alteragdes na composi¢ao do
meio. Desta maneira, os elementos no meio de cultura devem estar disponiveis em
proporcdes ditas como suficientes (SPAARGAREN, 1996).

Ha boas evidéncias do envolvimento da concentracdo de gradientes e da
difusdo na absorcdo de minerais pelas plantas in vitro. A concentragdo de
elementos nos tecidos é freglentemente proporcional a concentragcéo inicial
fornecida pelo meio (WILLIAMS, 1993).

Dessa maneira avaliou-se os teores de macro e micro-elementos em
plantul as crescidas no meio de cultivo contendo sais MS metade da forca e forga
completa, solidificado com Agar, Agargel ou Phytagel, objetivando determinar a
diferenca de absorcdo dos nutrientes nas plantulas obtidas. E observou-se que
todos os vaores de macronutrientes foram menores, em todos os tratamentos
avaliados.

MONTEIRO et al. (2000) utilizaram-se da andlise mineral para comparar
0S requerimentos de macro e micronutrientes e, a partir dessa andlise, os autores
definiram um meio (MSM) com vérias modificagbes nos teores de el ementos
quimicos do meio basico MS. Em seguida, foram andisadas a concentragdo
desses elementos nas folhas de plantulas crescidas nos meios MS e MSM. Porém,

ao se comparar com os resultados obtidos no presente trabalho, observa-se que o
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teor de boro (MSM) obtido por MONTEIRO et al. (2000) foi menor, enquanto
que os valores de ferro (MS), manganés e zinco em ambos meios foram
intermediéarios.

Quando os teores de macro e micronutrientes foram comparados com
plantas de berinjela (JONES JR. et al., 1991), os valores obtidos para
macronutrientes, em geral, foram baixos. 1sso pode ser devido ao tempo esperado
para obter plantulas com tamanho suficiente para a andlise dos elementos, cerca
de 45 dias, 0 que levou a plantas a apresentarem caracteristicas de deficiéncia, por
excesso de tempo no qual foram mantidas no mesmo meio de cultivo. Porém, o
mesmo N&o se observa para 0s micronutrientes.

Outro problema acerca do tipo de agente gelificante € o teor de impureza
observado nos mesmos. Encontram-se diferencas na quantidade de impurezas e na
capacidade de solidificar, dependendo do tipo de agente gelificante, marca e lote
utilizado (GEORGE, 1993; SCHOLTEN e PIERIK, 1998a; KLIMASZEWSKA et
al., 2000).

Em um meio bem definido que sdo utilizados para cultivo in vitro, os
agentes gelificantes sdo as maiores fontes de variagdo ndo conhecida
(SCHOLTEN e PIERIK, 1998b). Em varios estudos, diferencas nas respostas das
culturas a marcas ou tipos de agares tém sido reportadas (DEBERGH, 1983).

Estas caracteristicas podem alterar as propriedades quimicas e fisicas de
um meio. Deste modo, objetivou-se quantificar o teor de elementos encontrados
nos diferentes agentes gelificantes.

O Phytagel e o Gelrite sdo produtos com grandes quantidades de potéssio,
sodio, cécio e magnésio, porém, sdo mais puros que o Agar (GEORGE, 1993).
Entretanto, no presente trabalho, observou-se que os teores encontrados para a
maioria dos compostos, dentre eles: nitrogénio, fosforo, potassio, calcio, magnésio
e manganés, foram maiores no Phytagel, menores no Agar e intermediérios no
Agargel, corroborados por KLIMASZEWSKA et al. (2000) e contrastantes com
GEORGE (1993).

No presente trabalho, o Unico elemento no qual o &gar apresentou maior
concentragdo foi o zinco. Enquanto o enxofre, ferro e boro foram os mais

concentrados no Agargel.
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Estas impurezas observadas nos agentes gelificantes sGo importantes, pois
influenciam as respostas dos explantes. Essa influéncia pode ser positiva,
possuindo funcéo nutricional (WILLIAMS, 1993; GEORGE, 1993), ou ainda, ser
responsavel pelas desordens no crescimento, tal como clorose e necrose
(SCHOLTEN e PIERIK, 1998a), justificando novos estudos.

Além da andlise quimica, testou-se a pureza do agente gelificante com
gotas de AgNOs. Segundo SCHOLTEN e PIERIK (1998a), com esse teste a
contaminagdo com cloro pode ser facilmente visualizada, pois 0 AgNO;3 reage
com o Cl formando um precipitado de AgCl. Sendo que a presenca de cloro
parece ser um bom marcador da qualidade e pureza do Agar, o que esta de acordo
com o observado.

Além disso, ao contrario do que foi observado por REIS et al. (2005), foi
possivel correlacionar a pureza do agente gelificante e o desempenho na
germinagdo. Essa mesma correlagdo ndo foi observada para a embriogénese
somatica e para a organogénese.

Outra observacdo quanto ao teor de impurezas foi que a lavagem dos
agentes gelificantes diminuiu a concentragcdo de cloro. Porém, o cloro ndo foi
retirado completamente do Agargel com as trés lavagens. Sugere-se que um
nimero maior de lavagens poderia levar ao resultado obtido por SCHOLTEN e
PIERIK (1998b), ou entdo, os componentes do Agargel podem ligar ao cloro
impedindo uma reducdo no seu nivel durante as lavagens.

Outra caracteristica fisica descrita por alguns autores € a taxa de difusdo,
que esta relacionada a absorcdo dos nutrientes pelo explante (WILLIAMS, 1993;
BERRIOS et al., 1999) e absorcéo de reguladores de crescimento (BERRIOS et
al., 1999). Desse modo, o agente gelificante pode modificar a disponibilidade de
substancias sollveis por meio de interacbes quimicas (BERRIOS et al., 1999).

A taxa de difusdo de ions no gel difere entre os agentes gelificantes
(SCHOLTEN e PIERIK, 1998a). Porém, devido ao ato teor de impurezas
encontrado no Agar e Agargel, ndo foi possivel determinar ataxa de difusfo. Para
determinar a taxa de difusdo, uma gota de iodeto de potassio (K1) foi introduzida
utilizando-se uma pipeta automatica dentro do meio. Este se constituiu de &gua e

macronutrientes (contendo CaNOs, a0 invés de CaCl,) solidificados com Agar,
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Agargel e Phytagel. Essa gota encontrava-se a 1,5; 2,0 e 2,5 cm de distancia de
uma gota de AgNO; Observou-se que o AgNOs; ndo difundiu devido,
provavelmente, aos teores de cloro; com a lavagem observou o inicio de difusdo
no Agar.

Conclui-se que o tipo de agentes gelificantes, a concentracdo dos sais no
meio e a interacdo entre ambos podem influenciar a germinagcdo, 0 crescimento
das plantulas, a organogénese e a embriogénese somatica. A qualidade e o grau de
pureza dos agentes gelificantes influenciam a morfogénese. Porém ndo foi
observada influéncia dos agentes gelificantes na obtencéo de plantulas que seréo
utilizadas como fonte de explante.

Desse modo sugere-se a utilizacdo de meio MS completo, pois apesar das
plantulas estarem vigorosas no meio MS contendo a metade da concentragcdo, o
desenvolvimento é mais rapido no meio MS completo. Ndo houve diferenca
guando considerada a concentragdo de sais no meio na inducéo de embriogénese
somatica, quando utilizadas essas plantulas. Porém, a utilizagcdo de Phytagel,
apesar de mais caro, € recomendada, para a obtencéo de plantulas vigorosas como
fonte de explantes na indugdo de organogénese. Assim como € sugerida a
utilizacdo de metade da concentracéo para o alongamento utilizando-se de apices
caulinares de berinjela.
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Capitulo 111

Influéncia do precursor ACC edosinibidoresAVG e STSdo etileno
na morfogénesein vitro de berinjela (Solanum melongena L .)

RESUMO

Neste trabalho avaliou-se 0 efeito do precursor ACC e dos inibidores AVG
e STS do etileno na embriogénese somatica e na organogénese de berinjela
Sementes do cultivar Embu foram desinfestadas e inoculadas em meio composto
de sais MS, vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol, 2% de sacarose, solidificado
com 6,5 g L™ de 4gar (Merck ®). Em seguida, os cotilédones ou hipocétilos
provenientes de plantulas com aproximadamente 15 dias foram inoculados em
meio M S semel hante ao descrito acima, ao qual foram acrescentados 10 mg L™ de
ANA ou 0,1 mg L™ de AIA nos meios para inducdio de embriogénese ou
organogénese, respectivamente. Foram adicionados ACC, AVG e STS, nas
concentracdes de 0, 3, 10 e 30 puM. Além disso, testou-se 0 Retain®, (15% de
AVG e 85 % de ingrediente inerte) nas mesmas concentrages. No meio contendo
10 mg L™ de ANA, observou-se pela equacio de regressio que para a caracteristica
frequéncia de embrifes, com a adicdo de ACC ao meio houve um aumento até
proximo a 20 uM seguido de uma reducdo, e com a adi¢do de AVG obteve-se um
pico em 3 uM, enquanto que na presenca de STS houve uma queda. No meio
indutor de organogénese, com 0 aumento da concentragdo do ACC e do AVG
observou-se reducdo no peso da matéria fresca e na freqliéncia de gemas, de ramos
e de primérdios radiculares. Além disso, resultou em aumento no diémetro dos
explantes. A suplementacdo de STS no meio induziu a um crescimento na
caracteristica freqiiéncia de ramos e um decréscimo nas demais caracteristicas. Ao
se comparar os resultados obtidos com AV G, observa-se que houve diminui¢ao nas

caracteristicas quando adicionado o Retain®.

Palavras-chave:  &cido  aminociclopropano -1-  carboxilico (ACC),
Aminoetoxivinilglicina (AVG), Tiosulfato de prata (STS),

Retain®, embriogénese somética e organogénese.



INTRODUCAO

Diversos fatores estdo envolvidos no controle da morfogénese in vitro,
dentre os quais, a presenca de reguladores de crescimento como as auxinas e
citocininas. O etileno € o Unico regulador encontrado na forma gasosa, que
embora ndo sgja suplementado, acumula-se facilmente nos recipientes de cultura,
juntamente com outros compostos voléteis (REIS et al., 2003). Como a sua
producdo parece ser universal nas células e tecidos de plantas intactas (TAIZ e
ZEIGER, 2004), o etileno acumula na atmosfera do frasco e pode influenciar o
crescimento e morfogénese do explante, podendo estar relacionado com vérios
fendmenos indesgaveis observados em tecidos vegetais cultivados in vitro (CHI
et al., 1991). Além disso, tecidos lesionados ndo-senescentes ou mecanicamente
perturbados aumentam temporariamente a producdo de etileno e, posteriormente,
retornam aniveis basais (TAIZ e ZEIGER, 2004).

O ¢eileno acumulado pode influenciar as diferentes respostas
morfogenéticas em tecidos vegetais cultivados in vitro. Varios estudos buscando
compreender a funcdo do etileno in vitro foram realizados em diversas espécies,
dentre estes pode-se citar: suspensdo celular de Nicotiana tabacum (PARK e LEE,
1994); crescimento e diferenciacdo de hipocétilos de Cicer arietinum
(CHANDRA et al., 1997); rizogénese em Bixa orellana (PAIVA-NETO, 2002); e
embriogénese somatica em embrifes imaturos de Carica papaya (KOEHLER,
2004). Em cada um destes estudos, o etileno estimula ou inibe o crescimento e
diferenciacéo dos explantes, dependendo da espécie considerada, microambiente
dos frascos e propriedades fisicas (MATTHIJS et al., 1995).

A cultura de tecidos e células vegetais também permite estudos utilizando
precursores e inibidores da via do etileno, suplementando o meio com ACC (&cido
1-aminociclopropano carboxilico), o precursor imediato de biossintese, ou com a

presenca de inibidores de biossintese, como o AVG (aminoetoxivinilglicina). O
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qual é considerado um potente inibidor, bloqueando a formacéo do ACC a partir
do SAM (S-adenosilmetionina). Altas concentragbes de ions cobalto afetam a
sintese de etileno, pois inibem a acdo da oxidase do ACC, impedindo a converséo
do ACC em etileno, além de produzir baixas concentraces de oxigénio,
acetilcolina e agentes quelantes. Além disso, ions prata, na forma de tiossulfato
(STS; AgS;03) e /ou nitrato (AgNQOs) controlam a acéo fisioldgica do etileno.
Altas concentracbes de dioxido de carbono podem também suprimir a acdo
fisioldgica do etileno (GEORGE, 1993).

Sabendo-se dainfluéncia do etileno no cultivo in vitro, o presente trabalho
buscou avaliar o efeito do etileno na embriogénese somética e na organogénese
em berinjela (Solanum melongena), suplementando o meio com inibidores da
biossintese (AV G e seu produto comercial Retain®) e da acgo (STS) e o precursor
(ACC) deste regulador vegetal.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencado do material vegetal e germinacao in vitro

As sementes de berinjela (Solanum melongena L.) cultivar Embu
(Horticeres®), utilizadas nos experimentos, foram obtidas no comércio local de
Vigosa, MG. Os experimentos foram realizados no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais |1, no Nucleo de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria, da
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa, MG.

As sementes foram embebidas por 72 horas em agua deionizada e estéril,
submetidas a desinfestacdo a cada 24 horas, a0 longo deste periodo. Neste
processo, foram imersas em acool 70% por 1 minuto, seguido por 20 minutos em
solucdo de hipoclorito de sbdio a 2,5 %, acrescido de 2 gotas de Tween 20 para
cada 100 mL de solucdo, e enxaguadas em agua deionizada e estéril trés vezes
seguidas (PICOLI, 2000).

Posteriormente, as sementes foram inoculadas em meio composto de sais
MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), vitaminas Bs (GAMBORG et al., 1968),
100 mg L™ de inositol e 2% de sacarose, solidificado com 6,5 g L™ de &gar
(Merck®), com o pH gjustado para 5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 1 atm
durante 20 minutos). Foi distribuido 40 mL de meio de cultivo em cada frasco de
vidro (12 cm de alturae 6 cm de largura) e cerca de 10 sementes foram inocul adas
por recipiente.

As culturas foram mantidas sob irradiancia de 37 + 4 umol m? s*
(lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especia, 20 W, Osram, Brasil), temperatura
de 26+2 °C e fotoperiodo de 16 horas.
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2.2. Inducéo de embriogénese somética e or ganogénese

Oito a dez cotilédones ou hipocétilos provenientes de plantulas com
aproximadamente 15 dias foram utilizados como fonte de explantes para
embriogénese ou organogénese, respectivamente. Os cotilédones foram
seccionados longitudinamente e inoculados em meio de cultivo com a face
abaxia voltada para o meio de cultivo. Segmentos de hipocétilo com cerca de
1 cm de comprimento foram inoculados em meio de cultivo seguindo a orientagdo
base-apice.

O meio composto de sais MS, vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol, 2% de
sacarose, 6,5 g L™ de &gar (Merck® KgaA, Germany) foi utilizado. Acrescentou-
se como regulador de crescimento 10 mg L™ de ANA (&cido a-naftaleno acético)
ou 0,1 mg L™ de AIA (&cido indolil-3-acético) nos meios para inducdo de
embriogénese ou organogénese, respectivamente. O ANA foi adicionado antes da
autoclavagem e o AlA, apos. O pH foi gustado para 5,8 e 0 meio vertido em
placas de Petri estéreis de 9 cm de didmetro e 1,2 cm de altura. As placas foram

mantidas sob as condic¢des de cultivo citadas no item 2.1.

2.2.1. Inducéo de embriogénese somatica e organogénese em presenca de
inibidoresdeetileno (AVG e STS) edo precursor ACC

Para avaliar o efeito do precursor ACC e dos inibidores AVG e STS, estes
foram adicionados a0 meio indutor, descrito no item 2.2, aliquotas de solugdes-
estoque filtro-estéreis, correspondentes as concentragtes de 0, 3, 10 ou 30 uM de
ACC (&cido aminociclopropano -1- carboxilico), AVG (Aminoetoxivinilglicing)
ou STS (Tiosulfato de prata), apos autoclavagem. As solucdes de ACC e AVG
foram filtro-esterilizadas em membrana com poros de 0,22 um e 2,5 cm de
diametro (Millex-GS®, Millipore, EUA). O STS foi preparado segundo a
metodol ogia descrita por REID et al. (1980).
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2.2.2. Retain® na embriogénese somatica e or ganogénese

Para avdiar o efeito do Retain® (Valent BioSciences, llinois, EUA) na
morfogénese, cotilédones ou hipocétilos foram inoculados em meio indutor de
embriogénese ou organogénese, respectivamente, como descrito no item 2.2. Ao
meio foi acrescentado Retain®, que contém 15% de AVG e 85 % de ingrediente
inerte, sendo que a concentragdo final obtida no meio foi 0, 3, 10 ou 30 uM de
AVG. O produto comercia foi gentilmente cedido pelo Sr. Luiz Fernando Mréz
da empresa Sumitomo Corporation do Brasil.

2.3. Critérios de avaliacdo e andlise estatistica

Apobs 30 dias, foram avaliados 0 peso da matéria fresca, a consisténcia, a
cor e a intensidade do calggamento, o niUmero de embrifes totais, 0 nimero de
primérdios radiculares e a presenca de necrose e de hiperhidricidade sob
condi¢des de inducéo de embriogénese somatica. Para condic¢des de inducdo de
organogénese, foram observados aos 30 dias. 0 peso da matéria fresca, a
coloracdo, a intensidade e a consisténcia do calejamento, o nimero de ramos, de
gemas e de raizes e se estes estavam hiperhidricos.

Os experimentos foram repetidos e seguiram o delineamento inteiramente
casualizados (DIC). Os dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA),
e para a comparagdo entre as médias dos tratamentos foi realizado o teste de
Tukey a 5% de significancia para todos 0s experimentos, exceto 0s experimentos
utilizando-se ACC, AVG e STS, no qua foi realizada uma ANOREG (andlise de
variancia daregressdo) e apos foi determinado o F e 0 R,. Todas as analises foram
realizadas com o auxilio do programa GENES versdo Windows/2004.2.1,
desenvolvido por CRUZ (2001).
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RESULTADOS

3.1. Efeito dos inibidores AVG e STS e do precursor ACC de etileno na

embriogénese somatica e or ganogénese

A adicéo do precursor ACC e dos inibidores da biossintese, AV G, e da acéo,
STS, ndo inibiu a aquisicdo de competéncia embriogénica em cotilédones de S
melongena. Observou-se que em relagdo ao controle, a adicdo de 3 e 10 uM de
ACC a0 meio de indugdo aumentou a freqiiéncia de embrides (Figura 1B) e de
primérdios radiculares (Figura 1C), porém peguena reducdo foi observada com a
adicéo de 30 uM. Para a caracteristica peso da matéria fresca observou-se que o
aumento da concentragéo de ACC ndo modifica a resposta do explante (Figura 1A).

A adicdo de AVG ap meio contendo 10 mg L™ de ANA levou ao aumento
no nimero de primordios radiculares (Figura 1F). Porém, a freqiiéncia de embrides
elevou com a adicdo de 3 uM de AV G e reduziu com o aumento da concentragdo
(Figura 1E). Ja para a caracteristica peso da matéria fresca, houve uma reducéo com
0 aumento da concentragdo do AVG (Figura 1 D).

A presenca de STS no meio reduziu a freguiéncia de embrides e 0 peso da
matéria fresca (Figura G e H). Contudo, a adicdo de 3 e 10 uM de STS aumentou a
freqiéncia de primordios radiculares e reduziu drasticamente com a adicéo de 30
uM (Figurall).
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Figura 1. Efeitos do precursor ACC e dosinibidores AVG e STS sobre aindugéo de embriogénese somética em cotilédones de Solanum melongena L. A, D
e G — Peso damatériafresca; B, E e H — Freqliéncia de embrides; C, F el — Fregliéncia de primérdios radiculares. A, B e C — respostas observadas
no meio indutor contendo ACC; D, E e F— respostas observadas no meio contendo AVG,; G, H el - respostas observadas no meio contendo STS.
Gréfico apresentando os val ores médios, erro padréo da média e a reta da equacao de regressdo. As barras verticais indicam os erros padroes da
média.
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No meio contendo 0,1 mg L™ de AlA, a incorporacdo de ACC ao meio,
reduziu 0 nimero e tamanho dos brotos observados, porém aumentou a
intensidade do calgamento (Figura 2 E-G), assim como diminuiu o0 peso da
matéria fresca (Figura 4A) e a fregiéncia de gemas (Figura 3B), primordios
radiculares (Figura 3C) e de ramos (Figura 3A), porém o ultimo o aumento
ocorreu a partir de 10 uM, além disso, resultou em um aumento no didmetro dos
explantes (Figura 4B).

Com o aumento da concentragdo de AV G, observou-se uma coloracéo
amarelada nos brotos, sendo que ndo houve formacdo de brotos com 30 uM
(Figura2B-D).

Exceto para o diametro dos explantes, o aumento da concentracéo de AVG
reduziu todas as demais caracteristicas analisadas. Para o didmetro dos explantes,
houve aumento do didmetro com adicéo de 3 e 10 uM de AVG e uma queda
dréstica com a suplementacdo de 30 uM de AV G (Figura 3 D-F; Figura4 C-D).

A suplementacdo de STS no meio induziu incremento na frequéncia de
ramos, e decréscimos em todas as outras caracteristicas, porém encontrou-se um
valor baixo de R, para frequiéncia de primordios radiculares, diametro do explante
e peso da matéria fresca, ndo permitindo a adequacéo de uma equacdo da reta
(Figura 3 G-I; Figura 4 E-F). Enquanto que, visualmente, com a adicdo de STS
observou-se que o tamanho e o nimero de brotos aumentaram, assm como a
coloragdo que ficou mais esverdeada. Em compensagdo a intensidade de

calgiamento diminuiu (Figura 2 H-J).
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Figura 2. Efeitos do precursor ACC e dos inibidores AV G e STS sobre ainduc&o de organogénese em hipocétilos de Solanum melongena
L. ‘Embu’ ap6s 30 dias de cultivo. A — tratamento controle; B — 3 uM de AVG; C-10 uM de AVG; D - 30 uM de AVG; E- 3
uM de ACC; F—10 uM de ACC; G-30 uM de ACC; H -3 uM de STS; | — 10 uM de STS; J— 30 uM de STS. Barras— 1 cm.
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Figura 3. Efeitos do precursor ACC e dos inibidores AVG e STS sobre ainduc&o de organogénese em hipocatilos de Solanum melongena

L. A, D e G- Frequénciade Ramos; B, E e H — Frequénciade gemas; C, F el — Freqiénciade primordios radiculares. A, BeC
— respostas observadas no meio indutor contendo ACC; D, E e F — respostas observadas no meio contendo AVG; G, Hel -
respostas observadas no meio contendo STS. Gréfico apresentando os valores médios, erro padréo da média e a reta da equacéo
de regressdo. As barras verticais indicam os erros padrées da média.
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Figura 4. Efeitos do precursor ACC e dos inibidores AV G e STS sobre ainduc&o de organogénese em hipocatilos de Solanum melongena
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3.2. Efeito do Retain® na embriogénese somética e or ganogénese

Exceto para o nimero de primérdios radiculares em meio contendo
0,1 mg L™ de AIA, as demais caracteristicas avaliadas nos meios indutores de
embriogénese - MS e 10 mg L™ de ANA (Tabela 1) e de organogénese - MS 0,1
mg L™ de AIA (Tabela 2) apresentaram modificagdes morfol dgicas significativas
mediante a adicdo do Retain®. Com 0 aumento da concentracdo de Retain®
observou-se concomitante diminuicdo da intensidade de calgamento dos
explantes (Figura5).

No meio indutor de embriogénese soméatica observou-se queda na massa
fresca dos explantes com o aumento da concentracgo de Retain® (Figura 6A). A
frequiéncia de embrides manteve-se com o acréscimo de 3 uM de Retain®, porém
apresentou reducbes significativas com a elevacdo das concentracdes desse
produto (Figura 6B). Todavia para a freqiéncia de primordios radiculares,
observou-se maior inducdo em 10 uM de Retain®, porém 3 e 30 puM foram

significativamente superiores ao tratamento controle (Figura 6C).

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas observadas no meio
de inducdo de embriogénese somatica em Solanum melongena L.

‘Embu’.
Fontes de Variagéo GL QM
PMF NE NPR
Concentracéo de Retain® 3 0,53* 13070,73* 208,95*
Residuo 16 0,01 1075,90 7,46
Coeficiente de Variagdo (%) 19,39 54,99 32,52

* Significativo a p < 0,05 pelo teste F. PMF = peso da matéria fresca; NE = nimero de embries;
€, NPR = ndmero de primordios radicul ares.

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas observadas no meio
de inducédo de organogénese em Solanum melongena L. ‘Embu’.

Fontes de Variagéo GL QM

PF NR NG NPR DIAM
Concentracdo de Retai n® 3 0,13* 6,98* 55,02* 3,29ns 2,54*
Residuo 16 0,01 0,20 5,16 0,76 0,25
Coeficiente de Variagdo (%) 74,37 32,15 42,92 104,56 20,19

* Significativo ap < 0,05 pelo teste F. PMF = peso da matéria fresca; NR = nimero de ramos; NG
= ndmero de gemas; NPR = nimero de primdrdios radiculares; DIAM = diametro do explante.
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Figura 5. Efeito do Retain® sobre a inducdo de organogénese (A-D) ou embriogénese somética (E-H) em hipocétilos e cotilédones,
respectivamente, de Solanum melongena L. ‘Embu’. A e E — tratamento controle; B e F— 3 uM de AVG; Ce G - 10 uM de
AVG; DeH-30uM de AVG. Barra=1cm.
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Figura 6. Efeito do Retain® sobre a inducdo de embriogénese somética em
cotilédones de Solanum melongena L. A — peso da matéria fresca; B —
FregUéncia de embribes somaticos, C — Frequéncia de primordios
radiculares. As barras verticais indicam os erros padrdes da média.
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Ao se comparar 0s resultados obtidos com 0 AVG e o Retain® observa-se
gue em ambos houve uma queda no peso da matéria fresca e na frequiéncia de
embrides com o aumento da concentracdo, porém quando utilizado o Retain®
observa-se que esta diminuicdo € maior e estatisticamente diferente (Figura 1 D-F;
Figura 6 A e B). Em relag@o a frequéncia de primdrdios radiculares, observa-se
uma resposta semelhante, exceto quando foi adicionado 10 uM, no qual ao se
utilizar o AVG encontrou-se em média 2,1 primordios, enquanto que quando
utilizou-se Retain® obteve-se 17,0 (Figura 1F e Figura 6C).

Em meio contendo 0,1 mg L™ de AIA, a suplementacdo com Retain®
resultou em uma reducdo significativa no peso da matéria fresca, na freqiiéncia de
ramos e no diametro do explante (Figura 5A-D; Figura 7A, B e Figura 8B). Na
caracteristica freqiiéncia de primérdios ndo houve diferenca significativa, devido
principalmente a grande variacdo observada dentro dos tratamentos (Figura 8A).
O aumento da concentracdo de Retain® n&o influenciou a formacéo de gemas
quando foi acrescentado 3 e 10 uM, porém, com o acréscimo para 30 uM,
observou-se uma diminuicdo drastica (Figura 7C).

Comparando-se AVG e Retain® no meio contendo 0,1 mg L™ de AIA,
observou-se que quando adicionado Retain® houve uma queda para a
caracteristica peso fresco da matéria seca (Figura 4C e 7A), enquanto que a
freqiéncia de ramos e de primérdios radiculares foi duas vezes maior (Figura 3D,
3F, 7B e 8A). Para o diametro do explante em AVG houve um aumento com o
acréscimo da concentragéo, seguido de uma queda, enquanto em meio contendo
Retain® observou-se uma reducéo com o aumento da concentracdo (Figura 3D-F;
Figura4D; Figura 8B).
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DiscussAo

O etileno é produzido por tecidos vegetais e a producéo é temporariamente
aumentada quando eles sdo feridos, conseglientemente, ha um aumento significante
durante o isolamento dos explantes (GEORGE, 1993; INGEMARSSON e
BOLLMARK, 1997). Além disso, a concentracdo no espaco livre varia de acordo
com o tipo de crescimento, 0 peso do tecido, o volume do frasco, a maneira em que
este € selado e as condicbes de cultivo in vitro (GEORGE, 1993). O etileno que
acumula nos frascos pode regular o crescimento das plantas. Desta maneira, a
utilizacdo de inibidores e precursores da biossintese de etileno pode facilitar estudos
da acdo do etileno, assim como melhorar a resposta morfogénica dos explantes.

No presente trabalho, a adicdo de inibidores (AVG e STS) e do precursor
(ACC) da biossintese de etileno no meio de inducéo de embriogénese somética néo
afetou a aquisicdo de competéncia embriogénica, pois observa-se que em todos os
tratamentos houve formacéo de embrides somaticos. Assim como foi relatado por
KOEHLER (2004), que observou em embrides imaturos de Carica papaya L.,
cultivados em presenca de 2 mg L™ de 2,4-D, ndo apresentaram diferencas
significativas com a inclusdo no meio de 3, 10 e 30 uM de ACC em relagéo ao
controle.

Para a caracteristica peso da matéria fresca, ndo houve uma modificacéo na
resposta do explante com o aumento da concentracéo de ACC, enquanto que com o
aumento da concentragdo do AVG houve uma reducéo. O que contrasta com 0s
resultados obtidos por ADKINS et al. (1993), no qual, 5 mmol m*> de AVG e 50
mmol m3de AgNO; aumentaram o crescimento do cao de Oryza sativa L.,
enquanto que 200 mmol m™ de ACC decresceu o crescimento significativamente.

Em Carica papaya, a utilizagdo de doses crescentes de inibidores da
biossintese, AVG e STS, observou-se reducdo na formacao de calos embriogénicos
e no numero de embrides somaticos (KOEHLER, 2004). Resultado semelhante foi
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encontrado no presente trabalho, onde se verificou que aadi¢do de 3, 10 e 30 uM de
ACC a0 meio de indugdo aumentou a freqliéncia de embrides e de primordios
radiculares. A adicdo de AVG levou a um aumento no nimero de primordios
radiculares com o aumento da concentracdo. Porém, a frequéncia de embrides
elevou com a adicdo de 3 uM de AVG, e reduziu com o aumento da concentracéo.
E a presenca de STS reduziu apenas em parte a freqiiéncia de embrides e o peso da
matéria fresca. Por outro lado, a adicdo de 3 e 10 uM de STS aumentou a
fregiéncia de primoérdios radiculares e reduziu drasticamente com a adicéo de 30
uM.

CHANDRA et al. (1997) observaram resultados contrastantes, onde o
etileno estimulou a diferenciagdo de brotos em cotilédones de Cicer arietinum L,
mas em hipocotilos, o aumento de etileno inibiu o crescimento e diferenciacéo.
Considerando-se que hipocdtilo € o explante utilizado no presente trabalho para a
organogénese, os resultados estdo de acordo com o obtido por estes autores.

Em Prunus persica x P. amugdalus, o etileno a 0,1 ppm, aplicado durante as
primeiras duas semanas de cultura, aumentou o nimero e o comprimento dos brotos
produzidos in vitro (DIMASI-THERIOU e ECONOMOU, 1995). HUXTER et al.
(1979) sugeriram que h& uma correlacdo positiva entre a taxa de producdo de
etileno e crescimento, o que corrobora os dados apresentados no presente estudo.

A suplementacdo do meio com AV G levou a uma redugdo no tamanho do
calo, no aongamento dos brotos e levou a uma coloragdo amarelada dos brotos,
sendo que com 30 uM de AV G néo foi observada resposta. BIONDI et al. (1998)
obtiveram resultados semelhantes, no qual 0,5 uM de AV G inibiu a producéo de
etileno provocou um grande aumento na formacdo de meristemdides na cultura e o
aparecimento de brotos. Semelhante também ao observado por KOEHLER (2004),
que sugere que niveis maiores que 3 uM de AV G foram, possivelmente, toxicos aos
tecidos de Carica papaya.

O Retain® é um composto solivel em &gua e apresenta como ingrediente
ativo o AVG, sendo que este participa da sua composicdo em 15% e 0s outros
85% sdo descritos como ingredientes inativos (Registro quimico nacional, 2001).
O Retain® quando aplicado em frutos de Prunus salicina reduz a producgdo de

etileno (McGLASSON et al., 2005), asssim como em plantacbes de Malus
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domestica (AMARANTE et al., 2002; GRUBE e HAMILTON, 2005; JOHNSON
e COLGAN, 2003).

Estudos da sua resposta in vitro ndo foram realizados anteriormente. No
presente trabalho, quando se compara os resultados obtidos com o Retain® e com
AVG, observa-se que com 0 aumento da concentracdo de ambos houve uma
queda no peso da matéria fresca e na freqliéncia de embrides, porém quando
utilizado o Retain®, observa-se que esta diminuicdo é mais acentuada, com
diferenca estatisticamente significativa. Em relacdo a frequéncia de primérdios
radicul ares observa-se uma resposta semel hante.

Desta maneira, sugere-se a utilizacdo de Retain® in vitro, pois observou-se
uma tendéncia semelhante em ambos os tratamentos, AVG e Retain®. Porém
novos estudos sdo necess&rios a fim de se averiguar se estes ingredientes inertes
afetam arespostain vitro em outras espécies.

Desse modo, conclui-se que o etileno modifica a resposta morfogenética
obtida nos diferentes explantes e meios indutores, sendo alteracdo naresposta
possivel de acompanhar com a utilizacdo de precursor ou de inibidores de etileno.
Assim como estes compostos sdo adequados para a utilizagdo em protocolos de
cultivo in vitro.

Apesar de algumas excegdes e pequenas diferencas, pode-se prever um
padrdo na resposta morfogenética quando adicionado o precursor ou quando se
acrescenta um inibidor.

A resposta em meio suplementado com Retain® foi, em geral, menor do
que a obtida quando utilizou-se AVG, 0 que sugere uma acdo inibitéria dos
compostos inertes presente na formulagdo comercial. Porém, o baixo custo do
Retain®, relativamente ao se comparar a0 produto com pureza analitica, € um
estimulo para a utilizagdo deste na morfogénese in vitro. Para tal, sugere-se mais
estudos, pois os compostos inertes podem apresentar um efeito negativo ou um
efeito positivo, como pode ser 0 caso da inducdo de embriogénese direta em

berinjela.
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Capitulo 1V

Influéncia do tipo de vedagdo na morfogénesein vitro de
berinjela (Solanum melongena L .)

REsSumMO

Avaliou-se ainfluéncia do tipo de vedacao nas caracteristicas morfol égicas de
berinjela na inducdo de embriogénese somética, organogénese, assim como, das
caracteristicas anatdbmicas e morfoldgicas no crescimento de dpices caulinares. Para
tal, sementes do cultivar Embu foram desinfestadas e inoculadas em meio MS
acrescido de vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol e 2% de sacarose, solidificado com
6,5 gL de &gar Merck®. Para indugéo de embriogénese, cotilédones seccionados
longitudinalmente foram inoculados em meio MS, nas condigdes citadas acima,
acrescido de 10 mg L™ de NAA; para inducdo de organogénese, segmentos de
hipocétilos (~ 1 cm) foram cultivados em meio MS contendo 0,1 mg L™ de AIA. As
placas foram vedadas com Micropore® 3M (fita hipodergénica), Parafilm M
(Sigma®) e filme pléstico transparente de policloreto de vinila - PVC (Goodyear®).
Para verificar o efeito da vedacdo no crescimento de apices caulinares, estes foram
inoculados em meio M'S contendo a metade da concentrag@o dos sais e vedados com
PVC, tampa de polipropileno autoclavavel (TSF) e a mesma tampa contendo dois
filtros MilliSed® air vent de 0,22 um (TCF). Além disso, cortes histolégicos e
diafanizacdo das folhas foram realizados. Na embriogénese, observou-se que para o
peso da matéria fresca, as vedagdes do tipo PVC e Parafilm® foram estatisticamente
superiores a0 Micropore®. Para todas as caracteristicas avaliadas nos explantes
mantidos em meio MS, acrescido de 0,1 mg L™ de AIA, ndo se observou diferenca
edatigtica. Todavia, para dpices caulinares detectou-se diferenca estatistica para as
caracteristicas morfol 6gicas andisadas, a excegdo de atura de plantula. As plantulas
mantidas nos frascos vedados com TCF foram mais vigorosas e superiores em
relagdo as caracterigticas anatbmicas estudadas. Observou-se que um maior nimero
de trocas gasosas esta correlacionado com o grau de diferenciacdo dos tecidos. A
partir da andlise de preparactes de folhas diafanizadas, determinou-se que o nimero
de estbmatos e de células epidérmicas foi maior na face abaxid em todos os
tratamentos.

Palavras chave: embriogénese somatica, organogénese, alongamento, anatomia
foliar e vedacéo.

88



INTRODUCAO

Os explantes in vitro sdo mantidos em frascos pequenos e vedados, e em
geral, apresentam elevada umidade relativa, temperatura constante, baixa
densidade de fétons ativos, grande flutuacdo na concentracdo de CO,, alta
concentracdo de agucar, de sais e de reguladores de crescimento no meio e,
sobretudo, auséncia de microrganismos (AITKEN-CRISTIE et al., 1995).

Dependendo do tipo de vedacdo encontra-se, também, uma baixa troca de
ar entre o ambiente externo e interno (CHEN, 2004), levando ao acumulo de
compostos gasosos nos frascos. As modificagdes da concentragdo destes gases
afetam o crescimento e a morfogénese de muitas espécies de plantas em varios
sistemas de cultivo in vitro (MARINO e BERARDI, 2004). Além disso, 0 meio
nos frascos tem uma concentracdo adequada de égua e nutrientes de tal maneira
gue aumidade relativainterna é muito alta (CHEN, 2004).

Essas condi¢Bes proporcionam baixa taxa de transpiracdo e fotossintese,
dificuldade de absor¢cdo de &gua e nutrientes, elevada taxa de respiragdo no
periodo escuro e, conseqlentemente, baixa taxa de crescimento dos explantes
(KOZAI et al., 19974).

A taxa de absorcéo de &gua e alguns tipos de minerais (tais como célcio) se
elevam com o0 aumento da taxa de transpiragdo. Assim, uma pequena diferenca na
umidade relativa causa mudanca significante na taxa de absorcéo de agua e de
algunsions (JEONG et al., 1995; NGUYEN e KOZAI, 1998).

A elevada umidade relativa do ambiente interno dos frascos pode
influenciar caracteristicas anatbmicas (SCIUTI e MORINI, 1995), fisiolégicas e
morfoldgicas (KOZAI et al., 1997b), resultando em alta mortalidade de plantulas
apos a transferéncia para as condicoes ex vitro (NGUYEN e KOZAI, 1998).

Dentre as caracteristicas importantes em condi¢Bes de alta umidade relativa,
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CHEN (2004) observou um desenvolvimento precario da camada de cera
epicuticular e 0s estdbmatos ndo apresentaram funcionamento normal.

O desenvolvimento de cera epicuticular € uma vantagem para plantulas
durante o periodo de aclimatacdo, pois protege de dessecacdo. A reduzida
quantidade de cera epicuticular esta diretamente correlacionada com a perda
excessiva de &gua das plantulas ap6s o transplante (ZOBAYED et al., 2001a;
CHEN, 2004). Acredita-se que a baixa capacidade de absorcdo de &gua e o
sistema radicular rudimentar das plantulas mantidas em condicdes de baixa troca
gasosa sgam parcialmente responsaveis pela severa perda de agua das folhas
durante a aclimatacéo (ZOBAYED et al., 2001a).

Pode-se reduzir a umidade relativa utilizando-se de filtros permeaveis a
gases, como o0 poliuretano e polipropileno (ZOBAYED, 2000), e ventilacdo
forcada (ZOBAYED et al., 2001d). Dessa maneira, aumenta-se 0 numero de
trocas gasosas e a atmosfera interna dos frascos de cultura fica menos contrastante
daguel a encontrada no ambiente externo (GONCALVES, 2004).

Com o aumento das trocas gasosas, observa-se que o0 crescimento e taxa de
fotossintese das plantulas in vitro aumentam (NGUYEN et al., 1999), os
estoOmatos apresentam funcionamento normal (ZOBAYED et al., 2001a), assm
como o0 desenvolvimento da cuticula (JEONG et al., 1995). Logo, ha um
favorecimento do processo fotossintético das plantas in vitro, muitas vezes,
facilitando o processo de aclimatagdo (NGUYEN et al., 1999; ZOBAY ED, 2000).

No cultivo in vitro de Herreria salsaparilha, a vedagdo com tampa com
filtro facilitou a perda de agua do sistema e permitiu que a concentracdo de
oxigénio no interior dos frascos fosse semelhante a encontrada no ambiente
externo. Utilizando-se esse tipo de vedacdo, as condicbes de cultivo se
mantiveram mais proximas as condi¢des do ambiente externo, se comparadas a
outros tratamentos (GONCALVES, 2004).

LAl et al. (1998) demonstraram que o controle de gases na atmosfera
interna dos frascos, através de sistemas de ventilacdo, pode resultar em melhor
rendimento e qualidade dos brotos de Carica papaya. Esses sistemas consistem na
utilizacdo de tampas com membranas facilitadoras de trocas gasosas, impedindo o

acumul o de gases, entre estes o etileno.
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Em jojoba, a comparacdo entre propagulos crescidos em condigdes de
ventilacdo restrita e os propagulos ventilados, mostrou gue os ultimos tornam-se
menos propensos a hiperidricidade, mais lignificados e mais resistentes a perda de
dgua para o ambiente. Em adicdo, nos propagulos ventilados, os autores
observaram que a deposicdo de parede celular na superficie da folha foi maior, o
sistema vascular mais desenvolvido com incrementos na &rea foliar e massa seca
(MILLS et al., 2004).

Sob um grande nimero de trocas gasosas, observou-se o aumento na
massa fresca, no comprimento dos brotos e daraiz e na areafoliar das plantulas ex
vitro de café cultivadas fotoautotroficamente no substrato Florialite®, resultado
gue indica que o micro-ambiente dos frascos, incluindo atmosfera e rizosfera, tem
funcdes decisivas no crescimento das plantul as. Essas condicdes de cultivo podem
aumentar a absor¢do de &gua e minerais pel o transporte acropeto dos elementos do
meio, assim como o aumento de transpiragdo (NGUYEN et al., 1999).

Estudos tém revelado que fatores ambientais afetam consideravelmente o
crescimento e desenvolvimento das plantulas in vitro. Os mesmos sugerem gue o
controle do ambiente pode vir a se tornar uma técnica essencial para obter
plantulas de boa qualidade nas datas desgadas com baixos custos de producéo
(NGUYEN e KOZAI, 1998; ZOBAYED et al., 2004).

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo avaliar ainfluéncia
do tipo de vedac&o nas caracteristicas morfol 6gicas de Solanum melongena L. na
inducdo de embriogénese somética, organogénese, assim como, das caracteristicas

anatdmicas e morfol 6gicas no alongamento dein vitro.
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MATERIAL E METODOS

2.1. Obtencdo do material vegetal e germinacéo in vitro

As sementes de berinjela (Solanum melongena L.) cultivar Embu
Horticeres® utilizadas nos experimentos foram obtidas no comércio local de
Vigosa, MG.

As sementes foram embebidas por 72 horas em agua deionizada e estéril,
submetidas a desinfestagdo a cada 24 horas, aproximadamente, ao longo deste
periodo. Neste processo, foram imersas em acool 70% por 1 minuto, seguido por
20 minutos em solucdo de hipoclorito de sbdio a 2,5 % acrescido de 2 gotas de
Tween 20 para cada 100 mL de solugdo e enxaguadas em agua deionizada e
estéril trés vezes seguidas.

Em seguida, as sementes foram inoculadas em meio composto de sais MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), vitaminas Bs (GAMBORG et al., 1968), 100
mg L™ deinositol e 2% de sacarose, solidificado com 6,5 g L™ de &gar (Merck ®),
com o pH gjustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C e a 1 atm, durante 20
minutos. Foram distribuidos 40 ml de meio em cada frasco de vidro (12 cm de
altura e 6cm de largura) e cerca de 10 sementes foram inocul adas por recipiente.

As culturas foram mantidas sob irradiancia de 37 + 4 pmol m? s*
(lampadas fluorescentes, Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 26+2°C.
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2.2. Inducéo de embriogénese somética e or ganogénese

Utilizou-se para a inducéo de embriogénese somatica ou organogénese,
oito a dez cotilédones ou hipocétilos provenientes de plantulas com
aproximadamente 15 dias como fonte de explantes, respectivamente. Os
cotilédones foram seccionados longitudinalmente e inoculados em meio de cultivo
com a face abaxia voltada para o meio de cultivo. Segmentos de hipocétilo com
cerca de 1 cm de comprimento foram inoculados em meio de cultivo seguindo a
orientagdo base-apice.

O meio composto de sais MS, vitaminas Bs, 100 mg L™ de inositol, 3% de
sacarose, 6,5 g L™ de &gar foi utilizado. Acrescentou-se como regulador de
crescimento 10 mg L™ de ANA (&cido naftaleno acético) ou 0,1 mg L™ de AIA
(&cido indolil-3-acético) nos meios para inducdo de embriogénese ou
organogénese, respectivamente, sendo que, o NAA foi adicionado antes da
autoclavagem e o 1AA, apos. O pH foi gjustado para 5,8, 0 meio vertido em placas
de Petri estéreis (9 cm de didmetro e 1,2 cm de altura). As placas foram mantidas
sob as condig¢des de cultivo citadas no item 2.1.

Ap6s 30 dias, foram avaliados 0 peso da matéria fresca, a consisténcia, a
cor e a intensidade do calggamento, 0 nUmero de embrifes totais, 0 nimero de
primordios radiculares e a presenca de necrose e de hiperidricidade sob condi¢des
de inducdo de embriogénese somética. Para condicdes de inducdo de
organogénese, foram observados aos 30 dias. 0 peso da matéria fresca, a
coloragdo, a intensidade e a consisténcia do calejamento, o nimero de ramos, de

gemas e de raizes e se estes estavam hiperhidricos.

2.2.1. Tipos de vedacdo na morfogénese e multiplicacéo
Para avaliar o efeito da vedagdo na organogénese e embriogénese

somética, cotilédones ou hipocdtilos foram inoculados em meio de indugéo como
descrito no item 2.2, sendo as placas vedadas com fita hipoalergénica
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(Micropore® 3M), Parafilm M (Sigma®) e filme pléstico transparente do tipo
policloreto de vinila- PVC (Goodyear®).

Apices de plantulas germinadas in vitro foram utilizados para avdiar a
influéncia da vedacdo na multiplicagdo destas plantulas. Para tal, em cada
tratamento, dez 4pices com aproximadamente 2 cm apresentando duas folhas (que
foram retiradas durante o processo) foram colocados em meio MS contendo a
metade da concentracéo de sais em dez frascos de vidro (12 cm de aturae 6 cm
de largura) e vedados com PV C, tampa de polipropileno autoclavavel (56 mm de
didmetro interno, 3 mm de espessura e 12 mm de altura) ou a mesma tampa
contendo dois filtros de 0,22 pm de poro (MilliSeal®, Japao).

Ap6s 30 dias, as plantulas foram retiradas do frasco e as caracteristicas
peso fresco e seco, atura da plantula, digametro do caule e da folha, o
comprimento da raiz e da folha, foram determinadas. Além disso, cortes
histol égicos foram realizados. Paratal, aterceirafolha expandida e ndo senescente
contada a partir do apice caulinar foi retirada em cinco individuos diferentes para
cada um dos tratamentos. De cada folha foram extraidos pedacos de 0,6 cm? da
regido mediana.

O materia vegetal foi fixado em FAAsy por 24 horas, ap6s o qual foi
transferido para dcool etilico 50% (JOHANSEN, 1940); apés a fixagdo, o
material foi desidratado em série acodlica até 95%, embebido e incluido em
metacrilato (Historesin™, Leica). Os blocos foram cortados em micrétomo
rotativo de avango automético (Leica RM 2155-UK), com cortes de 5 um de
espessura, corados em Azul de Toluidina por 11 minutos e montadas [aminas e
laminulas com Permount.

Foram redlizadas 1000 medicOes da espessura da folha, da epiderme
superior e inferior, do parénquima palicadico e lacunoso, oriundos da observagéo
de uma amostra composta de, em média, 207 cortes e 4,9 campos por corte, para
cada tratamento. Adicionalmente, foram calculados a propor¢do do parénquima
palicédico e lacunoso em relacdo a espessuratotal dafolha.

Para avaliagdo da epiderme foliar, foi realizada diafanizacdo em cloral
hidratado, seguido de 4 lavagens em agua destilada, no qual, o material vegetal

permaneceu por 6 horas. O material foi corado com Safrablau e novamente
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lavado. Ap0s, as folhas foram desidratadas em uma séria alcodlica, acool-xilol
3:1, 1.1 e 1:3, seguido por xilol por 2 vezes. As laminas foram montadas com
Permount. Foi avaliado o nimero de estbmatos, de células epidérmicas, area das
células-guarda e indice estomatico (IE).

O indice estomético foi obtido pela equacéo: |E = __NE__ x100;
NE + NCE

onde NE representa 0 nimero de estdbmatos e NCE o nimero das demais células
epidérmicas.

2.3. Delineamento experimental

Os experimentos foram repetidos e seguiram o delineamento inteiramente
casualizado (DIC). Os dados foram submetidos & andlise de variancia (ANOVA) e
para a comparagdo entre as médias dos tratamentos foi realizado o teste de Tukey
a 5% de significancia para todos os experimentos. Todas as anadlises foram
realizadas com o auxilio do programa GENES versdo Windows/2004.2.1,
desenvolvido por CRUZ (2001).
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RESULTADOS

Considerando-se a inducéo de embriogénese, observou-se gque o tipo de
vedacdo influenciou no peso da matéria fresca (Tabela 1), sendo que as vedactes
do tipo PV C e Parafilm® foram estatisticamente superiores ao Micropore® (Figura
1). As placas vedadas com Micropore”® apresentaram uma freqiiéncia de

embrifes somaticos menor, assim como, 0 peso da matéria fresca.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas observadas no meio de
inducdo de embriogénese somética em Solanum melongena L. ‘Embur’.

Fontesde Variacdo GL QM

PMF NE NPR
Tiposde Vedacao 2 0,3142* 271,0421 5,5783
Residuo 24 0,0317 426,27308 30,6868
Média Geral 0,5884 35,9463 7,0370
Coeficiente de Variacéo (%) 30,25 57,44 78,72

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. PMF — peso da matéria fresca; NE — nimero de
embrides; NPR — nimero de primdrdios radicul ares.
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Figura 1. Influéncia do tipo de vedacdo sobre a inducéo de embriogénese
somatica em Solanum melongena L. ‘Embu’. A — Peso da matéria
fresca; B — Frequéncia de embriBes sométicos, C — Fregquéncia de
primordios radiculares.As barras verticais indicam os erros padrbes da
média
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Para as caracteristicas observadas nos explantes mantidos no meio indutor
de organogénese ndo houve diferenca estatistica (dados ndo mostrados). Porém,
observou-se, principalmente no primeiro experimento, um maior calejamento nas
placas vedadas com PVC. Enquanto que os ramos formados nas placas vedadas
com Micropore® si0 maiores, mais esverdeados e mais vigorosos (Figura 2). O
peso observado estd em maior parte relacionado ao calgiamento, assim 0s
explantes mantidos em placas vedadas com Parafilm® apresentaram maior
calgamento. Um problema identificado foi que algumas placas apresentaram
rachaduras no Parafilm®, certamente modificando os resultados, uma vez que

facilitam trocas gasosas.

Figura 2. Influéncia do tipo de vedagdo sobre a inducdo de organogénese em
Solanum melongena L. ‘Embu’. Explantes mantidos em placas
vedadas com: A, B e C — Miliporé™® ; D, E e F — Parafilm®; G, He | —
PVC. Barra=1 mm.
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O 4gpice caulinar foi utilizado para multiplicagdo e manutencdo das
plantulas in vitro. Visando melhorar as condi¢bes do microambiente in vitro,
avaliou-se o tipo de vedacdo. Para tal, utilizou-se de tampas de polipropileno
(TSF), amesma tampa contendo dois filtros de MilliSeal® (TCF) ou policloreto de
vinila (PVC). Detectou-se diferenca estatistica para as caracteristicas morfol 6gicas
analisadas, exceto para altura de plantula (ALT) (Tabela 2). Observou-se que as
plantulas mantidas nos frascos vedados com TCF eram maiores e mais vigorosas
por apresentarem folhas e raizes mais desenvolvidas que o controle (Figura 4).
Apesar de ndo apresentar diferenca estatistica no comprimento daraiz (Figura 3G)
estas apresentavam-se mais ramificadas e bem desenvolvidas (Figura 4E). Os
pesos da matéria fresca e seca foram maiores no tratamento TCF (Figura 3A e
3H), assim como o diametro do caule (Figura 3D).

Em geral, para as caracteristicas avaliadas ndo houve diferenca entre os
tratamentos PVC e TSF, exceto para a caracteristica comprimento da folha, no
qual, o PVC foi estatisticamente inferior aos demais (Figuras 3 e 4).

Tabela 2. Resumo da andlise de variancia das caracteristicas morfol6gicas
demonstrando a influéncia do tipo de vedagdo na obtencéo de pléantulas
durante o alongamento de Solanum melongena L. ‘Embu’, a partir do
apice caulinar apds 30 dias.

F.V. GL QM

PMF ALT DC LF CF NF CR PMS
Tratamentos 2  245¢ 145 067 4,19* 647 069* 2232 0,03
Residuo 18 021 09 009 019 020 117 936 0,001
M édia geral 076 293 179 231 259 365 1390 6,06
C.V. 59,33 32,33 16,61 1901 17,27 2967 22,02 60,27

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. PMF — peso da matériafresca; ALT — dturada
plantula; DC — di@metro do caule; LF — largura da folha; CF — comprimento da folha; NF —
nimero de folhas, CR — comprimento daraiz; PMS — peso da matéria seca.
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Figura 4. Aspecto das plantulas de Solanum melongena L. ‘EmbU0’ cultivadas sob
diferentes vedagOes. A — frasco vedado com tampa de prolipropileno
com filtro MilliSea® (TCF); B — frasco vedado com tampa de
prolipropileno sem filtro (TSF); e C — frasco vedado com filme plastico
transparente de policloreto de vinila (PVC). D — detalhe de alguns
frascos de cultura do experimento de vedacéo. E, F e G — detalhes do
desenvolvimento do sistema radicular, nos diferentes tipos de vedacéo:
E-TCF, F-TSF, eG-PVC. Barra=1cm.

Cortes histoldgicos das folhas de berinjela foram realizados para todos os
tratamentos (Figura 6). A partir dos mesmos foi conduzida a morfometria
objetivando evidenciar a variagéo das epidermes e mesofilo.

Com relacédo a essas caracteristicas anatémicas, observa-se que todos os
tratamentos apresentaram diferencas estatisticas (Tabela 3). Os coeficientes de
variagdo de todas as caracteristicas avaliadas variaram entre 12 a 26 %,
relacionado a grande variagdo na altura dos paréngquimas e a irregularidade
observada no tamanho das células epidérmicas (Tabela 3 e Figura 6).

Para a caracteristica altura total do limbo foliar, a vedacdo com PVC foi
estati sticamente superior, enquanto TCF foi inferior (Figura5A). As diferencas de
espessura da lamina foliar dentro e entre os tratamentos foram devidas a variagdo
no didmetro e forma das células epidérmicas, assim como a diferenciacdo das

células do mesofilo (parénquima clorofiliano) e tecidos vasculares.
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Tabela 3. Resumo da andlise de variéncia das caracteristicas anatOmicas
demonstrando a influéncia do tipo de vedacdo na obtencéo de plantulas
durante a multiplicacdo de Solanum melongena a partir do 4pice
caulinar ap6s 30 dias.

F.V. GL QM

EF EPS PP PL El PPP PPL
Tratamentos 2 16539* 6359,9¢ 14730* 43437 17289¢ 0,70 0,63
Residuo 2997 6282 4231 9435 39885 2464 0002 0,004
Média geral 19386 2477 5952 91,08 1849 031 047
C.V. 1293 2626 1632 2193 2684 1507 1307

* gignificativo a 5% de probabilidade pelo teste F. EF — altura total do limbo foliar; EPS — altura
da epiderme superior; PP — atura do parénquima pali¢adico; PL — altura do parénquima lacunoso;
El — atura da epiderme inferior; PPP — proporcéo de parénquima palicadico; e PPL - proporgéo de
parénquima lacunoso.

Além disso, as paredes periclinais externas das células epidérmicas
apresentaram forma convexa e ligeiramente irregulares (Figuras 6A aF el aJ).
Esta irregularidade foi mais evidente em frascos vedados com TCF (Figuras 6C,
D, I eJ), provavelmente devido a menor deposi¢cdo de parede celular e de cuticula,
gue resultou numa estrutura mais delgada e mais facilmente alterada.

Os diferentes tamanhos de células epidérmicas observados podem ser
atribuidos a uma caracteristica da propria espécie, aos diferentes tipos celulares
(células epidérmicas propriamente ditas, base de tricomas, células guarda e
subsidiarias), a forma irregular das células resultando em cortes de diferentes
diametros, além do efeito da culturain vitro e dos proprios tratamentos (Figura 6).
Para atura da epiderme, o tratamento TSF foi maior em ambas, epiderme superior
e inferior, enquanto que em TCF foram observados os menores valores (Figura
5B).

O mesofilo apresentou-se diferenciado em parénquima palicadico e
lacunoso, entretanto houve variagdo no grau de diferenciagéo dos tecidos, com as
células apresentando-se mais diferenciadas no tratamento de TCF, seguido por
PVC e, enfim, TSF. A distin¢éo das células do parénquima clorofiliano palicadico
foi dificultada devido a pouca diferenciacdo das células em aguns cortes neste
altimo tratamento (Figura 6D). A caracteristica altura do parénquima palicéadico

foi maior no TSF, entretanto para a caracteristica a altura do parénquima lacunoso
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o PVC foi estatisticamente superior, enquanto TSF foi o tratamento inferior
(Figura5C).

A organizacdo bicolateral dos tecidos vasculares manteve-se constante em
todos tratamentos de acordo com a avaliagdo qualitativa dos tecidos vasculares.
Apesar de aparentemente haver diferencas quanto a diferenciacdo do tecido
vascular, no qual, podemos observar uma espessura de limbo ligeiramente menor
quando utiliza-se o TCF aliada a um mesofilo mais diferenciado (Figuras 6G e H),
ndo foi realizada quantificacéo desta caracteristica.

As proporc¢des de parénguima palicadico e lacunoso por folha seguiram o
mesmo padréo observado para altura dos parénquimas (Figura 5C e D), além
disso, esta caracteristica sugere uma maior diferenciacdo dos tecidos no
tratamento TCF (Figura 6). Ressalta-se que este tratamento apresentou as menores
médias de altura das epidermes e do parénquima lacunoso enquanto a média do
parénquima palicédico foi maior.

A partir da diafanizacdo, encontrou-se significancia estatistica em relacéo
a face da folha para as caracteristicas analisadas, exceto para ACG. Assim como,
obteve-se uma interacéo significativa entre face da folha e tipo de vedagéo. Dessa
maneira, observa-se que as caracteristicas nUmero de estdmatos (NE), nimero de
células-guarda (NCE), &rea das células-guarda (ACG) e indice estomatico (IE)
variaram dependendo do tipo de vedacdo utilizada (Tabela 4).

O numero de estbmatos (NE) foi maior na face abaxia em todos os
tratamentos. Ainda, com relacdo a face abaxial, todos os tratamentos diferiram
significativamente, sendo o PVC, seguido por TCF e, finalmente, do TSF. Para a
face adaxial, o melhor tratamento também foi PV C e n&o houve diferenca entre os
outros dois tratamentos (Figura 7A).

O numero de células epidérmicas (NCE) também foi maior na face
abaxial. Além disso, verificou-se que o PVC e o TCF foram os melhores
tratamentos quando analisada a face abaxial, contudo, na face adaxial, apenas o
PV C se destacou (Figura 7B).
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Figura 6. Influéncia do tipo de vedacdo durante o alongamento de Solanum
melongena a partir de 4pice caulinar apés 30 dias de cultivo nas
caracteristicas anatdbmicas, em cortes transversais. A eB - PVC; CeD —
TSF, EeF-TCF, G-TCF; H- TSF; | e J- detalhe TSF. Barra= 100 pum.
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A é&rea das células-guarda foi maior em ambas as faces da folha no TSF.
Na face adaxial, ndo houve diferenca entre o PVC e TCF. Enquanto que na face
abaxial, o TSF foi seguido por PVC e pelo tratamento TCF, no qual foi verificada
amenor area (Figura 7C).

O indice € uma boa indicagéo da proporcéo real de estdmatos encontrados
nas folhas. Observou-se que o indice estomético (IE) foi maior e diferente
estati sticamente na face abaxial, mantendo o padr&o inicialmente encontrado, na
caracteristica nUmero de estdbmatos (NE). Porém, o PVC néo diferiu do TCF na
face abaxial, enquanto que na face adaxial o indice de estdmatos no PVC foi
superior aos demais (Figura 7D).

Todas as variavels foram significativas para todos tratamentos, o que nos
indica os possiveis efeitos sobre a morfogénese, propagacdo, aclimatacéo,

hiperidricidade do tipo de vedacdo utilizada no cultivo in vitro.

Tabela 4. Resumo da andlise de variéncia das caracteristicas anatdmicas
demonstrando a influéncia do tipo de vedagdo na obtencdo de
plantulas durante o alongamento de Solanum melongena ‘Embu’ a
partir do dpice caulinar apds 30 dias.

F.V. GL QM

NE NCE ACG IE
Face dafolha 1 1118,05* 5947,69* 8288,82 59476940.28*
Tipodevedacdo 2 118,90 1167,31 22415,39 11673137.05
Interacgdo 2 32,19* 310,69* 3276,02* 3106909.72*
Residuo 294 242 22,55 323,42 225508.22
Média Geral 5,88 23,29 136,21 2429.07
C.V. 26,48 20,39 13,20 19.55

* Significativo a p < 0,05 pelo teste F. NE = nimero de estdmatos, NCE = nuimero de células
epidérmicas; ACG = area das células-guarda; |1E — indice estomético.

106



abaxial
M adaxial

Numero de Estdmatos

B PvC TSF TCF

20 - abaxial
15 | m adaxial

NUmero de Células Epidérmica

C PvC TSF TCF
200 -

160 -

120 ~ abaxial
[ adaxial

o]
o
I

Area das Células-guarda
N
o
L

o
|

PvC TSF TCF

3500 -
3000 -
2500 -
2000 -
1500 -
1000 -
500 -
0 4

abaxial
1 adaxial

indice Estomaticc

PvC TSF TCF

Figura 7. Influéncia do tipo de vedagdo nas caracteristicas anatdbmicas de
plantulas de Solanum melongena multiplicadas a partir do apice
caulinar, apés 30 dias. As barras verticais indicam os erros padrdes da
média

107



DiscussAo

Os fatores fisicos afetam consideravelmente o crescimento e
desenvolvimento de plantulas in vitro. Assim, o controle do ambiente pode ser
essencial para obter plantulas de boa qualidade, na data desejada e com baixo
custo de producdo (NGUYEN e KOZAI, 1998; NGUYEN et al., 1999;
ZOBAYED et al., 2001a; MARINO e BERNARDI, 2004).

Nos experimentos conduzidos no presente trabalho, quando os cotilédones
foram mantidos em meio MS acrescido de 10 mg L™, observou-se que o tipo de
vedacdo ndo influenciou as caracteristicas analisadas, exceto para o peso da
matéria fresca (PMF). Nesta caracteristica observa-se que o PVC e Parafilm®
foram estatisticamente superiores ao Micropore®.

Sabe-se que o Micropore® é o tipo de vedacdo que permite uma maior
troca gasosa e foi visivel a perda de agua do meio ao longo do experimento. Esse
aumento nas trocas gasosas teve um efeito negativo na formacdo de calos, e ndo
foi observado efeito na formagdo de embrifes sométicos. Resultados estes que
discordam de SAITO e NISHIMURA (1994), que apesar de n&o terem utilizados
0s mesmos tipos de vedacdo, obtiveram melhoria na resposta embriogénica
guando os explantes foram colocados em condi¢fes de maior troca gasosa.

MARINO e BERARDI (2004) observaram gue as concentracoes de etileno
e dioxido de carbono foram maiores em placas de Petri vedadas com Parafilm®
guando comparadas com PVC. Entretanto, em nossos experimentos espera-se
poucas trocas gasosas no Parafilm®, porém observou-se, no final do experimento,
fendas a0 longo da vedacdo com Parafilm®. Estas fendas provavelmente
permitiram uma maior troca gasosa e consequentemente influenciaram nos
resultados obtidos, tanto nas condi¢Oes indutoras de embriogénese quanto na
organogénese. Influéncia semelhante foi observada por (GONCALVES, 2004),
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que discute o impacto causado na concentracdo de O, e CO, no ambiente interno
dos frascos, devido a presenca de frisos nas tampas utilizadas por este autor.

Um ambiente com maior troca gasosa influenciou a multiplicacdo dos
apices caulinares, no qual, obteve-se um maior peso da matéria fresca e seca,
didmetro do caule, largura e comprimento das folhas. A literatura esta de acordo
com esses resultados no qual, NGUYEN et al. (1999) e KUBOTA et al. (2001)
observaram que a dta troca gasosa, em conjunto com o cultivo
fotoautotroficamente aumentaram o peso seco das plantulas em cerca de duas
vezes mais do que nas condigdes controle.

De acordo também com MILLS et al. (2004), que observaram que no
tratamento de ventilacdo intermediario, os propagul os alongaram a uma extensao
maior e produziram mais biomassa seca que 0s propagulos crescidos sem
ventilaco.

O tipo de vedacdo também influenciou todas as caracteristicas anatémicas
analisadas. Assm como ZOBAYED et al. (2001a), observamos que nas
condi¢des de maior troca gasosa as células estavam mais proximas com pequenos
espacos intercelulares. Além disso, os tecidos apresentaram uma maior
organizagao.

Nossos resultados foram semelhantes aos observados por ZOBAYED et
al. (2001b), que encontraram nas folhas das plantulas de Brassica oleraceae e de
Nicotiana tabacum com ventilacdo for¢ada e in vivo camadas de parénquima
palicadico e lacunoso mais definidas. Os mesmos autores determinaram que a
espessura da folha e a integridade estrutural nas folhas das plantulas mantidas in
vivo foram maiores do que sob ventilacéo forcada.

Os estbmatos foram observados em ambas as faces da epiderme e em
todos os tratamentos. O nimero de estdbmatos e a sua capacidade de funcionar
normamente sdo caracteristicas importantes para a sobrevivéncia da planta
durante a aclimatacéo.

A presenca de estbmatos funcionais induzidos em um microambiente
aerado ou por baixa umidade no frasco, aumentou a qualidade e a sobrevivéncia
das plantas (NAVATEL e BOURRAIN, 1994). N&o foi avaliada a funcionalidade

dos estbmatos neste trabalho, porém observou-se que 0 seu ndmero variou

109



dependendo do tipo de vedacdo. O maior nimero de estbmatos encontrado foi nas
folhas mantidas em frascos vedados com PVC, esses dados contrastam com
aqueles relatados por ZOBAYED et al. (20014), que observaram gue a densidade
dos estbmatos foi relativamente altas nas folhas sujeitas ao tratamento com trocas
gasosas, e foi aproximadamente 1,3 vezes maior que no controle. O PV C permite
uma peguena troca gasosa entre o frasco e o ambiente externo, principalmente
guando comparado com a TCF.

Com relacdo a é&ea das células-guarda, observa-se que TSF foi
estati sticamente superior aos demais, provavelmente devido ao tipo de vedagéo,
que resultou em interceptacdo com substancial reducdo da irradiancia, em relagéo
ao filme pléstico de PVC. Esta reducdo, em conjunto com uma menor troca
gasosa, diminuiu o grau de diferenciacdo dos tecidos, mesmo em 06rgdos
aparentemente expandidos. Este fato aliado a presenca de estbmatos em ambas as
faces, menor deposicdo de cuticula e parede em células de 6rgdos oriundos do
cultivo in vitro pode dificultar o processo de aclimatacdo e reduzir a taxa de
sobrevivéncia do material transferido.

A luz dos resultados, o tipo de vedagdo influenciou na resposta
morfogenética, sugerindo que a maior troca gasosa pode ter efeitos positivos na
resposta, como é o caso da inducdo de organogénese e alongamento de apices
caulinares. Contudo, sua influéncia pode ser nula ou ainda negativa, como na
inducdo de embriogénese somatica em berinjela, ressaltando a importancia da
necessidade de se avaliar, para cada espécie-alvo de pesquisa, influéncia do tipo
de vedac&o em suas respostas morfogénicas.

Sugere-se para futuros trabalhos de propagacéo in vitro de berinjela,
mediados pela organogénese, uma utilizacdo mais ampla de filtros que permitam
maiores trocas gasosas, pois aém de melhorar na resposta obtida, também
influencia positivamente na sobrevida das plantas na fase de aclimatacéo.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condigdes que foram realizados os experimentos e a partir dos
resultados obtidos, conclui-se que:

x  As caracteristicas analisadas também podem ser utilizadas como descritores de
berinjela, sendo que o nimero de grupos formados pelo método de otimizacdo
de Tocher foi satisfatorio.

x A germinagdo foi influenciada pela concentragdo dos sais, tipo de agente
gelificante e a interacdo entre ambos. Enquanto que na inducdo de
embriogénese e de organogénese ndo houve diferenca quando utilizadas
plantul as crescidas em meio MS metade da forca e forga completa solidificado
com Agar, Agargel ou Phytagel. Observou-se que o melhor tratamento foi o
meio com 50% da concentracdo de sais MS quando utilizou-se de apices
caulinares de berinjela para multiplicaco.

x O Retain®, em geral, apresentou efeitos negativos quando comparado com o
AV G na morfogénese, exceto pela inducéo direta de estruturas semelhantes a
embrides sométicos.

x  Uma maior troca gasosa tem efeito positivo quando induzido organogénese
em berinjela a partir de hipocétilos e os dpices caulinares sdo alongados.
Porém, ndo tem efeito quando € induzida embriogénese somatica em

cotilédones.
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