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Resumo

Passiflora foetida, uma espécie de maracuja silvestre, tem sido pesquisado devido ao seu
potencial farmacéutico e sua caracteristica agrondmica de resisténcia ao Fusarium spp.,
possibilitando a sua utilizacdo como porta-enxerto para espécies de maracuja suscetiveis a
morte prematura. Assim, visando a propagacao dessa espécie, a micropropagacdo é uma das
formas mais utilizadas, sendo necessario a utilizacdo de acessos de uma planta matriz para,
por organogénese, gerar novas plantulas com o mesmo gendtipo. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo estabelecer protocolo para a propagacdo in vitro de P. foetida pela inducéo
de gemas por organogénese, testando-se duas concentracdes de sais minerais do meio MS,
sem adicdo de fitormonios. Para o estabelecimento in vitro foram utilizados gemas apicais e
laterais obtidas a partir de plantas matrizes de P. foetida, cultivadas em casa de vegetacdo. Os
experimentos foram realizados em delineamento inteiramente casualizado. Aos 60 dias apds a
inoculacdo dos explantes foram avaliados: nimero de gemas, comprimento da brotacao,
numero de folhas, escore de coloracdo, escore de desenvolvimento e nimero de raiz. Para
garantir a precisdo dos resultados foram realizadas técnicas estatisticas aplicadas a analise de
dados e otimizagdo dos resultados. O desenvolvimento das plantas por organogénese
apresentou valores estatisticamente similares em ambas as concentragdes, podendo concluir
que o meio MS com metade das concentracfes de nutrientes foi o mais vidvel para o
estabelecimento in vitro dessa espécie.

Palavras-chave: Passifloraceae; Micropropagacao; Organogénese.
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Abstract

Passiflora foetida, a species of wild passion fruit, has been investigated due to its
pharmaceutical potential and its agronomic characteristic of resistance to Fusarium spp.,
enabling its use as a rootstock for passion fruit species susceptible to premature death. Thus,
in order to perform the propagation of this species, micropropagation is one of the most used
forms, being necessary the use of accessions of a matrix plant to, by organogenesis, generate
new seedlings with the same genotype. Thus, the aim of the present study was to establish a
protocol for the in vitro propagation of P. foetida, inducing the buds of this plant, by
organogenesis, testing two concentrations of mineral salts from MS medium, without addition
of phytohormones. For in vitro establishment, apical and lateral buds obtained from plants of
P. foetida, grown in a greenhouse, were used. The experiments were carried out in a
completely randomized design. Sixty days after inoculation of explants, the following criteria
were evaluated: number of buds, length of sprouting, number of leaves, coloration score,
developmental score and root number. To guarantee the accuracy of the results, statistical
techniques were applied to data analysis and optimization of results. The development of
plants by organogenesis showed statistically similar values in both concentrations, concluding
that the MS medium with half concentrations of nutrients was considered the most viable for
the in vitro establishment of this species.

Keywords: Passifloraceae; Micropropagation; Organogenesis.

Resumen

Passiflora foetida, una especie de maracuya silvestre, ha sido investigada por su potencial
farmacéutico y su caracteristica agrondémica de resistencia a Fusarium spp., Permitiendo su
uso como patrén para especies de maracuya susceptibles de muerte prematura. Asi, apuntando
a la propagacion de esta especie, la micropropagacion es una de las formas mas
utilizadas, siendo necesario el uso de acceso de una planta matriz por organogénesis y generar
nuevas plantulas con el mismo genotipo. Asi, este estudio tuvo como objetivo establecer un
protocolo para la propagacion in vitro de P. foetida por induccion de yema por organogeénesis,
probando dos concentraciones de sales minerales del medio MS, sin afiadir fitohormonas.
Para el establecimiento in vitro se utilizaron yemas apicales y laterales obtenidas de plantas de
P. foetida, cultivadas en invernadero. Los experimentos se llevaron a cabo en un disefio
completamente al azar. Sesenta dias después de la inoculacion de los explantes, se evalud lo
siguiente: numero de yemas, longitud de brotacion, nimero de hojas, puntuacion de

coloracion, puntuacion de desarrollo y numero de raices. Para garantizar la exactitud de los
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resultados, se aplicardn técnicas estadisticas de andlisis de datos y optimizacion de resultados.
El desarrollo de plantas por organogénesis mostrd valores estadisticamente similares en
ambas concentraciones, concluyendo que el medio MS con la mitad de concentraciones de
nutrientes fue considerado el mas viable para el establecimiento in vitro de esta especie.

Palabras clave: Passifloraceae; Micropropagacion; Organogénesis.

1. Introdugéo

O maracujazeiro, fruta nativa das américas, tem ganhado gosto no mercado exterior,
porém, a passicultura vem sofrendo com problemas fitossanitarios que prejudicam a
produtividade, a qualidade e a oferta desse fruto no mercado.

A cultura do maracuja azedo (Passiflora edulis) € altamente vulneravel a doencas,
sendo limitada principalmente por aquelas causadas por patdgenos de solo, como no caso dos
fungos Fusarium spp. e bactérias Xanthomonas spp. que atacam o sistema radicular e
vascular, causando a morte prematura das plantas, diminuindo a producdo e reduzindo a
longevidade do pomar (Santos Filho et al., 2017; Cavichioli et al., 2011; Viana et al., 2010).

Contudo, a técnica de enxertia tem sido empregada como alternativa para suprimir
esses problemas com doengas de solo, garantindo um ciclo maior da cultura mesmo em areas
de incidéncia desses microorganismos (Zucareli et al., 2014). Para isso, tem-se buscado
espécies de maracujas silvestres com potencialidade de resisténcia a esses patdgenos e
caracteristicas compativeis com o maracuja azedo (Silva et al., 2015).

Conhecido popularmente de maracuja-de-cheiro, devido ao odor forte de suas bracteas
e estipulas, o Passiflora foetida tem sido pesquisado em relacdo as suas caracteristicas
nutracéuticas, quanto ao seu potencial como porta-enxerto e em relacdo a sua resisténcia a
doencas como a fusariose (Faleiro et al., 2019; Raja et al., 2018; Silva et al., 2017; Preisigke
et al., 2017). Além disso, possui relevancia dentro da farmacognosia devido as suas atividades
antibidticas e fuangicas (Crochemore, 2003) como atividade inibitéria para as bactérias
Bacilllus cereus, Staphylococus aureus, Citrobacter freundii, Salmonella typhimurium e para
o fungo Candida Albicans (Melo Filho et al., 2018).

Devido a este fatores, o estabelecimento in vitro de espécies de maracuja, pelas
técnicas de cultura de tecidos vegetais, vém auxiliando pesquisadores na manutencdo dos
gendtipos de espécies silvestres por meio de bancos de germoplasma, promovendo a
manutencdo de plantas com caracteristicas genéticas e agronémicas desejadas (Faleiro et al.,
2019; Gutiérrez et al., 2011).
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A cultura de tecidos vegetais € um método utilizado como uma alternativa para o
cultivo e multiplicacdo de plantas silvestres e endémicas, que pode ser aplicada para
propagacdo rapida e massiva de plantas com interesse econdmico, medicinal e agronémico
como o caso do P. foetida (Shekhawat et al., 2015).

A técnica de micropropagacdo, consiste na remo¢do e isolamento de uma parte
vegetativa de uma planta matriz, que é inserida em meio de cultura para o seu
desenvolvimento em condicGes assépticas e controladas de cultivo. Nessa metodologia, varios
fatores podem influenciar no crescimento das plantas durante seu estabelecimento, como as
condi¢cbes do ambiente, 0 meio de cultivo, as concentracGes de sais e 0 tipo de explante
utilizado (Ferreira et al., 2019; Brandstetter et al., 2016).

A escolha do explante é extremamente importante para a micropropagacao pois ele
esta diretamente ligado ao processo de organogénese, ou seja, a formacao de novas células a
partir do tecido vegetal cultivado, sendo uma das principais rotas utilizadas para propagacéao
(Costa et al., 2019).

Além disso, o meio de cultivo utilizado pode influenciar no estabelecimento e na
multiplicacdo da planta in vitro, possuindo efeito direto sobre o crescimento e
desenvolvimento vegetal, devendo ser considerado as melhores interacfes entre a espécie e a
composicdo nutricional da solucdo (Brandstetter et al., 2016; Lemes et al., 2016). Ha uma
enorme variedade de meios de cultivo, sendo estes indicados para cada técnica da cultura de
tecidos vegetais e espécies especificas, contudo o meio mais utilizado, tendo se tornado
basico para a propagacao in vitro da maioria das culturas é o proposto por Murashige e Skoog
(MS) (Murashige; Skoog, 1962) e suas variacoes.

Visando a propagacdo in vitro para a especie P. foetida, este trabalho teve como
objetivo estabelecer protocolo de estabelecimento in vitro por meio da micropropagacdo de
segmentos nodais de gemas apicais e axilares utilizando duas concentracfes de meio MS.
Para garantir precisdo dos resultados foram realizadas técnicas estatisticas aplicadas a analise

de dados e otimizacdo dos resultados.

2. Metodologia

A pesquisa foi realizada no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais (LCTV) e em
casa de vegetacdo pertencentes ao Departamento de Fitotecnia da UNESP/Campus de Ilha
Solteira, localizada a 20°25°24,4” de latitude sul e 51°21°13,1” de longitude oeste, com
altitude em torno de 337 metros.
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Os frutos de Passiflora foetida (Figura 1A e B) foram adquiridos da Agéncia Paulista
de Tecnologia dos Agronegécios (APTA) - Polo Regional Alta Paulista - Adamantina/SP,
despolpados e a extracdo do arilo foi realizada com o auxilio de peneira de aco (1 mm) e agua
corrente. Apds este procedimento, as sementes foram colocadas para secar sobre papel
absorvente em condicGes laboratoriais, sombreado e com temperatura média de 28 °C por 48

horas, sendo posteriormente armazenadas em geladeira durante dois meses.

Figura 1. Processo para o estabelecimento in vitro de Passiflora foetida. A. Flor ; B. Fruto;
C. Semente; D. Casa de vegetacdo; E. Germinagdo e emergéncia em copos plasticos; F.
Transferéncia para vasos retangulares; G. Crescimento em casa de vegetacdo. H. Gema apical;
I. Desinfestagdo em camara de fluxo laminar; J. Inoculacdo em camara de fluxo laminar; K.

Sala de crescimento; L. Plantula de P. foetida desenvolvida in vitro.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Para o processo de escolha das sementes utilizadas na germinagdo foi realizada a
biometria do material seminifero de P. foetida, mensurando-se o comprimento (mm),

espessura (mm) e largura (mm) com auxilio de paquimetro digital (0,05 mm) e massa das
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sementes (g) em balanca de precisdo (0,0001g). Para cada caracteristica calculou-se a
estatistica descritiva, foram gerados gréaficos de Boxplot e curvas de densidade pelo software
R versdo 3.6.1 (R Development Core Team, 2019). As sementes escolhidas para germinagédo
foram as que apresentavam valores correspondentes ao intervalo interquartilico (1Q) por néo
sofrerem efeito direto de valores discrepantes.

Ap6s a escolha das sementes (Figura 1C), em casa de vegetagdo do tipo ‘Pad & Fan’
com temperatura controlada em 28°C e umidade relativa do ar de 60% (Figura 1D), foi
realizada a semeadura em copos plasticos de 200 mL preenchidos com substrato autoclavado
(Topstrato HP®) & 1 cm de profundidade (Figura 1E).

Aos 45 dias apds a emergéncia, as plantulas foram transplantadas para vasos
retangulares com dimensdes de 47 x 15 x 20 cm (comprimento x altura x largura) (Figura 1F),
preenchidos com substrato composto por solo (Tabela 1) e esterco bovino na proporcao 3:1
(v:v), acrescido de 3 kg de superfosfato simples e 1 kg de KCI por 1 m® de solo.

Tabela 1. Analise quimica do solo coletado na profundidade de 0-0,20 m utilizado para
formacéo das plantas matrizes de P. foetida.

P*(resina) MO  pH(CaCl;) K* Ca* Mg* AP* H+Al SB CTC

mgdm3 gdm? mmolc dm3
2,0 13,0 4,5 1,3 4,0 2,0 2,0 180 7,3 253
\ M S-SOq B Cu Fe Mn  Zn
% mg dm
29,0 21,50 50 0,08 0,8 31,0 7,9 1,0

*P = fosforo disponivel; M.O = matéria organica do solo; pH = acidez ativa; K*, Ca** e Mg®* =
potassio, calcio e magnésio trocaveis, respectivamente; AI** = acidez trocavel; H+Al = acidez
potencial; SB = soma de bases; CTC = capacidade de troca de cations a pH 7,0; V = saturagdo por
bases; M = saturagdo por aluminio; S-SO, = sulfato; B = boro; Cu = cobre; Fe = ferro; Mn =
manganés; Zn = zinco. Fonte: Laboratério de Fertilidade do Solo, UNESP, Ilha Solteira/SP.

Fonte: Elaborado pelos autores.

Para o estabelecimento in vitro foram utilizados como fontes de explantes segmentos
nodais apicais (Experimento I) e axilares (Experimento I1) obtidos das matrizeiras conduzidas
em casa de vegetacdo (Figura 1G). Em laboratorio os explantes (Figura 1H) foram submetidos
a desinfestacdo em etanol a 70 % por 40 segundos, seguido de imersdo em solucdo de
hipoclorito de sédio a 2% por 15 minutos, solugdo com Lysoform® a 50% por 5 minutos e

realizado, posteriormente, o triplo enxague com &gua deionizada autoclavada na camara de
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fluxo laminar (Figura 11).

Apos serem desinfestadas, os segmentos nodais apicais e axilares foram padronizados
com 1 cm de comprimento e inoculados na posi¢do vertical (Figura 1J) em tubos de ensaio
com 20 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962). Os tratamentos utilizados foram
compostos pelo meio MS com 100 % da concentracdo dos nutrientes minerais (MS) e com 50
% da concentracgdo (%2 MS) (Tabela 2), ambos suplementados com 30 g L de sacarose, pH
ajustados em 5,8; gelificado com 2 g L de phytagel® e autoclavados a 121 °C (1 kg cm™)

durante 20 minutos.

Tabela 2. Composi¢cdo do meio Murashige & Skoog (MS) com 100 % da concentragdo dos

nutrientes minerais (MS) e com 50 % da concentragéo (2 MS).

MS Y2 MS MS Y> MS
Nutrientes Minerais Nutrientes Minerais
mg L*? mg L*

CaCl2.2H0 440,00 220,00 H2Mo004.H20 0,25 0,125

KH2PO4 170,00 85,00 Na:M004.2H,0 8,60 4,30

KNO3 1900,00 950,00 ZnS04.7H.0 27,80 13,90

MgS04.7H20 370,00 185,00 Fe(S04).7H20 37,20 18,60

NHsNO3 1650,00 825,00 Acido nicotinico 0,50 0,25

CoCl2.6H20 0,025 0,0125 Glicina 2,00 1,00

CuS04.5H20 0,025 0,0125 Mio-inositol 100,00 50,00

H3BOs 6,20 3,10 Piridoxina 0,50 0,25

Kl 0,83 0,415 Tiamina 0,10 0,05
MnS0O4.4H20 22,30 11,15

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os segmentos nodais apds serem inoculadas no meio MS, foram mantidos em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 27 + 1 °C e densidade de fluxo de
fotons de 22 uE m? s (Figura 2K).
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Apo6s 60 dias da inoculacdo (Figura 2L) foram avaliadas as varidveis: escore de
desenvolvimento (ESCDES), nimero de gemas (NG), comprimento da brotagcdo (CB) (cm),
namero de folhas (NF), escore de coloracdo (COR) e numero de raizes (NR). As variaveis
NG, NF e NR foram obtidas por meio de contagem direta do nimero viadvel de gemas, folhas
e raizes, respectivamente. J4 as varidveis ESCDES e COR foram obtidas com base na Escala

de Escala de Desenvolvimento e Cores, respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3. Escala de desenvolvimento e de cores utilizada para avaliacdo de explantes e
plantulas de P. foetida inoculadas em meio Murashige & Skoog (MS) com 100 % da

concentragédo dos nutrientes minerais (MS) e com 50 % da concentragéo (2 MS)

Escala de Desenvolvimento Escala de Cores
Identificacéo NuUmero Cor Identificacdo NUmero
Planta completa (folhas e raizes) 5 Verdes escuras 5
Planta em desenvolvimento 4 Verdes médias 4
Brotos com folhas expandidas 3 Verdes claras 3
Formacao de brotos 2 Verde-amareladas 2
Gema vigorosa 1 Amareladas 1

Fonte: Elaborado pelos autores.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado, para o
Experimento | foram utilizadas 35 repeticdes e para o Experimento Il 15 repeticdes, sendo
cada repeticdo composta por um segmento nodal inoculado. A hipdtese da normalidade foi
testada pelo teste de Shapiro-Wilk e realizada a analise de variancia (ANAVA), sendo
aplicado o teste F a 5% de probabilidade para detectar as diferencas de todos os fatores
(meios) e comparar as médias quando encontrada diferenca significativa. Os dados foram
analisados e os graficos foram confeccionados utilizando o software R versdo 3.6.1 (R

Development Core Team, 2019).

3. Resultados e Discussao

Observando os limites inferiores e superiores entre as diferentes repeticGes para cada
variavel, nota-se que alguns valores estiveram acima ou abaixo desses limites, sendo
considerados como outliers. Como o intervalo interquartilico (1Q) ndo € influenciado por

outliers, ele foi utilizado para analisar a dispersdo dos dados, com isso nota-se que a variavel
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MS apresentou maior variabilidade (IQ = 1,4). Pode-se ainda concluir que as variaveis MS e
CS podem ser dados assimétricos, uma vez que a linha da mediana ndo se encontra
exatamente na metade entre os quartis 1 e 3; neste caso, a mediana deve ser preferivel como
medida de tendéncia central, pois a média € altamente influenciada por valores atipicos
(Figura 2).

Figura 2. Boxplot para massa (MS) (mg), espessura (ES) (mm), largura (LS) (mm) e
comprimento (CS) (mm) das sementes de P. foetida.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

As médias encontradas para as variaveis MS, ES, LS e CS foram 10,85 mg, 1,52 mm,
2,47 mm e 5,36 mm, respectivamente. As medidas de dispersdo variancia e desvio padrao
corroboraram com o intervalo interquartilico, demonstrando maior variabilidade na variavel
MS, com variancia igual a 2,24 e desvio padrdo igual a 1,49. O maior Coeficiente de variacéo
(CV) foi encontrado para a variavel MS (13,60%), seguida de LS (6,49%), CS (6,38%) e ES
(4,89%) (Tabela 4).

Para a variavel MS, tem-se que o valor minimo foi de 5,90 mg e maximo de 13,90 mg
e foram encontrados valores abaixo de 5,9 mg (outliers); para a variavel ES o valor minimo
foi de 1,3 mm e méximo de 1,75 mm, encontrando valores acima e abaixo dos limites
(outliers); para a variavel LS tem-se que o valor minimo foi de 1,99 mm e maximo de 2,85
mm e foram encontrados valores abaixo de 1,99 mm; ja para a variavel CS o valor minimo foi

de 4,10 mm e maximo de 6,12 mm, com valores abaixo de 4,10 mm (outliers) (Tabela 4).

10




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, €9689109378, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.9378

Tabela 4. Estatistica descritiva para massa (MS) (mg), espessura (ES) (mm), largura (LS)

(mm) e comprimento (CS) (mm) das sementes de P. foetida.

Estatistica Descritiva MS (mg) ES (mm) LS (mm) CS (mm)
Minimo 5,90 1,30 1,99 4,10
Quartil 1 10,40 1,47 2,37 5,19
Mediana 11,00 1,53 2,49 5,44

Média aritmética 10,85 1,52 2,47 5,36
Quartil 3 11,80 1,58 2,58 5,58
Méximo 13,90 1,75 2,85 6,12
Variancia 2,26 0,0061 0,03 0,12

Desvio Padréo 1,50 0,07 0,16 0,35
Erro Padréo 0,15 0,007 0,02 0,03

CV (%) 13,60 4,89 649 6,38
Assimetria PEARSON 0,10 0,08 0,11 0,24
Assimetria -0,98 -0,09 -0,59 -1,06

Fonte: Elaborado pelos autores.

O desvio padréo, utilizado para definir o limite com maior concentracdo de dados em
torno da média, permite avaliar a homogeneidade dos dados, uma vez que quanto menor o
desvio padrdo mais homogénea € a amostra, 0 que significa que os valores estdo proximos da
média. Pode-se observar que a varidvel MS apresentou o maior valor de desvio padrdo em
comparacdo com as outras varidveis, acarretando valores mais distantes da média,

consequentemente com maior heterogeneidade (Figura 3).
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Figura 3. Curva de densidade para massa (MS) (mg), espessura (ES) (mm), largura (LS)

(mm) e comprimento (CS) (mm) das sementes de P. foetida.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

No Experimento I, analisando a curva de densidade entre os tratamentos, para as
varidveis ESCDES e NG tem-se que a maior concentracdo dos dados foi em torno de 2
(formacéo de brotos) e 1, respectivamente. Os tratamentos com 50% e 100% da concentracéo

de sais pouco diferiram (Figura 4).
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Figura 4. Curva de densidade entre tratamentos para as varidveis escore de desenvolvimento
(ESCDES), numero de gemas (NG), comprimento da brotacdo (CB), nimero de folhas (NF),
escore de coloracdo (COR) e nimero de raizes (NR) para o Experimento I.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Para as variaveis CB, NF, COR e NR tem-se uma diferenca mais acentuada entre o0s
tratamentos. A concentracdo dos dados esta entre 2 e 3 para CB (MS 50 %) e 2 e 4 (MS 100
%), em torno de 2 para as variaveis NF e COR (verde-amareladas) e em torno de 1 para NR.
Note que, o tratamento com 100% para as variaveis COR e NR tem maior variabilidade
quando comparado ao tratamento com 50%, onde a varidvel COR apresentou a maior
diferenca entre os tratamentos (Figura 4).

No Experimento Il, nas varidveis ESCDES, NG, CB e NF tem-se que a diferenca
entre os tratamentos é mais acentuada, a concentracdo dos dados estd em torno de 2 para
ESCDES (formacéo de brotos) para o meio 50% e diferentes picos de concentracdo no meio
100%, em torno de 3 para NG para o meio 50% e entre 2 e 4 para 0 meio 100%, entre 1 e 2
para CB no meio 50% e com picos de concentragdo diferentes no meio 100%, e em torno de 4
para a variavel NF no meio 50% e entre 3 e 5 para 0 meio 100%. Note que na variavel CB, 0s
valores obtidos para o tratamento com 100% foram superiores ao tratamento com 50%
(Figura 5).
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Figura 5. Curva de densidade entre tratamentos para as varidveis escore de desenvolvimento
(ESCDES), nimero de gemas (NG), comprimento da brotacdo (CB), nimero de folhas (NF),
escore de coloracdo (COR) e nimero de raizes (NR) no Experimento II.
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Fonte: Elaborado pelos autores.

Contudo, para a variavel COR tem-se que a maior concentracdo dos dados esta em
torno de 3 (verdes claras), no tratamento com 50% da concentracdo de sais, ndo muito
diferente do que ocorre no tratamento com 100% (Figura 5).

Para os dois experimentos realizados, observou-se durante o periodo de avaliacdo que
as gemas dos segmentos nodais se converteram em plantulas, independente das concentracdes
dos meios. Apos os 60 dias, algumas microplantas apresentaram sinais de oxidacdo, mudando
sua tonalidade de amarelo para marrom.

No Experimento | as variaveis ESCDES, NG, CB, NF, COR e NR tiveram média geral
de 2,56; 1,85; 2,72; 2,78; 1,82 e 1,44; respectivamente. O maior coeficiente de variacdo (CV)
foi encontrado para a variavel NG (56,91%), seguido de NR (55,39%), NF (40,69%),
ESCDES (36,49%), COR (31,17%) e CB (25,42%). De acordo com os resultados obtidos
neste experimento, foi verificada diferenca significativa (P<0,05) pelo teste F, entre 0s meios
de cultura, apenas nas varidveis ESCDES e NR , em que o tratamento com 50% da
concentragdo dos sais obteve a maior média para ESCDES e o tratamento com 100% obteve a
maior média para NR, para as demais variaveis (NG, CB, NF, COR) nédo ocorreu diferenca
(P>0,05) entre os tratamentos (Tabela 5).
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Tabela 5. Analise de variancia para escore de desenvolvimento (ESCDES), nimero de gemas
(NG), comprimento da brotacdo (CB), numero de folhas (NF), escore de coloracdo (COR) e
namero de raizes (NR) no estabelecimento in vitro de segmentos nodais de gemas apicais de
P. foetida (Experimento 1).

Fontes de ESCDES NG CB (cm) NF COR NR
Variagao p — valor
Meios 0,02 0,91" 0,23™ 0,98 0,97 0,04"
Média Geral 2,29 1,85 2,73 2,79 1,83 1,44
CV (%) 36,49 56,91 25,42 40,69 31,17 55,39
Meio MS Médias
50% 2,56 a 1,83a 2,61la 2,79a 1,83a 1,00 b
100% 2,00b 1,87 a 2,86 a 2,78 a 1,82a 1,88 a

* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente pelo teste F; ns ndo significativo
pelo Teste F. Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo Teste F a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelos autores.

Uma vez que devemos levar em consideracdo no processo de estabelecimento o
fornecimento de explantes viaveis para o processo posterior (multiplicacdo in vitro). Podemos
considerar que as variaveis CB, NG, NF e COR devem ser escolhidas na escolha do melhor
tratamento. Vale lembrar que NR interfere diretamente na ESCDES (Tabela 5).

No Experimento Il as médias gerais foram: 2,30 para ESCDES, 2,70 para NG, 1,57
para CB, 3,70 para NF, 2,73 para COR, neste experimento ndo ocorreu a formacao de raizes
(NR). O maior valor de coeficiente de variacdo (CV) foi encontrado para variavel ESCDES
(38,54), seguido por COR (36,41%), NG (31,51%), NF (22,99%) e CB (16,74%) (Tabela 6),
em sua maioria esses valores foram menores do que os encontrados no Experimento | (Tabela
5), podendo denotar maior confiabilidade nos resultados obtidos.

Pode-se verificar comportamento distinto em relacdo a resposta dos tratamentos nas
variaveis entre os dois experimentos, com excecao para a variavel COR (Tabelas 5 e 6). Este
resultado pode ter sofrido influéncia do tipo de explante utilizado nos dois experimentos.

Apenas para as variaveis ESCDES e COR néo foi encontrada diferenca significativa
(P>0,05) entre os tratamentos. Para NG, CB e NF foi encontrada diferenca significativa
(P<0,05) entre as concentragGes de sais, pelo teste F (Tabela 6). Em todas as varidveis, o

tratamento com 50% da concentracdo de sais obteve as maiores médias.
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Tabela 6. Analise de variancia para escore de desenvolvimento (ESCDES), nimero de gemas
(NG), comprimento da brotacdo em cm (CB), nimero de folhas (NF), escore de coloracéo
(COR) e numero de raizes (NR) no estabelecimento in vitro de segmentos nodais de gemas

axilares de P. foetida.

Fontes de ESCDES NG CB NF COR
Variagao p-valor
Meios 0,54" 0,03" 0,03" 0,03" 0,15
Média Geral 2,30 2,70 1,57 3,70 2,73
CV (%) 38,54 31,51 16,74 22,99 36,41
Meio MS Médias
50% 2,40 a 3,07a 1,67 a 4,07 a 3,00 a
100% 2,20 a 2,33b 1,46 b 3,33b 2,47 a

* e ** Significativo a 5% e 1% de probabilidade, respectivamente pelo teste F; ns ndo significativo
pelo Teste F. Letras iguais na coluna ndo diferem entre si pelo Teste F a 5% de probabilidade.
Fonte: Elaborado pelos autores.

O desenvolvimento por organogénese das gemas axilares (Experimento Il) apresentou
valores médios mais elevados na concentracdo de 50% dos sais. J& para as gemas apicais 0s
resultados obtidos ndo seguiram 0 mesmo padrédo (Experimento ). Apesar do comportamento
das fontes de variacdo nas variaveis respostas ndo ter sido o mesmo nos dois experimentos,
pode-se concluir que nas duas situacées 0 meio MS com 50% seria recomendado.

Em P. Foetida ndo foram relatados encontrados trabalhos em meio MS com metade da
concentracdo de sais. Ragavendran et al (2012) e Shekhawat et al (2015), utilizaram
segmentos nodais e apicais em meio MS com 100 % da concentracdo de sais, sem e com
doses distintas de fitormoénios. Entretanto, Ragavendran et al. (2012) conseguiu resposta
organogeénica apenas com uso de fitorménios, independente do explante utilizado. Ja sem
adicdo de fitormonios ndo foi obtida, mesmo nas gemas apicais, que apresentam maior nivel
de auxina endogena. Resultado distinto do encontrado neste trabalho e em Shekhawat et al
(2015). De acordo com os autores nao existe diferenca entre os tipos de explantes utilizados
na auséncia de fitormonios, em presenca de fitormonios os resultados foram distintos,
apresentando diferenga entre o tipo de explante utilizado para 3/5 das concentragdes,
sugerindo que no caso de adicionar fitorménios no meio de cultura deve-se ter cuidado com

os explantes utilizados, pois 0s mesmos poderdo interferir nos resultados.
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A utilizacdo do meio MS 50% se mostrou viavel para o estabelecimento in vitro de P.
caerulea (Faria et al., 2020) e P. tenuifila (Silvério Junior et al., 2020). Na micropropagacao
de segmentos nodais de marmeleiro Grimaldi et al. (2016), o nimero de gemas e o
comprimento da brotagdo apresentaram maiores valores quando comparado ao meio MS com
100% dos sais, com o tratamento com apenas 50%, ao contrario do observado com o0s
segmentos de P. foetida onde essa reducéo foi favoravel para o incremento dessas variaveis.

A concentracdo salina é um importante fator nos protocolos de micropropagacao
(Santos et al., 2017). Avaliar doses reduzidas do meio de cultivo é necessario, pois além de
reduzir o custo de producdo, com essa diminuicdo pode-se evitar a vitrificacdo ou
hiperidricidade dos explantes (Grimaldi et al., 2016), que é a manifestacdo fisiologica que
pode ser ocasionada devido ao excesso de absor¢do de agua em cultura de tecidos. Sendo
assim, a concentracdo dos macro e micronutrientes deve ser pesquisada tendo em vista que
uma nutricdo inadequada pode causar dificuldades no desenvolvimento das mudas in vitro
(Sridhar & Aswath, 2014).

Vale ressaltar que a maioria dos trabalhos apresentam organogénese nao direta e, com
a utilizacdo de fitormonios, pode ocorrer variagdes somaclonais, fazendo com que as gemas
oriundas dos explantes, ndo possuam 0 mesmo genotipo da matriz (Oliveira et al., 2013).

De modo geral, a atividade organogénica in vitro, no primeiro experimento, apresentou
valores similares para ambas as concentracdes de meio MS sendo o meio %2 MS com
resultados maiores. No segundo experimento, 0 meio MS com 50% dos nutrientes apresentou
melhores resultados para todos os parametros avaliados, denotando que a espécie
possivelmente sofre influéncia das condicdes in vitro, reforcando os estudos de Taiz et al.,
(2017) que mostraram que o desenvolvimento em ambientes carentes de nutrientes esta
diretamente relacionado a propria fisiologia da planta, podendo ser variavel entre as espécies
quanto as respostas fisiologicas.

Os resultados obtidos, corroboram com Amasifuen et al., (2020), que encontraram
resultados satisfatorios na utilizacdo do meio MS com metade da concentracdo de sais no
estabelecimento in vitro de gemas axilares da espécie P. foetida para numero de gemas e
folhas.

Uma vez que neste trabalho foram montados dois experimentos em periodos distintos
ndo foi possivel avaliar se o tipo de explante interfere neste resultado. Faria et al. (2007),
encontraram resultados distintos avaliando o tipo e posicdo dos explantes (gema apical,
primeira, segunda, terceira e quarta gema lateral) no estabelecimento de P. edulis Sims f.

edulis, P. giberti N. E. Brown. e P. laurifolia L. De acordo com os autores explantes mais
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distantes dos locais de producdo de auxina, fitorménio vegetal sintetizado nas extremidades
dos tecidos vegetais, sdéo menos influenciados por esta.

Esta informacdo foi corroborada em Almeida et al. (2015), em jenipapeiro, sendo
verificada resposta morfogenética distinta para explantes provenientes de posi¢des diferentes
da mesma planta influencia, sinalizando que as variagcdes nas respostas mediante o tipo e
posicdo de explante utilizado podem estar relacionadas aos niveis hormonais enddgenos da
espécie.

Os resultados encontrados nos experimentos mostraram que o estabelecimento in vitro
da espécie, pode ser realizado sem a utilizagdo de reguladores de crescimento, pois com 0s
dois tipos de explantes utilizados foi obtida com 50% das concentragBes de sais minerais
resposta organogénica satisfatéria ou superior no meio de cultura, mostrando que esta
concentracdo podera ser recomendada no estabelecimento de gemas apicais e laterais,
principalmente visando a economia, fator crucial para experimentos com cultura de tecidos.

4. Consideragdes Finais

A organogénese foi satisfatéria para os dois tipos de explantes utilizados, sendo
possivel estabelecer um processo morfogenético in vitro em P. foetida sem adicdo de
fitormonios.

De modo geral foram encontrados valores estatisticamente similares em ambas as
concentragcdes. Mas resultados mais promissores para 0 processo de multiplicacdo foram
encontrados no meio com metade da concentracao de sais.

Visando fatores econémicos recomenda-se a utilizacdo do meio contendo metade das
concentragdes de nutrientes, por ser mais viavel e proporcionar reducdo dos custos na

producdo do meio de cultivo.
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