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RESUMO

SILVA, Luciana Sabini da Silva. Universidade Estadual do Oeste do Parana, fevereiro —
2020. Micropropagacdo de espécies de fisalis com potencial econdmico. Orientador: Dr2
Fabiola Villa. Coorientadora: Dr* Luciana Alves Fogaga.

Técnicas de cultivo in vitro, como a micropropagacdo, tém sido consideradas
ferramentas promissoras a producéo de mudas de qualidade em larga escala. Este estudo teve
como objetivo avaliar protocolos de assepsia, bem como a composi¢do e concentragdo de
meios de cultivo no estabelecimento e multiplicacdo in vitro de espécies de fisalis. Quatro
experimentos foram conduzidos in vitro. No experimento | foram utilizadas sementes de 3
espécies de fisalis (Physalis peruviana, P. ixocarpa e P. minima) x 3 protocolos de assepsia (I
= solucdo Twin 20 por 5 minutos + alcool 70% por 30 segundos + hipoclorito de sédio por 3
minutos, Il = alcool 70% por 30 segundos + hipoclorito de sédio por 3 minutos, 11l = alcool
70% por 3 minutos + hipoclorito de sodio por 10 minutos). Durante 30 dias avaliou-se a cada
4 dias a contaminacdo fungica e bacteriana e a porcentagem de germinacdo. No experimento
Il foram utilizados explantes de 2 espécies de fisalis (Physalis peruviana e P. minima) x 4
concentracdes de sacarose (0, 15, 30 e 60 L™1). No experimento 111 foram utilizados 3 meios
de cultura (MS, Knudson e WPM) e explantes 3 espécies de fisélis (Physalis peruviana, P.
ixocarpa e P. minima). O experimento IV foi realizado com explantes de 2 espécies de fisalis
(Physalis peruviana e P. minima) x 4 concentragcdes de meio de cultura MS (0, 50, 75 e
100%). Para os experimentos I, 111 e IV ap6s 30 dias foram avaliados: nimero de plantulas
regeneradas, brotacoes, folhas e raizes, comprimento da maior raiz (cm) e parte aérea (cm),
biomassa fresca e seca das plantulas (g). Todos os protocolos de assepsia foram eficientes
para o controle de fungo e bactéria. A germinacdo de P. ixocarpa ndo teve interferéncia pelo
protocolo utilizado, P. peruviana obteve maiores valores de germinacéo quanto realizados os
protocolos | e Il e P. minima quando usados os protocolos | e Ill. As concentragdes de
sacarose proximas a 50 g L favoreceram o estabelecimento de P. peruviana de
aproximadamente 20 g L™ favoreceram o estabelecimento de P. minima. O meio de cultura
MS é o mais indicado para o estabelecimento in vitro de P. peruviana, P. minima e P.
ixocarpa. O meio de cultivo na concentragcdo de 100% obteve melhores valores nos

parametros de desenvolvimento in vitro avaliados para as espécies P. peruviana e P. minima.



Palavras-chave: Physalis sp. Cultura de tecidos. Assepsia. Meios de cultura. Sacarose.
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ABSTRACT

SILVA, Luciana Sabini. Universidade Estadual do Oeste do Parana, February — 2020.
Micropropagation of physalis species with economic potential. Advisor: Dr2 Fabiola Villa.

Co-Advisor: Dr» Luciana Alves Fogaga.

In vitro cultivation techniques, such as micropropagation, have been considered promising
tools for the production of quality seedlings on a large scale. The objective of this work was
evaluate asepsis protocols, composition and concentration of culture media in the in vitro
establishment of physalis species. Four experiments were conducted in vitro. In experiment I,
seeds of 3 species of physalis (Physalis peruviana, P. ixocarpa and P. minima) were used x 3
asepsis protocols (I = Twin 20 solution for 5 minutes + 70% alcohol for 30 seconds + sodium
hypochlorite for 3 minutes, 1l = 70% alcohol for 30 seconds + sodium hypochlorite for 3
minutes, 111 = 70% alcohol for 3 minutes + sodium hypochlorite for 10 minutes). For 30 days,
fungal and bacterial contamination and the percentage of germination were evaluated every 4
days. In experiment Il, 3 culture media (MS, Knudson and WPM) and explants 3 species of
fisalis (Physalis peruviana, P. ixocarpa and P. minima) were used. In experiment 11, explants
of 2 species of physalis (Physalis peruviana and P. minima) x 4 concentrations of MS culture
medium (0, 50, 75 and 100%) were used. In experiment 1V, explants of 2 species of physalis
(Physalis peruviana and P. minima) x 4 sucrose concentrations (0, 15, 30 and 60 L) were
used. For experiments II, Il and IV after 30 days were evaluated: number of seedlings,
shoots, leaves and roots, length of the largest root (cm) and aerial part of plant (cm), fresh and
dry seedling biomass (g). The experimental design was completely randomized, ina 3 x 3
(experiments | and Il) and 2 x 4 (experiments Il and IV) factorial scheme, containing 5
repetitions, 1 glass per repetition and 5 seeds per glass. Protocols Il and I1l were appropriate
for P. peruviana germination, and | and Il for P. minima, the three protocols were efficient
for controlling fungi and bacteria. Sucrose concentrations close to 50 g L™ favored the
establishment of P. peruviana of approximately 20 g L™ favored the establishment of P.
minima. The culture medium MS is the most suitable for the in vitro establishment of P.
peruviana, P. minima and P. ixocarpa. The culture medium at 100% concentration obtained
better values in the in vitro development parameters evaluated for the species P. peruviana

and P. minima.
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1 INTRODUCAO GERAL

O fisalis é considerado um fruto exdtico com grande potencial econdémico, devido a
adaptacdo as diversas condi¢bes edafoclimaticas brasileiras. Sua presenca em mercados e
feiras mostram uma tendéncia de consumo da populacdo que busca uma alimentacdo mais
saudavel e diversificada. Por ter alto valor agregado, a producdo de frutos é uma alternativa
para pequenos produtos que necessitam maior renda por area de producéo.

O principal método de propagacédo de fisalis é pela via sexuada, uma vez que essa
frutifera apresenta grande quantidade de sementes e alta taxa de germinagdo. Porém esse
método proporciona mudas de alta variabilidade genética, resultando mudas com diferenca de
crescimento, vigor, desempenho e producdo de frutos, caracteristicas que ndo sao
interessantes para pomares comerciais.

A cultura de tecidos propde obtencdo plantas em larga escala, qualidade fitossanitaria
e alta fidelidade genética, caracteristicas desejaveis para a implantacdo de pomar comercial.
Entre os desafios dessa técnica estd dominar as variadas etapas como o estabelecimento e a
multiplicacdo in vitro.

A contaminacdo € um fator determinante no estabelecimento in vitro, diversos
protocolos sdo utilizados para a assepsia do material vegetal, entre eles, 0s mais comuns sdo o
etanol e o hipoclorito, que atuam de diferentes maneiras levando a morte de fungos e
bactérias.

O sucesso da multiplicacéo in vitro, depende da composi¢cdo do meio de cultura, que é
constituido elementos essenciais para o crescimento das plantas como minerais e vitaminas,
proporcionando o controle de crescimento de tecidos e regulando o desenvolvimento in vitro.
Uma das formas de controlar essas respostas é atraves da concentracdo de macro e
micronutrientes que compde os meios de cultura, existem diversos tipos de meio adaptados
para diferentes espécies, que se diferem sobretudo na constituicdo de nutrientes, entre 0s
comumente usados estd 0 meio MS.

No meio de cultivo deve ser acrescentada uma fonte de carboidrato, como a sacarose.
Essa tem a funcdo de fornecer energia e atua diretamente no desenvolvimento da plantula,
quando em concentracdo inadequada leva a reducdo da fotossintese causando reducdo do
crescimento.

Considerando a complexidade das etapas da micropropagacdo que envolvem

diversos fatores (genétipo, meio de cultura, pH, fonte de carbono, entre outros), ajustes do
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protocolo para multiplicacdo in vitro de espécies de fisalis, sdo necessarios para que a técnica
seja desenvolvida e garanta a disponibilidade de material propagativo de boa qualidade

fitossanitaria, homogeneidade de plantulas e alta fidelidade genética.
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2 ARTIGO |

Protocolos de assepsia e sacarose no estabelecimento e multiplicacéo in vitro de

espécies de fisalis

Asepsis protocol and sucrose in the establishment and in vitro multiplication of

species of physalis

Luciana Sabini da Silval Fabiola Villal* Daniel Fernandes da Silva?

Edvan Costa da Silva' Giovana Ritter! Tatiane Eberling*

(Elaborado segundo as normas da revista Ciéncia Rural)

RESUMO

Este estudo teve como objetivo avaliar protocolos de assepsia e concentracdes de
sacarose para a micropropagacao de espécies de fisalis. Os experimentos foram conduzidos in
vitro, onde para o experimento | foram utilizadas sementes de 3 espécies de fisalis (Physalis
peruviana, P. ixocarpa e P. minima) x 3 protocolos de assepsia (I = solugdo Twin 20 por 5
minutos + alcool 70% por 30 segundos + hipoclorito de sédio por 3 minutos, 1l = &lcool 70%
por 30 segundos + hipoclorito de sédio por 3 minutos, Il = alcool 70% por 3 minutos +
hipoclorito de sédio por 10 minutos). Durante 30 dias avaliou-se a cada 4 dias a contaminacao
fungica e bacteriana e a porcentagem de germinagdo. No experimento Il foram utilizados
explantes de 2 espécies de fisalis (Physalis peruviana e P. minima) x 4 concentragdes de
sacarose (0, 15, 30 e 60 L), apds 30 dias foram avaliados: nimero de plantulas regeneradas,
brotacdes, folhas e raizes, comprimento da maior raiz (cm) e parte aérea da planta (cm),
biomassa fresca e seca das plantulas (g). Todos protocolos foram adequados para germinacao
de P. ixocarpa, os protocolos Il e 111 foram adequados para germinacgédo P. peruviana, e 1 e 1ll

para P. minima, os trés protocolos foram eficientes para controle de fungo e bactéria. As

1 Programa de Pds-Graduagdo em Agronomia (PPGA) - Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), Marechal

Candido Rondon, Parana, Brasil.

2 Universidade do Oeste Paulista (Unoeste), Presidente Prudente, Sdo Paulo, Brasil.
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concentragbes de sacarose proximas a 50 g L™ favoreceram o estabelecimento de P.

peruviana de aproximadamente 20 g L™ favoreceram o estabelecimento de P. minima.

Palavras-chave: Physalis sp. Cultivo in vitro. Contaminacdo. Sacarose.

ABSTRACT

The objective of this work was evaluated asepsis protocols and sucrose concentrations for the
micropropagation of physalis species. The experiments were conducted in vitro. In the
experiment | seeds of 3 species of physalis (Physalis peruviana, P. ixocarpa and P. minima)
were used x 3 asepsis protocols (I = Twin 20 solution for 5 minutes + alcohol 70 % for 30
seconds + sodium hypochlorite for 3 minutes, 1l = 70% alcohol for 30 seconds + sodium
hypochlorite for 3 minutes, 111 = 70% alcohol for 3 minutes + sodium hypochlorite for 10
minutes). For 30 days, fungal and bacterial contamination and germination percentage were
evaluated every 4 days. In experiment Il, explants of 2 species of physalis (Physalis
peruviana and P. minima) x 4 sucrose concentrations (0, 15, 30 and 60 L) were used, after
30 days were evaluated: number of seedlings, shoots, leaves and roots, length of the largest
root (cm) and aerial part of plant (cm), fresh and dry seedling biomass (g). All protocols were
appropriate for germination of P. ixocarpa, Il and Il were appropriate for P. peruviana
germination, and | and Il for P. minima, the three protocols were efficient for controlling
fungi and bacteria. Sucrose concentrations close to 50 g L™ favored the establishment of P.

peruviana of approximately 20 g L™ favored the establishment of P. minima.

Key words: Physalis sp. In vitro culture. Contamination. Sucrose.

INTRODUCAO

Técnicas de cultivo in vitro, como a micropropagagdo, tém sido consideradas
ferramentas promissoras para a producdo de mudas em larga escala permitindo obter grande
numero de plantas em um curto espaco de tempo, com qualidade fitossanitaria,
homogeneidade de plantulas e alta fidelidade genética (OLIVEIRA et al., 2013). Entretanto
na produgdo de mudas micropropagadas € necessario dominar todas as etapas, como o
estabelecimento, multiplicacdo, enraizamento e aclimatizacdio (MASCARENHAS et al.,
2019).
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Os primeiros estagios do cultivo in vitro, apresentam algumas limitaces, onde a
maior dificuldade é obter tecidos livres de contaminagBes fingicas e bacterianas. Para a
reducdo destas contaminagdes, 0s produtos mais utilizados sdo o hipoclorito de sodio e alcool
70%. Esses podem ter eficiéncia variada, sendo necessaria a adequacdo do protocolo de
desinfestacdo, de acordo com a espécie, cultivar e sensibilidade do tecido a ser desinfestado
(BHARTI et al., 2019).

Em producdo de mudas in vitro, Nascimento et al. (2018), usando o processo de
desinfestacdo com alcool 70% e NaClO obtiveram 100% de controle de fungos e bactérias e
total sobrevivéncia de plantulas de pessegueiro. Palei et al. (2017) controlaram 100% da
contaminagdo com hipoclorito de sédio em seguimentos nodais de morangueiro.

Quando a espécie estiver estabelecida in vitro € necessario determinar a concentracao
de carboidrato, que serve como fonte de energia e suplementa o meio de cultura, atuando no
controle da pressdo osmotica das células vegetais e afetando significativamente o
desenvolvimento dos explantes. Em particular a sacarose é considerada uma importante fonte
de carbono e energia, sendo o carboidrato mais comum na seiva do floema. Além disso, esta
envolvida no controle de processos de desenvolvimento da planta (HUT et al, 2016).

As espécies de fisalis, por apresentarem caracteristicas genéticas distintas podem ter
comportamentos diferentes aos estimulos in vitro. Diante disso, este estudo teve como
objetivo avaliar protocolos de assepsia e concentragdes de sacarose para a micropropagacao

de espécies de fisalis.

MATERIAL E METODOS

Experimento |

As sementes de fisalis utilizadas nesse experimento foram oriundas de frutos
maduros, coletados no Banco de Germoplasma, mantido na Universidade Estadual do Oeste
do Parana (Unioeste), Campus Marechal Candido Rondon (PR). As espécies (Physalis
peruviana, P. ixocarpa e P. minima) foram devidamente identificadas e encontram-se
catalogadas junto ao Herbario da Unioeste (HUNOP, Campus Cascavel).

Os frutos foram levados ao Laboratorio de Biotecnologia da Pontificia Universidade
Catblica do Parana (PUCPR), Campus Toledo (PR), onde foram retiradas as sementes e
deixadas secar por 7 dias em temperatura ambiente. ApOs esse periodo as sementes foram

levadas a camara de fluxo laminar modelo BIOSEG 09, lavadas com agua destilada e
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dispostas nos protocolos de assepsia por imersao em: I = solugdo Twin 20 por 5’ + alcool
70% (A70) por 30” + hipoclorito de s6dio (NaClO) por 3°, Il = A70 por 30” + NaClO por 3°,
IIT = A70 por 3’ + NaClO por 10’. Apds os procedimentos, as sementes foram lavadas 4 vezes
em agua destilada e autoclavada.

Apos a sanitizacdo, foram alocadas 5 sementes por frasco de vidro, com capacidade
total de volume de 300 mL, contendo 25 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), acrescido de 30 g L™ de sacarose, 6 g L™ de agar (Himedia®) e pH = 5,8,
ajustado antes da autoclavagem. Durante 30 dias avaliou-se a contaminacdo flungica e
bacteriana existente a cada 4 dias. Quando observada a contaminagdo em uma semente, as
demais que ndo apresentavam contaminacdo foram transferidas para um novo frasco.

O delineamento experimental utilizado nesse experimento foi inteiramente ao acaso,
em esquema fatorial 3 x 3 [métodos de assepsia x Physalis peruviana, P. ixocarpa e P.
minima], contendo 5 repeticdes, representadas por 1 frasco com 5 sementes.

Os vidros foram tampados com papel aluminio e autoclavados a 121°C e 1,2 atm de
pressdo, durante 20’. Apos a autoclavagem, foram vedados com filme plastico de PVC, a fim
de evitar contaminacGes e mantidos em estantes de madeira (45 x 30 cm), em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 h luz e temperatura + 24°C.

Os dados obtidos nos experimentos foram tabulados e aplicado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Posteriormente foram submetidos & andlise de varidncia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro, sendo transformadas
para (Y+1,0)"0,5 quando necessario. Para a analise dos resultados utilizou-se programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

Experimento |1

Nesse experimento foram utilizados explantes de plantas pré-estabelecidas in vitro,
provenientes de sementes. Os explantes oriundos da terceira repicagem foram excisados com
auxilio de bisturi, em camara de fluxo laminar, em placas de petri. Estes continham 1,5 cm de
comprimento, duas gemas axilares opostas e um par de folhas.

Os fatores de estudo foram representados por quatro concentracGes de sacarose,
sendo essas 0, 15, 30 e 60 g L™, para duas espécies de fisélis (P. peruviana e P. minima). Foi
utilizada a concentragido de 100% de meio de cultura MS, acrescido de 6 g L™ de égar

(Himedia®) e pH = 5,8, ajustado antes da autoclavagem.
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O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 4 x 2 [concentracGes de sacarose x espéecies de fisalis], contendo 5 repeticdes,
representadas por 1 frasco com 5 sementes.

Apods 30 dias da montagem do experimento, avaliou-se 0 nimero de plantulas
regeneradas, brotacdes, folhas e raizes. Com o auxilio de uma régua foi avaliado o
comprimento da maior raiz (cm) e parte aérea da planta (cm), por meio de pesagem em
balanca analitica foram avaliadas a biomassa fresca e seca das plantulas (g). Para se obter a
biomassa seca as plantulas foram colocadas em sacos brancos de papel devidamente
identificados e levadas a estufa de ventilagdo forgada, a 65°C por 48 h.

Os vidros foram tampados com papel aluminio e autoclavados a 121°C e 1,2 atm de
pressdo, durante 20°. Apos a autoclavagem, foram vedados com filme plastico de PVC, a fim
de evitar contaminacGes e mantidos em estantes de madeira (45 x 30 cm), em sala de
crescimento, com fotoperiodo de 16 h luz e temperatura + 24°C.

Os dados obtidos nos experimentos foram tabulados e aplicado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Posteriormente foram submetidos a anélise de variancia e analise
de regressdo a 5% de probabilidade de erro, sendo transformadas para (Y+1,0)"0,5, quando

necessario, utilizou-se o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento |

Na Tabela 1 sdo apresentados os dados de germinacdo (%), contaminacgdo flngica
(%), bacteriana (%) e contaminacdo total (%) em sementes de espécies de fisalis, onde,
verificou-se efeito significativo para o primeiro fator para as espécies P. peruviana e P.
minima.

Melhores resultados na germinacao (%) in vitro foram observados para P. peruviana,
guando se utilizaram os protocolos Il e Ill. Estatisticamente, as sementes desta espécie
obtiveram 0s mesmos resultados nestes dois protocolos, porém, quando o protocolo Il é
empregado, nota-se que o tempo de exposicdo e manuseio das sementes foi menor, sendo uma
opcao mais rapida e eficiente.

Para sementes de P. minima, o protocolo Il teve a menor porcentagem de
germinacdo quando comparado estatisticamente com os demais. As maiores porcentagens de

germinacdo ocorreram quando utilizados os protocolos | e I, que ndo se diferiram
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estatisticamente. Quando empregado o protocolo Il é possivel reduzir um reagente no
controle dos patégenos, fato que facilita o processo de assepsia e favorece a preservacdo
ambiental, visto que esse reagente precisara ser descartado apds o uso.

Para P. ixocarpa, ndao houve diferenca estatistica para a germinacdo entre 0s
protocolos utilizados. Essa espécie apresentou baixo porcentual de germinagdo (no maximo
52%) quando comparada com as demais espécies que chegaram até 100%. Estudos realizados
por Chaves et al. (2005), mostraram que a taxa de germinacdo de P. peruviana foi reduzida,
quando se usaram soluces com hipoclorito de calcio na assepsia de sementes, provavelmente
devido a alta contaminacdo flngica. Fungos sdo 0s principais microrganismos responsaveis
pela destruicdo das sementes ou perda de vigor, esses tornam-se saprofitos e parasitas de
plantulas (CARVALHO & NAKAGAWA, 2012).

As diferencas na taxa de germinagdo das sementes entre os distintos trabalhos sao
causadas pela combinagéo de diversas substancias de assepsia. Pinheiro et al. (2016), notaram
reducdo na contaminagdo flngica e aumento no potencial germinativo em sementes Cedrela
fissilis e no comprimento das plantulas, quando utilizaram o NaCIlO para assepsia.

A baixa taxa de contaminacao total (%) e a eficiéncia de todos os protocolos para
esse fator pode ser explicada pela sucessédo de produtos utilizados na assepsia das sementes.
Além disso, pressupde-se que, ha uma combinacédo entre cloro e a proteina da membrana dos
para a sobrevivéncia (MACHADO & FERNANDES, 2018). O alcool 70% é apontado como
desinfetante e, segundo Tomazzi et al. (2019), quando presente nessa concentracao apresenta
evaporacao lenta, potencializando a sua acdo de deshaturacdo de proteinas nas células

microbianas quando em contato com microrganismos.

Experimento 11

Na Figura 1, estdo apresentados dos resultados encontrados quando as espécies de
fisdlis (P. peruviana e P. minima) foram cultivadas in vitro com contendo variagdo nas
concentragdes de sacarose.

Observa-se que o numero de plantulas regeneradas (Figura 1A), em P. peruviana,
subiu conforme foram aumentando as concentracfes de sacarose e atingiu seu ponto maximo
em 44 g L! com uma média de 5,00 plantulas regeneradas, apds essa concentragio houve

queda na regeneracdo. O mesmo comportamento ocorreu para P. minima, porém essa especie
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atingiu seu ponto maximo em 31 g L* de sacarose com uma média de 4,9 plantulas
regeneradas e apds esse valor comegou a decair.

Quando avaliado o nimero de brotacdes (Figura 1B), P. peruviana foi crescente até
a concentracéo de 40 g L™ de sacarose, quando obteve o valor médio de aproximadamente 1,5
brotagGes, ja P. minima, teve seu ponto maximo em 15 g L™ com 1,3 brotagdes, decaindo
com 0 aumento da concentragao de sacarose.

Estudos realizados por Poothong e Junnumsra (2020), mostraram que a sacarose
reduzida nas concentracdes de 1,5% e 3% em meio de cultura MS, aumentaram o numero de
brotacOes para framboeseira, no entanto o comprimento de brotagdes foi maior quando néo foi
adicionado sacarose ao meio de cultura.

O comprimento de plantula (Figura 1D) apresentou a maior média de crescimento de
explante (aproximadamente 10 cm) quando utilizado 45 g L™ de sacarose para P. peruviana.
Em P. minima o maior crescimento médio foi aproximadamente 5 cm, na concentracao de 30
g L de sacarose.

A concentracdo de 15 g L (Figura 1C) favoreceu a quantidade de folhas de P.
minima, que nessa concentracdo atingiram o valor medio de aproximadamente 5 folhas por
explante. P. peruviana teve o valor maximo de folhas de 3,6, quando utilizado 60 g L™ de
sacarose.

O aumento na concentracdo de carboidrato, eleva o potencial osmdtico do meio de
cultura, reduzindo a absorc¢do de agua e sais pela plantula (LEMES et al., 2016). Além disso, a
sacarose pode inibir a sintese de clorofila e reduzir a capacidade fotossintética, fatores que
juntos levam a reducdo de crescimento da plantula, porém, o processo fotossintético depende
da energia fornecida pela sacarose que possibilita a atividade normal das funcdes fisioldgicas
das células (AYUB et al., 2019).

O numero de raizes e 0 comprimento da maior raiz para P. minima foram melhores
na concentracdo de 30 g L™ de sacarose, obtendo os valores de aproximadamente 3,5 raizes e
3,3 cm. Quando avaliado P. peruviana, a maior quantidade de raizes foi obtida quando
utilizado 60 g L de sacarose com aproximadamente 8 raizes por explante, ja o maior
comprimento de raiz foi com 30 g L tendo em média 6 cm. Segundo Calvete et al. (2002), a
sacarose estimula a rizogénese in vitro, na auséncia dela, ndo houve enraizamento em
explantes de morangueiro.

A biomassa fresca teve aumento até 40 g L™ para P. peruviana e 24 g L para P.
minima, apds esses valores houve reducdo do peso de plantulas, porem quando avaliada a

biomassa seca, para ambas as espécies o maior valor obtido foi na concentracio de 60 g L™ de
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sacarose, 0 que sugere que nessa concentragdo ocorreu menor acumulo de agua e maior
acumulo de sais.

Para a maioria dos parametros analisados P. minima teve seu desenvolvimento
favorecido em concentragdes baixas de sacarose (entre 15 e 30 g L) quando comparado aos
valores de P. peruviana (entre 45 e 60 g L), o que indica que o genétipo das espécies
apresenta necessidades distintas para o desenvolvimento.

CONCLUSOES

Os protocolos de assepsia ndo interferiram na germinagédo de P. ixocarpa.

Os protocolos Il e 111 foram adequados para germinacdo P. peruviana, e | e 11l para
P. minima, os trés protocolos foram eficientes para controle de fungo e bactéria.

As concentragdes de sacarose proximas a 50 g L e 20 g L favoreceram o

estabelecimento de P. peruviana e P. minima, respectivamente.
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364  Tabela 1. Germinacdo (%) de sementes in vitro de espécies de fisalis (Physalis peruviana, P.
365 ixocarpa e P. minima), contaminagdo fungica (%) e contaminacdo bacteriana (%) em trés
366  protocolos de assepsia.

Protocolos Germinacdo in vitro de sementes (%)**
de assepsia Espécies de fisalis
P. peruviana P. ixocarpa P. minima
I 44,0 bB” 52,0™ 88,0 aA
I 72,0a 36,0™ 40,0b
" 88,0 aA 32,0m™ 100,0 aA
CV(%) 22,57
Contaminacéo fungica (%)**
I 50"m 15,0 30,2 "™
I 15,0 50mM™ 31,0™
" 50" 38,0™ 80"
CV(%) 40,48
Contaminacéo bacteriana (%)**
I 2,45 2,88 "™ 2,59 "™
I 2,45 2,45 "™ 2,45"™
Il 2,45 2,45 2,88 "™
CV(%) 23,54
Contaminacao total (%)
I 3,32 4,63 5,23"™
I 4,37 3,32 541"
" 3,32™ 6,16 3,93™
CV(%) 38,59

367  *Letras minusculas diferem estatisticamente entre si na coluna e maidsculas na linha, pelo
368  teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro. ns = nédo significativo. **Dados transformados
369  pararaiz quadrada de x+1.
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Figura 1. Numero de plantulas regeneradas [A], nimero de brota¢des [B], comprimento de
plantula (cm) [C], namero de folhas [D], comprimento da maior raiz (cm) [E], nimero de
raizes [F], biomassa fresca de plantulas (g) [G] e biomassa seca de plantulas (g) [H] de
espécies de fisalis, em funcio da concentracio de sacarose (0, 15, 30 e 60 g L™).
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3 ARTIGO Il

Composicgao e concentracdes de meio de cultivo na micropropagacao de espécies
de fisalis

Composition and concentrations of culture medium in the micropropagation of

physalis species

(Elaborado segundo normas da revista Ciéncia Rural)

Luciana Sabini da Silva! Fabiola Villal” Daniel Fernandes da Silva?
Edvan Costa da Silva! Giovana Ritter! Tatiane Eberling*

RESUMO

Técnicas de cultivo in vitro, como a micropropagacdo, tém sido consideradas
métodos promissores para a producdo de mudas de qualidade em larga escala. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a composi¢cdo e concentracdo de meios de cultura na multiplicacédo
in vitro de espécies de fisélis. Foram realizados dois experimentos in vitro. No experimento I,
foram utilizados 3 meios de cultura (MS, Knudson e WPM) e explantes de 3 espécies de
fisdlis (Physalis peruviana, P. ixocarpa e P. minima). No experimento Il, foram utilizados
explantes de 2 espécies de fisalis (Physalis peruviana e P. minima) x 4 concentraces do
meio de cultura MS (0, 50, 75 e 100%). Para ambos, as avaliacGes foram realizadas apds 30
dias, foram avaliados: numero de plantulas regeneradas, brotacGes, folhas e raizes,
comprimento da maior raiz (cm) e parte aérea (cm), biomassa de plantulas frescas e secas (g).
O delineamento foi inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial 3 x 3 (experimento
1) e 2 x 4 (experimento II), contendo 5 repeti¢des, 1 vidro por repeticdo e 5 explantes por
vidro. O meio de cultura MS foi o mais adequado para o estabelecimento in vitro de P.

peruviana, P. minima e P. ixocarpa. O meio de cultura na concentracdo de 100% obteve

! Programa de P6s-Graduagdo em Agronomia (PPGA) - Universidade Estadual do Oeste do Parana (Unioeste), Marechal
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16
melhores valores nos parametros de desenvolvimento in vitro avaliados para as espécies P.

peruviana e P. minima.

Palavras-chave: Physalis sp. Cultura de tecidos. Contaminacdo. Meios de cultura. Sacarose

ABSTRACT

In vitro cultivation techniques, such as micropropagation, have been considered
promising methods for the production of quality seedlings on a large scale. The objective of
this work was evaluate the composition and concentration of culture media in the in vitro
multiplication of physalis species. Two experiments were conducted in vitro. In experiment I,
3 culture media (MS, Knudson and WPM) and explants 3 species of physalis (Physalis
peruviana, P. ixocarpa and P. minima) were used. In experiment I, explants of 2 species of
fisalis (Physalis peruviana and P. minima) x 4 concentrations of MS culture medium (0, 50,
75 and 100%) were used. For both, the evaluations were carried out after 30 days, were
evaluated: number of seedlings, shoots, leaves and roots, length of the largest root (cm) and
aerial part of plant (cm), fresh and dry seedling biomass (g). The experimental design was
completely randomized, in a 3 x 3 (experiment 1) and 2 x 4 (experiment Il) factorial scheme,
containing 5 repetitions, 1 glass per repetition and 5 seeds per glass. The culture medium MS
is the most appropriate for the in vitro establishment of P. peruviana, P. minima and P.
ixocarpa. The culture medium at 100% concentration obtained better values in the in vitro

development parameters evaluated for the species P. peruviana and P. minima.

Keywords: Physalis sp. In vitro culture. Contamination. Culture media. Sucrose.

INTRODUCAO

A micropropagacdo € uma forma de multiplicacdo de plantas que possibilita a
obtencdo de mudas sadias, em grande quantidade e em curto prazo de tempo. Para que essa
seja viavel, deve-se utilizar o meio de cultura apropriado e a concentracdo de sais de que a
espécie necessita, assim, aperfeicoando o processo de multiplicacdo (ROGRIGUES et al.,
2013).

Os meios nutritivos utilizados na cultura de tecidos fornecem substancias essenciais

para 0 crescimento dos tecidos vegetais e controlam o padrdo de desenvolvimento das
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plantulas, quando o meio se torna inadequado pode causar sintomas de deficiéncia nutricional,
disturbios fisioldgicos e até a morte dos explantes (OLIVEIRA et al., 2013). Apesar do MS
favorecer o crescimento e desenvolvimento de frutiferas in vitro, outras composi¢cdes mais
diluidas em relacdo aos nutrientes tém sido estudadas, como WPM e Knudson (VILLA et al.,
2009).

As espécies de fisalis apresentam caracteristicas morfoanatdmicas distintas (SILVA
et al.,, 2015). Dentro do mesmo género e mesma espécie, 0s genotipos podem responder
diferentemente aos processos in vitro (COSTA et al.,, 2015). Essas caracteristicas sdo
complexas e podem indicar diferencas nas exigéncias nutricionais, concentracdo de
reguladores de crescimento, local de excisdo, tipo de tecido e gendtipo e consequentemente
interferindo na taxa de multiplicagdo no cultivo in vitro (MASCARENHAS et al., 2019).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a composicdo e

concentracdo de meios de cultivo na multiplicacdo in vitro de espécies de fisalis.

MATERIAL E METODOS

O experimento | consistiu em trés meios de cultura [MS, Knudson (KNUDSON,
1946), WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980)] e trés espécies de fisalis (Physalis peruviana,
P. minima e P. ixocarpa). Os meios de cultura foram acrescidos de 30 g L™ de sacarose,
6 g L de agar (Himedia®) e pH = 5,8, ajustado antes da autoclavagem.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, em esguema
fatorial 3 x 3 [meios de cultura x espécies de fisalis]. Contendo 5 repeticdes, 1 frasco por
repeticdo e 5 explantes de uma espécie por frasco.

Apds a analise do experimento | definiu-se o meio de cultura que apresentou
caracteristicas adequadas para o estabelecimento das espécies de fisalis in vitro. Assim o
experimento 1l foi constituido por 4 concentracdes de meio MS (0, 50, 75 e 100%) e duas
espécies de fisalis (P. peruviana e P. minima). Os meios de cultura foram acrescidos de
30 g L de sacarose, 6 g L™ de agar (Himedia®) e pH = 5,8, ajustado antes da autoclavagem.

O delineamento utilizado nesse experimento foi inteiramente ao acaso, em esquema
fatorial 4 x 2 [concentracdes de meio de cultura x espécies de fisalis], contendo 5 repeticdes, 1
frasco por repeticdo e 5 explantes de uma espécie por frasco.

Em ambos os experimentos foram utilizadas plantas pré-estabelecidas in vitro,

provenientes de sementes. Os explantes oriundos da terceira repicagem foram excisados com
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auxilio de bisturi, em cdmara de fluxo laminar, em placas de petri. Estes continham 1,5 cm de
comprimento, duas gemas axilares opostas e um par de folhas.

Apos 30 dias da montagem dos experimentos, avaliaram-se o nimero de plantulas
regeneradas, brotacOes, folhas e raizes. Com o auxilio de uma régua foi avaliado o
comprimento da maior raiz (cm) e comprimento total da plantula (cm), por meio de pesagem
em balanga analitica foram avaliadas a biomassa fresca e seca das plantulas (g). Para se obter
a biomassa seca das plantulas, foram colocadas em sacos brancos de papel devidamente
identificados e levadas a estufa de ventilacéo forcada, a 65°C por 48 h.

Os dados obtidos nos experimentos foram tabulados e aplicado o teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Posteriormente foram submetidos & andlise de variancia e analise
de regresséo para dados quantitativos, a 5% de probabilidade de erro, sendo transformadas
para (Y+1,0)*0,5, quando necessario. Para a analise dos resultados utilizou-se o Sisvar
(FERREIRA, 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento |

Na Tabela 1 verificam-se os resultados para numero de plantulas regeneradas,
brotacdes, folhas, comprimento das plantulas e da maior raiz e biomassa fresca da parte aérea.
Em relacdo ao numero de plantulas regeneradas (Tabela 1), quando comparados os meios de
cultura, nota-se que para Physalis peruviana ndo houve diferenca estatistica, em P. ixocarpa
teve maior numero de plantulas regeneradas quando em meio MS. Em P. minima teve o
menor nimero de plantulas regeneradas quando em meio Knudson.

Quando analisadas as brotacdes (Tabela 1), para P. minima ndo houve diferenca
entre 0 meio WPM e MS. Essa varidvel teve o mesmo comportamento para P. peruviana e P.
ixocarpa, sendo o0 MS o meio que proporcionou maior numero de brotacOes para as
respectivas espécies.

Segundo Jesus et al. (2010), o meio MS é mais concentrado em nitrogénio quando
comparado com o0 WPM e Knudson, o que influéncia na sintese de citocininas endogenas,
resultando em diferentes numeros de brotacdes por segmento nodal das espécies, resultados
que foram encontrados com as espécies de fisalis estudadas.

Quando analisado o numero de folhas (Tabela 1), para as espécies avaliadas, 0 meio

de cultura MS foi considerado adequado, quando comparado ao WPM e Knudson. Oliveira et
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al. (2013) obtiveram um valor médio do namero de folhas de Physalis angulata in vitro,
semelhante ao encontrado no presente trabalho.

Verificou-se maior comprimento das plantulas em meio MS para as trés espécies
estudadas (Tabela 1). Aradjo et al. (2016) afirmam que o meio MS tem alto teor de macro e
micronutrientes quando comparado com os demais meios. Entre 0os macronutrientes, além do
nitrogénio, o calcio apresenta quatro vezes a concentragdo comparado aos outros meios. O
calcio atua na zona meristematica, no processo de divisdo celular, participando na formacéo
de estruturas pécticas da nova parede celular que surge entre as células recém formadas,
interferindo diretamente no crescimento das plantas (KERBAUY, 2012).

Além disso, em trabalhos com espécies frutiferas in vitro, como amoreira-preta,
abacaxizeiro e cacarizeiro, os autores observaram bom desenvolvimento tendo maior nimero
de folhas, brotacGes e comprimento destas plantulas, quando propagadas em meio de cultivo
MS (LEITZKE et al., 2010; OLIVEIRA-CAUDURO et al., 2016; ARAUJO et al., 2016).

Quando avaliada a biomassa fresca, o comportamento foi semelhante para o meio MS
que apresentou melhores resultados para as trés espécies, quando comparado ao Knudson e
WPM (Tabela 1). Esses aspectos mostram que o0 meio de cultura favoreceu a assimilacéo de
nutrientes, o que pode explicar o melhor desempenho das plantas em meio MS.

As avaliacbes que ndo apresentaram interacdo significativa estdo apresentadas na
Tabela 2, sendo essas, nimero de raizes e biomassa seca de plantula. Observa-se que 0
numero de raizes foi menor para P. ixocarpa, quando comparada com as demais espécies € 0
mesmo comportamento se repete para biomassa seca da parte aérea.

O meio de cultivo MS proporcionou maior quantidade de raizes, sendo superior ao
Knudson e WPM, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si. A presenga de boro
influencia no enraizamento, promovendo sintese de 4&cido-indolacético (AIA) e atua
translocacdo da auxina natural, esse combinado com outros nutrientes, que estdo em maior
quantidade no meio MS, propiciaram melhor resultado de enraizamento (PASQUAL, 2001).

Os maiores valores de biomassa seca foram encontrados em meio MS, que € mais
concentrado em sais e nutrientes, a massa seca € um importante atributo de crescimento e o
mais utilizado e significativo, pois determina o aumento de massa acumulada na formagéo de
um 6rgéo ou da planta toda sem levar em consideracdo o conteudo em dgua (MOCHINI et al,
2019).

Experimento 11
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O fator avaliado numero de plantulas regeneradas que nao apresentou interacao e por
isso foi avaliado separadamente na Tabela 2, onde observa-se que a espécie P. minima teve
maior nimero de plantulas regeneradas comparada com P. peruviana.

A Figura 1A apresenta 0 numero de brotacbes de P. peruviana e P.minima em
concentracdes de meio MS, observa-se que ambas as espéecies tiveram maiores valores de
brotacdes quando em meio na concentracdo de 100%, crescendo de maneira linear. Na Figura
1B nota-se que o comprimento de plantula para P. minima obteve crescimento linear
conforme o aumento da concentracdo de meio chegando o seu valor maximo de crescimento
de aproximadamente 3,0 cm em 100% de meio de cultura. Por outro lado, em P. peruviana
nota-se que nao houve diferenca significativa no crescimento de acordo com a variagédo de
meio de cultura.

O nitrogénio é o nutriente em maior concentracdo no meio MS, esse tem relacdo com
o0 desenvolvimento de plantulas, e é componente estrutural da molécula de clorofila. Quando
em deficiéncia, causa amarelecimento e reducdo do desenvolvimento da planta, devido a
inibicdo da sintese de clorofila, resultando a diminuicdo da fotossintese e consequentemente
da sintese de aminoacidos essenciais para o desenvolvimento (KERBAUY, 2012).

Para o numero de folhas (Figura 1C), é possivel verificar que as duas espécies
aumentaram a quantidade de folhas conforme o aumento da concentracdo de meio de cultura.
P. minima, teve seu maior nimero de folhas em 100% de meio de cultura, com
aproximadamente 7 folhas, enquanto que, P. peruviana obteve no maximo 3 folhas quando
em meio 100%.

O fosforo presente no meio de cultura, atua diretamente na expansdo foliar. A
incorporacdo desse nutriente depende do gendétipo de cada espécie. Costa et al. (2015),
observaram que, maior numero de folhas foi obtido no meio MS, porém ndo entraram
diferencas estatisticas quando utilizaram meio MS com % nitratos trabalhando com
manjericdo hibrido, indicando que outros fatores podem interferir nessas caracteristicas, alem
da concentracéo de sais.

O comprimento da maior raiz (Figura 1D), para P. peruviana ndo teve diferenca
estatistica quando variada a concentracdo de meio de cultura. Para P. minima, apesar de ter
variado pouco o comprimento, seu maior valor foi aproximadamente 1,5 cm quando em 100%
de meio de cultura. Segundo Lemes et al. (2016), as plantulas apresentam necessidade de
baixas concentracfes de nitrogénio na formacgéo de raizes, e a concentragdo de altos niveis de
sais pode afetar negativamente o desenvolvimento de raizes, portanto, o enraizamento pode

estar relacionado a caracteristicas de resposta de cada espécie aos estimulos in vitro.
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Quanto ao numero de raizes ndo houve interacdo espécie x concentracdo de meio de

cultivo, por isso o foi avaliado somente o fator concentracdo de meio de cultivo (Figura 1E).

Observa-se que 0 numero de raizes teve uma tendéncia de crescimento de acordo com o

aumento da concentracdo de meio de cultura que € propiciada devido a maior concentracao de
micronutrientes promotores de enraizamento, como o boro (PASQUAL et al., 2001).

Para biomassa fresca e seca de plantula ndo foi observada diferenca estatistica entre

as concentragdes para P. peruviana. Para P. minima, os maiores valores de biomassa fresca e

seca foram encontrados em 100% de meio de cultura, tendo aproximadamente 1,8 e 1,2 g

respectivamente, o que demonstra que nessa concentracdo ocorreu maior acumulo de agua e

sais para essa especie.

CONCLUSOES

O meio de cultura MS é o mais indicado para o estabelecimento in vitro de P.
peruviana, P. minima e P. ixocarpa. O meio de cultivo MS na concentracdo de 100%
apresentou melhores valores nos parametros de desenvolvimento in vitro avaliados para as

espécies P. peruviana e P. minima.
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Tabela 1. Numero de pléntulas regeneradas (NPR), nimero de brotacdes (NB), nimero de folhas

(NF) e comprimento das plantulas (CP) de espécies de fisalis, em meios de cultura.

Meios de cultivo

Espécies de fisalis Knudson MS WPM
Numero de plantas regeneradas
Physalis peruviana 4,20 aA* 5,00 aA 5,00 aA
Physalis ixocarpa 0,01 bB 5,00 aA 0,01 bB
Physalis minima 0,80 bB 4,20 aA 4,40 aA
CV(%) 16,71
NUmero de brotacGes**
Physalis peruviana 1,17 abAB 1,33 bA 1,04 bB
Physalis ixocarpa 1,00 bB 1,68 aA 1,00 bB
Physalis minima 1,20 aB 1,53 aA 1,41 aA
CV(%) 10,03
NUmero de folhas**
Physalis peruviana 1,84 aB 2,41 bA 1,76 bB
Physalis ixocarpa 1,00 bB 2,99 aA 1,00 aB
Physalis minima 1,64 aC 3,03 aA 2,19 aB
CV(%) 16,70
Comprimento das plantulas (cm)**
Physalis peruviana 2,07 aB 3,17 aA 2,01 aB
Physalis ixocarpa 1,00 cB 2,55 bA 1,00 bB
Physalis minima 1,47 bC 2,89 abA 2,13 aB
CV(%) 14,12
Comprimento da maior raiz (cm)**
Physalis peruviana 1,29 a 2,88 aA 1,10 a
Physalis ixocarpa 1,00 a 1,43 ¢ 1,00 a
Physalis minima 1,23 a 2,07 bA 1,22 a
CV(%) 23,08
Biomassa fresca de plantula (g)

Physalis peruviana 1,17 aB 1,62 aA 1,13 bB
Physalis ixocarpa 1,00 bB 1,24 bA 1,00 bB
Physalis minima 1,07 abC 1,61 aA 1,34 aB
CV(%) 8,68

*Letras minGsculas diferem estatisticamente entre si na coluna e maiusculas na linha, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade de erro. **Dados transformados para raiz quadrada de x+1. ns = ndo

significativo.
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676  Tabela 2. NUmero de raizes e biomassa seca da parte area (g) para espécies de fisalis e meios de
677  cultura.

Biomassa seca

Espécies de fisalis NUmero de raizes**

de plantulas (g)
Physalis peruviana 1,99 a* 1,04 a
Physalis ixocarpa 1,41b 1,01 b
Physalis minima 1,87 a 1,04 a
Meio de cultivo
WPM 1,43 b 1,02b
Knudson 1,43 b 101b
MS 241a 1,06 a
CV(%) 24,91

678  *Letras minusculas diferem estatisticamente entre si na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de
679  probabilidade de erro. **Dados transformados para raiz quadrada de x+1.
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Ypp=0,0052x +14326 R*=86%
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Figura 1. Numero de brotacbes [A], comprimento de plantula (cm) [B], numero de folhas [C],
comprimento da maior raiz (cm) [D], nimero de raizes [E], biomassa fresca de plantulas (g) [F] e
biomassa seca de plantulas (g) [G] de espécies de fisalis, em funcdo a concentracdo de meio de
cultura MS (0, 50, 75 e 100%).
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686  Tabela 3 - Numero de plantulas regeneradas para espécies de fisalis.

Espécies de fisalis NPREG**
Physalis minima 2,34 a*
Physalis peruviana 1,35b
CV (%) 12,91

687  *Letras mindsculas diferem entre si na coluna, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade de erro.
688  **Dados transformados em raiz quadrada de x+1. NPREG = numero de plantas regeneradas.
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4 CONCLUSOES GERAIS

Todos os protocolos foram adequados para a germinagédo de P. ixocarpa. Os protocolos 11 e
Il foram adequados para germinagdo P. peruviana, e | e Il para P. minima, os trés protocolos
foram eficientes para controle de fungo e bactéria. As concentracfes de sacarose proximasa 50 g L
! favoreceram o estabelecimento de P. peruviana de aproximadamente 20 g L™ favoreceram o
estabelecimento de P. minima.

O meio de cultura MS é o mais indicado para o estabelecimento in vitro de P. peruviana,
P. minima e P. ixocarpa. O meio de cultivo na concentracdo de 100% obteve melhores valores nos

parametros de desenvolvimento in vitro avaliados para as espécies P. peruviana e P. minima.



