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RESUMO

SOUZA, Aguinaldo Serafim de. Efeitos da sacarose e do fotoperiodo na propagaciio in vitro
da cv. Ebano de amora-preta e dos porta-enxertos de macieira “MM.111” e pereirg
Pyrus calleryana Deene. Lavras: UFLA, 1995. 36p. (Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia)

Objetivou-se com esse trabalho, estudar os efeitos de varias concentragdes de
sacarose, combinadas com diferentes fotoperiodos, sobre a taxa de brotagdes ‘in vitro® dos
segmentos caulinares da cv. Ebano de amora preta e dos porta-enxertos de macieira ‘MM.111°
e de pereira Pyrus calleryana Deene. Para instalagio dos experimentos, brotagdes com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento, das trés diferentes espécies citadas, foram
inoculadas em tubos de ensaio, contendo 10 ml do meio MS suplementado com 5
concentragdes de sacarose (0,0; 15; 30; 45 e 60 g/L). Posteriormente esses tﬁbos foram
distribuidos em cdmaras para B.O.D. com fotoperiodo ajustado para 8/16; 10/14; 14/10; 16/8
horas luz/escuro com temperatura de 25°C e intensidade luminosa de 1500 lux. O delineamento
experimental utilizado foi o inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x4. Apés o periodo
de 30 dias, foram realizadas as avaliagdes, registrando o niimero total de brotos e nimero de
brotos > 1 cm de comprimento. Os resultados foram interpretados estatisticamente por meio de

analises de varidncia e regressio. De modo geral, as diferentes concentra¢des de sacarose

* Orientador: Moacir Pasqual. Membros da banca:Nilton Nagib Jorge Chalfun e José Darlan
Ramos.



viii
influenciaram na multiplicagdio e crescimento das novas brotagdes das espécies testadas. A
melhor combinagfio para o numero total de brotos e nimero de brotos > 1.0 cm para o porta-
enxerto de macieira ‘MM.111°, foi de 60 g/L de sacarose com fotoperiodo de 8 horas. Para a
cv. Ebano de amora-preta o melhor tratamento para a multiplicagiio dos brotos, ocorreu com
35,2 g/L de sacarose e fotoperiodo de 16 horas, enquanto que para brotos > 1 cm, a
concentracio de sacarose foi de 30 g/l de sacarose e fotoperiodo de 13 horas. A sacarose
influenciou também no nitmero de brotos do porta-enxerto de pereira Pyrus calleryana Deene.
A concentragdo de 60 g/L de sacarose, promoveu o maior niimero de brotos € a maior produgdo

de brotos > 1 cm de comprimento.



SUMMARY

EFFECTS OF SUCROSE AND OF PHOTOPERIOD IN PROPAGATION IN VITRO OF
CV. EBANO OF BLACKBERRY AND OF ROOTSTOCK OF APPLE TREE “MM.111”
AND PEAR Pyrus calleryana Deene.

This work aimed to study the effects of several concentrations of sucrose,
combined with different photoperiods, upon the in vitro sprout rate of the cultivar Ebano of
blackberry and rootstocks of apple tree “MM.111” and pear tree Pyrus calleryana Deene. For
setting up of the experiments, sproutings about 1.5 cm long from the three different species
quoted, were inoculated in teste tubes containing 10 mi of the MS medium and supplied with five
concentrations of sucrose (0,0; 15;30;45 and 60 @/L). Afterwards, these tubes were allocated to
the B.O.D. chambers with photoperiods fitted to 8/16; 10/14; 14/10 and 16/8 hoﬁrs light/dark
with temperature of 25°C snd light intensity of 1500 lux. The experimental design utilized was
the completely randomized in a 5x4 factorial scheme. After the period of 30 days, the evaluations
were accomplished, recording the total number of sprouts and number of sprouts > 1,0 cm in
lenght. The results were interpreted by means of analyses of variance and regression. In general,
the different concentration of sucrose influenced both the multiplication and growth of the new
sproutings of the species tested. The best combination to the total number of sprouts and number
of sprouts > 1.0 cm in leght for the apple tree rootstock MM.111, was 60 g/L of sucrose with a 8

hour photoperiod. To the cultivar Ebano of blackberries, the treatment for sprout multiplication
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occurred with 35 g/L. of sucrose and a 16 hour photoperiod, while for sprout > 1,0 cm, the
concentration was 30 g/L of sucrose and photoperiod of 13 hours. Sucrose also influenced the
number of sprouts of the rootstock of the pear tree Pyrus calleryana. The concentration of 60 g/L
of sucrose promoted the greatest number of sprouts and the greatest production of sprouts

> 1,0 cm lenght.



1 INTRODUCAO

O interesse que a fruticultura vem despertando atualmente, como uma alternativa
viavel de produgdio, sustentada pela possibilidade de desencadear um processo de
desenvolvimento industrial e social, aumento de oferta de frutas, melhoria da dieta alimentar, faz
com que novas tecnologias e novas areas sejam exploradas com a fruticultura.

O Estado de Minas Gerais apresenta uma privilegiada diversificagdo climatica,
que propicia a implantagfo das mais diversas frutiferas, desde as que exigem ambientes tropicais
até aquelas que necessitam de baixas temperaturas, identificando-o como um Estado com étima
vocagdo fruticola.

Entretanto, na formaggio de pomares, tem-se verificado efeitos desastrosos, face a
utilizagdo de mudas obtidas & partir de material propagativo nio selecionado, de baixa
produtividade, com frutos de qualidade inferior e com problemas de doengas, principalmente
viroses, que vdo se agravando nas sucessivas geragdes através da propagagio vegetativa. Esta
situagdo na propagacdo, encontra-se numa fase bastante incipiente, comprometendo a vegetagdo,
produtividade a estabilidade econdmica da exploragdo fruticola, e até, em certos casos, pode
torna-la inviavel.

Dentro deste contexto, as técnicas de cultura de tecidos vegetais revestem-se de

fundamental importincia, permitindo selecionar e obter plantas com alta potencialidade
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qualitativa, com genuinas caracteristicas varietais, isentas de viroses e em grandes quantidades
em curto espago de tempo.

No entanto, a determinagio das condi¢des otimas de cultivo in vitro é essencial
para um eficiente sistema de propagagio, pois, os fatores quimicos e fisicos influenciam de
maneira diferente as varias espécies de plantas. A sacarose, por exemplo, usada como fonte de
carbono, pode alterar a taxa fotossintética, o potencial osmético do meio, a absorgio de
nutrientes de acordo com a concentrago utilizada. J4 em relagio ao fotoperiodo, a determinaggio
do minimo de luz requerida para satisfazer o crescimento de cada espécie ou cultivar, ¢ uma
considerével vantagem na reduggio do custo de producio.

O objetivo do presente trabalho foi verificar in vifro os efeitos de diferentes
concentragdes de sacarose e diferentes fotoperiodos, na taxa de brotagdo da amora-preta cv.

Ebano e de porta-enxertos de macieira e pereira cultivares“MM.111” e de Pyrus calleryana

Deene, respectivamente.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes sobre as espécies utilizadas

2.1.1 Amora-preta

A cultivar Ebano ¢é origindria da selegio da populagdo F,, do cruzamento das
cultivares Comanche X (Thornfree X Brazos), pertence 4 familia Rosaceae, ao género Rubus,
subgénero Eubatus, espécie Rubus caesius (L.) (Moore, 1984).

Conforme Bassols ¢ Moore (1981), a espécie apresenta algumas caracteristicas
boténicas, como, caule semi-ereto, pequena quantidade de espinhos, produtividade em torno
6000 Kg/ha e boa adaptagiio as condigdes de baixa temperatura. Os frutos sio de coloragdo preta
brilhante, com peso entre 5,0 ¢ 6,5 8, com polpa firme. Os frutos s3o consumidos “in natura”, em
forma de geléias e também adicionados em iogurtes em fungdo da coloragdo e sabor. A
maturagio dos frutos ¢ tardia, em relagfio a outras cultivares(cherokee e comanche), sendo um
fator desejavel para a industria no sul do Brasil, visto que seu processamento ocorre depois do
pico de colheita do péssego.

Segundo Moore (1984), no Brasil, estirpes do Tobacco Streak Virus (TSV) tem

infectado as culturas, ocasionando reduces na vegetagdo e produtividade. As transmisses dos
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virus, geralmente ocorrem através do trips (Frankliniella sp) que hospedam-se em plantas
contaminadas nos pomares. A disseminagéio do virus ocorre através da propagacdo de hastes e
estacas de raiz in vivo.

Babic e¢ Neskovic (1984) e Broome e Zimmerman (1978) relatam que a
propagacdo da amora preta por cultura de tecidos resultaram em grande sucesso com obtengZo de

plantas livres de virus.

2.1.2 Porta-enxertos “MM.111” e Pyrus calleryana Deene

A macieira pertence a familia das Rosaceas, género Malus e,é descrita como
origindria da regido Mediterranea da Europa e América do Norte (Penteado, 1986).

Segundo Denardi (1986), o porta enxerto de macieira “MM.111” ¢ um hibrido
resultante do cruzamento entre (Norten Spy X M1 793) e pertence a série MM (Malling Merton).
Ainda conforme o autor, 0 ‘MM.111” ¢ considerado um dos melhores porta-enxertos, para solos
arenosos e secos, possuindo um sistema radicular amplo e bem equilibrado. Devido ao porte
semi-vigoroso, ¢ mais indicado para solos com baixa fertilidade, produzindo plantas menores,
que facilitam os tratos culturais ¢ a colheita. E caracterizado também pela resisténcia ao pulgdo
lanigero (Eriosoma lanigerum) que debilita o desenvolvimento das plantas, causando uma
desorganizagio ao sistema radicular, pela liberagdo de toxinas e extragio de seivas das partes
lenhosas e dos brotos tenros.

Quanto a pereira, uma frutifera tipica de clima temperado, t8m como centro de

' origem a regido asidtica e pertence a familia das Roséceas género Pyrus(Penteado 1986).
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Segundo Nogueira (1985), o porta enxerto de pereira cultivar Pyrus calleryana
Deene ¢ caracterizado por antecipar a frutificagéo e tolerar melhor‘és condigSes de umidade dos
solos, apresentar resisténcia a Phytophthora e por induzir menor porte & planta, possibilitando
pomares com maior densidade de plantio,. O Pyrus calleryana Deene também promove boa

qualidade nos frutos e mostra-se compativel com a maioria das cultivares.
2.2 Propagacio através da cultura de tecidos

O emprego das técnicas de cultura de tecidos tém melhorado progressivamente a
propagagdo de plantas, possibilitando avancos consideraveis no melhoramento genético,na
producdo de plantas sadias, no intercimbio e conservagdo de germoplasma. Essa técnica, ¢
baseada no fenémeno da totipoténcia das células vegetais, ou seja, cada célula possui a
capacidade de regenerar uma nova planta quando submetida & condi¢3es especiais (Gamborg e
Shyluck, 1981).

Em inimeras espécies de frutiferas, que apresentam dificuldade de multiplicagsio
pelos métodos convencionais, utiliza-se com sucesso da micropropagagio (Broome e
Zimmerman, 1978; Stimart e Harbage, 1989; Jones e Webster, 1993; Fasolo, Zimmerman e
Fordham, 1989; Pawlicki e Welander, 1994), permitindo a obtengio de um grande nimero de
plantas geneticamente idénticas em curto periodo de tempo e com possibilidades de obtengdo de
plantas livres de viroses. Mas, entretanto, ao iniciar programas de micropropagacgio e para
induzir a morfogénese, devem ser considerados 0s tipos e tamanho dos explantes, pois as reagdes

s3o variadas entre os diversos tecidos utilizados.
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Os explantes mais indicados na multiplicagdo clonal “in vitro” sdo apices
caulinares, gemas axilares e meristemas que normalmente mantém a fidelidade genotipica da
planta matriz (Grattapaglia ¢ Machado, 1990). Segundo Otoni (1988), o tamanho, o niimero
médio e o vigor dos novos brotos sio influenciados pelo tipo, localizagdo e o tamanho do
explante utilizado na cultura.

Para proliferagio de brotos adventicios de porta-enxerto de macieira e pereira,
foram empregados brotos caulinares com aproximadamente 1,5 cm de comprimento (Yae,
Zimmerman e Fordham, 1987, Welander, 1988; Webster e Jones, 1989).

Lane (1979), demonstrou que a remogio de gemas apicais de brotos de pereira,
seguida de sua colocagéo em posigdo horizontal no meio de cultivo, estimulou o crescimento das
gemas laterais. Com esse mesmo objetivo, de aumento de brotagdes adventicias, Pawlicki e
Welander (1994) obtiveram sucesso, através do cultivo de fragmentos de folhas do porta-enxerto
de macieira Jork 9 (Malus pumila) posicionando o explante com a superficie abaxial sobre o
meio de cultura.

Para obtengdo de plantas livres de viroses, Babic e Neskovic (1984) verificaram
que eém amora-preta o tamanho ideal dos meristemas excisados estava compreendido entre 0,2 a
0,5 mm.

Importantes variagées no habito, morfologia e performance, tem sido observadas
frequentemente em plantas regeneradas, através da cultura de tecidos (Austin e Cassells 1982).
No porta enxerto de macieira M9 (Malus pumila), Webster e Jones (1989) descrevem que o

subcultivo durante a micropropagagdo apresentou graduais variagdes fisiologicas, atingindo o

rejuvenescimento.
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Gongalves (1982), relata que a multiplicagio sucessiva in vitro do material
vegetativo de arvores adultas de Eucalyptus urophylla , foi eficiente na reversio a Jjuvenilidade.
Estas variagGes sdo caracterizadas por uma melhoria na produgéo de brotos ¢ também na
capacidade de regeneragdo de raizes adventicias. Stimart e Harbage (1989) relatam que as gemas
de Malus domestica Borkh. cv. jonathan mantidas in vitro resultaram em 8%, 62% e 95% de
enraizamento, ap6s o cultivo inicial e depois de 4 ¢ 9 subcultivos, respectivamente.

Jones e Webster (1993), em porta enxerto de pereira Pyrus communis,
conseguiram aumentos significativos no nimero médio de brotagdes, de 1,3 a 11 brotos, com os
subcultivos durante 4 e 62 meses Com outrag espécies como o porta enxerto Prunus insistitia, o
subcultivo por mais de 9 anos, tem fornecido micropropagulos rejuvenescidos, melhorando a
propagacdo pelo método convencional no campo (Howard, Jones e Vasek, 1989). Em Pyrus
calleryana a proliferagdo extensiva de brotos laterais ocorreu depois de 7 meses de subcultivos
(Stimart e Harbage, 1989), sugerindo assim que para o inicio do desenvolvimento de brotagdes é
necessario um substancial periodo de tempo.

Conforme Schmildt (1994), foi obtido inicialmente 30% de enraizamento em
ramos de mamoeiro micropropagados e, passados 18 meses de subcultivos sucessivos, o

enraizamento chegou a 60%, com o mesmo tipo de meio de cultura.

2.2.1 Meio de cultura

O meio de cultura utilizado nas diversas fases da micropropagagio deve sustentar
as necessidades para um 6timo crescimento e diferenciagio dos tecidos “in vitro” (Caldas,

Haridasan e Ferreira, 1990). O meio Murashige e Skoog (1962) (MS) completo ou com redugdes
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dos sais, suplementado com vitaminas, principalmente tiamina, tem-se mostrado satisfatério para
o desenvolvimento das culturas da macieira, pereira e amora-preta (Coffin, Taper ¢ Chong, 1976;
Skirvin, Chu e Gomez, 1981; Pua, Chong e Rouselle, 1983; Fasolo, Zimmerman e Fordham,
1989).

Lane (1979) obteve bons indices de enraizamento em pereira com 30% e 20% da
concentragio de sais recomendado pelo meio MS.

Quanto aos reguladores de crescimento, as auxinas e as citocininas s3o as classes
mais utilizadas na cultura de tecidos. Skoog e Miller (1957) mostraram que com um adequado
balango nos niveis entre esses dois grupos de fitorreguladores, foi possivel a indugdo tanto de
raizes como parte 4erea, a partir de tecidos da medula do fumo.

Na multiplicagio de brotos axilares em macieira, pereira e amora-preta os
reguladores de crescimento mais utilizados sio 6 Benzilaminopurina (BAP) 2,0 mg/L e 4cido
indol butirico (AIB) 0,1 a 2,0 mg/L (Broome e Zimmerman, 1978; Ochatt e Caso, 1983; Shen e
Mullins, 1984; Yae, Zimmerman e Fordham, 1987; Welander, Welander e Brackman, 1989).

Entretanto, as auxinas exégenas, quando adicionadas em altas concentragdes no
meio de cultura inibem a formagdo(ou indugdo) de gemas laterais (Hasegawa, 1980). Para
concentragdes de 3,0 a 5,0 mg/L de BAP, Lundergan e Janick (1980) obtiveram muitos brotos
atrofiados em macieira.

Segundo Sriskandarajah ¢ Mullins (1981), o 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) ¢

raramente usado em macieira, pois tem efeito inibitério sobre as brotagdes e também induz a

formagio de calos.



2.2.2 Carboidratos

Os tecidos e 6rgios cultivados in vitro apresentam pouca ou nenhuma capacidade
fotossintética, devido a proporgdo de CO, absorvido e fixado ser menor do que as plantas de
origem in vivo (Smith, Palta ¢ Mccown, 1986; Kozai e Iwabuchi, 1991). Logo, requerem uma
fonte externa de carbono para o fornecimento da energia metabolica e esqueleto carbdnico para a
biossintese dos compostos organicos, como celulose, aminoacidos e proteinas, necessarios para o
crescimento das células (George e Sherrington 1984).

Como fonte de carboidratos na propagaco in vitro (Caldas, Haridasan e Ferreira,
1990; Gamborg e Shyluck, 1981; Thompson e Thorpe, 1987) tem-se como padrio a sacarose, que
possui alta solubilidade, rapida metabolizagdo, suporta as mais altas taxas de crescimento e por
ser o agucar mais transportado pela maioria das células,

De acordo com Gamborg ( 1984), a assimilagéo do nitrogénio para o crescimento
“in vitro” da planta, é dependente da concentragdo de sacarose, fornecida de forma exigena.

Porém, viérias tentativas tem sido realizadas para induzir fotoautotrofismo, ou seja,
producdo da propria energia pela fotossintese com omissdo da sacarose no meio de cultura,
objetivando aumentar a sobrevivéncia das plantas na aclimatizagio, reduzir os custos de
produgdo e contaminagdes (Grout e Millam, 1985; Kozai e Iwabuchi 1991). Entretanto, Drew e
Miller (1989) verificaram que, com auséncia de sacarose no meio de cultivo, houve uma drastica
redu¢io na porcentagem de enraizamento do mamoeiro. Langford e Wainwright (1987)
cultivaram brotos de rosas em diferentes concentragdes de sacarose (0 a 40 g/L), e observaram

qQue o crescimento ndo ocorreu em meio sem a sacarose. Segundo esses mesmos autores, em
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relagio a capacidade fotossintética, foi verificado um aumento significativo, quando a
concentracio de sacarose foi reduzida para 10 g/L no meio de cultura.

A exigéncia da sacarose varia com a espécie e cultivar, e as concentragdes de 10 a
30 g/L tem sido utilizadas com sucesso na propagacdo de macieira (Snir e Erez, 1980; Jones
Hopgood e O’Farrel, 1977; Ochatt e Caso, 1983) pereira (Lane, 1979; Stimart ¢ Harbage, 1989;
Rodriguez e Diaz Sala, 1991) e amora-preta (Skirvin, Chu e Gomez, 1981; Fernandez e Clark,
1991).

Concentragdes de sacarose abaixo desse intervalo, 10 a 30 g/L, tem provocado
clorose e morte de explantes em macieiras Granny smith (Sriskandarajah e Mullins, 1981) e em
brotos de rosas (Langford e Wainwright, 1987).

Chong e Pua (1985), utilizando diferentes fontes de carboidratos no cultivo in
vitro, conseguiram 100% de enraizamento e maior nimero de brotos (4,1 brotos) em porta
enxerto de macieira Ottawa 3 com 30-40 g/L de sacarose. No entanto, Zimmerman (1983) ndo
encontrou influéncia da concentragfio de sacarose entre 15 e 60 g/L, no enraizamennto de brotos
micropropagados de macieira.

Em Narcissus, através do cultivo “in vitro” de seus brotos, Chow, Selby e Harvey
(1992) demonstraram que houve um estimulo na produgso de bulbinhos, de 9% para 71% pelo
simples aumento da concentragdo de sacarose de 3% para 9% no meio de cultura.

Os carboidratos, quando adicionados em altas concentragdes, podem intervir no
potencial osmético do meio, pois durante o processo de esterilizagdio por autoclavagem em altas
témperau;ras, a sacarose € hidrolizada em glicose e frutose, compostos osmoticamente ativos
(Sawyer e Hsiao, 1992). Do e Cormier (1991) concluiram que em células de wva (Vitis

viniferaL.), 4 medida que aumentavam a concentragdo de sacarose, resultava no aumento do
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potencial osmético do meio de cultura, influenciando no acimulo de antocianina. Segundo Racca
(1989), citado por Rodrigues (1994), a utilizagdo de 50 g/L de sacarose no cultivo in vitro de
alho, acarretou um aumento do stress hidrico, através do aumento do potencial osmético do meio
de cultivo, sendo que esse stress induziu a bulbificagfio em alho. Pawlicki ¢ Welander (1994)
sugerem como provavel causa da diminuigdo de brotos e coloragdo avermelhada do explante de
Malus pumila Mill, o stress osmético com o uso de 50 g/L de sorbitol.

Em relagdo ao uso de outras fontes de carboidratos para promover a proliferagio
de brotos in vitro, o sorbitol tém demonstrado ser eficiente para o cultivo de macieira (Pua e
Chong, 1984), talvez pelo fato que na familia Rosaceae o sorbitol seja o primeiro produto da
fotossintese e a maior forma de translocagéo (Chong e Taper, 1971).

Através de diferentes fontes de carboidratos no meio de cultivo, Welander,
Welander e Brackmam (1989) obtiveram um numero significativo de 5,9 brotos, com sorbitol
40 g/L. em macieira M.9. Esse efeito positivo do sorbitol também foi verificado por Pawlicki e
Welander (1994) no cultivo do porta enxerto macieira Jork.9, com uma média de 4,9 brotos com

40 g/L de sorbitol, ao passo que 30 g/L de sacarose a média foi de 2,1 brotos.

2.2.3. Temperatura, luminosidade e fotoperiodo

A temperatura exerce grande influéncia sobre a propagacéo in vitro, e a faixa ideal
para a maioria das espécies situa-se entre 20 e 27°C (Le, 1985).
Para o cultivo de brotos de macieira, a melhor temperatura ¢ de aproximadamente

25°C (Abbott € Whiteley, 1976).
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Através dos brotos apicais de Pyrus communis, Wang (1992) observou que a
melhor porcentagem de enraizamento e niimero de raizes, ocorreram durante um periodo de 4 a 7
dias na auséncia de luz com uma temperatura de 25 +2° C. Com amora preta a propagagdo foi
bem sucedida 4 temperatura de 27°C (Broome e Zimmerman, 1978).

Juntamente com a temperatura, a luz exerce importante fungio, no processo de
regulagdo fotomorfogénico, embora seu efeito na fotossintese in vitro seja menor que as plantas
in vivo (Vince, 1964; George e Sherrington, 1984).

Baraldi, Rossi e Lercari (1988), buscando determinar o efeito da qualidade da luz
na indugdo de brotos de pessego (Prunus insistitia) “in Vitro”, observaram que a luz branca,
vermelha e azul promoveram melhores resultados na respectiva ordem.

Para formagdo de brotos e raizes, tem sido reportada a influéncia da duragio da
luz, a qual a cultura foi mantida. Em geral, a maioria das espécies de plantas necessitam de
fotoperiodo de 8 a 18 horas de luz (Economou e Read, 1987).

Yae, Zimmerman e Fordham (1987) relataram que o fotoperiodo de 16 horas
produziu mais brotos em macieira do que o fotoperiodo de 24 horas para as cultivares Mclntosh,
Empire, Delicious, Triple Red Delicious. Esses mesmos autores registraram a maior proliferago
de brotos para o porta enxerto de macieira M.26 em fotoperiodo de 16 horas do que em 12 horas.

Contudo, Sriskandarajah e Mullins (1982) verificaram que brotos de macieira com
iluminag3o continua, enraizaram melhor quando comparado com o cultivo com fotoperiodo de
16 horas.

Com o porta enxerto de pereira BP10030 (Pyrus communis L.), Wang (1992)

conseguiu maior nimero de brotos, em 16 horas de fotoperiodo do que em luz continua, e na
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porcentagem de enraizamento tiveram efeito similar em 8, 16 e 24 horas de luz apés incubagio
inicial por 5 dias na auséncia de luz.

Para a propagagio da amora preta, Broome e Zimmerman (1978); Babic e
Neskovic (1984) e Fermnandez e Clark (1991) estabeleceram 6timas condigdes para a
multiplicagdo de brotos, em fotoperiodo de 16 horas de luz, com intensidade luminosa de 2000 a
3000 lux e temperatura em torno de 26° C.

Korban, Connor e Elobeidy (1992) observaram aumento significativo na
regeneragdo de brotos adventicios, através da organogénese de folhas de importantes genotipos
de Malus, desenvolvidos em baixa intensidade luminosa. Elliott (1987), citado pelos mesmos
autores, relata que a baixa intensidade de luz estimula a organogénese pelo aumento do nivel do

acido indolacético (AIA), horménio que influi na divisdo celular e diferenciag3o.



3 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento

de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA)-Lavras-MG.

3.1 Material

Os materiais utilizados nos experimentos, foram segmentos nodais dos porta-
enxertos de macieira “MM.111” e pereira (Pyrus calleryana Deene)e da cultivar Ebano de amora
preta (Rubus caesius 1.), obtidos pelo Centro Nacional de fruteiras de Clima Temperado RS, e

mantidos in vitro no laboratério de Cultura de Tecidos da UFLA por sucessivas repicagens.

3.2 Condugiio do experimento

Os experimentos foram conduzidos em meio de cultura basico MS, suplementado
com 5 concentragdes de sacarose (0, 15, 30, 45 € 60 g/L) e com os reguladores de crescimento
BAP (0,5 mg/L) e ANA (0,1 mg/L).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 + 1 antes da adigdo do agar,

utilizando-se NaOH 1,0 N e HCl 1,0 N; e solidificado com 7.0 g/L de agar. |
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Nos tubos de ensaio (25 x 150 mm) foi distribuido o meio (15 ml) e fechado com
tampas de polipropileno.

No processo de esterilizagdio, os tubos foram autoclavados em temperatura de 121°
C e pressdo 1,05 Kg/cmz, durante 20 minutos.

Em condigbes assépticas na cdmara de fluxo laminar, foram realizadas as
inoculages dos brotos com aproximadamente 1,5 cm de comprimento (1 broto por tubo), dos
segmentos nodais dos porta-enxertos de macieira “MM.111” e pereira (Pyrus calleryana Deene)e
da cultivar Ebano de amora preta (Rubus caesius L.).

Posteriormente os tubos foram distribuidos e mantidos em estufas para B.O.D,,
com fotoperiodo ajustado para 8/16; 10/14; 14/10 e 16/8 horas de luz/escuro, com temperatura de
25° C e intensidade luminosa de 1500 lux. As lampadas utilizadas foram do tipo grow lux e

branca fria.

3.3 Delineamento experimental e avaliacio

Foram conduzidos 3 experimentos, avaliando a influéncia da sacarose e do
fotoperiodo na proliferagdo de brotos, assim constituido.
Experimento A - Porta enxerto de Macieira ‘MM.111".
Experimento B - Cultivar Ebano de amora-preta (Rubus caesius L. ).
Experimento C- Porta enxerto de pereira Pyrus calleryana Deene

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 4 (5 concentragdes de sacarose e 4 niveis de fotoperiodo) totalizando 20 tratamentos

com 3 repetigdes, sendo cada parcela constituida por 3 tubos de ensaio.
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As avaliagdes foram realizadas aos 30 dias apés as inoculagdes, registrando-se o
numero total de brotos e nimero de brotos > a 1,0 cm de comprimento.

Para analise estatistica os dados do nitmero médio estimado do total de brotos e de
brotos > a 1 cm de comprimento foram transformados em Jx+05 para o porta enxerto de
macieira “MM.1117, J/x+1 para cultivar Ebano de amora preta e ,/ x+0,5 para porta enxerto

de Pyrus calleryana Deene.

X = nimero médio de brotagdes.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Porta-enxerto ‘MM.111°

No resumo da anélise de variancia (Quadro 1), observa-se que para a varidvel
numero total de brotos do porta enxerto de macieira “MM.111”, ocorreu apenas diferenga

significativa para o fator sacarose, e para interagdo deste fator com o fotoperiodo.

QUADRO 1. Resumo da analise de varincia para o nimero médio estimado do total de brotos e
de brotos > 1,0 cm de comprimento do porta enxerto de macieira “MM.111”, em

diferentes concentragdes de sacarose e fotoperiodo, UFLA-Lavras-MG, 1995,

Quadrados médios
Causa de
variagdo GL __ Niimero total de brotos  Niimero de brotos > 1,0 cm!
Fotoperiodo 3 0,269 0,588*
Sacarose 4 17,696** 11,706**
Fotoperiodo x Sacarose 12 0,583** 0,315*
Residuo 40
CV (%) 12,58 18,250
B 2N 1 e

¢ Significativo a nivel de 5% e 1% de probabilidade respectivamente pelo teste F
' Dados transformados segundo +/x +0.,5

Pelas andlises de regressio representadas na Figura 1, verificou-se que o aumento

ha concentragdo de sacarose, proporcionou uma tendéncia de aumento no numero médio
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estimado do total de brotos produzidos. Esse resultado confirma a importancia da sacarose como
fonte de carbono e energia para o aumento na produgio de proteinas e aminoacidos, necessarios
as novas brotag3es e corrobora Oliveira (1994) que observou em crisintemo, uma tendéncia de
aumento no numero de gemas brotadas, 4 medida que aumentou-se a concentragdo de sacarose

no meio.

Fotoperiodo
® —8h(Y]) a4 ——10h.(Y2) o —-14h.(Y3) v --16h.(Y4)

Numero médio estimado do total de brotos

‘ f/.// Y1=2,118800 + 0,0463713X R?=0,8883**
-7 Y2 =1,066882 + 0,1433755X - 0,00159646X2 R%=0,9330%+
1 Y3 =1,951540 + 0,0500296X R2=0,8448%*
Y4 =1,687963 + 0,0983418X - 0,00086679X2 R2=0,8355%+
O I 1 J 1
0 15 30 45 60
Sacarose (g/L)

FIGURA 1. Nimero médio estimado do total de brotos em fungio de diferentes concentragdes de

sacarose dentro de cada nivel de fotoperiodo para o porta enxerto macieira

“MM.1117, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados segundo ,/ x+05.

Pela Figura 1 observa-se, na produgéo de brotos um comportamento diferente
entre os fotoperiodos, para as varias concentragtes de sacarose. Para o fotoperiodo de 8 e 14

horas, o namero médio estimado do total de brotos aumentou de forma linear. Nesses
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fotoperiedos a concentragdo de 60 g/L de sacarose foi a que apresentou a maior proliferagio de
brotos, dentro do intervalo estudado. Sendo que pelas equagdes verificou-se que ao usar 60 g/L
de sacarose, a produgdo média estimada foi de 23.5 e 24,0 novos brotos para os fotoperiodos de 8
¢ 14 horas respectivamente.

Por outro lado, a curva de regressio do fotoperiodo de 10 horas, apresentou o
ponto maximo na concentra¢do de 44,9 g/L de sacarose e espera-se uma producgio média de 17,8
brotos. Comportamento semelhante foi apresentado pelo fotoperiodo de
16 horas que atingiu o ponto maximo na concentragdo de 56,7 g/L de sacarose, com uma
produgdo média estimada em 19,5 brotos (Figura 1).

Nota-se ainda que na auséncia de sacarose, o nimero de brotos induzidos foi baixo
para todos fotoperiodos estudados, com médias variando de 0,2 a 3,9 brotos, demonstrando que
para o porta enxerto de macieira “MM.111” o fotoautotrofismo in vitro foi mal sucedido. Esse
comportamento foi observado também por Langford e Wainwright (1987) e por Drew e Miller
(1989), que verificaram a falta de brotag3es em rosas e redugdes no enraizamento de mamoeiro,
durante o cultivo em meio isento de sacarose.

Em relagdo a varidvel namero de brotos > a 1,0 cm de comprimento os dados
observados mostraram efeitos significativos para a sacarose, fotoperiodo e para a interagfio entre
esses dois fatores (Quadro 1).

Pela anilise de regressdo, relativo a interagdo da sacarose com o fotoperiodo na
produgdo de brotos > a 1 cm, obteve-se as curvas representadas Figura 2, onde verificou-se uma
tendéncia de aumento de forma linear no nimero médio estimado de brotos > a 1 cm, para os
fotoperiodos de 8, 10 e 14 horas a medida que aumentou-se a concentragio de sacarose. Sendo

que pelas equagdes verificou-se que ao usar a concentragio 60 g/L. de sacarose obteve-se a
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produgdo média de 12,1; 8,6 ¢ 11,8 brotos = a 1 cm para os fotoperiodos de 8, 10 e 14 horas
respectivamente. J4 Zimmerman (1983) ndo encontrou influéncia da sacarose no enraizamento

de brotos de macieira, quando variou a concentragdo de sacarose de 15 a 60 g/L.

Fotoperiodo
® —8h(Yl) &4 --10h(Y2) ¢ --14h.(Y3) ¥ --16h. (Yd)
5 Y1=0,969887 + 0,0432204X R2=0,9153*%*
Y2 =0,752207 + 0,0377882X R2=0,9477%+*
4 - Y3 =0,977420 + 0,0422080X R2=0,8379%*
Y4 =0,773058 - 0,0129951X + 0,00296083X2 - 0,000036094X? R2=0,9258*

Niimero médio estimado de brotos > 1,0 cm

0 15 30 45 60
Sacarose (g/L)

FIGURA 2. Nimero médio estimado de brotos > 1,0 cm em fungdo de diferentes concentragdes

de sacarose dentro de cada nivel de fotoperiodo para o porta enxerto macieira

“MM.111”, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados segundo ,/x +0S5.

Para o fotoperiodo de 16 horas verificou-se pela equacdio cubica de regressio
(Figura 2) que a produgio méaxima de brotos > a 1,0 cm estimada em 8,6 brotos foi obtida com a
concentracdo de 52,3 g/L. de sacarose. Esta producdo foi superior ao valor obtido nas condigdes

normalmente utilizadas em macieira (30 g/L de sacarose e fotoperiodo de 16 horas) por Lane

(1979) € Ochatt e Caso (1983),
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Nota-se ainda, que na auséncia de sacarose nos diferentes fotoperiodos testados,
ndo ocorreu brotages maiores que 1,0 cm de comprimento. Esse resultado demonstra que a
duracdo do periodo de luz, independente da sacarose, tém baixa eficiéncia para produgdo de
energia metabdlica, necesséria para o desenvolvimento e crescimento do explante. Segundo
George e Sherrington (1984), no cuitivo in vitro devido a baixa eficiéncia da luz e condigGes
limitadas de trocas gasosas (CO,), a habilidade fotossintética do explante fica deficiente,
tornando necesséria uma fonte exgena de energia e carbono.

Até o periodo de avaliagio, que foi de 30 dias, o explante de macieira “MM.111”,
apresentava-se com vigor, coloragio verde e presenca de calos no sistema radicular. Essa
avaliagdo visual discorda de Zimmerman (1984), citado por Caldas, Haridasan e Ferreira (1990),
onde relata que apés 3 a 4 semanas em culturas, as partes aéreas de macieira comec¢am a

senescer, exibindo dorméncia terminal, amarelecimento e quedas de folhas.
4.2 Cultivar Ebano de amora-preta

Observa-se pelo Quadro 2, que houve efeito significativo tanto da sacarose como
do fotoperiodo, sobre o nimero total de brotos da cultivar Ebano de amora preta, 0 mesmo nio
ocorrendo com a interagdo entre os dois fatores,

A equagdio de regressdo para a produgiio média estimada do total de brotos, em
funcdo de diferentes concentragdes de sacarose encontra-se na Figura 3. Nota-se de maneira
geral, que houve uma tendéncia de aumento no nimero meédio estimado do total de brotos, a
medida que aumentou-se a concentragdo de sacarose, até a dose de 35,3 g/L, a partir da qual

tendeu-se a decrescer.
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QUADRO 2. Resumo da anilise de varidncia para o numero total de brotos e de brotos > 1,0 cm
de comprimento, da cv. Ebano de amora-preta, em diferentes concentragdes de
sacarose e fotoperiodo, UFLA-Lavras-MG, 1995.

Quadrados médios
Causa de
variagdo GL _ Numero total de brotos'  Niimero de brotos > 1,0 cm'
Fotoperiodo 3 0,998* 2,019*
Sacarose 4 2,975%* 1,863%*
Fotoperiodo x Sacarose 12 0,360 0,227
Residuo 40 0,270 0,475
CV (%) 13,23 38,37

e  Significativo a nivel de 5% e 1% de probabilidade respectivamente pelo teste F
! Dados transformados segundo vx+1

" 5

8
5 . :
% 4 i . \
s
3 3

[«]
-

[+ ]
£

3 2 7

[«

3

=] Y =3,222863 + 0,0652273X - 0,00092373X? R2=(,8276**

.

0 T I 1
0 15 30 45 60
Sacarose (g/L)

FIGURA 3. Numero médio estimado do total de brotos em fungio de diferentes concentragdes de
Sacarose para a amora-preta, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados segundo

Jx+1.
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Verifica-se ainda, que a equagdio apresentou natureza quadratica, passando pelo
ponto de maxima na dose correspondente a 35,3 g/L de sacarose, onde espera uma produgdo
média de 18,2 brotos. Esse resultado, concorda com Babic e Neskovic (1984) que registraram
uma produgdo andloga de brotos, para as cultivares Smoothstem e Thornless em meio de cultura
com a concentragdo de sacarose em torno de 30 g/L.

Na auséncia da sacarose a produgdo média de 9,0 brotos (Figura 3) levou a supor
que, a cultivar Ebano tenha induzido um aumento na taxa fotossintética , devido a falta de uma
fonte externa de carbono, e assim produziu sua propria energia para o desenvolvimento e
crescimento de novos brotos. Segundo Grattapaglia ¢ Machado (1990); Langford e Wainwright
(1987), a redugdo da sacarose no meio de cultura, estimula a planta a realizar a fotossintese.

Pela anilise de regressdo relativa a produgido média estimada do total de brotos em
diferentes fotoperiodos, observou-se que a equaglio linear, foi a que melhor representou a
variagdo dos dados (Figura 4). Nota-se no intervalo estudado que o fotoperiodo de 16 horas foi o
que apresentou a maior proliferagdo média de brotos (16,3 brotos/explante). Esse resultado
corrobora com Fernandez e Clark (1991) que relatam que para a cultivar “Navaho’ de amora
preta, os melhores resultados na produgdo de brotos, foi obtido em 16 horas de fotoperiodo.

O estudo de variancia, referente ao nimero médio estimado de brotos > 1 cm de
comprimento para a cv. Ebano de amora preta, encontra-se no Quadro 2, onde observa-se que as
concentragSes de sacarose e os fotoperiodos utilizados, apresentaram diferencas expressivas para

a varidvel em questio, enquanto que a interagio, ndo foi significativa, mostrando a

independéncia entre os fatores.
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FIGURA 4. Namero médio estimado do total de brotos em fungdio de diferentes fotoperiodos
para a amora-preta, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados segundo Vx+1.

Pela analise de regressdo dos dados relativos ao nimero médio estimado de brotos
2 1 cm em diferentes concentragdes de sacarose obteve-se a Figura 5, onde derivando a equagio
polinomial, encontrou-se o ponto maximo na concentra¢do de 30 g/L para uma produgdo média
estimada em 3,5 brotos/explante, concordando com Skirvin (1981) que obteve as melhores
produg3es de brotos de amora preta com essa concentragio.

Comparando-se os dados do nuimero médio estimado do total de brotos e
brotos > 1 cm de comprimento (Figuras 3 e 5), verifica-se que os melhores resultados situam-se
no intervalo de 30 a 38 g/L de sacarose. Dessa forma, sugere-se que o nivel de carbono
equilibrou-se com outros nutrientes, especialmente o nitrogénio mantendo uma relagio C:N

adequada, e assim proporcionou um aumento no niimero ¢ tamanho dos brotos. Segundo
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Gamborg (1984), de acordo com os niveis de sacarose e nitrogénio presentes no meio de cultura,
0s processos morfogénicos e a eficiéncia de alguns reguladores de crescimento podem ser

afetados.
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FIGURA 5. Nimero médio estimado de brotos > 1,0 cm em fungdo de diferentes cbncentrac;ﬁes
de sacarose para a amora-preta, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados
segundo vx +1.

Verifica-se ainda uma tendéncia, 4 menores respostas para 0 numero médio
estimado do total de brotos e brotos > 1 Cm, nas concentragdes de sacarose superiores a 40 g/L.
Estas tendéncias sugerem, que os niveis mais elevados de sacarose, alterem o potencial osmético
do meio diminuindo & disponibilidade de agua e provoquem distarbios fisiologicos nas plantas,

vindo 2 prejudicar as respostas morfogénicas dos novos brotos.
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Quanto aos diferentes niveis de fotoperiodo, a analise de regressio das médias
estimadas dos brotos > 1,0 cm de comprimento demonstrou que a equagdo quadratica foi a que
melhor representou a variagio dos dados para a cultivar Ebano (Figura 6). Derivando a equacio
polinomial, encontrou-se o ponto maximo em 13 horas de fotoperiodo para uma produgio média

de 3,6 brotos.
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FIGURA 6. Numero médio estimado de brotos > 1,0 cm em fungdio de diferentes fotoperiodos
para a amora-preta, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados transformados segundo x+1.
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4.3 Porta enxerto Pyrus calleryana Deene

O resumo da anélise de varidncia referente ao nimero médio estimado do total de
brotos e niimero de brotos > 1,0 cm do porta enxerto Pyrus calleryana Deene encontra-se no

Quadro 3. Verifica-se que houve diferenga significativa, somente para o fator sacarose.

QUADRO 3. Resumo da analise de varidncia para o nimero médio estimado do total de brotos e
de brotos > 1,0 cm de comprimento, do porta-enxerto Pyrus calleryana Deene, em
diferentes concentragdes de sacarose e fotoperiodos, UFLA-Lavras-MG, 1995.

Quadrados médios
Causa de
variagio GL Numero total de brotos'  Niimero de brotos > 1,0 cm'
Fotoperiodo 3 0,381 0,221
Sacarose 4 4,387%* 2,804**
Fotoperiodo x Sacarose 12 0,122 0,167
Residuo 40 0,201 0,195
CV (%) 7,35 28,59

" Significativo a nivel de 1% de probabilidads pelo teste F
! Dados transformados segundo \/x +05

Pela andlise de regressdo, dos dados relativos ao ntimero médio estimado do total
de brotos para as diferentes concentragdes de sacarose obteve-se o grafico Figura 7 onde observa-
se que a equacgdo linear foi a que .melhor representou a variabilidade existente. A correlagdo
positiva indica que houve proporcionalidade entre os fatores, ou seja, 4 medida que aumentou-se
as concentragdes de sacarose, houve um aumento no namero médio de brotos. Dentro do
intervalo estudado o melhor resultado foi obtido com 60 g/L de sacarose, com uma produgio

média de 10,4 brotos. Esse resultado corrobora Chow Selby e Harvey (1992) e Drell e Miller
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(1985), que demonstraram a importéncia da sacarose no fornecimento de esqueleto de carbono e

energia para a biossintese dos compostos organicos necessérios para o crescimento dos explantes.
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FIGURA 7. Nimero médio estimado do total de brotos em fungio de diferentes concentragdes de
Sacarose para porta-enxerto de Pyrus calleryana, UFLA-Lavras-MG, 1995. Dados

transformados segundo \/x +0,5.

Nota-se também pela figura 7 que na auséncia de sacarose, houve uma produgiio
media de 2,9 brotos. Esta resposta de produgdo, sugere que o explante utilizou-se de suas
reservas de nutrientes para induzir as novas brotagdes ou produziu, sua propria energia pela
fotossintese. Segundo Kozai e Iwabuchi (1991); Langford e Wainwright (1987) a taxa
fotossintética foi aumentada em orquideas e rosas, quando a concentracdo de sacarose no meio

de crescimento foi reduzida de 5% para 1%.
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Para a varidvel nimero de brotos > 1,0 cm de comprimento a analise de regressio
demonstrou que a equag8o cubica, foi a que melhor representou a variagdo dos dados (Figura 8).

O nivel de sacarose influenciou no nimero médio estimado de brotos > 1,0 cm de
comprimento, demonstrando uma tendéncia de aumento na produgdo média de brotos, 4 medida
que a concentragdo de sacarose no meio de cultura foi aumentada. Essa importancia da sacarose,
também ¢ descrita por Chow (1992), onde no cultivo de brotos de Narcissus a formagdo de
bulbos foi estimulada pelo simples aumento da concentragdo de sacarose de 3 % para 9%.

Dentro do intervalo estudado a concentragdo de 60 g/L de sacarose produziu o

maior niimero médio estimado de brotos > 1 cm (4,3 brotos).
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FIGURA 8. Namero médio estimado de brotos > 1 cm em fungdo de diferentes concentragdes de
Sacarose para porta-enxerto de Pyrus calleryana Deene, UFLA-Lavras-MG. 1995.
Dados transformados segundo \/x +0,5.
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Para as varidveis nimero total de brotos e nimero de brotos > 1 cm, nos diferentes
fotoperiodos experimentados nio houve diferengas significativas na produgdio, discordando de
Wang (1992) onde no cultivo in vitro de brotos de pereira (Pyrus communis) obteve maior

numero de brotos em fotoperiodo de 16 horas (9.0 brotos) do que em 8 horas de luz (4,0 brotos).



5 CONCLUSOES

- As combinagGes entre sacarose e fotoperiodo foram eficientes no processo de
multiplicagdo de brotos do porta-enxerto de macieira “MM.11 17, sendo que 60 g/L de sacarose
com fotoperiodo de 8 horas, proporcionaram os melhores resultados na produgcio total de brotos
€ no nimero de brotos > 1 cm.

- O melhor tratamento para multiplicag3o de brotos de amora-preta foi de 35,3 g/L.
de sacarose e fotoperiodo de 16 horas, enquanto que para brotos > 1 cm, a concentragdo de
sacarose foi de 30 g/L e o fotoperiodo 13 horas.

- A sacarose influenciou na multiplicacdo de brotos do porta-enxerto Pyrus
calleryana Deene. A concentragdo de 60 g/L, de sacarose promoveu o maior niimero total de

brotos e brotos > 1 ¢cm. O fotoperiodo ndo influenciou no nimero de brotos, no intervalo

estudado.
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