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RESUMO

O cultivo de péra no Brasil ndo tem destaque esdrdrutiferas mais produzidas, sendo
considerada a fruta mais importada. A producadoéta po Brasil é reduzida, pois existem
outras frutiferas melhor adaptadas as condi¢cde®gtitias do pais, com alta qualidade e que
dao retorno econémico ao produtor mais rapidaménfgopagacaan vitro € uma maneira
de atender a demanda dos fruticultores por cudisrate qualidade, que devido a sua
eficiéncia possui um bom retorno técnico e econéniitiio ha producéo suficiente de mudas
de cultivares-copa de péra, pois ha uma caréncipratecolos de propagacéo vitro. O
objetivo do trabalho foi estabelecer um protocoé ptopagacgaon vitro de pereira, cv.
Packham’s Triumph, visando a producdo de mudass&dde qualidade para incrementar a
producdo nacional de peras. Foram realizados empetds para cada estagio da propagacao
in vitro. Para o estabelecimeniio vitro foram testados diferentes explantes e assepsias. Os
explantes utilizados foram gemas oriundas de @antatrizes acomodadas em casa de
vegetacdo, meristemas e gemas oriundas de plaatagen do campo. As assepsias testadas
foram hipoclorito de sédio e hipoclorito de calcis variaveis analisadas foram oxidacéo,
contaminagdo bacteriana e fungica. Na multiplicagdovitro o BAP foi testado nas
concentragdes 0,2; 0,8; 1,4 e 2,0 migdob dois tipos de meio de cultura (MS e MS %2). As
variaveis analisadas foram numero de gemas e corapid de brotos. No enraizamemto
vitro foram testadas as auxinas ANA e AIB nas concengsa¢fl; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 e
3,0 mg.L'*. As variaveis analisadas foram formacdo de raé&zete calo, comprimento e
namero de raiz, massa fresca e seca de raiz e icoempo de parte aérea. Os resultados
obtidos no estabelecimenin vitro determinaram que a contaminagéo fungica e bacterian
nao apresentaram diferencas significativas quaatdipp de assepsia e 0s explantes que
tiveram maior incidéncia nos dois casos foram asagede plantas do campo. Os explantes
que apresentaram maior oxidacdo foram as gemadadaap do campo, independente da
assepsia, e o meristema tratado com hipocloritcw&leio. Na multiplicacddn vitro foi
determinado que a melhor concentracédo de BAP rendeliimento de gemas foi 1,3 mg.L

e para comprimento de broto o melhor meio de aultoiro MS. No enraizamenta vitro, as
auxinas ANA e AIB nao apresentaram diferencas fogivas em relacdo a formacéo de
raizes adventicias. Os tratamentos em que houvernfiemacdo de calo foram ANA nas
doses 0,1; 0,5 e 1,0 mg'LA auxina AIB foi significativa para as variave&ismprimento e
namero de raiz. O aumento da concentracdo do AlBatauma diminuicdo no comprimento
das rafzes e atingiu um maior nimero de raizeosa de 1,6 mg.L J4 as variaveis massa
fresca e seca de raiz, e comprimento de parte aéoeforam diretamente afetadas pelo tipo e
dose de AIB e ANA.

Palavras-chave: Pyrus communis. Propagacaadn vitro. Enraizamento. Fitorreguladores.



ABSTRACT

The pear cultivation in Brazil is the less prominemmong the fruit produced, and is
considered the most imported fruit. The producbbpears in Brazil is low because there are
other fruit more adapted to the climate of the ¢oymwith high quality and quickly economic
returns for the producers. Thevitro propagation is a way to attend the producer’s aeima
of cultivars with quality, because of its efficighand good technical and economic return.
There isn’t sufficient production of pear seedlinigscause there is a lack of protocolsifor
vitro propagation. The objective of this paper was tal#sh a simple protocol fan vitro
propagation of pear, cv. Packham's Triumph, to pecedhealthy and quality seedlings to
increase national production of pears. Experimemie performed for each stageinfvitro
propagation. Forin vitro establishment were tested different explants argpsas. The
explants were buds from mother plants in the greesé room, meristems and buds from
mother plants of the field. The asepsis tested wsam@ium hypochlorite and calcium
hypochlorite. The variables analyzed were oxidathmacterial and fungal contamination. For
thein vitro multiplication BAP was tested at concentratiors 0.8, 1.4 and 2.0 mg:Lin two
types of culture medium (MS and MS%2). The variala@ealyzed were number of buds and
length of shoots. For thén vitro rooting the auxins NAA and IBA were tested in
concentrations 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 and 3.0 thgThe variables analyzed were formation of
roots and callus. The results for vitro establishment determined that fungal and bacterial
contamination showed no significant differences tfe aseptic types and the explants that
had higher incidence in the two cases were the btifisld plants. For oxidation the explants
with higher incidence were the buds of field planegardless of asepsis, and meristems
treated with calcium hypochlorite. Fam vitro multiplication was determined that the best
concentration of BAP for buds development was 1g8Lih and to length of shoots the best
culture medium was MS. Fan vitro rooting the auxins NAA and IBA showed no signifitan
differences in relation to adventitious roots fotima The treatments that showed less
formation of callus were ANA in doses 0.1, 0.5 ah® mg.L-1. The auxin IBA was
significant for the variables length and numberrobdts. The increase of IBA caused a
decrease in length of roots, and reached the highasber of roots at dose 1.6 mg.L-1 The
variables fresh and dry weight of root, and sheagth were not directly affected by the type
and dose of IBA and NAA.

Key-words: Pyrus communis. In vitro propagation. Rooting. Growth regulator.
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1 INTRODUCAO GERAL

O Brasil € o segundo maior produtor mundial deaBuéntretanto possui uma pequena
participagcdo no mercado internacional. A exportag@drutas temperadas esta aos poucos
ganhando espac¢o no mercado, e nos ultimos anesndidpde de frutas exportadas, como a
maca, ameixa, péssego e morango aumentaram. (R&E[2007).

A fruticultura brasileira € reconhecida mundialneencomo uma das mais
diversificadas, porém, o cultivo de pereira no B&agpequeno. A maioria dos pomares utiliza
cultivares de baixa qualidade como as ‘peras d’aRMBEIRO et al., 1991). A péra, nos
altimos anos, vem apresentando uma consideravalne&p de consumo, mas seu cultivo é
praticado em poucas areas do Brasil. A producémmacestd em torno de 20 mil toneladas
por ano (REETZ et aR007).A péra é a terceira fruta mais importada pelo Brasbvindo
da Argentina, Estados Unidos, Chile e Uruguai (NA{A 2003).

Atualmente a pereira vem sendo cultivada com matensidade no sul e sudeste do
pais com destaque para os estados de Santa Ca&d&inaGrande do Sul. Nestes estados 0s
pomares usam cultivares européias de maior qualidaino William's, Abate Fetel e
Packham’s Triumph. Dentre estas cultivares, a Ranlh Triumph destaca-se como uma das
mais antigas plantadas no Brasil, suas plantayigaoosas e produtivas, porém seus frutos
apresentam baixa qualidade quando comparados atss fimportados de Packham’s
Triumph (PERAZZOLO, 20086).

A principal meta do fruticultor é dispor de frute@m aparéncia uniforme, polpa de

textura sucosa, doce, bom sabor e aroma (NAKASWO3R0OPara que este objetivo seja
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alcancado necessita-se primeiramente de infratestruapropriada, mudas sadias e
conhecimento técnico da cultura, tornando a praugficiente e economicamente viavel
(HOFFMANN et al. 2005). As cadeias produtivas naaie vém se dedicando nos ultimos
anos a arrojados investimentos na tecnificacdo edis pomares e estruturas industriais,
buscando qualidade para seus frutos (REETZ,&08)7). Instituicdes governamentais vém
investindo em pesquisas com a finalidade de mellagasistemas de producdo em uso. A
introducdo de novas espécies, o melhoramento genétia producdo de mudas sadias
contribuem para o aumento da eficiéncia do sistgmualutivo. A muda de qualidade
potencializa a resposta a tecnologia aplicada meapoauxiliando na reducdo de custos e na
producao de frutas com alta qualidade (OLIVEIRAlgt2004).

Na producdo comercial de mudas frutiferas utilzargis comumente a propagacéo
assexuada, ou seja, por estruturas vegetativas, gideseja manter as caracteristicas
agron6micas da planta-matriz. Na propagacdo veggetatpossivel capturar o componente
genético total da variancia, resultando em espédmesgtica e morfologicamente uniformes
(ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Nos métodos de propagagégetativa a maior limitacao
encontrada é o baixo potencial de enraizamentond@ss, que muitas vezes nao sobrevivem
apos o plantio (FACHINELLO e BIANCHI, 2005).

A propagacaan vitro tem sido muito estudada visando amenizar estaalpdo,
principalmente porque este método de propagacamiteero controle das variaveis
responsaveis pelo desenvolvimento da planta. Mtiitdsalhos de propagacéw vitro vém
sendo desenvolvidos com frutiferas, com a finakda@ estabelecer protocolos para a
propagacédo das espécies de grande importanciareman6

A obtencdo de protocolos de propagag@eitro de frutiferas € importante para os
programas de certificacdo de mudas. Plantas-mateizaudas certificadas tém comprovacgéo

de sua proveniéncia e sua qualidade é assegurkdeiymErista e pela entidade certificadora.
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A relevancia deste processo estd em levar paranpaanaterial de qualidade assegurada,
diminuindo a disseminacédo de patdgenos que sdrtApgaimente pelas mudas.

Atualmente existem algumas espécies frutiferasraledd programa de mudas
certificadas, entretanto, a pereira ndo se encentra elas. Com a disponibilidade de mudas
certificadas, os fruticultores poderdo cultivar @oes com mudas de qualidade garantida,
aumentando sua produgéo e qualidade dos frutos.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer um paltocle propagacam vitro de
pereira, cv. Packham’s TriumpRyfus communis L.), visando a producédo de mudas sadias e

de qualidade para incrementar a producéo naci@npérhs.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CLASSIFICACAO E DESCRICAO DA PEREIRA

A pereira é pertencente a familRasaceae, subfamiliaPomoideae e géneroPyrus.
Existem mais de 20 espécies de pereira, nativasmtiinente Europeu e Asiatico. As espécies
comercialmente importantes saByrus communis, P. pyrifolia, P. bretschneideri, P.
betulaefolia e hibridos entrd. communis e P. pyrifolia. A péra mais cultivada e consumida
no Brasil é a péra européryrus communis L. As principais cultivares de peras européias
sdo: Packham’s Triumph, William’s e Red Bartlets. grincipais cultivares de peras asiaticas
sdo: Hosui, Kosui e Nijisseiki. Algumas cultivartei®ridas muito consumidas sdo: Carrick,
Garber, Smith, Primorosa e Seleta.

Todas as espécies Bgrus sdo autoestéreis, inférteis e dipldides, com excded.
communis que possui algumas cultivares poliploides (QUEZABANAKASU, 2003). As
peras sado cultivadas para diversos fins como pémdde vinhos, consumo, processamento e
ornamentagao.

As plantas de pereiras podem ser arvores ou aghustesuem copa em formato
piramidal, com folhas geralmente caducifélias. Besstroncos altos e grossos, de didmetro
e cor variavel de acordo com a cultivar, e sua éaofunda e pivotante. Sao plantas de
tecido lenhoso fino e pesado. Apresentam gemasasnigblhas largas e cerradas. O
desenvolvimento floral ocorre no veréo e no outswids flores originadas sao hermafroditas.

Esta caracteristica € muito comum em plantas deadémperado (LEITE e SOUZA, 2003).
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A frutificagdo da pereira européia ocorre em celefrés ou mais anos. No caso das asiaticas,
a frutificacdo pode ocorrer em apenas um ano. fafda pereira € um pomo, de formato
arredondado ou piriforme, de textura carnuda, smtale doce (NAKASU, 2003).

Para o cultivo de pereira o ideal € clima seco,dtirante o inverno e quente durante o
verdo. Sem no minimo 900 horas de frio hibernatwtvares européias de pereira néo
atingem boa superagcdo de dorméncia. As perascasi@ihibridas requerem cerca de 300 a
800 horas de frio e tem melhor adaptabilidade &ag@es climaticas (NAKASU e FAORO,
2003).

As doengas que mais acometem as pereiras sdoraospiriose, podridao-branca e
sarna da pereira pereira apresenta-se também como hospedeira lgairgs avirus como o
ACLSV, micoplasma (lenho mole), ASPV e ASGV. A iofdo do ASPV tem sido detectada
nas cultivares Packham’s Triumph e Bartlett (LEEBLEICHER (1993). O virus ACLSV é
encontrados em diversas cultivares Rigus, e também enPrunus e Malus (CASTRO,
2003). Os patdgenos comprometem o vigor e longdeidias pereiras, permitindo que a
cultura fique suscetivel a outros patdgenos, ausmneot o custo de producdo e reduzindo a

gualidade das frutas (OLIVEIRA et al., 2004).

2.2  PROPAGACAQiIn vitro

A propagacdoin vitro permite o controle das varidveis responsaveis pelo
desenvolvimento da planta. Ela vem sendo utiliziéetde 1902, quando se iniciou a cultura
de células em solugbes nutritivas (TORRES et 898), porém o método foi introduzido
com sucesso somente nos anos 30 e vem progredéntioja (BHATIA et al., 2004).

Esta propagacéo consiste na regeneragcdo e muaggbcde mudas a partir de uma

célula ou de segmentos sadios de tecidos da pleuitasados em meio nutritivo (ERIG e
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SCHUCH, 2005a). O método permite a producdo massaiudas, independente da época do
ano e com Otimas condi¢des sanitarias. Mas tamipgesenta algumas desvantagens como
variacdo somaclonal e perda de caracteres devitterssa multiplicacdo (SCHUCH e ERIG,
2005).

Para frutiferas, a propagacdo vitro tem sido utilizada com sucesso técnico e
econdmico pela sua rapidez e eficiéncia de prody&®IG e SCHUCH, 2005b). As
frutiferas herbaceas ndo apresentam muitas difidekl durante a propagagéwitro, porém
as lenhosas tém menor adaptabilidade a culturaadidos e poucas espécies sdo propagadas
com sucesso (ROUT et.all999). A propagacam vitro se divide em trés estagios de
desenvolvimento: selecdo e estabelecimantatro dos explantes; multiplicacaa vitro dos
explantes; enraizamentm vitro com subsequente transplantio das mudas obtidas para

condicaoex vitro.

2.3 ESTABELECIMENTOin vitro

No estabelecimento de uma cultumaitro, a escolha do explante apropriado e o nivel
de diferenciacdo do tecido sdo os aspectos masriamtes a considerar (GRATTAPAGLIA
e MACHADO, 1998). Os explantes podem ser gemaars] apices caulinares e radiculares,
segmentos nodais, meristemas e tecidos diferercc(&@CHINELLO e BIANCHI, 2005).

Para a obtencdo dos explantes € necessaria unta platriz sadia, pois seu estado
fisiologico influencia no comportamento posterioa dultura. Uma planta matriz que
apresenta déficit hidrico tem os estagios da pgiain vitro afetados, pois a falta de agua
compromete 0s niveis enddgenos de hormoénios, dtersua sintese e transporte (ASSIS e

TEIXEIRA, 1998).
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Outro aspecto importante é a fitossanidade da @lardtriz, pois ela determina a
dificuldade de desinfestacdo dos explantes. Corside que muitos contaminantes de
natureza enddégena ndo sdo expostos as substassiafestantes, deve-se ter controle da
contaminagdo ainda na planta matriz (GRATTAPAGLINACHADO, 1998).

Além dos pré-tratamentos dados a planta matriestabeleceim vitro os explantes é
indispensavel aplicar substancias para controlaordaminacdo exdgena. As substancias
desinfestantes mais usadas para controlar a cordeadu dos explantes sdo o etanol,
hipoclorito de sddio e de calcio, perdoxido de higmio e em casos mais extremos, o cloreto
de mercurio (DONINI et al 2005). Apoés a desinfestacdo dos explantesséatestroduzidos
em meio de cultura, sob condi¢cdes adequadas detatu@a e luminosidade, para que ocorra
o seu desenvolvimento. O processo de estabele@nientitro, assim como 0s estagios
subsequentes, é realizado em capela de fluxo lansiola condi¢cdes assépticas.

A temperatura ideal para propagacao de espécidfefas varia entre 21°C e 27°C, e a
luminosidade neste estagio é reduzida nos primeii@s de incubacdo a fim de evitar a
oxidacao fendlica dos explantes (LANE et al., 19981 VETE et al., 2002; OLIVEIRA et

al, 2004),

2.3.1 Meio de cultura e fitorreguladores

Os meios de cultura fornecem as plantas substanmaa seu crescimento e
desenvolvimento. S&o suplementados com composg@nioos € minerais para suprir as
necessidades energética, metabdlica e estrutusatélalas da planta. Os componentes do
meio sdo agua, macro e micronutrientes, carboisliraitaminas, inositol, fitorreguladores e
agar - para meio geleificado (CALDAS et al., 199&xistem muitas formulacdes de meios

de cultura em relagao aos nutrientes, mas o me® difandido e utilizado na propagacio
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vitro é o MS, que foi desenvolvido em 1962 por Muraskig@koog. O meio MS é composto
por nitrogénio, calcio, magnésio, potassio, fésfaraxofre, cobalto, cloro, ferro, boro,
manganés, sodio, zinco, cobre e molibdénio (MURASEE SKOOG, 1962).

Os fitorreguladores adicionados ao meio neste iestdé@io as citocininas, que
estimulam a diviséo celular e o desenvolvimentopdaies aéreas, as giberelinas e as auxinas,
que induzem o crescimento e alongamento das paétess. A adicdo destes componentes

tem por objetivo suprir a insuficiéncia de horm&nnms explantes isolados.

2.4 MULTIPLICACAO invitro

Quando estabelecida a culturavitro se da inicio a multiplicacdo. Neste estagio o0s
explantes séo cultivados a fim de aumentar seu rMUMEACHINELLO e BIANCHI, 2005).
As partes aéreas, produzidas na multiplicacdo dewaresentar homogeneidade e
estabilizagcdo entre cultivos. A estabilizagdo doglantes determina o0 sucesso de
enraizamento dos explantes (GRATTAPAGLIA e MACHADIM98). Os subcultivos podem
ser feitos até se obter 0 nimero de explantes seoaes, porém o nimero deve ser o menor
possivel para ndo acarretar em variacbes somaglddaiexplantes que resultam em copias
mais uniformes sdo os oriundos de meristemas, gepiaais e axilares (DANTAS et al.,
2002). A temperatura ideal para a multiplicacéo egdantes esta na mesma faixa que a do
estabelecimento. A luminosidade ndo tem necessidader reduzida, onde o fotoperiodo é

de 16 horas. A principal limitagcdo encontrada nestagio € a vitrificacdo dos explantes.
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2.4.1 Meio de cultura e fitorreguladores

A formulacéo basica do meio de cultura no estagimdltiplicacédo pode ser a mesma
do estagio de estabelecimenin vitro. As variagbes mais frequentes sado feitas na
concentracdo de macronutrientes, principalmenteetagdo ao nitrogénio. A reducéo deste
nutriente aumenta a taxa de multiplicacdo e prevanevitrificacdo dos explantes
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Os carboidratos, enbnutrientes e vitaminas
podem ser adicionados ao meio de multiplicacdo rsnm quantidade do meio de
estabelecimento.

A principal diferenca entre estes meios esta nadadde apenas citocininas. Elas
promovem a divisdo e alongamento celular, auxilirensuperacdo de dorméncia apical,
induzem a proliferacdo de gemas axilares, assimaondo novas brotacoes (TAIZ e ZEIGER,
2004). O tipo e concentracdo de citocinina saoreht@ntes para este estagio. A citocinina
amplamente utilizada € o BAP, porém existem ouwtceso a Cinetina e 0 TDZ que também
apresentam bons resultados em trabalhos de medijpld (FRAGUAS et al., 2004). As
concentraces de citocinina podem variar de 0,10anf.L*, e o acimulo destas pode

acarretar em formacao de calo e vitrificacdo dqsagxes.

2.5 ENRAIZAMENTO invitro

O sucesso do enraizamento dos explantes é prisitequara qualquer protocolo de
propagacaan vitro, pois é importante para o estabelecimento da madsolo (PATI et aj
2006). A resposta ao enraizamento também dependa@ales enddgenos e exdgenos, que

vém sendo estudados ao longo dos anos, principtdnpana promover a formacéo de raizes
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em espécies lenhosas. Estes fatores quando empsegagaradamente ou combinados
mostraram efeitos significativos no enraizamentalgamas espécies (COUVILLON, 1988).

A luminosidade é um fator exégeno que interferefaass de inducédo e iniciacdo do
enraizamento. Durante estas fases faz-se necegséias partes aéreas sejam mantidas em
condi¢cdes de pouca ou nenhuma luminosidade, pgiresenca de luz diminui os niveis
enddégenos de auxina, inibindo o processo de foronalgh raizes (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Assim como nos estagios anteriores, a temperataed de incubacao varia entre 21°C
e 27°C. Espécies d&unnus domestica, Mallus sp e Pyrus sp enraizaram sob temperatura de
25°C (ERIG et al., 2004; ROCHA et al., 2007; SOUg&tAal., 2007). Ja para cultivares de
Rosa hibrida foi observado uma melhor resposta de enraizame2iG@ (PATI et al., 2006).
De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), teatpers acima de 30°C néo sao
favoraveis para as plantas e provocam a evapord€dagua do meio, o deixando mais

concentrado podendo causar toxidez.

2.5.1 Meio de cultura e fitorreguladores

Durante a rizogénese o meio de enraizamento tes s@8 diluidos cerca de 50 a
75% em relacdo ao meio de multiplicagcdo. Segunddntdan et al. (1990) o meio de
enraizamento tem quatro finalidades: Manter o emplano lugar durante o periodo de
formacgdao da raiz; prover umidade para o explamenitir trocas gasosas na base do explante
e criar um ambiente escuro ou opaco, reduzindmetEdo de luz na base do explante..

No estdgio de enraizamenio vitro também € fornecido carboidrato ao explante,
porém existe a importancia da diminuicdo da suaemnacao, a fim de promover a nutricdo

autotrodfica a planta (LEITE et al. 2000).



23

Neste estagio o meio de cultura é suplementadoaapemm auxinas, pois S80 0S
fitorreguladores que influenciam diretamente naamento. Apesar do AlA, ANA e AIB
serem os fitorreguladores mais utilizados em traisalde enraizamento, alguns estudos
mostram que o AIB apresenta melhores resultadas gramaizamento de frutiferas de clima
temperado (MIRANDA et al., 2004; RADMANN et al.,@®). O AlA é pouco usado, pois se
degrada facilmente com a luz, tendo melhor respastaltas concentracbes (CENTELLAS
et al. 1999). As auxinas Picloram, 2,4-D e ANOA lvém podem ser usados para propagacao
in vitro, porém estimulam a formacdo de calo, ndo sendzagtbs em trabalhos de
enraizamento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). E impante ressaltar que a
resposta as diferentes auxinas no enraizamenta dariacordo com a cultivar ou espécie

(PATI et al., 2006) .
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3 CAPITULO I: ESTABELECIMENTO in vitro DE PEREIRA CV. PACKHAM'S
TRIUMPH VISANDO O EXPLANTE MAIS ADEQUADO E A MELHOR
SOLUCAO DESINFESTANTE PARA A ASSEPSIA DOS EXPLANTES

3.1 INTRODUCAO

A cultura da pereira abrange cerca de 20 espéeiexidem Européia e Asiatica,
sendo cultivadas também nas Américas e Africa daeNdNAKASU e FAORO, 2003). No
Brasil a péra vem apresentando uma consideravahs&p de consumo, porém seu cultivo &
praticado em poucas areas dos estados do sulptlarmaBrasil um dos maiores importadores
de péra do mundo.

A insuficiéncia de frio durante o repouso vegetatprovoca brotacdo e floracao
irregular, diminuindo a producéo e apresentandtasrae baixa qualidade (MINISTERIO,
2008). A falta de cultivares adaptadas ao climail@ieo e a caréncia de mudas de qualidade
refletem a baixa producéo de peras nacionais.

A propagacaan vitro de plantas € um método que possibilita a produedoutias de
cultivares com maior qualidade genética e livrepam®logiagf SCHUCH e ERIG, 2005). A
primeira etapa da micropropagacao é o estabeletomenitro da planta, onde a escolha de
um explante apropriado é fundamental. Para a seig&xplante é importante considerar o
nivel de diferenciacdo em que o tecido se enca@RATTAPAGLIA E MACHADO,
1998).

As plantas lenhosas, que sdo a maioria das fagifeapresentam durante o
estabelecimentdan vitro dificuldades com relagcdo a oxidacdo e contaminac&mdo

necessarios tratamentos com solucdes esterilizpataslesinfestacdo dos explantes (ERIG e
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SCHUCH, 2003). A oxidacdo ocorre em funcdo da #b&o de compostos fendlicos pelo
tecido excisado, onde o acumulo destes compogtrs @ meio de cultura e a absorcao de
metabdlitos (ANDRADE et al, 2000).

A contaminacédo esté presente principalmente nafétipedos tecidos foliares, gemas
e segmentos nodais. Além da contaminacdo supérfcfeequente encontrar contaminagées
enddgenas, presentes no interior dos tecidos. fagonacao enddgena é mais encontrada em
explantes oriundos de plantas cultivadas no camdXEIRA, 2001). Para controlar a
contaminagdo sao utilizadas substancias desinfestaomo etanol, hipoclorito de sodio,
hipoclorito de calcio, peréxido de hidrogénio ereto de mercurio.

O sucesso da assepsia depende da idade e do tgxpkdate, da concentracdo da
solucao desinfestante e do tempo de exposicdoplard® a solucdo (DONINI et.aR005).

O objetivo deste trabalho foi determinar o explamtais apropriado e a melhor
solugéo desinfestante para a assepsia dos exprantstabelecimenio vitro de pereira cv.

Packham’s Triumph.

3.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em outubro de 2008laboratorio de biotecnologia da
Estacdo Experimental de Pesquisa Agropecuaria grEpam Lages — SC. A coleta do
material foi realizada no pomar da Epagri, em S&aojuim — SC.

Foram testados trés tipos de explantes de pereidackham’s Triumph e dois tipos
de assepsia. Os explantes utilizados foram gemasdas de plantas-matrizes acomodadas
em casa de vegetacdo por oito meses, meristemas@& griundas de plantas-matrizes do
campo. Apés a coleta, as brotacdes tiveram subadaxcisadas, foram lavadas em agua

corrente por 15 minutos e desinfestadas em capdlaxd laminar.
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A primeira assepsia testada constituiu-se da irneds® explantes em &lcool 70%
durante 15 segundos, seguido de hipoclorito deogd¢aOClI) 1,5% + 2 gotas de Tween 20
durante 20 minutos. Posteriormente os explantesrféavados trés vezes com agua destilada
autoclavada e introduzidos em meio de culturacblmicado um explante por tubo de ensaio.

A segunda assepsia testada constituiu-se da imdasi@xplantes em alcool 70%
durante 15 segundos, seguido de hipoclorito deocf@aOC}) 2% + 2 gotas de Tween 20
durante 10 minutos. Posteriormente os explantesrféavados trés vezes com agua destilada
autoclavada e introduzidos em meio de culturacblmicado um explante por tubo de ensaio.

Foi utilizado para o estabelecimento dos explamesmeio de cultura MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) adicionados de 1,0 rifgé. BAP ; 0,01 mg.: de ANA e
0,1 mg.L* de AG, 100 mg.L* de mio-inositol, 40 g.t: de sacarose e 6 g'lde agar e
tiveram o pH ajustado para 5,8 antes da adicdogen & meio foi autoclavado a 121°C e
1,5atm durante 15 minutos. Foram utilizados tub®isaio (15x2cm) contendo 10mL de
meio de cultura.

Apo6s a inoculagdo, os explantes foram mantidossoore por 48 horas, a fim de
evitar oxidacdo. Posteriormente foram mantidos sob fotoperiodo de 16 horas e
temperatura de 25 + 2°C. Os resultados foram athissapos um periodo de 20 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o irdemente casualizado com 20
repeticbes por tratamento. As varidveis analisaftamm contaminacdo bacteriana,
contaminagdo fangica e oxidacdo. Os dados obtidwamf analisados empregando o
programa SAS 9.1.3 (SAS Institute Inc., 2007), pelicedimento PROC GENMOD. O nivel

minimo de significancia adotado em todos os tdetate 5% de probabilidade de erro.
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variacdo para a variavel contaminagéteriana se mostrou significativa
apenas para o fator tipo de explante. Através dorvdo qui-quadrado foi possivel
estabelecer a significancia do fator explante, sgieanostrou maior quando comparado ao
fator assepsia. A interacdo entre explante e asse@® foi significativa, indicando nao
existir uma dependéncia entre os efeitos destesefa{Tabela 01). Portanto, os dois tipos de
solugbes desinfestantes testadas nao apresentdafaranghs significativas. As gemas
provenientes de plantas-matrizes do campo apreaentaaior incidéncia de contaminacgao
bacteriana (65-80%) em relacdo aos demais explaAtegemas provenientes de plantas-
matrizes da casa de vegetacdo e 0s meristemasprege@taram diferencas significativas
entre si (Tabela 02). Estes dados corroboram cgmeoDantas et al. (2002) observaram no
estabelecimentm vitro de cultivares de pereira, onde os explantes dag@nmvenientes de
plantas-matrizes do campo apresentaram maior cordaéio bacteriana em relacdo a
meristemas.

Em relacdo a contaminacdo flngica, a analise dac@mr se também se mostrou
significativa apenas para tipo de explante. Naovldateracdo entre explante e assepsia,
indicando entdo, n&o existir uma dependéncia estrefeitos destes fatores. (Tabela 01). A
contaminagao fungica, assim como a bacteriana,&amndxorreu com maior incidéncia nas
gemas provenientes de plantas-matrizes do campogefsas provenientes de plantas-
matrizes da casa de vegetacao apresentaram paigh@nicia de contaminagao fungica e ndo
houve contaminacdo nos meristemas, porém estestidos de explantes nao diferiram
significativamente entre si. Também ndo houve élifeas significativas para os dois tipos de

solugdes desinfestantes testadas (Tabela 03).
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Os resultados obtidos para contaminagdo bacteeiddagica eram esperados, pois o
material oriundo do campo esta continuamente eratmigom contaminagfes superficiais,
havendo maiomoculo de microrganismos, que ficam confinadogpade externa da planta
matriz (GEORGE, 2008). Por esta maior exposi¢accantaminantes, o material oriundo do
campo apresenta maiores dificuldades de desinfestagrante o isolamento (RODRIGUES
et al., 1999). Ja explantes oriundos de plantaszaatmantidas em casa de vegetacdo tem
mais facilidade de desinfestagcdo, pois € posséreliin controle fisioldégico e sanitario da
planta matriz (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

E importante ressaltar que, apesar dos meristeanasi tsido oriundos de plantas-
matrizes do campo, sua menor contaminacao ocoe@dala sua localizacdo e tamanho. O
meristema se encontra dentro da gema, nao tendatc@om contaminagdes do ambiente. E
por seu tamanho ser muito pequeno, existe maidrasces de se obter mudas isentas de
contaminantes (TORRES et al., 1998). Além do mamist ter um tamanho muito pequeno,
ele é constituido por células ndo diferenciadasnével de diferenciagdo das células também
tem grande influéncia na hora da desinfestacaaegdpkantes (VILLALOBOS & THORPE,
1991).

Através dos dados obtidos no presente trabalh@osivel confirmar a existéncia de
uma relacdo entre a procedéncia do material eidéimga de contaminagdo. Essa relacao
também foi observada por Dal Vesco e Guerra (198989gnte o estabelecimentovitro de
goiabeira serrana.

A andlise de variagdo para a varidvel oxidacdo nmoste significativa para a
interacdo entre assepsia e explante, portantogngmssivel estabelecer o efeito para cada
fator separadamente, pois existe uma dependérnceacnfatores (Tabela 01). Ao proceder o
desdobramento da interacdo explante e assepsidpeste o comportamento dos explantes

dentro de cada tipo de assepsia. Os meristemasfattados com hipoclorito de calcio
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apresentaram a maior oxidacdo, mas nao foram is@mmente diferentes das gemas

provenientes do campo. A menor oxidacdo ocorreu messtemas desinfestados com

hipoclorito de sddio e nas gemas da casa de vége({@abela 04). A diferenca que ocorreu

entre o meristema desinfestado com hipoclorito @#ose o meristema desinfestado com

hipoclorito de célcio, possivelmente se deve ao d& que ambas as solugdes (hipoclorito de
sédio e de calcio) sao fortes agentes oxidantesagem diferentemente de acordo com o
material a ser desinfestado.

O hipoclorito de sédio mostrou um melhor efeito gpaneristemas, em relagdo a
oxidagéo, e autores como Chevreau et al. (19929y&zhet al. (2002 e 2005) recomendam
que durante o estabelecimemaitro de lenhosas, essa € a melhor solucdo desinfeatante
utilizada, pois apresenta menores taxas de oxid&géocetanto, a presenca de oxidagcao nos
explantes ocorreu ndo somente pelo tipo de soldedmmfestante utilizada, mas também
porque as espécies lenhosas, como a pereira, t@srtezgdos ricos em compostos fendlicos
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). Embora os explantp®ssam apresentar uma
pequena quantidade de oxidagdo em suas extremjdaties niveis de oxidagdo podem se
tornar um entrave para o estabelecimento da cuhlwisro. Substancias antioxidantes, como
acido ascorbico ou citrico, podem ser adicionadasnaio de cultura a fim de evitar a
oxidagao dos explantes (HARTMANN et al., 1990).

Na Figura 01 observa-se explantes de Packham’siphiicontaminados por bactérias
(A) e fungos (B), um explante cujo desenvolvimeo#ssou devido a oxidacao (C) e um
explante sadio (D). Somente o explante sadio p&deusiizado no estagio posterior da

propagacaan vitro.
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Tabela 01 - Andlise de variacao para as varia@itaminacao bacteriana, contaminacao fungica eagéimem
explantes de pereira cv. Packham’s Triumph.

Variavel F.V. G.L. X2
Contaminacéo bacteriana  Assepsia (A) 1 0,28
Explante (E) 2 44,92*
AXE 2 1,90
Contaminacao fangica Assepsia (A) 1 0,02
Explante (E) 2 7,79*
AXE 2 0,05
Oxidacao Assepsia (A) 1 1,07
Explante (E) 2 15,14*
AXE 2 17,06*

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.

Tabela 02 - Efeito do tipo de explante e das s@sglesinfestantes na contaminacdo bacteriana dantegpde
pereira cv. Packham's Triumph. Médias observadasdias transformadas< In (u/1-u)).

Solucéo desinfestante

Explante Hipoclorito de calcio Hipoclorito de sédio Média

2,0% 1,5%
Gema — campo 0,80 1,38 0,65 0,61 0,72540,99
Gema - casa de veg. 0,15 -1,73 0,25 -1,09 0,20b 41-1,
Meristema — campo 0,10 -2,19 0,05 -2,94 0,075bh2,56
Média 0,35A -0,84 0,31A -1,14

Médias seguidas da mesma letra minascula nas lenhzslsculas nas colunas néo diferem entre sitpsie de
qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade d& err
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Tabela 03 - Efeito do tipo de explante e das s@sigfesinfestantes na contaminacéo flngica em d¢&plde
pereira cv. Packham’s Triumph. Médias observadaédias transformadas< In (u/1-p)).

Solucédo desinfestante

Explante Hipoclorito de calcio Hipoclorito de sddio Média

2,0% 1,5%
Gema — campo 0,20 -1,38 0,15 -1,73 0,17a -1,58
Gema - casa de veg. 0,00 - 0,05 -2,94 0,02b -3,89
Meristema — campo 0,00 - 0,00 - 0,00b -
Média 0,066A -2,68 0,1A -2,19

Médias seguidas da mesma letra mindscula nas lehzsUsculas nas colunas néo diferem entre siteste de
qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade dz err

Tabela 04 - Efeito do tipo de explante e das s@sigiesinfestantes na oxidacdo de explantes degerei
Packham's Triumph. Médias observadas e médiaddraredas = In (u/1-p)).

Solucéo desinfestante

Explante Hipoclorito de célcio  Hipoclorito de sodio Média

2,0% 1,5%
Gema — campo 0,50Aa 0,00 0,50Aa 0,00 0,50 0,00
Gema - casa de veg. 0,05Bb -2,94 0,20Bb -1,38 0,10-2,16
Meristema — campo 0,75Aa 1,09 0,10Bb -2,19 0,36 54-0,
Média 0,43 -0,61 0,23 -1,19

Médias seguidas da mesma letra minascula nas lenhzslsculas nas colunas néo diferem entre sitpsie de
qui-quadrado ao nivel de 5% de probabilidade d& err
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A B C D

Figura 01 - Explante contaminado por bactéria éxplante contaminado por fungo (B), explante oxidgd) e
explante sadio (D).

3.4 CONCLUSOES

Os explantes mais apropriados para o estabele@mentitro da cv. Packham'’s
Triumph séo as gemas provenientes de planta-naatomodada em casa de vegetacdo ou 0s
meristemas provenientes de planta-matriz do campesepsia mais adequada é a que utiliza

hipoclorito de sédio.
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4 CAPITULO Il: MULTIPLICACAO invitro DE PEREIRA CV. PACKHAM'S
TRIUMPH EM DOIS MEIOS DE CULTURA SOB DIFERENTES
CONCENTRACOES DE BAP

4.1 INTRODUCAO

Para a obtencao de frutos de qualidade é esseumahs mudas sejam oriundas de
genotipos de qualidade e apresentem boas condit@&Esanitarias. A tecnologia de cultura
de tecidosn vitro permite propagar plantas com alta qualidade gemédiravés da fixacao de
ganhos genéticos a partir de genotipos superi&ie¥A et al., 2003).

O estagio de multiplicacdm vitro € caracterizado pela producdo de um grande
namero de plantas, que possuam homogeneidade. i$%araé necessario uma fase de
estabilizacdo da cultura. Plantas lenhosas requaraitos subcultivos para estabilizar seu
crescimento e fatores como idade do explante, ceiggmdo meio de cultura e concentracéo
de fitorreguladores afetam a estabilizacdo (HARTNNA®t al., 1990).

Desta maneira, durante a multiplicagéoritro, o tipo de meio de cultura utilizado é
de fundamental importancia para se obter partesaa@dequadas. Varios meios de cultura
podem ser utilizados, porém a maioria se baseim@io MS (MURASHIGE e SKOOG,
1962). Diluicbes e variacbes deste meio tém aptadenbons resultados para diversas
espécies lenhosas (SILVEIRA et al., 2001).

Outro aspecto fundamental e determinante no suassoultiplicacaadn vitro, é o
tipo de citocinina utilizada e sua concentracadaifa mais empregada deste fitorregulador
esté entre 0,5 e 5,0 mg-LO excesso dele pode apresentar toxicidade daptacwmprometer

seu desenvolvimento (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). citocinina amplamente
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utilizada € o BAP e sua concentracdo é variavea@®do com as espécies e cultivares.
Outras citocininas como a cinetina, o 2ip e o TR&mlém sdo utilizadas, porém o BAP
apresenta maior taxa de multiplicacdo, parte aémeds longas, folhas menores e maior
guantidade de gemas para peras (CHEVREAU et &3)19

O objetivo deste trabalho foi verificar a melhomcentracdo de sais do meio de
cultura MS e a melhor concentracdo de BAP duramteiléiplicacéoin vitro de pereira cv.

Packham’s Triumph.

4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em abril de 2008, rwokatorio de biotecnologia da
Estacdo Experimental de Pesquisa Agropecudria grigra Lages — SC.

Segmentos caulinares de pereira cv. Packham’s phunobtidos de plantas
previamente estabelecidasvitro, foram utilizados como explantes. Cada explanteicioat
de 3 a 4 gemas, com tamanho aproximadamente de.8 mm

Os tratamentos consistiam da utilizacdo do meieuleira MS que foi testado em
duas concentracdes: na concentracao original d€M&) e na concentracao de sais reduzida
a metade (MS 1/2).

Foram testadas também as seguintes concentrac®%Rie,2; 0,8; 1,4 e 2 mgL
Todos os meios foram adicionados de 100 mgle mio-inositol, 40 g.t de sacarose e
6 g.L'* de &agar e tiveram o pH ajustado para 5,8 antexdit@io do agar. Os meios foram
distribuidos em frascos de 250 mL, nos quais fotalncados 30 mL de meio por frasco, e
autoclavados a temperatura de 2€ldurante 15 minutos. Em cada frasco foi colocamo u
explante e posteriormente os frascos foram lev@dos uma sala de crescimento sob um

fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°CGefdtados foram analisados apés um
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periodo de 35 dias. O delineamento experimentéitadp foi o inteiramente casualizado
arranjado em fatorial 2x4 (dois meios x quatro eotiacoes de BAP) com 7 repeticdes por
tratamento.

As variaveis analisadas foram namero de brotosengsde gemas e comprimento de
brotos. Os dados obtidos foram submetidos a anddiseariancia, empregando o programa
SAS 9.1.3 (SAS Institute Inc., 2007). O fator giaivo (meio de cultura) teve suas médias
comparadas atraveés do teste F e para o fator tatantti(concentracdo de BAP) foi ajustado
uma equacdao de regressdo. O nivel minimo de is@ndéia adotado em todos os testes foi de

5% de probabilidade de erro.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de variacdo para a varidvel nimero d®o$nedo se mostrou significativa
para nenhum dos fatores (Tabela 05). Isso ndosgrerado, ja que o BAP tem influéncia
direta na multiplicacdo de brotos (GRATTAPAGLIA eA@BHADO, 1998). Para a cv.
Packham’s Triumph a faixa de concentracdo de BARdea nao foi ampla o suficiente, sendo
necessario testar mais concentragoes.

A andlise de variagdo para numero de gemas mostrosignificativa para a
concentracdo de BAP. O valor do quadrado médiatty toncentracdo de BAP se mostrou
maior quando comparado ao fator meio de cultura &téracdo, demonstrando sua
significancia. N&o houve interagao entre BAP e nagaocultura, indicando ndo existir uma
dependéncia entre os efeitos destes fatores (T@bglaComo concentracdo de BAP é um
fator quantitativo, uma equacédo de regressao fisiajla para a variavel nimero de gemas. A
equacao apresentou um ajustamento quadratico, irfngo ponto de méxima na

concentracéo de 1,3 mg.de BAP (Figura 02).
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A concentracdo méaxima obtida no presente traballogsipilitou um bom
desenvolvimento dos brotos. Este resultado estéradeto esperado, jA que o BAP é
comumente utilizado na faixa de 0,5 a 5,0 rilg.Entretanto, os resultados divergiram do
trabalho de Dantas et al. (2002) onde foi observad baixo desenvolvimento dos brotos e
vitrificacdo nas cultivares Século XX, Red BareéeHousui apés a adicdo de 1,6 mbde
BAP no meio de cultura. O baixo desenvolvimento gasias também foi observado por
Wagner Junior et al., (2003), em explantes de asiraixquando foram utilizadas doses mais
altas que 0,15 mg:tde BAP. Contudo, Brum et al. (2002) utilizaram dode BAP entre 2,0
e 4,0 mg.[* e obtiveram melhores resultados na multiplicacafigieira.

Estas diferencas de concentracdes de BAP utilizadamultiplicacaoin vitro de
lenhosasndicam que as respostas a este fitorreguladoamadie acordo com cada espécie e
cultivar. Portanto, o fator genético € muito foipontante na determinacdo do numero de
gemas ou brotos por explante em relagdo a concéotrde BAP utilizada (LEONTIEV-
ORLOV et al., 2000).

Para a variavel comprimento de brotos, a analiseadacdo se mostrou significativa
apenas para tipo de meio de cultura. Através dorvdb quadrado médio foi possivel
estabelecer a significancia do fator meio de caljtque se mostrou maior quando comparado
ao fator concentracdo de BAP e a interagdo. Tami&arhouve interacdo entre BAP e meio
de cultura (Tabela 5). Como somente dois tipos dm e cultura foram testados, apenas
pelo teste de F foi possivel determinar o melhdorde cultura.

O meio MS apresentou 0 maior comprimento medibdraéos, com 18,17 mm, e o
meio MS %2 apresentou um comprimento médio de bro&od4,25 mm. Este resultado é
semelhante ao obtido por Couto et al. (2004), anaeaior comprimento médio de brotos
para explantes de pessegueiro foi atingido comio M& na concentracdo original de sais.

7

Porém €& importante testar formas reduzidas do ndeiocultura, pois a reducdo de
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macronutrientes pode ser utilizada como medida pamgbater a vitrificacdo dos explantes
(SILVEIRA et al., 2001; COUTO et al., 2004).

Para a varidvel comprimento de brotos a concermtrdedBAP ndo foi significativa
(Tabela 05), porém este resultado ndo era esp@dagioe para lenhosas como pessegueiro,
constatou-se que ocorre uma diminuicdo no comptiomeredio dos brotos com o aumento
da concentracdo de BAP (LEONTIEV-ORLOV et al., 2000a multiplicacaain vitro de
ameixeiras também foi observado que a adicdo de Bé&Rneio de cultura, apesar de
propiciar uma alta taxa de multiplicacdo, apresenta pequeno comprimento médio de
brotos (ROGALSKI et al., 1999 e ROGALSKI e LEONTIEORLOV, 1999). Dustan et al.
(1992) e Chaves et al. (2005) também afirmam qaeéigiio crescente de BAP ao meio nem
sempre proporciona alongamento de brotos.

O comprimento de alguns explantes utilizados néstealho pode ser visto na
Figura 03, que os mostra sob todos os tratameestedps. Fica visivel que o maior explante
obtido foi sob meio MS adicionado de 1,4 my.INenhum explante morreu ou apresentou

vitrificagcdo durante o trabalho.
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Tabela 05 - Analise de variacdo para as variau@iseno de brotos, nimero de gemas e comprimentoate b
em explantes de pereira cv. Packham’s Triumph.

Variavel F.V. G.L. Q.M.
BAP 3 0,87
Meio 1 0,44%S
BAP x Meio 3 0,49%
NUmero de Brotos
Erro 48 0,42
Total 55 -
CV % - 40,02
BAP 3 61,78*
Meio 1 1,78
BAP x Meio 3 17,40
NUmero de Gemas
Erro 48 17,48
Total 55 -
CV % - 38,12
BAP 3 30,14
Meio 1 216,07*
BAP x Meio 3 45,73
Comprimento de Broto
Erro 48 40,99
Total 55 -
CV % - 39,48

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidadeateo pelo teste F.
NS: ndo significativo ao nivel de 5% de probabiigae erro pelo teste F.
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Figura 02 - Concentracdo ideal de BAP para o dedemento de gemas em explantes de pereira cv.
Packham’s Triumph.
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Concentragio

Meio 02 mg L 0.8 mg.L! 14mgL! dmg Lt

M5

M52

=}
Figura 3 - Explantes de pereira cv. Packham’s Tpiursob os diferentes meios e concentracdes de BAP
testados. A barra equivale a cinco milimetros.

4.4 CONCLUSOES

Para a multiplicagaan vitro de pereira cv. Packham’s Triumph os resultados
indicaram que o meio de cultura mais adequado &aiMn a concentragcdo original de sais,

suplementado com 1,3 mg-ide BAP.
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5 CAPITULO llIl: EFEITO DE DOSES DE AUXINAS SINTETICAS NO
ENRAIZAMENTO in vitro DE PEREIRA CV. PACKHAM'S TRIUMPH.

51 INTRODUCAO

O estagio de enraizamento € caracterizado pelaafi@onde raizes adventicias nas
partes aéreas desenvolvidas anteriormente nadaseiltiplicacdo. Os fenémenos envolvidos
na formacdo de raizes s&o dificeis de isolar ecimizar, em decorréncia de sua
complexidade, sendo assim um entrave para o canbetd adequado desta etapa (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998). Segundo Hartmann et al. (1990pranacdo das raizes adventicias ocorre
em quatro estagios: desdiferenciacdo de célulascégas; formacdo de raizes iniciais a
partir de células proximas a tecidos vasculares, ppr desdiferenciagdo transformaram-se
em células meristematicas; subsequiente desenvoltonuas raizes iniciais em primérdios
radiculares; crescimento e emergéncia dos primerdidiculares, com formacgéo de vasos
condutores entre os primordios e o tecido vasddaxplante.

As plantas lenhosas encontram obstaculos durafdenecdo de raizes adventicias,
pois possuem mais camadas de floema e xilema s@ioinds raizes adventicias se formam
a partir de células vivas do parénquima, primeirgamelo floema secundario mais jovem.
Segundo Hartmann et al. (1990) a idade dos exglaambém influencia diretamente na
capacidade de enraizamento. Material juvenil tenomeapacidade de enraizamento, por
possuir um conteddo maior de auxina enddgena e aléatares de enraizamento
(MONCOUSIN, 1991b). O tempo de desenvolvimento @ézes iniciais de lenhosas varia,

entre as espécies, de 10 a 25 dias. (METIVIER.£2@07; VIEIRA et al 2007).
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Fatores como luminosidade, temperatura e turgidezxplante tem efeito sobre o
enraizamento, porém o meio de cultura e os fitofeetpres adicionados a ele sdo de
fundamental importancia para a formacdo de raizbsendicias (COUVILLON, 1988
MONCOUSIN, 1991a). Para lenhosas da familia da&cess as auxinas que mais estimulam
a rizogénese sdo o ANA e o AIB (RADMANN et al.,, 2000 AIB além de apresentar
resultados satisfatorios, tem sido muito utilizgotr ser fotoestavel, atoxico e de acao
localizada (MIRANDA et al.,, 2004). O AIA quando litado para aplicacdo exdgena
apresenta alta instabilidade quimica (ASSIS e THRE 1998).

O presente trabalho teve como objetivo testar iboefle doses das auxinas ANA e AIB

no enraizamentm vitro de explantes de pereira cv. Packham’s Triumph.

5.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em janeiro de 2009|aboratorio de biotecnologia da
Estacdo Experimental de Pesquisa Agropecudria grigra Lages — SC.

Foram utilizados como explantes partes aéreas wErgpev. Packham’s Triumph,
previamente multiplicadom vitro. Cada explante com tamanho aproximado de 25 mm. O
meio de cultura utilizado foi o MS com a concerdado nitrogénio reduzida 25% em todos
os tratamentos. Foram testadas duas auxinas, ANIB enas seguintes doses 0,1; 0,5; 1,0;
1,5; 2,0 e 3,0 mg.L Todos os meios foram adicionados de 100 fhglé mio-inositol, 30
g.L™* de sacarose e 6 g'lde agar e tiveram o pH ajustado para 5,8 antesligdo do agar.

Os meios foram distribuidos em frascos de 250 nalks, quais foram colocados 30 mL de
meio por frasco, e autoclavados a temperatura i€ 2urante 15 minutos. Em cada frasco

foi colocado um explante e posteriormente os fdowmam levados para uma sala de
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crescimento sob um fotoperiodo de 16 horas e teatyarde 25+2°C. Os resultados foram
analisados apGs um periodo de 35 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o intgiemte casualizado com 8
repeticdes por tratamento. As varidveis analispdas todos os explantes foram formacao de
raizes adventicias e formacdo de calo. As varidaeaisadas apenas para 0s explantes
enraizados foram comprimento de raiz, nimero de maassa fresca de raiz, massa seca de
raiz e comprimento da parte aérea.

Os dados obtidos foram analisados empregandogogma SAS 9.1.3 (SAS Institute
Inc., 2007), pelo procedimento PROC GENMOD. O niméhimo de significancia adotado

em todos os testes foi de 5% de probabilidaderde er

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na andlise de variacdo para formacao de raizetidias a interagdo Auxina e Dose
foi considerada significativa. Porém, quando testaefeito das auxinas aninhadas dentro de
cada dose, néo houve diferencas significativasgl&alp).

As duas auxinas testadas, AIB e ANA, promoverararamdcao de raizes adventicias.
As concentracdes da auxina AlB mantiveram uma mi#genraizamento constante, e, apesar
de n&do haver formacdo de raizes nos explantesidsazom ANA nas doses 0,5 mg.k
1,0 mg.L, nenhum dos tratamentos apresentaram diferengaiiitivas entre si. Ja era
esperado que o comportamento da auxina AIB fosestaate, assim como observado por
Viagané et al. (2007) onde concentracées de AlBiadle 0,5 mg.Endo aumentaram a taxa
de formacdo de raizes adventicias para explantespcies lenhosas. Porém, também era
esperado que o AIB proporcionasse melhores respestarelagdo ao ANA, como Vvisto no

enraizamenton vitro de lenhosas como amoreira, pessegueiro e madeiRANDA et al.,
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2004, RADMANN et al., 2002 e CENTELLAS et al., 199Mas isso ndo ocorreu. A auxina
AIB é mais utilizada em trabalhos de enraizamemtas seu efeito pode sofrer alteragdes,
pois durante a autoclavagem esta auxina apreseotengosicéo, enquanto a auxina ANA é
mais estavel (MACHAKOVA et al., 2008).

O fato de ndo haver diferencas significativas easreluas auxinas pode ser devido a
amplitude de doses testadas, ou seja, a faixalde R0 mg.L* de AIB e ANA testada néo foi
o suficiente para demonstrar diferencas no enraagmPorém, o ocorrido contraria 0 que €
comumente utilizado no enraizamentovitro, onde a faixa de auxinas fica entre 0,01 a
1,0 mg.L* (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). E importante redta que, assim como
Nnos outros estagios da propagag@witro, as concentracdes e tipos de auxina variam entre
espécies e cultivares. Algumas cultivares de nraciei amoreira enraizam somente na
presenca de baixas concentracdes, outras cultidestas mesmas espécies na presenca de
altas concentracdes e algumas cultivares enraiganasecessidade de adicdo de auxinas ao
meio (ZANOL et al., 1998 e RADMANN et al., 2003).

Portanto, cada sistema de cultuira vitro € Unico e os efeitos de diferentes
concentracdes de fitorreguladores devem ser testambvidualmente para cada espécie
(MACHAKOVA et al., 2008).

Em relacdo a formagéo de calo a analise de variagibrou-se significativa para o
fator dose. Através do valor do qui-quadrado faigbeel estabelecer a significancia do fator
dose, que se mostrou maior quando comparado aodakina e a interagdo. A interacao
entre auxina e dose nao foi significativa, indicamdio existir uma dependéncia entre 0s
efeitos destes fatores (Tabela 06). Nao foi pobsiustar uma regressao para o fator dose,
pois nenhum dos componentes polinomiais (lineaadatica e cubica) foi significativo.
Portanto, optou-se por mostrar uma tabela com sgecdvas média de cada tratamento

(Tabela 07). Foi observado que em todos os trat@wmemouve formacdo de calo. Os
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tratamentos com doses mais altas (1,5; 2,0 e 3,0 tgindependente da auxina, e o
tratamento AIB 0,1 mg.L, apresentaram maior formac&o de calo.

Os explantes tratados com a auxina ANA nas dosishaias (0,1; 0,5 e 1,0 mg-L
apresentaram a menor formacéo de calo, corroborasdtiados observados por Radmann et
al. (2002) no enraizamentn vitro de porta-enxerto de macieira. Maiores doses dasasix
testadas induziram uma maior formacgéo de calo. fastepode ser atribuido ao acumulo de
ANA e AIB que ocorre nas células dos explantes,epdd comprometer a qualidade do
sistema radicular, afetando a conexd@o vascular aita gom o0 explante, deste modo
prejudicando a posterior aclimatacao das brota&®SHINELLO et al., 1995).

Para a andlise de variagdo da varidvel comprimelgoraiz houve interacdo
significativa entre auxina e dose, portanto, nfpossivel estabelecer o efeito para cada fator
separadamente, pois existe uma dependéncia entréatoes (Tabela 08). Quando
decomposta a variagcdo nos componentes polinomiagarl e quadratico, apenas o
componente linear para a auxina AlB foi significat{Tabela 09). Foi ajustada uma equacao
de regressao, mostrando que a medida que a d@d8 @deaumentada, o comprimento médio
das raizes dos explantes diminui (Figura 04). Redo$ semelhantes foram observados por
Silveira et al. (2007), tanto para o AIB quantogparANA no enraizamento de macieira, e
por Pereira et al. (2000), em relacdo ao efeitoBdd® no enraizamento de lenhosas.
Indicando que a diminuicdo do tamanho médio deesatrorre com doses crescentes de
fitorreguladores, pois maiores concentracdes induaelivisédo celular, reduzindo o tamanho
das células (PEREIRA et al., 2000).

A analise de variacdo para numero de raiz tambéstrow interacdo significativa
entre auxina e dose (Tabela 10). Quando decompastAaacdo nos componentes polinomiais

linear e quadratico, mostrou-se significativo o pomente quadratico para a auxina AlB
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(Tabela 11). Sendo assim, ajustou-se uma equac@gEssao, onde 0 maior numero médio
de raizes aconteceu na dose 1,6 mglé AIB (Figura 05).

Radmann et al. (2002) encontraram o maior numemiorde raizes utilizando 0,01
mg.L* de AIB em macieira (6,9 mm), uma quantidade de AdBsideravelmente baixa em
relacdo ao presente trabalho. Porém, como ja citzta sistema de propagagéovitro é
anico. Centellas et al. (1999) ndo observaram elifigas significativas entre as auxinas AlB e
ANA em relagdo ao numero de raizes, porém, obsarvaue o AlIB proporciona melhor
gualidade de raizes, sendo o mais indicado paramdeabalhos de enraizamento.

As andlises de variacdo para massa fresca e mesaada raiz, bem como, para
comprimento de parte aérea ndo se mostraram siggnes para nenhum dos fatores, nem
para a interacdo (Tabela 12). Estas variaveis si@o eliretamente ligadas ao tipo e a dose de
auxinas. Segundo Bosa et al. (2003) este tipo dé@veh mostra respostas em relacdo a
quantidade de dias de cultivo do explante no meierdaizamento. Porém, diferentes dias de
cultivo do explante ndo foram testados no presealbalho.

A Figura 06 mostra as raizes adventicias que féoamadas nos explantes de pereira,
durante o estdgio de enraizameimovitro, sob a menor e a maior dose, de cada auxina

testada.
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Tabela 06 - Analise de variagdo para as variaeersdcao de raizes adventicias e formacgéo de calo do
explantes de pereira cv. Packham’s Triumph.

Variavel F.V. G.L. X2
Formacao de raizes Auxina 1 2,48
adventicias Dose 5 0,03*
Auxina*Dose 5 1,04*
Dose(Auxina) 11 16,92
Formacéo de calo Auxina 1 0,19
Dose 5 28,03*
Auxina*Dose 5 6,42

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.
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Tabela 07. Médias observadas (mo) e médias tranaftas (mt) porg= In (u/1-u)], para o efeito do AIB e
ANA na formacédo de calo em explantes de pereir®agkham’s Triumph.

Formacéo de Calo

Tratamento
mo mt

AIB 0,1 mg.L" 0,5 ab 0,00

AIB 0,5 mg.L* 0,25 Db -1,0986
AIB 1,0 mg.L* 0,375 b -0,5108
AIB 1,5 mg.L* 0,75 ab 1,0986
AIB 2,0 mg.L* 0,625 ab 0,5108
AIB 3,0 mg.L* 0,625 ab 0,5108
ANA 0,1mg.L" 0,125 ¢ -1,9459
ANA 0,5 mg.L* 0,125 ¢ -1,9459
ANA 1,0 mg.L* 0,125 ¢ -1,9459
ANA 1,5 mg.L* 0,875 a 1,9459
ANA 2,0 mg.L* 0,875 a 1,9459
ANA 3,0 mg.L* 0,75 ab 1,0986

Médias seguidas da mesma letra nao diferem enpedasiteste de qui-quadrado ao nivel de 5% de pilidiede
de erro.

Tabela 08 - Analise de variacdo para a variavelpzonento de raiz dos explantes enraizados de peceir
Packham’s Triumph.

F.V. G.L. X
Auxina 1 0,37
Dose 5 66,91*
Auxina*Dose 3 248,39*
Dose(auxina) 9 476,34*

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.
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Tabela 09 - Decomposicao da interacdo auxina*dosecomponentes polinomiais linear e quadraticoa par
variavel comprimento de raiz dos explantes enraizalt pereira cv. Packham'’s Triumph.

2

Auxina Componente X
AIB Linear 35.39*
AlB Quadratica 1.03
ANA Linear 3.47
ANA Quadratica 1.36

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.
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Figura 04 - Comportamento das doses da auxina AiBEamprimento de raiz em explantes enraizados de
pereira cv. Packham’s Triumph.
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Tabela 10 - Andlise de variacdo para a variavel erdnde raiz dos explantes enraizados de pereira cv.
Packham’s Triumph.

F.V. G.L. X
Auxina 1 2,35
Dose 5 8,49
Auxina*Dose 3 13,19*
Dose(auxina) 9 28,56*

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.

Tabela 11 - Decomposicao da interacdo auxina*dosecomponentes polinomiais linear e quadraticoa par
variavel nimero de raiz dos explantes enraizad@edsra cv. Packham’s Triumph.

2

Auxina Componente X
AIB Linear 1.25
AlB Quadratica 6.71*
ANA Linear 0.52
ANA Quadratica 0.77

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade d® @elo teste do qui-quadrado.
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Figura 05 - Comportamento das doses da auxina AlBumero de raiz em explantes enraizados de peneira

Packham’s Triumph
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Tabela 12. Analise de variacdo para as variavessanfiesca e massa seca de raiz e comprimentotdeapeea
dos explantes enraizados de pereira cv. Packhatioisifh.

Variavel F.V. G.L. X2
Massa Fresca Auxina 1 0,96"°
Dose 5 0,33%
Auxina*Dose 3 0,64%
Massa Seca Auxina 1 0.0TC
Dose 5 0,10%
Auxina*Dose 3 0,05%
Comprimento de Parte Aérea  Auxina 1 0,07
Dose 5 4,60%
Auxina*Dose 3 4,20%

NS: néo significativo ao nivel de 5% de probabhitid de erro pelo teste do qui-quadrado.

AIB 0,1mg.L.*  AIB3,0mg.L* ANAO,Img.Ll! ANA3,0mg.L!

Figura 06 - Explantes de pereira cv. Packham sripluenraizados com as auxinas AIB e ANA.
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5.4 CONCLUSOES

As auxinas ANA e AIB apresentaram o mesmo compatamna formacao de raizes
adventicias.

A menor formacao de calo ocorreu com ANA nas mendoses.

A auxina AIB afetou significativamente o nimerordé&es e aumento crescente desta
auxina causou uma diminuicdo no comprimento dassai

As variaveis massa fresca e seca de raiz, e compiinde parte aérea ndo foram

diretamente afetadas pelas doses de AIB e ANA.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Os experimentos realizados permitiram a obtenc&gduatocolos de estabelecimento
e de multiplicacaadn vitro de pereira, cv. Packham’s Triumph, consistindo asebpara
futuros estudos desta cultivar.

Durante o estabelecimento vitro da cv. Packham’s foi observado que explantes
oriundos de plantas-matrizes acomodadas em casegeéacdo, desinfestados com solucdes
de hipoclorito podem ser utilizados com sucessesiabelecimento livre de contaminacao.
No entanto, muitas vezes o numero de plantas-raatazomodadas em casa de vegetacao
nao € suficiente para atender a necessidade desregtibelecidas, tendo como alternativa, a
utilizacdo de explantes oriundos diretamente dopcarNesse caso, 0 uso de meristemas é a
opcao mais viavel.

Na multiplicacdo os experimentos permitiram est&t® a melhor concentracdo de
BAP para o desenvolvimento de gemas, porém, namifim estabelecer a melhor
concentracdo de BAP para o desenvolvimento de oo explantes, que € relevante para a
multiplicacdo. Outras concentracbes de BAP podemtestadas futuramente a fim de
diminuir o numero necessério de repicagens, o ggigziria a manifestacdo de contaminacdes
endogenas.

Para o estagio de enraizamento, apesar das aurneas apresentado formacdo de
raizes, outros trabalhos podem ser feitos pardeastzer a melhor concentracdo de auxina

para o enraizamento desta cultivar. Sugere-ser teista faixa mais ampla de concentracoes
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de auxinas, bem como outras auxinas disponiveisqudiura de tecidos e suas combinacdes,
0 que pode aumentar o poder sinérgico de cadaauxin

A maior dificuldade do presente trabalho foi o leaiimero de explantes produzidos
inicialmente. Contudo, com o protocolo de estalmlecto e de multiplicacaon vitro
estabelecidos aqui, se tornou possivel superadéitaldade. A obtencédo dos protocolos de
estabelecimento e de multiplicag@ovitro podera embasar novos experimentos, a fim de se
conseguir um protocolo completo de propagagéwitro para a pereira cv. Packham’s

Triumph.
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8 ANEXOS

Revisédo bibliogréfica publicada na Revista de G@nAgroveterinarias, Lages, v.7, n.2, p

160-168, 2008.



Enraizamento in vitro de frutiferas da familia Rosaceae

In vitro rooting of fruit trees of the Rosaceae family
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Recebido em 07/02/2008; aprovado em 12/11/2008.

RESUMO

A micropropagacdo vem sendo usada com a
finalidade de multiplicar plantas com caracteristicas
genéticas desejaveis e livres de patdgenos. Esta
tecnologia temum papel importante paraa fruticultura
brasileira, pois os produtores buscam maneiras de
produzir rapidamente frutas com alta qualidade. Nessa
revisdo objetivou-se aprofundar o conhecimento
sobre a etapa de enraizamento in vitro. O
enraizamento in vitro encontra grandes dificuldades,
especialmente para as espécies de plantas lenhosas.
A resposta ao enraizamento é dependente dos fatores
enddgenos e exdgenos. Os obstaculos encontrados
no enraizamento se devem principalmente a interacéo
destes fatores, que dificulta o isolamento e a
caracterizagdo das varidveis envolvidas na formacéo
radicular. Cada espécie, ou cultivar de uma mesma
espécie, apresenta resposta diferente ao enraizamento
invitro, devido as caracteristicas genéticas. Portanto,
ndo € possivel estabelecer um protocolo geral de
enraizamento in vitro para todas as espécies de
rosaceas.

PALAVRAS-CHAVE: enraizamento in vitro,
micropropagacdo, plantas lenhosas, Rosaceae.

SUMMARY
The micropropagation has been used in order to

multiply disease-free plants with desirable genetic traits.
This technology has an important role to the Brazilian

production of fruits, because the producers seek ways
to produce fruit quickly and with high quality. This
review has the objective to increase the knowledge
of the in vitro rooting stage. The in vitro rooting is
very difficult, especially for woody plants species. The
response to rooting depends on endogenous and
exogenous factors. The obstacles found inrooting are
mainly caused by the interaction of these factors that
makes difficult to isolate and characterize the variables
involved in root formation. Each species or even
cultivar of the same specie has different responses to
in vitro rooting, due to specific genetic traits.
Therefore, it is not possible to establish a general
protocol of in vitro rooting for all species of the
Rosaceae family.

KEY WORDS: In vitro rooting, micropropagation,
woody plants, Rosaceae.

INTRODUCAO

A familia das rosaceas abrange um grande
ndmero de espécies arbdreas, arbustivas e herbaceas.
As rosaceas podem ser plantas ornamentais ou
frutiferas, sendo em sua maioria hermafroditas. As
espécies frutiferas contribuem com parte significativa
de nossa alimentacdo. Macd, péssego, ameixa, péra
e morango séo alguns exemplos que demonstram a
importancia econémica dessa familia. O Brasil é 0
segundo maior produtor mundial de frutas, entretanto
possui uma pequena participagdo no mercado
internacional. A exportacdo de frutas tropicais esta
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aos poucos ganhando espago no mercado e nos
altimos anos a quantidade de frutas exportadas, como
aameixa, péra, péssego e morango vém aumentando.
(REETZ et al, 2007).

A fruticultura brasileira é reconhecida
mundialmente como uma das mais diversificadas. As
cadeias produtivas nacionais se dedicaram nos Ultimos
anos aarrojados investimentos na tecnificacdo de seus
pomares e estruturas industriais, buscando
principalmente qualidade (REETZ et al, 2007).
InstituicOes governamentais vém investindo em
pesquisas com a finalidade de melhorar os sistemas
de produgdo em uso. Aintrodugao de novas espeécies,
0 melhoramento genético e a producdo de mudas
sadias contribuem para o aumento da eficiéncia do
sistema produtivo. Amuda de qualidade potencializa
a resposta a tecnologia aplicada no pomar, auxiliando
na reducédo de custos e na produgéo de frutas com
alta qualidade e produtividade (OLIVEIRA et al.,
2004). O objetivo principal da fruticultura é dispor
de frutas com aparéncia uniforme, polpa de textura
sucosa, doce, bom sabor e aroma (NAKASU, 2003).
Para que esse objetivo seja alcangado necessita-se
primeiramente de infra-estrutura apropriada, mudas
sadias e conhecimento tecnolégico da cultura,
tornando a produgdo eficiente e economicamente
viavel (HOFFMANN et al. 2005).

Na producéo comercial de mudas frutiferas
utiliza-se mais comumente a propagagéo assexuada,
Ou seja, por estruturas vegetativas, pois se deseja
manter as caracteristicas agrondmicas da planta
matriz. H& uma grande variabilidade entre as espécies
produzidas sexuadamente, e na propagagéo vegetativa
tem-se espécies morfologicamente uniformes (ASSIS
e TEIXEIRA, 1998). Nos métodos de propagacao
vegetativa uma limitacdo encontrada é o baixo
potencial de enraizamento das mudas, que podem ndo
sobreviver apés o plantio (FACHINELLO e
BIANCHI, 2005).

A micropropagacao ou propagacéo invitro
tem sido muito estudada e utilizada porque permite o
controle de varidveis responsaveis pelo
desenvolvimento da planta. Esse método de
propagacgao vem sendo utilizado desde 1902, quando
iniciou a cultura de células em solugdes nutritivas
(TORRES et al., 1998). Porem, o método foi
introduzido com sucesso somente nos anos 30, e vem

progredindo até hoje (BHATIAet al., 2004).

DESENVOLVIMENTO
Micropropagacéo

A micropropagacéo consiste na regeneracao
e multiplicacdo de mudas a partir de uma célula ou de
segmentos sadios de tecidos da planta (ERIG e
SCHUCH, 2005a). O método permite a producéao
massal de mudas, independente da época do ano e
com 6timas condi¢des sanitarias (SCHUCH e ERIG,
2005). Para espécies frutiferas a micropropagacao
tem sido utilizada com sucesso técnico e econdémico,
pela sua rapidez e eficiéncia de producdo. O pleno
potencial de producgéo depende da interagcdo dos
fatores da planta e dos fatores ambientais (ERIG e
SCHUCH, 2005b).

Para o estabelecimento de uma cultura in
vitro é necessaria uma planta-matriz sadia para a
obtencéo de explantes. Os explantes podem ser
gemas axilares ou apicais, meristemas e tecidos
diferenciados (FACHINELLO e BIANCHI, 2005).
Os explantes s&o introduzidos in vitro em meios de
cultura, sob condi¢des adequadas de temperatura e
iluminagdo, para que ocorra o seu desenvolvimento e
aemissao de brotagéo. Para atender a demanda dos
produtores, uma grande quantidade de mudas é
necessaria, caracterizando a etapa de multiplicacéo
invitro. As brota¢Oes sdo cultivadas a fim de propagar
0 material obtido anteriormente. Somente quando
atingido o nimero desejado de mudas elas seréo
enraizadas, completando seu desenvolvimento e
estando prontas para as condigdes ex vitro.

O enraizamento é uma etapa caracterizada por
dificuldades, apresentando limitagdes para algumas
espécies. Porém para outras espécies, e até mesmo
para cultivares de uma mesma espécie tem oferecido
bons resultados (ASSIS e TEIXEIRA, 1998).

Formacao de raizes adventicias

Durante a etapa de enraizamento ocorre a
formacdo de raizes adventicias nas partes areas
formadas anteriormente na fase de multiplicagéo. A
rizogénese ocorre de umaa trés semanas em um meio
préprio para enraizamento (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998). Os fendbmenos envolvidos no
enraizamento sdo dificeis de isolar e caracterizar, em
decorréncia de sua complexidade, sendo assim um
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entrave para o conhecimento adequado desta etapa
(ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Aformacao das raizes
adventicias ocorrem, de acordo com Hartmann et al.
(1990), em quatro estagios: desdiferenciacdo de
células especificas; formacéo de raizes iniciais a partir
de células préximas a tecidos vasculares, que por
desdiferenciacdo transformaram-se em células
meristematicas; subsequiente desenvolvimento das
raizes iniciais em primordios radiculares; crescimento
e emergéncia dos primdrdios radiculares, com
formag&o de vasos condutores entre 0s primérdios e
o tecido vascular do explante.

Plantas herbaceas

O enraizamento de partes aéreas de plantas
herbaceas é considerado mais facil em relacéo as
lenhosas, sendo uma etapa que ndo constitui grandes
problemas (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). As raizes
adventicias em plantas herbaceas emergem de células
parenquimaticas do floema, das células da epiderme
ou das células do periciclo, dependendo da espécie
(HARTMANN et al., 1990).

Plantas lenhosas

No enraizamento de plantas lenhosas muitas
generalizacGes ndo podem ser feitas. As plantas
lenhosas tém menor adaptabilidade a cultura de tecidos
in vitro e poucas espécies sao micropropagadas com
sucesso (ROUT et al., 1999). O enraizamento
encontra obstaculos nos fenémenos envolvidos com
a formacg8o de raizes adventicias, em virtude dos
fatores relacionados a este processo possuirem
interacéo entre si (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). As
plantas lenhosas possuem mais camadas de floema e
xilema secundario e as raizes adventicias se formama
partir de células vivas do parénquima, primeiramente
do floema secundario mais jovem. O tempo de
desenvolvimento das raizes iniciais de lenhosas varia
amplamente entre as espécies. Para Continus
coggygria as raizes adventicias se desenvolvemem
dez dias (METIVIER et al., 2007). De acordo com
Vieira et al (2007), as raizes de Mallus pumilla levam
cerca de 20 dias para se desenvolverem
completamente.

Enraizamento in vitro
O sucesso do enraizamento dos explantes é

pré-requisito para qualquer protocolo de
micropropagacao, pois € importante para facilitar o
estabelecimento da muda no solo (PATI et al., 2006).

A resposta ao enraizamento depende de
muitos fatores enddgenos e exdgenos que vém sendo
estudados ao longo dos anos, principalmente para
promover a formacéo de raizes em espécies com dificil
enraizamento. Esses fatores quando empregados
separadamente ou combinados mostraram efeitos
significativos no enraizamento, porém, para algumas
espécies ndo tiveram efeito algum (COUVILLON,
1988).

Fatores Exdgenos
a) Rela¢des hidricas

O estado de turgidez da planta-matriz tem
grande influéncia no enraizamento. Quando a planta-
matriz apresenta déficit hidrico ocorre uma reducéo
do enraizamento, pois a falta de agua compromete 0s
niveis endogenos de hormdnios, podendo afetar sua
sintese e transporte (ASSIS e TEIXEIRA, 1998).
Recomenda-se que os explantes sejam retirados logo
de manhd, quando a planta apresenta células targidas.
Explantes de cacau e ervilha quando retirados de
plantas-matrizes em condicOes de estresse hidrico
apresentaram pouco enraizamento (HARTMANN et
al., 1990).

b) Luminosidade

A luminosidade interfere nas fases de indugao
e iniciagdo do enraizamento. Durante estas fases faz-
se necessario que as partes aéreas sejam mantidas
em condigGes de pouca ou nenhuma luminosidade,
pois a presenca de luz diminui os niveis endogenos de
auxina, inibindo o processo de formagé&o de raizes
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998). A
luminosidade pode inativar fatores que promovem o
enraizamento e aumentar a atividade de peroxidase
(HARTMANN et al., 1990). Apds o periodo de
indugdo e iniciacdo a luz é importante para o
crescimento das partes aéreas e das raizes (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998). Assim, durante o enraizamento
in vitro controla-se a duracdo da exposicdo das
plantas a luz, ou seja, o fotoperiodo. O fotoperiodo
influencia no enraizamento, aumentando a qualidade
da raiz, bem como a percentagem de enraizamento
(COUVILLON, 1988). Ele pode variar de zero hora
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de luz (escuro) até 24 horas (iluminag&o continua),
dependendo da espécie, porém a maioria das plantas
necessita entre 8 e 18 horas (ASSIS e TEIXEIRA,
1998).

Para Rosa damascena e Rosa bourboniana
a iniciagdo do enraizamento na presenca de luz
decresceu 20% comparado a iniciacdo do
enraizamento no escuro (PATI et al., 2006). Para
Pyrus communis foram observados diferentes efeitos
no alongamento radicular em funcdo do tempo de
cultivo no escuro e da duracdo do fotoperiodo
(BERTAZZA et al., 1995). Vater e Arena (2005)
observaram em Rubus sp que a duragéo da fase
escura teve efeito significativo sobre o enraizamento.
Porém, em Mallus sp foramtestadas duas condi¢des
de incubacdo para o porta-enxerto M-9 e a presenca
de luz na iniciacdo radicular n&o afetou o enraizamento
(RADMANN etal., 2002).

Uma prética paraevitar a intensidade luminosa
exclusivamente regido de formacéo de raizes é o uso
do carvdo ativado no meio de cultura
(GRATTAPAGLIAe MACHADO, 1998). Porém,
0 uso de concentragdes muito altas desse carvao pode
levar a inibig&o do processo de formacéo radicular
devido a adsor¢&o de substancias do meio de cultura
(ASSISe TEIXEIRA, 1998). Além disso, emalguns
casos a utilizacéo de carvao ativado ndo traz nenhum
beneficio ao enraizamento de explantes, como
observado por Erig et al. (2004) em cultivares de
Pyrus sp.

c) Temperatura

Altas temperaturas contribuem para o
aumento do metabolismo, favorecendo o
desenvolvimento do primdrdio radicular
(MONCOUSIN, 1991a). Atemperatura ideal para
propagacdo de espécies de clima temperado varia
entre 23°C e 25°C (LANE et al., 1998; CALVETE
et al., 2002; OLIVEIRA et al, 2004). Espécies de
Prunnus domestica, Mallus sp e Pyrus sp
enraizaram sob temperatura de 25°C (ERIG et al.,
2004; ROCHA et al., 2007; SOUZA et al., 2007).
Para cultivares de Rosa hibrida observou-se uma boa
resposta de propagacao dos explantes a 21°C (PATI
et al., 2006). Temperaturas acima de 30°C néo séo
favoraveis para as plantas e provocama evaporagdo
de agua do meio, o deixando mais concentrado

podendo causar toxidez (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

d) Meio de cultura

Os meios de cultura fornecem as plantas
substancias para seu crescimento e desenvolvimento.
Segundo Hartmann et al. (1990) o meio de
enraizamento tem quatro finalidades: Manter o
explante no lugar durante o periodo de formagao da
raiz; prover umidade para o explante; permitir trocas
gasosas na base do explante e criar um ambiente
escuro ou opaco, reduzindo a penetragao de luz na
base do explante. Um bom meio de enraizamento
fornece porosidade suficiente para trocas gasosas,
possui uma 6tima capacidade de retencdo de &gua e
é livre de patogenos.

Durante a rizogénese 0 meio de enraizamento
usado € diluido cerca de 50 a 75% em relagdo ao
meio de multiplicagdo. O meio de enraizamento é
suplementado com compostos organicos e minerais
para suprir as necessidades energética, metabdlica e
estrutural das células da planta. Os componentes do
meio sdo 4gua, macro e micronutrientes, carboidratos,
vitaminas, inositol, regulador de crescimento e agar -
para meio geleificado (CALDAS et al., 1998). O
meio geleificado é usado com a finalidade de diminuir
ou evitar a vitrificagdo dos explantes
(GRATTAPAGLIAe MACHADO, 1998). Rout et
al. (1999) obtiveram para cultivares de Rosa hibrida
uma melhor taxa de enraizamento em meio geleificado
comparado ao meio liquido.

e) Nutrientes

Existem muitas formulagcdes de meios de
culturaemrelagéo aos nutrientes. O meio de cultura
MS foi desenvolvido em 1962 por Murashige e
Skoog, sendo o mais difundido e utilizado na
micropropagacdo. O meio MS é composto por
nitrogénio, calcio, magnésio, potassio, fésforo,
enxofre, cobalto, cloro, ferro, boro, manganés, sédio,
zinco, cobre e molibdénio (MURASHIGE e
SKOOG, 1962).

Erig et al. (2004) observaram a ocorréncia
de enraizamento em marmeleiro cv. MC e Adams com
apenas 75% da concentragao original de nutrientes
do meio MS. Magalhédes Junior e Peters (1991)
também obtiveram enraizamento com 75% da
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concentragéo original do meio MS. Justificando a
importancia da diluicdo do meio de enraizamento e
representando também uma reducgéo de custos do
processo.

O nitrogénio € fornecido para o explante na
forma de aménio e nitrato, porém quando fornecido
somente na forma de amdnio pode causar toxidez
(CALDAS et al., 1998). Woodward et al. (2006)
observaram que o nitrato, como fonte principal de
nitrogénio, produz maiores raizes em relagdo ao
amonio. Explantes que apresentam deficiéncia em
nitrogénio possuem um melhor enraizamento, no
entanto deficiéncias severas sdo prejudiciais, pois
afetam na sintese de amino&cidos e &cidos nucléicos
(ASSISe TEIXEIRA, 1998).

O boro € fornecido na forma de acido bérico
e possui efeito positivo no enraizamento de explantes,
principalmente no crescimento de raizes, estando
associado ao transporte de carboidratos, metabolismo
de auxinas e fendis (MONCOUSIN, 1991a).

O zinco é fornecido na forma de sulfato de
zinco e favorece o aumento de AlAenddgeno (ASSIS
e TEIXEIRA, 1998). Para a obtengdo de explantes
com niveis nutricionais excelentes para enraizamento,
devem-se escolher na planta-matriz ramos laterais,
onde o crescimento rapidamente diminuiu e hd um
acumulo de carboidratos (HARTMANN et al., 1990).

f) Carboidratos

A fotossintese realizada pelos explantes durante
a etapa de enraizamento é muito baixa. Devido ao
requerimento de energia destinado para a formagéo
de raizes € necessario fornecer carboidratos aos
explantes (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). Os
carboidratos fornecem energia e contribuem no
equilibrio do potencial osmético do meio de cultura
(PATI et al., 2006). O carboidrato universalmente
usado na micropropagacdo de células, tecidos ou
orgdos é a sacarose (BHATIA et al., 2004).

As concentracGes utilizadas de sacarose
variam de acordo com a espécie. Calvete et al. (2002)
observaram que em morango a biomassa do sistema
radicular teve um aumento crescente até a
concentragdo de 45g L™ de sacarose, concentragoes
acima desta provocaram uma diminui¢&o na biomassa
e a auséncia do carboidrato ndo formou raiz. A
concentracdo de sacarose recomendada para a

propagagao in vitro de rosaceas como péra, péssego
e maga é 30g L* (DANTAS et al., 2002;
RADMANN etal., 2002 e OLIVEIRA et al., 2004).
No entanto, alguns estudos ressaltam a importancia
da diminuic&o de concentracdo de sacarose durante
a etapa de enraizamento, a fim de promover a nutricio
autotrofica a planta (LEITE et al. 2000;
GRATTAPAGLIAe MACHADO, 1998).

Fatores enddgenos
a) Caracteristicas do explante

Teoricamente qualquer tecido vegetal pode
expressar totipoténcia, porém na micropropagacao
0 ideal € a utilizacdo de explantes jovens, retirados
de uma planta matriz com crescimento ativo. Aescolha
do explante pode determinar o sucesso da
micropropagacdo (ERIG e FORTES, 2002). Os
explantes preferencialmente utilizados para a
micropropagacdo sdo gemas e meristemas, pois
possuem uma maior proporcgdo de tecido
meristematico (GRATTAPAGLIAe MACHADO,
1998). A etapa de enraizamento de uma planta é
controlada e determinada geneticamente, variando
entre espécies e cultivares, o que dificulta estabelecer
protocolos gerais de enraizamento (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998). A idade da planta doadora de
explantes influencia diretamente na capacidade de
enraizamento, principalmente em espécies lenhosas.
Material juvenil possui maior capacidade de
enraizamento, porgue possui um contetido maior de
auxina e de co-fatores de enraizamento
(MONCOUSIN, 1991b). Materiais considerados
adultos podem sofrer um processo de
rejuvenescimento com a finalidade de promover o
enraizamento (ASSIS e TEIXEIRA, 1998). O
tamanho dos explantes também é determinante. N&o
ha formacao de raizes em explantes muito pequenos,
eles devem ser homogéneos e de qualidade, definindo
assim o sucesso do enraizamento (DANTAS et al.,
2002).

b) Efeito de gemas

E essencial que os explantes apresentem pelo
menos uma gema para que ocorra a formagéo de
raizes, pois a gema sintetiza substancias que estimulam
0 enraizamento (HARTMANN et al., 1990).
Segundo Couvillon (1988) as gemas podem ter um
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pequeno ou grande efeito sobre o enraizamento,
dependendo da espécie. No entanto, qualquer lesdo
feita na gema cessa o efeito que promove o
enraizamento.

De acordo com Grattapaglia e Machado
(1998) as gemas apicais, em sua maioria, apresentam
maior capacidade de crescimento em relacdo as
gemas axilares, especialmente em espécies herbaceas.
Portanto, a posicdo em que a gema se encontra no
ramo da planta-matriz € um fator importante para o
enraizamento (NICOLOSO et al., 2001).

c) Efeito de folhas

A presenca de folhas no explante estimula a
iniciagdo radicular. Porém, esse estimulo ndo pode
ser atribuido a fotossintese, ja que o0 processo
fotossintético € muito baixo durante o enraizamento,
acreditando-se que as folhas produzem alguma
substancia que promove 0 enraizamento
(COUVILLON, 1988). De acordo com Hartmann
et al. (1990) explantes de cultivares de abacate com
dificuldade para enraizar perdiam suas folhas, enquanto
cultivares com facil enraizamento mantinham suas
folhas por até nove meses. Esse autor ressalta que
além das folhas translocarem carboidratos,
contribuindo para a formacéo de raizes, elas também
sdo produtoras de substancias denominadas
rizocalinas, que potencializam auxinas, promovendo
0 enraizamento. Em 1946, Overbeek et al., ja haviam
observado que a combinagéo entre auxina e folhas
era necessaria para o enraizamento de hibisco branco.
A presenca de auxina e a auséncia de folhas, bem
como a presenca de folhas e auséncia de auxina
apresentaram pouca formag&o de raizes. Entretanto,
quando auxinas e folhas foram combinadas,
promoveramumaumento significativo de enraizamento
em hibisco branco.

Papel dos reguladores de crescimento no
enraizamento

Os hormdnios vegetais sdo produzidos pela
planta, atuando no crescimento e no desenvolvimento.
Eles atuam emum local diferente daquele onde foram
sintetizados. Ja os reguladores de crescimento sdo
substéncias sintéticas que produzem efeitos
semelhantes aos efeitos dos hormonios. Os
reguladores usados na micropropagagédo séo as

giberelinas, as citocininas e as auxinas.

As giberelinas atuam no alongamento de
caules. Em niveis altos as giberelinas inibem a
formacdo de raizes adventicias, principalmente por
interferirem na divisdo celular (ASSIS e TEIXEIRA,
1998) e pela interferéncia deste regulador na sintese
de proteinas (HARTMANN et al., 1990). De acordo
com Grattapaglia e Machado (1998) a adicdo de
giberelina ao meio é desnecessaria e pode ser
prejudicial. Contudo, Carvalho et al. (1999)
observaram que a presenga de giberelina no meio de
cultura pode estimular a iniciagdo de zonas
meristematicas radiculares.

A adicédo de citocininas ao meio pode
provocar inibigdo do enraizamento. Foi constatado
que explantes de espécies com dificuldade para
enraizar possuem um alto nivel de citocinina enddgena,
enquanto espécies com facilidade para enraizar
possuem baixo niveis (HARTMANN et al. 1990).
Entretanto, algumas espécies respondem
positivamente a citocinina exdgena, quando em baixas
concentracdes, ja que as citocininas estdo envolvidas
na divisdo e diferenciacéo celular (ASSIS e
TEIXEIRA, 1998).

As auxinas sdo os reguladores que mais
influenciam o enraizamento. Os mais usados na
micropropagacédo sao o AlA (acido indolacético), o
ANA (acido naftalenoacético) e o AIB (acido
indolbutirico). Picloram, 2,4-D (2,4 acido
diclorofenoxiacético) e ANOA (acido beta-
naftoxiacético) também podem ser usados para
micropropagacao, porém estimulam a formacéo de
calo, ndo sendo utilizados em trabalhos de
enraizamento (GRATTAPAGLIA e MACHADO,
1998). Metivier et al. (2007) utilizaram 2,4-D no
enraizamento de lenhosas, porémnéo houve formagéo
de raizes.

Miranda et al. (2004) obtiveram um aumento
no percentual de enraizamento e comprimento médio
de raizes de porta-enxertos de pessegueiro utilizando
AIB. Ja Tofanelli et al. (2002) observaram um baixo
potencial de enraizamento para cultivares de
pessegueiro utilizando AIB, e mostraram que néo
somente aauxina tem influéncia sobre o enraizamento.
Para cultivares de oliveira, Radmann et al. (2002)
observaram melhor enraizamento com AlB. Assim
como Centellas et al. (1999) que ao estudarem o
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efeito das auxinas ANA, AlAe AlB no enraizamento
in vitro de macieira observaram que o AIB
proporcionou 0 melhor enraizamento. Emborao ANA
tenha apresentado respostas semelhantes ao AlB
neste trabalho, provocou a formagdo de calo. O AIA
se degradou facilmente com a luz, tendo melhor
resposta em altas concentragdes. Pati et al. (2006)
ressaltam que a resposta a diferentes auxinas no
enraizamento dependem da cultivar ou da espécie.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998)
compostos fendlicos, como o floroglucinol, podem
atuar como co-fatores de enraizamento para fruteiras
de clima temperado. Porém Rufato et al. (2001)
observaram que o floroglucinol ndo promoveu o
enraizamento para estacas de marmeleiro das cv.
Pineapple, Meliform, Alongado, Radaelli, Portugal,
Intae MC.

CONCLUSOES

A revisdo relacionou a influéncia de varios
fatores na micropropagacdo de rosaceas,
demonstrando que a etapa de enraizamento é
dependente da interacdo dos fatores enddgenos e
exogenos. Ajuvenilidade do explante, a presenca de
gemas e de folhas € essencial para todas as espécies.
Porém, em relacdo aos fatores exdgenos, a
caracteristica genética da planta é determinante. O
fotoperiodo, a temperatura, a concentracdo de
nutrientes e de carboidratos, os tipos e concentracoes
de reguladores de crescimento variam de acordo com
cada espécie. Ainconstancia desses fatores inviabiliza
0 estabelecimento de um protocolo geral de
enraizamento in vitro para todas as espécies da familia
das rosaceas. Uma area que deve ser melhor estudada
é ainteracdo destes fatores enddgenos e exdgenos.
Na literatura cada espécie ou cultivar é estudada
isoladamente e os fatores séo analisados sem o
objetivo de verificar a interacdo. Aanalise da interacdo
dos fatores responsaveis pelo enraizamento in vitro
podera apresentar maior acuracidade na determinagéo
do tratamento que melhor responde a formacéo
radicular.
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