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Tipos e concentragdes de citocinina na multiplicacéo in vitro de pitangueira

Types and concentrations of cytokinin on in vitro multiplication of ‘pitangueira’

Joseane Almeida de Souza™ Marcia Wulff Schuch" Lorena Pastorini Donini'
Mirian de Farias Ribeiro"

-NOTA-

RESUMO

O trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de
diferentes tipos e concentragées de citocinina na multiplicagdo
in vitro de pitangueira. Os tratamentos constituiram-se de
diferentes concentragées de citocinina adicionada ao meio de
cultura (zero,; cinco; dez uM) e trés diferentes citocininas (BAP;
2iP; zeatina). O meio utilizado foi WPM suplementado com
100mg L de mio-inositol, 30g L' de sacarose e solidificado
com dgar na concentragdo de seisg L. Segmentos caulinares
com trés ou quatro gemas, sem o dpice, foram incubados em
frascos contendo 30mL de meio. Apos a inoculagdo, os
explantes foram mantidos em sala de crescimento com 16
horas de fotoperiodo com radiagdo de 27umol m? s e
temperatura de 2512°C. Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados
o numero médio de folhas, o numero médio de brotagées e o
comprimento das brotagées. Os resultados permitiram concluir
que, para a multiplicag¢do in vitro de pitangueira, deve-se
utilizar a menor concentrag¢do de BAP, a qual apresentou
resultado satisfatorio e tem menor custo.

Palavras-chave: micropropaga¢do, Eugenia uniflora L.,
frutas nativas.

ABSTRACT

This research aimed to assess the effect of different
types (BAP, 2ip, zeatin) and concentrations (zero, five; ten uM) of
cytokinin on in vitro multiplication of ‘Pitangueira’. The different
concentrations were added to the culture medium. The medium
used was WPM enriched with 100mg L' of myo-inositol, 30g L of
sucrose and solidified with agar at sixg L' concentration. Stem
segments with 3 or 4 buds, without apical meristem, were incubated
into flasks containing 30mL of medium. After inoculation, the
explants were kept in growth room under 16 hours photoperiod
with 27umol m? s radiation and temperature of 25+2°C. At 45"

days of cultivation, the average number of leaves and shoots and
the shoot length were measured. The results showed that by using
lesser concentration of BAP there was better performance and less
costs for in vitro multiplication of ‘Pitangueira’.

Key words: micropropagation, Eugenia uniflora L., native
Sruits.

O Brasil ¢ um dos principais centros de
diversidade genética de espécies frutiferas. No Sul do
Brasil existe uma grande diversidade de fruteiras
nativas, entre as quais se destaca a pitangueira
(Eugenia uniflora L.), pertencente a familia Mirtacea
(RASEIRA etal., 2004). O potencial de utilizagao desta
espécie ¢ ressaltado quando se considera que o fruto
de sabor exdtico € rico em vitaminas, no entanto, a
variabilidade genética pode determinar algumas
diferencas nesses valores (BEZERRA et al., 2000).

Os principais métodos de obtengdo de
mudas desta espécie envolvem sementes, enxertia e
estaquia, sendo que o processo mais usual € o realizado
por meio de sementes. Em decorréncia dessa pratica,
os pomares formados resultam em plantas
desuniformes, de baixa produtividade e com frutos de
ma qualidade (BEZERRA etal.,2002; BEZERRA, et al.,
2004). No entanto, (BEZERRA et al., 2000) afirmam que
amedida que a pitangueira vai se tornando uma cultura
de interesse comercial, o plantio a partir de sementes
deve dar lugar a propagacdo vegetativa de variedades
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selecionadas, assegurando a formagao de pomares com
populagdes de plantas homogéneas. O cultivo in vitro,
por meio da micropropagag¢do, ¢ um método viavel de
propagagdo podendo assegurar a uniformidade dos
pomares, além de possibilitar a produgdo de mudas
com alta sanidade e acelerar os métodos de propagacao
convencional, por meio do rejuvenescimento in vitro.

Um dos objetivos da micropropagacdo ¢é a
maximizagdo da multiplicagdo de gemas (ERIG et al.,
2002), podendo ser alcangado na fase de multiplicagdo
in vitro. Fatores como meio de cultura, tipo e
concentracdo de citocininas sdo importantes de serem
observados nesta fase (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). A citocinina ¢ indispensavel nesta
fase para a quebra da dominancia apical e a indugdo da
proliferagdo de gemas axilares (HU & WANG, 1983).
Segundo SCHUCH & ERIG (2005), as concentragdes
de citocininas para a multiplicagdo estdo entre 0,1 e
5,0mg L' e entre as citocininas comercialmente
disponiveis a benzilaminopurina (BAP), geralmente
apresenta melhores resultados.

A micropropagacdo de pitangueira ¢ ainda
incipiente. No entanto, alguns trabalhos iniciais
apresentam suporte para otimizagdo de protocolos de
multiplicagdo desta espécie. OLIVIER (1997) observou
que o meio MS com 100% dos seus sais e vitaminas
adicionado de 1,2uM de BA ¢ 0,3uM de ANA apresentou
baixa taxa de multiplicagdo de pitangueira. SOUZA etal.
(2007) concluiram que a utilizagdo de explantes de 1,5cm
de comprimento e a utilizagdo de agar como solidificante
no meio de cultura proporcionou um maior
estabelecimento in vitro desta espécie.

Dessa forma, o objetivo do presente
trabalho foi avaliar o efeito de diferentes tipos e
concentracdes de citocinina na multiplicagdo in vitro
de pitangueira.

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Micropropagagao de Plantas Frutiferas, Departamento
de Fitotecnia da Faculdade de Agronomia Eliseu
Maciel, da Universidade Federal de Pelotas, RS. O
material vegetal utilizado foram mudas de pitangueira,
cedidas pela Embrapa-Clima Temperado. Segmentos
caulinares com trés ou quatro gemas (0,5 a 1,0cm), sem
o apice, provenientes de brotagdes de pitangueira
cultivadas in vitro, foram utilizados como explante.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, no esquema fatorial 3 x 3 com quatro
repeticdes por tratamento. Cada repeticdo composta
de um frasco de 250mL com cinco explantes. Os
tratamentos foram constituidos por diferentes
concentragdes de citocinina adicionada ao meio de
cultura (zero; 5; 10uM) e trés citocininas (6-
Benzilaminopurina; Isopenteniladenina; zeatina),
totalizando nove tratamentos.

O meio de cultura utilizado foi o WPM
(LLOYD & MCCOWN, 1981), suplementado com
100mg L' de mio-inositol, 30g L' de sacarose e
solidificado com 6g L' de agar, sendo o pH ajustado
para 5,8 antes da inclusdo do solidificante e,
posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,5atm por 20
minutos. Foram utilizados frascos com 30mL de meio
de cultura.

Apoés a inoculacdo, os explantes foram
mantidos em sala de crescimento com fotoperiodo de
16 horas didrias de luz, temperatura de 25+2°C e
densidade de fluxo de fotons do periodo de luz de
27umol m?s™.

Aos 45 dias de cultivo, foram avaliados o
nimero médio de folhas, o nimero médio de brotagoes e
o comprimento das brotagdes. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de
Duncan. Os dados de niimero médio de folhas e o nimero
médio de brotagdes foram transformados segundo raiz
quadrada de x + 0,5, em que x é o numero obtido.

Para a variavel nimero médio de gemas, houve
efeito da concentrag@o de citocinina, sendo que a auséncia
do fitoregulador foi inferior aos demais tratamentos (Tabela
1). Estes resultados estdo de acordo com
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), que mostram
que a adic@o de citocininas ¢ favoravel a multiplicagdo in
vitro de algumas espécies. Também ALI & LUDDERS
(2001) observaram maior taxa de multiplicacdo, em
explantes de Psidium guajava L., utilizando BAP na
concentragdo de 2,2-4,4uM apds quatro semanas de
cultivo, comprovando a necessidade da adi¢do de
citocininas exogenas para a maioria das espécies.

Para a variavel nimero médio das brotagdes,
observou-se interagdo entre o tipo € a concentracdo
de citocinina, sendo que a BAP apresentou os melhores
resultados, seguida da zeatina e o 2iP apresentou os
piores resultados (Tabela 1). Resultados semelhantes
foram encontrados por ERIG et al. (2002), em que o
maior numero de brotagdes em explantes de amora-
preta foi obtido com 2 e 4uM de BAP. Além disso
CHAVES et al. (2005) verificaram maior namero de
brotagdes, em explantes de Physalis peruviana L.
utilizando 1,3uM de BAP. BERTONI & BIRICOLTI (1996)
observaram que ocorreu proliferacdo de parte aérea em
Feijoa sellowiana (Berg.) quando adicionado BA ao
meio de cultivo, mas ndo houve diferen¢a no nimero
de brotagdes quando utilizaram concentragdes de 2,5 a
10,0uM de BA. MOHAMED-YASSEEN et al. (1995)
obtiveram maior nimero de brotagdes em segmentos
nodais de P. guajava, utilizando BA na concentragéo
de 4,4uM. Esta diversidade de resultados esta de
acordo com CALDAS et al. (1998), os quais sugerem
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Tabela 1 - Namero médio de gemas e nimero médio das brotagdes em explantes de pitangueira apds 45 dias de cultivo in vitro em meio
WPM na presenca de diferentes tipos e concentragdes de citocinina. UFPel, Pelotas, RS. 2006.

Concentragdes de citocininas (uWM) N° médio de gemas

BAP ZEATINA 2iP
Dez 3,96 a* 2,44 aA 1,80 aB 1,12 aC
Cinco 393a 2,35aA 1,53 aB 1,05 aC
Zero 3,24b 1,20 bA 1,10 bA 1,19 aA

*Médias ndo seguidas de mesma letra mintiscula nas colunas e maiuscula nas linhas diferem entre si pelo teste de Duncan em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

que a composi¢do e a concentragdo de hormdnios no
meio de cultura sdo fatores determinantes no
crescimento ¢ no padrdo de desenvolvimento na
maioria dos sistemas de cultura de tecidos.

Para a variavel comprimento médio das
brotagdes, ndo foi verificada diferenga estatistica para
os fatores avaliados, verificando-se comprimento médio
variando de 0,32cm a 0,45¢cm de acordo com os
tratamentos.

Na multiplicagio in vitro de pitangueira, deve
ser utilizada a menor concentragao da citocinina BAP,
que apresentou resultado satisfatorio e tem menor custo.
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