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RESUMO

SILVA, I. M. de C. da. Cultivo in vitro de Pyrus sp., cultivares Carrick,
Cascatense e Ya-Li. 2013. 85f. Tese (Doutorado) — Programa de Pdés-Graduacéo
em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas/UFPel, Pelotas/RS.

No Brasil, entre as frutas de clima temperado, a pera (Pyrus sp.) é a terceira mais
consumida, porém, a maior parte é importada (95%), pois seu cultivo ainda é
pequeno. A falta de cultivares adaptadas as condi¢cdes edafoclimaticas das regides
potencialmente produtoras sdo 0s principais obstaculos a sua producao sustentavel,
em vista que estas cultivares necessitam estar aptas a produzir em quantidade e
qgualidade e com regularidade para suprir a demanda do mercado interno. Técnicas
de inducdo de mutacdo, como o uso de radiacdo gama, tém se mostrado eficientes
na producédo de variabilidade genética e, por isso, muito utilizadas em programas de
melhoramento de varias espécies de plantas. Em pereira, devido a pouca
variabilidade genética, ciclos longos e alogamia, caracteristicas estas que dificultam
a obtencdo de novas cultivares através do melhoramento convencional, a utilizacéo
da radiacdo gama pode suprir estas dificuldades. Esta técnica, acoplada a cultura de
tecidos € uma alternativa que permite o desenvolvimento de cultivares especificas,
em um curto espaco de tempo, em larga escala e com alta qualidade sanitaria.
Porém, para viabilizar a utilizacdo da propagacdo in vitro se faz necesséaria a
obtencdo de protocolos de propagacdo. Neste contexto, o trabalho teve como
objetivo otimizar o cultivo in vitro de trés cultivares de pereira (Pyrus sp.): Carrick,
Ya-Li e Cascatense (cultivar langada recentemente pelo Programa de Melhoramento
Genético da Embrapa Clima Temperado), visando potencializar sua producédo e a
inducdo de mutacdes, almejando selecionar novos gendtipos com caracteristicas de
interesse, a partir dos gendtipos originais. O estudo foi conduzido em experimentos
gue buscaram multiplicar in vitro as cultivares acima citadas, bem como irradiar e, a
partir disso, micropropagar a cv. Ya-Li. Para a realizacdo dos experimentos foram
utilizados segmentos nodais (1,0 cm) contendo de duas a trés gemas axilares.
Visando a obtencao de um protocolo eficiente de multiplicagc&o in vitro, os explantes
foram inoculados em diferentes meios de cultivo e concentragdes de sais, BAP e
sacarose. Para verificar os efeitos de diferentes doses de radiagdo gama (0, 10, 20,
30 e 40 Gy) durante a micropropagacdo, foram realizados experimentos de
multiplicagdo e enraizamento in vitro e aclimatizacdo. Os resultados obtidos
evidenciaram que a multiplicagdo in vitro da cultivar Carrick pode ser potencializada



com o uso do meio MS Himédia comercial, com suplementacdo de 1,2 mg L™ de
BAP e 30 g L de sacarose, enquanto que o meio mais adequado para a
multiplicac&o in vitro da cultivar Ya-Li é o MS, com 1,2 mg L™ de BAP e 45 g L™ de
sacarose. Para a ‘Cascatense’, 0 MS Himédia, suplementado de 0,8 mg L™ de BAP
e 30 g L™ de sacarose foi 0 que apresentou melhores respostas. Em relacdo ao uso
de irradiacado, a radiacdo gama induziu alteracfes morfofisioldgicas nos explantes da
cultivar Ya-Li, durante a micropropagacédo, sendo que estas podem ser devido a
variagfes epigenéticas e/ou genéticas (herdaveis). Desta forma, baseando-se nos
resultados do presente estudo, devido a obtencao de altas taxas de multiplicacéo in
vitro a partir da otimizacdo dos protocolos, verifica-se que € possivel multiplicar as
trés cultivares em larga escala, bem como obter possiveis mutantes da cv. Ya-Li via
irradiacdo com raios gama. Porém, para determinar se as alteracdes
morfofisioldégicas encontradas sdo positivas ou negativas e se transmitem pela
progénie, ainda se fazem necessarias pesquisas futuras nos materiais obtidos.

Palavras-chave: Pereiras. Micropropagacdo. Reguladores de crescimento.
Radiagdo gama. Mutacgao.



ABSTRACT

SILVA, I. M. de C. da. In vitro Cultivation of Pyrus sp., cultivars Carrick,
Cascatense and Ya-Li. 2013. 85f. Thesis (Doctorate) — Plant Physiology Post
Graduation Program. Federal University of Pelotas/UFPel, Pelotas/RS.

In Brazil, among the temperate climate fruit, the pear (Pyrus sp.) is the third more
commonly consumed although most of it is imported (95%) as its cultivation is still in
small-scale. The lack of cultivars adapted to the soil and climate conditions of
potentially productive regions is the main obstacle for its sustainable production, as
these cultivars need to be apt to produce in regularly, with a considerable quality and
amount to supply the demand of the of the internal market. Mutation induction
techniques, such as the use of gamma radiation, have been quite efficient in the
production of genetic variability and, thus, are very used in improvement programs of
several species of plants. In pear trees, due to the little genetic variability, long cycles
and cross-pollination, characteristics which make it more difficult to obtain new
cultivars through the conventional improvement, the usage of the gamma radiation
may fulfill these difficulties. This technique, along the tissue culture is an alternative
which enables the development of specific cultivars, in a short term, in large scale
and with a high health quality. However, to help the usage of in vitro propagation it is
necessary to obtain propagation protocols. In this context, the present work aimed to
optimize the in vitro and ex vitro cultivation of three pear cultivars (Pyrus sp.): Carrick,
Ya-Li and Cascatense (a cultivar recently launched by the Genetic Improvement
Program from Embrapa Temperate Climate), in order to foster its production and the
mutations induction, aiming to select new genotypes with interest characteristics,
from the original genotypes. The study was conducted in experiments which focused
on multiplying in vitro the cultivar mentioned above, as well as radiate and, from this,
micropropagation the cv. Ya-Li. For the carrying out of the experiments, nodal
segments were used (1,0 cm) with two to three axilliary gems. To reach an efficient
protocol of multiplication in vitro, the explants were inoculated in different cultivation
means and salt concentrations, BAP and sucrose. To check the effects of different
dosage of gamma radiation (0, 10, 20, 30 and 40 Gy) during the micropropagation,
were carried experiments out of multiplication and rooting in vitro and
aclimmatization. The results obtained showed that the multiplication in vitro of the
cultivar Carrick can be fostered by using MS commercial Himédia, with



supplementation of 1,2 mg L™ of BAP and 30 g L™ of sucrose, while the most
appropriate mean for the multiplication in vitro of the cultivar Ya-Li is the MS, with 1,2
mg L* of BAP and 45 g L™ of sucrose. For the ‘Cascatense’, the MS Himédia,
supplemented by 0,8 mg L™ of BAP and 30 g L™ of sucrose presented the best
responses. Concerning the wuse of irradiation, the gamma radiation led to
morphological changes in the explants of the cultivar Ya-Li, during the
micropropagation, being that these might be due to epigenetic and/or genetic
(inheritable) changes. Thus, based on the results of this study, due to obtaining high
rates of in vitro multiplication from the optimization of protocols, it appears that is
possible to multiply the three cultivars on a large scale, as well as possible to obtain
mutants of cv. Ya-Li via gamma radiation. However, to determine whether the
morphological changes found are positive or negative and is transmitted by the
progeny, although future research is needed in the materials obtained.

Key words: Pear trees. Micropropagation. Plant growth regulators. Gamma
radiation. Mutation.
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INTRODUCAO GERAL

A pereira pertence a familia Rosaceae, subfamilia Pomoideae, género Pyrus
e compreende mais de 20 espécies, todas nativas da Asia e da Europa. As espécies
mais importantes sdo: Pyrus communis L.; P. pyrifolia (Burm) Nak., P. ussuriensis
Max, P. bretschneideri Rehd, P. betaluefolia Bge., P. pashia P. Don., P. nivalis Jacq.
e P. calleryana Dcne (PERAZOLLO, 2006).

Devido a grande aceitacdo no consumo in natura, a producdo de pera é
realizada em todo o mundo, o que a torna de grande importancia nos mercados
internacionais (FACHINELLO et al., 2011). Segundo os dados de producéo de pera
no ano de 2011, o Brasil produz 20 532 toneladas de peras por ano (IBGE, 2013).
Porém, esta quantidade ndo € suficiente para atender o mercado interno, pois
importa mais de 90% da pera de alta qualidade que consome (aproximadamente
140 mil toneladas) (NAKASU et al, 2007; FACHINELLO et al.,, 2011), apesar do
grande mercado interno para seus frutos (PETRI, 2008). Tal situacdo tem
posicionado o Brasil como o segundo maior importador de pera no mercado mundial
(JUNQUEIRA; PEETZ, 2003; NAKASU, 2003; PETRI, 2008; GUTIERREZ, 2009).

Entre as frutiferas de clima temperado, a pera é a terceira mais consumida,
entretanto € a que apresenta menor expressdo em termos de producdo e area
cultivada (FACHINELLO; FRANCESCATTO, 2009). Dada esta situacao, o plantio da
pereira, no Brasil, é de fundamental importancia, sendo uma alternativa de
diversificacdo econémica importante (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003; NAKASU et al.,
2007).

No entanto, problemas relacionados com o vigor das plantas, tipo de porta-
enxerto, abortamento floral, insuficiéncia de frio hibernal, falta de cultivares
adaptadas as condi¢Oes edafoclimaticas nacional, propriedades fisicas, quimicas e

biolégicas do solo, dentre outros, impedem a expansdo da cultura no Pais
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(FACHINELLO et al, 2011). Dessa forma, o principal entrave para o bom
desenvolvimento da cultura € a limitacdo de cultivares adaptadas as diferentes
regides potencialmente produtoras e também a falta de pesquisas em relacdo a
definicdo de portaenxertos (BIANCHI et al., 2002; TOMAZ et al., 2009) e de
cultivares copa utilizadas como pé franco, bem como a adaptacdo destes a solos
mais acidos, como os do Rio Grande do Sul.

Para tanto, os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina apresentam-se
como regides favoraveis a producdo da pereira, uma vez que se aproveita toda a
infra-estrutura de processamento e armazenagem ja instaladas para a cultura da
macieira (RIBEIRO et al.,, 1991), além de apresentarem condi¢cdes climaticas
adequadas (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003). Isso faz com que esta regido tenha
84,65% da area total nacional cultivada com peras (IBGE, 2009), porém essa area
de cultivo ainda é pequena para atender a demanda do mercado interno, devido a
baixa produtividade e qualidade inferior das frutas produzidas (WREGE et al., 2006).
Segundo Oliveira et al. (2004), a implantacdo de pomares com mudas de qualidade
€ uma etapa decisiva para 0 sucesso do sistema produtivo, pois a muda de
qualidade potencializa o nivel de reposta a toda tecnologia empregada no pomar,
sendo um componente decisivo na reducédo de custos e para a producédo de frutas
com qualidade e alta produtividade.

Neste contexto, a micropropagacdo, ou propagacdo in vitro, tem sido
recomendada como uma alternativa viavel para a propagacdo de mudas de grande
interesse econdmico, devido a rapidez da propagacdo em larga escala, manutencéo
das caracteristicas genéticas (COUTO, 2003) e producdo de material vegetal com
melhor qualidade sanitaria, em relacdo aquele obtido por técnicas convencionais
como estaquia e mergulhia de cepa (BIANCHI et al., 2003).

A micropropagacéo € dividida em fases, que vao desde o estabelecimento da
cultura in vitro, passando pela multiplicacao in vitro, enraizamento in vitro ou ex vitro
e aclimatizacdo. A multiplicagdo visa produzir o maior numero possivel de plantas,
no menor espaco de tempo, sendo que para obter altas taxas de multiplicacdo dos
explantes € necessario o ajuste do protocolo para cada espécie/cultivar em estudo
(SCHUCH,; ERIG, 2005). Dentre os fatores mais importantes que influenciam a taxa
de multiplicacdo destacam-se o tipo de meio de cultura utilizado, bem como a
concentragdo de citocinina e carboidratos adicionados ao meio (SILVEIRA et al.,

2001). Durante o enraizamento de varias especies frutiferas lenhosas, o uso de
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auxinas e substratos adequados sdo necessérios para um bom processo de
rizogénese (RADMANN et al., 2002; TIBOLA et al., 2004). Neste sentido, 0 sucesso
do enraizamento dos explantes € pré-requisito para qualquer protocolo de
micropropagacao, pois € importante para facilitar o estabelecimento da muda no solo
(PATI et al., 2006). Aléem disso, é imprescindivel para sua aclimatizacdo, uma vez
que o material micropropagado passa de uma condicdo heterotrofica e/ou
mixotroéfica para autotrofica (BANDEIRA et al., 2007).

Sendo assim, diante do exposto acima, o sistema de micropropagacao € um
método de reproducdo assexuada importante, que pode ser usado para a producéo
de plantas clonais, mas também forma a base para a introducdo de variacdo
genética por transformacdo genética ou mutagénese (PEREZ-TORNERO et al.,
2010), pois permite a multiplicacdo e/ou melhoramento de cultivares especificas e de
interesse econdmico, como a pereira.

A radiacdo gama é considerada um dos principais indutores de mutacdes e de
aberracdes cromossbmicas estruturais, e as mudancas morfofisiolégicas que
beneficiam a espécie em questdo é uma das principais utilidades desta técnica no
melhoramento genético (HUNG; JOHNSON, 2008). Estudos sobre os efeitos das
radiacOes ionizantes em plantas séo conduzidos mediante a irradiagcdo de sementes,
explantes, plantulas e plantas, em diversos estadios de desenvolvimento (FU et al.,
2008; HUNG; JOHNSON, 2008). O melhoramento genético através do uso de
mutagOes induzidas em diversas culturas tem provado ser um meétodo eficaz na
melhoria da qualidade, produtividade e resisténcia a estresses bitticos e abioticos
(NICHTERLAIN et al., 2000; BIBI et al., 2009). Dessa forma, técnicas de inducao de
mutacdo tém sido muito utilizadas em programas de melhoramento de varias
espécies de plantas, como a pereira, em vista que o melhoramento genético
convencional ndo supre estas caréncias (JOSEPH et al.,, 2004). Em geral, as
espécies frutiferas sdo perenes, de longo ciclo vegetativo, de porte relativamente
grande e com alto nivel de heterozigosidade, o que dificulta e aumenta o tempo
necessario para um programa de melhoramento genético através do método de
hibridizacdo (CABONI et al., 2000).

Neste contexto, a producdo de mudas sadias, a introducdo de novas espécies
e 0 melhoramento genético contribuem para o aumento da eficiéncia do sistema

produtivo. Dessa forma, a Embrapa Clima Temperado, em parceria com a UFPel,
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tém investido em pesquisas com a finalidade de melhorar os sistemas de producao
de pereira, realizando pesquisas com as cultivares ‘Carrick’, ‘Cascatense’ e ‘Ya-Li'.

A cultivar Carrick € oriunda do cruzamento entre as cultivares Seckel x
Garber, obtida nos EUA. A planta é grande, vigorosa e produtiva. A plena floragéao
ocorre, em geral, na segunda semana de setembro. A fruta € de tamanho médio a
grande, de formato oblongo-piriforme e de epiderme bronzeada com manchas
avermelhadas. A polpa é branco-amarelada, medianamente macia, moderadamente
suculenta, doce, com pouca acidez, leve aroma e adstringente. A colheita ocorre em
fins de janeiro (NAKASU; FAORO, 2003; NAKASU et al., 2007).

A cultivar Cascatense foi criada pelo Programa de Melhoramento Genético da
Embrapa Clima Temperado, resultante do cruzamento de ‘Packham’s Triumph’ x ‘Le
Conte’, realizado em 1968, selecionada em 1982 como Pirus 9 e langada como
cultivar em 1992. ‘Packham’s Triumph' é de origem australiana, resultante do
cruzamento entre ‘Uvedale St. Germain’ (Bell) x ‘William’s Bom Chrétien’. ‘Le Conte’
€ americana, obtida do cruzamento entre péra chinesa (arenosa) e européia
(manteigosa). A planta é de vigor médio a semi-vigorosa e semi-aberta. Floresce na
segunda quinzena de agosto, apresentando brotacdes mais precoces e uniformes,
enquanto que a fruta € piriforme e de tamanho médio. A epiderme é fina, de
coloracdo amarelo-esverdeada a amarela, com pouco de russeting na éarea
peduncular, de aparéncia regular. A polpa € branca, de textura parcialmente
manteigosa, suculenta, moderadamente aromética e de bom sabor com 12° Brix a
14° Brix. Além disso, sua exigéncia em frio hibernal situa-se ao redor de 400 h
(temperatura < 7,2 °C) (NAKASU; LEITE, 1992; NAKASU; FAORO, 2003; NAKASU
et al., 2007).

J& a cultivar Ya-Li é oriental. A planta € de tamanho médio a grande, vigorosa,
aberta e levemente pendente. A floracdo é precoce, com antese ocorrendo na
primeira semana de setembro. Esta entre as trés principais variedades de pereiras
plantadas no Estado. E muito produtiva, apresentando frutas de tamanho médio a
grande, ovalado-piriforme, com epiderme amarelo-esverdeado-clara e lenticelas
grandes, de coloracdo marrom, principalmente junto ao pedicelo. A qualidade da
fruta melhora com atraso na colheita, a qual apresenta bom potencial de
armazenamento. A polpa é branca, crocante, pouco aspera e suculenta, doce.
Amadurece de marco a abril. Tem necessidade de frio moderada (NAKASU;
FAORO, 2003; NAKASU et al., 2007).
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Assim, esses atributos tornam as trés cultivares alvo de pesquisas mais
detalhadas, pois sdo de grande interesse econémico. Contudo, apresentam alguns
problemas que dificultam uma melhor producdo e qualidade das frutas, sendo
necessarias, desta forma, maiores pesquisas que visem introduzir novos genétipos
e/ou melhorar os atuais. Estes problemas estdo relacionados ao fato de ambas
cultivares serem suscetiveis a entomosporiose, sendo que a Ya-Li também é
suscetivel a sarna; a cv. Carrick apresenta frutas com qualidade média; as frutas
da ‘Cascatense’ apresentam qualidade semelhante a Carrick, além de ser uma
cultivar langada recentemente e ainda nao existirem muitos trabalhos desenvolvidos.
E, por fim, as frutas da ‘Ya-Li’ sdo de qualidade fraca a regular, com pouco teor de
acucar, delicadas e exigem cuidados especiais na colheita e as plantas demoram a
entrar em producao (NAKASU; FAORO, 2003; FIORAVANCO et al., 2007; NAKASU
et al., 2007).

Considerando o exposto acima, o objetivo deste trabalho foi otimizar o cultivo
in vitro de trés cultivares de pereira (Pyrus sp.): Carrick, Cascatense e Ya-Li, visando
potencializar sua producdo e a inducdo de mutacdes, almejando selecionar novos

gendtipos com caracteristicas de interesse, a partir dos genotipos originais.
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CAPITULO 1 - Multiplicac&o in vitro de Pyrus sp., cvs. Ya-Li e Carrick.

1 Introducéo

A cultura da pereira (Pyrus sp.) tem grande potencial de expansao na Regiéao
Sul do Brasil, devido a existéncia de condicbes favoraveis de clima e solo
adequados para seu desenvolvimento (WREGE et al., 2006). Esta regido apresenta
uma area aproximada de 1180 hectares plantados de pera, com producao em torno
de 12.464 toneladas de frutos, equivalendo a 84,65% da area total cultivada (IBGE,
2009). No entanto, seu cultivo ainda € pequeno para atender a demanda do
mercado interno, pois a maior parte da fruta consumida no Pais é importada (mais
de 90%) (FACHINELLO; FRANCESCATTO, 2009; MUNIZ, et al., 2012).

Dentre os fatores que contribuem para a estagnacdo dos plantios e pela
pequena area cultivada com pereira pode ser citado a falta de cultivares adaptadas
(NAKASU; FAORO, 2003), gerando, assim, baixa produtividade e qualidade inferior
das frutas (WREGE et al., 2006).

Neste contexto, a implantacdo de pomares com mudas de qualidade € uma
etapa decisiva para o sucesso do sistema produtivo, pois a muda de qualidade
potencializa o nivel de reposta a toda tecnologia empregada no pomar, sendo um
componente decisivo na reducdo de custos e para a producdo de frutas com
qualidade e alta produtividade (OLIVEIRA et al., 2004).

Assim, visando a producdo de mudas com alta qualidade fitossanitaria,
técnicas de propagacdo in vitro apresentam-se como uma alternativa viavel e
eficiente, pois possibilita a multiplicacdo do material vegetal e sua obtencédo em larga
escala, num curto periodo de tempo e durante o ano todo (BOTELHO et al., 2005;
MACHADO et al., 2006; CARVALHO et al., 2011).

Entretanto, para que a taxa de reprodutibilidade vegetal seja elevada, é

necessario ajustar alguns fatores que interferem no desenvolvimento de brotagdes in
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vitro, como o tipo de meio de cultura, seguido do suplemento de reguladores de
crescimento, concentracdo de sacarose, iluminacao, tipo de explante, entre outros
(SILVEIRA et al.,, 2001; ZHANG et al.,, 2003; CAMPOS et al.,, 2007), sendo
necessario encontrar as condicdes mais adequadas para cada genoétipo que se
pretende propagar (MACHADO et al., 2013).

Em relagéo aos meios de cultura, diversas formulagfes de meios béasicos tém
sido utilizadas no cultivo in vitro, como o meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962),
com suas modificacbes e diluicdes, o qual tem sido utilizado com sucesso para
diversas espécies (CENTOFANTE et al., 2009), e o0 meio WPM (LLOYD; MCCOWN,
1980), amplamente utilizado para a micropropagacdo de espécies lenhosas
(PASQUAL, 2001), QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977), entre outros.

A concentracdo adequada de sacarose no meio de cultivo é de grande
importancia, pois a mesma serve como fonte de esqueletos de carbono, fornecendo
energia para a planta (PATI et al., 2006; VILLA et al., 2009).

As citocininas sdo reguladores de crescimento que desempenham um papel
fundamental na morfogénese in vitro, estimulando a divisdo celular, assim como a
inducéo e a proliferacdo de brotacbes adventicias (PEREZ-TORNERO; BURGOS,
2000; DZAZIO et al., 2002), sendo a 6-benzilaminopurina (BAP) a mais utilizada na
multiplicagéo in vitro de pereiras, numa ampla faixa de concentragdo que varia de
0,5a 2,0 mg L™, de acordo com a espécie ou cultivar (DANTAS et al., 2002).

Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar o efeito dos diferentes
meios de cultivo, concentracdes de sacarose e BAP na multiplicac&o in vitro das cvs.
Ya-Li e Carrick, almejando estabelecer as condicbes adequadas para otimizar sua

propagacao.

2 Material e Métodos

Os explantes utilizados para o desenvolvimento do trabalho foram
provenientes de brotagbes de pereira, cvs. Ya-Li e Carrick, pré-estabelecidas e
multiplicadas in vitro, durante 40 dias, em meio de cultivo MS pronto Himédia® (meio
comercial com formulacao igual ao MS), acrescido de 0,8 mg L™ de BAP, 30 g L™ de
sacarose e 7 g L™ de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8 (Comunicacdo Pessoal).

Os estudos foram conduzidos em quatro experimentos sequenciais, conforme
descrito abaixo, sendo que o terceiro e quarto experimentos foram realizados

concomitantemente. Cada experimento foi repetido duas vezes. Para a realizacéo
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dos experimentos, como explante inicial, foram utilizados segmentos nodais de
aproximadamente 1,0 cm contendo de duas a trés gemas axilares. As gemas
axilares presentes nos segmentos nodais, bem como o comprimento destes foram
incluidos nas avaliacdes realizadas. Gemas e brotacdes incipientes, menores que
trés milimetros, ndo foram consideradas por serem muito pequenas e de dificil

manuseio.

Experimento 1 — Efeito de diferentes meios de cultivo e concentracdes de sais

Os explantes iniciais foram cultivados em cinco meios diferentes: MS
completo e MS modificado (3% da concentracdo normal de NH4NO3; e KNOsg,
identificado nos resultados como MS%), MS Himédia, WPM e QL; todos contendo
0,8 mg L™ de BAP, 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L * de sacarose, 7 g L™ de agar
e pH 5,8. Os meios MS completo, MS%, e QL foram preparados com EDTA-Férrico,
enquanto o MS Himédia e WPM com EDTA-Ferroso, conforme formulacdo original
do meio MS.

Os frascos foram mantidos em camara de crescimento com temperatura de
23+2°C, fotoperiodo de 16 horas e 48 umol m™? s™ de fluxo de fétons por 40 dias.
Apés este periodo, avaliou-se o numero de brotacBes por explante, o comprimento
das brotacBes (cm), o numero de gemas axilares por brotacdo, massa fresca e
massa seca das brotacdes (g), sendo a secagem do material realizada em estufa de

ventilacdo forcada a +50 °C até massa constante.

Experimento 2 — Influéncia das concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP)

O meio de cultura usado foi o que apresentou melhores resultados apos a
realizacdo do primeiro experimento (MS Himédia para Carrick e MS para Ya-Li),
suplementado com diferentes concentracées de BAP (0; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mg L™),
30 g L™ de sacarose, 7 g L™ de agar e pH 5,8. As condicées de cultivo e as variaveis

analisadas foram as mesmas do experimento anterior.

Experimento 3 — Efeito de diferentes concentragcfes de sacarose

O meio de cultivo e a concentracdo de BAP utilizados foram os que
apresentaram melhores resultados ap0s a realizacdo do primeiro e segundo
experimentos (MS + 1,2 mg L™ de BAP para Ya-Li e MS Himédia + 1,2 mg L™ de

BAP para Carrick), variando-se a concentracao de sacarose (0, 15, 30,45e 60 g L’
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Y, com 7 g L™ de &gar e pH 5,8. As condicBes de cultivo e as variaveis analisadas

foram as mesmas dos experimentos anteriores.

Experimento 4 — Efeito do aumento das concentracdes de BAP

Quando o segundo experimento foi avaliado observou-se, em alguns
parametros, respostas crescentes até a Ultima concentracdo de citocinina testada.
Em vista disso, com a finalidade de verificar o efeito do aumento das concentracdes
de BAP na proliferagéo in vitro das cultivares em estudo, os explantes iniciais foram
inoculados em meios de cultura contendo concentracées maiores de BAP (0; 1; 2; 3
e 4 mg L. A composicéo basica do meio, bem como as condicdes de cultivo e as

variaveis analisadas foram as mesmas do segundo experimento.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado para todos os experimentos foi
inteiramente casualizado, com nove repeticdes por tratamento, representadas, cada
uma, por um frasco contendo cinco explantes. Para as avaliacbes de massa fresca
e massa seca das brotacOes foram selecionadas, ao acaso, trés plantas de cinco
repeticdes, totalizando quinze plantas por tratamento.

Os experimentos seguiram um arranjo bifatorial (2x5), composto por dois
niveis do fator cultivar (Ya-Li e Carrick) em todos 0s experimentos e cinco niveis dos
fatores: meio de cultura (MS, MS%, MS Himédia, WPM e QL) para o primeiro
experimento, concentracdo de BAP (0; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mg L) para o segundo
experimento, concentracdo de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L) para o terceiro
experimento e concentracdo de BAP (0; 1; 2; 3 e 4 mg L") para o quarto
experimento.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, ou
analisadas por regressdo polinomial, utilizando o software WINSTAT 1.0
(MACHADO; CONCEICAO, 2007).

3 Resultados
Segundo a analise de variancia e/ou regressao polinomial, observou-se
diferenca significativa entre os tratamentos e interagdo entre os fatores para todas

as variaveis analisadas, nos quatro experimentos.
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Experimento 1 — Efeito de diferentes meios de cultivo e concentra¢cdes de sais

Nas cultivares CarricK e Ya-Li, o maior nimero de brotacdes por explante
(6,67 e 2,75), respectivamente, foi obtido com o uso do meio de cultivo WPM,
porém, na ‘Ya-Li’, este n&o diferiu estatisticamente do meio MS%, com 2,48
brotacdes formadas (Fig. 1A).

Em relagdo ao comprimento das brotagdes, os maiores valores foram obtidos
com a utilizacdo dos meios Himédia (1,89 cm) na cv. Carrick e MS (1,44 cm) na ‘Ya-
Li’. Este ultimo nao diferiu significativamente dos meios MS % (1,39 cm) e Himédia
(1,31 cm) (Fig. 1B).

No que se refere ao numero de gemas axilares por brotacdo, ndo foi possivel
ser realizada a avaliagdo dos meios WPM e QL, pois em ambas cultivares, houve
entufamento das brotacdes, ocasionado pela redu¢édo no comprimento das mesmas,
dificultando seu manuseio. Desta forma, para a cv. Carrick ndo foi verificada
diferenga estatistica entre os meios analisados, com uma média de 12,79 gemas
formadas, enquanto que para ‘Ya-Li’, os meios MS e MS?%, foram os que
apresentaram os melhores resultados, propiciando a obtencdo de 13,65 e 13,62
gemas, consecutivamente (Fig. 1C).

Os resultados obtidos para massa fresca e massa seca (Fig. 1D e 1E)
mostraram que, na cultivar Ya-Li, ocorreu maior incremento de massa fresca com o
meio MS% (0,19 g), e maior acumulo de massa seca com os meios MS (0,026 g),
MS%. (0,031 g) e Himédia (0,026 g), os quais nao diferiram entre si. JA para a cv.
Carrick, os maiores valores de massa fresca (0,39 g) e seca (0,058 g) foram obtidos
com o uso de Himédia.

Analisando todas as variaveis avaliadas, verificou-se que, para a cultivar Ya-
Li, o meio de cultivo MS foi 0 que propiciou a obtencéo de respostas mais uniformes,
com formacéo de 2,09 brota¢gdes por explante, com comprimento médio de 1,44 cm,
13,65 gemas axilares por brotacdo, 0,15 g de massa fresca e 0,026 g de massa
seca. Na cv. Carrick, o meio Himédia foi o mais responsivo, obtendo-se 4,16
brotacdes por explante, com 1,89 cm de comprimento, 12,64 gemas axilares por
brotacédo, 0,39 g de massa fresca e 0,058 g de massa seca.
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Figura 1 — Numero de brotacdes por explante (A), comprimento das brotacdes (B),
namero de gemas axilares por brotacao (C), massa fresca e massa seca
das brotagcbes (g) (D e E), respectivamente, de pereira, cvs. Ya-Li e
Carrick, submetidos a diferentes meios de cultivo e concentracdes de
sais. *** Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade de erro,
respectivamente. Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para
cultivares e minusculas para meios de cultivo, ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.
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Experimento 2 — Influéncia das concentragcdes de 6-benzilaminopurina (BAP)

Em ambas cultivares, para as variaveis numero e comprimento de brotacdes
por explante e nUmero de gemas axilares por brotacdo, verificou-se uma tendéncia
quadratica, com ponto de maxima, para a cultivar Ya-Li, nas concentracdes 1,56,
0,97 e 1,1 mg L™ de BAP, com a formacéo de 3,28 brotacdes, de aproximadamente
1,65 cm de comprimento e 16,03 gemas axilares por brotacéo, respectivamente. Em
contrapartida, na cultivar Carrick, a adicdo de 1,36, 1,38 e 1,16 mg L™ de BAP ao
meio de cultivo, ocasionou a formacdo de 4,29 brotacdes, de aproximadamente
1,97 cm de comprimento e 14,99 gemas axilares por brotagcdo, consecutivamente
(Fig. 2A, 2B e 2C).

Nas cultivares em estudo, observou-se um incremento na massa fresca com o
aumento de BAP, sendo que, para a ‘Ya-Li’, pela estimativa da equacao de
regressdo, a resposta foi positiva até 1,56 mg L™, com obtencdo de 0,17 g. Ja para
‘Carrick’, os maiores valores foram obtidos na concentracédo mais elevada (1,6 mg L
1y, apresentando uma média 0,33 g (Fig. 2D).

Em relacdo a massa seca, verificou-se uma resposta linear crescente, com o
acumulo de 0,022 e 0,049 g na concentracdo de 1,6 mg L™ da citocinina testada,
para as cvs. Ya-Li e Carrick, respectivamente (Fig. 2E).

Embora os resultados obtidos para todas estas variaveis, em ambas
cultivares, sejam estimados conforme a equacao de regresséo, os valores absolutos
encontrados mostram que a concentracdo de 1,2 mg L™* de BAP foi a que
desencadeou as melhores e mais uniformes respostas, pois apresentou a formacgao
de 3,02 brotacbes, com 1,71 cm de comprimento, 15,78 gemas axilares por
brotacao, 0,19 g de massa fresca e 0,026 g de massa seca, para ‘Ya-Li’. Para a cv.
Carrick, obteve-se 3,99 brotagbes por explante, com 1,92 cm de comprimento cada,
14,4 gemas axilares por brotacdo e incremento de 0,3 g de massa fresca e 0,045 g

de massa fresca.
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Figura 2 — Numero de brotac¢des por explante (A), comprimento das brotacdes (B),
namero de gemas axilares por brotacéo (C), massa fresca e massa seca
das brotacbes (g) (D e E), respectivamente, de pereira, cvs. Ya-Li e
Carrick, submetidos a diferentes concentracdes de BAP (mg L™). ***
Significativo pelo teste F a 1% e 5% de probabilidade de erro,

respectivamente.
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Experimento 3 — Efeito de diferentes concentragdes de sacarose

Quanto as diferentes concentracdes de sacarose adicionadas aos meios de
cultivo verificou-se uma tendéncia quadratica para todas as variaveis analisadas,
nas duas cultivares, exceto no que diz respeito a massa seca da pereira Ya-Li, na
qual houve uma resposta linear crescente, com maiores valores obtidos na
concentracéo de 60 g L™, apresentando um actimulo de 0,062 g (Fig. 3E).

Segundo a equacéao de regressdo, maiores valores para numero de brotacfes
por explante (5,67) (Fig. 3A), comprimento das brotacfes (1,33 cm) (Fig. 3B), gemas
axilares por brotacdo (17,59) (Fig. 3C) e massa fresca (0,312 g) (Fig. 3D) foram
obtidos nas concentracbes de 53,61; 33,33; 40,4 e 55 g L' de sacarose,
respectivamente, na cultivar Ya-Li. Em contrapartida, para a cultivar Carrick, o ponto
de maxima inferiu as maiores médias de brotacGes por explante (6,06) (Fig. 3A),
comprimento das brotacdes (1,76 cm) (Fig. 3B), gemas axilares por brotacdo (13,38)
(Fig. 3C), massa fresca (0,367 g) (Fig. 3D) e massa seca (0,056 g) (Fig. 3E) quando
utilizadas 38,09; 31,25; 32,67; 36,96 e 454 g L' deste -carboidrato,
consecutivamente.

Ainda que as avaliacdes estimadas segundo a tendéncia quadratica tenham
propiciado respostas diversas, fazendo-se uma analise dos resultados obtidos com
os valores absolutos, pode-se inferir que, para a cv. Ya-Li, a concentracdo de 45 g L
! de sacarose corrobora para a obtencéo das melhores e mais uniformes respostas,
pois nela ocorreu a formacgédo de 6,11 brotacdes, com comprimento médio de 1,35
cm, 15,63 gemas axilares e incremento 0,36 g de massa fresca e 0,06 g massa
seca; enquanto que, para a cv. Carrick, os maiores valores de niumero de brotacdes
(5,84), comprimento de brotacfes (1,88 cm), gemas axilares por brotacdo (13,29),
massa fresca (0,37 g) e massa seca (0,055 g) foram observados na concentragéo de
30 g L™ deste acicar.
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Figura 3 — Numero de brotagdes por explante (A), comprimento das brotacdes (B),
namero de gemas axilares por brotacéo (C), massa fresca e massa seca
das brotacbes (g) (D e E), respectivamente, de pereira, cvs. Ya-Li e
Carrick, submetidos a diferentes concentracées de sacarose (g L™). **
Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade de erro.



32

Experimento 4 — Efeito do aumento das concentragdes de BAP

Mediante os resultados obtidos no segundo experimento, realizou-se esta
avaliacdo complementar, com a finalidade de verificar as respostas observadas com
o incremento das concentracdes de BAP.

Pela equacédo de regressdo, nas cvs. Ya-Li e Carrick, os maiores valores
estimados para namero (5,7 e 4,45) (Fig. 4A) e comprimento das brotacfes (1,49 e
2,17 cm) (Fig. 4B) e massa seca (0,044 e 0,073 g) (Fig. 4E) foram observados nas
concentraces de 2,25e 1,73 mgL™*; 1,33 e25mgL e 55 e 2,55 mg L™ de BAP,
respectivamente.

No que se refere as variaveis numero de gemas axilares por brotacdo e
massa fresca, na cv. Carrick, observou-se uma resposta quadratica, com pontos de
maxima nas concentracdes de 2,19 e 2,86 mg L™* de BAP, com 15,59 gemas
formadas (Fig. 4C) e incremento de 0,463 g de massa fresca (Fig. 4D),
consecutivamente.

Entretanto, para a cultivar Ya-Li, ocorreu um efeito linear crescente a massa
fresca com a adicdo de BAP ao meio de cultivo, obtendo-se valores maximos de
0,291 g quando se utilizou 3 mg L™ deste regulador de crescimento (Fig. 4D). O
numero de gemas axilares da ‘Ya-Li’ ndo foi avaliado nas concentragdes de 2 e 3 mg
L de BAP, em vista que houve dificuldade na sua contagem, sendo que nas
concentracdes inferiores (0 e 1 mg L™) verificou-se a formacdo de 9,35 e 14,61
gemas, respectivamente.

Embora as respostas encontradas sejam estimadas conforme a equacao de
regressao, em ambas cultivares, os valores absolutos obtidos para a cv. Ya-Li sé@o
diversos, ndo permitindo identificar uma concentracdo em que as respostas sejam
uniformes. Ja para a cv. Carrick a concentracdo de 2 mg L™ desencadeou bons
resultados, com a formacéo de 4,27 brota¢des, com 2,04 cm de comprimento, 14,14
gemas axilares por brotacéo, 0,458 g de massa fresca e 0,075 g de massa seca.

Porém, fazendo-se uma avaliagdo conjunta dos resultados obtidos e das
observacdes visuais (Fig. 5E e 5F), € possivel verificar que concentracdes de 2 e 3
mg L™ de BAP sdo danosas as cultivares em estudo, pois na ‘Ya-Li’, ocorreu
entufamento das brotagdes, ocasionada pela grande proliferagcédo de brotacbes, as
quais apresentaram reducao e variagdo no comprimento (Fig. 5E). Em contrapartida,
para ‘Carrick’ houve diferencas no comprimento das brotacbes formadas na

concentracdo de 2 mg L™ e formac&o de brotacdes vitrificadas com o uso de 3 mg L
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! deste fitoregulador (Fig. 5F). Neste contexto, nas cultivares em estudo, o uso de
1,2 mg L™ de BAP é adequado, em vista que, no segundo experimento apresentou-
se favoravel a proliferacdo de brotacbes, levando a obtencdo dos melhores
resultados, e neste experimento a concentracdo de 1 mg L™ deste regulador de

crescimento propiciou respostas positivas e crescentes.
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Figura 4 — Numero de brotacfes por explante (A), comprimento das brotacdes (B),
namero de gemas axilares por brotacdo (C), massa fresca e massa
seca das brotacgdes (g) (D e E), respectivamente, de pereira, cvs. Ya-Li
e Carrick, submetidos a diferentes concentracdes de BAP (mg L™?). **
Significativo pelo teste F a 1% de probabilidade de erro.



Figura 5 — BrotacGes de Pyrus sp., cvs. Ya-Li e Carrick, obtidas apds serem
submetidas a diferentes meios de cultivo e concentracdes de sais (A e

B), concentra¢gbes de BAP (C, D, E e F) e concentragbes de sacarose
(G e H), respectivamente.
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4 Discusséo

A partir da cultura de tecidos € possivel a obtencdo de plantas geneticamente
idénticas a planta matriz, livre de pragas e doencas e em numero elevado
(CARVALHO et al., 2006). Contudo, essa alta producdo de mudas esta relacionada
ao sucesso da etapa de multiplicacdo in vitro, a qual é influenciada por diversos
fatores, dentre eles a composicdo do meio de cultivo, a utilizagdo de citocininas
como reguladores de crescimento e condicbes ambientais a que os tecidos séo
submetidos (SOTIROPOULOQOS et al., 2006).

Convém ressaltar, que é necessario otimizar as condi¢fes de cultivo para
cada espécie e/ou cultivar que se pretende propagar (ROGALSKI et al., 2003), em
vista que cada gendtipo responde de forma diferenciada aos tratamentos testados,
podendo ocorrer diferencas no padrdo de desenvolvimento das brotacbes
(BORGHEZAN et al., 2003; CAMPOS et al., 2007), como observado neste trabalho,
em que as cultivares Ya-Li e Carrick apresentaram variacdo na morfogénese in vitro
(Fig. 5). Assim, existe uma série de estudos para determinadas cultivares de pereira,
mas muitas vezes estes resultados ndo podem ser transferidos para genétipos
individuais, porque estes podem diferir muito em suas necessidades nutricionais,
energéticas e hormonais, durante o cultivo in vitro (REED et al., 2013a)

Considerando o0 exposto acima e visando obter um protocolo apropriado de
propagacdo do material vegetal em estudo, em que o objetivo € conseguir altas
taxas de multiplicagdo in vitro, os parametros de crescimento avaliados
considerados mais importantes sdo o numero e comprimento das brotacdes e o
namero de gemas axilares por brotacdo. Esses, em conjunto, vao determinar uma
maior ou menor eficiéncia do processo de multiplicacdo e propiciar que, a partir do
protocolo criado, as brotacdes obtidas tenham comprimento e qualidade adequados
para o sucesso das fases de enraizamento e aclimatizagao.

Em relacdo a composicdo do meio de cultura, segundo Torres et al. (2001),
0S principais componentes sdo agua, sais inorganicos, carboidratos, vitaminas e
reguladores de crescimento, em vista que 0s explantes estdo em ambiente
heterotréfico e/ou mixotrofico e requerem meio nutritivo para suplementar suas
necessidades exdgenas, em termos de elementos essenciais, constituintes
organicos e energia.

Neste sentido, muitos experimentos com diluicdes nas concentracbes de

macro e micronutrientes tém sido realizados. As grandes diferencas nos
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macronutrientes para os meios MS, WPM e QL sdo nas concentracdes dos sais
nitrato de amonio e nitrato de potassio e a concentragao total de ions (BELL et al.,
2009). E, embora o WPM tenha gerado resultados positivos em alguns parametros
avaliados (ex: numero de brotacdes, em ambas cultivares; e no incremento de
massa fresca e seca na cultivar Ya-Li) (Fig. 5A e 5B) e seja muito utilizado na
multiplicacdo de brotacdes de vérias espécies lenhosas, em razdo da sua menor
forca ibnica total em relacdo a outros meios empregados no cultivo in vitro
(PASQUAL, 2001; JHA; GHOSH, 2006; RADMANN et al., 2009), o MS (tanto na
forma comercial como a preparada no laboratério) e suas diluicbes foram os que, no
geral, desencadearam a obtenc&do das melhores respostas (Fig. 5A e 5B). Com o
uso de WPM houve um acréscimo no numero de brotacdes, porém estas tiveram um
comprimento inadequado, levando ao entufamento das mesmas (principalmente na
cultivar Ya-Li), o que torna dificil o manuseio e separacédo dos explantes, bem como
sua utilizacdo nas etapas posteriores de micropropagacao. Esta reducdo no
comprimento das brotacGes e, consequentemente, impossibilidade de obtencéo de
altas taxas de multiplicacdo também pode ser visualizada no meio QL (Fig. 5A e 5B),
0 qual apresenta forca idnica total menor que o WPM.

De acordo com Reed et al. (2013b), as espécies e cultivares de pereira sao
cultivadas em varios meios de cultura conhecidos, entretanto o MS € 0 mais
comumente usado devido a qualidade superior das brotacdes formadas. O melhor
crescimento de células e tecidos de plantas em meio MS tem sido atribuido, em
grande parte, a alta concentragdo de amoénio e nitrato. E, além do nitrogénio, o
potassio encontra-se também em dosagens altas (FADEL et al., 2010). Estes
macronutrientes estdo envolvidos em muitos processos metabodlicos da planta,
relacionados ao crescimento e vigor vegetal, sendo que o nitrogénio é constituinte
de aminoé&cidos, amidas, proteinas, acidos nucléicos, nucleotideos, coenzimas e
outros (XU et al.,, 2012) e o potassio é requerido como cofator de mais de 40
enzimas, além de ser o principal cation no estabelecimento do turgor celular e
manutencgao da eletroneutralidade celular (WANG; WU, 2013).

Outro aspecto a ser considerado, em relacédo aos resultados obtidos durante a
multiplicacéo das duas cultivares, nos diferentes meios de cultivo, € no que se refere
as diferencas no desenvolvimento das brotagdes observadas entre Himédia e MS,
uma vez que ambos sao preparados com as mesmas concentracdes de sais. Esta

resposta pode estar relacionada ao fato do meio Himédia ter sido preparado com
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Ferro na forma ferrosa — reduzida, enquanto o MS na forma de EDTA-Férrico —
oxidada. Ambos sdo absorvidos normalmente pelas plantas, porém algumas (a
maioria) absorvem melhor o Ferro como Fe®* (forma mais sollvel), e outras como
Fe®*-quelato (SCHMIDT, 2003). Além disso, o Himédia é comercial e j& vem pronto,
enquanto que o MS é preparado em laboratorio, assim, a qualidade dos sais
minerais, bem como possiveis altera¢des na quantidade destes, podem variar entre
eles.

No que se refere ao uso de citocininas no meio de cultivo (Fig. 5C a 5F),
verificou-se que ambas cultivares necessitam de adi¢cdo exdgena deste regulador de
crescimento, pois nos explantes em que nédo houve suplemento de BAP observou-se
auséncia de multiplicacdo. Isso ocorreu devido as citocininas serem indispensaveis
nesta fase, uma vez que promovem a superacdo da dominancia apical e induzem a
proliferagcdo de gemas axilares, favorecendo, assim, a emissédo de novas brotagdes
(SOUZA; JUNGHANS, 2006; GRIMALDI et al., 2008).

Em contrapartida, o excesso de citocinina é toxico e caracteriza-se,
principalmente, pela formacdo de tufos de brotacbes e alteracbes no seu
comprimento, encurtamento dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e
hiperidricidade generalizada (GEORGE et al.,, 2008), sendo que essas
caracteristicas foram observadas nas concentracdes mais altas de BAP (2e 3 mg L’
1Y (Fig. 5E e 5F). Brotacdes hiperidricas (como as formadas na concentracéo de 3
mg L™, na cv. Carrick) (Fig. 5F), apresentam caules espessos, entrends curtos, com
aparéncia turgida, hipolignificados, contendo agua nos espacos intercelulares e
sobre sua superficie; as folhas sdo malformadas, com alteracdes na filotaxia,
frequentemente alongadas, esfacelaveis e encarquilhadas ou curvadas; multiplas
brotacdes evidenciando mau funcionamento dos meristemas primarios, que podem
degenerar rapidamente por necrose simultinea dos &pices meristematicos
(GASPAR et al., 2000). Assim, o uso de brotacbes formadas nessas condicfes é
indesejavel, em vista que geram sérios problemas para os cultivos subsequentes e
demais etapas da micropropagacdo, comprometendo o desenvolvimento das
culturas (RAMAGE; WILLIAMS, 2004). Diante do exposto, almejando obter uma taxa
média satisfatoria de brotacbes em que sejam priorizadas qualidade e
homogeneidade, levando a producdo de mudas em larga escala, a concentracéo de
BAP que desencadeou os melhores resultados, para as duas cultivares, foi a de 1,2
mg L™ (Fig. 5C e 5D).
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Em relagc&o ao uso de carboidratos, a adicdo de sacarose ao meio de cultura
pode atuar como substrato para a respiracdo celular, fornecendo energia também
para o processo de rizogénese (PIO et al., 2002). Neste sentido, diversas pesquisas
sao realizadas buscando adequar uma concentracdo em que exista eficiéncia no uso
desta para cada espécie/cultivar, pois a reducédo de sacarose no meio de cultivo tem
sido testada em busca de melhorar a capacidade fotossintética dos tecidos
cultivados in vitro e reduzir perdas atribuidas a contaminagdo microbiana. No
entanto, muitos autores sdo contrarios a ideia de reducédo de sacarose durante as
etapas da micropropagagdo e afirmam que 0S mecanismos pelos quais a
concentracéo de carboidrato influencia na aclimatizacado ainda ndo sao muito claros
(ARAUJO et al., 2007). Em contrapartida, 0 seu excesso pode ser prejudicial, pois
inibe a sintese de clorofila e, portanto, reduz a capacidade fotossintética das culturas
(HAZARIKA, 2006).

Assim, estudos de multiplicagcdo de pereiras sao realizados com o uso de
diferentes concentracbes de sacarose no meio de cultivo, como com o0s porta-
enxertos de Pyrus betulaefolia (HASSANEN; GABR et al., 2012) e Pyrus communis
'Pyrodwarf' (RUZIC et al., 2011), nos quais utiliza-se 20 g L™, enquanto que em
Pyrus sp (REED et al., 2013b), Pyrus calleryana D-6 (MORAES et al., 2004), Pyrus
pyrofolia ‘Século XX’ e ‘Housui’ e Pyrus communis ‘Red Bartlet’ (DANTAS et al.,
2002) usa-se 30 g L™ (concentracdo de sacarose normalmente utilizada no cultivo in
vitro). E, neste trabalho, os melhores resultados obtidos foram com o uso de 30 g L™
de sacarose para ‘Carrick’ e 45 g L™ para Ya-Li' (Fig. 5G e 5H), onde foram
verificadas as maiores taxas de multiplicacdo das brotacdes, mostrando que a
concentracdo apropriada é dependente do genotipo.

Durante a realizacdo dos experimentos (os quais foram realizados em
sequéncia, sendo que o terceiro e 0 quarto foram realizados concomitantemente), foi
possivel aferir um aumento no nimero das brotacdes, em ambas cultivares, entre o
segundo e terceiro experimentos (Fig. 2A e 3A), ja que no segundo experimento 0s
valores estavam condizentes com o0s encontrados no primeiro (Fig. 1A). As
cultivares Ya-Li e Carrick, que produziam 3 e 3,9 brotacOes por explante, passaram
a produzir 4,8 e 5,8, respectivamente, sendo que iSso se manteve no quarto
experimento (Fig. 4A). Esse fato pode estar relacionado ao estado fisiolégico do
explante e juvenilidade do tecido apds os subcultivos, bem como as condi¢bes de

luminosidade, pois ocorre diminui¢cdo na intensidade de fluxo de fotons conforme as
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lampadas vao sendo utilizadas na sala de crescimento. A luz € um fator importante
para o desenvolvimento das plantas, podendo influenciar a taxa de multiplicagéo in
vitro (RADMANN et al., 2001), regulando os processos fotossintéticos e a
fotomorfogénese (KOZAI et al., 1997). Poucos trabalhos tém sido realizados com o
objetivo de verificar os efeitos da qualidade de luz ou, mesmo, de diferentes niveis
de irradiancia no crescimento e no desenvolvimento de espécies cultivadas in vitro
(BRAGA et al., 2009). No entanto, Zanandrea et al. (2009), estudando a influéncia
de diferentes densidades de fluxo de fétons no cultivo in vitro de macieira, obteve as
melhores respostas com o uso de 14 mmol m? s™, o que é considerado baixo,

1 comumente utilizados na sala de crescimento.

comparado aos 48 umol m? s
Assim, isso justifica a possibilidade de que, uma reducdo na luminosidade possa ter

causado o aumento no numero das brotacdes verificado no presente estudo.

5 Conclusbes

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:
— O meio mais apropriado para a multiplicagéo in vitro das cultivares € o MS, tanto
na forma comercial como o preparado em laboratério, mesmo quando utilizando
ferro na forma férrica ou ferrosa;
— Ambas cultivares necessitam de suplementacdo de citocinina exdgena para a
proliferacdo de brotacdes (1,2 mg L™ de BAP);
— As cultivares em estudo respondem diferentemente quanto a concentracdo de
sacarose utilizada no processo de multiplicacédo in vitro, sendo a cultivar Ya-Li mais

exigente (45 g L™) que a cv. Carrick (30 g L™).
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CAPITULO 2 — Multiplicac&o in vitro de pereira, cv. Cascatense

1 Introducéo

Por ser uma fruta de grande aceitagdo para o consumo in natura, a producao
de pera (Pyrus sp.) é realizada em todo o mundo, o que a torna de grande
importancia nos mercados internacionais (FAO, 2011). No Brasil, entre as frutas de
clima temperado, é a terceira mais consumida, embora seja a fruta fresca importada
em maior quantidade, aproximadamente 140.000 ton., o que representa mais de
90% do total consumido, devido a uma menor expressao em termos de producao e
area cultivada (NAKASU; FAORO, 2003; NAKASU et al.,, 2007; FACHINELLO;
FRANCESCATTO, 2009; FACHINELLO et al.,, 2011). Segundo Nakasu; Faoro
(2003) e Tomaz et al. (2009), o principal entrave para o bom desenvolvimento e
expansao da cultura é a falta de cultivares adaptadas as condic6es edafoclimaticas
das regides potencialmente produtoras.

Os estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina, além da capacidade de
aproveitamento das estruturas de pos-colheita, conservacdo e canais de
comercializacao utilizados na cadeia produtiva da maca, sdo 0s que apresentam
condicdes climaticas favoraveis a producédo da pereira (JUNQUEIRA; PEETZ, 2003).
Entretanto, em muitos locais e em determinados anos, a quantidade de horas de frio
hibernal é insuficiente para que ocorra uma boa e uniforme brotacdo e floracao,
gerando, com isso, baixa produtividade e qualidade das frutas. Assim, cultivares
recomendadas para essas regides devem apresentar média a baixa exigéncia em
frio (FAORO, 2002; SATO; ASSUMPCAO, 2003).

Neste contexto, o Programa de Melhoramento Genético da Embrapa Clima
Temperado lancou a cv. Cascatense, resultante do cruzamento de ‘Packham’s
Triumph’ x ‘Le Conte’, realizado em 1968, selecionada em 1982 como Pirus 9 e

langada como cultivar em 1992. A planta € de vigor médio a semi-vigorosa, semi-
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aberta e altamente produtiva, apresentando brotacdes mais precoces e uniformes,
enquanto que a fruta é piriforme e de tamanho médio. Além disso, sua exigéncia em
frio hibernal situa-se ao redor de 400 h (temperatura < 7,2 °C) (NAKASU et al., 2007;
NAKASU; FAORO, 2003; NAKASU; LEITE, 1992).

A propagacdo do material vegetal, almejando a producdo de mudas com
qualidade e uniformidade pode ser realizada através da micropropagacdo ou
propagacao in vitro, em vista de ser um método biotecnologico que se constitui na
producdo de um elevado numero de plantas, num curto espaco de tempo, ocupando
uma area fisica bastante reduzida, sendo realizado durante o ano todo e com alta
qualidade sanitaria (SERAFINI, et al. 2001; CARVALHO et al., 2011).

Protocolos de micropropagacdo vém sendo desenvolvidos para que as
condi¢gbes de cultivo in vitro sejam otimizadas, possibilitando a obtencédo de taxas
elevadas de multiplicacdo, e consequentemente, qualidade nas mudas formadas
(ROGALSKI et al., 2003; GUERRA; NODARI, 2006). Para que ocorra um adequado
crescimento e desenvolvimento das plantas durante a fase de multiplicacdo do
material vegetal, € necessario o controle da morfogénese, a qual € influenciada por
varios fatores como espécie, cultivar, tipo de explante, componentes do meio
nutritivo, reguladores de crescimento adicionados ao meio e ambiente de cultivo
(CARVALHO et al., 2006).

Os meios de cultivo sdo compostos por sais minerais (macro e
micronutrientes), carboidratos, vitaminas e reguladores de crescimento, podendo ser
liguidos ou semi-sélidos (solidificados com &agar ou outro geleificante) (GUERRA;
NODARI, 2006). Existem diversos meios de cultura, variando as concentracfes de
sais e vitaminas de acordo com as necessidades da espécie ou cultivar, porém os
mais utilizados sdo o classico MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) e suas
modificacdes e diluigbes; assim como o WPM [Wood Plant Medium (LLOYD;
MCCOWN, 1980)] e o QL (QUOIRIN; LEPOIVRE, 1977), cujas formulacdes séo
consideradas mais fracas.

A concentragdo da fonte de carbono utilizada no meio é outro fator importante
durante a multiplicacdo dos explantes, pois os carboidratos fornecem energia e
contribuem para o equilibrio do potencial osmoético do meio de cultura (PATI et al.,
2006). Em geral, a sacarose € utilizada preferencialmente, porque € o carboidrato
predominante na seiva do floema da grande maioria das plantas e também a mais
barata (LEITE et al., 2000).
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Em relacédo aos reguladores de crescimento, a aplicagdo de uma fonte de
citocinina no meio de multiplicacédo € indispensavel para a superacédo da dominancia
apical do explante e induzir a proliferacdo de gemas axilares. Dentre as citocininas,
a 6-benzilaminopurina (BAP) é a mais utilizada, sendo considerada um fitorregulador
responsavel pela divisdo celular e crescimento da parte aérea, além de se destacar
das demais por ter um menor custo (PEREZ-TORNERO; BURGOS, 2000).

Diante do exposto, buscou-se neste trabalho verificar a influéncia dos
diferentes meios de cultivo, concentracdes de sacarose e BAP na multiplicag&o in
vitro da cv. Cascatense, visando obter um protocolo eficiente para potencializar sua

propagacéao/reprodutibilidade.

2 Material e Métodos

Os explantes utilizados para o desenvolvimento do trabalho foram
provenientes de brotacbes de pereira, cv. Cascatense, pré-estabelecidas e
multiplicadas in vitro, durante 40 dias, em meio de cultivo MS pronto Himédia® (meio
comercial com formulacdo igual ao MS), acrescido de 0,8 mg L™ de BAP), 30 g L™
de sacarose e 7 g L™ de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8.

Os estudos foram conduzidos em trés experimentos sequenciais, conforme
descrito abaixo, sendo que cada experimento foi repetido duas vezes. Para a
realizacdo dos experimentos, como explante inicial, foram utilizados segmentos
nodais de aproximadamente 1,0 cm contendo de duas a trés gemas axilares. As
gemas axilares presentes nos segmentos nodais, bem como o comprimento destes
foram incluidos nas avaliacdes realizadas. Gemas e brotacfes incipientes, menores
qgue trés milimetros, ndo foram consideradas por serem muito pequenas e de dificil

manuseio.

Experimento 1 — Influéncia de diferentes meios de cultivo e concentracfes de
sais

Os explantes iniciais foram cultivados em cinco meios diferentes: MS
completo e MS modificado (3% da concentracdo normal de NH4NO3; e KNOsg,
identificado nos resultados como MS%), MS Himédia, WPM e QL; todos contendo
0,8 mg L™ de BAP, 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L * de sacarose, 7 g L™ de agar
e pH 5,8. Os meios MS completo, MS% e QL foram preparados com EDTA-Férrico,
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enquanto o MS Himédia e WPM com EDTA-Ferroso, conforme formulacdo original
do meio MS.

Os frascos foram mantidos em camara de crescimento com temperatura de
23+2°C, fotoperiodo de 16 horas e 48 umol m™? s™ de fluxo de fétons por 40 dias.
Apés este periodo, avaliou-se o numero de brotacfes por explante, o comprimento
das brotagbes (cm), o numero de gemas axilares por brotacdo, massa fresca e
massa seca das brotacdes (g), sendo a secagem do material realizada em estufa de

ventilacdo forgcada a £50 °C até massa constante.

Experimento 2 — Efeito das concentragfes de 6-benzilaminopurina (BAP)

O meio de cultura usado foi o que apresentou melhores resultados apos a
realizacdo do primeiro experimento (MS Himédia), suplementado com diferentes
concentracdes de BAP (0; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mg L™), 30 g L™* de sacarose, 7 g L™ de
agar e pH 5,8. As condicBes de cultivo e as variaveis analisadas foram as mesmas

do experimento anterior.

Experimento 3 — Efeito de diferentes concentragdes de sacarose

O meio de cultivo e a concentracdo de BAP utilizados foram os que
apresentaram melhores resultados ap6s a realizacdo do primeiro e segundo
experimentos (MS Himédia e 0,8 mg L™ de BAP), variando-se a concentracdo de
sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L"), com 7 g L™ de &gar e pH 5,8. As condicbes de

cultivo e as variaveis analisadas foram as mesmas dos experimentos anteriores.

Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental adotado para todos os experimentos foi
inteiramente casualizado, com nove repeticdes por tratamento, representadas, cada
uma, por um frasco contendo cinco explantes. Para as avaliacbes de massa fresca e
massa seca das brotacOes foram selecionadas, ao acaso, trés plantas de cinco
repeticdes, totalizando quinze plantas por tratamento.

Os experimentos foram compostos por apenas um fator de tratamento, com
cinco niveis: meio de cultura (MS, MS%, MS Himédia, WPM e QL) para o primeiro
experimento, concentracdo de BAP (0; 0,4; 0,8; 1,2 e 1,6 mg L™) para o segundo
experimento e concentracdo de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L) para o terceiro

experimento.



49

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, ou
analisadas por regressdo polinomial, utilizando o software WINSTAT 1.0
(MACHADO; CONCEICAO, 2007).

3 Resultados
Segundo a analise de variancia e/ou regressao polinomial, observou-se
diferencas significativas entre os tratamentos para todas as variaveis analisadas,

nos trés experimentos.

Experimento 1 — Influéncia de diferentes meios de cultivo e concentracfes de
sais

O maior numero de brotac6es por explante (6,18) foi observado no meio WPM
(Fig. 1A). Em contrapartida, os maiores valores para comprimento (2,5 cm), massa
fresca (0,39 g), massa seca (0,06 g) e niumero de gemas axilares por brotacéo
(13,17) foi obtido no meio Himédia (Fig. 1B, C, D e E), o qual nado diferiu
estatisticamente dos meios MS (12,1) e MS%: (11,83) para esta ultima variavel. O
meio de cultivo QL ndo pode ser avaliado quanto ao numero de gemas axilares por
brotacdo devido ao entufamento das brotacées ocasionada pela redu¢do no nimero

e comprimento das mesmas, ndo permitindo sua contagem.
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Figura 1 — Numero de brotacBes por explante (A), comprimento das brotaces (B),
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Experimento 2 — Efeito das concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP)

A adicdo de BAP ao meio de cultivo resultou em uma resposta quadratica
para as variaveis numero de brotacdes por explante, comprimento, massa fresca e
massa seca das brotacoes.

Para as varidveis numero de brotacbes por explante e comprimento das
brotacdes, embora o ponto de méaxima tenha ocorrido nas concentracdes de 1,02 e
1,26 mg L™ de BAP, com 4,95 brotacdes formadas e 2,28 cm de comprimento,
respectivamente, o maior nimero de brotacGes por explante (5,2) foi obtido na
concentracdo de 0,8 mg L™ (Fig. 2A), enquanto que o maior comprimento das
mesmas foi verificado quando o meio foi suplementado com 1,6 mg L™* desta
citocinina (2,35 cm), sendo que este resultado ndo € tdo superior ao encontrado
quando utilizada a concentracdo de 0,8 mg L™ de BAP (2,09 cm) (Fig. 2B).

Em relacdo a massa fresca e massa seca, pela estimativa da equacdo de
regressao, os maiores valores (0,4 e 0,06 g) ocorreram nas concentracoes de 1,28 e
1,18 mg L™ de BAP, consecutivamente (Fig. 2D e 2E). Porém, para massa seca
verificou-se que a partir de 0,8 mg L™ de BAP ja era obtido esse valor (0,06 g), ndo
variando nas concentracdes mais elevadas.

No que se refere ao numero de gemas axilares por brotagdo (Fig.2C), houve
uma resposta linear crescente, com maiores valores obtidos na concentracdo de 1,6

mg L™, apresentando uma média 16,68 gemas formadas.
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Experimento 3 — Efeito de diferentes concentragdes de sacarose

Quando adicionada sacarose ao meio de cultivo, verificou-se uma tendéncia
quadratica para todas as variaveis analisadas. Os maiores valores estimados para
namero de brotacBes por explante (4,95) e comprimento das brotacfes (2,06 cm)
ocorreram nas concentracdes de 32,13 e 29 g L™ de sacarose, respectivamente.
Entretanto, em valores numéricos, observou-se que o uso de 30 g L™ deste
carboidrato induziu as melhores respostas, com a formacéo de 5,1 brotacdes (Fig.
3A) de 2,2 cm de comprimento cada (Fig. 3B).

Segundo a equacao de regressdo, maiores valores para niumero de gemas
axilares por brotacdo (13,8) (Fig. 3C) e massa fresca (0,368 g) (Fig. 3D) foram
obtidos nas concentracdes de 29,03 e 33,93 g L™ de sacarose, consecutivamente.
Porém, estes valores ndo séo tao superiores quando utilizada a concentracdo de 30
g L™ de sacarose, com 13,52 gemas axilares formadas e obtencdo de 0,36 g massa
fresca.

Com relacdo a massa seca, embora o ponto de maxima tenha inferido que a
concentracéo ideal seja 36,83 g L™ de sacarose, com obtencédo de 0,048 g (Fig. 3E),
verificou-se, em valores absolutos, que as médias foram maiores quando

suplementados 30 e 45 g L™ deste actcar ao meio de cultivo (0,05 g).
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4 Discusséo

As taxas de crescimento e desenvolvimento de plantas cultivadas in vitro sao
geneticamente determinadas, embora sejam limitadas pelo microambiente fisico e
qguimico dos recipientes de cultivo, como excesso de nutrientes e alta concentracao
de reguladores de crescimento, que podem comprometer a formacdo das plantas
(CASANOVA et al., 2008). Dessa forma, as quantidades fornecidas e o balango de
nutrientes e reguladores de crescimento, bem como de carboidratos, sdo fatores
determinantes para o sucesso da multiplicacdo do material vegetal in vitro (ZHANG
et al., 2003; MORAES et al., 2004), como visualizado neste trabalho, a partir dos
resultados obtidos nos experimentos.

Conforme Guerra e Nodari (2006), a constituicdo de cada meio de cultivo
deve ser baseada nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais para
atender necessidades especificas, em vista que 0s minerais exercem importante
papel ndo apenas no crescimento, mas também na regulacdo da morfogénese. Seu
fornecimento, absorcao, transporte e metabolismo parecem variar entre 0s estagios
de desenvolvimento dos 6rgaos, iniciacdo dos meristemas e durante o crescimento
(RAMAGE; WILLIAMS, 2002). Baseado nisso, analisando-se a influéncia de
diferentes meios de cultivo e concentracées de sais durante a multiplicacdo da
cultivar em estudo (Fig. 4A), verificou-se que, em geral, os melhores resultados
foram obtidos em MS Himédia. Por se tratar de um meio pronto, comercial, essa
resposta positiva pode ser devido a qualidade dos sais minerais utilizados e/ou a
alteracdes na quantidade dos reagentes quando as solugbes sédo preparadas no

laboratorio.
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Figura 4 — BrotacBes de Pyrus sp., cv. Cascatense, obtidas apds serem submetidas
a diferentes meios de cultivo e concentracdes de sais (A), concentracdes
de BAP (B) e concentracdes de sacarose (C).
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Outro aspecto a ser considerado é que, tanto o MS Himédia como o WPM
foram preparados com Ferro na forma reduzida e mais sollvel, enquanto o MS
completo, MS% e QL, na forma de EDTA-Férrico — oxidada. Segundo Schmidt
(2003), o ferro é considerado um micronutriente essencial para o crescimento e
desenvolvimentos das plantas, estando envolvido em diversos processos, como na
respiracdo mitocondrial e fotossintese, sendo que a forma absorvida pela maioria
das plantas é Fe?* (forma mais sol(vel), embora possa também ser absorvido como
Fe®*-quelato. Sendo assim, isto também pode explicar o aumento no nimero de
brotagbes por explante quando utilizado o WPM, no qual, em contrapartida,
observou-se menor comprimento das brotagdes. O aumento exacerbado no nimero
de brotacBes promove uma competicdo por sais e vitaminas presentes no meio de
cultivo, o que pode acarretar em reducéo do crescimento (OLIVEIRA et al., 2001).

Com o uso do meio nutritivo QL observou-se redugéo em todos os parametros
analisados, além da impossibilidade de avaliar o nUmero de gemas por brotacdo, o
gue pode estar relacionado ao fato deste apresentar apenas 25% da concentracao
de nitrogénio (NH4sNO3) em comparacdo ao MS, mostrando que composi¢cdes muito
diluidas deste macronutriente ndo s&do favoraveis a multiplicacdo da cultivar
Cascatense. O nitrogénio é um dos principais nutrientes essenciais e ativos, sendo
absorvido, principalmente, na forma de nitrato (NO3s) e aménio (NH;) e é
constituinte de varias biomoléculas essenciais, como aminoacidos, acidos nucléicos,
proteinas, enzimas e outros. Em razdo disso, possui diferentes efeitos no
crescimento, no vigor do vegetal e na producao de biomassa (XU et al., 2012).

Neste contexto, analisando os diferentes meios de cultivo e concentragdes de
sais utilizadas em diversos trabalhos, apesar de o WPM ter sido desenvolvido para o
cultivo de brotagbes de plantas lenhosas (BRUM, 2001), e apresente resultados
positivos na micropropagacao de espécies como o mirtilo (SILVA et al., 2006) e em
Prunus sp. (RADMANN et al., 2009), e, embora as espécies e cultivares de pera
sejam cultivadas em varios meios de cultura conhecidos, segundo Reed et al.
(2013), o MS é o mais comumente usado. Assim, na auséncia de MS pronto
Himédia, esse seria recomendado para a cv. Cascatense, mesmo com diluicdes na
concentracéo de NH4sNO3; e KNO3, como pode ser visualizado na Fig. 4A.

Os resultados obtidos em relacdo a utilizacdo de citocininas no meio de
cultivo (Fig. 4B) demonstraram que estas sao indispensaveis na fase de

multiplicacdo in vitro, pois s&@o responsaveis pela divisdo celular, quebra da
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dominancia apical e indugcéao da proliferacdo de gemas axilares (MOK et al., 2000).
Estes resultados sdo similares aos verificados por Moraes et al. (2004) em Pyrus
calleryana D-6, bem como Radmann et al. (2011), em Prunus sp., portaenxerto
‘Flordaguard’, os quais constataram que a auséncia de BAP né&o estimula a emissao
de novos brotos, evidenciando assim uma dependéncia pela adicdo de citocinina
externa para a indugéo de brotacdes.

De acordo com o observado neste trabalho, a concentracdo adequada de
BAP para a multiplicacdo in vitro de ‘Cascatense’ foi 0,8 mg L™, pois, analisando
todas as variaveis, foi a que desencadeou melhores resultados, uma vez que é
importante obter brotacbes com comprimento adequado, visando facilitar seu
manuseio, separacdo e posterior utilizacdo no enraizamento. Neste sentido, de
acordo com Dantas et al. (2002), para que a multiplicacdo in vitro seja considerada
eficiente, € necessario obter uma taxa média satisfatoria de brotacdes em que sejam
priorizadas qualidade e homogeneidade, pois isso vai contribuir para o sucesso da
fase de enraizamento e, por conseguinte, para a producdo de mudas.

Enquanto o uso de citocinina estimula maior producdo de parte aérea, o
excesso é toxico e compromete o desenvolvimento das culturas, podendo levar a
hiperidricidade (RAMAGE; WILLIAMS, 2004), que, segundo Santos-Serejo et al.
(2006), é um evento que pode ocorrer na cultura de tecidos, gerando anormalidades
fisiolégicas e morfolégicas no tecido vegetal, afetando os processos de fotossintese
e trocas gasosas da planta. Os explantes vitrificados caracterizam-se por
apresentarem folhas translicidas, targidas, rigidas, com aspecto encharcado e
facilmente quebraveis, apresentando brotacbes mal formadas e alongadas
(HAZARIKA, 2006), o que pode ser verificado no presente estudo, quando utilizada a
concentracdo mais elevada de BAP (1,6 mg L™) (Fig. 4B).

No que tange ao uso de carboidratos, € clara sua funcdo como fonte de
energia para a producdo de novos metabdlitos, além de atuar como substrato para o
processo de respiracdo celular (BORTOLINI, 2006; PIO et al., 2002). A concentracao
destes no meio de culivo € um dos parametros que reflete no
crescimento/desenvolvimento das brotacbes e pode apresentar correlacdo com a
habilidade das plantas ao enraizamento (BORTOLINI, 2006), uma vez que, para a
formacado de raizes, a auxina requer fonte de carbono para a biossintese de acidos
nucléicos e proteinas. Assim, ha necessidade de energia e carbono para a formacao

das raizes (NORBERTO et al., 2001). A adicdo de carboidratos no meio de cultivo
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também pode contribuir para o equilibrio do potencial osmético do meio, modificando
o potencial hidrico e, assim, regulando a absorcdo de agua e nutrientes pelo
explante (LEDO et al., 2007). Além disso, seu excesso pode ser prejudicial, pois
inibe a sintese de clorofila e, portanto, reduz a capacidade fotossintética das culturas
(HAZARIKA, 2006).

Diante do exposto, e conforme os resultados obtidos em relagdo ao efeito das
diferentes concentragbes de sacarose durante a multiplicacdo in vitro da pereira
‘Cascatense’, verificou-se que a concentracdo de 30 g L™ foi a mais efetiva, pois
desencadeou as melhores respostas, em vista que concentragdes inferiores e
superiores acarretaram em reducdo no crescimento e desenvolvimento das
brotacdes, como pode ser visualizado na Fig. 4C. Embora a concentracédo de 3% de
sacarose seja a comumente suplementada in vitro na maioria das espécies, avaliar a
concentracdo adequada para cada espécie/cultivar € de suma importancia devido a
sua funcdo regulatéria em muitos processos vitais da planta. Ainda, segundo De
Riek et al. (1997), 75% a 85% do aumento da biomassa se devem a incorporacéao de
carbono pela adicdo de sacarose ao meio de cultivo.

O sucesso na obtencdo de um protocolo apropriado de propagacao de
plantas em larga escala esta intimamente relacionado as altas taxas de multiplicacéo
dos explantes. Assim, os parametros avaliados no decorrer dos experimentos
servem como ferramentas Uteis para a verificacdo dessas taxas. Contudo, as
variaveis mais importantes sdo niamero e comprimento das brotacdes, bem como o
namero de gemas axilares por brotacdo, pois estas, em conjunto, vdo determinar
uma maior ou menor eficiéncia do processo de multiplicacdo. Além disso, conforme
preconizado por Radmann et al. (2009), o crescimento das brotacbes formadas
durante a fase de multiplicacdo € uma variavel determinante na qualidade do

material destinado a fase de enraizamento.

5 Conclusdes

Nas condi¢des que o trabalho foi conduzido, pode-se concluir que o protocolo
mais eficiente para a multiplicacdo in vitro da cultivar em estudo é constituido pelo
MS Himédia comercial, com suplementacéo de 0,8 mg L™ de BAP e 30 g L™ de

sacarose.



60

6 Referéncias bibliograficas

BORTOLINI, M. F. Uso de acido indol butirico na estaquia de Tibouchina
sellowiana (Cham.) Cogn. 2006. 72f. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia).
Universidade Federal do Parana, Curitiba.

BRUM, G. R. Micropropagacao da figueira (Ficus carica L.) Roxo de Valinhos.
2001. 41f. Dissertacao (Mestrado em Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

CARVALHO, A. C. P. P. de; TORRES, A. C.; BRAGA, E. J. B.; LEMOS, E. P. de;
SOUZA, F. V. D.; PETERS, J. A.; WILLADINO, L.; CAMARA, T. R. Glossario de
Cultura de Tecidos de Plantas. Plant Cell Culture & Micropropagation, v.07, p.30-
60, 2011.

CARVALHO, J. M. F. C.; SILVA, M. M. A.; MEDEIROS, M. J. L. Fatores inerentes a
micropropagacado. Campina Grande: Embrapa Algodéo, 2006. 5p. (Documentos
148).

CASANOVA, E.; MOYSSET, L.; TRILLAS, M. |. Effects of Agar concentration and
vessel closure on the organogenesis and hyperhydricity of adventitious carnation
shoots. Biologia Plantarum, v.52, p.1-8, 2008.

DANTAS, A. C. de M.; NESI, A. N.; MACHADO, L. B.; HAERTER, J.; FORTES, G. R.
de L. Estabelecimento e multiplicacdo in vitro de cultivares de Pyrus spp. Revista
Brasileira de Agrociéncia, v.8, n.1, p.19-23, 2002.

DE RIEK, J.; PIQUERAS, A.; DEBERGH, P. C. Sucrose uptake and metabolism in a
double layer system for Micropropagation of Rosa multiflora. Plant Cell, Tissue and
Organ Culture, v.47, n.03, p.269-278, 1997.

FACHINELLO, J. C.; FRANCESCATTO, P. Compatibilidade de enxerto e porta-
enxerto de pereira. In: XI ENFRUTE (Encontro Nacional sobre Fruticultura de Clima
Temperado), 1, 2009, Fraiburgo, SC. Anais... Cacador: EPAGRI, 2009. p.33-42.

FACHINELLO, J. C.; PASA, M. S.; SCHMTIZ, J. D.; BETEMPS, D. L. Situagéo e
perspectivas da fruticultura de clima temperado no Brasil. Revista Brasileira de
Fruticultura, v.33, n.1, p.109-120, 2011.

FAO. Faostat Database. Prodstat. Disponivel em: <http://www.fao.org>. Online.
Acesso em 10 jul. 2011.

FAORO, I. D.; NAKASU, B. H. Japanese pear growing in Brazil. Acta Horticulturae
Wageningen, v.567, p.97-105, 2002.

GUERRA, M. P.; NODARI, R. O. Apostila de biotecnologia — CCA/UFSC. Edicéo
da Steinmacher, 2006. p1-48.

HAZARIKA, B. N. Morpho-physiological disorders in in vitro culture of plants.
Scientia Horticulturae, v.108, n.2, p.105-120, 2006.



61

JUNQUEIRA, A. H., PEETZ, M. S. Mercados interno e externo. Introducao. In:
QUEZADA, A. C.; NAKASU, B. H; HERTER, F. G. (Ed.). Péra Producé&o. Brasilia:
Embrapa Informacéo Tecnoldgica, 2003. p.10-19. (Frutas do Brasil, 46)

LEDO, A. S.; CUNHA, A. O.; ARAGAO, W. M.; TUPINAMBA, E. A. Efeito da
sacarose e do manitol na conservacao in vitro por crescimento lento de coqueiro
ando. Magistra, v.19, n.04, p.346-351, 2007.

LEITE, G. B. U.; FINARDI, N.; FORTES, G. R. Efeitos de concentracdes de sacarose
no meio de cultura e da intensidade luminosa no enraizamento “in vitro” do porta-
enxerto de Pereira OHxF971. Ciéncia agrotécnica, v.24, n.2, p.353-357, 2000.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Commercially-feasible micropropagation of mountain
laurel, Kalmia latifélia, by use of shoot-tip culture. Combined Proceedings
International Plant Propagators Society, v.30, p.421-427, 1980.

MACHADO, A. A.; CONCEICAO, A. R. Sistema de anéalise estatistica para
Windows. Winstat. Verséao 1.0. UFPel, 2007.

MORAES, L. K. A. de; FELISBINO, C.; CRESTANI, L.; SILVA, A. L. da.
Estabelecimento e multiplicacdo in vitro de Pyrus calleryana D-6 em sistema de
cultura dupla-fase® . Revista Brasileira de Fruticultura, v.26, n.3, p.403-405, 2004.

MOK, M. C.; MARTIN, R. C.; MOK, D. W. S. Cytokinins: biosynthesis metabolism
and percepcion. In Vitro Cellular & Developmental Biology Plant, v.2, n.36, p.102-
107, 2000.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and bio assays with
tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, v.15, p.473-479, 1962.

NAKASU, B. H.; FAORO, I. D. Cultivares. In: NAKASU, B. H.; CENTELLAS-
QUEZADA, A.; HERTER, F. G. Péra. Producédo. Brasilia: Embrapa Informacao
Tecnolodgica, 2003. p.29-36 (Frutas do Brasil, 46).

NAKASU, B. H.; HERTER, F. G.; CAMELATTO, D.; JUNIOR, C. R.; FORTES, J. F.;
CASTRO, L. A. S. de; RASEIRA, A.; FREIRE, C. J. da S.; BASSO, C.; FAORO, I.;
PETRI, J. L.; LEITE, G. B.; PEREIRA, J. F. M.; CANTILLANO, R. F. F.; VERISSIMO,
V.; SIMOES, F. A cultura da péra. Brasilia: Embrapa Informacdo Tecnoldgica, 2007.
58p. (Colecao Plantar, 58)

NAKASU, B. H.; LEITE, D. L. Pirus 9: selecdo de pereira para o Sul do Brasil.
Hortisul, v.2, n.3, p.19-20, 1992.

NORBERTO, P. M.; CHALFUN, N. N. J.; PASQUAL, M.; VEIGA, R. D.; PEREIRA, G.
E.; MOTA, J. H. Efeito da época de estaquia e do AIB no enraizamento de estacas
de figueira (Ficus carica L.). Ciéncia Agrotécnica, v. 25, n. 3, p. 533-541, 2001.

OLIVEIRA, R. P.; SILVEIRA, D. G.; SILVA, S. O. Concentracdo de BAP e a
eficiéncia de microcpropagacdo de bananeira tetraploide (grupo AAAB). Scientia
Agricola, v.58, p.73-78, 2001.



62

PATI, P. K.; RATH, S. P.; SHARMA, M.; SOOD, A.; AHUJA; P. S. In vitro
propagation of rose: a review. Biotechnology Advances, v.24, p.94-114, 2006.

PIO ,R.; RAMOS, J. D.; PIO, L. A. S.; MENDONCGCA, V.; SILVA, A. B.; PASQUAL, M.
Enraizamento in vitro de brotacdes do portaenxerto de citros Tangerina sunki x
Trifoliata english com o uso de sacarose e acido indolbutirico. Ciéncia Agrotécnica,
v.26, n.1, p.66-70, 2002.

PEREZ-TORNERO, O.; BURGOS, L. Different media requirements for
micropropagation of apricot cultivars. Plant Cell, Tissue and Organ Culture, v.63,
p.133-141, 2000.

QUOIRIN, M.; LEPOIVRE, P. Etude de milieux adaptes aux cultures in vitro de
Prunus. Acta Horticulturae, v.78, p.437-442, 1977.

RADMANN, E. B.; BIANCHI, V. J.; SOUZA, T. M.; FACHINELLO, J. C.; OLIVEIRA,
R. P. Influéncia da composicdo do meio de cultivo e do tipo de explante na
micropropagacgédo do portaenxerto de Prunus sp. ‘GxN-9’. Scientia Agraria, v.10,
n.2, p.095-101, 2009.

RADMANN, E. B.; BIANCHI, V.J.; FACHINELLO, J.C.; FERREIRA, L.V.; OLIVEIRA,
R.P. In vitro multiplication of ‘Flordaguard’ rootstock: cytokinin source and
concentration effects, explants orientation and period of permanence in the cultive
medium. Brazilian Archives of biology and Technology, v.54, n.1, p.25-34, 2011.

RAMAGE, C.M.; WILLIAMS, R.R. Cytokinin-induced abnormal shoot organogenesis
is associated with elevated Knottedl-type homeobox gene expression in tobacco.
Plant Cell Reports, v.22 p.919-924, 2004.

RAMAGE, C. M.; WILLIAMS, R. R. Mineral nutrition and plant morphogenesis. In
vitro Cellular and Developmental Biology-Plant, v.38, p.116-124, 2002.

REED, B.M.; DENOMA, J.; WADA, S.; POSTMAN, J. Micropropagation of pear
(Pyrus sp.). Methods in Molecular Biology, v.11013, p.3-18, 2013.

ROGALSKI, M.; MORAES, L. K. A.; FELISBINO, R. C.; CRESTANI, L.; GUERRA, M.
P.; SILVA, A. L. Enraizamento in vitro de portaenxertos de Prunus sp. Revista
Brasileira de Fruticultura, v.25, n.2, p.293-296, 2003.

SANTOS-SEREJO, J. A.; JUNGHANS, T. G.; SOARES, T. L.; SILVA, K. M. Meios
nutritivos para micropropagacao de plantas. In: SOUZA, A. S.; JUNGHANS, T. G.
Introducéo a micropropagacdo de plantas. Cruz das Almas: Embrapa Mandioca e
Fruticultura Tropical, 2006. p.80-98.

SATO, G.S.; ASSUMPCAO, R. Cultivo da péra no Brasil e no Estado de S&o Paulo.
Informacdes Econémicas, SP, v.33, n.7, jul.2003.

SCHMIDT, W. Iron solutions: acquisition strategies and signaling pathways in plants.
TRENDS in Plant Science, v.8, p.188-193, 2003.



63

SERAFINI, L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDQO, J. L. Biotecnologia na agricultura e
na agroindustria. Guaiba: Agropecuéaria, 2001. 463p.

SILVA, L. C.; SCHUCH, M. W.; SOUZA, J. A.; ERIG, A. C.; ANTUNES, L. E. C. Meio
nutritivo, reguladores de crescimento e frio no estabelecimento in vitro de mirtilo
(Vaccinium ashei Reade) cv. ‘Delite’. Revista Brasileira de Agrociéncia, v.12, n.04,
p.405-408, 2006.

TOMAZ, Z. F. P.; RODRIGUES, A. C.; VERISSIMO, V.; MARAFON, A. C.; HERTER,
F. G.; RUFATO, A. DE R. Compatibilidade de enxertia de cultivares de marmeleiros
com pereiras. Revista Brasileira de Fruticultura, v.31, n.4, p.1211-1217, 2009.

XU, G.; FAN, X.; MILLER, A. J. Plant nitrogen assimilation and use efficiency.
Annual Reviews Plant Biology, n.63, p.153-182, 2012.

ZHANG, L.; XU, T. F.; SUN, X. F.; ZHANG, H. M.; TANG, T. L.; TANG, K. X. Factors
influencing shoot regeneration from cotyledons of tetraploid Isatis indigotica F. In
Vitro Cellular & Developmental Biology - Plant, v.39, n.05, p.459-462, 2003.



CAPITULO 3 — Radiosensibilidade em micropropagac&o de Pyrus sp., cv.
Ya-Li: efeitos morfofisiolégicos

1 Introducéo

Na fruticultura moderna buscam-se, cada vez mais, tecnologias que
possibilitem a producdo de frutas de alta qualidade, com menor investimento e alto
retorno econdmico. Isso se deve ao nivel crescente das exigéncias do mercado,
cada vez mais competitivo (SOUZA, 2010). O Brasil € o segundo maior produtor
mundial de frutas, entretanto possui uma pequena participacdo no mercado
internacional. A exportacdo de frutas de clima temperado esta aos poucos ganhando
espaco no mercado, e nos ultimos anos, a quantidade de frutas exportadas, como a
maca, ameixa, péssego e morango aumentaram (REETZ et al., 2007). Entre as
frutas de clima temperado, a pera (Pyrus sp.) € a terceira mais consumida, porém, a
maior parte é importada (95%), pois seu cultivo ainda é pequeno (NAKASU et al.,
2007; FACHINELLO; FRANCESCATTO, 2009). A falta de cultivares adaptadas,
aptas a produzir com regularidade, em quantidade e qualidade, € um dos maiores
obstaculos a sua producao sustentavel (NAKASU; FAORO, 2003; NAKASU, 2003).

Técnicas de inducao de mutacdo tém se mostrado eficientes na producéo de
variabilidade genética e, por isso, muito utilizadas em programas de melhoramento
de varias espécies de plantas, como a pereira, em vista que o melhoramento
genético convencional ndo supre estas caréncias, devido a pouca variabilidade
genética, ciclos longos e alogamia (JOSEPH et al., 2004; DE BONDT et al., 1996).

Com o uso de radiacOes ionizantes ja foram obtidos varios mutantes com
caracteristicas de interesse como maior produtividade, precocidade, menor porte,
maior resisténcia as doencas e pragas em diferentes espécies (KLEINHANS, 2009),
sendo que mais de 2500 variedades mutantes melhoradas ja foram liberadas para o

cultivo comercial, demonstrando o valor econdmico da mutacdo induzida para o
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melhoramento das mesmas (PATADE; SUPRASANNA, 2008). Dessa forma, o
namero de cultivares derivados de mutacdo induzida aumenta constantemente,
existindo catalogados no banco da FAO com cerca de 50 cultivares de fruteiras
pertencentes a mais de 20 diferentes espécies (FAO, 2009).

Segundo Predieri e Zimmermann (2001), a irradiagdo com raios gama é a via
mais utilizada para induzir mutagcdo em plantas, pois possui dosimetria precisa, alta
e uniforme penetrabilidade nos tecidos e células, podendo ser realizada em varias
fases de desenvolvimento da planta. Neste contexto, esta técnica, acoplada a
cultura de tecidos, € uma alternativa promissora que permite a multiplicacdo e/ou
melhoramento de cultivares especificas e de interesse econémico, como a pereira
(MORAES et al., 2004).

O cultivo in vitro destaca-se também pela producdo de plantas em larga
escala e com alta qualidade sanitaria (BELL; REED, 2002; SILVA et al., 2006;
SOUZA et al., 2006; ZANANDREA et al., 2006). Entretanto, o sucesso desta pratica
depende do crescimento e desenvolvimento adequado dos explantes durante as
fases de inducdo e multiplicacdo das brotacdes, aliados a capacidade de
enraizamento das brotacbes e das plantas obtidas resistirem a aclimatizacédo
(HAZAKIRA, 2006).

Nas etapas de indug&o, multiplicacdo e enraizamento in vitro das brotacdes,
varios fatores podem influenciar, sendo os principais a composicdo do meio de
cultivo, como os tipos e concentracbes de reguladores de crescimento utilizados
(principalmente citocininas e auxinas) e as condicdes ambientais as quais os tecidos
foram submetidos (SOTIROPOULOS et al., 2006; ZANANDREA et al., 2006). Além
desses fatores, o uso de radiacfGes ionizantes também pode acarretar variacoes,
sejam elas epigenéticas ou genéticas, como observado por Silva (2009), Silva
(2013) e Hung e Johnson (2008).

Conforme Bandeira et al. (2012), o processo de aclimatizacdo é considerado
um dos gargalos do cultivo in vitro, principalmente em espécies lenhosas, devido a
alta taxa de mortalidade das plantas, ocasionada, muitas vezes, por um sistema
radicular deficiente. Sendo assim, visando a formacédo de raizes com qualidade,
muitos autores apontam para a necessidade de inclusdo de uma auxina na fase de
induc&o do enraizamento em espeécies frutiferas, promovendo acréscimo na taxa de
sobrevivéncia das plantas apés a transferéncia para as condicbes ex vitro
(RADMANN et al., 2002; ROGALSKI, et al., 2003; BARBOSA et al., 2008). Convém
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ressaltar, ainda, que durante o processo de rizogénese in vitro, o uso de substratos
inertes embebidos no meio nutritivo, como a vermiculita, tem demonstrado
vantagens em relacdo ao agar, pois além da propriedade de melhorar a aeracéo do
substrato e favorecer o desenvolvimento das raizes adventicias, sdo mais
econdmicos (TIBOLA et al., 2004).

Diante do exposto, o presente trabalho tem como objetivo verificar os efeitos
de diferentes doses de radiacdo gama (*°Co) durante a micropropagacéo de pereira,
cv. Ya-Li, almejando selecionar novos genotipos com caracteristicas de interesse, a
partir dos genotipos originais, os quais seréo utilizados em futuros programas de

melhoramento da espécie.

2 Material e Métodos

Os explantes utilizados para o desenvolvimento do trabalho foram
provenientes de brotacGes de pereira, cv. Ya-Li, pré-estabelecidas e multiplicadas in
vitro em meio de cultivo MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 0,8
mg L' de BAP (6-benzilaminopurina), 100 mg L™* de mio-inositol, 30 g L™ de
sacarose, pH 5,8 e 7,0 g L™ de &gar.

Para a irradiacdo do material vegetal, segmentos nodais de aproximadamente
1,0 cm, contendo de duas a trés gemas axilares, foram inoculados em placas de
Petri com 20 mL de meio MS, acrescido de 7,0 g L™ de &gar, sem reguladores de
crescimento e expostos a diferentes doses de radiagdo gama (0, 10, 20, 30 e 40
Gy), sendo esta obtida de uma fonte de ®°Co com taxa de rendimento de 0,8211
Gy/min para um campo de30x30 cm e uma distancia foco-objeto irradiado de 80 cm,
pertencente ao Centro de Irradiacdo da Faculdade de Medicina da Universidade
Federal de Pelotas.

Durante as fases de inducdo e multiplicacdo das brotacdes irradiadas e néo
irradiadas, os explantes foram cultivados em meio MS contendo 0,8 mg L™ de BAP,
100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose, pH 5,8 e 7 g L™ de 4gar e mantidos
em camara de crescimento com temperatura de 23+2°C, fotoperiodo de 16 horas e
48 pmol m? s™ de densidade de fluxo de fétons. Apds 45 dias (periodo de inducgéo
das brotacdes), avaliou-se a percentagem de explantes sobreviventes e
regenerantes (%), o numero de brotacdes por explante, o comprimento das

brotacdes (cm) e o nUmero de gemas axilares por brotacéo.
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As brotacdes obtidas na fase de multiplicacdo, desenvolvidas a partir dos
explantes inicialmente irradiados e nédo irradiados, com aproximadamente 2,0 cm de
comprimento, foram utilizadas para o enraizamento in vitro. Suas bases foram
excisadas em bisel e inoculadas em meio MS [com ¥z da concentracdo dos macro e
micronutrientes (com excecdo do Fe e vitaminas)], acrescido de 30 g L' de
sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 0,8 mg L™ de AIB (acido indolil-butirico), com
pH ajustado para 5,8 e utilizando-se dois tipos de substrato [vermiculita de granulos
médios (3 g frasco™) ou agar (7 g L™)]. Os frascos foram mantidos em camara de
crescimento sob as mesmas condi¢cfes de cultivo anteriormente descritas. Apds 30
dias, foram analisados percentagem de enraizamento (%), numero de raizes por
planta, comprimento da maior raiz (cm) e percentagem de calos formados (%).

Todas as brotacGes enraizadas foram transferidas para bandejas plasticas
com tampa, contendo vermiculita, permanecendo em estufa de vidro com
temperatura controlada (18+2°C) por 30 dias. Apés uma semana da transferéncia
para estufa, as tampas das bandejas comecaram a ser abertas progressivamente.
Decorrido o periodo de aclimatizacdo, foi avaliada a percentagem de plantas
sobreviventes (%), as quais foram transplantadas para bandejas alveoladas de
polipropileno contendo substrato Carolina®, onde foram mantidas por mais 60 dias e,
em seguida, transferidas para potes plasticos com capacidade de 3 L, onde
permaneceram por 60 dias. Posteriormente, foram levadas para o campo, para
posterior avaliacdo dos melhoristas da cultura (pesquisadores da Embrapa).

O experimento de inducdo das brotacdes in vitro foi conduzido com
delineamento experimental inteiramente casualizado, contendo apenas um fator de
tratamento composto por cinco doses de radiacdo, com nove repeticbes por
tratamento, representadas, cada uma, por um frasco contendo cinco explantes.
Para o experimento de enraizamento in vitro foi utilizado o delineamento
experimental inteiramente casualizado, seguindo um arranjo bifatorial 5x2 (cinco
doses de radiacdo e dois tipos de substrato), com cinco repeti¢cdes por tratamento,
sendo cada repeticéo representada por um frasco contendo cinco explantes.

Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade de erro, ou
analisadas por regressdo polinomial, utilizando o software WINSTAT 1.0
(MACHADO; CONCEICAO, 2007). Porém, em relacdo & percentagem de plantas

sobreviventes apoés a aclimatizacao foi realizada apenas uma analise descritiva.
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3 Resultados

Observou-se diferenca significativa entre os tratamentos para todas as
variaveis analisadas durante a fase de inducao de brotagdes in vitro. Com base nos
resultados obtidos, verificou-se que o incremento das doses de irradiacdo afetou
negativamente todas as variaveis analisadas, como pode ser observado na Fig. 1. A
dose de 40 Gy determinou uma reducéo de 53,33% nos parametros percentagem de
explantes sobreviventes e regenerantes, sendo que para as variaveis numero de
brotagBes por explante, nimero de gemas axilares por brotagdo e comprimento das
brotacBes (cm) este decréscimo foi de 47,1; 51,37 e 80,55%, respectivamente, em
relacdo ao controle.

Porém, comparando-se a dose de 10 Gy com o tratamento nao irradiado,
ambos os tratamentos apresentaram uma média de 80% de explantes regenerantes,
enquanto que nas demais varidveis a resposta foi semelhante, com reducéo de
apenas 6,67; 2,32; 9,65 e 16,67% para percentagem de explantes sobreviventes,
namero de brotacdes por explante, nimero de gemas axilares por brotacdo e

comprimento das brotacdes (cm), respectivamente.
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Figura 1 — Percentagem de explantes sobreviventes (A) e regenerantes (B), nUmero
de brotacbes por explante (C), nUumero de gemas axilares por brotacéo
(D) e comprimento das brotacfes (E) de pereira, cv. Ya-Li, submetidos a
diferentes doses de radiagdo gama. ** Significativo pelo teste F a 1% de
probabilidade de erro.
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Na Fig. 2 sdo apresentados os resultados obtidos nos experimentos de
enraizamento in vitro e aclimatizagdo. Para as varidveis percentagem de
enraizamento e comprimento da maior raiz ndo ocorreu interacdo entre os fatores.
Em relacdo ao parametro percentagem de enraizamento, verificou-se efeito somente
para o fator tipo de substrato utilizado (Fig. 2A), onde o meio contendo vermiculita
induziu o enraizamento de 98,4% dos explantes.

No que se refere ao comprimento da maior raiz (Fig. 2C e 2D), houve efeito
isolado para os fatores em estudo, obtendo-se, quanto ao tipo de substrato utilizado,
melhor resultado em meio geleificado com agar, onde as raizes apresentaram cerca
de 1,86 cm. Entretanto, para o fator doses de irradiacdo, apenas as raizes expostas
a dose de 10 Gy mostraram menor comprimento (0,7 cm), significando uma reducéo
de 50% quando comparado ao controle.

Com relacdo as variaveis numero de raizes por planta e percentagem de
calos formados, obteve-se interacdo entre os fatores, sendo que o maior numero de
raizes foi obtido em brotacdes irradiadas com 10 Gy, cultivados tanto em meio com
vermiculita (13,64) como em meio com agar (14,04) (Fig. 2B).

A presenca de calos foi verificada em todos os tratamentos em que utilizou-se
agar, sendo que o material irradiado diferiu significativamente em relacdo ao nao
irradiado, apresentando maior percentagem de calos formados e que este tipo de
substrato € mais responsivo ao aparecimento de calos quando comparado a
vermiculita. Em contrapartida, em meio com vermiculita as doses mais elevadas (20,
30 e 40 Gy) diferiram significativamente da dose de 10 Gy e do controle, o qual ndo
apresentou formacao dos mesmos (Fig. 2E).

Apos o periodo de aclimatizacdo, comparando-se os diferentes tratamentos,
pode-se observar que as brotacfes expostas as doses mais altas de irradiacdo (30 e
40 Gy), foram as que apresentaram maior percentagem de sobrevivéncia
(aproximadamente 90%), determinando um aumento de 20% em relac&o ao controle
(Fig. 2F).
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Figura 2 — Percentagem de enraizamento (A), nUmero de raizes por planta (B),

comprimento da maior raiz (cm) (C e D), percentagem de calos
formados e de plantas sobreviventes apés aclimatizacao (%) (E e F),
em pereira, cv. Ya-Li, submetidos a diferentes doses de radiagédo
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4 Discusséo

A utilizacdo de irradiacdo gama em tecidos vegetais tem como alvo principal
as modificacbes das moléculas de DNA, sendo que a energia transferida das
radiacOes resulta em ionizacdo no interior da célula, acentuando as chances de
obtencao de mutacdes de interesse (RODRIGUES; ANDO, 2003; FU et al., 2008).

Porém, segundo Patade e Suprasanna (2008), a dose ideal de radiacdo gama
gue promova mutacfes sem a ocorréncia de perdas no rendimento do organismo
irradiado é tecido-especifica, variando a radiosensibilidade com a espécie, a cultivar,
as condic¢@es fisioldgicas da planta e com a manipulacdo do material irradiado antes
e depois do tratamento. Portanto, diferentes tecidos respondem de forma prépria,
sendo necessaria a realizacdo de testes de radiosensibilidade para determinar a
dose ideal (GAZZANEO et al., 2007). Neste contexto, este trabalho foi desenvolvido
baseando-se em estudo prévio realizado por Silva (2009), a qual, trabalhando com a
mesma cultivar, obteve polimorfismos entre os clones de pereira irradiados
(avaliados a partir de marcadores RAPD).

Conforme preconizado por Lu et al. (2007), o nivel critico de radiacdo gama
nos quais mutacdes sédo induzidas devem estar dentro da tolerancia para a
regeneracao de brotacdes (Fig. 3A). Doses elevadas podem gerar alta frequéncia de
mutacOes, mas baixa taxa de regeneracao de culturas in vitro (AMJAD; AMJUN,
2007), o que pode ser evidenciado neste trabalho, durante a fase de inducdo das
brotacBes, pois 0 aumento das doses de radiacdo ocasionou um decréscimo

significativo nas variaveis relacionadas.
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Plantas irradiadas de Pyrus sp., cv. Ya-Li, apdés avaliacbes de
regeneracao/multiplicacdo in vitro [com aspecto normal (A) e presenca
de caules espessos (B)], apds enraizamento in vitro [com uso de agar
como substrato (C) e com vermiculita (D)] e no periodo de
aclimatizacdo [em bandejas com tampas (E), em bandejas de
polipropileno (F), em potes plasticos de 3 L apds transplantadas(G) e
em potes plasticos de 3 L antes de ir para o0 campo].
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O parametro mais afetado pelas doses mais altas de irradiacdo foi o
comprimento das brotacGes, dado este que corrobara com os encontrados por
diversos autores, tais como Coimbra et al. (2005), Hung e Johnson (2008),
Berenschot et al. (2008), Silva (2009) e Kleinhans (2009), confirmando que altas
doses de radiagdo gama podem produzir efeitos deletérios, tais como a diminuigdo
no crescimento (WATANABE et al., 2000), sendo que, neste trabalho também foram
constatadas alteracdes fenotipicas nos caules (mais espessos) das brotacdes
obtidas de explantes irradiados com doses mais altas (Fig. 3B). Diversos fatores
podem estar relacionados a esta redugédo no comprimento das brotacdes, ligados a
variacdes epigenéticas ou genéticas, dentre os quais podem ser citados alteracdes
de poucas bases até insercfes e delecdes de grandes fragmentos de DNA, como
também inibicdo de sua sintese, mudancas fenotipicas ou outros danos fisiol6gicos
ocorridos apés os tratamentos mutagénicos (KLEINHANS, 2009; TABASUM et al.,
2011), uma vez que a radiagdo interfere nos processos de divisdo celular,
culminando em crescimento alterado e variabilidade morfologica (AMJAD; AMJUN,
2007).

Por outro lado, em relacdo as doses de radiacdo testadas, observou-se que a
dose inferior (10 Gy) praticamente nao apresentou diferencas em relagéo ao controle
nos parametros em estudo durante a fase de inducdo das brotacBes, sendo
verificados efeitos positivos também durante o enraizamento in vitro, no que se
refere ao nimero de raizes por planta. Com base nos dados obtidos nestas
avaliacbes e em estudos anteriores, como o0s realizados por Silva (2009), em
pereira, Scheer da Silva et al. (2012), em arroz e Silva (2013) em amoreira-preta, €
possivel afirmar que a radiacdo gama possui efeito estimulatério quando ministrada
em baixas doses, em diversos parametros morfologicos e fisiolégicos de crescimento
vegetal. Isto pode estar relacionado ao fato de que, em condi¢cbes apropriadas de
sensibilidade e sob o efeito de determinadas doses de radiacéo ionizante, pode-se
romper o delicado equilibrio hormonal e metabdlico que regula o processo do
desenvolvimento vegetal levando muitas vezes a respostas do tipo estimulatorias
(BERENSCHOT et al., 2008). No entanto, os mecanismos pelos quais as plantas
reconhecem e respondem as doses a que foram expostas de radiacdo ainda néo
sao compreendidos (PRISTOV, 2013).

Estudos realizados tém demonstrado que o efeito da radiacdo depende do

estadio de desenvolvimento das plantas e das variaveis analisadas, ocorrendo
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inclusive recuperacdo de alguns parametros que inicialmente apresentavam
alteracdo (HUNG; JOHNSON, 2008). Isto foi verificado neste trabalho, pois durante a
multiplicacdo das brotacfes, a partir do terceiro subcultivo houve um aumento no
namero de brotacbes e de gemas axilares, nas brotacdes oriundas de explantes
irradiados com as doses mais elevadas (20, 30 e 40 Gy) (dados ndo mostrados).
Esse fato pode estar relacionado a acdo das peroxidases, das enzimas reparadoras
e das catalases, as quais desempenham um papel fundamental na recuperacao das
células e na decomposicdo de produtos da radiacdo (RODRIGUES; ANDO; 2003),
em vista que o alvo da radiagdo sdo as moléculas de agua do organismo e estas,
quando irradiadas, sofrem radidlise, fenbmeno ao qual se segue um rearranjo
eletrbnico e a possibilidade de producao de radicais livres (SELVI et al., 2008).

No que se refere ao processo de enraizamento in vitro, embora o maior
namero de raizes formadas tenha ocorrido na dose de 10 Gy, em ambos substratos
utilizados, verificou-se a presenca das mesmas nos demais tratamentos, o que é de
grande valia, pois quando se aumenta a quantidade de raizes formadas in vitro,
aumenta-se também a area de contato raiz/substrato, refletindo em maior absorcao
dos nutrientes (VILLA et al., 2008). Estes resultados, aliados a alta percentagem de
enraizamento obtida comprovam os relatos feitos por muitos autores, ou seja, da
importancia da utilizacdo de auxina no meio de cultura para induzir a formacéo e a
iniciacao de raizes adventicias em determinadas espécies. Entretanto, é necessario
0 uso de uma concentracdo adequada de auxina para obtencdo de um sistema
radicular funcional e uniforme (SANTOS-SEREJO et al., 2006; COSTA et al., 2008;
SCHMILDT et al., 2010).

Verificou-se que a maior percentagem de enraizamento foi obtida quando
utilizada vermiculita como substrato. Segundo Vieira et al. (2007), o uso desses
substratos aerados possibilita ganhos substanciais na qualidade das raizes
formadas, por promoverem a formacdo de raizes ramificadas com presenca
abundante de pelos absorventes, maior aeracdo do meio e menor transmissao de
luz, favorecendo, assim, o enraizamento e desenvolvimento das raizes adventicias
in vitro.

As raizes desenvolvidas em vermiculita emitiram pelos absorventes, porém o
comprimento médio da maior raiz foi menor, quando comparadas as cultivadas em
agar (Fig. 3C e 3D). Hoffmann et al. (2001), em trabalhos realizados com macieira,

também constataram a formacao de raizes mais curtas e com maior densidade de
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pelos radiculares nos meios com vermiculita. De acordo com Tibola et al. (2004),
raizes mais curtas ou na forma de primordios radiculares aceleram o pegamento da
planta e evitam o enovelamento. Além disso, estas sdo mais desejaveis, pois
facilitam a lavagem e retirada do meio de cultura aderido, bem como a introducéo da
planta no substrato.

Nos meios semi-solidos, o agar, um polissacarideo extraido de algas
marinhas, € o agente geleificante tradicionalmente usado e, em contrapartida, o
ingrediente mais caro do meio. Apesar de ser o mais utilizado, as raizes formadas
normalmente ndo possuem pelos radiculares devidamente desenvolvidos, pela falta
de oxigénio (LEITE, 1995), além de suas raizes serem mais fibrosas e quebradicas.

Observou-se, em todos os tratamentos, com excecdo do material nao
irradiado em meio contendo vermiculita, a ocorréncia de calos na base dos
explantes. Segundo Carvalho et al. (2011) e Guerra e Nodari (2006), calos sé&o
grupo ou massa de células em crescimento desordenado, as quais podem
apresentar certo grau de diferenciacdo e, em geral, ttm forma e tamanho variado,
paredes celulares com diferentes graus de espessamento e se originam da
proliferacdo desordenada a partir de tecidos ou 6rgaos cultivados in vitro. Em razao
disso, sua presenca pode afetar negativamente a rizogénese (GEORGE et al.,
2008), porém isto nao foi evidenciado.

O que pode explicar esta producao de calos € a exposi¢do do material vegetal
as doses de radiacdo, pois a radiacdo gama interfere nos processos de divisdo
celular, ocasionando um crescimento alterado e variabilidade morfologica (AMJAD;
AMJUN, 2007), como ja enfatizado.

Dessa maneira, isso pode ter ocorrido devido ao um desbalanco hormonal,
pois, segundo George e Sherrington (1984), a morfogénese in vitro € regulada pela
interacdo e balango entre os reguladores de crescimento acrescidos ao meio de
cultura, principalmente citocininas e auxinas. As citocininas caracterizam-se por
promoverem a quebra da dominancia apical, aumentando a taxa de multiplicagdo
por meio de brotacdes laterais relacionadas a atividade promovida nos meristemas
(BRUM et al.,, 2002; TOMBOLATO; COSTA, 1998). Porém, em concentracdes
elevadas, podem incrementar a acdo da citocinina-oxidase, impedir a atuacao da
citocinina sobre a divisdo celular e, consequentemente, a inducdo de brotacbes
(BARRUETO CID, 2000; SOUZA et al., 2006), sendo que em varios sistemas de

cultivo in vitro tém sido descritas anormalidades anatOmicas e ultraestruturais,
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alteracbes metabdlicas, nanismo, teratologia, albinismo e hiperidricidade,
decorrentes da exposicdo excessiva a citocininas (RAMAGE; WILLIAMS, 2004). As
auxinas promovem divisdo, alongamento e diferenciacdo celular, além de serem
responsaveis pela dominancia apical (CARVALHO et al., 2011). Altas concentracfes
de auxinas induzem maior divisdo celular e, por conseguinte, maior formacgédo de
calo (RADMANN et al., 2002; SILVA, 2004), além de anular parte do efeito inibitério
gue a citocinina promove sobre o crescimento das novas brotacées (HWANG et al.,
2012).

Outro fator importante a ser considerado € que um dos possiveis efeitos
indiretos da radiacdo sobre a inducao de variabilidade genética e epigenética esta
relacionado a inducédo na formacdo de EROS, devido aos danos celulares, e estas
EROS podem causar danos no DNA ou alterar o padrdo de expressdo de muitos
genes e, consequentemente, em caracteres fenotipicos. Ou seja, ha um efeito direto
e um indireto que pode levar a variabilidade pela mutacdo ou por variacdo
epigenética.

A aclimatizacdo das plantas foi bem sucedida (Fig. 3E, 3F, 3G e 3H). Este
fato provavelmente esta relacionado com a boa qualidade da parte aérea e do
sistema radicular, formado durante o enraizamento in vitro. Segundo Rogalski et al.
(2003) a adicdo de auxina no meio de enraizamento tem sido eficiente, em espécies
frutiferas lenhosas, promovendo acréscimo na sobrevivéncia de plantas na fase de
aclimatizagao.

Além disso, houve também influéncia das doses de radiacdo em relacédo a
percentagem de sobrevivéncia das plantas, em que maiores taxas de aclimatizacao
ocorreram nas doses mais elevadas (30 e 40 Gy), assim como verificado por Hung e
Johnson (2008), com Wasabia japonica, em que as plantas também apresentaram
incremento de 20% na sobrevivéncia, no tratamento de 40 Gy. Neste sentido,
conforme Amjad e Amjun (2007), doses elevadas de radiacdo podem gerar alta
frequéncia de mutacdes. E, em muitos casos, uma mutacdo pontual pode corrigir ou
melhorar alguns caracteres, permitindo a selecdo de constituicbes genéticas
superiores (MARTINS et al., 2005), como ja verificado em diversos trabalhos com
fruteiras, nos quais a mutagénese foi usada para introduzir muitas caracteristicas
Uteis que afetam o tamanho das plantas, tempo de florescimento, maturagdo de
frutos, coloragdo de frutos, auto-incompatibilidade, auto-raleio, resisténcia aos

agentes patogénicos, mudanca na qualidade dos frutos, aumento no contetdo de
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acido ascoérbico, reducdo na acidez, maior consisténcia dos frutos e o aumento da
vida de prateleira (VISSER et al.,, 1971; LACEY, 1975; DECOURTYE, 1982;
BROERTJES; VAN HARTEN, 1988; MASUDA et al.,, 1997; VAN HARTEN, 1998;
BASARAN; KEPENEK, 2011).

5 Conclusbes

Nas condi¢cGes em que foi desenvolvido o trabalho pode-se concluir que:
— Altas doses de irradiacéo interferem em alguns parametros de crescimento na fase
de inducéo das brotacoes;
— Baixas doses de irradiacdo ndo afetam as variaveis estudadas durante a fase de
inducado das brotacdes, bem como tendem a estimular um melhor enraizamento das
mesmas, juntamente com o uso de vermiculita;
— A vermiculita substitui com vantagens o agar como substrato, no enraizamento in
vitro da cv. Ya-Li;
— As doses de irradiacao utilizadas ndo afetam negativamente o processo de

aclimatizagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer das pesquisas realizadas, foi possivel verificar que as cultivares
estudadas (Carrick, Cascatense e Ya-Li) respondem diferentemente quanto as
condicbes de cultivo testadas. A ‘Ya-Li’ foi a cultivar que apresentou melhor
desempenho, tanto in vitro como ex vitro, 0 que possibilitou, assim, seu estudo mais
detalhado. Porém, os resultados obtidos nos experimentos de multiplicacéo in vitro
permitiram a obtencdo de altas taxas de multiplicagdo do material vegetal,
possibilitando, desta forma, que as trés cultivares sejam propagadas em larga
escala. Neste sentido, esta fase, acoplada as demais etapas do processo de
micropropagagdo potencializa sua produgdo, originando, assim, mudas com
qualidade. A multiplicacdo in vitro das cultivares pode ser potencializada com o uso
do meio MS Himédia comercial, com suplementacéo de 1,2 mg L' de BAPe 30 g L*
de sacarose para ‘Carrick’; MS com 1,2 mg L™ de BAP e 45 g L™ de sacarose para
‘Ya-Li’ e MS Himédia, suplementado de 0,8 mg L™ de BAP e 30 g L™ de sacarose
para ‘Cascatense’.

Em relacdo aos experimentos que envolveram a irradiacdo do material
vegetal, embora o uso de doses mais elevadas de irradiacdo (40Gy) possam
interferir em alguns parametros de crescimento inicial (ex.: comprimento das
brotacdes), as doses testadas ndo acarretam efeitos severos na micropropagacao
da cv. Ya-Li, sendo, por vezes, até estimulatorias, como no caso das doses mais
baixas (10Gy). Esta dose permite que as plantas irradiadas se assemelhem ao
material ndo irradiado em relacdo a responsividade em alguns parametros da fase
de indugdo das brotacdes e tende a estimular um melhor enraizamento das
mesmas, juntamente com o uso de vermiculita. Desta maneira, foi possivel a
obtencdo de mudas de material irradiado que servirdo para estudos posteriores na
tentativa de obter gendtipos com caracteristicas de interesse, a partir de acréscimos

na variabilidade genética, em vista que ha cerca de 750 plantas de ‘Ya-Li’ no campo
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da Embrapa Clima Temperado (controle + 46 diferentes plantas irradiadas), sendo
que as folhas ja foram coletadas e acondicionadas em ultra-freezer, para serem
realizadas as analises moleculares e ha continuidade do trabalho pelos melhoristas
da cultura.

Durante o primeiro ano de doutorado também foram realizados experimentos
de regeneracao in vitro das trés cultivares, variando-se as concentracoes de TDZ
(Thidiazuron) (0, 1, 2, 3 e 4 mg L™) e ANA (&cido naftaleno acético) (0,0; 0,2; e 0,3
mg L), no qual utilizou-se folhas inteiras ou seccionadas, com o lado adaxial ou
abaxial em contato com o meio de cultivo, com ou sem peciolo, diferentes dias de
cultivo no claro e/ou no escuro, além de um periodo de 2h em meio liquido contendo
2,4-D (4cido 2,4 diclorofenoxiacético) (0,5 mg L™). Os resultados obtidos foram
incipientes, o que tornou dificil descrevé-los, porém melhores taxas de regeneracao
in vitro foram encontradas na ‘Ya-Li’ (33,33%), com o uso de meio de indugdo MS,
suplementado com 1 mg L™ de TDZ e 0,1 mg L™ de ANA, cultivados durante 40 dias
no escuro, utilizando-se folhas inteiras, escarificadas no limbo e na nervura central,
sem peciolo, com a face abaxial em contato com o meio. Apds este periodo de
escuro os explantes permaneceram 30 dias em fotoperiodo de 16 horas e 48 pmol
m? s de fluxo de fétons, em meio MS + 1 mg L™ de TDZ.

Devido a falta de pesquisas em relacdo ao efeito do pH em plantas
autoenraizadas de pereira (pé franco), no terceiro ano de doutorado foi realizado um
experimento com diferentes pHs (4,5; 5,5; 6,5 e 7,5), em plantas oriundas de
sementes da cv. Ya-Li, as quais foram cultivadas em hidroponia, durante 60 dias. A
partir disso, foram realizadas avaliacdes de parametros de crescimento, contetdo de
macro e micronutrientes, carboidratos e atividades das enzimas antioxidantes. De
acordo com os resultados obtidos, foram verificadas diferengas no crescimento
inicial das plantas, comprovando a variabilidade genética existente entre plantas
obtidas de sementes e que o pH pode influenciar no crescimento e desenvolvimento
destas. Dentre os pHs utilizados, os pHs 4,5 e 5,5 determinaram melhores respostas
guando todos os parametros foram analisados. Os dados n&o foram adicionados a
este trabalho, porém este estudo preliminar servira de base para experimentos
posteriores, buscando selecionar plantas que sejam mais adaptadas a pHs mais

baixos.



