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RESUMO

REZENDE, Maria Elvira de. Multiplicagdo in vitro de Kiwi [Actinidia deliciosa (A.
Chevalier) Liang e Ferguson var. deliciosa] cvs. 'Hayward' e 'Matua': Influéncia
de concentragdes do meio MS e sacarose e de niveis de agar e pH. Lavras:
UFLA, 1986. 71p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia)*

Este trabalho objetivou estudar a influéncia de concentracdes do meio MS e de
sacarose, assim como avaliar o efeito dos niveis de agar e pH na multiplicagao in vitro
das cultivares 'Hayward' e 'Matua'. Para tanto, utilizou-se duas estruturas diferentes de
ensaio, as quais foram aplicadas as duas cultivares de kiwi estudadas, totalizando 4
ensaios. Primeiramente, foram testadas diversas combinagdes entre concentracbes do
meio MS (0, 50, 100, 150 e 200%) e de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g/l), em esquema
fatorial 5 x 5, dispostos em um delineamento inteiramente ao acaso com 4 repeti¢des.
De acordo com modelos de superficie de resposta utilizados, pbéde-se estimar as
concentragbes otimas desses fatores. O numero maximo de brotacbes da cultivar
‘Hayward' poderia ser obtido combinando-se 117,31% de meio MS com 36,10 g/l de
Sacarose; enquanto que, para a cultivar 'Matua', o maior nimero seria observado em
meio contendo 98,46% de MS, sendo este suplementado com 13,90 ¢/l de sacarose.
Quanto ao comprimento de brotacdes, a cultivar 'Hayward' apresentaria seu melhor
resultado em meio contendo 200% de MS e 36,30 g/l de sacarose; ja a cultivar ‘Matua',
quando 163,51% de MS fossem combinados com 35,20 g/l de sacarose. Em relagdo ao
PMSPA de brotacbes, este seria considerado 6timo para a cultivar 'Hayward', na
combinacéo de 134,86% de MS com 48,70 g/l de sacarose; no entanto, para a cultivar

* Orientador: Moacir Pasqual. Membros da banca: Alexandre Hoffmann e Eduardo Bearzoti
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'Matua', se combinasse 134,63% de MS com 51,60 g/l de sacarose. Nos ensaios
subsequentes, os meios com niveis de pH ajustados em 3,7; 4,7; 5,7; 6,7 e 7,7 foram
combinados com 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0% de &gar, resultando num fatorial 5 x 6,
dispostos em delineamento inteiramente ao acaso com 4 repeticdes. De maneira
semelhante, foram ajustados modelos de superficie, com os quais foi possivel também
estimar as melhores combinagGes. A cultivar 'Hayward' poderia obter maior niimero de
brotagbes na combinagéo do pH 5,85 com 0,82% de agar; todavia, a cultivar 'Matua', se
0 pH 3,70 fosse combinado com 0,62% de dgar. As maiores brotagdes da cultivar
'Hayward' poderiam ser produzidas em meio solidificado com 0,45% de agar e com pH
ajustado para 4,70; ja a cultivar 'Matua', na associagdo entre o pH 4,28 com 0,48% de
agar. Em relagéo ao PMSPA de brotacdes, a cultivar 'Hayward' poderia mostrar melhor
resposta na combinagéo do pH 7,70 com o &gar a 0,39%; enquanto que, para a cultivar

'Matua', o méximo poderia ser obtido se o pH 3,70 fosse combinado com 0,53% de
agar.



ABSTRACT

IN VITRO MULTIPLICATION OF KIWI [Actinidia deliciosa (A. Chevalier) Liang and
Ferguson var.deliciosa] cvs. 'HAYWARD' AND 'MATUA': Influence of MS medium
and sucrose concentrations and of agar and pH levels

This work aimed to study the influence of MS medium and sucrose
concentrations, as well as to evaluate the effect of agar and pH levels on in vitro
multiplication of 'Hayward' and 'Matua' cultivars. Two trials were set up to each of the
two cultivars of kiwi, amounting to four experiments. The former consisted of several
combinations of concentrations of the MS medium (0, 50, 100, 150 and 200%) and
sucrose (0, 15, 30, 45 and 60 g/l), in a 5 x 5 factorial scheme, using a completely
randomized design with 4 replications. According to response surface models utilized, it
has been possible to estimate the optimum concentrations of these factors. The
maximum number of shoots of 'Hayward' cultivar could be obtained by combining
117,31% of MS medium with 36,10 g/l of sucrose: while to 'Matua' cultivar, the highest
number of shoots would be found in a medium containing 98,46% of MS supplemented
with 13,90 g/l of sucrose. As for shoot length, 'Hayward' cultivar would show best results
in a medium containing 200% of MS and 36,30 g/l of sucrose; however, 'Matua' cultivar
in a medium with 163,51% of MS, combined with 35,20 g/l of sucrose. Concerning dry
weight of shoots, the optimum would be attained for 'Hayward' cultivar, in the
combination of 134,96% de MS with 48,70 g/l of sucrose; however, to 'Matua' cultivar, if
one combined 134,63% of MS with 51,60 g/l of sucrose. In the other two trials, media
with pH levels 3,7; 4,7; 5,7; 6,7 and 7,7 were combined with 0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 and
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1,0% of agar, resulting in a 5 x 6 factorial, using a completely random design with 4
replications. Response surface models were then adjusted, enabling the estimation of
the best combinations of the factors. 'Hayward' cultivar could obtain highest number of
shoots in the combination of pH 5,85 with 0,82% of agar; however, 'Matua' cultivar
would do so with a pH level of 3,70 combined with 0,62% of agar. The largest shoots of
‘Hayward' cultivar could be produced in a medium solidified with 0,45% of agar and with
a pH level of 4,70; but those of 'Matua' cultivar, in an association of pH 4,28 and 0,48%
of agar. For the trait dry weight of shoots, 'Hayward' cultivar could show best response
in the combination of pH 7,70 with agar at 0,39%; whereas to 'Matua' cultivar the
maximum dry weight would be obtained if pH 3,70 were combined with 0,53% of agar.



1 INTRODUGAO

O kiwi [Actinidia deliciosa (A. Chevalier) Liang e Ferguson var. deliciosal],
sob o ponto de vista fruticola, tem demonstrado popularidade e revelado alta
rentabilidade. A planta € ainda dotada de excelente qualidade ornamental. dadas as
suas caracteristicas de trepadeira, com flores exuberantes e também por apresentar
fruto bastante exdtico.

Com a introducéo na Nova Zeléndia, e apés a selecdo e melhoramento da
especie, descobriu-se que o fruto possuia expressivo potencial para exploracdo
comercial, além de grande aceitacdo nos mercados consumidores. A apreciacao pelo
fruto deve-se a excelente qualidade organoléptica e ao elevado valor nutricional, visto
que contém altos teores em vitamina C e baixa quantidade de calorias.

A cultura de kiwi no Brasil tem interessado fruticultores de diferentes
polos agricolas, sendo considerada uma alternativa bastante promissora para a
fruticultura nacional, especialmente em regices de clima temperado.

O interesse crescente pelo cultivo de kiwi é devido aos bons precos
alcancados pelo fruto no mercado nacional, ao baixo custo de produgdo e por
apresentar poucos problemas fitossanitarios, justificando o aumento do numero de
produtores, bem como o da érea plantada.

Com a expanséo da cultura pelos Estados do Sul e Sudeste, um dos
principais problemas enfrentados pelos produtores é a obtencdo de mudas de
autenticidade varietal comprovada.
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Os métodos de propagacéo mais recomendados consistem basicamente
em estaquia e enxertia. A nivel comercial, a estaquia de caule tem demonstrado ser o
método mais adequado do ponto de vista técnico. Entretanto, em virtude do
requerimento de grandes lotes de plantas uniformes e de dificuldades de enraizamento,
além de limitagbes sazonais, outras técnicas de cultivo vém sendo pesquisadas.

A aplicagéo da técnica de micropropagacéo tem sido bastante eficiente,
possibilitando a obtengZio de elevado nimero de mudas sadias e homogéneas, em
pequena area e em espaco de tempo relativamente curto. Todavia, torna-se necessario
o estabelecimento de protocolos bem mais detalhados para o cultivo in vitro de
diversas cultivares existentes, principalmente com relagdo aos fatores que interferem
sobre a taxa de multiplicagéo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia de
concentragées do meio de cultura "MS" e sacarose, bem como avaliar o efeito de niveis
de agar e pH, na multiplicag&o in vitro das cultivares ‘Hayward' e 'Matua'.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos fitotécnicos

Originario da China, o kiwi ou quivi, encontra-se amplamente difundido em
diversos paises, especialmente na Nova Zelandia, onde representa o principal produto
hortifruticola de exportagéo (Cacioppo, 1989 e Vendramini, 1989).

Tipico de clima temperado, requer determinado nimero de horas de frio,
dependendo da cultivar, para quebra de dorméncia. Quando essas condicdes nao sdo
satisfeitas, estimulos adicionais através de aplicagdo de produtos quimicos, visam
compensar a falta de baixas temperaturas, garantindo a uniformizagdo e aumento da
brotacéo e, consequentemente, resulta em aumentos significativos na produtividade
(Santos, 1990 e Schuck, 1994).

Os solos ideais para cultivo devem ser ricos em matéria organica,
profundos, bem drenados e apresentar textura franca e pH em torno de 6,5 (Saquet e
Brackmann, 1995).

No Brasil, a cultura foi introduzida na década de 70 pelo Instituto
Agronémico de Campinas ( Junqueira, 1988). Atualmente, encontra-se expandida pelos
Estados do Sul e Sudeste, sendo o seu cultivo desenvolvido em S&o Paulo (Ibitna,
Mogi das Cruzes e Campos do Jorddo), Parana (Castro), Santa Catarina (Campo Belo
do Sul e Fraiburgo) e Rio Grande do Sul (lvoti e Farroupilha), conforme Saquet e
Brackmann (1995). Todavia, é no Rio Grande do Sul, particularmente na regido
serrana, que se concentra a maior safra nacional (Faertes, 1990).
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Em S&o Paulo, os fruticulores tém utilizado o espagamento 4 x 4, que
resulta na densidade de 625 plantas/ha e produtividade de 300 a 400 frutos por planta
adulta (Vendramini, 1989).

A produtividade média considerada boa é superior a 20 toneladas/ha,
tendo potencial para alcangar 85 toneladas/ha, desde que os tratos culturais sejam
corretos e as cultivares adequadas a cada regi&o (Faertes, 1990).

As cultivares mais produtivas e plantadas s3o: 'Abbott’, ‘Allison’, 'Bruno’,
'Elmwood', 'Gracie', 'Greensil', 'Hayward', 'Jones' e '‘Monty', como produtoras e, 'Matua'
e 'Tomuri’, como polinizadoras (Cacioppo, 1989; Schuck, 1992a e Saquet e
Brackmann, 1995).

A cultivar feminina mais utilizada nos principais paises produtores é a
'Hayward', correspondendo a 95% de toda area plantada com kiwi. E tardia tanto na
brotagéo como na florag&o (Schuck, 1992a). Desfruta dos melhores precos, além de
apresentar maior aceitagdo no mercado internacional; porém, exige maior numero de
horas de frio com temperaturas abaixo de 7,2 °C durante o periodo de repouso (Saquet
e Brackmann, 1995).

A cultivar 'Matua' possui periodo de florag&o longo e abundante em flores.
A florac&o comega cedo, estendende-se até o final da florada da maioria das cultivares
femininas, sendo considerada portanto, a polinizadora mais utilizada (Schuck, 1992a).

Como o kiwi é uma espécie didica, o plantio devera ser intercalado com
cultivares masculinas para que ocorra producéo satisfatéria. Para tanto, recomenda-se
plantar grupo de 6 a 8 plantas femininas para cada polinizante (Junqueira, 1988 e
Vendramini, 1989).

Outra técnica utilizada pelos fruticultores consiste em enxertar um galho
masculino em cada planta feminina adulta para melhor controle da poliniza¢édo
(Vendramini, 1989).

A maioria das mudas plantadas no pais s&o procedentes do Chile, uma vez
que as nacionais sdo produzidas em menor escala e além disso, oferecem pouca
seguranca quanto a qualidade (Faertes, 1990).
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O kiwi pode ser propagado vegetativamente através de diferentes métodos.
Porém, a produg&o comercial de mudas, normalmente é realizada pelos processos de
enxertia e estaquia.

Os dois tipos de enxertia mais empregados s&o: enxertia a campo (Peruzzo
e Dal B6, 1992) e a enxertia de mesa. No primeiro caso, a garfagem simples é
preferencialmente utilizada. Ja na enxertia de mesa utiliza-se a garfagem simples ou de
dupla fenda (Cacioppo, 1989 e Schuck, 1992b).

Na propagacéo por estaquia utiliza-se estacas lenhosas, semi lenhosas
(Tomioka, 1995), herbaceas e de raizes (Schuck, 1992b).

Em se tratando de trepadeira, as plantas necessitam de tutoramento, sendo
portanto, conduzidas em forma de pérgola ou latada, espaldeira e cruzeta (Santos,
1990). No Sul do Brasil, tem-se utilizado o sistema de latada por ser bastante
conhecido pelos viticultores da regi&o (Saquet e Brackmann, 1995).

Além de irrigagdes frequentes e uso de quebra-vento, as podas séo
imprescindiveis para o bom desenvolvimento da cultura e aumento da producéo, sendo
a de veréo e a de inverno as mais importantes (Faertes, 1990).

2.2 Cultivo in vitro de kiwi

A indUstria da micropropagacdo de frutiferas tem-se destacado,
particularmente na Europa e América do Norte, principalmente na producéo clonal de
porta-enxertos de dificil propagag&o pelos métodos tradicionais: 0 ndmero de espécies
propagadas in vitro estd cada vez mais se expandindo (Fiorino e Loreti, 1987).
Conforme os mesmos autores, a micropropagagdo comercial de espécies frutiferas foi
desenvolvida pelas seguintes razées:

a) possibilita a obtengéo de grande nimero plantas a partir de um Unico
individuo;

b) multiplicagéo de plantas livres de patégenos em curto pericdo e em
pequeno espaco;
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¢) adequacdo da taxa de producdo de acordo com o viveiro ou as
necessidades de mercado, uma vez que os propagulos cultivados in vitro ndo
dependem de um ciclo vegetativo in vivo.

O cuiltivo in vitro das espécies de Actinidia tem sido amplamente estudado,
tanto do ponto de vista econdmico, como nos aspectos genéticos, bioquimicos e
fisiolégicos.

Segundo Piagnani, Eccher e Castelli (1986) e Revilla et al. (1992), varios
laboratdrios comerciais vém utilizando a técnica de micropropagagso para producdo de
mudas de kiwi em larga escala. Apesar de ser uma técnica bastante dispendiosa em
relagéo aos métodos convencionais de propagagao vegetativa, tende a suprir a grande
demanda de material necessdrio para instalagdo de pomares. Além do mais, a
importaggo de elevada quantidade de mudas idneas tem levantado certa
desconfianga com relagdo a qualidade (Wessels, Nel e Staden, 1984); com o emprego
da propagag&o in vitro, um grande numero de plantas homogéneas podera ser
rapidamente obtido, sendo exigido apenas uma minima quantidade de material
primario, ao contrario dos métodos convencionais (Wiyaporn, Subhadrabandhu e
Sahavacharin, 1980 e Shen, Wan e Luo, 1990). O método € ainda eficaz para a
obtenc&o e multiplicagdo de novos clones e variedades selecionadas (Wessels, Nel e
Staden, 1984 e Shen, Wan e Luo, 1990), os quais poderdo ser empregados em
programas de melhoramento (Shen, Wan e Luo, 1980).

Para o emprego da técnica em larga escala, recomenda-se checar e
comparar, em campo, o comportamento de plantas micropropagadas com o de plantas
originadas convencionalmente (Kovac, 1993). Além do mais, é bastante desejavel que
0 enraizamento e aclimatagdo ocorram simultaneamente (Monette, 1986; Sutter,
Shackel e Diaz, 1992 e Zecca e Fortes, 1993), constituindo assim, um método mais
répido e econdmico (Kovac, 1993).

A morfogénese in vitro de kiwi, pode ser induzida através do uso de
diferentes explantes, tais como: segmento nodal (Gui, 1979; Kamenicka e Rypak, 1989
e Pedroso, Oliveira e Pais, 1992 ), gema axilar (Wessels, Nel e Staden, 1984 e Shen,
Wan e Luo, 1980), folha (Canhoto e Cruz, 1987; Xiao, Hirsch e Fortune, 1991: Fortes
et al., 1992; Radice, 1992 e Moraes et al., 1993), cotilédone e endosperma (Mu, Fraser
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e Harvey, 1992). A regeneracdo de brotagdes de kiwi a partir de raizes in vitro
(Chiariotti, Caboni e Frattarelli, 1991) e peciolo (Pais, Oliveira e Barroso, 1987; Revilla
e Power, 1988 e Gonzaélez et al., 1990) também tem sido demonstrada.

A regeneragdo de plantulas através da cultura de calos (Leva, 1986;
Barbieri e Morini, 1987; Muleo e Morini, 1990, Sammarcelli e Legave, 1990 e Rey et al.,
1992) n&o € um método eficiente para a propagagéo in vitro, uma vez que variagdes
somaclonais (Marino e Battistini, 1980 e Hirsch et al., 1991) podem ocorrer,
comprometendo a estabilidade genética do material, ao contrério de plantas que sdo
obtidas por organogénese direta ou por embriogénese somatica (Wang, Gui e Sun,
1988 e Oliveira e Pais, 1992).

Tradicionalmente, a obtengdo de variedades melhoradas de kiwi é bastante
problematica devido & estreita base genética encontrada no centro de diversidade
(Marino e Battistini, 1990). Visando & selecdo de mutantes com estrutura genética
estavel, Sammarcelli-Olitrault e Legave (1991) estudaram o efeito de doses crescentes
de raios gama quando aplicadas em explantes de kiwi in vitro.

Recentemente, com o desenvolvimento da técnica de cultura de
protoplastos vegetais, as plantas assim regeneradas permitem o uso de técnicas de
transformagéo genética tdo bem quanto as de hibridacdo e cibridagdo (Oliveira e
Pais,1991), tornando possivel o0 melhoramento ndo convencional desta espécie (Mii e
Ohashi, 1988 e Oliveira e Pais, 1991).

2.3 Caracterizagdao do meio de cultura

2.3.1 Nutrientes

Os meios de cultura s&o normalmente compostos de sais inorganicos,
substancias organicas e complexos naturais (Murashige, 1974), fundamentaimente
importantes para as necessidades metabélicas, energéticas e estruturais das células,
fornecendo substéancias essenciais para o crescimento e desenvolvimento de érgéaos
vegetais in vitro (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990).
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Varias formulagGes basicas tém sido desenvolvidas; todavia, 0 meio de
cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) € o mais empregado em experimentos
académicos (Smith, 1992) e na maioria dos processos de micropropagacdo. Neste,
grande parte das plantas tem mostrado crescimento e desenvolvimento satisfatorios
(Pierik, 1987). As vezes, algumas modificacées s&o necessarias de acordo com a
espécie e objetivos (Murashige, 1974).

Os minerais, segundo Pierik (1987), representam, depois da sacarose, 0
grupo mais importante do meio de cultura. Geralmente, a concentragdo de
macronutrientes € a que mais sofre variagdes na tentativa de alcancar uma taxa de
multiplicac&o adequada. A fonte de nitrogénio, por poder apresentar-se sob a forma de
cétion (aménio) e anion (nitrito e nitrato), tem sido de maior relevancia.

Mezzetti, Rosati e Casalicchio (1991) constataram em seus estudos
variagdes na composigdo mineral do meio e nas diferentes partes do explante apés o
periodo de cultivo. De acordo com Singha, Oberly e Townsend (1987), o estado
nutricional do explante pode ser prejudicado tanto pela falta de absor¢&o, como pela
diminuic&o de nutrientes do meio.

Em kiwi, o desenvolvimento de um sistema radicular favoravel em
brotagdes da cultivar 'Bruno' foi conseguido com a reducdo em 50% da concentragéo
do meio MS (Wiyapom, Subhadrabandhu e Sahavacharin, 1980).

A alta concentragdo de sais presentes no meio MS promoveu maior
percentagem de brotacbes vitrificadas de Amelanchier arborea Michx. f. (Brand, 1993).
Problemas como este podem ser superados através da redugdo da concentragéo de
nitrogénio na forma amoniacal (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990 e Grattapaglia e
Machado, 1990).

2.3.2 Carboidrato

As células verdes in vitro requerem uma fonte de energia exoégena
essencial para sustentar o crescimento e desenvolvimento, ja que estas nao dispéem
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adequadamente de condigGes favoraveis para a realizagdo da fotossintese (Pierik,
1987, Grattapaglia e Machado, 1980 e Smith, 1992).

Vérios autores tém pesquisado a fungéo de diferentes fontes de carbono,
como agentes osméticos, na regulacdo da organogénese in vitro (Chong e Pua, 1985;
Leva, 1986; Tremblay e Tremblay, 1991 e Leva e Muleo, 1993). Porém, a sacarose tem
sido mais utilizada na maioria das vezes. A faixa de concentracdo normaimente
empregada varia de 1 a 5% (Pierik, 1987). Abaixo disso, ocorre clorose generalizada e
acima, excessivo potencial osmético, deteriorando as culturas (Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1990 e Grattapaglia e Machado, 1990).

De acordo com Pierik (1987), os carboidratos podem sofrer variagdes com
a autoclavagem. A caramelizagdo ou hidrolise, devido & autoclavagem excessiva,
ocorre quando os aglcares sdo degradados, conferindo uma coloragdo escura ao
meio, devido a formac&o de compostos escuros e de alto peso molecular, capazes de
inibir o crescimento celular (Smith, 1992). A autoclavagem, conforme Mezzetti, Conte e
Rosati (1991), hidrolisa uma pequena parte da sacarose inicial em glicose e frutose;
todavia n&o ocasiona qualquer redugéo no teor total de carboidratos do meio (Singha,
Oberly e Townsend, 1987).

Visando aumentar a capacidade fotossintética in vitro em culturas de
brotacSes de roseira, Langford e Wainwright (1987) procuraram reduzir a concentragéo
de sacarose no meio nutritivo. Entretanto, ndo apenas o crescimento foi afetado
desfavoravelmente pelas concentragSes inferiores, mas também a incidéncia de
vitrificagéo acarretou vérios problemas e reduziu o nimero de brotagbes capazes de
sobreviver. Observaram ainda uma diminuicdo da absorgdo de CO, quando
comparada com as brotag6es mantidas em concentraces mais elevadas de sacarose.

O crescimento normal de brotages do porta-enxerto de macieira
'Ottawa 3', ocorreu quando o meio foi suplementado com 30 g/l de sacarose, conforme
Chong e Pua (1985). Esta concentracéo, bem como a de 20 g/l foram estabelecidas por
Langford e Wainwright (1987) como niveis 6timos para garantir o crescimento saudavel
de brotagcGes de roseira. Estes mesmos autores verificaram que tanto aitas quanto
baixas concentragGes de sacarose tém mostrado causar irregularidades no
crescimento e desenvolvimento in vitro.
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Visando estimular o enraizamento de brotagdes in vitro de kiwi, Wessels,
Nel e Staden (1984) reduziram a concentragdo de sacarose. O mesmo n&o ocorreu
com brotagSes de roseira, as quais apresentaram maior nimero e comprimento de
raizes quando cultivadas em meios com alta concentragdo de sacarose (Hyndman,
Hasegawa e Bressan, 1982). De acordo com esses autores, houve claramente uma
interac&o entre sacarose e nitrogénio, e que portanto, num meio cuja relagdo sacarose
e nitrogénio € alta, ha a indugdo ao enraizamento, caso contrario, a rizogénese é
desfavorecida.

2.3.3 Agente solidificante

Na maioria das vezes, a consisténcia do meio pode determinar o sucesso
ou fracasso do crescimento e desenvolvimento in vifro de uma dada espécie
(Murashige, 1974).

O agar é o agente comumente utilizado na solidificacdo dos meios de
cultura (Singha, 1984 e George, 1993). George (1993) atribui isto as seguintes
vantagens: uma vez adicionado & dgua, forma um colbide, que submetido a 100°C
torna-se liquido e solidifica-se a 45°C, mantendo-se estavel nas températuras de
incubag&o. Além do mais, o &gar n&o é digerido pelas enzimas vegetais e ndo reage
com os constituintes do meio.

Existem diversas marcas comerciais de agar (Singha, 1984; Pierik, 1987:
Smith, 1992 e George, 1993), que frequentemente sdo utilizadas em concentragées
que variam de 0,4 a 1,0% (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990 e Grattapaglia e
Machado, 1980). Na maior parte dos experimentos tem-se utilizado de 0,7 a 1,0%, de
acordo com a marca (George, 1993); porém, recomenda-se minimiza-lo ou procurar
otimizé-lo no preparo do meio, visto que o agar é considerado o componente de custo
mais elevado do meio de cultura (Singha, 1984; George, 1993 e Peixoto e Pasqual,
1995).

Devido a presenca de inibidores organicos e inorganicos associados ao
agar (Pierik,1987), tanto a qualidade como a concentragdo de agar afetam as
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caracteristicas quimicas e fisicas do meio de cultura (Debergh, 1983), e
consequentemente o crescimento do explante in vitro (Romberger e Tabor, 1971).

Agentes solidificantes como polimeros sintéticos, Gelrite, agarose, entre
outros, tém sido propostos como forma alternativa para a substituicdo do agar
(Pasqualetto, Zimmerman e Fordham, 1986; Pierik, 1987 e George, 1993), visando
maior economicidade e melhor qualidade do meio.

Os meios sdlidos ou semi-sdlidos s&o mais comuns na fase de
multiplicag&o. Os meios liquidos, apesar de serem homogéneos, de preparo rapido e
menor custo pela auséncia do agar, neles ha a necessidade de se utilizar suporte fisico
ou sistema de agitac@o para fornecer oxigénio suficiente para a respiragéo do explante
(Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990 e Grattapaglia e Machado, 1990).

O aumento da disponibilidade e absorgéo de nutrientes pelos explantes foi
observado por Singha (1982), quando estes foram colocados em meios liquido e semi-
solido. Os melhores resultados alcangados nestes meios ocorrem devido a maior
facilidade de absorgdo de nutrientes e reguladores de crescimento, e também a0 maior
contato entre explante e meio, ao contrario de meios mais solidos, onde ha somente
contato basal, e além do mais, qualquer exsudato proveniente do explante é mais
facilmente diluido do que em meio com &gar, evitando desta maneira o acimulo de tais
compostos tdxicos (Pierik, 1987).

Monette (1986) obteve melhores resultados quanto ao numero de
brotagSes de kiwi, em meio liquido, em comparagdo com meios solidificados; no
entanto, estes apresentaram-se aparentemente vitreos, mas n3o demonstraram
nenhum problema nas fases de enraizamento e aclimatago. Singha (1984); Singha,
Oberly e Townsend (1987); Ghashghaie, Brenckmann e Saugier (1991) e Peixoto e
Pasqual (1995), também observaram a ocorréncia de vitrificacdo dos explantes em
meios liquido ou menos geleificados, os quais apresentaram-se com desenvolvimento
anormal, resultando em plantas menos vigorosas, com folhas grandes, translicidas e
haste lenhosa.

A vitrificag&o é um disturbio fisiolégico que normalmente ocorre em plantas
cultivadas in vitro (Kevers et al., 1984), e é bastante comum em meios liquidos ou com
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baixa concentragdo de agar, ou seja, quando a planta tem grande disponibilidade de
agua (Pierik, 1987).

Varios autores verificaram o decréscimo da percentagem de explantes
vitrificados quando a concentracdo de agente solidificante foi aumentada no meio de
cultura (Debergh, 1983; Pasqualetto, Zimmerman e Fordham, 1986; Pasqualetto
Zimmerman e Fordham, 1988; Grattapaglia e Machado, 1990 e Brand, 1993),
ocorrendo porém uma significativa redugcdo na multiplicagdo e crescimento de
brotagcGes. Isto pode ser explicado pela disponibilidade de citocinina que, segundo
Debergh (1983), diminui com o aumento da concentragéo de agar. J&4 em condigcdes de
baixa concentragdo de &gar ou de alto potencial matricial, as citocininas sio
responsaveis pela vitrificagdo. A literatura também sugere fazer combinagGes entre
diferentes agentes solidificantes, como por exemplo, o uso de Gelrite mais agar, que
além de evitar a vitrificagdo, essa combinagéo néo promoveu a redugdo da proliferagéo
de brotagdes de macieira 'Gala’ (Pasqualetto, Zimmerman e Fordham, 1986).

As concentragdes de agar mais elevadas dificultam o contato do explante
com o meio, limitando a absor¢do de compostos (Pierik, 1987), fato este também
observado por Oliveira (1994) em microestacas de crisantemo. Peixoto e Pasqual
(1995) e Singha (1982) verificaram ainda que o aumento da concentracao de agar ndo
foi prejudicial s6 & taxa de multiplicagio das brotagdes, mas também ao crescimento:
além disso os valores dos pesos da matéria fresca e seca foram fortemente reduzidos
(Singha, 1984). O mesmo foi constatado com o ganho relativo de peso fresco das
culturas de apices de brotagées de kiwi (Monette, 1986).

Para a obtengéo de uma consisténcia adequada, a concentragéo de agar
necessana varia conforme o tipo de explante a ser cultivado, a qualidade do agar eo
pH do meio (Murashige, 1974). Geralmente, as concentragdes mais baixas (mferlores a
0,4%), associadas principalmente a niveis de pH mais &cidos, resultam em meios
menos solidos ou até mesmo liquido (Murashige, 1974 e Pierik, 1987), isto porque
apods a autoclavagem, a polimerizagio do agar é bastante reduzida em niveis de pH
mais baixos (principaimente abaixo de 4,5, segundo Caldas, Haridasan e Ferreira,
1980 e George, 1993). Mesmo utilizando uma concentragéo intermediaria de agar



13

(0,6%), associada a niveis de pH inferiores, Pierik (1987) notou que o meio ndo se
solidifica adequadamente.

Em uma variedade de crisantemo, estudada por Oliveira (1994), houve uma
boa adaptacdo tanto em meio liquido como nos meios semi-sdlido e sélido, sendo o
nimero de raizes formadas bastante semelhante nas diversas concentragées
empregadas.

Os melhores resultados de multiplicaggo e crescimento de brotacdes de
macieira foram obtidos quando utilizou-se 0,3% de agar (Singha, 1982 e Singha, 1984).
Nesta concentragéo, os explantes ficam sobrenadantes ou parcialmente submersos no
meio, 0 que favorece um bom contato entre ambos, porém isto pode resultar na
formacgéo de brotagdes invertidas (Oliveira, 1994), ou ainda, suculentas e mais frageis
(Singha, 1984).

2.3.4 pH

Considerado outro fator critico do meio de cultura (Murashige, 1974), o pH
influencia na disponibilidade de nutrientes, fitorreguladores e no grau de solidificacdo
do agar (Grattapaglia e Machado, 1990).

Usualmente, o pH é ajustado numa faixa que varia de 5,0 a 6,5 (Pierik,
1987), para o crescimento adequado da maioria das espécies, sendo que em niveis
inferiores a 4,5 e superiores a 7,0, geraimente ocorre paralisagdo do crescimento e do
desenvolvimento in vitro (Murashige, 1974). Segundo Marino e Battistini (1990), a
regeneracéo e a sobrevivéncia de brotagfes de A. deliciosa foram intensamente
reduzidas em niveis de pH acima de 5,7. Entretanto, as melhores respostas de
crescimento do calo foram encontradas nos niveis 7,0 e 7,5.

O ajuste do pH do meio de cultura, normalmente é realizado com hidréxido
de sé6dio (NaOH) ou acido cloridrico (HCI), quando s3o desejados meios mais alcalinos
ou mais acidos, respectivamente (Pierik, 1987).

A esterilizagéo por autoclavagem ocasiona variagdes no pH do meio de
cultura. Skirvin et al. (1986) constataram reduggo de 0,3 a 0,5 unidades no valor do pH
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ajustado inicialmente, antes e apds o processo de autoclavagem. Diante disso,
Pasqual, Ribeiro e Barros (1992) recomendam ajusta-lo em 0,4 a 0,5 unidades acima,
para que apds a autoclavagem, o nivel do pH final corresponda ao desejado.

Mezzetti, Rosati e Casalicchio (1991) também comprovaram pequeno
declinio do pH apds a autoclavagem do meio, o qual permaneceu estavel na auséncia
de explantes e, quando estes estavam presentes, a queda foi mais pronunciada na
primeira metade do periodo de cultivo, apresentando leve aumento, atingindo quase o
valor inicial no final do periodo de cultivo (Singha, Oberly e Townsend, 1987 e Mezzetti,
Rosati e Casalicchio, 1991).

A variaggo do pH, de acordo com George (1993) é devido & absorgéo
relativa de céations (NHs" ) e anions (NO;) e também, & presenca de explantes
(Mezzetti, Rosati e Casalicchio, 1991). A absorcéo de ions carregados negativamente é
favorecida em solugdes relativamente &cidas, enquanto que a de ions positivos &
melhor em solugdes levemente acidas ou alcalinas. A liberacdo de ions de hidroxil
(OH) pela planta, na troca por ions de nitrato (NO3), resulta em meios mais alcalinos;
todavia, quando ions de aménio (NH,) s&o absorvidos, na troca, prétons (H") sdo
expulsos pela planta e os meios tornam-se mais acidos (George, 1993).

Dependendo da concentragéo de &gar, o meio podera tornar-se liquido se
ocorrer absorgéo preferencial de NH," (Pierik, 1987), uma vez que, com o abaixamento
do pH (4 a 4,5), 0 meio ndo se solidificard adequadamente apos a autoclavagem
(Caldas, Haridasan e Ferreira, 1990 e George, 1993).

2.3.5 Fitorreguladores

Também denominados reguladores de crescimento, os fitorreguladores séo
de fundamental importancia para a multiplicacéo in vitro de varias espécies.

Na maioria das vezes, sdo empregados compostos de acao citocininica, os
quais promovem a divisdo celular, estimulando o crescimento e o desenvolvimento de

brotacdes adventicias, devido & diminuicdo da dominancia apical e ao retardamento da



15

senescéncia (Pierik, 1987). Entretanto, mais estudos s80 necessarios, procurando
estabelecer tipo e concentragéo a serem usados.

Dentro da classe das citocininas, o BAP (6-Benzilaminopurina) tem sido
mais utilizado na multiplicagéo de partes aéreas e indugio de gemas adventicias, além
de apresentar custo mais acessivel em relagdo as demais (Grattapaglia € Machado,
1990).

Segundo Wessels, Nel e Staden (1984), o BAP propiciou os melhores
resultados quanto ao nimero e comprimento de brotagdes, quando comparado com
outros reguladores de crescimento. Esses autores, assim como Monette (1986),
estabeleceram a concentragdo de 2,0 mg/l, como sendo mais eficiente para a cultivar
'Hayward'. Ja Zecca et al. (1993) e Nachtigal et al. (1995) determinaram a faixa de 1,5
a 2,0 mg/l como mais favoravel no cultivo in vitro da cultivar "Tomuri'.

Marino e Bertazza (1990) trabalhando com as cultivares 'Hayward' e
‘Tomuri', também observaram que o BAP induziu as melhores respostas, embora
ocasionalmente, tenha ocorrido sintomas de vitrificagdo em folhas mais velhas.

O comprimento de brotages das cultivares 'Tomuri' e 'Monty' decresceu
constantemente com aumento da concentragéo de BAP, enquanto que o das cultivares,
‘Abbott, 'Bruno' e 'Hayward', cuja taxa de multiplicaggo foi reduzida em concentragdes
mais altas, mostrou tendéncia em aumentar. Todavia, as concentragdes mais elevadas
foram responséveis pela vitrificago (Piagnani, Eccher e Castelli, 1986).

Outro regulador de crescimento que vem sendo utilizado na
micropropagacéo de kiwi € o Thidiazuron (TDZ). De acordo com Fortes et al. (1993),
maior numero de brotagdes e folha da cultivar 'Matua' foi obtido em meios contendo
concentragGes mais elevadas de TDZ. O Thidiazuron também estimulou efetivamente a
proliferacéo de brotagSes de macieira (Nieuwkerk e Zimmerman, 1986) e videira
(Gribaudo e Fronda, 1991).



3 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras - UFLA,
em Lavras, Minas Gerais.

Como fonte de explante utilizou-se as cultivares 'Hayward' e 'Matua', as
quais ja se encontravam estabelecidas in vitro.

O meio bésico utilizado foi o "MS" (Murashige e Skoog, 1962) (Tabela 1A),
suplementado com 2,0 mg/l de 6-benzilaminopurina (BAP), previamente determinados
para maximizagdo da multiplicagdo de brotagies (Wessels, Nel e Staden, 1984 e
Monette, 1986).

O pH dos meios de cultura foi ajustado, utilizando hidroxido de sédio
(NaOH) e &cido cloridrico (HCI) a 0,1 ou 1,0 N, antes da adiggo de agar (AGAR-AGAR-
Vetec Quimica e RepresentagSes Ltda). Nos tratamentos (ensaios 3 e 4) nao
solidificados com &gar (meio liquido), empregou-se pontes de papel de filtro para a
sustentacdo dos explantes.

Apols o preparo, aproximadamente 15 ml de meio foram distribuidos em
tubos de ensaio (25 x 150 mm) e logo em seguida, os tubos foram convenientemente
tampados, e submetidos ao processo de esterilizagdo por autoclavagem a 121°C
durante 20 minutos.

A inoculagéo foi realizada assepticamente em camara de fluxo laminar
horizontal, onde cada tubo recebeu uma microestaca apical contendo trés gemas.
Posteriormente, os ensaios foram incubados em sala de crescimento com temperatura
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de 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 2500 lux, suprida por
lampadas, Gro-lux e Branca-fria, na proporgéo de 1:1.

3.1 Ensaios 1 e 2: Influéncia da concentragdo do meio de cultura (MS) e de
sacarose na multiplicagdo in vitro das cultivares 'Hayward' e 'Matua'

Foram instalados dois ensaios com a mesma estrutura, sendo que no
primeiro utilizou-se a cultivar 'Hayward', e no segundo, a 'Matua'.

Os tratamentos foram constituidos de todas as combinacBes possiveis
entre concentragbes determinadas do meio MS (0, 50, 100, 150 e 200%) (Tabela 2A) e
de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g/l), resultando num esquema fatorial 5 x 5, e dispostos
em um delineamento inteiramente casualizado com 4 repetigcbes, sendo cada uma
composta por 4 tubos. Todos esses tratamentos foram suplementados com 2,0 mg/l de
BAP, sendo ainda o pH ajustado para 6,0 e os mesmos solidificados com 0,7% de agar.

Aos 45 dias apds a instalacdo foram efetuadas as avaliagSes, sendo
analisadas as seguintes variaveis: nimero de brotagGes, comprimento de brotagdes
(cm) e peso da matéria seca da parte aérea de brotagdes (g).

3.2 Ensaios 3 e 4: Influéncia da concentragdo de agar e do nivel de pH na
multiplicac&o in vitro das cultivares 'Hayward' e 'Matua'

De maneira idéntica ao item anterior, foram também cbnduzidos dois
ensaios, de estrutura semelhante, utilizando as mesmas cultivares ja mencionadas.

Em ambos os ensaios empregou-se o meio MS total (100%) adicionado de
30 g/l de sacarose e suplementado com 2,0 mg/l de BAP. Adotou-se o delineamento
inteiramente ao acaso com 4 repeticGes, em esquema fatorial 5 x 6, onde as
concentragGes de agar (0,0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0%) foram combinadas com os niveis
de pH (3,7; 4,7, 5,7; 6,7 e 7,7). A parcela experimental foi constituida de 4 tubos de
ensaio, sendo um explante por tubo.

\
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Apbés os 45 dias de cultivo, avaliou-se o numero de brotacGes, o
comprimento de brotagdes (cm) e o peso da matéria seca da parte aérea de brotacGes

(9)-

3.3 Andlises estatisticas

Com os dados obtidos, foram realizados testes de normalidade (Teste de
Lilliefors) e de homogeneidade de variancia (Testes de Cochran e Bartlett) e, quando
necessario, os dados foram transformados para atender as pressuposi¢oes da analise
de variancia.

Quando detectadas diferencas significativas entre as médias dos
tratamentos, pelo teste F, estas foram utilizadas para ajustar modelos de superficie de
resposta (Box e Draper,1987). Neste caso, o método de 'backward' (Draper e Smith,
1981) foi utilizado para a selecdo de modelos de regressdo muitipla envolvendo os
fatores testados em cada ensaio, usando para tanto o residuo da analise de variancia
para testar a significancia dos coeficientes de regresséo.

Os modelos de regresséao inicialmente utilizados no método de 'backward'
foram os seguintes:

Y = a + biXz + baXy + baXz + baX; + bs(Xs x Xz) + bg(X;s x Xz) (modelo de regressdo
referente aos ensaios 1e 2) e

Y =@+ byXp + DXy + beXp + baXy + bs(Xi X Xa) + be(Xs X Xa) + br(Xs X Xz) + beXy™" (modelo
de regresséo referente aos ensaios 3 e 4),

onde:

Y = variavel resposta

a = intercepto

b; = coeficiente de regressdo associado a caracteristica j.

X; = varidvel independente (X; = MS ou agar e X, = sacarose ou pH, conforme o
ensaio).
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Nas situagdes em que o procedimento de 'backward' nao foi suficiente para
promover bons ajustes, entdo novos parametros de regressdo foram incorporados aos

modelos de superficie de resposta, associados a, por exemplo: (X; x Xz2), VX1, VX2 e
JX1xX2) , relativos aos ensaios 1 €2 e, VX1, X3, X°, J(X1xX2) e V(X;? x Xz), relativos

aos ensaios 3 e 4.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Ensaios 1 e 2: Influéncia da concentragdo do meio de cultura (MS) e de
sacarose na multiplicagdo in vitro das cultivares 'Hayward' e ‘Matua'

Nos dois ensaios, ou seja, tanto com a cultivar feminina como com a
masculina, houve baixo vigor em tratamentos, quando o meio era constituido
simplesmente de agua e agar, assim como naqueles ndo suplementados com
sacarose. A taxa de multiplicagdo ficou totalmente comprometida nestes meios, uma
vez que os explantes tornaram-se completamente cloréticos e vitrificados, sendo o
desenvolvimento paralisado. A omissdo da sacarose do meio de cultura também
causou rapidamente o aparecimento de clorose em cultivares de roseiras, as quais
apresentaram crescimento baixo ou até mesmo ausente, acarretando morte das
brotacbes (Langford e Wainwright, 1987). Normalmente, somente a gema apical
pareceu manter-se viva, sendo que as demais acabaram senescendo ao final do
periodo de cultivo. A possibilidade de sobrevivéncia e a capacidade de crescimento na
auséncia de nutrientes e sacarose, podem estar associadas & existéncia de reservas
no préprio explante (Grattapaglia e Machado, 1990 e Oliveira, 1994), as quais s&o -
suficientes apenas para dar inicio ao desenvolvimento.

A reducdo da concentragdo do meio MS em 50% resultou em brotactes
com coloragdo verde mais suave, quando confrontadas com as obtidas em
concentragdes superiores a esta. E, de modo geral, a maioria dos tratamentos
suplementados com 15 g/l de sacarose apresentou brotagdes pequenas, com folhas
filiformes e pilosidade reduzida, sendo ainda visiveis sintomas de clorose e vitrificacgo.
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Langford e Wainwright (1987) também constataram que, em concentracdes inferiores
de sacarose (10 g/l), os explantes de roseiras mostraram-se vitrificados e pouco
alongados e, de acordo com Caldas, Haridasan e Ferreira (1990) e Grattapaglia e
Machado (1980), nessas concentragbes as brotagdes ficam sujeitas & clorose
generalizada. Portanto, pode-se admitir que tanto a concentrag&o de nutrientes como a
de carboidratos reflete no estado nutricional do explante, afetando o seu aspecto visual
e vigor.

A Tabela 1 apresenta o resumo da andlise de varidncia para as
caracteristicas estudadas. Pode-se observar que todas elas, na micropropagagéo da
cultivar ‘Hayward', foram significativamente influenciadas pela interagdo entre o meio
MS e a sacarose. Entretanto, para a cultivar '‘Matua', a interagdo entre os dois fatores
foi apenas significativa para o comprimento e PMSPA de brotagdes (Tabela 2).

Nas mesmas Tabelas 1 e 2, estdo apresentados os resumos das andlises
de variancia referentes aos modelos de regressdo multipla ajustados a partir das
medias dos tratamentos. A Tabela 1 mostra que os desvios de regress@o para as
caracteristicas avaliadas no cultivo in vitro da cultivar feminina, foram altamente
significativos. Este tipo de resultado é indesejado, pois refletiu a existéncia de
variagdes significativas entre os tratamentos, n3o captadas pelos modelos de
regress&o, apesar das numerosas tentativas de inclus&o de parametros para melhoria
de ajuste . Apesar disso, anélises de residuos foram feitas nesses casos, para verificar
a validade dos modelos, apesar da significdncia dos desvios de regressdo. Com
relagéo a cultivar masculina, tal problema ndo aconteceu, conforme se observa na
Tabela 2.
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TABELA 1. Resumo das andlises de varidncia para nimero de brotacdes (NB),
comprimento de brotagdes (CB) e peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA) de brotagbes da cultivar 'Hayward', em funcdo da concentracéo
do meio MS e de sacarose, ap6s 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-
MG, 1996.
NB” cB” PMSPA”
Causas da G.L. QM. G.L. QM. G.L. QM.
variacdo
MS 4 1,1149013 * 4 0,0184832 ** 4 0,0409585 **
Sacarose 4 1,7351385* 4 0,0871118* 4 0,0942037 *
MS x Sacarose 16  0,0940945 ** 16 0,0412776 ™ 16 0,0038115**
Tratamentos 24 0,5377363 * 24 0,0451176* 24 0,0250681 **
Regressao 6 15939733 ** 8 0,0749650 ** 6 0,0806533 **
Desvio 18 0,1856573 ** 16 0,0301939* 18 0,0032063 **
Residuo 75 0,0208363 75 0,0036540 75 0,0003785
C.V.(%) 9,129 6,406 11,968

v Observagdes transformadas segundo +/(X) .

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 2. Resumo das analises de variancia para numero de brotagdes (NB),
comprimento de brotacdes (CB) e peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA) de brotagbes da cultivar 'Matua', em fungéo da concentracéo do
meio MS e de sacarose, apds 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-

MG, 1996.
NB” CB PMSPAY
Causas da G.L. Q.M. G.L. Q.M. G.L. Q.M.
variagao
MS 4  0,5641323 ** 4 1,3668417 ** 4 0,0173781*
Sacarose 4  0,6806969 ** 4  0,4455942 ** 4 0,0509624 **

MS x Sacarose 16 0,0322380 ™ 16 0,0429246* 16 0,0011728 *

Tratamentos 24  0,2289635* 24 0,3306890** 24 0,0121719*
Regresséo 4  1,1995500 * 5 1,4968560 ** 6 0,0477200 **
Desvio 20 0,0348462 ™ 19 0,0238030™ 18 0,0003226 ™

Residuo 75 0,0309296 75 0,0176783 75 0,0005212

C.V.(%) 9,135 19,795 16,665

" Observagées transformadas segundo /(X +0,5) .

? Observagdes transformadas segundo +/(X) .

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
" Nao significativo

4.1.1 Namero de brotacgoes

A reduc&o, assim como o aumento excessivos da concentragdo, tanto do
meio MS como de sacarose, foram responsaveis pela diminuicdo do numero de
brotagGes da cultivar 'Hayward'. P6de-se notar que as concentragdes intermediarias de

ambos os fatores, quando combinadas, resultaram nas maiores taxas de multiplicagao.
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De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado, o nimero
méximo de brotagdes poderia ser obtido em meio contendo 117,31% da concentragdo
basica dos componentes do meio MS, sendo este adicionado de 36,10 g/l de sacarose.
Nesta combinag&o seriam produzidas 4,28 brotages por explante (Fig. 1). O mesmo
pode ser observado através do diagrama de contornos (Fig. 2). Como o desvio de
regress@o desse modelo foi altamente significativo (Tabela 1), a andlise de residuos é
apresentada em fungéo da concentragdo do meio MS (Fig. 3) e de sacarose (Fig. 4).
Nestas analises, como ndo se observa uma tendéncia muito marcante de queda ou
ascensé&o continuas, o modelo de superficie foi tido como satisfatério.

Conforme mencionado anteriormente, n&o houve interagdo entre as
concentragdes do meio MS e de sacarose, para a varidvel niumero de brotagdes da
cultivar 'Matua' (Tabela 2), o que pode ser claramente comprovado pelo modelo de
regressdo multipla ajustado (Fig. 5), uma vez que este ndo apresentou termos
contendo os dois fatores simultaneamente. Além disso, a inexisténcia de interacéo
significativa também pdde ser observada na Figura 6, que contém o diagrama de
contornos, no qual houve a tendéncia dos eixos dos elipséides manterem-se paralelos
aos eixos das variaveis independentes.

A proporgio que a concentracdo de MS foi aumentada ou reduzida,
ocorreu diminuicdo do numero de brotagdes para a cultivar 'Matua'. Esta redugéo foi
também demonstrada na auséncia de sacarose e quando esta foi adicionada em
concentragbes crescentes. Para esta cultivar, 0 méximo de brotagdes poderia ser
encontrado na combinacdo de concentragdes intermedidrias do meio MS com
concentragGes reduzidas de sacarose. O maior numero de brotagbes da cultivar
‘Matua', estimado pelo modelo ajustado, seria obtido em meio contendo 98,46% da
concentracdo de MS e 13,90 g/l de sacarose, sendo produzidas 4,56 brotagées,
conforme representado pelas Figuras 5 e 6. Apesar desta combinagédo ter
proporcionado maior quantidade de brotagdes, os meios suplementados com baixa
concentracdo de sacarose (15 g/l) apresentaram algumas inconveniéncias, as quais ja
foram relatadas anteriormente.

O fato da cultivar 'Matua' ter sido mais responsiva em baixa concentragio
de sacarose, contraria o que foi observado por Langford e Wainwright (1987), os quais
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FIGURA 1. Superficie de resposta para numero de brotagbes da cultivar 'Hayward
(/(Y)), em funcéo da concentracdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apos 45 dias
cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 2. Diagrama de contornos para numero de brotagdes da cultivar ‘Hayward', em
func@o da concentracdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apds 45 dias de cultivo in

vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 3. Andlise de residuos para nimero de brotagtes da cultivar 'Hayward', em
funcdo da concentragdo do meio MS, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-

MG, 1996.
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FIGURA 4. Andlise de residuos para nimero de brotagbes da cultivar 'Hayward', em
funcéo da concentragéo de sacarose, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-

MG, 1996.
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FIGURA 5. Superficie de resposta para nimero de brotacbes da cultivar ‘Matua'
(y(Y+0,5)), em fungéo da concentracdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apds 45
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 6. Diagrama de contornos para numero de brotacées da cultivar ‘Matua', em
funcao da concentragdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apos 45 dias de cultivo in
vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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constataram que nesta concentragdo, 0 numero e a capacidade de sobrevivéncia das
brotagGes foram fortemente limitados. No entanto, a alta taxa de multiplicagdo
verificada nessa concentragéo pode ser atribuida & diminuigcdo do potencial osmético
do meio, o qual aumentou a disponibilidade de 4gua e consequentemente de citocinina
(BAP), e também podendo estar associada as reservas existentes nas microestacas.

4.1.2 Comprimento de brotagdes

Em geral, as concentragies mais altas de nutrientes do meio MS
favoreceram a obtengéo de brotagSes maiores da cultivar 'Hayward', principalmente
quando a estas foram adicionadas concentragdes intermedidrias de sacarose. O
aumento do crescimento verificado nas combinagdes feitas com o nivel zero de ambos
fatores pode estar relacionado com a dificuldade de padronizagdo do material vegetal
in vitro. Portanto, as microestacas utilizadas nesses tratamentos podem ter
superestimado o comprimento. As brotagdes mais compridas da cultivar '‘Hayward'
seriam obtidas, de acordo com a superficie ajustada (Fig. 7), na associacdo de 200%
de meio MS com 36,30 g/l de sacarose, sendo o comprimento de aproximadamente,
12,90 mm. Esta tendéncia também pode ser constatada pelo diagrama de contornos
(Fig. 8). As andlises de residuos s&o ilustradas nas Figuras 9 e 10. Novamente, a
natureza da distribuigdo dos residuos nao foi tal que invalidasse o modelo.

Na auséncia de nutrientes, o comprimento de brotacdes da cultivar 'Matua'
apresentou-se constante e bastante inferior em relacéo ao de brotagdes obtidas em
meios enriquecidos com soluges nutritivas. A elevagdo da concentracio de nutrientes
proporcionou, de maneira geral, aumento crescente do tamanho dessas brotagdes,
sendo este mais intensificado & medida que concentragbes intermedirias de sacarose
foram combinadas. As brotagbes de maior tamanho (10,80 mm, em meédia) dessa
cultivar, poderiam ser encontradas, de acordo com o modelo ajustado (Fig. 11) e
conforme também se observa no diagrama de contornos (Fig. 12), se fossem
adicionados 35,20 g/l de sacarose a um meio contendo 163,51% da concentragéo de
nutrientes.
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Y = 0,850004 + 0,023242X, - 0,002196X, - 0,000002039X,? - 0,000002784(X:> x Xz ) +
0,003542(X; x Xz) - 0,000308(X1 X X77) + 0,042615 /X1 - 0,047407 [(XxX1)
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FIGURA 7. Superficie de resposta para comprimento de brotagdes da cultivar
'Hayward' (4f(cm) ), em funcéo da concentragdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2),
apos 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 8. Diagrama de contornos para comprimento de brotagSes da cultivar
'Hayward', em fungdo da concentragdo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apds 45
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 9. Analise de residuos para comprimento de brotagdes da cultivar 'Hayward',
em fungéo da concentragio do meio MS, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-
MG, 1996.
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FIGURA 10. Analise de residuos para comprimento de brotagdes da cultivar 'Hayward',
em funcéo da concentragéo de sacarose, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA,
Lavras-MG, 1996.
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Y = 0,245014 + 0,004509X; - 0,000015818X+% + 0,002508(X1 X X2) - 0,000255(X1 X X2?) - 0,000004346(X+% X X2)

X3 (%) 6 200 X1 (%)

FIGURA 11. Superficie de resposta para comprimento de brotagdes da cultivar ‘Matua'
(cm), em funcéo da concentragéo do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apds 45 dias de

cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 19886.
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FIGURA 12. Diagrama de contornos para comprimento de brotacbes da cultivar
'Matua', em fungéo da concentragio do meio MS (X1) e de sacarose (X2), apés 45 dias
de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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4.1.3 Peso da matéria seca da parte aérea de brotagdes

Os tratamentos desprovidos de sacarose, assim como os deficientes em
nutrientes, apresentaram reducéo no PMSPA de brotagdes da cultivar 'Hayward'. Os
melhores resultados foram verificados quando aumentou-se a concentracéo do meio
MS e, principalmente quando concentracbes mais elevadas de sacarose foram
adicionadas. O valor do peso da matéria da parte aérea de brotagdes, apds secagem
em estufa, poderia ser considerado étimo (71,60 mg/explante), de acordo com o
modelo de superficie de resposta ajustado, na combinacdo de 134,96% de MS com
48,70 g/l de sacarose (Figuras 13 e 14). Uma vez que os desvios de regressao foram
significativos para esta caracteristica nesta cultivar, foram feitas anélises de residuos
(Figuras 15 e 16). Quando esta foi feita em fungdo da concentracédo de MS, observa-se
na Figura 15 uma certa tendéncia quadratica com concavidade negativa. Entretanto, o
modelo de superficie contém um parametro associado ao quadrado da concentracao
de MS. Com relagdo a andlise de residuos em funcdo dos niveis de sacarose
(Figura 16), ndo se observou tendéncia marcante na distribuicdo dos residuos,
indicando que, pelo menos com relagéo a este fator, o modelo & bastante satisfatorio.

Aumentos quanto ao PMSPA de brotacdes da cultivar 'Matua', em
tratamentos contendo sacarose, foram observados ao se elevar a concentracao de MS.
Da mesma forma, o aumento da concentracdo de sacarose também demonstrou
aumentar o PMSPA, exceto em meios contendo concentracdes bastante reduzidas de
nutrientes. Logo, as melhores respostas foram mais evidentes em meios contendo
concentracoes mais elevadas tanto de nutrientes como de sacarose (Figura 17). De
acordo com o modelo de superficie ajustado, o PMSPA de brotacées da cultivar 'Matua'
poderia ser maximizado (42,30 mg/explante) em meio contendo 134.63% da
concentracao de nutrientes do MS e 51,60 g/l de sacarose. Coerentemente com a
significancia da interacdo entre os fatores para esta caracteristica (Tabela 2), pode-se
observar no diagrama de contornos (Figura 18) uma relagéo de dependéncia entre os
fatores, evidenciada pela tendéncia dos eixos dos elipsdides manterem-se n&o-

paralelos aos eixos das variaveis independentes.
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Y =0,027342 + 0,059687X, + 0,000838X - 0,008421X,” - 0,00000397X,* + 0,000282(X1 X X 2) - 0,000000867(X:” X X2)
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FIGURA 13. Superficie de resposta para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagbes da cultivar 'Hayward' (J@ ), em fung@o da concentragcdo do meio MS (X1) e
de sacarose (X2), apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 14. Diagrama de contomos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagSes da cultivar 'Hayward', em fungdo da concentragio do meio MS (X1) e de

sacarose (X2), apos 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 15. Andlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagdes da cultivar 'Hayward', em fungéo da concentragéo do meio MS, apés 45 dias
de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 16. Andlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagbes da cultivar 'Hayward', em fungsio da concentragéo de sacarose, apés 45 dias
de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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Y = 0,041892 + 0,028939 /X - 0,000469X,+ 0,008928 +fX; + 0,000863(X; X X2) - 0,00003173(X, X X;%) - 0,000000617(X2 x X2)
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FIGURA 17. Superficie de resposta para peso da matéria seca da parte aérea de
brotacbes da cultivar '‘Matua' (,/(g) ), em fung&o da concentragédo do meio MS (X1) e de
sacarose (X2), apos 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1986.
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FIGURA 18. Diagrama de contonos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagGes da cultivar 'Matua’, em fungso da concentragio do meio MS (X1) e sacarose

(X2), apbs 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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Néo houve formacéo de calo e tampouco de raiz na auséncia de nutrientes
e/ou de sacarose. No entanto, observou-se alta incidéncia de calo (verde e friavel) nos
demais tratamentos, exceto quando a sacarose a 15 g/l foi combinada com 200% da
concentracdo das solugbes nutritivas. Neste caso, a frequéncia de calo foi
extremamente reduzida nas duas cultivares. No processo de micropropagacao, a
formacdo de calo é totalmente indesejavel, uma vez que este é o principal sitio de
acumulagéo de macro e microelementos no final do periodo de cultivo (Mezzetti, Rosati
e Casalicchio, 1991); concorrendo com a formacédo de partes aéreas normais, por
representar forte dreno na absor¢do desses elementos minerais.

Verificou-se esporadicamente pequena quantidade de raizes nos explantes
das cultivares, praticamente em quase todos os tratamentos contendo 50% da
concentragdo de MS, e também, quando o meio na sua concentragéo total (100%) foi
adicionado de 30 g/l ou mais de sacarose. Ainda na cultivar 'Matua'’, as raizes também
bastante raras, foram encontradas quando combinou-se 150% da concentragdo de
nutrientes com 45 g/l de sacarose. Isto mostra que a sacarose é essencial para o
enraizamento in vitro de kiwi e que, tanto a caréncia como o excesso de nutrientes do
meio de cultura podem afetar negativamente, o surgimento de raizes em microestacas
de kiwi.

4.2 Ensaios 3 e 4: Influéncia da concentragdo de agar e do nivel de pH na
multiplicacao in vitro das cultivares 'Hayward' e 'Matua'

Neste tipo de ensaio pdde-se observar que o nivel de pH ajustado pode
influenciar na solidificagdo de meios. Portanto, a consisténcia do meio ndo depende
somente da concentrag&o de agar, mas também, do nivel de pH ajustado, conforme
relatado por Murashige (1974), Pierik (1987), George (1993) e Peixoto e Pasqual
(1995).

Em meio liquido, independente do nivel de pH ajustado, os explantes tanto
da cultivar 'Hayward' como da 'Matua', apresentaram-se completamente vitreos, com
folhas bastante translicidas, podendo estas possuirem ou n&o pélos. Apesar de
vitrificados, os explantes desenvolveram-se, ou seja, suas gemas foram capazes de
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emitir brotacdes. Resultados semelhantes foram encontrados para macieira e pereira
(Singha, 1984 e Singha, Oberly e Towsend, 1987), kiwi (cv. 'Hayward') (Monette, 1986),
roseira (Ghashghaie, Brenckmann e Saugier,1991) e videira (Peixoto e Pasqual, 1995).

Os piores resultados relacionados ao desenvolvimento foram visualizados
quando fez-se a combinag¢ao dos niveis 3,7 a 5,7 com 0,2% de agar ou, quando o pH
3,7 foi combinado com 0,4% de agente solidificante. Nesses tratamentos, os explantes
permaneceram totalmente mergulhados no meio. O baixo vigor observado, mais
acentuado na cultivar 'Hayward', pode ser explicado pela falta de sustentacdo dos
explantes, que, devido & condigdo de total anoxia, apresentaram-se cloréticos e
vitrificados, impedindo, consequentemente, o crescimento e o desenvolvimento normal
dos mesmos. As folhas, quando presentes, principalmente na cultivar 'Hayward', eram
muito delgadas e enroladas (encurvadas). Em alguns casos, foi evidenciado um
engrossamento das hastes, as quais tornaram-se encarquilhadas e frageis.

Embora o desenvolvimento nos tratamentos correspondentes aos niveis 6,7
e 7,7, combinados com 0,2% de agar, aparentou ser melhor do que quando comparado
com os niveis de pH mais baixos, os explantes ainda continuaram parcialmente
submersos. Estes meios também resultaram em brotagdes com hastes grossas e
retorcidas e ainda com folhas quebradicas, de dimensGes desproporcionais
(principalmente na cultivar 'Hayward'), sendo estes considerados sintomas tipicos de
vitrificacdo. Em algumas pléantulas das cultivares estudadas, foi observada também a
presenca de clorose.

A medida que elevou-se o nivel de pH ajustado em meios solidificados com
0,4% de agar, observou-se melhora no vigor das plantulas. Embora aumentando o
nivel de pH, a maioria das plantulas da cultivar 'Hayward' ficaram parciaimente
submersas, apresentando ainda sintomas de clorose e vitrificagdo. As bases de
explantes de macieira e pereira (Singha, 1982) e crisantemo (Oliveira, 1994) também
permaneceram mergulhadas quando estes foram cultivados em meios semi-solidos.
Segundo Singha (1982), isto promove bom contato entre ambos, aumentando a
disponibilidade de nutrientes e reguladores de crescimento, assim como facilitando a
absorgéo destes pelas brotagbes (Pierik, 1987).
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Mesmo utilizando o &gar na concentracio de 0,6%, o meio ainda assim
apresentou-se semi-sélido e bastante aderido ao material vegetal, quando o pH foi
ajustado para niveis mais baixos (3,7 ou até mesmo 4,7), o que estd de acordo com
Caldas, Haridasan e Ferreira (1990) e George (1993), os quais relataram a dificuldade
de polimerizag&o do agar em baixos niveis de pH, apds o processo de autoclavagem. A
medida que elevou-se o nivel de pH em meios solidificados com esta concentragdo de
agar, estes tornaram-se mais consistentes. Isto serve para comprovar mais uma vez
que a consisténcia do meio também varia em fungc@o do nivel de pH ajustado
(Murashige, 1974 e Pierik, 1987).

De modo geral, em meios sélidos (0,6 a 1,0% de agar) constatou-se o
desenvolvimento de plantulas normais, cobertas por densa pilosidade, apresentando
bom enfolhamento, com coloragdo tendendo a verde escuro. Ainda verificou-se nas
duas cultivares que o aumento da concentragdo de agar também favoreceu a redugéo
da percentagem de brotagdes vitrificadas, como observado por Debergh (1983);
Pasqualetto, Zimmerman e Fordham (1986); Pasqualetto Zimmerman e Fordham
(1988); Ghashghaie, Brenckmann e Saugier (1991) e Peixoto e Pasqual (1995).

A interacdo entre os niveis de pH e concentragdes de agar influenciou
significativamente todas as varidveis avaliadas na propagacdo in vitro das cultivares
‘Hayward' (Tabela 3) e 'Matua' (Tabela 4). Nos dois ensaios, os modelos de regressao
ajustados apresentaram desvio altamente significativo, exceto para o comprimento de
brotagdes da cultivar 'Matua' (Tabela 4).
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TABELA 3. Resumo das andlises de variancia para nuamero de brotagées (NB),
comprimento de brotacdes (CB) e peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA) de brotagées da cultivar 'Hayward', em fungdo da concentragéo
de agar e do nivel de pH, apds 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-

MG, 1996.
NB” cB” PMSPA”

Causas da G.L Q.M. G.L Q.M. G.L. QM.
variacdo

pH 4 0,1805745* 4 0,0233963 * 4 0,0097404 *

Agar 5 06261181 ** 5 0,1718863 ** 5 0,0480058 **

pH x Agar 20 0,1396124™ 20 0,0356521** 20 0,0147729 **
Tratamentos 29 02291427 * 29 0,0574503* 29 0,0198086 **

Regresséo 8  0,4825950 ** 8 0,1391850 ** 7 0,0466800 **

Desvio 21 0,1325894* 21 0,0263133 ** 22 0,0112586 **
Residuo 80 0,0298014 90 0,0086501 80 0,0015850
C.V.(%) 9,997 8,793 16,329

" Observagdes transformadas segundo +/(X) .

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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TABELA 4. Resumo das andlises de variancia para numero de brotagcdes (NB),
comprimento de brotagGes (CB) e peso da matéria seca da parte aérea
(PMSPA) de brotagdes da cultivar 'Matua', em fungdo da concentragéo de
agar e do nivel de pH, apds 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG,

1996.
NB” CB PMSPA“

Causas da G.L Q.M. G.L QM. G.L QM.
variacdo

pH 4 0,3%61687 * 4 02953990 4 0,0152651 *

Agar 5 04161177 = 5 02915510~ 5 0,0381975*

pH x Agar 20 0,1523823 ** 20 0,0602512* 20 0,0045518 **
Tratamentos 29 0,2314786 ** 29 0,1325647* 29 0,0118305*

Regresséo 6 0,6518666 ** 5 0,56361040 ** 4 0,0570700 **

Desvio 23 0,1218135* 24 0,0484940 ™ 25 0,0045922 *
Residuo S0  0,0509446 90 0,0297547 90 0,0011300
C.V.(%) 10,234 16,705 16,996

" Observagdes transformadas segundo +/(X+0,5) .

% Observagdes transformadas segundo /(X) .

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade.
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
" Nao significativo

4.2.1 Namero de brotagdes

O aumento do nimero de brotagdes da cultivar 'Hayward' foi observado
quando ajustou-se o pH para niveis mais elevados em meios contendo concentragéo
de agar moderada tendendo a alta. No entanto, em concentragbes mais altas de agar
(meio extremamente sélido), este aumento foi verificado quando efetuou-se o ajuste do
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pH para niveis intermediarios ou mais baixos. As menores concentracdes de agar,
assim como também o meio liquido limitaram a multiplicagéo, independente do nivel de
pH ajustado. Todavia, a mais alta taxa de proliferagéo de brotagbes pode ser verificada
em meios contendo elevada concentragdo de agar e com pH ajustado para niveis
intermediarios. O modelo de regressdo ajustado apresentou desvio altamente
significativo (Tabela 3). Apesar disso, as andlises de residuos (Figuras 21 e 22) ndo
evidenciam nenhuma tendéncia marcante, o que néo invalida o modelo de regresséo
ajustado. De acordo com este modelo, 0 nimero maximo de brotagdes da cultivar
'Hayward' seria produzido em meio com pH ajustado para 5,85 e sendo o mesmo
solidificado com 0,82% de agar, correspondendo a 3,88 brotacdes por explante
(Fig. 19). Este comportamento também pode ser visualizado pelo diagrama de
contornos (Fig. 20).

No caso dessa cultivar, observou-se que o aumento da concentragio de
agar néo foi prejudicial a proliferagéo de brotagdes, como verificado por Singha (1982);
Monette (1986); Pasqualetto, Zimmerman e Fordham (1986); Pasqualetto Zimmerman e
Fordham (1988); Ghashghaie, Brenckmann e Saugier (1991) e Peixoto e Pasqual
(1995). Segundo Pierik (1987), os meios mais consistentes, além de dificultar a
inoculag&o, diminuem a absorgéo de nutrientes.

De modo geral, para a cultivar 'Matua', os niveis de pH mais baixos, ao
contrério dos mais elevados, propiciaram aumento do numero de brotagges,
independentemente da concentragdo de agar associada, como pode ser observado
pela superficie de resposta ajustada (Fig. 23). Este aumento foi também verificado,
quando concentragdes intermedidrias de agar foram combinadas com todos os niveis
de pH. De acordo com o modelo de regressdo mdltipla que gerou a superficie, o
maximo quanto ao nimero de brotagées da cultivar 'Matua', foi estimado como sendo a
combinag&o entre o nivel de pH 3,70 e 0,62% de &gar, correspondendo & producéo de
5,96 brotagdes. Esse ponto é igualmente observado no diagrama de contornos
(Fig. 24). As Figuras 25 e 26 apresentam as andlises dos residuos, visto que o desvio
de regressé&o para este modelo também foi altamente significativo (Tabela 4). Também
aqui ndo parece haver razées para invalidar o modelo.
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Y = 0,853044 + 0,177172X, - 0,001299X,” + 1,843886X,” - 0,760422X,° - 1,312978 /X1
- 0,309244(X 2 x Xz) + 0,106972/(X1xX2) + 0,852272V(X;% x X2)

FIGURA 19. Superficie de resposta para numero de brotagdes da cultivar 'Hayward'
(J/(Y)), em funcéo da concentragdo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apds 45 dias
de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 20. Diagrama de contormos para numero de brotagdes da cultivar 'Hayward',
em funcao da concentracao de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apds 45 dias de cultivo

in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 21. Analise de residuos para nimero de brotagdes da cultivar 'Hayward', em
funcdo da concentragdo de &gar, ap6s 45 dias de cultivo in vifro. UFLA, Lavras-MG,
1996.
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FIGURA 22. Andlise de residuos para nimero de brotagGes da cultivar 'Hayward', em
fungéo do nivel de pH, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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Y =-11,704717 + 1,983349X; + 2,54941X; - 1,267009X+ - 0,153267X5° + 23,793073X;" - 0,113731(X1 X Xa2)

R2=058

FIGURA 23. Superficie de resposta para numero de brotacdes da cultivar 'Matua'
(J(Y+0,5)), em funcéo da concentracdo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apos 45
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 24. Diagrama de contornos para numero de brotacdes da cultivar '‘Matua', em
fungao da concentracéo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apds 45 dias de cultivo in

vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 25. Andlise de residuos para nimero de brotagdes da cultivar 'Matua', em
fungéo da concentragdo de 4gar, ap6s 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG,
1996.
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FIGURA 26. Andlise de residuos para nimero de brotagGes da cultivar 'Matua', em
fung&o do nivel de pH, apés 45 dias de cuitivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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4.2.2 Comprimento de brotagdes

Os meios com concentracdes reduzidas de &gar, incluindo também os
liquidos, permitiram a obtencdo de brotagcbes mais compridas, para a cultivar
'Hayward', quando o pH destes foi aferido para niveis mais altos. Todavia, em
concentragSes intermediarias e mais elevadas de &gar, as brotagdes apresentaram
maior tamanho, quando estas foram combinadas com pH ajustado para niveis mais
baixos. As maiores brotagbes da cultivar 'Hayward' poderiam ser obtidas em meio
solidificado com 0,45% de agar e com pH ajustado para 4,70, de acordo com o modelo
de superficie de resposta, correspondendo a um comprimento de 14,21 mm (Figuras 27
e 28). As anélises de residuos para comprimento de brotagcdes dessa cultivar sdo
apresentadas nas Figuras 29 e 30. 'A excessdo de um possivel outlier (valor
discrepante) observado na concentragdo 0,2% de &gar (Figura 29), a dispers3o dos
residuos n&o parece invalidar o modelo.

Para a cultivar 'Matua', o pH dos meios, quando ajustado para niveis mais
baixos, resultou em brotagbes mais compridas, porém este tamanho foi
significativamente maior quando tais meios foram geleificados com concentragdes
intermediarias de agar. As menores brotagdes foram verificadas tanto em meio liquido
como nos meios extremamente alcalinos e também nos mais sélidos. O comprimento
maximo (12,23 mm) de brotagSes da cultivar 'Matua', poderia ser obtido na combinacgéo
do pH 4,28 com &gar a 0,48%, conforme observado nas Figuras 31 e 32.

4.2.3 Peso da matéria seca da parte aérea de brotagdes

Aumentos crescentes do PMSPA de brotagSes da cultivar '‘Hayward' foram
observados a proporgdo que elevou-se o pH, em meios solidificados com
concentrages intermediérias e até mesmo, concentragdes bastante reduzidas de agar,
incluindo os meios liquidos (Figuras 33 e 34). Entretanto, em meios solidificados com
concentragbes mais altas, o aumento do PMSPA foi favorecido quando efetuou-se o
ajuste do pH para niveis mais inferiores. Todavia, as brotagbes da cuiltivar 'Hayward'
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FIGURA 27. Superficie de resposta para comprimento de brotagdes da cultivar
'Hayward' (4/(cm) ), em funcdo da concentragdo de agar (X1) e do nivel de pH (X2),
apos 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 28. Diagrama de contornos para comprimento de brotacbes da cultivar
'Hayward', em fungéo da concentracdo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apds 45

dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 29. Andlise de residuos para comprimento de brotagées da cultivar ‘Hayward',
em funcéo da concentragdo de agar, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG,
1996.
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FIGURA 30. Analise de residuos para comprimento de brotagdes da cultivar 'Hayward',
em fungéo do nivel de pH, apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.



Y = 0,312317 - 0,269015X,% + 0,821013 VX1 + 0,226007X; - 0,022054X,? - 0,077775(X; x X3)

e e A e =T T S

,.
)

N
N
4
4
4
'
4
4
¢
’
0
)
¢
()
‘4
fhir-
e
l‘l

3
W)
4
X
3
4
0
)
o
o
4
4
4
/
(]
(}
Y
/ /’ /

O
§
W

b
(o
@
)
o
§
/
f

(;;
W)
\)
2
3
O

)

"

)
0
4

5
'.0
5
M)
%
X

A0
0
X
"
"
(55

5

&

4

()

"
’ \
&
:0
W
0
h
(]

’

)
4
s
X

9
o
5%
X
S

5

A

XX

3

%
&
%
o
XK
S50
%Y
XY
y

y

&

X
%
%
5
e
%
%
%

%
25
%

&
S
%
2
%
5
9%
&
<5

&
5
<

o
5
&

¢
O

D

20!
0‘:

&

&
%
35

5 RS
67 KL o6 4
X3(%) [ X 4(%)

49

FIGURA 31. S_uperficie de resposta para comprimento de brotages da cultivar ‘Matua'
(cm), em fung&o da concentragédo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apés 45 dias de

cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGUR'A 32. Diggrama de contornos para comprimento de brotacSes da cuitivar
Matua’, em fungéo da concentragéo de agar (X1) e do nivel de pH (X2), apés 45 dias

de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 33. Superficie de resposta para peso da matéria seca da parte aérea de
brotacdes da cultivar 'Hayward' (,/(g) ), em fungdo da concentragdo de agar (X1) e do
nivel de pH (X2), ap6s 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 34. Diagrama de contornos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagdes da cultivar 'Hayward', em fungéo da concentragdo de agar (X1) e do nivel de
PH (X2), apbs 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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apresentaram maior PMSPA quando niveis mais elevados de pH foram combinados
com concentragdes intermediarias de agar (Figuras 33 e 34). Embora o modelo de
superficie ajustado tenha apresentado um ponto de méaximo (110 mg) correspondente
aos niveis de 7,70 para pH e 0,39 % para agar, a tendéncia predominante na superficie
de resposta € a de uma "crista estaciondria” (Box e Draper, 1987). De acordo com
esses autores, em uma situacdo real nunca ocorreréo cristas perfeitas, e assim, se os
pontos de maximo ndo forem muito marcantes, é mais significativo observar a
conformacé&o geral da superficie indicando melhores desempenhos nas concentragdes
intermediarias de &gar, em qualquer nivel de pH. As Figuras 35 e 36 apresentam as
analises de residuos para PMSPA de brotagdes da cultivar 'Hayward'.

Estes resultados néo foram compativeis com os de Pierik (1987), o qual
menciona que em niveis de pH acima de 7,0, o crescimento e desenvolvimento in vitro
ficam prejudicados e também com os obtidos por Marino e Battistini (1990), os quais
referem-se sobre a limitagdo da regeneragéo e sobrevivéncia de brotagdes de kiwi
(‘Hayward' e 'Tomuri') em niveis de pH superiores a 5,7.

Em meio liquido, o PMSPA de brotagdes da cultivar 'Matua' permaneceu
constante e bastante reduzido para os diversos niveis de pH testados. J&4 em meios
geleificados, os maiores PMSPAs foram alcangados quando o ajuste do pH foi feito
para niveis mais inferiores. A medida que o ajuste foi efetuado para niveis mais
superiores, o PMSPA decresceu gradativamente. De maneira geral, as melhores
respostas quanto ao PMSPA de brotagdes dessa cultivar, foram obtidas quando
combinaram-se concentragdes intermediarias de agar com niveis de pH mais inferiores.
Portanto, através do modelo de regress&o ajustado (Fig. 37) e também de acordo com
o diagrama de contornos (Fig. 38), a producio maxima estimada (81,40 mg/explante)
de matéria seca da parte aérea de brotagdes da cultivar 'Matua', seria obtida na
associagéo entre o nivel de pH 3,70 e 0,53% de agar. As andlises de residuos para
PMSPA de brotagbes dessa cultivar, podem ser visualizadas pelas Figuras 39 e 40.
Parece ter havido uma tendéncia quadratica na dispersdo de residuos disposta ao
longo das concentragdes de agar (Figura 39), mas também aqui houve o cuidado da
inclus&o de parametro relativo ao quadrado da concentrag&o de agar (Figura 37).
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FIGURA 35. Andlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagbes da cultivar 'Hayward', em fungéio da concentragdo de agar, ap6s 45 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 36. Andlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagbes da cultivar 'Hayward', em fungdo do nivel de pH, apés 45 dias de cultivo in
vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 37. Superficie de resposta para peso da matéria seca da parte aérea de
brotacdes da cultivar 'Matua’ (\/@ ), em fungé&o da concentracdo de agar (X1) e do
nivel de pH (X2), apos 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 38. Diagrama de contornos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotacSes da cultivar 'Matua', em funcdo da concentragdo de agar (X1) e do nivel de

PH (X2), apés 45 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 39. Anédlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagées da cultivar 'Matua', em fungdo da concentracdo de &gar, apés 45 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras-MG, 1996.
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FIGURA 40. Andlise de residuos para peso da matéria seca da parte aérea de
brotagtes da cultivar 'Matua', em funcio do nivel de pH, apds 45 dias de cultivo in vitro.
UFLA, Lavras-MG, 1996.
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No cultivo in vitro da cultivar 'Matua', péde-se verificar que as melhores
respostas quanto & multiplicacdo, alongamento e peso da matéria seca de brotagdes
foram obtidas em meios muito &cidos, contrariando a afirmagéo de Pierik (1987), que
menciona sobre a paralisagdo do crescimento e desenvolvimento in vitro em niveis de
pH abaixo de 4,5. Porém, resultados similares foram observados, quando brotagGes de
videira (Peixoto e Pasqual, 1995) e embrides de laranjeira 'Pera’ (Ribeiro, Pasqual e
Ramos, 1997) foram cultivados em meio, cujo pH foi aferido para niveis mais baixos.

Os resultados obtidos indicaram que a cultivar ‘Matua’ teve absorgéo
preferencial por NO3', uma vez que o seu desempenho foi melhor, para as variaveis
avaliadas, em meios extremamente acidos. O mesmo foi observado com a cultivar
‘Hayward’ para a obtencdo de brotagdes com maior tamanho. Ja os meios que
manifestaram os maiores PMSPAs desta mesma cultivar mostraram que houve,
preferencialmente, absorgdo de NH," pelos explantes, devido ao nivel de pH ser
bastante alcalino, concordando com George (1993).

Em ambos os ensaios, houve alguns casos em que o coeficiente de
determinagéo (R?) apresentou valor baixo. Porém, isto ndo implica que os modelos de
superficie de resposta ajustados tenham sido ruins, ocultando ou deixando de levar em
consideragéo informacdes importantes, uma vez que exaustivas tentativas de incluséo
de novos pardmetros aos modelos foram feitas. Um problema mais grave e
frequentemente observado foi o da significancia dos desvios de regressdo. As andlises
de residuos, no entanto, conferiram uma certa seguranga quanto & validagdo dos
modelos nesses casos. De qualquer modo, esses problemas evidenciam dificuldades
inerentes a pesquisa envolvendo a cultura de tecidos vegetais, devido & existéncia de
indmeros fatores ndo controlados que conferem uma alta variabilidade, nem sempre
facil de lidar.

Apds o periodo de cultivo dos explantes, constatou-se a variaggo do pH do
meio de cultura, tanto para a cultivar 'Hayward' (Tabela 5) como para a 'Matua'
(Tabela 6). Independentemente da concentracdo de agar utilizada, houve tendéncia
dos niveis mais baixos (3,7 e 4,7) aumentarem e dos demais abaixarem. Resultados
semelhantes foram encontrados por Peixoto e Pasqual (1995), os quais verificaram a
ocorréncia de reagGes de alcalinizagdo e acidificacdo nos meios ao final do cultivo.
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TABELA 5. Variagbes observadas nos valores de pH, 45 dias apds o cultivo in vitro da
cultivar 'Hayward', em fungdo da concentragdo de agar e do nivel de pH
ajustado inicialmente. UFLA, Lavras-MG, 1996.

Concentragdes de Agar Niveis de pH
(%)
3,7 47 5,7 6,7 7,7

0.0 4,68 4,62 4,71 4,85 5,25
0.2 5,05 4,96 5,41 5,55 5,68
04 5,27 5,45 5,32 5,62 5,56
0.6 5,66 5,50 5,47 5,29 5,49
0.8 5,51 5,10 5,26 5,42 5,39
1.0 5,39 5,29 5,27 5,36 5,30

TABELA 6. Variagbes observadas nos valores de pH, 45 dias apds o cultivo in vitro da
cultivar 'Matua', em fungdo da concentragdo de &gar e do nivel de pH
ajustado inicialmente. UFLA, Lavras-MG, 1996.

Concentragdes de Agar Niveis de pH

(%)

3.7 4.7 57 6.7 7.7
0.0 4,37 4,43 4,44 5,29 5,07
0.2 5,33 5,10 5,28 5,18 5,28
0.4 4,99 5,01 5,06 495 5,02
0.6 5,11 4,51 4,88 4,94 4,95
0.8 4,93 5,00 4,88 4,84 4,49
1.0 4,85 4,68 4,69 4,67 4,68

Como observado por Wolfe, Chin e Eck (1986) e Oliveira (1994),
independente do pH ajustado inicialmente, todos os meios mostraram-se bastante
acidos. Wolfe, Chin e Eck (1986) associaram a reducdo do pH do meio nutritivo a
liberac&o de prétons [H'] pelas raizes dos explantes.
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Mesmo empregando concentracGes de agar mais elevadas (0,8 a 1,0%),
observou-se que estas nao foram capazes de evitar que o valor do pH se alterasse,
apresentando-se &cido. Isto estd de acordo com Peixoto e Pasqual (1995), porém
divergindo de Singha (1982), que relatou que a adi¢cdo de agar, assim como o aumento
de sua concentracao promoveu redugéo da acidifica¢do do meio.

A causa da variagdo do pH, conforme Mezzetti, Rosati e Casalicchio
(1991), pode ser atribuida & presenga de explantes, bem como & troca iénica entre
estes e 0 meio, refletindo assim na intensidade de absorcédo e liberagdo de ions.
Segundo estes autores, o declinio do pH esté relacionado & absorcdo de varios cations
(especialmente NH;") e o aumento imediato corresponde a uma maior absorgo de
NOj3, provavelmente devido a utilizagdo total de NH," disponivel no meio.

Portanto, além da autoclavagem (Skirvin et al.,1986 e Pasqual, Ribeiro e
Barros, 1992), a alteragéo do pH pode estar relacionada & absorgéo diferencial de fons
pelas células bem como, & excregcdo de produtos metabblicos para o meio (Caldas,
Haridasan e Ferreira, 1990 e George, 1993).

As cultivares, na maioria dos tratamentos, apresentaram alta incidéncia de
calo, exceto quando o ajuste do pH foi efetuado para 5,7 ou niveis mais baixos, em
meios contendo 0,2% de agar e também, quando o pH 3,7 foi combinado com 0,4% de
agar. Nestes, a presenga de calo foi totalmente extinta na cultivar '‘Hayward' e bastante
reduzida na cultivar 'Matua'.

A ocorréncia de raizes em microestacas da cultivar 'Hayward' foi bem mais
acentuada em meio liquido do que em meios solidificados. As raizes adventicias
formadas foram observadas surgindo do calo e da haste. As mesmas apresentaram-se
longas e finas e ainda, bem ramificadas e pilosas. Contudo, ndo houve a formacéo de
raizes na concentragdo 0,2% de agar, salvo quando o pH foi ajustado para 5,7 ou
niveis mais elevados, sendo nestes tratamentos, a freqiéncia de raizes extremamente
reduzida. De modo geral, em brotagdes da cultivar 'Matua', a formacao de raizes foi
também bastante insignificante na maioria das concentragGes de &gar utilizadas, porém
estas néo foram observadas quando utilizou-se 1,0% de agar.

Raras vezes, as cultivares apresentaram brotagbes com dapices
necrosados, sendo esse sintoma também constatado por Sha, McCown e Peterson
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(1985) em apices de brotagcdes de Solanum tuberosum, porém em maior intensidade.
Segundo esses autores, a incidéncia de necrose e consequentemente, a reducio do
vigor de plantulas in vitro, esta associada a deficiéncia de calcio. Esses afirmaram
ainda que, o Parafilm usado para vedar os recipientes, promoveu a necrose apical; no
entanto, este problema pode ser contornado, com 0 aumento do nivel de calcio no meio
de cultura.



5 CONCLUSOES

5.1 Ensaios 1 e 2: Influéncia da concentracdo do meio de cultura (MS) e de
sacarose na multiplicagéo in vitro das cultivares 'Hayward' e 'Matua'

5.1.1 Namero de brotagodes

A cultivar 'Hayward' apresenta maior nimero de brotages na combinagéo
de 117,31% de meio de MS com 36,10 g/l de sacarose; enquanto que, para a cultivar
‘Matua', este numero é favorecido em meio contendo 98,46% de nutrientes e 13,90 all
de sacarose.

5.1.2 Comprimento de brotagoes

Quanto ao comprimento de brotacdes, a melhor resposta para a cultivar
‘Hayward' é a combinagéo de 200% de MS com 36,30 g/l de sacarose; no entanto, para
a 'Matua', quando 35,20 g/l de sacarose s&o adicionados ao meio contendo 163,51%
de nutrientes.

$.1.3 Peso da matéria seca da parte aérea de brotagoes

O PMSPA é considerado 6timo para a cultivar 'Hayward', empregando-se
134,96% de MS com 48,70 g/l de sacarose; porém, para a 'Matua’, quando associam-
se 134,63% de MS com 51,60 g/l de sacarose.
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5.2 Ensaios 3 e 4: Influéncia da concentragdo de agar e do nivel de pH na
multiplicagao in vitro das cultivares 'Hayward' e ‘Matua'

5.2.1 Numero de brotagoes

O melhor resultado relativo ao nimero de brotagées da cultivar 'Hayward' é
obtido no nivel 5,85 de pH combinado com 0,82% de agar; todavia a cultivar '‘Matua',
na combinac&o do pH 3,70 com 0,62% de agar.

5.2.2 Comprimento de brotagdes

As brotagbes da cultivar 'Hayward' alcangam tamanho superior na
combinag&o do pH 4,70 com 0,45% de agar; contudo, a cultivar 'Matua', combinando-se
o nivel 4,28 de pH e 0,48% de é&gar.

5.2.3 Peso da matéria seca da parte aérea de brotagdes

O PMSPA mais efetivo para a cultivar 'Hayward' é beneficiado em meio
solidificado com 0,39% de agar e pH ajustado para 7,70; quanto a cultivar 'Matua', este
ocorre na combinagéo de 0,53% de agar e 3,70 de pH.
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TABELA 1A. Composigéo do meio nutritivo "MS" (Murashige e Skoog, 1962)

Componentes Concentragées

mg/| mM
Macronutrientes:
NH4NO; 1650 20,60
KNO3 1800 18,80
CaCl, . 2H,0 440 2,99
KH,PO,4 170 1,25
Micronutrientes:
MnSO, . 4H,0 22,3 0,100
ZnSO4 .7 H0 8,6 0,0299
HsB03 6,2 0,100
Ki 8,3 0,005
N32M004 . 2H,0 0,25 0,001
CuSO0,. 5H,0 0,025 0,0001
CoCl, . 6H,0 0,025 0,0001
Fe EDTA:
Na,EDTA . 2H,0 37,3 0,100
FeSO,4. 7H,0 27,8 0,100
Glicina 2,0 0,0266
Acido nicotinico 0,5 0,004
Piridoxina. HCI 0,5 0,0024
Tiamina. HCI 0,1 0,0003
Mio-inositol 100 0,55
Sacarose 30000 87,6

Fonte: Caldas, Haridasan e Ferreira (1990).
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TABELA 2A. Concentracdes (mM) dos componentes do meio MS de acordo com as
percentagens utilizadas nos tratamentos. UFLA, Lavras-MG, 1996.

Tratamentos (%)

Componentes 0 50 100 150 200
Macronutrientes:

NH/NO; - 10,300 20,60 30,900 41,20
KNO3 - 9,400 18,80 28,200 37,60
CaCl, . 2H,0 - 1,495 2,99 4,485 5,98
MgSO, . 7H0 - 0,750 1,50 2,250 3,00
KH,PO, - 0,625 1,25 1,875 2,50
Micronutrientes:

MnSO, . 4H,0 - 0,05000 0,1000 0,15000 0,2000
ZnS04.7 H,0 - 0,01495 0,0299 0,04485 0,0598
HsBOs - 0,05000 0,1000 0,15000 0,2000
Ki - 0,00250 0,0050 0,00750 0,0100
Na;MoQ, . 2H,0 - 0,00050 0,0010 0,00150 0,0020
CuSO0, . 5H,0 - 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002
CoCl, . 6H,0 - 0,00005 0,0001 0,00015 0,0002
Fe EDTA:

Na,EDTA . 2H,0 - 0,05 0,100 0,15 0,20
FeSO,4. 7H,0 - 0,05 0,100 0,15 0,20
Amino&cido:

Glicina - 0,0133 0,0266 0,0399 0,0532
Vitaminas:

Acido nicotinico - 0,00200 0,0040 0,00600 0,0080
Piridoxina . HCI - 0,00120 0,0024 0,00360 0,0048
Tiamina . HCI - 0,00015 0,0003 0,00045 0,0006

Mio-inositol - 0,275 0,55 0,825 1,10









