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RESUMO

JUNKES, Camila Fernanda de Oliveira. ESTUDOS PRELIMINARES PARA
MICROPROPAGACAO DE Malus prunifolia cv. MARUBAKAIDO EM
SISTEMA DE IMERSAO TEMPORARIA. 2015. 69f. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) — Programa de Pds-graduacdo em Fisiologia Vegetal,
Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS.

A macieira € uma frutifera lenhosa amplamente difundida no mundo. Suas
mudas sao propagadas por estaquia e 0s porta-enxertos por mergulhia de cepa
devido ao alto grau de incompatibilidade entre os genoétipos e grande periodo
de juvenilidade. Os porta-enxertos conferem diferencas no vigor e resisténcia a
doencas a cultivar copa, sendo mais utilizadas no Brasil as cultivares M.9
(ando) e ‘Marubakaido’ (vigoroso). Devido a problemas fitossanitarios e de
rendimento da técnica de propagacdo vegetativa, a micropropagacao surge
como uma tecnologia Util tanto a nivel de pesquisa quanto a nivel comercial. No
entanto, cada gendtipo de macieira responde de forma diferente aos estimulos
in vitro, de forma que deve-se adequar os protocolos em fun¢do da cultivar em
estudo. Neste sentido, o presente trabalho teve como objetivo tracar os
primeiros estudos sobre a utilizacdo de sistema de imersédo temporaria (SIT) na
micropropagacao de ‘Marubakaido’. Para tal, testes preliminares sobre a
influéncia do tipo de explante (apical ou axilar) foram realizados via sistema
convencional em trés variacbes do meio MS (composi¢cdo convencional;
NH4NO3 e KNOs reduzido a %; e formulacao industrial Himedia) suplementados
com 0,8 mg.Lt de BAP, 100 mg.L! de mio-inositol, 30 g.L! de sacarose e 7
g.L! de agar. Ap6s 45 dias observou-se que o meio Himedia conferiu maior
homogeneidade entre as brotacdes, enquanto o tipo de explante ndo afetou a
resposta quanto ao numero e comprimento medio das brotagBes obtidas,
podendo ambos serem utilizados sem prejuizo as taxas de multiplicacdo. Em
seguida, 0os mesmos meios foram empregados na comparagao entre
micropropagacdo de explantes axilares de ‘Marubakaido’ em sistema
convencional e SIT. Apés 4 semanas verificou-se que as taxas de
hiperidricidade obtidas em SIT foram muito mais elevadas do que em sistema
convencional, chegando a 100% para meio MS. Uma intensa formacéo de
calos foi observada nos meios MS e MS 3% neste mesmo sistema, que
impediram o desenvolvimento dos explantes. Quanto ao nimero médio e
comprimento de brotacBes, o meio Himedia em SIT apresentou melhores
resultados quando comparado a todos os tratamentos para meio e sistema (6,3
brotacdes por explante e 3,7 cm). O enraizamento das brotacfes produzidas
em SIT com meio Himedia foi maior quando as brota¢cdes foram destacadas se
comparadas com brotagbes mantidas em tufos (74,1% e 62,5%
respectivamente), e a aclimatizacdo das microestacas enraizadas resultou em
88,5% de sobrevivéncia ap6s 21 dias. Embora os resultados tenham sido
promissores, novos estudos ainda precisam ser realizados na tentativa de
aperfeicoar estes protocolos para ‘Marubakaido’, como alteracbes na
composi¢cdo hormonal, tempo e frequéncia de passagem do meio para 0s
explantes ou enraizamento ao abrigo de luz.

Palavras-chave: Macieira, porta-enxerto, tipo de explante, biorreatores,
hiperidricidade, enraizamento, aclimatizacéo.



ABSTRACT

JUNKES, Camila Fernanda de Oliveira. PRELIMINARY STUDIES FOR THE
MICROPROPAGATION OF Malus prunifolia cv. MARUBAKAIDO IN
TEMPORARY IMMERSION SYSTEM. 2015. 69p. Dissertation (Master’s
degree in Plant Physiology) — Post-Graduate Program in Plant Physiology,
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas/RS.

The apple tree is a woody fruit widespread in the world. Your plants are
propagated by cuttings and rootstocks by layering strain due to the high level of
incompatibility between the genotypes and great period of juvenility. Rootstocks
confer differences in vigor and disease resistance to scion, being more used in
Brazil the -cultivars M.9 (dwarf) and 'Marubakaido’ (vigorous). Due to
phytosanitary problems and vyield of vegetative propagation technique,
micropropagation appears as a useful technology at level of research or
commercially. However, each apple genotype responds differently to in vitro
stimuli, so the protocols must be adapted according to cultivar in study.
Herewith, the present research aimed to draw the first studies about the use of
temporary immersion system (TIS) in ‘Marubakaido's micropropagation. For this
purpose, preliminary tests about the influence of the type of explant (apical or
axillary) were performed via conventional system in three variations of the MS
media (conventional composition; NH4NOs and KNOs reduced to %, and
industrial formulation Himedia) supplemented with 0.8 mg.L* BAP, 100 mg L*
myo-inositol, 30 g L sucrose and 7 g L agar. After 45 days it was observed
that the Himedia conferred greater homogeneity among the shoots, while the
type of explant did not affect the response in the average of number and length
of shoots obtained, and both can be used without prejudice to the multiplication
rates. Then, the same media were used in the comparison of micropropagation
of ‘Marubakaido’ axillary explants between conventional system and TIS. After 4
weeks it was found that the hyperhydricity rates obtained with TIS were much
higher than in conventional system, reaching 100% at MS medium. An intense
callus formation was observed in MS and MS % media at same system, which
stopped the development of the explants. For the mean of humber and length
shoots, the Himedia composition in TIS showed better results when compared
to all treatments for media and system (6.3 shoots per explant and 3.7 cm).
Rooting of shoots produced in TIS with Himedia was higher when the shoots
were separated compared with shoots kept in tufts (74.1% and 62.5%
respectively), and acclimatization of the rooted microcutting resulted in 88.5% of
survival after 21 days. Although the results have been promising, further studies
still need to be performed to improve these protocols to ‘Marubakaido’, as
changes in hormonal composition, time and frequency for passage of media to
the explants or rooting under darkness.

Keywords: Apple tree, rootstock, type of explant, bioreactors, hyperhydricity,
rooting, acclimatization.
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ESTUDOS PRELIMINARES PARA MICROPROPAGACAO DE Malus
prunifolia cv. MARUBAKAIDO EM SISTEMA DE IMERSAO TEMPORARIA

1. Introducéao Geral

A macieira é uma frutifera lenhosa cuja origem data de cerca de 25
milhées de anos na regido do Caucaso, cadeia de montanhas da Asia a leste
da China entre os mares Negro e Caspio, com 1,2 km de extenséao e altitude de
dois mil metros. A domesticacdo das espécies do género Malus comecou
provavelmente na regido, ha cerca de 20 mil anos (JUNIPER, 1998; HARRIS,
2002; BLEICHER, 2006). No entanto, foram os romanos que introduziram e
disseminaram a maca pela Europa e areas mediterraneas, sendo transportada
pelos colonos europeus nos ultimos 500 anos, a ponto de se tornar a fruta de
clima temperado mais amplamente cultivada no mundo, produzida desde a
Sibéria e norte da China, onde as temperaturas de inverno chegam a -40°C,
até regides equatoriais na Colémbia e Indonésia, onde duas safras podem ser
produzidas em um unico ano (HOKANSON et al., 2001).

Atualmente sdo conhecidas mais de 7.500 variedades, variantes e
cultivares de macieira, que variam em tamanho, forma, cor, necessidade de
frio, consisténcia, textura, suculéncia, docura e o valor nutricional das frutas. A
consisténcia da casca, a resisténcia contra varias doencas, facilidade de
transporte, periodo de colheita curto e longo armazenamento sao algumas das
caracteristicas de interesse em cultivares comerciais (BHATTI et al., 2010). A
presenca de vitamina C, B-caroteno, calcio, potassio, ferro, magnésio, zinco,
acidos félico, malico e tartarico, pectinas, fibras, compostos fendlicos e
flavonoides no fruto da macéa o torna benéfico para a salde humana e para o
tratamento e prevencéo de diversas doencas (BOYER e LIU, 2004; VEERIAH
et al., 2006).

Segundo dados do United States Department of Agriculture, a macieira é
uma das principais frutiferas de clima temperado e a segunda mais produzida
no mundo, atras apenas da producdo de uvas, principalmente destinadas a
producdo de vinho, o que torna a macieira a frutifera com maior consumo in
natura (USDA, 2014). De acordo com a Food and Agriculture Organization of
the United Nation a producdo mundial de macéas atingiu 76,38 milhdes de
toneladas em 2013, sendo os maiores produtores a China, Estados Unidos e
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Turquia, com o Brasil ocupando a décima primeira posicdo (FAO, 2015).
Conforme levantamento realizado pelo Centro de Socioeconomia e
Planejamento Agricola da EPAGRI o pais produziu cerca de 1.373.633
toneladas, com rendimento de 36.988 kg.hat, na safra 2013/2014. A
Associacao Brasileira de Produtores de Macéa estima para o ciclo 2014/2015
uma safra com volume semelhante ao de 2014.

Seu cultivo requer longas horas de frio para superacéo de dorméncia e é
fortemente dependente das condicbes climaticas, o que é motivo de
preocupacao no atual cenario de aquecimento global e de mudancas climéaticas
(BHATTI et al., 2010). No Brasil, o plantio de macieira estd concentrado nos
estados da regido sul, onde a area plantada ultrapassa 38,5 mil hectares,
possuindo uma cadeia produtiva prépria que possibilitou o pais passar da
posicdo de importador para exportador (ISPA, 2013). Os maiores produtores
sao respectivamente Rio Grande do Sul (690.422 toneladas e rendimento de
39.604 kg.hal) e Santa Catarina (629.437 toneladas e 35.437 kg.ha), que
juntos respondem por 96% da producao nacional (EPAGRI, 2014). No entanto,
estados como Parana e alguns pertencentes a regido nordeste, principalmente
situados no Vale do S&o Francisco, produzem algumas cultivares de baixa
exigéncia de frio como Eva (IAPAR-75), obtida pelo Instituto Agronémico do
Paran& por meio do cruzamento entre as cultivares Gala e Anna.

No entanto, varias séo as dificuldades encontradas para seu cultivo no
Brasil, como a dificil adaptacdo das plantas em algumas regides, devido a falta
de fatores edafocliméticos relacionados principalmente a temperatura, altitude
e precipitacdo (PETRI, 2006). O estabelecimento da cultura da macieira
também tem sido acompanhado pela ocorréncia de varias doencas tipicas de
clima tropical, como a sarna (Venturia inaequalis), oidio (Podosphaera
leucotricha), mancha foliar da gala (Colletotrichum spp.), mancha foliar de
marssonina (Diplocarpon mali), podriddo amarga (Colletotrichum spp.),
podriddo branca  (Botryosphaeria  dothidea), podriddo olho-de-boi
(Cryptosporiopsis perenennas), fuligem (Gloeoedes pomigena), sujeira de
mosca (Schizothyrium pomi), podriddo do colo (Phytophthora spp.) e
roseliniose (Rosellinia necatrix), além de diversas doencas transmissiveis por
enxertia causada por virus (FAJARDO et al., 2014; BONETI et al., 2011). O

custo do controle das doencas é um fator limitante da cultura, dado que os
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fungicidas e inseticidas chegam a responder por cerca de 26% do custo total
da producéo (EMBRAPA, 2003).

A ocorréncia de doencas provocadas por virus, por exemplo, pode
induzir a susceptibilidade a outras pragas, influenciando na producdo de mudas
pela diminuicdo da sua quantidade e qualidade, afetando a viabilidade das
enxertias, reduzindo a produtividade do pomar devido a menor producdo por
planta como também pelo tamanho dos frutos (NICKEL et al., 2001). Plantas
infectadas por virus podem ter seu desempenho comprometido por toda vida,
podendo haver reducdo de 15 a 45% na producdo dependendo do virus em
combinagdo com a cultivar, porta-enxerto, nutricdo e idade da planta (NICKEL,
2004).

Considerando que a reproducdo de macieiras por hibridacdo
convencional enfrenta problemas devido ao longo periodo de juvenilidade,
elevado nivel de auto-incompatibilidade, grande nimero de sementes estéreis
e natureza altamente heterozigota do genoma, a producdo de mudas é
realizada de forma assexuada por propagacdo vegetativa, via estaquia,
enxertia ou mergulhia de cepa (PETRI, 2008). As caracteristicas genéticas do
porta-enxerto determinam o porte da planta, bem como oferecem resisténcia a
patbgenos e adaptacdo a diferentes tipos de solo (VIEIRA et al., 2007).
Inimeros porta-enxertos clonais estado sendo desenvolvidos
(NOORMOHAMMADI et al., 2013), sendo mais utilizados no Brasil o M.9
(an&o), M.7 (semi-vigoroso) e ‘Marubakaido’ (vigoroso).

Dentre os porta-enxertos o ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia) é
amplamente utilizado no Brasil em virtude da sua adaptacdo aos solos
rochosos da regido sul, resisténcia a pragas e excelente comportamento em
situacdes de replantio em solos com baixa fertilidade (PETRI, 2008; MARCON
FILHO et al. 2009). Sua origem ¢é japonesa e atinge de 3 a 8 metros de altura
na natureza, apresentando grandes flores brancas, bastante atrativas para
insetos, e seu fruto, produzido no outono, possui coloragdo amarela ou
vermelha, sendo pouco palatavel para o consumo humano (GIACOBBO et al.,
2003; STOLF et al., 2008). Embora seja suscetivel a certas viroses que
acometem a cultura, € resistente a pragas como o pulgéo lanigero, podridao de
colo e a Phytophthora sp. Aléem disso, demonstra boa capacidade de excluir o

manganés e absorver melhor o calcio, sendo ainda tolerante ao aluminio toxico
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no solo (STOLF et al.,, 2008). Sua utilizacdo se da em plantio de baixa
densidade ou mediante associacdo com um inter-enxerto com filtro M.9 (Malus
pumila), cujo objetivo é diminuir o vigor das variedades-copa enxertadas
(GIACOBBO et al., 2003; STOLF et al., 2008). Sua propagacao € por estacas
lenhosas e tem sido empregado com sucesso ha enxertia de diversas
cultivares como Galaxy, Imperial Gala, Fuji Kiku e Fuji Suprema, e as cultivares
Catarina e Joaquina (DENARDI, 2002).

A propagacdo vegetativa, no entanto, apresenta limitacdes devido ao
baixo percentual de enraizamento e/ou de sobrevivéncia de muitos genotipos
(DOBRANSZKI et al., 2010; CARDOSO et al., 2011), além de ser um processo
com baixas taxas de multiplicacdo, dependente da sazonalidade, que requer
muito tempo e espaco, e que ndo assegura a producdo de plantas com
qualidade fitossanitaria (DOBRANSZKI et al., 2010). Diante da problematica
associada as técnicas convencionais de propagacédo, a biotecnologia, através
do aperfeicoamento dos protocolos de cultivo in vitro, tem sido uma excelente
opcao para a multiplicacdo desta frutifera (ABREU et al., 2003). A cultura de
tecidos é baseada na totipoténcia, caracteristica que possibilita que qualquer
tipo de tecido, como folhas, meristemas, embrides, gemas apicais ou axilares,
peciolos, pontas de raiz ou mesmo feixes vasculares, sejam capazes de se
regenerar em uma planta inteira sob condicbes adequadas, e que sao
teoricamente dotadas das mesmas caracteristicas genéticas da planta-matriz
(GEORGE, 2008; CARDOSO et al., 2013).

A micropropagacgéo divide-se basicamente em quatro etapas, cujos
sucessos influem na taxa de sobrevivéncia e qualidade final das plantas
obtidas (GEORGE e DEBERGH, 2008). Estas diferentes etapas requerem
protocolos especificos, com possiveis estagios adicionais dependendo do
genaotipo em estudo. As fases de multiplicacdo in vitro sdo, segundo George e
Debergh (2008): estabelecimento de cultura in vitro; multiplicagdo das
brotacdes; enraizamento de microestacas; e aclimatizagéo.

Durante o primeiro estagio os explantes sdo coletados e transferidos
para cultura in vitro apos desinfestacdo superficial. O sucesso desta etapa esta
relacionado a fatores como condicbes de desinfestacdo, época de coleta,
estado nutricional da planta-matriz, além de ocorréncia de oxidacdo dos

explantes, que pode ser devido aos compostos fendlicos liberados em fungéo
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do gendtipo ou de ferimentos ocasionados na excisdo do explante
(DOBRANSZKI et al., 2010). Alguns tratamentos fisicos ou quimicos podem ser
exigidos de acordo com cada espécie, como por exemplo aplicacdo de
pesticidas na planta matriz, uso de antioxidantes durante a desinfestacdo ou
dissolvidos ao meio de cultura, adaptacdo das plantas ou dos explantes a luz
artificial ou escuro, mudancas na temperatura, uso de antibidticos, etc.
(GEORGE e DEBERGH, 2008).

A segunda fase tem como objetivo a obtencédo de maior nimero possivel
de brotacbes a partir de subculturas sucessivas. Neste momento € de
fundamental importancia a definicdo de protocolos eficientes quanto a
composi¢do do meio, conteddo e concentracdo de reguladores de crescimento,
intensidade luminosa, temperatura ou umidade relativa (BHATTI et al., 2010).
Sabe-se que concentracdes mais elevadas de citocininas sdo necessarias para
a diferenciacdo de novas brotacbes, embora, dependendo da concentracao,
possam causar inibicdo do seu alongamento (ZHU et al.,, 2005). Em funcéao
deste fato, por vezes se faz necessaria a insercdo de uma fase de
alongamento das brotacfes inicialmente obtidas antes de passa-las para a
etapa de enraizamento, e isso € realizado via alteracdo na composicdo
hormonal do meio de cultura, em geral pela adicdo de giberelinas
(DOBRANSZKI et al., 2010).

No estagio de enraizamento busca-se a formacdo de um sistema
radicular adequado nas brotacbes, a fim de conferir maiores condi¢bes de
adaptacdo ao ambiente externo. Sua eficiéncia se relaciona com fatores
semelhantes aos da etapa anterior, onde em geral ha reducdo nos teores de
citocininas e adicdo de auxinas ou carvdo ativado ao meio de cultura
(DOBRANSZKI et al., 2010). Quando o enraizamento é feito ex Vvitro,
geralmente utiliza-se imersdo da base das estacas em solugdo contendo
auxina (AlA ou AIB) e plantio em substrato (MUNIZ et al., 2013).

A transferéncia de brotos enraizados ao ambiente natural ocorre durante
a fase de aclimatizacdo, que € um passo crucial e decisivo para 0 uso
comercial da micropropagacdo. Plantas obtidas de micropropagacdo podem
apresentar alteracdes em seu metabolismo e morfologia devido as condicbes
de baixa intensidade luminosa e alta umidade relativa observadas em cultivo in
vitro (HAZARIKA, 2006; PATHAK et al, 2012). Por isso, durante a
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aclimatizacdo é necessario manter uma diminuicdo gradual da umidade e
aumento concomitante da intensidade da luz, a fim de evitar uma perda
significativa de material devido a dificuldades na adaptagédo das plantas
(MUNIZ et al., 2013; DOBRANSZKI et al., 2010).

A micropropagacao de macieira jA € uma técnica bem estabelecida
(BHATTI et al.,, 2010), permitindo que problemas inerentes aos métodos
convencionais sejam superados, gerando multiplicacdo rapida de plantas livres
de doenca em escala comercial em qualquer época do ano (ZIMMERMAN e
DEBERGH, 1991). Além disso, permite a propagacéo rapida de variedades,
variantes ou linhagens novas de interesse para os melhoristas de macieira,
pois mantém as caracteristicas genéticas da planta de origem (DOBRANSZKI
et al., 2010). A técnica pode ser aplicada na criopreservacdo, multiplicacdo de
genotipos de interesse econbmico mas que produzem sementes estéreis, e
também é um passo essencial para o sucesso da regeneracao de linhagens
transgénicas, determinando a eficAcia de um protocolo de transformacao
(ALDWINCKLE e MALNOQY, 2009; BHATTI et al., 2010).

Para macieira foi demonstrado existir influéncia do genétipo no sucesso
da micropropagacao, o que implica em diferentes protocolos para cada espécie
ou cultivar (DOBRANSZKI et al., 2010; MACHADO et al., 2013). Dentre os
fatores mais importantes que influenciam a taxa de multiplicacdo destacam-se
o tipo de explante, época de coleta, idade e gendétipo da planta matriz, fonte de
carbono, composicao do meio de cultura, tipo e concentracdo de reguladores
de crescimento, pH, e condi¢des de cultura como luminosidade, temperatura e
umidade relativa dentro dos frascos (ZANANDREA et al., 2009; DOBRANSZKI
et al., 2010; TABORI et al, 2010).

O meio mais utilizado para a micropropagacdo de macieira € a
formulacdo de Murashige e Skoog (MS, 1962). No entanto, a utilizacdo de
outros meios de cultura ou mesmo modificaces na composicdo do meio MS
basico também tem sido estudados. Welander (1985), citado por Dobranszki et
al. (2010), estudou o efeito de diferentes composi¢cfes quimicas para meios,
verificando que o meio MS foi o mais eficiente para a produgéo in vitro de
brotos com mais de 1 cm para a cultivar 'Akero’. Webster e Jones (1991)
utilizaram com sucesso o meio MS modificado onde NaEDTA e FeSO4 foram

substituidas por [CH2N(CH2COO:2]2FeNa na cultura de porta-enxerto ‘M.9’. Para
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esta cultivar também ja foi verificada a utilizacdo de meio MS modificado com
concentrag&o de nitrogénio a um terco da formulagdo normal em estudos sobre
a funcionalidade do aparelho fotossintético in vitro (ZANANDREA et al., 2006).

Mudancas na composicdo de reguladores de crescimento tem grande
impacto sobre o direcionamento que o explante tomara no cultivo in vitro,
podendo induzir a formacdo de calos, embrides, parte aérea ou raiz
(DOBRANSZKI et al., 2010). Os processos de desdiferenciacio e
rediferenciacdo, por exemplo, que séo a base do desenvolvimento in vitro, s&o
dirigidos por concentracdes relativas de auxina e citocinina, de modo que uma
alta proporgéo de citocinina e baixa de auxina promove o desenvolvimento de
brotacdes, enquanto que um valor baixo para a razdo de citocinina/auxina
promove desenvolvimento radicular (PISCHKE et al., 2006).

Entre os diversos tipos de reguladores de crescimento utilizados em
cultura de tecidos, as citocininas tém provado ser o mais importante fator que
interfere na multiplicacdo e regeneracao, pois induzem a proliferagcdo de gemas
adventicias e de brotacdes através do crescimento de meristemas laterais
(ERIG et al., 2006) e os seus efeitos podem estar relacionados com as
alteracdes histologicas nos tecidos induzidos (TABORI et al., 2010). O nimero
de brotacdes obtidos in vitro varia de acordo com a cultivar de macieira
estudada (ERIG et al., 2006), sendo que o nivel étimo de 6-benzilaminopurina
(BAP) também sofre influéncia do gendtipo. Isso se deve aos niveis enddgenos
desta classe de hormdnio in vivo, com diferencas subsequentes na captacao
de citocinina a partir do meio, na eficiéncia de transporte através de culturas ou
no metabolismo de BAP (DOBRANSZKI et al., 2010). O excesso pode ser
toxico e comprometer o desenvolvimento das culturas, como observado por
Dunstan et al. (1985) com porta-enxerto ‘M.4’, em que concentragbes de BAP
acima de 3,0 mg.L* no meio de cultura afetaram a qualidade das brotacdes,
deixando-as atrofiadas. Para ‘Marubakaido’, Giacobbo et al. (2003)
constataram que concentracées entre 0,5 e 1 mg.L' apresentaram melhores
resultados para altura, numero de brotacdes e numero de gemas adventicias.

O sistema de propagacédo empregado na cultura de tecidos tambéem é
determinante na qualidade e rendimento de brotacdes produzidas, além de
implicar em alteragcdes nos custos de producédo (ETIENNE et al.,, 2002). A

7

multiplicagdo convencional de cultura de tecidos é limitada na producao
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comercial de diversas espécies de plantas devido a elevada demanda de
trabalho manual e baixo grau de automacdo (CHU, 1995). Além disso, 0s
tecidos vegetais de varias espécies tém um melhor desempenho quando em
meio liquido em vez de em meio semissoélido (MEHTA, 2014).

A utilizacdo de biorreatores pode proporcionar uma ferramenta
promissora para propagacao clonal em massa (ETIENNE et al., 2002). Devido
a utilizacdo de meios liquidos, estes sistemas apresentam vantagens em
relacdo a meios contendo agar como: a) producdo de um grande numero de
plantas, principalmente devido as condi¢cdes de cultura mais uniformes, maior
espaco disponivel e facilidade com a qual os explantes/brotacdes podem
absorver nutrientes; b) reducéo do tempo no manejo das culturas, em razdo da
operacdo semiautomatica e consequente economia de trabalho; c) melhor
crescimento e producédo de biomassa devido a boa aeracdo por fornecimento
de oxigénio forcado e; d) reducdo da dominancia apical e maior estimulo do
crescimento de brotos laterais, que é, provavelmente, devido a perda de
orientacdo das brotacdes durante seu desenvolvimento in vitro (ZHU et al.,
2005).

As vantagens da cultura de explantes diferenciados em meio liquido sé@o
muitas vezes contrabalancadas por problemas como forcas de cisalhamento e
a necessidade de equipamentos complexos (ETIENNE et al., 2002). Além
disso, a completa imersdo dos tecidos ou 6rgaos no meio liquido causa ma-
formacédo e perda de material devido a asfixia ou hiperidricidade (GEORGIEV
et al.,, 2014). Na tentativa de contornar tais problemas, alguns procedimentos
foram desenvolvidos, como a técnica de imersdo baseada em um principio
semelhante aos biorreatores de aspersdo, com contato temporario entre as
plantas e o meio liquido em vez de um contato permanente, a fim de combinar
aeracdo e os efeitos positivos de um meio de cultura liquido (PAEK et al.,
2005). Neste sentido a técnica de imersdo temporaria tem sido mais utilizada
para a micropropagacao, pois reduz problemas relacionados a asfixia, danos
mecanicos e hiperidricidade quando comparado a propagacdo em imersdo
constante (ETIENNE et al., 2002).

Para macieira a técnica de imersdo temporaria € bastante recente. Os
primeiros trabalhos relatados foram realizados por Chakrabarty et al. (2003) e

Zhu et al. (2005) com porta-enxerto ‘M.9" e ‘M.26’ respectivamente. Estes
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autores relataram que o sistema de imersao temporaria (SIT) foi bastante util
na micropropagacao destas cultivares, resultando em alta taxa de multiplicagdo
com hiperidricidade reduzida, além de incremento no vigor de brotacdes e
formacéo de gemas morfologicamente normais.

Diversos trabalhos ja foram realizados na tentativa de melhorar as
condi¢gbes de micropropagacéo de ‘Marubakaido’ (ZANOL et al., 1998; NUNES
et al., 1999; PEREIRA et al., 2001; HOFFMANN et al., 2001; ERIG et al., 2002;
GIACOBBO et al., 2003; MACHADO et al., 2004; PEREIRA-NETO et al., 2007,
PEREIRA-NETO, 2012; MUNIZ et al., 2013). Machado et al. (2004) citaram que
esta cultivar apresenta excelente resposta morfogenética aos estimulos in vitro,
principalmente de reguladores vegetais, o que possibilita elevar a eficiéncia dos
protocolos de micropropagacdo, principalmente pelo aumento do numero de
brotacdes na fase de multiplicacdo. Neste sentido, o presente trabalho teve
como objetivo buscar condicbes mais adequadas para a multiplicacdo in vitro
para este porta-enxerto de macieira via biorreatores de sistema de imerséo
temporaria (SIT), ja que ndo ha relatos na literatura sobre o emprego deste

sistema em micropropagacao de ‘Marubakaido’.
2. Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar as influéncias de meio de cultura, tipo de explante e sistema de

cultivo in vitro na micropropagacédo de ‘Marubakaido’.
2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar os efeitos de trés formulagbes do meio MS (completo, % e
comercial) na micropropagacao in vitro de ‘Marubakaido’;

- Avaliar a influéncia do tipo de explante (apicais e axilares) na
multiplicacéo in vitro de ‘Marubakaido’;

- Comparar as variacbes na multiplicacdo de ‘Marubakaido’ em
diferentes sistemas de cultivo in vitro: convencional e microbiorreatores em

sistema de imerséo temporaria (SIT);
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- Verificar a eficiéncia do enraizamento e aclimatizacdo de brotacdes
destacadas e né&o-destacadas de ‘Marubakaido’ micropropagadas em

microbiorreatores de imersdo temporaria.
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CAPITULO 1 - Tipos de explante e meios de cultura na propagacao in vitro
de porta-enxerto de macieira Malus prunifolia cv. Marubakaido

1. Introducéo

Segundo dados do United States Department of Agriculture, a macieira é
uma das principais frutiferas de clima temperado e a segunda mais produzida
no mundo (USDA, 2014). No Brasil, seu plantio esta concentrado nos estados
da regido sul, onde as condi¢bes climéaticas sdo mais adequadas, embora a
cultura esteja sujeita ao ataque de inUmeras doencas tipicas de clima tropical,
causadas por virus, fungos, bactérias e insetos, que proliferam mais facilmente
devido as condi¢des climaticas encontradas no pais, e que acarretam em
diminuicdo da producdo e aumento do uso de insumos quimicos (PETRI,
2002).

A producdo de mudas de macieira baseia-se fundamentalmente no uso
da enxertia, que tem como fungcdo o controle do vigor da planta, além de
oferecer resisténcia a patdgenos e adaptacdo a diferentes tipos de solo
(VIEIRA et al.,, 2007). Dentre os porta-enxertos, destaca-se a cultivar
‘Marubakaido’ (Malus prunifolia), que tem sido utilizado para plantio adensado
em associacdo com inter-enxerto do ando M.9 (Malus pumila) com finalidade
de reduzir o vigor das variedades-copa enxertadas (STOLF et al., 2008).

A propagacdo vegetativa de macieira, no entanto, apresenta limitacées
relacionadas a baixa qualidade fitossanitaria (CARDOSO et al., 2011), de forma
gue a cultura de tecidos tem sido uma excelente opcdo para a multiplicacao
desta frutifera (ABREU et al., 2003). Para macieira foi demonstrado existir
influéncia do gendétipo no sucesso da micropropagacdo, 0 que implica em
diferentes protocolos para cada espécie ou cultivar (DOBRANSZKI et al.,
2010). Embora ja tenha sido observado que o porta-enxerto ‘Marubakaido’
apresenta excelente resposta morfogenética aos estimulos in vitro,
principalmente sob influéncia de reguladores de crescimento (MACHADO et al.,
2004), ainda ndo h& dados sobre seu comportamento em biorreatores em
sistema de imersdo temporaria, de forma que se torna necessério tracar
estudos a respeito.

Em micropropagacao pode-se utilizar como fonte de explante qualquer

tipo de tecido somatico, a exceg¢do quando visa-se produzir culturas haploides,
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onde emprega-se o cultivo de anteras (CARDOSO et al., 2013). Diferentes
taxas de sucesso sédo observadas em cada tipo de explante, dependendo do
grau de diferenciacéo do tecido e da espécie em estudo (CHUGH et al., 2009).
Em propagacédo de lenhosas geralmente se utilizam segmentos apicais ou
estacas caulinares com alguns nés como fonte de explante na fase de
multiplicacéo in vitro (BHATTI et al., 2010). Neste sentido o presente trabalho
objetivou averiguar as diferencas na utilizagéo destes dois diferentes explantes
para micropropagacao de ‘Marubakaido’, a fim de determinar as melhores
condicbes para posterior estabelecimento de protocolo para sistema de

imers&o temporaria para a cultivar.

2. Objetivo

Verificar a influéncia da composicdo do meio de cultura e tipo de
explante na multiplicacéo in vitro de porta-enxerto de macieira Malus prunifolia

cv. Marubakaido.
3. Material e Métodos

Os explantes utilizados no desenvolvimento deste trabalho foram
oriundos de isolamento de meristema de porta-enxerto de macieira
‘Marubakaido’, realizado pelo Laboratério de Cultura de Tecidos e
Biotecnologia da EMBRAPA Uva e Vinho, cultivados in vitro durante 180 dias
em meio nutritivo Himedia (meio comercial com formulacdo MS) acrescido de
0,8 mg.L? de BAP, 30 g.L* de sacarose e 7 g.L* de agar, pH 5,8, repicados a
cada seis semanas. Apdés a obtencdo de numero suficiente de material
propagativo, as brotagbes foram divididas em dois tipos de explantes: estacas
apicais de aproximadamente 0,7 cm contendo gema apical e segmentos nodais
com cerca de 1 cm contendo trés gemas axilares. Estes explantes foram,
entdo, cultivados em trés diferentes meios de cultura: MS completo, MS
modificado (% da concentragdo normal de NH4sNO3 e KNOs, identificado como
MS 34) e MS Himedia (comercial), todos acrescidos de 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
foram distribuidos (30 mL por recipiente) em frascos de vidro com capacidade
para 200 mL e autoclavados a 120°C, 1,5 atm por 20 minutos. Foram utilizadas

tampas de polipropileno como vedacéao.
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Em cada frasco foram colocados cinco explantes do tipo axilar ou apical,
posicionados horizontalmente nos meios, com cinco repeticdes por tratamento.
O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por
fatorial de trés tipos de meio x dois tipos de explante. Os frascos foram
mantidos em camara de crescimento com temperatura de 23+2°C, fotoperiodo
de 16 horas e 25 pymol m?s de fluxo de fétons por 45 dias. Ap6s este periodo,
avaliou-se o percentual de explantes sobreviventes e hiperidricos, numero
meédio de brotacdes por explante, comprimento médio (cm) e 0 niumero meédio
de gemas axilares de todas as brotacdes. Os dados obtidos foram comparados
estatisticamente pela analise de variancia e submetidos a teste de Tukey a 5%
de probabilidade do erro através do software Statistix 9.0 (ANALYTICAL
SOFTWARE, 2009).

4. Resultados e Discusséao

Houve interferéncia do tipo de explante apenas quando o meio utilizado
foi MS %, onde a taxa de sobrevivéncia foi de 68% para segmentos nodais
contra 90,5% para apicais. Esta diferenca ndo ocorreu quando os explantes
foram inoculados em meios MS e Himedia, visto que a taxa de sobrevivéncia
foi elevada em ambos os tipos de explantes (média de 90 e 91% nos meios MS
e Himedia, respectivamente). Em relacdo aos explantes de origem apical, ndo
houve diferencas entre 0os meios utilizados, que apresentaram percentuais
entre 90 e 96%. Para explantes axilares o percentual de sobreviventes nos
meios MS e Himedia, com 84 e 92% respectivamente (Figura 1).

Em relacdo a ocorréncia de hiperidricidade, houve influéncia do tipo de
meio sobre esta variavel, sendo que o meio Himedia apresentou melhor
desempenho em relacdo aos demais tratamentos, com apenas 22,5% de
explantes hiperidricos de origem apical e 14% de explantes axilares (Figura 2).
A ocorréncia desta anomalia foi bastante elevada para explantes apicais
cultivados em meio MS % (63 %) e explantes axilares em meio MS (77,7%). O
tipo de explante utilizado n&o provocou interferéncia sobre este aspecto a 5%
de probabilidade de erro quando comparados dentro da mesma formulacéo de

meio.
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Figura 1. Percentual de explantes sobreviventes obtidos a partir de estacas apicais ou
axilares de ‘Marubakaido’ micropropagadas em diferentes formulagbes de meio +
0,8 mg.L* de BAP aos 45 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula para meio e mindscula para explante ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A micropropagacéo de plantas lenhosas, principalmente de espécies do
género Malus, € muitas vezes dificultada pelo fenbmeno da hiperidricidade
(CHAKRABARTY et al.,, 2003). Essa anomalia se caracteriza por uma
aparéncia vitrea ou inchaco do tecido, geralmente resultando em taxas
reduzidas de multiplicacéo, brotacdes de ma qualidade e necrose dos tecidos.
Os explantes parecem turgidos, aguados e com superficie hipolignificada, seus
orgados sdo translicidos, em alguns casos menos verdes e facilmente
guebraveis (CHAKRABARTY et al., 2005).

Embora a ocorréncia de hiperidricidade permaneca imprevisivel e seja
induzida por diversos fatores, o estresse parece ser o principal fator subjacente
ao fendbmeno (CHAKRABARTY et al., 2005). Estes fatores podem ter origem
fisica, como ferimentos provocados ao tecido, ou quimica, relacionados a
disponibilidade de &gua, teor de nutrientes e desequilibrio hormonal nos meios
de cultura, além da presenca de etileno na atmosfera do frasco (HAZARIKA,
2006). O acumulo excessivo de agua no tecido vegetal, sintoma mais
caracteristico de hiperidricidade, pode resultar em esgotamento das
concentracbes de oxigénio celulares, o que acarreta em diversos disturbios
fisiologicos devido a interferéncia na cadeia de transporte de elétrons da
respiracdo (CHAKRABARTY et al., 2005).
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Figura 2. Percentual de hiperidricidade em brotagbes de ‘Marubakaido’ em fungao do tipo de
explante e diferentes formulacdes de meio + 0,8 mg.L' de BAP aos 45 dias de
cultivo in vitro. Médias seguidas pela mesma letra mailscula para meio e mindscula
para explante ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de
erro.

Além disso, um dos fatores descritos como indutores de hiperidricidade é
a guantidade de agente gelificante, pois um incremento na concentracdo de
agar no meio semissélido aumenta a resisténcia a difusdo de sais e diminui o
potencial hidrico, tendo efeito sobre a absorcdo de nutrientes, inibicdo do
crescimento e reducgdo no processo de hiperidricidade, motivo pelo qual alguns
autores sugerem aumentar sua concentracdo no meio de cultura (PEREIRA-
NETTO et al.,, 2007). Contudo, a elevacdo na concentracdo de agente
gelificante resulta em aumento de custos na técnica.

Visando diminuir custos e ocorréncia de hiperidricidade, alguns autores
indicam a reducdo da concentracdo de sais do meio MS para diversas plantas
lenhosas, em especial quanto a disponibilidade de nitrogénio, que pode
diminuir a incidéncia de hiperidricidade sem interferir no sucesso da
multiplicacdo (RAMAGE, 2002; TAMAKI et al.,, 2007). Além disso, algumas
cultivares de macieira mostraram adaptacédo a outras formulagdes de meio de
cultura, que apresentam diferentes concentracbes de sais, como WPM, QL e
DKW (CICCOTI et al., 2008 e 2009), Lepoivre (WELANDER, 1985) e LS (VAN
NIEUWKERK et al., 1986). No entanto Dobranszki et al. (2010) cita que Ciccoti
(2008) observou reducao da altura e clorose dos brotos em alguns genotipos
de macieira quando cultivadas em meio WPM, possivelmente devido ao seu

baixo conteudo de nitrogénio, o que torna preferencial o uso do meio MS.
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O meio MS é conhecido por conter alta concentracdo de nitrogénio e
potdssio, macronutrientes envolvidos em processos metabdlicos relacionados
ao crescimento e vigor vegetal. O nitrogénio € constituinte de acidos nucléicos,
nucleotideos, aminoacidos, amidas, proteinas, coenzimas, etc. (XU et al., 2012)
enguanto o potassio € o principal cation envolvido ha manutencéo do turgor e
eletroneutralidade celular, além de ser cofator na reacdo de mais de 40
enzimas (WANG et al., 2013).

Geralmente estes nutrientes sdo fornecidos aos meios de cultura na
forma de nitrato de amoénio e nitrato de potassio, de forma que decidiu-se
reduzir a % da sua concentragdo em um dos meios utilizados no experimento
(ZANANDREA et al., 2009). No entanto, no presente estudo este meio ndo
determinou melhores condicbes de crescimento, tendo, ao contrario,
apresentado maior percentual de morte de explantes, independentemente do
tipo de meio utilizado (média de 79%). Outro aspecto observado foram as altas
taxas de hiperidricidade, o que inviabiliza sua utilizacdo para micropropagacéo
da cultivar ‘Marubakaido’ (Figura 3). Considerando que estes nutrientes estao
relacionados a homeostase e fungdes bioquimicas essenciais para o
desenvolvimento das plantas, a redugédo em sua concentragéo pode ter afetado
0S mecanismos de absorcdo, sinalizacdo e transporte celulares, o que
justificaria uma elevada absorcdo de &agua e alto teor de hiperidricidade
observados (HAZARIKA, 2006; WANG et al., 2013).

Outro aspecto relevante foi observado por Pereira-Netto et al. (2007),
gue verificou que a repicagem in vitro de ‘Marubakaido’ por longo periodo torna
as brotac6es muito sensiveis a mudancas na composicdo de meio. Segundo o
autor, a razao para que isso ocorra ndo tem uma explicacdo simples, mas a
diferenca no vigor dos explantes pode ser responsavel por essa sensibilidade
diferencial. Desta forma, como o material utilizado neste trabalho estava
habituado ao meio Himedia, uma alteracdo no meio de cultura pode ter
induzido ao elevado grau de hiperidricidade observada nos tratamentos MS e
MS %a.
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1 cm

Figura 3. Brotacdes hiperidricas de Malus prunifolia cv. ‘Marubakaido’ obtidas de meio MS
modificado a % da concentragdo de NH4NOsz e KNOs + 0,8 mg.Lt de BAP apds 45
dias de cultivo in vitro.

Em relacdo ao numero médio e comprimento de brotacdes, ndo houve
diferenca estatistica significativa tanto para a fator meio quanto para tipo de
explante, com média global de 3,27 brotacdes e 1,43 cm (Tabela 1). Modgil et
al. (1999) em estudo sobre o efeito que gemas apicais e estacas nodais
exerciam sobre a multiplicagdo da cultivar ‘Tydeman’s Early Worcester',
concluiu que o namero de novos brotos foi maior quando segmentos nodais
foram utilizadas como explantes, embora geralmente mais curtos (8,4 novos
brotos por explante com média de 3,16 cm de comprimento) em comparacao
com brotos provenientes de explantes apicais (4,4 novos brotos por explante

com um comprimento de 5,16 centimetros).

Considera-se que &pices meristematicos ndo sdo o melhor tipo de
explante quando se visa elevar a taxa de multiplicagdo, uma vez que a
dominancia apical, provocada pelo maior acimulo de auxina nas gemas apicais
em detrimento das axilares, leva ao incremento de altura ao invés de producao
de gemas secundéarias (ERIG et al., 2002). Neste sentido, embora os
resultados deste experimento ndo tenham demonstrado diferenca estatistica
significativa para o namero de brotacbes em funcdo do tipo de explante
utilizado, percebeu-se, como observado na tabela 1, que o numero de
brotacdes produzido por segmentos nodais foi maior do que o encontrado para

gemas apicais para oS meios com composi¢ao completa, MS e Himedia (3,82 e
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4,04 respectivamente para estacas axilares contra 3,01 e 2,74 para explantes

apicais).

Tabela 1. Nimero médio de brotacdes e comprimento de segmentos nodais e apicais obtidos
de Malus prunifolia cv. Marubakaido quando submetidos a cultivo in vitro com diferentes tipos
de meio por 45 dias.

Meio N° Brotacdes Comprimento (cm)
Apical Axilar Apical Axilar
MS 3,01 3,82 1,33 1,23
MS ¥, 3,88 2,24 1,41 1,12
HIMEDIA 2,74 4,04 1,48 1,63
Média 3,27 1,43
CV (%) 47,89 26,85

As médias nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.

O numero meédio de brotacbes obtido neste estudo foi
consideravelmente menor do que o encontrado por Giacobbo et al. (2003), em
que segmentos nodais com duas gemas apresentaram 6,5 brotacbes na
mesma concentragdo de BAP para ‘Marubakaido’. O autor, no entanto, utilizou
menor concentracdo de agar na composicdo do meio de cultura, o que pode
interferir na absor¢cdo de nutrientes pelo explante, possibilitando melhor
desenvolvimento embora aumente as chances de desenvolver culturas
hiperidricas. No entanto, os resultados obtidos foram melhores do que o
observado por Nunes et al. (1999), que obteve 2,4 brotacdes por explante da
mesma cultivar nas mesmas condi¢cdes de cultivo.

Quanto ao comprimento médio das brotacdes os valores obtidos neste
estudo (1,43 cm) sdo semelhantes aos encontrados tanto por Nunes et al.
(1999) quanto por Giacobbo et al. (2003) para o0 mesmo gendétipo na mesma
concentracdo de BAP (1,23 e 1,25 cm respectivamente). A figura 4 ilustra o
comprimento das maiores brotacdes obtidas em cada tratamento para meio e
explante. Nunes et al. (1999) citaram que a elevacdo na concentracao de BAP
para 1 mg.L* provocou reducdo no nimero médio de brotacées (de 2,4 em 0,8
mg.L? para 1,73), além de apresentar comprimento menor do que o obtido em
concentracbes mais baixas de reguladores de crescimento (0,81 cm contra
1,23 cm gquando a concentracdo utilizada foi de 0,8 mg.L!). Dessa forma, nédo
observou-se vantagens na variagdo da concentracdo de BAP na condugéo

destes experimentos.
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Figura 4. Brotagdes de ‘Marubakaido’ desenvolvidas em meios MS (I), MS % (Il) e Himedia
(1 + 0,8 mg.L'1 de BAP para A) entrené (gemas axilares) e B) apical ap6s 45 dias
de cultivo in vitro.

Quanto ao numero de gemas formadas, o tipo de meio apresentou
diferenca significativa a nivel de 5% de probabilidade. Explantes de origem
axilar produziram mais gemas do que apicais para meio MS (8,28 e 7,04
respectivamente), condizendo com a literatura, visto que a excisdo da gema
apical durante a introducdo do explante no meio de cultura provoca a
superacao da dominancia apical, favorecendo o surgimento e desenvolvimento
de gemas secundarias (ERIG et al., 2002).

Nunes et al. (1999) obtiveram 4,45 gemas por brotagao de ‘Marubakaido’
nas mesmas condi¢cdes utilizadas neste experimento. Esta diferenca de valores
pode ser devido ao tempo de multiplicacdo in vitro ocorrido antes da instalacao
dos tratamentos, jA que o numero de repicagens interfere no processo de
diferenciacéao celular (PEREIRA-NETTO et al., 2007). Os meios Himedia e MS
¥ ndo mostraram diferenca quanto aos tipos de explante. No entanto, 0 meio
Himedia, que apresentou média de 6,3 gemas por brotacdo, diferiu
estatisticamente dos demais tratamentos, que ndo apresentaram diferenca

entre si, com médias de 7,66 para MS e 7,58 para MS % (Figura 5).
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Figura 5. Numero médio de gemas obtidas de explantes apicais ou axilares de
‘Marubakaido’ micropropagadas em diferentes formulagdes de meio + 0,8 mg.L! de
BAP aos 45 dias de cultivo in vitro. Médias seguidas pela mesma letra mailscula
para meio e mindscula para explante ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade de erro.

Uma vez que ambos, MS e Himedia, possuem a mesma composicao, as
diferencas morfolégicas observadas podem ser advindas da manipulacdo de
ambas solucdes (uma vez que Himedia € industrializado e MS é produzido em
laboratério, possibilitando erros de manipulacdo ou armazenamento dos
reagentes) ou da forma como o ferro esta disponivel para o explante. Os meios
MS e MS¥% foram preparados com EDTA-Férrico (oxidado), enquanto o MS
Himedia apresenta EDTA-Ferroso (reduzido) em sua composi¢do, conforme
formulacdo original do meio MS. Ambas as formas de ferro sdo absorvidas
normalmente pelas plantas, porém a maioria das espécies absorvem melhor o
Ferro como Fe?* (forma mais sollvel), ao invés do quelato de Fe3*, o que torna
seu uso mais comum em laboratério (SCHMIDT, 2003). Em algumas espécies
de macieira o crescimento das brotagbes foi favorecido quando a forma
quelatada (Fe3*) foi utilizada como fonte de ferro (DOBRANSZKI et al., 2010;
ZANANDREA et al., 2009), mas nao foi observado para ‘Marubakaido’ neste
experimento.

Em funcdo dos resultados obtidos, observa-se que a formulacao
comercial do meio Himedia apresentou melhor performance do que as demais
composicdes utilizadas neste estudo. Isso porque, quando se pretende

melhorar protocolos de multiplicacdo in vitro, ndo basta visar apenas as altas
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taxas de multiplicacdo em alguns explantes. O importante € obter uma taxa
média satisfatoria, com o minimo de variagdo de explante para explante (ERIG
et al., 2002), qualidade e homogeneidade da parte aérea produzida (GEORGE
e DEBERGH, 2008) e brotacbes com comprimento adequado que
proporcionem facilidade de manuseio (SILVA, 2013), pois estes fatores
determinardo o sucesso no enraizamento e, por consequéncia, na producao de
mudas (DANTAS et al., 2002).

Neste sentido, o meio Himedia apresentou melhores condi¢cdes de
multiplicacdo, visto que os explantes apresentaram numero adequado de
brotacdes, com comprimento suficiente e menor percentual de hiperidricidade.
Na figura 6.A observa-se que algumas brotacdes em meio MS apresentaram
mudanca no sentido de crescimento, com curvatura em direcdo ao meio de
cultura, enquanto todas as brotacdes obtidas de meio Himedia (Figura 6.B)
mostraram gravitropismo adequado. As causas para este fenbmeno néo foram
investigadas, de forma que outros estudos precisam ser realizados a fim de

esclarecer este aspecto.

Figura 6. Detalhes de brotagdes de ‘Marubakaido’ obtidas em meio MS (A) e Himedia B) a
partir de segmentos nodais.

5. Conclusbes
- O tipo de explante (apical ou axilar) ndo afeta o nimero e comprimento
de brotagOes de porta-enxerto ‘Marubakaido’ micropropagado;

- O meio comercial Himedia induz menor hiperidricidade e maior

homogeneidade das brotagbes obtidas.
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CAPITULO 2 - Micropropagacao de Malus prunifolia cv. Marubakaido em

biorreator de imerséo temporéaria

1. Introducéao

A maca é atualmente a fruta de maior consumo in natura no mundo e a
frutifera de clima temperado mais amplamente disseminada e cultivada
(HOKANSON, et al., 2001). Segundo a FAO os maiores produtores sédo a
China e Estados Unidos, com o Brasil ocupando a décima primeira posicao
mundial (FAO, 2015). No pais, a producdo concentra-se nos estados do sul,
principalmente devido a demanda de frio para superacdo de dorméncia, de
maneira que Rio Grande do Sul e Santa Catarina respondem por 96% da
producao nacional (EPAGRI, 2014).

A macieira é uma cultura propagada assexuadamente por enxertia. Os
porta-enxertos, por sua vez, sdo propagados vegetativamente por estaquia ou,
principalmente, mergulhia de cepa (DENARDI, 2002). O porta-enxerto
determina o vigor da planta, além de oferecer resisténcia a patdogenos e
adaptacao a diferentes tipos de solo (VIEIRA et al., 2007). Dentre as principais
cultivares de porta-enxerto o ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia) € amplamente
utilizado no Brasil em virtude da sua adaptacdo aos solos rochosos da regiao
sul, resisténcia a pragas e excelente comportamento em situacdes de replantio
em solos com baixa fertilidade (PETRI, 2008; MARCON FILHO et al. 2009).
Devido a problemas envolvendo a propagacdo vegetativa, como o0 baixo
percentual de enraizamento e por ndo assegurar a producéo de plantas com
qualidade fitossanitaria (DOBRANSZKI et al., 2010; CARDOSO et al., 2011)
surge a necessidade de melhorar protocolos de multiplicacéo in vitro para a
cutura.

Visto que mudancgas na composi¢cédo de nutrientes e, principalmente, de
reguladores de crescimento tem grandes impactos sobre o direcionamento que
o explante tomara no cultivo in vitro (DOBRANSZKI et al., 2010), os protocolos
de micropropagacdo para macieiras diferem de acordo com 0S genotipos
utilizados. Desta forma, cada variedade precisa ter concentracbes adequadas
de nutrientes e reguladores de crescimento (DOBRANSZKI et al., 2010).
Diversos trabalhos ja foram realizados neste sentido, principalmente em

sistema convencional com a utilizacdo de meio semissolido, onde o meio MS
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(MURASHIGE e SKOOG, 1962), € a composi¢cao mais utilizada (BHATTI et al.,
2010).

A multiplicagdo convencional de cultura de tecidos é limitada na
producdo comercial de diversas espécies de plantas devido ao alto custo
relacionado a elevada demanda de trabalho manual e baixo grau de
automacao (CHU, 1995). A utilizacao de biorreatores pode ser uma alternativa
promissora para propagacdo em massa quando o0s protocolos estdo bem
definidos (ETIENNE et al., 2002). Geralmente sistemas em fase liquida n&o
asseguram crescimento satisfatorio de explantes diferenciados, jA que a
completa imersdo dos tecidos ou Orgdos causa ma-formacdo e perda de
material por asfixia ou hiperidricidade (GEORGIEYV et al., 2014). Neste sentido
a técnica de imersdo temporaria tem sido mais utilizada para a
micropropagacao, pois implica em contato temporario entre as plantas e o
meio, combinando aeracédo e os efeitos positivos de um meio de cultura liquido,
podendo-se reduzir problemas relacionados a asfixia, danos mecanicos e
hiperidricidade quando comparado a propagacdo em imersdo constante
(ETIENNE et al., 2002).

Para macieira a técnica de imersdo temporéria é bastante recente, cujos
primeiros registros datam de 2003 (CHAKRABARTY et al., 2003). No entanto,
ndo ha relatos na literatura sobre 0 emprego deste sistema em
micropropagacao de ‘Marubakaido’. Além disso, a fase de aclimatizacdo €&
crucial na eficiéncia da técnica a nivel comercial, de forma que a inducdo de
rizogénese in vitro pode determinar uma vantagem de adaptacao para a planta
em casa de vegetacdo (GEORGE, 2008). Desta forma, torna-se necessario
averiguar a eficiéncia de formacéo de raizes em SIT e a proporcdo de plantas

sobreviventes durante aclimatizagéo.

2. Objetivos

Avaliar as condicbes de cultivo de porta-enxerto de macieira
‘Marubakaido’ em microbiorreatores de imersdo temporaria em trés
composi¢cdes de meio de cultura e comparar com micropropagacao e sistema

convencional;
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Avaliar as taxas de enraizamento in vitro de brota¢des oriundas de SIT

destacadas ou em tufos e aclimatizacdo das estacas enraizadas.

3. Material e Métodos
3.1 Material Vegetal

O material utilizado proveio de isolamento de meristemas de plantas de
‘Marubakaido’ cultivadas em casa de vegetacdo do Centro Nacional de
Pesquisa em Uva e Vinho — EMBRAPA Uva e Vinho, Bento Gongalves/RS. As
plantas obtidas, cedidas pelo Laborat6rio de Cultura de Tecidos e Biotecnologia
da citada instituicao, foram multiplicadas in vitro por 180 dias em meio nutritivo
Himedia (meio comercial com formulacéo igual ao MS), acrescido de 0,8 mg.L?
de BAP, 30 g.L* de sacarose e 7 g.L* de agar, pH 5,8, com repicagem a cada
45 dias. Em funcao dos resultados observados no capitulo 1 deste trabalho,
gue demonstraram que o numero médio e comprimento de brotacfes nao
sofreram influéncia do tipo de explante para micropropagacdo de
‘Marubakaido’, optou-se por utilizar segmentos nodais contendo trés gemas
axilares, com aproximadamente 0,8 cm na conducdo deste experimento. A
escolha deste tipo de explante também se deve pela obtencdo de maior
guantidade de segmentos nodais em micropropagacdo quando comparado

com estacas apicais.
3.2 Metodologia

Experimento 1. Multiplicagdo in vitro em sistema convencional e

biorreator de imerséo temporéria

Os segmentos nodais contendo gemas axilares selecionados foram
cultivados em trés meios de cultura: MS completo, MS modificado (% da
concentragéo normal de NHsNOs e KNOsg, identificado como MS %) e Himedia,
todos acrescidos de 0,8 mg.L* de BAP, 100 mg.L* de mio-inositol, 30 g.L* de
sacarose, pH 5,8. Foram utilizados dois diferentes sistemas de propagacgéao in
vitro: meio semissélido, onde foi adicionado 7 g.L! de &gar aos meios de
cultura, os quais foram distribuidos em frascos (30 mL por recipiente), e
microbiorreatores de imersao temporaria (SIT) desenvolvidos no Laboratério de

Cultura de Tecido de Plantas da Universidade Federal de Pelotas, com
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capacidade para 800 mL contendo 300 mL de meio por frasco utilizado como
reservatorio para meio (Figura 1). Em seguida todos os recipientes de ambos
sistemas foram autoclavados a 120°C, 1,5 atm por 20 minutos.

Figura 1. Conjunto de frascos de microbiorreatores em SIT dispostos em sala de
crescimento.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, composto por
fatorial de trés tipos de meio e dois tipos de sistema de micropropagacdo. Para
o cultivo semissélido foram inoculados cinco explantes por frasco para cada
tratamento de meio de cultura e seis repeticdes, enquanto para O0S
microbiorreatores foram utilizados dez explantes por frasco para cada
tratamento de meio e quatro repeti¢des.

Ambos os sistemas foram mantidos em camara de crescimento com
temperatura de 23+2°C, fotoperiodo de 16 horas e 25 pymol.m-?s? de fluxo de
fétons. O SIT foi programado para imersdao dos explantes por trés minutos a
cada seis horas, perfazendo quatro imersdes a cada 24 horas. Apés o periodo
de duas semanas foi realizada no SIT trocas de meios de cultura, substituindo
BAP nos meios MS, MS ¥ e Himedia por 1 mg.L! de GAs, 0,2 mg.L! de ANA,
além de incorporar 200 mg.L* de mio-inositol.

Quarenta e cinco dias apds inoculagdo, avaliou-se o percentual de
explantes vivos e vitrificados, nimero médio de brotacBes por explante,
comprimento médio e nUmero médio de gemas axilares de todas as brotacdes.

Os dados obtidos foram comparados estatisticamente pela analise de variancia
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e submetidos a teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro através do
software Statistix 9.0 (ANALYTICAL SOFTWARE, 2009).

Experimento 2. Enraizamento e aclimatizacdo de Dbrotagoes

micropropagadas em SIT

As brotagbes que apresentaram melhores condigcbes de
desenvolvimento apés a avaliacdo da multiplicacdo em microbiorreatores
(obtidas do meio Himedia) foram colocados para enraizamento no mesmo
sistema em meio de cultura composto por meio Himedia diluido a 50%,
acrescido de 0,8 mg.L* de &cido indolilbutirico (AIB) e 20 g.L* de sacarose, pH
regulado para 5,8. Em cada recipiente do sistema utilizado como reservatorio
para meio foram distribuidos 300 mL de solugdo nutritiva, seguido de
autoclavagem por 20 minutos a 120°C, 15 atm.

Os explantes foram inoculados de duas formas: brotagOes
individualizadas na base ou em tufos, conforme sua multiplicacdo na fase
anterior. Para brotaces separadas cada frasco recebeu 15 explantes e para
brotacbes em conjunto cada frasco recebeu quatro tufos. O sistema foi
programado para quatro passagens diarias de meio de cultura para o0s
explantes, com duracéo de trés minutos. A formacao de raizes por explante foi
avaliada apds quatro semanas. Em seguida, as brotacfes enraizadas foram
aclimatizadas em casa de vegetacdo em bandejas seladas contendo plantmax
como substrato. Apdés 21 dias observou-se o percentual de explantes

sobreviventes.

4. Resultados e Discusséo
Experimento 1.

Houve influéncia tanto do tipo de meio quanto do sistema de
multiplicacéo utilizados em todas as variaveis avaliadas a 5% de probabilidade
de erro. Para percentual de explantes sobreviventes, o SIT apesentou valores
menores guando comparado ao sistema convencional (médias de 59,3 e
88,9%, respectivamente), embora ndo tenha havido diferenca estatistica

significativa para o meio Himedia, cuja sobrevivéncia foi de 96,7% para sistema
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convencional e 82,5% para SIT. Os meios MS e MS ¥ (Figura 2) apresentaram

as menores taxas de sobrevivéncia em SIT (42,5 e 53% respectivamente).
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Figura 2. Percentual de explantes sobreviventes de ‘Marubakaido’ obtidos a partir de
micropropagacéo de estacas axilares em sistema convencional ou microbiorreatores
em sistema de imerséo temporéria (SIT) em diferentes formula¢gBes de meio. Médias
seguidas pela mesma letra mailuscula para meio e minlUscula para sistema néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

A elevada perda de explantes observada nos meios MS e MS % em SIT
pode estar relacionada ao elevado grau de hiperidricidade nas brotacdes
obtidas. De acordo com os dados obtidos, todos os meios utilizados
apresentaram alto percentual de hiperidricidade quando foi utilizado SIT,
chegando a 100% na formulacdo MS. No sistema convencional os meios MS e
MS 3% apresentaram valores de 48,9 e 60,8% de explantes hiperidricos,
respectivamente (Figura 3).

Os sintomas de hiperidricidade observados incluiam folhas grossas e
largas, translicidas, de aspecto amassado ou enrolado e quebradicas (Figura
4.A e 4.C), além de intensa formacao de calos por toda a extensédo do explante
(Figura 4.B e 4.D0). De acordo com Hazarika (2006), em folhas hiperidricas
observa-se alteracbes anatbmicas como estbmatos anormais, tecido
epidérmico irregular, grandes espacos intercelulares no mesofilo e presenca de
uma cuticula fina ou ausente.
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Figura 3. Percentual de hiperidricidade em brotagdes de ‘Marubakaido’ obtidas a partir de
micropropagacéo de estacas axilares em sistema convencional ou microbiorreatores
em sistema de imerséo temporéria (SIT) em diferentes formulagdes de meio. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula para meio e mindscula para sistema n&o
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
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Figura 4. Sintomas de hiperidricidade observados na micropropagacéo de ‘Marubakaido’ em
SIT com meio MS (A e B) e MS % (C e D).
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Segundo Chakrabarty et al. (2006) as condicbes atmosféricas
encontradas em ambiente de cultura de tecidos, que incluem alta umidade
relativa, sdo anélogas as observadas em condi¢cdes de solos encharcados,
estando associadas a reducdo da transpiracdo e absorcdo de agua em
excesso. Isso resulta em concentracfes muito baixas de oxigénio nos tecidos,
levando a interferéncia na respiracdo a nivel da cadeia de transporte de
elétrons. Condigbes de estresse podem resultar na formagdo de espécies
reativas de oxigénio que atacam os lipidios insaturados da membrana, acidos
nucleicos, enzimas e outras estruturas celulares, que acaba resultando na
morfologia anormal observada em folhas hiperidricas (CHAKRABARTY et al.,
2006).

A utilizacdo de agar no meio semissoélido, além de proporcionar
sustentacdo para o explante, também tem efeito sobre a absorcdo de
nutrientes, inibicdo do crescimento e redugdo no processo de hiperidricidade
(PEREIRA-NETO et al., 2007). Cultura de tecidos com baixa concentracao de
agar, ou seja, baixa resisténcia a difusdo de sais e alto potencial hidrico,
podem resultar em culturas hiperidricas, de forma que concentracdes mais
elevadas de agente gelificante tém sido usados para evitar este fendbmeno.
Considerando que o SIT foi executado em meio liquido, que proporciona
absorcdo de nutrientes e agua por toda superficie da planta, a ocorréncia de
hiperidricidade é acentuada quando se compara com sistema convencional
(ARAGON et al., 2014).

Outro aspecto a ser considerado € que, de acordo com Zhu et al. (2005),
culturas de macieira em meio liquido sdo sabidamente mais sensiveis a
reguladores de crescimento quando comparadas com meio semissélido, de
forma que as mesmas concentracfes utilizadas em ambos sistemas podem
produzir diferentes taxas de hiperidricidade. Isso ocorre em funcéo de que o
meio liquido promove um acesso facilitado de nutrientes e hormdnios para o
explante (MEHTA, 2014), aumentando sua absor¢édo e podendo resultar em
maior ocorréncia de desequilibrios fisiologicos (CHAKRABARTY et al., 2007).
Desta forma, a fim de evitar a ocorréncia de anomalias fisiolégicas observadas
neste experimento, ainda € necessario melhorar as condi¢cdes de cultivo para
‘Marubakaido’ em SIT, através de alteragdes na composicdo de meio de

cultura, tipo e concentracdo de reguladores de crescimento ou ainda tempo e
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frequéncia de imersédo do explantes, a fim de estabelecer um protocolo mais
adequado para a cultura.

Quanto ao numero médio de brotagbes ndo foi observada diferenca
significativa entre os tipos de meio em sistema convencional (Figura 5), como
constatado no primeiro capitulo deste trabalho, embora a média observada
tenha se mostrado menor do que o obtido anteriormente (3,4 brotagbes para
gemas axilares no capitulo 1 e 2,9 neste experimento). O mesmo néo foi
observado quando foi utilizado SIT, onde o meio Himedia apresentou resultado
superior, com média de 6,3 brotacdes por explante, em relacdo aos meios MS
e MS % (1,7 e 1,8 respectivamente). Estes meios (MS e MS %4), apresentaram
maior formacg&o de calos e hiperidricidade, resultando em cerca de 3 vezes

menos brotacdes do que o meio Himedia.
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Figura 5. Niomero médio de brotacdes obtidas a partir de micropropagacdo de estacas
axilares de ‘Marubakaido’ em sistema convencional ou microbiorreatores em
sistema de imersdo temporaria (SIT) em diferentes formulacées de meio. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula para meio e minUscula para sistema néo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Com excecdo de uma unica repeticdo de MS % em SIT, onde dois dos
dez utilizados produziram 11 e 28 brota¢gOes (Figura 6.E), todos os demais
apresentaram apenas uma brotacdo, em estado de hiperidricidade, tal como
observado para meio MS (Figura 6.D). Para meio Himedia o nimero médio de
brotacbes foi mais uniforme entre o0s explantes néo vitrificados,
compreendendo de 5 a 33 novos brotos por explante inicial (figura 6.F). Como
é possivel observar na figura 6 (A, B e C), 0 niumero de brota¢cdes permaneceu

constante entre 0os meios utilizados em sistema convencional.
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O baixo numero de brotagbes observado para MS e MS % em SIT
podem ser devidos ao elevado percentual de hiperidricidade que os explantes
cultivados nestes meios produziram. Ja para Himedia, o maior niumero de
brotacdes obtido em SIT condiz com o esperado para cultivo em meio liquido,
que facilita o contato dos explantes in vitro com os nutrientes do meio,
possibilitando inclusive a absorgéo de nutrientes pelas folhas (ARAGON et al.,
2014). Além disso, a disposicdo aleatoria dos explantes dentro do recipiente
inibe o transporte polar de auxina e, como consequéncia favorece o
aparecimento de brotagcbes, um comportamento ja observado em
‘Marubaikaido’ por ERIG et al., 2002.

Figura 6. Brotagdes obtidas a partir do cultivo de ‘Marubakaido’ em sistema convencional (A,
BeC)eemSIT (D, E, F) em meios MS (A e D), MS % (B e E) e Himedia (C e F).

Quando comparada a qualidade dos explantes obtidos com meio
Himedia em ambos os sistemas, percebeu-se que o SIT apresentou melhor
desempenho. Um fato que deve ser levado em consideragdo refere-se a
renovacao da atmosfera dos recipientes em SIT. As condi¢des ambientais em
SIT tém influéncia sobre o crescimento, fisiologia e metabolismo de carbono
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das folhas em cultivo in vitro (ARAGON et al., 2005). Segundo estes autores,
uma das principais causas pode ser as trocas gasosas permitem a eliminacao
de etileno e compostos volateis presentes nos frascos. Estes compostos em
geral causam estresse nas plantas, prejudicando o crescimento, respiracao,
transpiracdo e funcionamento fisiolégico normal (ETIENNE et al., 2002;
ARAGON et al., 2014).

Zhu et al. (2005) reportaram que a troca do meio de cultura do porta-
enxerto de macieira ‘M.26’ em sistema de imersdo temporaria teve efeito no
incremento no nimero de brotagcdes, mas ndo em seu comprimento. Desta
forma, embora 0 mesmo né&o tenha sido observado com os meios MS e MS ¥4,
a perda de orientacdo dos explantes, associado a maior absorcéo de nutrientes
proporcionado pela utilizacdo de meio liquido, fornecimento renovado de
nutrientes e aeracao nos recipientes, podem ter influenciado na qualidade e
namero de brotacdes obtidos no tratamento de meio Himedia em SIT.

Em relagdo ao comprimento das brotagcdes, como ocorreu com O0S
resultados obtidos no capitulo 1, ndo houve diferenca significativa entre os
meios utilizados no sistema convencional, que apresentaram média de 1,29 cm
(Figura 7). Contudo, em SIT os explantes cultivados em meio Himedia
apresentaram os maiores valores, com média de 3,7 cm por brotacao, tendo
chegado a até 7,0 cm em alguns casos. Os demais meios em SIT foram
inferiores e nao diferiram entre si, com média de 2,18 cm para MS e 1,49 cm
para MS ..

Segundo De La Vina et al. (2001), o aumento no comprimento das
brotacbes micropropagadas em SIT pode ter ocorrido pela maior
disponibilidade dos nutrientes no meio liquido, pois nutrientes e reguladores
vegetais sdo mais facilmente absorvidos pelas plantas em meio de cultura
liqguido do que em meio de cultura semissélido, propiciando maior taxa de
crescimento. Por outro lado, estes valores, maiores que os verificados em
sistema convencional de micropropagacdo, podem ser devido a inclusdo de 1
mg.Lt de GAs durante a troca de meio nos microbiorreatores apés duas

semanas de cultivo.
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Figura 7. Comprimento médio de brotacdes obtidas a partir de micropropagacéo de estacas
axilares de ‘Marubakaido’ em sistema convencional ou microbiorreatores em
sistema de imersdo temporaria (SIT) em diferentes formulagcdes de meio. Médias
seguidas pela mesma letra mailscula para meio e minascula para sistema n&o
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Giberelinas sdo uma classe de fitormonios envolvidos no controle
diversos aspectos do crescimento e desenvolvimento de plantas, incluindo a
germinacdo de sementes, alongamento do caule, expansdo foliar e
desenvolvimento de flores e sementes (YAMAGUCHI, 2008). O acido giberélico
(GA3) € um regulador de crescimento conhecido por promover o crescimento
das plantas pelo alongamento celular, que tem resultado sobre o alongamento
dos entrends (PEREIRA et al., 2001), o que é de interesse para 0 sucesso da
técnica a nivel comercial (SILVA, 2013). Em macieira o efeito de giberelinas no
alongamento de brotacbes com tamanho reduzido produzidas em
micropropagagcdo com alta concentracdo de citocininas ja& € conhecido
(DASTJERD et al., 2013). No entanto, Machado et al. (2004) verificaram que 5
UM de GAs adicionado em sistema dupla-fase de ‘Marubakaido’ provocou
reducdo na altura das brotagcbes. Outros experimentos precisariam ser
realizados a fim de verificar os fatores responsaveis por esse incremento no
comprimento de brotagdes cultivados em SIT.

Quanto ao numero de gemas formadas, verificou-se que os meios MS e
MS % em SIT foram o0s responsaveis pelos menores numeros observados
neste experimento (4,71 e 5,25 gemas por brotacdo, respectivamente). Todos
os demais tratamentos tanto para meio quanto para sistema de propagacéo

nao diferiram significativamente entre si, apresentando média de 7,55 gemas
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por brotacao (Figura 8). O meio Himedia em SIT apresentou 0 maior nimero de

gemas, com média de 8,55 por brotacéo.
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Figura 8. Numero médio de gemas obtidas a partir de micropropagacéo de estacas axilares
de ‘Marubakaido’ em sistema convencional ou em microbiorreatores em sistema de
imerséo temporéria (SIT) em diferentes formula¢cdes de meio. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula para meio e mindscula para sistema nédo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Um aspecto importante a destacar entre os sistemas empregados neste
estudo diz respeito ao tamanho ou area foliar. As folhas obtidas no tratamento
com meio Himedia em SIT se mostraram mais expandidas e desenvolvidas do
gue as observadas nos tratamentos para sistema convencional (Figura 9). Isso
pode ser devido ao fato de que as folhas fazem contato direto com nutrientes
da solucdo do meio durante a imersdo, possibilitando a absorcdo destes
minerais por outros 6rgdos que nao a base caulinar. Aragén et al. (2014)
perceberam incremento na eficiéncia do uso da agua, na taxa de transpiracao e
eficiéncia fotossintética em folhas de banana-da-terra cultivadas em imerséao
temporéaria quando em comparacdo com cultivo convencional.

Plantas micropropagadas podem apresentar anomalias morfo-
fisiologicas, como estbmatos ndo funcionais, redugdo da camada de células
palicadicas, alteracdo na composi¢cdo de cuticula e parede celular e aparato
fotossintético deficiente (HAZARIKA, 2006). Os estdmatos in vitro ndo sao
funcionais, permanecem constantemente abertos ou fechados e sao
insensiveis aos estimulos habituais de escuro, alta concentracdo de CO:z e

ABA (ABREU et al., 2003). Isso ocorre em funcao das condi¢cdes encontradas
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em ambiente in vitro, como baixa intensidade luminosa e alta umidade relativa,
0 que resulta em fotossintese inexistente ou insuficiente, motivo pelo qual os
explantes dependem de uma fonte de carboidrato no meio de cultura (PATHAK
et al., 2012). Folhas mais desenvolvidas podem ser relevantes na fase de
aclimatizacao, posto que seu maior desenvolvimento fisiolégico aumenta a taxa
de sucesso na adaptacdo ex vitro por estarem mais competentes para a
realizacdo de fotossintese e menor perda de 4gua por transpiracdo, devido ao
estado funcional dos estdmatos (ARAGON et al., 2014).

Figura 9. Folhas destacadas de ‘Marubakaido’ obtidas a partir de micropropagagéo em meio
Himedia em sistema convencional (esquerda) e SIT (direita).

Experimento 2.

O enraizamento de microestacas € considerado um dos estagios mais
criticos do processo de micropropagacdo de plantas perenes, pois interfere
diretamente nas taxas de aclimatizacdo, que € um dos entraves na aplicacdo
da técnica a nivel comercial (POMPELLI et al., 2006). Para a maioria das
espécies, auxinas exogenas sdo adicionadas ao meio de cultura na fase de
inducdo das raizes, cujos efeitos em processos de expansao, alongamento e
divisdo celular, causam reflexos no enraizamento (ABREU et al., 2003).

Em funcdo das condicbes em que o0s materiais obtidos na
micropropagagdo em SIT com meios MS e MS 3% (alto percentual de
hiperidricidade e calosidade excessiva), optou-se por conduzir o enraizamento
apenas com brota¢des néo hiperidricas obtidas de Himedia. De acordo com 0s

resultados obtidos, entre explantes destacados houve 74,1% de enraizamento,
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com média de 3,5 raizes formadas por explante, sendo que em 36% destes
casos houve formacdo de raizes secundarias e em nenhum caso houve
formacao de calos (Figura 10). Esta resposta é de grande valia pois um maior
namero de raizes resulta em aumento da area de contato entre a raiz e o
substrato, refletindo em maior absorcdo de agua e nutrientes (VILLA et al.,
2008), além de servir como maior reserva de nutrientes até que novas raizes

sejam formadas na fase de aclimatacao (POMPELLI et al., 2006).

Figura 10. Enraizamento in vitro de brotacdes destacadas de ‘Marubakaido’ em SIT.

O sistema radicular formado in vitro geralmente consiste somente em
raizes principais finas, frageis e facilmente quebraveis durante a retirada do
agar e plantio no substrato (BORKOWSKA, 2001). George (1993) ressaltou
que as raizes produzidas in vitro a partir de calos ndo sdo funcionais quando
transferidas para a fase de aclimatizagcdo pois ndo sédo dotadas de pelos
radiculares e conexdo vascular, além de n&o desenvolverem cambio
secundario, mas sdo necessarias para a absorcdo de nutrientes e como
reservas durante a producdo de um sistema radicular funcional durante a
aclimatizacdo (ABREU et al., 2003). Considerando que as raizes obtidas neste
trabalho foram formadas diretamente a partir da base das brotacbes e ndo a
partir de calos, estudos anatémicos precisam ser feitos a fim de verificar sua
funcionalidade e persisténcia ex vitro.

Em relacdo a utilizacdo de tufos de brotagbes ndao separadas, ocorreu a
formacédo de raizes em 62,5% do material analisados, sendo que no material

ndo enraizado ndo houve formacdo de calos. Essas raizes eram em pequeno

58



namero e menor tamanho, de forma que no momento da separacdo das
brotacbes apenas 24,37% delas permaneceram com raizes visiveis (Figura
11). Abreu et al. (2003) cita que as condi¢des junto a base das microestacas
podem interferir na evolucdo do processo de rizogénese induzido por auxinas.
Neste sentido, o enraizamento em brotacbes ndo destacadas pode ter sido
prejudicado devido a pequena area de contato da base das brota¢cdes com o
meio de cultura, que pode interferir na absorgéo de nutrientes e reguladores de

crescimento presentes no meio.

Figura 11. Enraizamento in vitro de brotacdes ndo-destacadas de ‘Marubakaido’ em SIT.

No entanto, considerando que uma das razdes para a utilizacdo de SIT
seja justamente o0 menor gasto com mao-de-obra e reducdo no manuseio dos
explantes, o consideravel percentual de enraizamento em brotacdes nédo
separadas ainda torna preferivel esta pratica. Sugere-se, no entanto, realizar
novos estudos considerando aumento na concentracdo de AIB na tentativa de
aumentar seu efeito sobre os tufos.

Outra possibilidade seria a troca de meio de cultura durante o periodo de
enraizamento, que poderia provocar mudancas significativas no numero de
raizes, ja que o pouco contato dos nutrientes com a base dos explantes aliado
a degradagdo dos componentes hormonais da solu¢do nutritiva podem ter
reduzido seu efeito sobre a rizogénese de brotagcdes em tufos. Outra variavel

que poderia ser testada é a exposicdo ao escuro durante a fase de

enraizamento, pois a luz em geral tem efeito negativo sobre a iniciacado
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radicular (RADMANN et al., 2002), possivelmente pela oxidacdo de auxina
endogena (AlA). Zanol et al. (1998) j& observaram efeito positivo da exposi¢ao
ao escuro durante seis dias na fase de enraizamento in vitro de brotacdes de
‘Marubakaido’ quando o meio semissélido foi suplementado com 0,6 mg.L* de
AlIB, de forma que uma alteracdo na incidéncia ou intensidade de luz também
pode produzir efeito em SIT.

Apbés 21 dias de aclimatizacdo, 88,5% dos explantes que foram
aclimatizados com raiz sobreviveram (Figura 12), apresentando grande nimero
de raizes secundarias que serviram de sustentacdo para plantas com
caracteristicas de vigor e robustez. Neste sentido, as raizes produzidas in vitro
em SIT parecem ter dado condicbes de sobrevivéncia e adaptacdo em

ambiente ex vitro.

Figura 12. Desenvolvimento de plantas de ‘Marubakaido’ micropropagadas com formagao
de raizes in vitro ap6s 21 dias de aclimatizagao.
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5. Conclusdes

- SIT apresentou maior rendimento quanto ao numero médio e
comprimento de brotacdes em explantes sadios quando comparado ao sistema
convencional;

- Brotagdes produzidas em SIT com todos os meios empregados
apresentam hiperidricidade, principalmente quando utilizados MS e MS ¥;

- Utilizacdo do meio comercial Himedia em SIT induz maior
homogeneidade, taxa de multiplicacdo e comprimento das brotacdes;

- Brotagbes enraizadas em SIT apresentam elevado percentual de
sobrevivéncia na fase de aclimatizagéo.

- Novos estudos ainda precisam ser realizados na adequacédo do
protocolo de micropropagagcdo em SIT para ‘Marubakaido’, visando diminuir o

percentual de hiperidricidade observado em todos os tratamentos.
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Consideracfes Finais

Embora existam varios estudos sobre micropropagacédo de porta-enxerto
‘Marubakaido’ em sistema convencional, ainda ndo ha dados sobre a resposta
em SIT, de forma que neste trabalho foram realizados os primeiros estudos
visando adequar as condicdes para a micropropagacado por este sistema.
Inicialmente foram realizados experimentos em sistema convencional a fim de
determinar o melhor tipo de explante (estacas apicais ou axilares) para a
propagacéo in vitro. De acordo com os resultados nao houve diferenca
significativa entre os tipos de explantes, de forma que estacas axilares foram
escolhidas para os demais estudos.

Nos experimentos em SIT o meio Himedia apresentou as melhores
respostas quanto ao percentual de sobrevivéncia, comprimento médio, nimero
de gemas e de brotacdes. Esta diferenca em relacdo aos outros meios pode
estar relacionada a constituicado do meio, j& que a formulacdo segue um padréao
industrial, com controle de qualidade e certificacdo, enquanto a composicao
MS, manipulada em laboratério, pode envolver diferentes lotes de reagentes,
com possiveis erros de manipulagdo ou armazenamento, acarretando em
mudancas nas reagfes quimicas envolvidas. No entanto, devido aos custos de
aguisicdo da composicdo comercial, novas buscas devem ser conduzidas na
perspectiva de aumentar a eficiéncia e controle de qualidade durante a
elaboracao de meio no laboratoério.

Por outro lado, observou-se percentual relativamente alto de
hiperidricidade nas brotacdes induzidas em todos os tratamentos em SIT
gquando comparado ao sistema convencional. Esta anomalia fisioldgica,
determina baixa producao de brotacdes adequadas a novas multiplicacdes e ao
enraizamento. Assim, novos estudos ainda precisam ser realizados na
adequacdao do protocolo de micropropagacao para ‘Marubakaido’. Dentre estes
podem ser salientados a alteracdo da composicdo dos meios de cultura, tanto
na parte mineral como hormonal, nimero de imersdes diarias e tempo de
contato dos explantes com o meio, temperatura da camara de crescimento e
tipo de luz.

A etapa de enraizamento apresentou resultados altamente promissores

nestes testes iniciais, com percentuais de 74,1% para brotacdes
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individualizadas e 62,5% para tufos de brotacdes. Outro aspecto positivo € que
nas condicbes em que foram realizados os experimentos, ndo ocorreu a
formacgéo de calos nas bases das brotagcdes, ou seja, as raizes formadas eram
funcionais, possibilitando altas taxas de aclimatizacao (88,5% de sobrevivéncia
apos 21 dias). Embora brotacdes destacadas tenham apresentado melhor
enraizamento, novos estudos precisam ser realizados na tentativa de melhorar
a eficiéncia do protocolo para enraizamento de tufos obtidos diretamente da
fase de multiplicacdo, através da troca de meio, ja que a separacdo das
brotacdes implica uma etapa de manuseio dos explantes, o que nédo é desejado

guando se trabalha com biorreatores.

68



