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Resumo

Dias Camila Schwartz. Propagacdo de Goji Berry (Lycium barbarum L.) 2017.
60f. Dissertacdo (Mestre em Agronomia)- Programa de POs-Graduacdo em
Agronomia, Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, 2017.

Os meétodos de obtencdo de mudas de qualidade de Goji Berry ainda ndo estéao
estabelecidos no Brasil. Assim, este estudo teve como objetivo desenvolver
metodologias para andlise de sementes desta frutifera bem como para a
micropropagac¢ao. No primeiro experimento buscou-se verificar a temperatura para
germinacgdo e estabelecer a primeira e Ultima contagem das sementes. Para tanto,
foram testadas quatro temperaturas: 20°C, 25°C, 30°C e 20-30°C e o tempo de
emergéncia a 25°C. Verificou-se que a primeira contagem deve ser realizada no 3°
dia apds a instalacdo do teste de germinacdo e a ultima deve ser realizada no 10°
dia; que as temperaturas de 25°C e alternada de 20-30°C s&o consideradas ideais
para o teste de germinacdo e que a temperatura alternada proporcionou o maior
valor para as varidveis analisadas. O segundo experimento foi realizado no
Laboratorio de Propagacéo de Plantas Frutiferas da UFPel e foi utilizado o meio de
cultura MS como meio base. O objetivo foi avaliar a multiplicacdo in vitro para
obtencdo de explantes em condi¢des fotoautrotréficas utilizando diferentes tipos de
vedacOes (algodao, aluminio e Parafiim®) e distintas concentracdes de sacarose (0,
15, 30, 45 g L™!). Os dados foram submetidos a anélise de variancia através do teste
F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, os efeitos das vedacdes foram
comparados pelo teste de Waller-Duncan (p<0,05) e concentracdes por modelos de
regressao (p<0,05). Concluiu-se que a vedacédo do tipo algoddo associado ao uso de
sacarose na concentracdo de 30 g L™, propiciou os maiores resultados para o
namero de brotagdes, comprimento da maior brotacdo e matéria seca. Em auséncia
de sacarose no meio de cultura o algoddo proporcionou as maiores médias de
matéria fresca e seca.

Palavras-chave: Solanaceae, in vitro, sementes, germinacao.



Abstract

DIAS Camila Schwartz. Propagation of Goji Berry (Lycium barbarum L.) 2017.
60f. Dissertation (Masters)- Programa de Pos-Graduacao em Agronomia, Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2017.

The methods to acquire Goji Berry seedling has not been established in Brazil up to
this date. Thereby, this study’s aim is to create a methodology to analyze seeds from
this fruitful tree as well as to do its micropropagation. In the first experiment, it was
intended to verify the germination temperature and to establish the first and last seed
count. Therefore, four temperatures were tested: 20°C, 25°C, 30°C and 20-30°C and
the emergency time at 25°C. It was verified that the first count should be performed
on the 3rd day after the germination test was installed and the last one should be
performed on the 10th day. It was also seen that the temperatures of 25°C and the
alternated 20-30°C are considered ideal for the germination test and that the
alternated temperature has provided the highest value for the analyzed variables.
The second experiment was performed at UFPel’s Laboratério de Propagacao de
Plantas Frutiferas, and it was used MS medium culture as medium base. In the in
vitro multiplication phase, was verified the explants obtainment under
photoautotrophic conditions using different types of sealing (cotton, aluminum and
Parafilm®) and different concentrations of sucrose (0, 15, 30, 45 g L™?). Data was
submitted to variance analysis using the F test (p<0.05). Being verified statistical
significance, the effect of the variation of sealings were compared by the Waller-
Duncan test (p<0,05) and concentrations by regression models (p<0.05.It was
concluded that the cotton-type sealing associated with the use of sucrose at the
concentration of 30 g L™ provided the highest results for the number of budding and
length of the longest budding. This combination was also efficient in obtaining a
higher number of leaves, but the highest value was obtained using Parafiim as
sealing and the sucrose concentration of 45 g L™. Vitrification was observed to a
lesser extent in flasks sealed with aluminum. In the absence of sucrose in the culture
medium, cotton has provided the highest averages of fresh and dry matter.

Key-words: Solanaceae, in vitro, seeds, temperature.
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INTRODUCAO GERAL

Os mercados nacional e internacional mostram uma demanda cada vez maior
para o consumo de alimentos vegetais em razdo das suas propriedades nutricionais.
Dentro da fruticultura brasileira, as pequenas frutas vém despertando a atencdo dos
produtores e do mercado consumidor mundial, devido aos beneficios que
proporcionam ao organismo, tais como a presenca de elevado teor de compostos
fenélicos com poder antioxidante (GUIMARAES et al., 2013).

A busca por alternativas que atendam a demanda por novas fontes geradoras
de renda na propriedade rural tem nas pequenas frutas opcdes de cultivo, haja vista
o grande interesse dos consumidores, devido as qualidades nutracéuticas

apresentadas pelas mesmas (RASEIRA et al, 2004).

A espécie Lycium barbarum L. € uma frutifera de habito arbustivo,
pertencente a familia Solanaceae que abrange outras culturas como e a fisalis
(Physalis peruviana) e o tomate (Solanum lycopersicum). Possui como provavel
centro de origem o continente asiatico, mais precisamente a regido do Tibete e da
China (AGAMASE et. al., 2011). O género Lycium, com cerca de 85 espécies, ocorre
em todo o mundo e tem a sua area de distribuicdo natural nos continentes que
apresentam clima temperado e tropical. O centro de diversidade do género pode ser
encontrado no sul da América do Sul, Africa do Sul, no sudoeste da América do
Norte (LEVIN et al., 2011) e Asia oriental (MILLER et al., 2011)

Conhecido mundialmente como “Goji berry”, bem como Wolberry em inglés,
Gougizi em chinés e bayas Goji em espanhol despertaram interesse mundial em
virtude de suas propriedades benéficas ao organismo. Estudos revelaram que o0s
frutos apresentam contetddo de antioxidantes, incluindo carboidratos, carotenoides,

flavonoides, betaina, aminoacidos e vitaminas (AGAMASE et al, 2011).

As bagas desta frutifera fazem parte da medicina tradicional chinesa além de
serem utilizadas no preparo de sopas, de pratos com vegetais e carne, chas, sucos,
vinho, consumidas in natura ou como fruto seco (POTTERAT, 2010). No Brasil ndo
h& relatos de producdo da frutifera, embora haja um mercado consumidor e um
clima favoravel ao desenvolvimento da cultura, o produto € importado e chega ao

mercado com altos valores. Em virtude do exposto, para que haja uma producao da
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frutifera no pais, é necesséria a obtencdo de mudas de qualidade para assim

atender a demanda do mercado.

Na propagacao de espécies frutiferas, podemos obter plantas via sexuada,
através da utilizacdo de sementes ou assexuada, através de técnicas de propagacao

como estaquia, enxertia, alporquia, mergulhia e micropropagagéo.

A utilizacdo de sementes em fruticultura € restrita devido a variabilidade entre
as plantas descendentes, mesmo quando as sementes sao coletadas da mesma
planta matriz (FRANZON et al., 2010). Por outro lado, Fachinello (2005), propdem
gue a utilizacdo de sementes para propagacdo de frutiferas pode ser justificada

guando héa estudos de espécies em fases iniciais de exploracéao.

A germinacdo depende de fatores internos e externos que podem atuar de
forma independente ou inter-relacionada. De acordo com Carvalho e Nakagawa
(2000), os fatores internos sdo intrinsecos da semente, como longevidade e
viabilidade; j4 os fatores externos dizem respeito as condicbes ambientais como a
temperatura, a agua e o0 oxigénio constituem os principais fatores externos que

influenciam na germinagao da semente.

A faixa de temperatura dentro das quais as sementes podem germinar €
caracteristica de cada espécie. A temperatura 6tima propicia a maxima porcentagem
de germinacdo em menor espaco de tempo, enquanto que sob temperaturas

maximas e minimas as sementes pouco germinam (BEWLEY e BLACK, 1994).

A propagacdo assexuada, por sua vez, permite a obtencdo de plantas
idénticas a planta mae. O uso de clones, ou seja um grupo de plantas que apresenta
a mesma constituicdo genética, € de extrema importancia na formacao de pomares
comerciais pois assim, as caracteristicas agrondmicas da planta mae serdo

mantidas.

7

A micropropagacdo € um meétodo de propagacdo vegetativa amplamente
estudado nas mais diversas espécies vegetais, sendo a modalidade dentro da
cultura de tecidos, que mais tem difundido e encontrado aplicacbes praticas
comprovadas (ERIG et al., 2005). A micropropagacdo ou cultura de tecidos é a
ciéncia que estuda o crescimento das células, tecidos ou 6rgéaos, retirados de uma

planta matriz, sob um meio artificial (GEORGE et al., 2008).
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As etapas da micropropagacado consiste no estabelecimento da cultura in
vitro, multiplicacdo das brotacdes, enraizamento das microestacas e aclimatagéo
(GEORGE e DEBERGH, 2008). Na etapa de multiplicacdo, € comum o uso de
hormdnios crescimento pertencentes ao grupo das citocininas, dentre elas o BAP
tem sido bastante empregado para promover a multiplicacdo em diversas espécies.
A concentracdo deste regulador de crescimento no meio de cultura pode variar em
funcdo da espécie e do tipo de explante (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A hipotese principal a ser testada é de que as diferentes temperaturas
influenciem o processo de germinacdo de sementes de Goji Berry, e a utilizacao de
reguladores de crescimento e tipos de vedacdo na multiplicacéo in vitro desta cultura

interfiram na obtencdo de explantes para as fases seguintes do cultivo in vitro.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho estabelecer a
metodologia para a germinacdo de sementes desta frutifera, bem como para a fase

de multiplicacdo na micropropagacao.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 A Fruticultura

A demanda interna de frutas frescas, incluindo a producdo propria e as
importacdes, estda estimada em cerca de 18,5 milhdes de toneladas por ano. Nos
dltimos cinco anos, esse consumo tem evoluido entre 1,9% e 2,1% (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 20186).

O mundo todo produz anualmente mais de 800 milhdes de toneladas de
frutas. O Brasil é o terceiro colocado no ranking das principais na¢des produtoras,
colhendo aproximadamente 40 milhdes de toneladas de frutos. Esta atras apenas da
China e da india, respectivamente. A China, maior produtora mundial, produz
principalmente melancias e macas. Ja a india, que ocupa a segunda posi¢&o, possui
producdes expressivas de bananas e de cocos. O Brasil é maior produtor mundial de
laranjas e o segundo pais que mais colhem mamdes e limdes Tahiti e ainda, o
terceiro na lista dos que mais colhem tangerinas. A Indonésia aparece em quarto
lugar, destacando-se pela sua grande producdo de coco. O cenario dos maiores
produtores mundiais ndo tende a se alterar a médio prazo, uma vez que na
fruticultura, principalmente de espécies tropicais, o cultivo é perene (ANUARIO
BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 2015).

O Brasil possui um vasto territério e uma posicao geogréfica privilegiada, que
proporciona o cultivo de uma ampla diversidade de frutas tropicais, subtropicais e
também de clima temperado. As frutas sdo produzidas principalmente na regido
nordeste, sudeste e sul do pais e as principais espécies cultivadas no territorio
nacional sdo manga, meldo, uva, banana, abacaxi, limdo, mamado e maca
(BUSTAMANTE, 2009).

O nordeste brasileiro apresenta um clima semiarido e em virtude dos avancos
no uso de sistemas de irrigacdo proporcionou o cultivo de diversas frutas de clima

tropical.

O Submédio do Vale do S&o Francisco, polo de Juazeiro Petrolina, € uma

regido que tem sua economia centrada na fruticultura irrigada, destacando-se
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principalmente na producdo de mangas e uvas, tanto para mercado interno quanto
para exportacdo. No entanto, outras espécies, embora em menor proporcao, sdo
também cultivadas, a exemplo da goiabeira, do maracujazeiro, da aceroleira, além
de outras fruteiras (SILVA, et al., 2016).

A regido Sudeste € a maior produtora de frutas do pais. O estado de Séo
Paulo € o grande responséavel pela elevada producéo desta regido, tendo a laranja
papel fundamental no setor fruticola. A tradicional citriculturapaulista contribuiu com
12,2 milhdes de toneladas de laranjas no ano de 2014 (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2016).

Ja a regido Sul do Brasil, em contraste com o restante do pais, apresenta um
clima mais ameno, com temperaturas mais baixas, favoravel ao cultivo de frutiferas
de clima temperado. Em 2014, de acordo com o IBGE, o Rio Grande do Sul se
destacou como maior produtor nacional de maca (690.422 toneladas) e um dos
maiores produtores de uva (812.517 toneladas). A regido Nordeste do estado onde
se encontra a cidade de Vacaria, produziu aproximadamente 226 mil toneladas de
macas (IBGE, 2014).

A Serra gaucha é responséavel por grande parte da producdo de uvas do
estado. Atualmente o cultivo de uvas vem se expandindo para a regido da
Campanha, fronteira com o Uruguai e Argentina. Esta regido apresenta um clima
mais seco e com maior incidéncia de luminosidade em comparacao a Serra Gaucha.
Estes atributos contribuem para a acumulacdo de acgucares e aumento na producao
de compostos fendlicos, importantes caracteristicas na elaboracdo de vinhos
(DAUDT et al., 1973).

Na regido da Campanha gaucha outra frutifera que tem despertado interesse
nos ultimos anos, sdo as oliveiras. Atualmente, Embrapa Clima Temperado tem se
empenhado no desenvolvimento e adequacdo de tecnologias para a cultura de
oliveira, visando dar suporte técnico aos olivais implantados, assim como para
futuros empreendimentos, com o intuito de melhorar a qualidade dos produtos
colhidos. O cultivo € recente e tém se mostrado uma alternativa promissora aos
agricultores da Campanha gaucha que ja iniciaram as primeiras colheitas (SANTOS
et al., 2015).
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Na metade Sul, o péssego é predominante nos pomares de Pelotas e cidades
vizinhas. A colheita inicia-se em fins de novembro e se estende até fevereiro. Os
frutos apresentam dupla finalidade, sendo utilizados pela industria na fabricacédo de

compotas, geleias e para 0 consumo in natura.

O cultivo de pequenas frutas no Brasil vem crescendo e diversificando-se nos
altimos anos, principalmente nos Estados das regides Sul e Sudeste, que
apresentam areas com clima propicio para o cultivo dessas espécies (VIGNOLO et
al., 2014). No Rio Grande do Sul, o cultivo de morango apresenta acentuada
relevancia, pois essa € a principal fonte de renda de muitas familias. E uma
atividade consolidada e direcionada para consumo in natura nas regides do Vale do
Cai e Serra Gaulcha e para industrializacdo na regido de Pelotas. Nos ultimos anos
também foi verificado um crescimento importante na producdo da regido dos
Campos de Cima da Serra (LAZZAROTTO e FIORAVANCO, 2011).

2 Familia Solanaceae

Entre as familias de angiospermas, a familia Solanaceae € uma das mais
importantes para os seres humanos. As espécies desta familia sdo utilizados na
alimentacéo (Solanum tuberosum L. a batata, S. lycopersicum L. o tomate), tabaco
(Nicotiana tabacum L. e N. rustica L.,) e como plantas ornamentais (Petunia hybrida,
a petunia). Possui um tamanho médio com aproximadamente 90 géneros e 3000 —
4000 espécies, grande parte pertencente ao género Solanum. Os membros desta
familia séo extremamente diversificados, em termos de habito, variando de arvores a
herbaceas anuais; no habitat, de desertos a chuvosas florestas tropicais, e na
morfologia, com uma variagcao surpreendente de muitos caracteres de flores e frutos
(KNAPP et al., 2004).

A familia Solanaceae ocorre em varias partes do mundo e possui como centro
de diversidade a América do Sul. No Brasil, ocorrem 31 géneros e cerca de 500
espécies nativas (HUNZIKER, 2001).
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2.1 Género Lycium

O género Lycium (Familia Solanaceae) foi descrito pela primeira vez por Carl
Linnaeus em 1753 (DHARMANANDA, 2007). O género compreende
aproximadamente 80 espécies que se distribuem principalmente na América do Sul,
Africa do Sul e algumas regides de clima temperado da Europa e Asia. Na China
existem sete espécies e trés variedades, a maioria distribuida no noroeste e norte do

pais.

Frutas, casca da raiz e folhas das espécies Lycium barbarum e Lycium
chinense fazem parte da medicina tradicional chinesa (YAO et al., 2011). Essas
duas espécies sdo importantes fontes de flavonoides, antioxidantes e possui acéo
antimicrobiana (MOCAN et al., 2014).

2.2  Goji Berry (Lycium barbarum)

Goji Berry (Figura 1) como é chamada atualmente a espécie Lycium barbarum
L., € uma derivagcdo do nome “Gouqi” em chinés. Esta frutifera é classificada como

um arbusto com porte de um a trés metros de altura (POOTERAT, 2010).

Figura 1 — Folha, flor e fruto de Lycium barbarum L.

Fonte: Hummer et al. 2012, p.130.
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Segundo Agamase (2011), a frutifera possui folhas de coloragdo verde
acinzentadas, alternadas, lanceoladas que se estreitam gradualmente para o
peciolo. Apresenta de uma a trés flores, axilares, radiais. O calice e os pistilos sdo
fundidos, a coroa € em forma de funil, com coloracdo roxa ou violeta, com cinco
pétalas, nela estdo contidos quatro estames e o0 ovario que contém duas camaras
(Figura 1). O fruto tem formato oblongo e sua coloracéo varia de laranja a vermelho
escuro. Pode medir até 2 cm com sabor agridoce (POTTERAT, 2010).

As frutas sdo colhidas no periodo do verdo a outono. Apos a colheita, os
frutos s@o secos primeiramente a sombra e em seguida expostas ao sol para uma
dltima secagem, onde a polpa deve permanecer macia para o armazenamento e 0
consumo (PDR, 2007).

As espécies do género Lycium crescem em distintas regibes de clima
temperado e subtropical (FUKUDA, YOKOYAMA & OHASHI, 2001 apud AGAMASE,
2011). Lycium barbarum L. € a Unica planta hal6fita ou seja, resistente a salinidade
e perene do género (LU e WANG, 2003 apud ZHENG et al.,, 2010). A espécie
apresenta alta toleréncia a seca podendo ser encontrada também em regides aridas
e semiaridas (XU et al., 2003 apud ZHENG et al., 2010).

O género Lycium, e seus dois principais representantes, Lycium barbarum e
Lycium chinense, sdo amplamente cultivadas na China, em Ningxia, Xinjiang, Inner
Mongdlia, Heber e algumas provincias ao norte da China (CUI e XING, 1999 apud
ZHENG et al., 2010). Mais precisamente na Provincia de Ningxia, uma pequena
regido autdbnoma anteriormente parte de Gansu em 1987 iniciou projetos de
producdo da cultura. A frutifera é cultivada na regido do Mediterraneo, nas regidées
Sudoeste e Central da Asia e também na América do Norte e Australia (POTTERAT,
2008).

A China produz mais de 5 milhdes de quilos de frutas secas de Lycium por
ano, a maior parte para uso doméstico. Os frutos sdo secos para serem
comercializados como erva no mercado, ou frescos para serem consumidos como

fruta in natura ou preserva-lo para fabricacdo de bebidas (POTTERAT, 2010).
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2.3 Propriedades nutracéuticas

A busca por alimentos benéficos a satude é uma tendéncia mundial. Desde o
inicio do século 21, o goji berry é utilizado como alimento e medicamento no Leste
da Asia, ganhou popularidade na Europa e América do Norte. Varios produtos s&o
comercializados sob o nome “Goji” no mercado de alimentos saudaveis
(POTTERAT, 2010).

O consumo de goji berry faz parte da Medicina Tradicional Chinesa
(Tradicional Chinese Medicine- TCM), onde é utilizado ha muitos séculos (LIU et al.,
2014). Os frutos secos podem ser prontamente consumidos, ou serem adicionados a

chés, sopas e ensopados, pratica mais comum (CHENG, 2005).

A coloracdo vermelho-alaranjado do fruto € derivada dos carotenoides que
compdem de 0,03- 0,5% dos frutos secos de Gojiberry. A zeaxatina dipalmitate € o
mais abundante e representa3l- 52% dos carotenoides totais (PENG, 2005) também

podemos encontrar a luteina (LEUNG, 2001).

Extratos de Lycium barbarum contendo polissacarideos apresentam atividade
bioldgica e estdo associados ao tratamento de doencas crénicas como controle de
diabetes (LUO, 2004), cancer (GAN, 2003), degeneracdo macular (CHENG, 2004)
além de atividade antioxidante (LIN, 2009), combate aos radicais livres (AGAMASE,
2009). Os polissacarideos, também chamado de Lycium barbarum polissacarideo ou
LBP, representam 5- 8% em frutos secos de goji (AGAMASE, 2011).

De acordo com Le et al., (2007), a fruta possui atividade antioxidante e é rica
em flavonoides. Seu trabalho identificou trés tipos de flavonoides, myrcetina,
quercetin e kaempferol, que somados equivalem a 43% do teor total de flavonoides.
Ono et al., (2004) verificou a presenca de acido ascérbico (vitamina C) e isolou o
acido ascorbico 2-O-(B-D-glucopyranosyl). Segundo o autor, o teor de acido
ascorbico encontrado em frutos secos de Goji Berry € comparavel ao teor de acido

ascorbico de limdes frescos.



21

3 Propagacédo Sexuada

A propagacdo sexuada é uma das formas de obtencdo de mudas desta
frutifera e se caracteriza pela utilizacdo de sementes. Segundo Franzon et al.
(2010), as plantas obtidas por sementes geralmente apresentam uma grande
variabilidade entre si, mesmo quando coletados da mesma planta matriz. Na maioria
dos casos, ndo é recomendado seu uso para a producdo de mudas na implantacao

de pomares comerciais.

Segundo Fachinello et al. (2005), a propagacao por sementes € usada para a
obtencdo de porta-enxertos, também conhecido como “cavalo” em espécies como
citros, abacateiro, caju, mangueira, pessegueiro, pequizeiro, mangabeira, entre
outras; a propagacéao de plantas que ndo podem ser propagadas por outros métodos
e cuja semente é a Unica forma vidvel de propagacdo. Formacdo de mudas de
espécies que suportam bem a propagacao sexuada como 0 maracuja e estudos com
espécies em fase inicial de estudos, melhoramento genético na obtencdo de novas

cultivares.

Para alcancar melhores resultados na obtencdo de plantas por esse método
de propagacdo, as sementes devem ser provenientes de plantas sadias, adultas,
possuirem um bom vigor e caracteristicas varietais bem definidas (FACHINELLO et
al. 2008).

3.1 Qualidade de sementes:

A qualidade das sementes pode ser definida como o conjunto de todos 0s
atributos genéticos, fisicos, fisioldgicos e sanitarios que afetam a sua capacidade de
originar plantas de alta produtividade, podendo ser analisada sob todos estes
aspectos e por sua capacidade de desempenhar funcdes vitais, sendo caracterizada
pela longevidade, pelo poder germinativo e pelo vigor (BEWLEY e BLACK, 1983;
FOSSATI, 2007; VERA, 2015).

O componente genético faz referéncia a atributos da variedade analisada,
como a pureza varietal, o potencial de produtividade, a resisténcia a pragas e
doencas, precocidade, entre outros (PESKE et al., 2012). Como o aspecto fisico se

avalia a pureza do lote e a condicdo fisica da semente, que envolve o teor de
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umidade, os danos mecanicos, o peso de 1.000 sementes e a aparéncia do lote. O
componente sanitario se refere a ocorréncia de microrganismos patogénicos nas
sementes, principalmente os fungos. O atributo fisiologico refere-se a longevidade
da semente e a sua capacidade de gerar uma planta perfeita e vigorosa, avaliados
pelo teste de germinacéo e vigor (ABREU, 2005).

O processo de germinacdo de sementes é um fenbmeno biologico que para
os botanicos, se caracteriza pela retomada do crescimento do embrido, com o
subsequente rompimento do tegumento pela radicula. Entretanto, para 0s
tecnologistas de sementes, a germinacdo € definida como a emergéncia e o
desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido, manifestando a sua
capacidade em dar origem a uma planta normal, sob condicdes ambientais
favoraveis (NASSIF et al., 1998).

De acordo com Brasil (2009), a germinacdo de sementes, em teste de
laboratério € a emergéncia e o desenvolvimento das estruturas essenciais do
embrido, demonstrando sua aptidao para produzir uma planta normal sob condicdes

favoraveis de campo.

3.2 Fatores que afetam a germinacao:

A germinacédo depende de fatores internos e externos que podem atuar de
forma independente ou inter-relacionada. De acordo com Carvalho e Nakagawa
(2000), os fatores internos sdo intrinsecos da semente, como longevidade e
viabilidade; ja os fatores externos dizem respeito as condicdes ambientais. A
temperatura, juntamente com a agua e o oxigénio constituem os principais fatores
externos que influenciam na germinagao da semente.

Alguns autores citam a disponibilidade de agua como principal fator externo
para a germinacdo de sementes visto que a retomada do crescimento do embrido,
em funcdo da absorcdo de agua, envolve a reativacdo de algumas enzimas, ja
presentes nas sementes; e a sintese de outras que irdo hidrolisar as substancias de
reserva que suprirdo o embrido com sacarose, aminoacidos e ions (PESKE et al.,
2012).

A temperatura influi na velocidade e no percentual de germinacéo,
especialmente por alterar a velocidade de absorcdo de agua e modificar a

velocidade das reacOes quimicas que irdo mobilizar ou degradar as reservas
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armazenadas e a sintese de varias substancias para o crescimento das plantulas
(BEWLEY e BLACK, 1994).

A faixa de temperatura dentro das quais as sementes podem germinar é
caracteristica de cada espécie. A temperatura 6tima propicia a maxima porcentagem
de germinacdo em menor espago de tempo, enquanto que sob temperaturas
maximas e minimas as sementes pouco germinam (BEWLEY e BLACK, 1994). Para
Brancalion et al. (2010), a temperatura 6tima para germinacédo de uma determinada
espécie € resultado da adaptacéo fisioldgica das sementes as condicbes ambientais
dos locais de ocorréncia ou de cultivo da espécie.

Sementes e frutos de algumas espécies ndo germinam em temperaturas
constantes, algumas espécies germinam melhor em condicdes que incluem
flutuacdes diarias de temperaturas (THOMPSON, P. A., 1974), como o Maracuja —
doce (Passiflora alata Dryander) onde a germinacdo é favorecida pelo uso de
temperaturas alternadas atuando na superacdo da dorméncia das sementes (OSIPI
& NAKAGAWA, 2005).

A temperatura influencia diretamente a germinagédo das sementes. Podendo
ser avaliados na percentagem de germinacéo, velocidade e frequéncia relativa de
germinacao (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

Algumas sementes germinam somente com extensa exposi¢ao a luz e outras
com breve exposi¢édo apesar de muitas se apresentarem indiferentes a luminosidade
e algumas apenas germinam no escuro (NASSIF, 1998). A resposta a luz pode
manifestar-se por um incremento na germinacao (fotoblastismo positivo) enquanto
para outras espécies, a auséncia de luz € o que promove a germinagao
(fotoblastismo negativo) (ROSA et al., 2001).

A luz promove o controle respiratério, a sintese de enzimas e de hormdnios,
exerce efeito sobre a permeabilidade dos tegumentos e o metabolismo dos lipidios
(TOLEDO e MARCOS FILHO, 1977).

Em relacdo ao substrato, as Regras de Andlises de Sementes (2009)
recomendam que na escolha do substrato deve ser levado em consideracdo o
tamanho da semente, sua exigéncia com relacdo a quantidade de agua, sua
sensibilidade a luz, a facilidade que o mesmo oferece para a realizacdo das
contagens e para avaliagdo das plantulas. Os substratos mais comuns séo: papel,
areia e solo (BRASIL, 2009).
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4 Propagacédo assexuada

A propagacdo assexuada, ou vegetativa consiste na formacdo de uma nova
planta através de partes vegetativas da planta matriz, garantindo a preservacao das
caracteristicas agronémicas desejaveis. A formagdo de uma nova muda de forma
vegetativa € baseada no conceito de totipoténcia, na qual uma unica célula viva
contém as informacgBes necessarias para regenerar uma nova planta, semelhante a
gue lhe deu origem (HARTMANN, 2002).

O uso de clones, ou seja, um grupo de plantas que, por serem provenientes
de uma mesma planta matriz, apresenta a mesma constituicdo genética, e com
idénticas necessidades climaticas, edaficas, nutricionais e de manejo, é de extrema

importancia na formagéo de pomares comerciais (FACHINELLO et al., 2005)

A propagacdo vegetativa apresenta algumas vantagens em relacdo a
sexuada: mantem o valor agrondmico da planta matriz, reduz a fase juvenil e por
consequéncia o periodo improdutivo, as areas de producdo mais uniformes, o que
permite uma melhor definicdo e execucao das praticas de manejo no pomar; permite
a combinacao de diferentes plantas em uma nova planta (enxertia) (FACHINELLO et
al., 2005; FRANZON et al., 2010).

Silva et al. (2011) destaca como razdes para a utilizacdo deste método de
propagacdo, a multiplicacdo em larga escala de uma planta selecionada como
planta-matriz, propagacdo de espécies em que esta seja a Unica forma de
propagacéao para sua obtencdo, multiplicar espécies cuja propagacdo vegetativa € a

mais facil, rapida e econdmica.
4.1 Métodos de Propagacao Vegetativa

Dentre os principais métodos de propagacdo vegetativa das plantas frutiferas
estdo a estaquia, a enxertia, a mergulhia, as estruturas especializadas e a

micropropagacao.

O termo estaquia € usado para designar o processo de propagacao no qual
ocorre inducdo do enraizamento adventicio em segmentos destacados da planta

mae, e que em condi¢Bes favoraveis, originam uma nova planta. A estaca refere-se
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a qualquer segmento de uma planta, com pelo menos uma gema vegetativa,

podendo haver estacas de ramos, raizes e folhas (FACHINELLO et al., 1995).

A enxertia € uma associacao intima entre duas partes de diferentes plantas
gue continuam seu crescimento como um ser Unico. S&o consideradas duas plantas:
0 cavalo ou porta-enxerto que é a planta que contribui com o sistema radicular,
assegurando a nutricdo mineral, e 0 enxerto que € a planta de caracteristicas nobres

gue se deseja reproduzir, que forma a copa e frutifica (RIBEIRO, et al., 2005).

Outro método de propagacdo vegetativa € a mergulhia. De acordo com
Fachinello et al. (2005), a mergulhia € um processo de multiplicacdo no qual a planta

a ser formada s6 sera destacada da planta mée apos ter enraizadas.

Além desses métodos, algumas espécies possuem processos haturais de
propagacdo por meio de estruturas especializadas que além de funcionarem como
orgdos de reservas de alimentos podem também ser utilizados na propagacdo
(SILVA et al., 2011).

Os estolbes sdo caules aéreos especializados que surgem nas axilas das
folhas, na base ou na coroa das plantas e que enraizam e formam uma nova planta.
Ja os rebentos sao brotacées que surgem das raizes, do caule ou dos frutos que
podem ser utilizados na producdo de novas plantas. O abacaxizeiro, a framboeseira
e a amoreira sao espécies que podem ser propagadas por rebentos (FRANZON, et
al., 2010). Os rizomas sédo caules subterraneos que possuem gemas para formacgéao
de novas brotacdes, as quais originardo novos pseudocaules e passardo a ter seu
proprio sistema radicular. E o principal método de multiplicacdo das bananeiras
(SILVA, et al., 2011).

A micropropagacao € a técnica que permite o crescimento e a multiplicagédo
de células, tecidos, 6rgaos ou partes de 6rgdos de uma planta (explante) sobre um
meio nutritivo, com condi¢des assépticas e ambiente controlado (luz e temperatura).
Essa técnica se baseia no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou
seja, na capacidade de produzir 6rgdos, como brotos e/ou raizes (organogénse) ou
embribes somaticos que regeneram uma planta completa (embriogénese somatica)
num meio de cultivo favoravel (CARVALHO, 1999).
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Entre as vantagens da micropropagacdo estd a possibilidade de se obter
varias plantas a partir de um unico explante inicial, independentemente de condi¢cdes
climaticas; reducdo do tempo e da area necessaria a propagacado da espécie;
melhores condi¢cdes sanitarias e a propagacdo vegetativa de espécies dificeis de
serem propagadas por outros meétodos. Como desvantagens, este método pode
apresentar variagcdo somoclonal, perda de caracteres devido a intensa multiplicacéo,
o elevado custo de producéo, dificuldades na etapa de aclimatacdo (SCHUCH &
ERIG, 2005).

Esse método € amplamente estudado em diversas espécies vegetais, sendo
a modalidade dentro da cultura de tecidos que mais se tem difundido e encontrado
aplicacoes praticas comprovadas (SCHUCH & ERIG, 2005).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgaos de
plantas fornecem as substancias essenciais para o0 crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padrao de desenvolvimentos in vitro. Para tanto, os
meios nutritivos se baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes
minerais. Complementando as substéncias biossintetizadas pelas células, varios
compostos organicos sdo adicionados para suprirem as necessidades metabolicas,
energéticas e estruturais das células (CALDAS et al., 1998). Incluem fontes de
macro e micronutrientes, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento, agente
solidificante, entre outros.Varios protocolos de meios de cultura foram criados, WPM
(Lloyd GB & McCown BH, 1980), B5 (GAMBORG, et al., 1968), MS (Murashige &
Skoog, 1962). Véarios meios basicos tém sido utilizados na multiplicacdo de plantas,

sendo o meio MS o mais empregado (Chaves, et al. 2005).

Dentre 0os componentes basicos para o meio de cultura, a sacarose exerce
importante funcéo na cultura de tecidos. Esta é a fonte mais comum de carboidratos
utilizados no cultivo in vitro. Sua funcao é fornecer energia metabdlica e esqueletos
carbbnicos para a biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos
estruturais como a celulose, enfim, todos 0s compostos organicos necessarios para
o crescimento das células (CALDAS et al.,, 1998). No entanto, Yamada & Sato,
(1978), relatam que a sacarose, mesmo sendo essencial ao crescimento das
culturas in vitro, em excesso pode se tornar prejudicial, pois inibe a sintese de

clorofila, reduzindo a capacidade fotossintética das culturas. Concentracdes
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elevadas de sacarose podem facilitar a proliferacdo de fungos e bactérias, e com
ISSO aumentar a contaminag¢ao in vitro afetando drasticamente o crescimento e

desenvolvimento dos explantes (KOZAI, 1991).

As etapas do cultivo in vitro sdo constituidas pela fase de estabelecimento da
cultura in vitro, multiplicacdo, enraizamento e aclimatacdo. O crescimento e a
morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela interacdo e o balanco dos
reguladores de crescimento no meio de cultura (GEORGE & SHERRINGTON,
1984). Na fase de multiplicacdo, o uso de horménios do grupo das citocininas €&
comumente utilizado para promover a inducdo de brotos adventicios a partir de calos
ou para induzir multibrotacdo a partir de gemas axilares ou apicais. As citocininas
atuam na inibicdo da dominancia apical, em contrapartida, pode inibir a formacéo de
raizes (SRISKANDARAJAH et al., 1982; CID, 2010). As concentracfes deste
hormdnio podem variar bastante em funcéo da espécie e do tipo de explante. Meios
de cultura que contem entre 0,05 a 1,0 mg.I* de BAP (6-benzilaminopurina) tém sido
utilizados com bons resultados para o cultivo de apices caulinares de varias
espécies herbaceas e lenhosas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Chaves et
al. (2005), ao estudar o efeito da citocinina BAP na multiplicac&o in vitro de Physalis
peruviana observou o maior nimero de brotacdes na concentracédo de 0,3 mg.I*do
horménio. No entanto Rogalski, et al, (2003) observou que o maior numero de brotos

foi obtido na concentracdo de 0,2 mg.I™.

O microambiente dentro dos frascos € o responsavel pela variabilidade, no
comportamento das culturas, uma vez que os fatores determinantes para a
qualidade do microambiente s&o o tipo de frasco, tipo de tampa e qualidade do meio
presente. A influéncia do tipo de tampa esta relacionada com o nivel de trocas
gasosas adequadas, pois tampas com vedacdo hermética podem ocasionar
aumento de CO2 e etileno. Além destes, outros gases metabolicamente ativos séao
liberados pelas culturas interferindo no seu desenvolvimento e na presenca de O2
no interior do frasco (FILHO et al., 2002). Para reduzir a umidade relativa e a
concentracdo de etileno contida nos frascos, algumas técnicas tém sido testadas
para facilitar as trocas gasosas, como 0 uso de diferentes sistemas de vedacao

frasco, tais como algodéao ou filtros permeaveis a gases (KOZAI & KUBOTA, 2001).



CAPITULO 1

Metodologia para anélise de sementes de Goji Berry

Introducéo

A Goji Berry (Lycium barbarum L.) € uma frutifera de habito arbustivo,
pertencente a familia Solanaceae e possui como provavel centro de origem o
continente asiatico, mais precisamente a regido do Tibete e da China. Os frutos
apresentam conteudo de carboidratos, carotenoides, flavonoides, betaina,
aminoacidos e vitaminas (AGAMASE, 2011). As bagas séo utilizadas no preparo de
sopas de pratos com vegetais e carne, chas, sucos, vinho, consumida in natura ou
como fruto seco (POTTERAT, 2010).

O consumo de Goji Berry aumentou nos ultimos anos em virtude dos
beneficios associados ao seu consumo. A coloragcédo vermelho-alaranjado do fruto é
derivada dos carotenoides que compdem de 0,03- 0,5% dos frutos secos de
Gojiberry. A zeaxatina dipalmitate € o mais abundante e representa 31- 52% dos
carotenoides totais (PENG, 2005) também podemos encontrar a luteina (LEUNG,
2011).

De acordo com LE et al. (2007), a fruta possui atividade antioxidante e é rica
em flavonoides. Seu trabalho identificou trés tipos de flavonoides, myrcetina,
quercetin e kaempferol, que somados equivalem a 43% do teor total de flavonoides.
ONO et al. (2004) verificou a presenca de acido ascorbico (vitamina C) e isolou o
acido ascorbico 2-O-(B-D-glucopyranosyl). Segundo o autor, o teor de acido
ascorbico encontrado em frutos secos de Goji Berry € comparavel ao teor de acido

ascorbico de limdes frescos.

Extratos de Goji contém polissacarideos que apresentam atividade biolégica e
estdo associados ao tratamento de doencas cronicas como controle de diabetes
(LUO, 2004), efeitos contra o cancer e ativacdo do sistema imunolégico (GAN,
2004), degeneracdo macular (CHENG, 2005) além de atividade antioxidante (LIN,
2009). Os polissacarideos, também chamado de Lycium barbarum polissacarideo ou
LBP, representam 5- 8% em frutos secos de goji (AGAMASE, 2011).



29

A propagacao de Goji Berry pode ser assexuada, em que as plantas sao
originadas através de partes vegetativas da planta matriz, sendo a estaquia a mais
utilizada. Outra opcao é a multiplicacdo sexuada, na qual as plantas séo obtidas via
sementes. Neste caso, a qualidade das sementes € um importante parametro a ser
definido, pois tem influéncia sobre a producdo, afetando o estabelecimento,
desenvolvimento e desempenho das culturas. Para ter sucesso na producéo, é
preciso ter sementes de alta qualidade e com isso garantir emergéncia rapida e

uniforme de plantulas de cada semente (VERA, 2015).

A qualidade das sementes pode ser definida como o conjunto de todos os
atributos genéticos, fisicos, fisioldégicos e sanitarios que afetam a sua capacidade de
originar plantas de alta produtividade, podendo ser analisada sob todos estes
aspectos e por sua capacidade de desempenhar funcdes vitais, sendo caracterizada
pela longevidade, pelo poder germinativo e pelo vigor (BEWLEY e BLACK, 1983;
FOSSATI, 2007).

O teste de germinacdo tem como objetivo fornecer informacdes sobre a
qualidade fisiologica das sementes. Esses dados podem ser utilizados na selecéo de

lotes para armazenamento, comercializacdo e semeadura (VERA, 2015).

A germinacdo depende de fatores internos e externos que podem atuar de
forma independente ou inter-relacionada. De acordo com Carvalho e Nakagawa
(2000), os fatores internos sdo intrinsecos da semente, como longevidade e
viabilidade; j& os fatores externos dizem respeito as condicbes ambientais como a
temperatura, a agua e o oxigénio constituem os principais fatores externos que
influenciam na germinacao da semente.

A temperatura influi a velocidade e o percentual de germinagéo,
especialmente por alterar a velocidade de absor¢cdo de agua e modificar a
velocidade das reacfGes quimicas que irdo mobilizar ou degradar as reservas
armazenadas e a sintese de varias substancias para o crescimento das plantulas. A
faixa de temperatura dentro das quais as sementes podem germinar € caracteristica
de cada espécie. A temperatura Otima propicia a maxima porcentagem de
germinacdo em menor espaco de tempo, enquanto que sob temperaturas maximas

e minimas as sementes pouco germinam (BEWLEY e BLACK, 1994).
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Logo, diante do exposto, objetivou-se diante do presente estudo, estabelecer
procedimentos metodolégicos para a execucdo do teste de germinacdo em

sementes de Goji Berry (Lycium barbarum L.).

Materiais e Métodos

O experimento foi conduzido no Laboratorio Didatico de Anéalise de Sementes
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), da Universidade Federal de
Pelotas (UFPel), localizado em Capao do Ledo — RS, no periodo de julho a agosto
de 2016.

Foram adquiridos 200g de frutos desidratados de Goji berry em um
estabelecimento comercial de Pelotas — RS.

Os frutos foram colocados para embeber em agua destilada 24horas antes da
montagem do teste de germinacdo. As sementes foram retiradas com auxilio de
pincas e colocadas em papel mata-borréo para germinar. O substrato, papel mata-
borrdo foi utilizado neste experimento por ser mais indicado para germinagao de
sementes pequenas e para outras espécies dentro da mesma familia.

A umidade foi determinada de acordo com a metodologia para introducdo de
novas espécies mencionada nas Regras para Analise de sementes (BRASIL, 2009),
adotando temperatura de 103 = 2°C, durante 17 horas. Foram utilizados duas
repeticdbes de duas gramas de sementes, pesadas em capsulas de aluminio em
balanca com precisdo de 0,001g. As capsulas foram colocadas em estufa com a
temperatura e o tempo especificados acima. Apdés o tempo pré-determinado, as
capsulas foram retiradas da estufa e colocadas em um dessecador para reduzir a
temperatura sem a absor¢cdo de umidade. Os recipientes foram pesados e 0s
resultados estdo expressos em porcentagem.

O peso de mil sementes foi determinado através da utilizacdo de oito
repeticbes contendo 100 sementes. As repeticdes foram pesadas separadamente e

a media foi usada para obter o resultado, expresso em gramas.

Temperatura: Avaliou-se trés temperaturas constantes (20°, 25° e 30°C) e uma

temperatura alternada (20 — 30°C).
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Germinacédo: Para a realizagdo do teste, foram utilizadas 200 sementes em cada
repeticdo. As repeticbes foram divididas em quatro sub amostras, contendo 50
sementes cada, e semeadas em caixas Gerbox® utilizando papel mata-borrédo como
substrato. As caixas Gerbox® foram desinfestadas com hipoclorito de sédio a 10% e
alcool a 70%. O substrato, papel mata-borréo, foi utilizado neste experimento por ser
mais indicado para germinacdo de sementes pequenas e para outras espeécies
dentro da mesma familia. O papel mata-borrédo foi umedecido com agua destilada na
quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Apds esse
procedimento as sementes foram colocadas para germinar em cémara de
germinacao nas temperaturas anteriormente estabelecidas.

As avaliacOes foram feitas diariamente, até os 14 dias. Foram consideradas
plantulas normais as que apresentavam desenvolvimento normal de todas as
estruturas essenciais, sendo o resultado expresso em porcentagem. A umidade do

substrato foi reposta, conforme a necessidade, a fim de manté-la constante.

Primeira contagem de germinagao: A primeira contagem foi realizada juntamente
com o teste de germinacao. Para estabelecer o periodo de avaliacdo deste teste e
também do teste de germinacédo, foram realizadas contagens diarias e observacéo
dos dias transcorridos até o inicio da germinacdo. Para a contagem final,

considerou-se o dia em que foi observado o ultimo incremento na germinagao.

Velocidade de germinacdo: Ao analisar a germinacdo, nas mesmas unidades
experimentais foi contabilizado o nimero de sementes germinadas diariamente até o
final de cada periodo de avaliagdo do ensaio. Os dados obtidos foram utilizados para
determinar o numero médio de dias necessarios para a germinacdo das sementes,
através da formula proposta por Edmond; Drapala, (1958) VG= (N1G1 + N2G2 + ....
+NnGn) / (G1+G2+...+Gn), onde G1, G2 e Gn € o0 nhumero de sementes germinadas,

e N1, N2 e Nn € o numero de dias a partir da semeadura.

indice de velocidade de germinac&o: Para obter o IVG, o procedimento foi o
mesmo utilizado para obter a velocidade de germinagdo. O IVG foi calculado
utilizando a férmula proposta por Maguire, (1962): IVG= G1/N1 + G2/N2 + G3/N3 +
... GN/NN onde GN indica o numero de dias decorridos (N1, N2, N3, ..., NN) entre a

semeadura e a germinagao.
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Coeficiente de velocidade de germinacdo: Com os dados obtidos através das
contagens diarias do numero de plantulas normais, foi calculado o coeficiente de
velocidade de germinacdo utilizando a formula de Furbeck et al., (1993): CVG= (G1+
G2+ ...+Gn) / ((N1G1) + (N2G2) + ... + (GnNn)) x 100, onde G1, G2, Gn é o numero
de plantulas normais computadas na primeira contagem, na segunda e na ultima
contagem. N1, N2, Nn € o numero de dias de semeadura a primeira, a segunda e a

dltima contagem.

Tempo médio de germinacao: Calculado pela férmula TMG= (3 ni ti)/ > ni, em que
ni= a namero de sementes germinadas por dia, ti= tempo de incubacao, i= nimero

de dias.

Emergéncia de plantulas: O substrato utilizado para a emergéncia de plantulas foi
areia. Optou-se por esse substrato por ser um material inerte e com isso, o teste de
emergéncia pode ser reproduzido em outros laboratorios. A areia foi autoclavada a
temperatura de 121° e latm, para desinfestar o substrato. As sementes foram
distribuidas de forma que todas tivessem a mesma distancia entre si, e foram
introduzidas no substrato a uma profundidade de 0,5 cm, em caixas tipo Gerbox,
umedecidas com agua destilada a trés vezes o valor do peso seco e mantidos a
temperatura de 25 +- 2°C. A avaliagdo do numero de plantulas emergidas foi

contabilizada diariamente.

Procedimentos estatisticos:

O delineamento experimental utilizado foi completamente casualizado
arranjado em esquema unifatorial, com quatro repeticbes. O fator de tratamento
testou diferentes temperaturas (30, 25 e 20°C constante em germinador, e 20°C /
30°C em BOD). Cada repeticao foi composta de 200 sementes, divididas em quatro
sub amostras.

Os dados obtidos foram analisados quanto a normalidade pelo teste de
Shapiro Wilk; a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos
residuos por analise grafica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise
de variancia através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, os

efeitos das temperaturas foram comparados pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Resultados e discussao:

Os testes realizados permitiram determinar o peso médio de mil sementes
que foi de 0,8359 gramas. O peso de mil sementes é uma informag¢do que fornece
uma ideia do tamanho das sementes, assim como seu estado de maturidade e de
sanidade (BRASIL, 2009). As sementes extraidas dos frutos apresentaram teor de
umidade de 10,65%. Valor proximo de outras solanaceas como o cubiu (Solanum
sessiliflorum) que apresenta 12,9% de umidade (LOPES et al., 2005). Os resultados
foram obtidos conforme a metodologia descrita anteriormente.

O periodo adequado para a realizacdo das avaliacdes no teste de germinacao
pode ser visualizado na Figura 2.
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Figura 2 - Germinagcdo acumulada (%) de sementes de Goji Berry, sob diferentes
temperaturas. UFPel, Pelotas/RS, 2016.

Baseado no comportamento das sementes durante a realizacdo do teste,
considera-se como periodo adequado para a primeira contagem o terceiro dia e para

a segunda contagem, 10 dias apdés a semeadura, conforme indicam as setas na
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Figura 2. Foram considerados estes periodos, pois foi verificado o primeiro pico de
germinacao no terceiro dia apos a instalacdo do teste e transcorridos 10 dias, nao
houve incrementos na germinacao.

Optou-se por apresentar as temperaturas de 25°C constante e a de 20-30°
intercalada (FIGURA 3), por ser as temperaturas recomendadas para as espécies da
mesma familia Solanaceae, a qual pertence a espécie em estudo, de acordo a
Regra de Analises de Sementes (BRASIL, 2009).
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Figura 3 - Germinacédo acumulada (%) de sementes de Goji Berry, sob 25°C e

alternada de 20 — 30°C. UFPel, Pelotas/RS, 2016.

A temperatura de 20°C demonstrou um baixo desempenho, obtendo a menor
porcentagem de germinacao. As sementes submetidas a este tratamento iniciaram a
germinacao a partir do 5° dia ap6s a semeadura (Figura 2), enquanto que nas outras
temperaturas o processo germinativo iniciou no 3° dia. Na temperatura de 30°C
também foi verificado um atraso no inicio da germinacdo e menor porcentagem de
sementes germinadas.

O conhecimento das condicdes ideais para a germinagdo da semente de uma
determinada espécie é de fundamental importancia, principalmente pelas respostas
diferenciadas que ela pode apresentar em funcdo de diversos fatores, como
viabilidade, dorméncia, condi¢cdes de ambiente, envolvendo agua, luz, temperatura,
oxigénio e auséncia de agentes patogénicos, associamos ao tipo de substrato para
sua germinacgéao (LOPES, et al., 2005; CARVALHO & NAKAGAWA, 2000).

Para obter os dados e estabelecer o niumero de dias para realizar as
avaliacbes de primeira e Ultima contagem, foram realizadas avaliag6es diarias do

namero de sementes germinadas, as quais foram contabilizadas e descartadas. As
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temperaturas de 25°C e a alternada de 20-30°C tiveram comportamento semelhante,
no entanto a temperatura de 25°C obteve o primeiro pico de germinacao no terceiro
dia apds a semeadura (FIGURA 3A), enquanto que a temperatura alternada obteve
0 primeiro pico de germinagdo no quarto dia. Para a ultima contagem, as duas
temperaturas nao obtiveram mais incremento na germinagao a partir do quinto dia
apos a semeadura.

Ao observar o grafico da Figura 3, podemos concluir que a temperatura de
25°C obteve a maior porcentagem de germinacdo comparado com a temperatura
alternada e por esse motivo foi realizado o teste de emergéncia nesta temperatura
(FIGURA 4).
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Figura 4 — Emergéncia acumulada (%) de sementes de Goji Berry, sob 25°C. UFPel,
Pelotas/RS, 2016.

Uma germinacdo rgpida e uniforme de sementes, seguida por imediata
emergéncia das plantulas sao caracteristicas altamente desejaveis na formacéo de
mudas, pois quanto mais tempo a plantulas permanecer nos estadios iniciais de
desenvolvimento e demorar para emergir do solo, mais vulneravel estara as
condi¢cbes adversas do meio (MARTINS et al., 1999).
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Na Tabela 1, é possivel comparar os resultados obtidos para a porcentagem
de germinacdo das sementes, indice de Velocidade de Germinacdo (IVG) e o
Tempo Médio de Germinacdo (TMG) em funcédo da temperatura aplicada em cada

tratamento.

Tabela 1 - Germinagdo (%), indice de velocidade de germinagdo (IVG) e tempo
meédio de germinacdo (TMG) de sementes de goji berry em funcdo de diferentes
temperaturas. UFPel, Pelotas/RS, 2016.

Temperatura (°C) Germinacao (%) IVG TMG
30 78,50+2,67 bY 6,35+0,20 b 6,76+£0,11 b
25 87,87+1,59 ab 10,95+0,31 a 4,24+0,04 d
20 52,00+£1,43 c 3,12+0,07 c 8,97+£0,05 a
20/ 30 91,50+3,03 a 9,70+0,63 a 5,05+0,21 c

C.V. (%) 5,9 9,7 3,9

¥ Médias (+ erro padrdo)acompanhadas por mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo teste de Tukey
(p=0,05). C.V.: coeficiente de variacéo.

A maior porcentagem de germinacéao foi verificada na temperatura alternada
de 20-30°C, porém néo diferiu estatisticamente da temperatura de 25°C, que obteve
a segunda maior porcentagem. De acordo com Alves, et al. (2002), pode ser
considerada como temperatura 6tima, aquela em que a maior porcentagem de
germinacao € obtida, dentro do menor espaco de tempo. Segundo as Regras de
Andlises de Sementes (BRASIL, 2009), espécies da mesma familia botanica como
Lycopersicon esculentum, Physalis pubescens e Solanum tuberosum, também
apresentam a temperatura alternada como recomendacgdo para realizacdo do teste
de germinacao.

Os resultados deste experimento estdo de acordo com Pereira & Andrade
(1994), que ao avaliar a acdo da temperatura na germinacdo de sementes de
goiabeira (Psidium guajava L.) e maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis
Sims),obtiveram o maior porcentual de germinacao na temperatura alternada de 20-
30°C comparado a temperatura de 25°C, porém os dois tratamentos ndo diferiram
estatisticamente. Ja para Osipi & Nakagawa (2005) em estudo semelhante feito com
maracujazeiro-doce (Passiflora alata Dryander), verificaram que a temperatura
alternada de 20-30°C atuou significativamente para porcentagem de germinacéo de
sementes desta espécie, em relacdo a temperatura constante de 25°C.

A germinacdo de sementes € um processo complexo, que envolve muitas
reacoes e fases, cada uma delas €& afetada pela temperatura, a exemplo do

florescimento e da maturacdo das sementes (LOPES, et al., 2005).
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Piva (2013) ao estudar o efeito da temperatura em sementes de fisalis
(Physalis angulata), concluiu que a germinagcdo maxima desta espécie ocorre em
uma faixa de temperatura mais ampla, de 25°C a 35°. Bagatim (2017) estudando a
mesma espécie, notou que o maior IVG foi obtido na temperatura alternada, bem
como a maior porcentagem de germinagao. De acordo com 0 mesmo, a temperatura
poderia ter favorecido a velocidade de embebicdo de agua pela semente, o que
ativouas reacfes metabdlicas no interior da semente, possibilitando a emissdo da
radicula, uma vez que a embebicdo da sementes é um dos fatores essenciais para
desencadear o processo e 0 desenvolvimento de plantulas normais. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos neste trabalho, onde a temperatura
alternada obteve os melhores resultados para IVG e germinacdo, nao diferindo
estatisticamente da temperatura de 25°C.

Ao trabalhar com sementes de pitaia vermelha (Hylocre usundatus Haw.),
Alves et. al. (2011) verificou que a temperatura mais adequada para o teste de
germinacao para esta espécie é de 25°C e que a temperatura de 20°C foi a mais
prejudicial para as sementes. Em contrapartida, Santos, et al. (2015) em estudo
realizado com sementes de araca (Psidium guineense Swartz.) Verificou que as
temperaturas de 20°C e 25°C podem ser usadas para a germinagao desta espécie.

No estudo realizado por Justo et al. (2007) com sementes de uvaia (Eugenia
pyriformis Camb.) concluiu que a espécie germinou, satisfatoriamente na faixa de
temperatura entre 20° e 30° e considerou a temperatura de 25°C como 6tima para a
germinacao.

Os valores para porcentagem de germinacdo podem ter sido influenciados
pelo uso de temperaturas elevadas para obtencdo dos frutos desidratados, dos
quais foram retiradas as sementes para este experimento. De acordo com Tudor et
al. (2017), ao realizar experimento comparando germinacdo de sementes retiradas
de frutos frescos e desidratados, concluiu que a temperatura utilizada no processo
de desidratacdo pode influenciar na germinacdo das sementes assim como 0S
diferentes genotipos.

Para a variavel tempo médio de germinagéo (TMG), o maior valor observado
foi na temperatura de 20°C, que também apresentou a menor germinabilidade.
Segundo Nassif, et al. (1998), temperaturas abaixo da temperatura 6tima, reduz a

velocidade de germinacao, resultando em alteracdo da uniformidade de emergéncia,
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por outro lado, temperaturas acima da 6tima aumentam a velocidade de germinacéo,
embora somente as sementes mais vigorosas consigam germinatr.

A influéncia da temperatura na germinacao também foi avaliada por Alves, et
al. (2015), em sementes de goiaba (Psidium guajava L.), onde foram testadas as
temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C e 20- 30°C. O maior valor do IVG foi verificado na
temperatura alternada, onde também foi obtida a maior porcentagem de germinacao.
Ja para a variavel tempo médio de germinacdo (TMG), a temperatura de 20°C
apresentou o maior valor, e 0 menor ocorreu na temperatura alternada. Estes
resultados também foram observados nas sementes de Goji berry, a qual o maior
TMG foi obtido na temperatura de 20°, sendo a menos indicada para o teste pois
levaria mais tempo para a obtencdo de mudas.

Em estudo realizado com sementes de jabuticabeira (Myrciaria cauliflora
Berg), Dias et al. (2011) encontrou a maior germinagao na temperatura de 30°C.
Esta temperatura também proporcionou o maior valor para o indice de velocidade de
emergéncia, discordando dos dados obtidos neste experimento.

Para Carvalho & Nakagawa (1988), existe um grande numero de espécies
que apresentam uma reacao germinativa favoravel sob temperaturas alternadas, a
semelhanca do que acontece ao natural em que as temperaturas diurnas sao mais
altas e as noturnas menores. Além disso, Filho et al. (2005), que o uso de
temperaturas alternadas, geralmente, € recomendada para espécies que possuem
dorméncia, mas também pode beneficiar outras espécies que ndo possuem esta
caracteristica.

Os dados obtidos neste experimento, visam auxiliar o produtor na obtencao
de mudas de forma mais rapida e eficiente. A germinacdo uniforme permite a
obtencdo de plantas mais homogéneas no viveiro, facilitando o manejo do produtor

de mudas.

Conclusdes

A primeira contagem do teste de germinacdo para sementes de Goji berry,
deve ser realizada no 3°dia ap0s a instalacdo do teste e a ultima contagem deve ser
feita no 6° dia e 10° dia para emergéncia.

A temperatura de 20-30°C é a mais indicada para o teste de germinacao.



CAPITULO 2

Micropropagacdao fotoautotrofica na multiplicagéo in vitro de Goji Berry

Introducéo

Muitas agéncias governamentais e internacionais comecaram a implementar
novos conceitos no esforco de proporcionar uma longa e saudavel expectativa de
vida para os cidaddos do mundo. Em particular o foco esta sendo redirecionado de
“curar doenga” para “impedir as pessoas de ficarem doentes” e “manter a salde e o
bem-estar” chamando atengdo para estilos de vida mais saudaveis, alimentos

saudaveis e suplementos benéficos (PROTTI et al., 2017).

A Goji Berry (Lycium barbarum L.) € uma frutifera que despertou interesse por
apresentar beneficios associados ao seu consumo a exemplo de controle dos niveis
de colesterol e pressao arterial, melhorar o sistema imunoldgico, regular os niveis de
glicose no sangue e equilibrio hormonal, auxilio na reducdo do peso, reducédo do
processo de envelhecimento (KULCZYNSKI et al., 2016) e efeito anticancerigeno
(WAWRUSZAK et al., 2016).

Os frutos de Goji berry atualmente sdo comercializados em nichos de
supermercados e lojas especializadas em produtos organicos ou similares. Os frutos
desta frutifera sé@o caracterizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) como sendo um novo alimento ou novo ingrediente e através do Informe
Técnico n.66, 01 de junho de 2015 orienta os consumidores sobre a seguranca no
consumo dos frutos desta espécie. No entanto, apesar de haver um mercado
consumidor, ndo ha registro de plantio comercial desta frutifera no Brasil, sendo esta
importada de outros paises, alcancando alto valor comercial para os consumidores.

Na propagacao de espécies frutiferas, podemos obter plantas via sexuada,
atraves da utilizacdo de sementes ou assexuada, atraves de técnicas de propagacao

como estaquia, enxertia, alporquia, mergulhia e micropropagacao.

A micropropagacdo é a técnica que permite o crescimento e a multiplicacao
de células, tecidos, 6rgaos ou partes de 6rgdos de uma planta (explante) sobre um

meio nutritivo, com condi¢cdes assépticas e ambiente controlado (luz e temperatura).
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Essa técnica se baseia no aproveitamento da totipoténcia das células vegetais, ou
seja, na capacidade de produzir 6rgaos, como brotos e/ou raizes (organogénse) ou
embribes somaticos que regeneram uma planta completa (embriogénese somatica)
num meio de cultivo favoravel (CARVALHO, 1999).

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgédos de
plantas fornecem as substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em grande parte, o padrdao de desenvolvimentos in vitro. Para tanto, os
meios nutritivos se baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes
minerais. Complementando as substancias biossintetizadas pelas células, varios
compostos organicos sdo adicionados para suprirem as necessidades metabolicas,
energéticas e estruturais das células (CALDAS et al., 1998). Incluem fontes de
macro e micronutrientes, sacarose, vitaminas, reguladores de crescimento, agente
solidificante, entre outros. Varios protocolos de meios de cultura foram criados, WPM
(Lloyd GB & McCown BH, 1980), B5 (GAMBORG, et al., 1968), MS (Murashige &
Skoog, 1962). Varios meios basicos tém sido utilizados na multiplicacdo de plantas,

sendo o meio MS o mais empregado (Chaves, et al. 2005).

Dentre 0os componentes basicos para o meio de cultura, a sacarose exerce
importante funcdo na cultura de tecidos. Esta é a fonte mais comum de carboidratos
utilizados no cultivo in vitro. Sua funcéo é fornecer energia metabdlica e esqueletos
carbbnicos para a biossintese de aminoacidos e proteinas, polissacarideos
estruturais como a celulose, enfim, todos 0s compostos organicos necessarios para
o crescimento das células (CALDAS et al.,, 1998). No entanto, Yamada & Sato,
(1978), relatam que a sacarose, mesmo sendo essencial ao crescimento das
culturas in vitro, em excesso pode se tornar prejudicial, pois inibe a sintese de
clorofila, reduzindo a capacidade fotossintética das culturas. Concentraces
elevadas de sacarose podem facilitar a proliferacdo de fungos e bactérias, e com
iSso aumentar a contaminacdo in vitro afetando drasticamente o crescimento e

desenvolvimento dos explantes (KOZAI, 1991).

As etapas do cultivo in vitro sdo constituidas pela fase de estabelecimento da
cultura in vitro, multiplicagdo, enraizamento e aclimatacdo. O crescimento e a
morfogénese in vitro sdo fatores regulados pela interacdo e o balango dos
reguladores de crescimento no meio de cultura (GEORGE & SHERRINGTON,
1984).
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Na fase de multiplicagdo, o uso de horménios do grupo das citocininas é
comumente utilizado para promover a inducdo de brotos adventicios a partir de calos
ou para induzir multibrotacdo a partir de gemas axilares ou apicais. As citocininas
atuam na inibicdo da dominancia apical, em contrapartida, pode inibir a formacéo de
raizes (SRISKANDARAJAH et al., 1982; CID, 2010). As concentracdes deste
horménio podem variar bastante em funcao da espécie e do tipo de explante. Meios
de cultura que contem entre 0,05 a 1,0 mg.I* de BAP (6-benzilaminopurina) tém sido
utilizados com bons resultados para o cultivo de apices caulinares de varias
espécies herbaceas e lenhosas (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Chaves et
al., (2005), ao estudar o efeito da citocinina BAP na multiplicacdo in vitro de Physalis
peruviana observou o maior nimero de brotacdes na concentracdo de 0,3 mg.l"'do
hormdnio. No entanto Rogalski, et al, (2003) observou que o maior nimero de brotos
foi obtido na concentracdo de 0,2 mg.I™.

O fendmeno de vitrificagdo ou hiperidricidade ndo estd claramente definida,
sendo descrita como uma desordem morfologica e fisiologica das plantas cultivadas
in vitro resultando em perda de sua capacidade de crescer normalmente, causando
problemas na aclimatacdo (Paques and Boxus, 1987). A vitrificacdo é consequéncia
da resposta da planta ao estresse dos explantes ao serem introduzidos no ambiente
in vitro. Sdo assim chamados por apresentarem aparéncia vitrea. Seus caules e
folhas sdo frequentemente grossos, rigidos e facilmente quebraveis. Muitos relatos
foram verificados acerca da acumulacéo excessiva de etileno na fase posterior da
cultura in vitro pode ser um dos principais indutores da vitrificacdo (PARK et al.,
2004). O uso de sistemas que permitam a troca dos gases do interior do frasco com

0 meio externo, podem diminuir a concentracao deste hormonio no interior do frasco.

Diante do exposto, objetivou-se com o presente trabalho, avaliar a
multiplicagéo in vitro de Goji berry (Lycium barbarum L.) em meio de cultura
contendo distintas concentracdes de sacarose e sob diferentes formas de vedacdes

do frasco.



42

Materiais e Métodos

O trabalho foi desenvolvido no periodo de outubro de 2015 a julho de 2016,
no Laboratorio de Propagacao de Plantas Frutiferas do departamento de Fitotecnia
da Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM), pertencente a Universidade

Federal de Pelotas (UFPel), Capéo do Le&o - Rio Grande do Sul.

Foram utilizados segmentos nodais de goji berry com 3 meses de idade, de 2
a 3 cm de comprimento, contendo dias gemas. Os explantes sao oriundos do
estabelecimento in vitro de semente. O delineamento experimental utilizado foi
inteiramente casualizado, em esquema bifatorial, com quatro repeticdes,
constituidas cada uma, por cinco explantes. O fator de tratamento A testou
diferentes tipos de vedacao (algodéao, aluminio e Parafim® e o B concentracdes de
sacarose (0, 15,30 e 45 g L™).

O meio de cultura utilizado foi o0 meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
acrescido das quatro concentracdes de sacarose, 100 mg de mio-inositol e 0,2 mg
L' do fitoregulador BAP (6-benzilaminopurina). O pH foi ajustado para 5,8 e
sequencialmente foi adicionado o Agar na concentracdo de 6 g L. Os meios de
cultura foram distribuidos em frascos de vidro com capacidade para 300mL,
contendo 40mL de meio de cultura por frasco. Os frascos, contendo o meio de

cultura, foram autoclavados por 20min na temperatura de 121°C e latm de presséao.

Os explantes foram inoculados nos frascos em camara de fluxo laminar e os
frascos foram vedados com aluminio, algoddo ou filme de polivinilcloreto
transparente. Apos, os frascos foram mantidos em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16horas, temperatura de 25 +- 2°C e densidade de fluxo de fétons do

periodo de luz de 27 pmol m? s™.

Aos 60 dias de cultivo, avaliou-se: a porcentagem de sobrevivéncia, nUmero
de brota¢des; comprimento da maior brotacdo (cm), nimero de folhas; porcentual de

vitrificacdo e matéria fresca e seca de explantes (g).

Para obter os dados de porcentagem de sobrevivéncia foram realizadas
contagens do numero de explantes sobreviventes e os valores foram transformados
em porcentagem. Da mesma forma, foi contabilizado o nimero de explantes que

apresentavam o sintoma de vitrificacdo. O numero de brotacdes foi obtido por
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contagem dos brotos com auxilio de pingas, logo apés foi verificado o comprimento
da maior brotacdo com auxilio de uma régua graduada. Para obter os dados de
matéria fresca, os explantes de cada frasco foram pesados em balanca de precisao,
logo apds, foram armazenados em sacos de papel e colocados em estufa elétrica
com temperatura constante de 60°C por 48 horas para obter os valores de matéria

Seca.

Os dados foram analisados quanto a normalidade pelo teste de Shapiro Wilk;
a homocedasticidade pelo teste de Hartley; e, a independéncia dos residuos por
andlise gréfica. Posteriormente, os dados foram submetidos a analise de variancia
através do teste F (p<0,05). Constatando-se significancia estatistica, os efeitos das
vedacgOes foram comparados pelo teste de Waller-Duncan (p<0,05) e concentracoes
por modelos de regresséo (p<0,05): y =y, + ax; y = yo+ ax + bx?, onde: y = variavel
resposta; y, = variavel resposta correspondente ao ponto minimo da curva; a = valor
maximo estimado para a variavel resposta; b = declividade da curva; x =

concentrac;ao de sacarose.

A selecdo do modelo foi baseada no baixo residuo; baixo p-valor; e alto R? e
R? adj. Quando n&o ocorreu ajuste de equacdo, os niveis da concentracdo de
sacarose (g L™) foram comparados com intervalos de confianca a 95%, esses
intervalos foram plotados no grafico e as diferencas foram consideradas
significativas quando ndo houve sobreposicdo entre as barras verticais. A presenca
de correlacbes entre as variaveis dependentes foram analisadas através do

coeficiente de correlagdo de Pearson (r).
Resultados e Discusséo

Para todas as variaveis ocorreu interacdo entre os fatores de tratamento
testados (Tabela 1 e Figuras 1 e 2). Para o percentual de sobrevivéncia foram
verificadas diferencas significativas na vedacéo de algodédo em relacéo a aluminio e
Parafilm® na concentracdo de 45 g L™ de sacarose (Tabela 1). Os dados de
sobrevivéncia ajustaram-se adequadamente ao modelo de regressdo polinomial
guadratico para algodao (F = 6,8177,p = 0,0119) e Parafim® (F = 3,9236, p =
0,0517). Para a vedacdo a base de aluminio ndo foi possivel ajustar modelo de
regressao (Figura 1 A). Observaram-se acréscimos nos valores de sobrevivéncia de

8 e 6,5% para a vedacao de algodéo e Parafilm® respectivamente, de 15 para
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0 g L™ de sacarose. Entretanto, foram verificados decréscimos na sobrevivéncia de 7
e 45% para 30 e 45 g L™ de sacarose, respectivamente, quando comparados ao
controle (0 g L™ na vedacdo com algoddo. Para essas mesmas comparagées na

vedacao com Parafilm, os decréscimos foram de 45,6 e 36%.

Tabela 2 - Sobrevivéncia (%), nimero de brotacdes, comprimento de brotagcdes (cm), nimero de
folhas, vitrificagdo (%), massa de matéria fresca e seca (g) de goji berry em funcédo de diferentes
vedacao e concentracfes de sacarose. UFPel/RS, 2016.

Concentracdo de sacarose (g L™)

\T/'epgaggo 0 15 30 45
Sobrevivéncia (%)

Algodao 100,00+0,00 a* 100,00+0,00a 100,00+0,00 a 53,33+24,04b

Aluminio 95,0045,00a 100,00+0,00a 100,00+0,00 a 100,00+0,00 a

Parafilm 100,00+0,00a 95,0045,00a 100,00+0,00a 60,00+23,09a

Ndmero de brotacdes

Algodao 1,40+0,14a 0,87+0,07b 2,27+0,55a 1,73+0,27 ab

Aluminio 1,15+0,10a 1,33+0,12ab 0,40+0,11b 0,93+0,18b

Parafilm 1,15+0,10a 1,65+0,21a 1,27+0,40ab 2,20+0,42a

Comprimento da maior brotagdo (cm)

Algodéo 0,95+0,16a 0,45+0,08c 1,31+0,20a 1,00+0,26 a

Aluminio 0,92+0,13a 0,88+0,05b 0,35+0,12b 0,51+0,12a

Parafilm 0,84+0,21a 1,31+0,16a 0,77+0,22 ab 1,62+0,49a
Numero de folhas

Algodao 10,90+3,72a 4,53+1,40a 16,33+4,60a 9,004£2,89b

Aluminio 6,32+1,69a 9,80+2,04a 2,85+0,94b 4,87+1,65b

Parafilm 4,35+1,26a 5,58+1,42a 4,40+2,11b 18,62+2,56a

Vitrificacéo (%)

Algodao 70,0045,77 a 30,00+£17,32b 46,67+29,06 a 0,00+0,00a

Aluminio 75,00+£15,00a 80,00+11,55a 10,00+5,77b 0,00+0,00a

Parafilm 93,33+6,67 a 100,00+0,00a 70,00+19,15a 0,00+0,00a
Matéria fresca (g)

Algodéao 1,20+0,18a 1,40+0,28a 1,28+0,35a 0,45+0,17a

Aluminio 0,70+0,09b 2,26+0,59a 0,74+0,07a 0,87+0,49a

Parafilm 0,52+0,14b 2,16+0,15a 1,47+0,31a 1,39+0,43a
Matéria seca (9)

Algodao 0,04+0,007 a 0,10+0,02a 0,16+0,032a 0,07+0,02a

Aluminio 0,02+0,001b 0,211+0,04a 0,09+0,006 b 0,12+0,07a

Parafilm 0,008+0,002b 0,161+0,02a 0,10+0,009b 0,19+0,05a

¥'Médias (+ erro padrao) acompanhadas por mesma letra mintscula na coluna nao diferem entre si pelo teste de
Waller-Duncan (p<0,05) comparando as vedag¢Bes em cada concentracédo de sacarose.

As plantas cultivadas em meio asséptico podem ser agrupadas em duas

classes: plantas cujas folhas formadas ndo desenvolvem capacidade fotossintética,
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se crescerem em meio contendo sacarose (heterotréficas ou mixotréficas), e plantas
adaptadas a condic¢des autotréficas in vitro, ou seja, apesar das condi¢fes artificiais
de cultivo, podem apresentar significativas taxa fotossintética (GROUT, 1988) Neste
experimento, observa-se que as plantulas apresentaram maior porcentagem de
sobrevivéncia no meio de cultura sem sacarose, indicando possuir capacidade
autotrofica, ou seja, as condicdes foram eficientes para a realizacéo de fotossintese.

Para a variavel numero de brotacdes (TABELA 2), ndo houveram diferencas
significativas entre os tipos de vedac&o utilizados, para a concentracéo de Og L™
Para a concentracdo de 15g L™, a vedacdo de Parafilm® proporcionou maior
namero de brotacdes. A maior média para a variavel, foi verificada na concentracao
de 30g L% utlizando algoddo como vedacdo dos frascos, ndo diferindo
estatisticamente do Parafim® (Tabela 1) e ndo foi possivel ajustar modelo de
regressao para todos os tipos de vedacéao utilizados (Figura 1 B). Na concentracao
de 45 g L*, a vedacdo do tipo Parafim® proporcionou o maior resultado para o
namero de brotacBes, porém nédo diferiu estatisticamente do algoddo. Com relacao
as concentracoes, para a vedacao do tipo algodao, o uso de sacarose no meio de
cultura ndo apresentou aumento no niumero de brotacdes, visto que a concentracao
de 0 g L™ nao diferiu das demais concentracdes. Houve diferenca apenas para a
concentracdo de 15 g L™ em relagdo a 30 g L™, em que a adicdo de sacarose
proporcionou aumento no numero de brotacdes. Na vedacdo do tipo aluminio, o
namero de brotagBes nao diferiu entre as concentracdes de sacarose no meio.

De acordo com Rodrigues et al. (2006) a sacarose em altas concentracdes
pode inibir a sintese de clorofila e ainda prejudicar a atividade da enzima fixadora de
carbono (Rubisco Pepcase), nas folhas de certas espécies cultivadas in vitro.
Entretanto para o Parafim®, foi verificado aumento no ndmero de brotagfes na
concentracdo de 45 g L™, diferindo estatisticamente das concentracdes de 0 g.L™" e
30g.L™.

O uso de diferentes sistemas de vedacao dos frascos pode ser efetivo na
micropropagacgao fotoautotrofica, pois interferem no microambiente no interior do
frasco, modificando a concentracdo de CO,, etileno e umidade relativa,
possibilitando melhores condi¢gdes para o desenvolvimento da cultura in vitro (KOZAI
e KUBOTA, 2001).

A utilizacdo do algoddo como vedacao proporciona maior aeragao no interior

do frasco e por consequéncia maior troca gasosa entre o ambiente interno e o ar
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atmosférico, diminuindo a umidade relativa no interior dos frascos, melhorando a
transpiracdo da planta e o seu desenvolvimento. Por outro lado, vedacodes
herméticas aumentam o acumulo de etileno no interior do frasco, que podem
desfavorecer o desenvolvimento da cultura in vitro (RIBEIRO et al., 2007).

Para a variavel comprimento da maior brotacdO, as maiores médias foram
verificadas na concentracdo de 45 g L™ de sacarose, utilizando o Parafim® como
material para vedacéao, todavia ndo diferiram estatisticamente dos outros materiais
(Tabela 2). Na concentracdo de 0 g L™ ndo houve diferenca entre os tipos de
vedacéo utilizados. Para a concentracdo de 15 g L™ , o Parafim® proporcionou as
maiores meédias para a variavel comprimento da maior brotacdo. Na concentracao
de 30 g L™, o algoddo apresentou a maior média, porém néo diferiu estatisticamente
da vedacdo de Parafim® . Somente ocorreu ajuste de modelo de regressao
polinomial quadratico para o aluminio (F= 4,7862, p= 0,0320). Para as vedacdes de
algodao e Parafilm® nao foi possivel ajustar modelo de regressao (Figura 1 C). Ao
utilizar o algoddo como vedacdo dos frascos, 0s maiores valores para o
comprimento de brotacdo foram obtidos na concentracéo de 30 g L™ de sacarose,
diferindo da concentracdo de 15 g L™. Para as vedacdes de aluminio e Parafilm®
nado se observaram diferencas entre as concentracdes de sacarose. O menor
desenvolvimento das plantas utilizando o algoddo como vedacao, pode ser atribuido
a perda de agua no meio por evaporacdo sob condicbes de baixa umidade
restringindo a disponibilidade de agua e nutrientes do meio de cultura (DEBERGH et
al., 1981).

Ao realizar experimento semelhante com Thymus vulgaris, Bandeira et al,
(2007) verificou a maior altura média de plantas utilizando 30g L™ de sacarose em
frascos vedados com algoddo. Resultado semelhante também foi obtido por Ribeiro
et al, (2007) ao estudar diferentes concentracdes de sacarose em Melissa officinalis.

Para a variavel nimero de folhas, a concentracdo de 45 g.L™ de sacarose ao
utilizar o Parafilm® para vedacdo obteve a maior média, sendo superior aos outros
aos outros materiais. Para a concentracdo de 30 g L-1, o maior numero de folhas foi
verificado ao utilizar o algodao diferindo das demais vedacgOes (Tabela 1). Na
concentracdo de 0 g L* e 15 g L™, ndo houveram diferencas significativas entre os
tipos de vedacdo. Para a concentracdo de 30 g L™ , a vedac&o do tipo algodéo

proporcionou as maiores médias para a variavel numero de folhas.
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Os dados de numero de folhas ajustaram-se adequadamente ao modelo de
regressao polinomial quadratico para o Parafim® (F = 13,7650, p = 0,0013),
entretanto para o algodao e o aluminio nao foi possivel ajustar modelo de regresséo.
Observou-se acréscimo no numero de folhas de 80,5% ao comparar a concentragao
de 45 com o controle (0 g L-1) para a vedacao de Parafim®. Para o algodéo, a
concentracdo de 30 g L, mostrou-se superior a concentracao de 15 g LY e ndo
diferiu das demais concentracbes. Nao houve diferencas entre as concentracdes de
sacarose no meio para o aluminio (Figura 1 D).

Os autores Wainwright e Scrace (1989) sugerem que o nivel de sacarose
deve ser mantido ou até mesmo aumentado, visando melhorar a qualidade da
planta. As altas concentracbes de sacarose aumentariam as reservas de
carboidratos armazenadas pelas folhas, aumentando assim a energia disponivel
para as plantulas. Damiani & Schuch (2008) em experimento semelhante com mirtilo
(Vaccinium ashei Reade), verificaram as maiores médias em frascos vedados com
filme plastico. Estes resultados diferem dos encontrados por Ribeiro el al., (2007) em
pesquisa realizada com Melissa officinalis L., onde verificou o maior nimero de

folhas na concentracéo de 30 g L™,
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Figura 5 - Sobrevivéncia (%) (A), nimero de brota¢des (B), comprimento da maior brotagédo (cm) (C),
numero de folhas (D) de Goji berry em fungdo das vedagSes com algodado (Alg), aluminio (Alu) e
Parafiim (Par) e diferentes concentragbes de sacarose. UFPel/RS, 2016. (As barras verticais
representam os intervalos de confian¢a a 95%).

A vitrificacdo foi um fendmeno observado na maior parte dos métodos de
vedacdo, com excecdo da concentracéo de 45 g L™ . Ao analisar a porcentagem de
sobrevivéncia na Tabela 2, podemos verificar que esta concentracdo obteve as
menores médias para esta variavel. Logo um menor numero de explantes
sobreviventes restaram e assim, o sintoma de vitrificacdo ndo foi observado nesta
concentracdo. Provavelmente seja provocado por outro fator. Os dados de
percentual de vitrificacdo ajustaram-se adequadamente ao modelo de regressao
linear para vedacdo com aluminio (F = 28,4329, p = 0,0001) e polinomial quadratico
para Parafim (F = 20,1767, p = 0,0003). Para a vedacdo com algodao nao foi
possivel ajustar modelo de regressao (Figura 2A).

Observaram-se decréscimos do sintoma na ordem de 69 e 103% nas

concentracdes de 30 e 45 g L™ respectivamente, quando comparados ao controle (0
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g L™) para o aluminio. O menor valor foi observado na dose de 45 g L™ que diferiu
das concentraces de 0 g L' e 15 g L™. Em relacdo ao Parafilm, verificou-se um
decréscimo de 88,4% na concentracdo de 45 g L™ quando comparado ao controle.
Para o algoddo, a concentracdo de 45 g L' obteve o menor percentual de
vitrificacéo, diferindo do controle.

A utilizacdo de vedacbes mais porosas, que facilitem as trocas gasosas com o
ambiente externo do frasco, diminui a concentracdo de gases como CO,, etileno e a
umidade relativa. Estes compostos em alta concentragdo podem induzir anomalias

aos explantes.
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Figura 6 - Vitrificacdo (%) (A), matéria fresca (B) e seca (C) de Goji Berry em fungéo das vedagfes
com algoddo (Alg), aluminio (Alu) e Parafiim (Par) e diferentes concentragfes de sacarose.
UFPel/RS, 2016.(As barras verticais representam os intervalos de confianga a 95%).

Os maiores valores obtidos para a variavel massa de matéria fresca foram
verificados ao utilizar o aluminio como vedacédo dos frascos e 0 meio contendo 15 g
L™ de sacarose, entretanto nao diferiu dos demais tipos de vedacéo para esta dose.
O algodéo foi superior as demais vedacdes na concentracdo de 0 g L™, diferindo dos
outros materiais (Tabela 2). Para as demais concentracbes de sacarose nao
houveram diferencas significativas entre os tipos de vedacdes.

Os dados de matéria fresca ajustaram-se adequadamente ao modelo de
regressao polinomial quadratico para a vedacdo com algoddo (F = 4,5728,p =
0,0426) e Parafim® (F = 5,1466,p = 0,0291). Para a vedacao com aluminio nao foi
possivel ajustar modelo de regressao (Figura 2B).

Observou-se decréscimo nos valores de massa de matéria fresca na
concentracdo de 45 g L™ quando comparado ao controle para o algoddo. Em relaco
ao Parafilm®, o maior valor de massa fresca foi verificado na concentracéo de 15 g
L™, que proporcionou acréscimo de mais de 150% em relacdo ao controle. Para o
aluminio, foi verificado aumento da massa fresca na concentracdo de 15 g L™,
diferindo das demais concentracdes. Para todas as vedacgdes, 0 acréscimo de
sacarose foi prejudicial ao aumento da matéria fresca. De acordo com Souza et al.
(1999), o tipo de vedacgédo dos frascos, além de interferir na passagem de luz para o
interior dos frascos, altera a interceptacao de luz pelos explantes, sua capacidade de
transpiracéo e, devido a retencdo de agua, a quantidade de matéria fresca.
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Para massa de matéria seca, foram verificados maiores valores ao utilizar o
aluminio como vedacdo, todavia nao diferiu estatisticamente dos outros materiais na
concentracdo de 15 g L. O algoddo apresentou o maior valor para matéria seca ao
utilizar 0 e 30 g L™ de sacarose, diferindo estatisticamente das demais vedacdes,
que demonstra menor acumulo de agua nos tecidos e formacao de estruturas mais
complexas (Tabela 2). Para as concentracdes de 15 g L™ e 45 g L™, os tipos de
vedacdo nao se diferiram estatisticamente.

Os dados de matéria seca ajustaram-se adequadamente ao modelo de
regressao polinomial quadrético para veda¢des com algodao (F =7,3216,p =0,0110)
e Parafiim® (F =5,8586,p =0,0168). Para a vedacao com aluminio nao foi possivel
ajustar modelo de regressao (Figura 2C). Observou-se acréscimo de 182% da
matéria seca na concentracdo de 30 g L* em relacdo ao controle, ao utilizar o
algoddo como material de vedagdo. Para o Parafilm®, verificou-se incremento de
matéria seca dos explantes na concentracdo de 45 g L™ em relagéo ao controle.
Para o aluminio, a concentracdo de 15 g L™ foi superior ao controle e a
concentracéo de 30 g L™, porém n&o diferiu da dose de 45 g L™.

Estes resultados estdo de acordo com Calvete et al. (2002), onde obteve
maiores valores de matéria fresca nas maiores concentracbes de sacarose. De
acordo com 0 mesmo, na auséncia de sacarose, a planta ndo acumulou energia e
por isso ndo teve capacidade de realizar atividade metabdlica. Para o autor, um
maior conteddo de sacarose no meio de cultivo corresponde a maior concentracao
de carboidratos (ou de reservas) no tecido foliar. Em consequéncia, as folhas tém
capacidade de permanecer mais tempo na planta.

As correlagdes verificadas de forma geral para todo o experimento entre as
variaveis dependentes foram positivas e negativas (Tabela 3). O maior coeficiente
de correlacdo positivo ocorreu entre numero e comprimento de brotacdes (r = 0,77, p
< 0,0001), evidenciando que o incremento no numero de brotacdes acarretou em
aumento, consequentemente, no comprimento de brotagcdes. Esse mesmo
comportamento foi verificado de niumero de brotagcdes com numero de folhas (r =
0,76, p < 0,0001). Outras correlagbes positivas ocorreram de comprimento de
brotacées com numero de folhas (r = 0,68, p < 0,0001) e entre matéria fresca e seca
(r=0,77, p <0,0001).
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Tabela 3 - Coeficientes de correlacdo de Pearson e valores de p entre as variaveis dependentes.
UFPel/RS, 2016.

Massa Massa

o . .. Nomero de Comprime- Ndmero o de de
Variaveis  Sobrevivéncia brotagdes . "© de  gefolhas VIUIMiCAGAO  oiéria  matéria
brotagoes fresca seca
(1) (2) () (4) (5) (6) (7)
(1) 1,000 -0,493* -0,517 -0,326 0,365 0,270 0,105
0,001** 0,0006 0,043 0,017 0,100 0,506
(2) 1,000 0,770 0,759 -0,026 0,137 0,198
<0,0001 <0,0001 0,874 0,410 0,209
3) 1,000 0,682 0,094 0,139 0,160
<0,0001 0,572 0,413 0,316
(4) 1,000 -0,204 0,256 0,347
0,227 0,132 0,028
(5) 1,000 0,258  -0,007
0,129 0,963
(6) 1,000 0,772
<0,0001
(7) 1,000

Ao utilizar materiais alternativos para a vedacéo dos frascos, que permitam
trocas gasosas com 0 meio externo e maior intercepcao de luz pelos explantes, foi
verificado um maior desenvolvimento destes, proporcionando correlacdo positiva
entre o numero de brotacdes e comprimento das mesmas e também, do aumento do
ndamero de brotacdes com o aumento no niumero de folhas. Estes resultados estdo
relacionados com a menor concentracéo de etileno e CO? no interior do frasco. Em
altas concentracdes, como ocorre em recipientes fechados hermeticamente, estes
gases podem causar disturbios fisiol6gicos e inviabilizar a obtencdo de mudas de
qualidade. O tipo de vedacao do frasco, além de interferir na passagem de luz para
o interior do frasco, altera a intercepcdo de luz pelos explantes, sua capacidade de
transpiracdo e, devido a retencao de agua e a quantidade de massa fresca (SOUZA
et al., 1999).
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Conclusao

De maneira geral, observou-se que a vedacao dos frascos com algodéo e
adicdo de 30 g L™ de sacarose proporcionou o maior nimero de brotagées, maior

numero de folhas e de matéria seca.

Na auséncia de sacarose no meio de cultura, a vedacéo de algodao permitiu

a obtencdo de maior matéria fresca e matéria seca.
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Consideracg®es finais

Muitos estudos sao realizados acerca das propriedades nutracéuticas dos
frutos de Goji Berry, evidenciando os beneficios associados ao seu consumo. No
entanto, as pesquisas avangcam pouco quanto aos métodos de obtencdo de mudas
desta espécie. Logo, trabalhos realizados com esse tema irdo agregar informacdes
quanto aos aspectos sobre a propagacdo desta espécie contribuindo com a

formacdo de mudas de qualidade.

Os dados obtidos no estudo do capitulo 1 permitem otimizar a producao de
mudas, por meio da propagacdo sexual, contribuindo com dados de temperatura e
namero de dias para realizar a primeira e Ultima contagem. Os resultados permitem
obter uma germinag&o mais uniforme e eficiente, facilitando o manejo do produtor de

mudas.

Os dados do capitulo 2, contribuem para a obtencdo de mudas
micropropagadas. Os resultados demonstram que a reducdo da concentracdo de
sacarose € prejudicial para o desenvolvimento dos explantes, sendo a concentracao
de 30 g L' a mais indicada. A vedacdo do tipo algoddo permitiu maior troca de
gases com o0 ambiente externo e proporcionou um bom desenvolvimento dos

explantes.

Algumas dificuldades foram encontradas ao longo da execucdo deste
trabalho. Por ser uma frutifera pouco conhecida no Ocidente, ha pouca informacéo
na literatura e trabalhos cientificos de cunho agronémico. Muitos trabalhos sédo de
origem chinesa e relacionados as propriedades nutracéuticas. Para iniciar o
trabalho, foi realizada uma revisdo bibliografica dentro da familia Solanaceae
buscando a faixa de temperatura mais adequada para a execucdo do teste de
germinacdo no primeiro capitulo e a concentracdo de fitorregulador para

multiplicagdo no segundo capitulo.

Outra grande dificuldade foi adquirir material para iniciar o trabalho. Em outro
experimento as sementes foram adquiridas de um estabelecimento comercial e eram
de qualidade inferior. Ao iniciar o teste, muitas sementes ndo germinaram e foi

necessario refazer o experimento. Para o cultivo in vitro, apesar de realizar o
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protocolo de desinfestacdo, houve contaminacdo por fungos. Muitas vezes a
contaminacdo se manifestava de 30-60 dias apds a instalacdo do experimento.
Muitos explantes foram perdidos em virtude da alta contaminacédo. Outra grande
dificuldade foi montar o segundo experimento, pois no momento de retirar os
explantes do tubo de ensaio os mesmos sofriam desidratagcdo. A pingca causava

lesGes nos mesmos, por serem muito tenros e frageis.

Mais estudos poderiam ser realizados para auxiliar os produtores na
implantacdo comercial desta cultura no Brasil. O proximo passo seria testar 0s
diferentes substratos para a germinagéo mais eficiente de sementes, o espagcamento
mais adequado para as mudas, métodos de conducao.

Os estudos relacionados a espécie Lycium barbarum L. foram os primeiros
realizados no Brasil e servirdo de embasamento para as futuras investigagdes que

contribuirdo para a comunidade cientifica.
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