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RESUMO

RIBEIRO, Mirian de Farias. Multiplicac&o e regeneracéao in vitro de marmeleiro,
2013. 78f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-graduacdo em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Pomares de pereira com plantio em alta densidade foram possiveis devido a
utilizacao de portaenxerto de marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), obtendo-se assim
plantas de pequeno porte e rapida frutificacdo, além de proporcionar uniformidade a
esses pomares. Técnicas que venham melhorar a capacidade de propagacédo deste
portaenxerto sdo de grande interesse. O objetivo desse trabalho foi ajustar
protocolos de multiplicacdo e regeneracédo in vitro de marmeleiro cultivares MC e
Adams. Os resultados do trabalho estdo apresentados na forma de capitulos. O
material vegetal utilizado nos experimentos foi obtido a partir da multiplicagao in vitro
em meio de cultura basico composto dos sais e vitaminas MS, suplementados com
mio-inositol (100 mg L™), 6- benzilaminopurina (BAP) (0,3 mg L™), sacarose (30 g L°
1Y e agar (8 g L™). No capitulo 1, utilizou-se meio basico acrescentado de agar (8 g L’
Y no meio solidificado e vermiculita (3 g frasco™) no meio liquido e os frascos foram
vedados com papel aluminio, flme PVC e tampa de polipropileno. No capitulo 2,
como fonte de carbono no meio de cultura foi utilizado sacarose, frutose ou sorbitol
nas concentracdes de 0, 15, 30, 45 e 60 g L™. Para regeneracéo in vitro o capitulo 3
foi dividido em dois experimentos. No experimento 1 os meios de cultura
constituiram-se dos sais e vitaminas MS e SH, suplementados com mio-inositol (100
mg L™), sacarose (30 g L), agar (8 g L), ANA (2 uM) e TDZ nas concentracdes de
0, 1,5, 3,4,5e 6 uM. No experimento 2 o meio de cultura constituiu-se dos sais e
vitaminas SH, suplementado com mio-inositol (100 mg L™), sacarose (30 g L), agar
(8 gL%, TDZ (0, 1,5, 3, 4,5 e 6 uM) combinado com ANA ou AIB nas concentracdes
de 0; 1,0; 1,5 e 2 uM. Todos os experimentos foram avaliados apds 60 dias. Diante
dos resultados apresentados no capitulo 1 é possivel concluir que a utilizacdo de
meio de cultura solidificado com agar e os frascos vedados com papel aluminio ou
tampa de polipropileno favorecem a multiplicagdo in vitro de marmeleiro '‘MC' e
'‘Adams’. No capitulo 2 constatou-se que a sacarose na concentracdo de 45 g L™
para cultivar MC e 30 g L™ para cultivar Adams sdo as melhores concentracées e
fonte de carbono para multiplicagdo in vitro dos portaenxertos de marmeleiro
testados. No capitulo 3, primeiro verificou-se no experimento 1 que a regeneragao in
vitro de brotos adventicios de marmeleiro das cultivares MC e Adams foi favorecida
pelo uso do meio de cultura SH e pela adi¢cao de 4,5 uM de TDZ para cultivar MC e 6
MM de TDZ para a cultivar Adams. No experimento 2 concluiu-se que houve maior
taxa de regeneracao a partir da combinacao de 4,5 uM de TDZ e 2 pM de ANA para
cultivar MC e 6 uM de TDZ e 2 uM de ANA para cultivar Adams.



Palavras Chave: Cydonia oblonga, microambiente, reguladores de crescimento,
organogénese.



ABSTRACT

RIBEIRO, Mirian de Farias. In vitro multiplication and regeneration of quince,
2013. 78f. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-graduacdo em Fisiologia Vegetal.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Pear orchards with high density planting were possible due to the use of rootstock
quince (Cydonia oblonga Mill.), thus obtaining small plants and rapid fruiting, and
provide uniformity to these orchards. Techniques that may improve the ability to
propagation this rootstock are of great interest. The aim of this study was to adjust
protocols for in vitro multiplication and regeneration of quince cultivars MC and
Adams. The results of this word are presented in chapter. Material used in the
experiments was obtained from in vitro propagation in culture medium consisting of
MS salts and vitamins supplemented with myo-inositol (100 mg L%), 6 -
benzylaminopurine (BA) (0.3 mg L™), sucrose (30 g L) and agar (8 g L™). Chapter 1
we used MS medium added agar (8 g L) on solidified medium and vermiculite (3 g
flask™) in the liquid medium and the flasks were sealed with aluminum foil, PVC film
and polypropylene cap. In Chapter 2 how carbon source in culture medium was
added sucrose, fructose or sorbitol at concentrations 0, 15, 30, 45 and 60 g L. For in
vitro regeneration the Chapter 3 was divided in two experiments. In experiment 1 the
culture medium consisted of salts and vitamins MS and SH supplemented with myo-
inositol (100 mg L), sucrose (30 g L™), agar (8 g L), NAA (2 mM) and TDZ at
concentrations 0, 1.5, 3, 4.5 and 6 pM. In experiment 2 the culture medium consisted
of SH salts and vitamins supplemented with myo-inositol (100 mg L™), sucrose (30 g
LY, agar (8 g L), TDZ (0, 1.5, 3, 4.5 and 6 pM) combined with NAA or IBA at
concentrations of 0, 1.0, 1.5 and 2 uM. All experiments were evaluated after 60 days.
Considering the results presented in Chapter 1 is possible to conclude that the use of
culture medium solidified with agar and the flasks sealed with aluminum foil or
polypropylene cap favored the in vitro multiplication of quince 'MC' and 'Adams'. In
the second chapter it was found that the sucrose concentration of 45 g L™ to cultivar
MC and 30 g L™ to cultivar Adams are the best concentrations and carbon source for
in vitro multiplication quince. In the Chapter 3 first verified in experiment 1 that the in
vitro regeneration of adventitious shoots quince cultivars MC and Adams was favored
by the use of SH culture medium and addition of 4.5 uM TDZ to cultivar MC and 6 uM
TDZ for cultivar Adams. And in experiment 2 it was concluded that multiple shoots
were formed from the combination of 4.5 uM TDZ and 2 uM NAA for cultivar MC and
6 UM TDZ and 2 uM NAA to cultivar Adams.

Key-words: Cydonia oblonga, microenvironment, growth regulators, organogenesis.
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INTRODUCAO GERAL

A cultura da pereira (Pyrus communis L.) € uma importante alternativa
econbmica no Brasil, visto que a producdo nacional desta fruta, em 2011, foi de 20
mil toneladas e a importacao atingiu 210 mil toneladas, ou seja, 10 vezes maior que
a producado nacional, representando um gasto com importacdo de mais de US$ 204
milhdes (IBGE, 2013; ALICEWEB, 2013; FAO, 2013).

Um dos fatores associado a dificuldade de producdo e de expansdo dessa
frutifera, no Brasil, é a utilizacdo das espécies P. calleryana e P. betulaefolia como
portaenxertos, pois apesar destes gendtipos proporcionarem maior produtividade as
pereiras enxertadas, retardam a entrada em producéo, determinam grande vigor a
planta, dificultando a colheita e a realizacdo de tratos culturais importantes, como
poda, raleio de frutos, tratamentos fitossanitarios e proporcionam pomares
desuniformes (BARBOSA et al., 1997).

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) pertence a familia Rosaceae e
subfamilia Pomae e além da exploracdo comercial das frutas, tem sido intensamente
utiizado como portaenxerto para a cultura da pereira na Europa, e mais
recentemente no Brasil (FIORAVANCO et al., 2006).

Segundo Loreti e Massai (1998), o uso do marmeleiro como portaenxerto
ganhou importancia na cultura da pereira devido ao grande interesse em se obter
plantas com dimensdes reduzidas e rapida entrada em frutificacdo. Essa diminui¢do
do vigor facilitou a realizacdo de tratos culturais importantes, como poda, raleio de
frutos, tratamentos fitossanitarios e colheita. Dentre os marmeleiros mais utilizados
como portaenxerto destacam-se as cultivares 'MC', 'Adams’ e 'BA-29'.

O marmeleiro 'MC' é considerado ananizante, induzindo elevada e precoce
producao. Foi selecionado e produzido livre de virus na Estacdo Experimental “East-
Malling” (Inglaterra) (JACKSON, 2003). E o clone de marmeleiro mais ananizante

dentre os atualmente difundidos para a cultura da pereira em pomares de alta



13

densidade. Possui um sistema radicular superficial e pouco expandido, conferindo
um fraco ancoramento da planta. Exige terreno fértil e bom fornecimento de agua.
Pomares de pereira implantados sobre esse portaenxerto S0 pouco vigorosos e,
nao € recomendado para terrenos mal drenados, sendo resistente a afideos e
nematoides do solo, porém, muito sensivel ao frio e a seca intensos (LORETI, 1994).

O marmeleiro 'Adams' € um clone do marmeleiro Angers selecionado na
Bélgica em 1970 (JACKSON, 2003). Apresenta grande facilidade de ser
multiplicado, sistema radicular fasciculado e superficial, exigindo terrenos férteis e
bem drenados. Apresenta-se medianamente sensivel a Erwinia amylovora. Quando
utilizado como portaenxerto, induz vigor reduzido, precocidade de frutificacao,
elevada produtividade e eficiéncia produtiva. Apresenta discreta afinidade com as
cultivares de pereira mais difundidas (FIDEGHELLI; LORETI, 2009).

O marmeleiro 'BA-29' é uma selecdo francesa do marmeleiro 'Provenza’
obtida nos anos 60. E de facil propagacdo e apresenta um aparato radicular bem
desenvolvido, proporcionando um bom suporte as plantas, por isso é adaptavel a
solos pesados e argilosos. Dentre os portaenxertos de marmeleiros utilizados
comercialmente € o que induz maior vigor e, consequentemente, o pomar apresenta
uma entrada em producdo mais lenta, porém apresenta boa e constante capacidade
produtiva e frutos de bom calibre. E medianamente sensivel a Erwinia amylovora e
suscetivel a Agrobacterium tumefaciens (COLOMBO, 2003; FIDEGHELLI & LORETI,
2009).

Na propagacdo do marmeleiro, a producdo de mudas pode ser realizada
utilizando-se sementes ou por meio da enxertia, estaquia, mergulhia de cepa e
micropropagacao. Apesar de os frutos de marmeleiros possuirem sementes viaveis,
estas sdo em pequena quantidade por fruto (menos de 10), produzindo pela
reproducdo sexual plantulas desuniformes, o que ndo é desejado no
estabelecimento de plantios comerciais (PASQUAL et al., 2001, PIO et al., 2004). A
estaquia ou enxertia sdo alternativas de propagacao viaveis para os marmeleiros,
mantendo as caracteristicas genéticas das plantas-matrizes, uniformidade, porte
reduzido e precocidade de producédo (PIO et al., 2004). No caso da propagacao de
portaenxertos ainda pode-se lancar mao da chamada mergulhia de cepa, porém,
assim como a estaquia e a enxertia, estes métodos de propagacdo aumentam 0s
riscos de difusdo de material contaminado por agentes fitopatogénicos. Sendo

assim, técnicas que venham melhorar a capacidade de propagacéo, bem como, a
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producdo de mudas com maior qualidade genético-sanitaria sdo de grande interesse
em fruticultura.

Dentro deste contexto, a utilizacdo de técnicas de cultura de tecidos com o
objetivo de conservar germoplasma e micropropagar em larga escala e com alta
taxa de multiplicacdo, tem-se apresentado como um instrumento importante que
pode ser explorado pelos pesquisadores e produtores de mudas (BALARAJU et al.,
2011), ja sendo empregado para multiplicacdo de portaenxertos de espécies
lenhosas, como por exemplo, portaenxerto de macieira MM106 (SOTIROPOULOS et
al., 2005).

A micropropagacdo se divide em estdgios, comecgando pela selegéo,
desinfestacdo e introducdo de explantes em meio nutritivo, sob condicbes
assépticas, passando pela multiplicacdo de propagulos mediante sucessivas
subculturas em meio proprio para a multiplicacdo, transferéncia das partes aéreas
produzidas para meio de alongamento e enraizamento, chegando, por fim, ao
transplantio das plantas obtidas para substrato ou solo (CARVALHO et al., 2009).

Na multiplicagdo in vitro, varios sdo os fatores que influenciam, entre eles
citam-se a composicdo do meio de cultura utilizado e as condicbes ambientais de
crescimento no interior do frasco. Os meios nutritivos utilizados para a cultura de
tecidos tém a funcao de fornecer as substancias essenciais para o crescimento dos
tecidos e controlam, em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro.
Simultaneamente, a adicdo de reguladores de crescimento estimulam o
alongamento e a multiplicacdo da parte aérea (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).
Quanto ao fator microambiente, deve-se levar em consideracdo que as tampas e
aberturas, e o ar do ambiente em torno dos frascos irdo afetar as trocas e a
concentracdo de gases dos frascos ventilados naturalmente (KOZAI et al., 2005).

Além da multiplicacdo para a producdo de mudas, a cultura de tecidos pode
ser aplicada no auxilio ao melhoramento, via transformacdo genética para
caracteristicas de interesse, ou, ainda, utilizando-se a estratégia de cultivo em meios
gue induzam a variabilidade naquelas espécies que apresentam baixa variabilidade
genética natural (CABONI et al., 2000). Para isso € necessario ajustar os protocolos
para obter maior eficiéncia na regeneracdo de novas brotacdes para cada cultivar
em especifico. Varios fatores influenciam a eficiéncia de regeneragdo de brotos
adventicios, como meio de cultura, gendtipo, reguladores de crescimento (auxina e

citocinina), tamanho, idade, e posicado dos explantes, fotoperiodo, ou intensidade da
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luz (LIU; PIJUT, 2008). Atencao especial tem sido dada ao tipo, concentragéo e
periodo de tempo em que os reguladores de crescimento sdo mantidos no meio de
cultura, objetivando racionalizar a sua concentracdo e tempo de exposicdo para
obter os melhores resultados (GUERRA et al., 1999).

Para Nogueira et al. (2001), o estabelecimento de um eficiente sistema de
regeneracao de plantas in vitro é o pré-requisito fundamental para a engenharia
genética. Para utilizacdo dessa técnica € necessario induzir gemas adventicias e,
em seguida, regenerar ramos alongados e plantas completas a partir de células e/ou
porcdes de tecidos. Estudando o potencial de regeneracao in vitro do marmeleiro
cultivares MC e Adams, Silva et al. (2011) observaram que o explante folha inteira
foi mais responsivo a essa técnica e que a adicdo de TDZ ao meio de cultura
potencializou a regeneracao dos explantes.

A técnica de transformacdo genética € interessante para as cultivares de
marmeleiro utilizados como portaenxertos, pois algumas doencas e pragas incidem
de tal forma que podem causar danos econdmicos importantes durante a fase de
producdo da muda no viveiro. Entre as doencas pode-se citar a entomosporiose,
também conhecida como “Requeima”, ou “Ferrugem”, causada pelos fungos
Fabraea maculata (forma perfeita) e Entomosporium maculatum (forma imperfeita).
No Brasil € a doenca mais importante da cultura do marmeleiro, mas também é
prejudicial para outras Rosaceas, visto que também incide sobre nespereira,
macieira e pereira (PIO et al., 2005). Outra doenca de importancia econémica é a
sarna, causada pelos fungos Venturia inaequalis e Fusicladium dendriticum, que
causa perdas em regides de clima frio e umido, como o caso do Rio Grande do Sul
(CARVALHO, 1980).

Nesse sentido, o estudo da multiplicacdo e da regeneragcdo in vitro de
marmeleiro visa ajustar os protocolos para obter maior eficiéncia e reprodutibilidade
em trabalhos futuros de transformacao genética dessa espécie, além do uso para a

propagacéo comercial em larga escala de portaenxertos de marmeleiro.
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MULTIPLICACAO IN VITRO DE PORTAENXERTO DE PEREIRA EM FUNCAO DA
VEDACAO DOS FRASCOS E DO ESTADO FiSICO DO MEIO DE CULTURA
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Multiplicagao in vitro de portaenxerto de pereira em fungéo da vedagéo dos
frascos e do estado fisico do meio de cultura

In vitro multiplication of pear rootstocks depending on the sealing and

physical state of the medium

RESUMO - O objetivo foi estudar os efeitos da vedacgéo dos frascos (papel aluminio,
filme PVC e tampa de polipropileno) e do estado fisico do meio de cultura (semi-
sélido e liquido) na multiplicacdo in vitro de marmeleiro cultivar MC e Adams.
Utilizou-se meio de cultura MS suplementado com mio-inositol (100 mg L™), 6-
benzilaminopurina (0,3 mg L™?), sacarose (30 g L™), agar Merck® (8 g L™) no meio
solidificado e vermiculita (3 g frasco™) no meio liquido. Aos 60 dias verificou-se que
para 'MC' papel aluminio com meio semi-sélido proporcionou maior percentagem de
explantes brotados (100%) e comprimento médio dos brotos (1,52 cm). Maior massa
fresca média (0,15 g) obteve-se com tampa de polipropileno e meio semi-solido.
Maior massa seca média por brotacdo (0,03 g) obteve-se pela tampa de
polipropileno ou filme PVC em meio semi-sélido. Meio semi-sélido propiciou maior
namero médio de brotos (1,58). Para 'Adams' tampa de polipropileno com meio
liquido proporcionou maior comprimento médio dos brotos (2,86 cm). Maior massa
fresca média por brotacdo (0,16 g) obteve-se com tampa de polipropileno e meio
liguido. Maior massa seca média por brotacéo (0,04 g) obteve-se com uso de tampa
de polipropileno em meio liquido e filme plastico em meio semi-solido. Meio semi-
sélido proporcionou maior percentagem de explantes brotados (78,67%) e maior
namero médio de brotos (1,55). Concluimos que o meio semi-sélido e o papel
aluminio ou tampa de polipropileno favoreceram a multiplicacdo in vitro de
marmeleiro.

Palavras-chave: marmeleiro, Cydonia oblonga, micropropagacéo, microambiente.

ABSTRACT - The objective was to study the effects of sealing the flask (aluminum
foil, PVC film and polypropylene cap) and the physical state of the culture medium
(half-solid and liquid) on the in vitro multiplication of quince cultivar MC and Adams.
Was used MS medium supplemented with myo-inositol (100 mg L™%), 6 -
benzylaminopurine (0.3 mg L™), sucrose (30 g L™), agar Merck® (8 g L™) on half-
solid medium and vermiculite (3 g flask™) in the liquid medium. At 60 days it was
found that to 'MC' aluminum foil with half-solid medium provided a highest
percentage of shooted explants (100%) and highest shoot length (1.52 cm). Highest
fresh weight (0.15 g) was obtained with a polypropylene cap and half-solid medium.
Highest dry matter (0.03 g) was obtained by the polypropylene cap or PVC film on
half-solid medium. Half-solid medium promoted the highest number of shoots (1.58).
For 'Adams' polypropylene cap with liquid medium provided highest shoot length
(2.86 cm). Highest fresh weight (0.16 g) was obtained with a polypropylene cap and
liquid medium. Highest dry matter (0.04 g) was obtained by polypropylene cap on
liquid medium and plastic film on half-solid medium. Half-solid medium yielded the
highest percentage of shooted explants (78.67%) and highest number of shoots
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(1.55). We conclude that the half-solid medium and the aluminum foil or
polypropylene cap favored the multiplication in vitro of quince.

Keywords: quince, Cydonia oblonga, micropropagation, microenvironment.

1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de sistemas de plantio de pereira em pomares de alta
densidade aumenta a producéo e a eficiéncia produtiva do pomar, e esse sistema &
possivel devido a utilizacdo de portaenxertos de marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.)
(POLICARPO et al., 2006). Sendo assim, o uso de técnicas que venham melhorar a
capacidade de propagacao, bem como, a producdo de mudas com maior qualidade
genético-sanitaria sdo de grande interesse econémico.

Dentro deste contexto, a micropropagacdo € uma técnica de cultura de
tecidos que apresenta vantagens em relacdo aos métodos tradicionais de
propagacéo vegetativa, como a estaquia e a mergulhia de cepa, destacando-se o
alto indice de multiplicacdo, possibilidade de propagacdo de espécies com
dificuldade de multiplicacdo vegetativa in vivo e producdo de material durante todo o
ano (MALYSZ et al., 2011).

A inducdo da brotacdo de gemas e o0 seu desenvolvimento in vitro sao
afetados por muitos fatores como, por exemplo, o microambiente no frasco de
cultura. O frasco para cultivo de plantas in vitro, pode ser considerado como uma
mini casa de vegetacdo. Contudo, o ambiente fisico in vitro é particularmente
diferente daquele encontrado na casa de vegetacdo, em funcdo da escala e do
manejo de condi¢cdes de luminosidade, temperatura e umidade. Logo, as taxas de
crescimento e de desenvolvimento e muitas das caracteristicas fisiolégicas e
morfologicas das plantas formadas in vitro sdo influenciadas pelo ambiente fisico
dos recipientes (KOZAI et al., 2005).

Para manter a esterilidade do interior dos frascos de cultivo in vitro de plantas,
normalmente se utiliza tampas ou materiais que limitam a passagem de ar e de
contaminantes entre o interior e o exterior dos frascos, contribuindo para o aumento
da umidade no interior dos mesmos. O movimento do ar em frascos de cultivo
fechado é muito menor do que em condi¢cbes de casa de vegetacao, pois as tampas
destes frascos possuem fechamento quase que hermético (KOZAI et al., 2005).
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O ambiente fechado, no qual os explantes sdo submetidos, proporciona, de
modo geral, o acumulo de etileno, fitohormonio gasoso, que afeta a diferenciacéo,
desenvolvimento, morfologia e crescimento das plantas, diminuindo a expansao
foliar e o comprimento dos brotos, inibindo a regeneracdo de novos brotos e
causando necrose apical, além de promover abscisdo foliar nos cultivos in vitro. A
utilizacado de tampas que favorecem as trocas gasosas pode levar a diminuicdo da
concentracéo de etileno no interior dos frascos (NEPOMUCENO et al., 2007).

Outro fator a ser considerado € o estado fisico dos meios de cultura. A
maioria dos trabalhos sobre multiplicacao in vitro de marmeleiro baseia-se no uso de
meios de cultura semi-sélido. Entretanto, a utilizacdo de meios de cultura liquidos
tem proporcionado igual ou até maior eficiéncia para diversas espécies vegetais,
como abacaxi (FEUSER et al., 2001), banana (LEVIN et al., 1997) e cana-de-acucar
(LORENZO et al., 1998). A facilidade na preparacédo e manipulacdo dos meios e a
reducdo dos custos pela eliminagcdo do agar ou outro tipo de geleificante, aumentou
o interesse dos pesquisadores em trabalhar com este sistema (PEREIRA; FORTES,
2003).

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos do tipo de
vedacdo dos frascos e do estado fisico do meio de cultura sobre a multiplicacdo in

vitro de marmeleiro cultivar MC e Adams.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas,
do Departamento de Botanica, do Instituto de Biologia/UFPel em Pelotas — RS.

O material vegetal utilizado foram explantes que, ap6s estabelecidos in vitro a
partir de segmentos nodais de brotacdes novas de plantas matrizes de marmeleiro -
cultivares MC e Adams - mantidas em casa de vegetacgdo, foram cultivados in vitro
em meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com 0,3 mg L™
de 6- benzilaminopurina (BAP), 30 g L™ de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol e 8
g L™ de agar.

O meio de cultura utilizado no experimento foi o0 meio MS acrescido de 30 g L™
de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,3 mg L™ de 6- benzilaminopurina (BAP). O
pH do meio foi ajustado para 5,65 antes da adicdo de 8 g L™ de &gar Merck® no

meio semi-sélido ou de 3 g frasco™ de vermiculita no meio liquido, constituindo dois
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tratamentos (meio semi-solido e meio liquido). Posteriormente, os meios foram
autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos de 300 mL
com 30 mL de meio de cultura mantidos em sala de crescimento com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e densidade de fluxo de fétons de 48 umol m™
s, fornecida por lampadas fluorescentes brancas-frias. Ap6s a inoculacdo dos
explantes, constituidos de segmentos nodais (1,5 cm), os frascos foram fechados
com trés tipos de vedacfes (tampa rigida de polipropileno com um orificio coberto
por algodéo, papel aluminio e filme de PVC).

Apés 60 dias, foram avaliadas as seguintes varidveis para cada cultivar:
percentagem de explantes brotados, numero médio de brotos por explante,
comprimento médio das brotagdes (cm), massa fresca e massa seca média das
brotacdes (g), obtida a partir da secagem das brotacdes de cada explante, em estufa
de circulacdo forcada a 50°C durante trés dias.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com fatorial 2 x 3
(estado fisico do meio x vedacdo dos frascos) para cada cultivar, analisadas
separadamente, e constou de quatro repeticdes com cinco explantes por repeticao.
Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade
de erro, utilizando o software WINSTAT 1.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003). Os

dados da varidvel percentagem de brotacbes foram transformados para

arcsen,/x/100 e os dados da variavel nimero médio de brotos foram transformados

para /x + 0,5. Os experimentos para ambas as cultivares foram feitos em
duplicatas, utilizando-se os dados do experimento que apresentou as melhores

médias para a grande maioria das variaveis respostas analisadas.
3 RESULTADOS

Para a cultivar MC, observou-se que para as variaveis percentagem de
explantes brotados, comprimento médio dos brotos, massa fresca e massa seca
média das brotaces houve interagédo entre os fatores (Fig. 1). A vedacdo com papel
aluminio juntamente com o meio de cultura geleificado com agar proporcionou 100%
de explantes brotados (Fig. 1A) e maior comprimento médio dos brotos (1,52 cm),
que néo diferiu da vedagédo com filme PVC em meio liquido (1,0 cm) (Fig. 1B). A
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maior massa fresca média das brotagbes (0,15 g) foi obtida com uso da vedacao
com tampa de polipropileno e meio semi-solido (Fig. 1C). A maior massa seca média
(0,03 g) foi obtida pela vedacdo com tampa de polipropileno ou filme plastico em
meio semi-solido, ndo diferindo também do papel aluminio (0,02 g) e filme PVC em
meio liquido (0,02 g) (Fig. 1D).
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Figura 1: Percentagem de explantes brotados (A), comprimento médio dos brotos
(cm) (B), massa fresca (C) e massa seca média das brotacBes (D) de
marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em meio de cultura semi-sélido ou
liquido e com diferentes vedacfes dos frascos. UFPel, Pelotas, 2011.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas para vedacao dos
frascos e minusculas para estado fisico do meio, diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Para nimero médio de brotos por explante ndo ocorreu interacdo entre
fatores, verificando-se efeito apenas para o fator estado fisico do meio de cultura
(Fig. 2), onde o meio geleificado com agar induziu maior numero medio de brotos
por explante (1,58), o que representa uma diferenca préxima a 36% superior no

namero de brotacbes em relacdo ao meio liquido.
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Figura 2: Numero médio de brotos de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em
meio de cultura semi-sélido ou liquido e diferentes vedacdes dos frascos.
UFPel, Pelotas, 2011. Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Para a cultivar Adams, observou-se que para as variaveis comprimento meédio
dos brotos, massa fresca e massa seca média das brotacées houve interacdo entre
os fatores (Fig. 3). A vedacao com tampa de polipropileno juntamente com o meio de
cultura liquido proporcionou maior comprimento médio dos brotos (2,86 cm), ndo
diferindo da vedacdo com papel aluminio, flme PVC e tampa de polipropileno em
meio semi-sélido (2,62; 2,24 e 1,85 cm, respectivamente) (Fig. 3A). A maior massa
fresca média das brota¢des (0,16 g) foi obtida com uso da vedagdo com tampa de
polipropileno e meio liquido, embora nédo haja diferenca em relacdo a vedacdo com
papel aluminio e filme PVC em meio semi-sélido (0,11 e 0,10 g, respectivamente)
(Fig. 3B). A maior massa seca média (0,04 g) foi obtida pela veda¢do com tampa de

polipropileno em meio liquido e filme plastico em meio semi-sélido (Fig. 3C).
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Figura 3: Comprimento médio dos brotos (A), massa fresca (B) e massa seca média
das brotacbes (C) de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio
de cultura semi-solido ou liquido e com diferentes vedacfes dos frascos.
UFPel, Pelotas, 2011. Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas
para vedacdo dos frascos e minlsculas para estado fisico do meio,
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Para percentagem de explantes brotados e numero médio de brotos por
explante ndo ocorreu interacdo entre fatores, verificando-se efeito apenas do fator
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estado fisico do meio de cultura (Fig.4). Com o uso de meio de cultura geleificado
com agar obteve-se maior percentagem de brotacdo (78,67%) e maior numero
meédio de brotos por explante (1,55), enquanto que o meio liquido propiciou 46,67%

de explantes brotados e apenas 1,0 broto por explante.
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Figura 4: Percentagem de explantes brotados (A) e nimero médio de brotos (B) de
marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio de cultura semi-sélido
ou liquido e com diferentes vedacdes dos frascos. UFPel, Pelotas, 2011.
Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas diferem entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

4 DISCUSSAO

O microambiente no interior dos frascos € um fator importante a ser
observado no cultivo in vitro. A forma do frasco, o tipo de tampa e a ventilacdo que
essa permite, bem como o ar ambiente ao redor do frasco, afetam as trocas gasosas
de frascos ventilados naturalmente (KOZAI et al., 2005). Segundo ZOBAYED et al.

(2000), recentes avancos na melhoria da distribuicdo de ar no interior do frasco
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resultaram em um crescimento mais uniforme e melhor qualidade de plantas de
Eucalyptus camaludulensis, comprovando os efeitos que o controle de trocas
gasosas do ambiente de cultivo exerce na propagacao in vitro de plantas.

Os dados obtidos no presente trabalho permitiram inferir que para cultivar MC
a vedacao com papel aluminio em meio semi-sélido, além de proporcionar 100% de
explantes brotados, também apresentou explantes 25% mais alongados do que nos
demais tipos de vedacdo, exibindo estiolamento. Segundo Ribeiro et al. (2007), a
reducdo da incidéncia de luz no interior do frasco causada pela vedacdo com
aluminio, leva a um estiolamento dos caules das plantas, consequentemente,
aumento em altura. Para cultivar Adams, a tampa de polipropileno apresentou
melhores resultados para comprimento médio dos brotos e massa fresca (no
minimo, 9% e 31% superior as demais vedacfes, respectivamente).

As plantas, de maneira geral, produzem etileno, porém no cultivo in vitro este
gas pode se acumular no interior dos frascos fechados, influenciando negativamente
o crescimento e a diferenciacdo das mesmas (MATTHYS et al.,, 1995). Conforme
relatado por Kozai e Nguyen (2003) o aumento da troca gasosa entre a atmosfera do
interior e exterior do frasco, e a reducdo da umidade, permitem diminuir a
concentracdo de etileno ao redor da planta, a partir da utilizacdo de tampas mais
permeaveis.

Em plantas de nim (Azadirachta indica) cultivadas em frascos com tampas
totalmente vedadas e com membranas que permitiam trocas gasosa, Rodrigues et
al. (2012) observaram que o numero de brotos foi maior nas plantas dos frascos com
membranas, e ainda relatam menos clorose e senescéncia quando as plantas foram
cultivadas em frascos que permitiram maior troca gasosa.

Santos (2007) observou que vedacdes permedveis as trocas gasosas, COmo
por exemplo tampas de polipropileno com um ou dois orificios, proporcionaram as
melhores respostas nos parametros fisiolégicos de crescimento em videira
propagada in vitro. Donini et al. (2011) também concluiram que vedacdes mais
permedveis a trocas gasosas sdo desejaveis, pois utilizando papel aluminio como
vedacédo dos frascos obtiveram os melhores resultados na multiplicagéo in vitro de
oliveira cultivar ‘Arbequina’ quando comparado a vedagdo com tampa plastica e
filme PVC.

Com relacdo ao estado fisico do meio de cultura, Correia et al. (1995)

relataram que os processos de absorcdo e translocacdo de ions podem sofrer
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interferéncia do agente geleificante 4gar, comumente utilizado em meio de cultura
semi-sélido. Além do mais, este produto, dependendo da qualidade e/ou origem,
pode apresentar na sua composicdo substancias inibidoras do crescimento e do
desenvolvimento de gemas conforme foi observado em Cyanara scolumes
(DEBERGH,1983) e em Eucalyptus grandis (MACRAE; VAN STADEN,1990) nas
fases de multiplicacdo e de alongamento. J& segundo Kozai e Kubota (2001) o uso
de material de suporte poroso ou fibroso, como exemplo, a vermiculita, pode
promover um melhor desenvolvimento fotoautotréfico de espécies de plantas
clorofiladas através do aumento da concentracdo de CO,. De acordo com os dados
obtidos neste trabalho, foi possivel obter taxas de multiplicacdo de marmeleiro 'MC' e
'‘Adams' cerca de 36% superior quando se utilizou o dgar como geleificante no meio
semi-solido, em relacdo ao cultivo em meio liquido.

A alteracéo do estado fisico do meio de cultura modifica a resisténcia fisica e
de contato dos explantes com o meio, podendo influenciar no desenvolvimento de
plantas in vitro (CHEN; ZIV, 2001). Assim, o maior contato dos explantes com meio,
gue acontece nos cultivos em meio liquido, pode aumentar a absor¢cdo de agua e
nutrientes, em mudas micropropagadas de batata, quando comparado ao meio
semi-sélido, favorecendo a taxa de assimilacdo de nutrientes, resultando em maior
altura, multiplicacdo de brotos e acumulo de massa seca (PEREIRA; FORTES,
2003). O estado fisico do meio de cultura, portanto, pode estar relacionado ao
desempenho assimilatério das plantas durante o periodo de cultivo do material
vegetal (ZIV, 1995). A utilizacdo de meios de cultura liquidos tem proporcionado
igual ou até maior eficiéncia para diversas espécies vegetais, porém para
marmeleiro MC e Adams o meio semi-sélido ainda foi a melhor opcdo para
multiplicacéo in vitro em relacdo ao liquido, conforme pode ser observado nas Figs.
2 e 4B.

Embora no presente trabalho n&o se tenha observado vitrificagcdo dos
explantes de marmeleiro 'MC' e 'Adams’, a utilizagdo de meios liquidos ou com
baixas concentracbes do geleificante agar pode levar a vitrificagéo, influenciando
negativamente a morfogénese in vitro. Na cultivar BA-29 é comum observar-se essa
caracteristica nos explantes multiplicados in vitro (dados ndo mostrados). Singha et
al. (1990) em estudo com marmeleiro 'A' constataram que com 0 aumento da
concentracéo de agar (0,6; 0,9; 1,2%) na multiplicac&o in vitro ocorreu diminuicao de

explantes vitrificados. Por isso, mesmo apresentando vantagens em relagdo ao meio
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semi-soélido, o uso de meios liquidos pode ndo ser adequado para determinadas
espécies, principalmente as lenhosas, nas quais € comum o0 surgimento de

brotacdes com essa caracteristica (CHEN; ZIV, 2001).

5 CONCLUSOES

A taxa de multiplicagéo in vitro de marmeleiro 'MC' e 'Adams' € favorecida
pela utilizacdo de meio de cultura semi-solido e vedacdo com tampa de
polipropileno.

A vedacao com papel aluminio proporciona plantas in vitro estioladas.
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CAPITULO Il

FONTES DE CARBONO NA MULTIPLICACAO IN VITRO DE PORTA-ENXERTOS
DE MARMELEIRO 'MC' E 'ADAMS'
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Fontes de carbono na multiplicacao in vitro de portaenxertos de marmeleiro
'MC' e ' Adams'’

Carbon source in in vitro multiplication of quince rootstocks 'MC' and 'Adams'

RESUMO - A influéncia de trés fontes de carbono, sacarose, frutose e sorbitol, na
multiplicacdo in vitro de marmeleiro cultivares MC e Adams foi comparada nas
concentracdes de 0, 15, 30, 45 e 60 g L™ O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com fatorial 3 x 5 (fonte de carbono x concentragdo), com
quatro repeticdes por tratamento. O meio de cultura constituiu-se dos sais e
vitaminas MS, suplementados com mio-inositol (100 mg L™), 6- benzilaminopurina
(BAP) (0,3 mg L™, &gar (8 g L™) e sacarose, frutose ou sorbitol. Aos 60 dias apds o
inicio dos tratamentos verificou-se que para cultivar MC a concentracéo de 60 g L™
de sacarose e 30 g L™ de frutose proporcionaram 100% de explantes brotados. As
brotaces mais compridas (1,49 cm) foram obtidas com a utilizacdo de 30 g L™ de
sacarose e 60 g L™ de sorbitol. A concentracdo de 45 g L™ proporcionou maior
namero de brotos (1,76), maior massa fresca (0,058 g) e maior massa seca das
brotacdes (0,02 g). Além disso, o maior numero de brotos (1,47) foi obtido na
presenca de sacarose e a maior massa seca das brota¢gdes (0,01 g) foi obtida com
sacarose e sorbitol. Para a cultivar Adams com sacarose na concentracédo de 30 g L°
! obteve-se maior comprimento médio dos brotos (2,14 cm), maior massa fresca (0,1
g) e maior massa seca das brotacdes (0,03 g). A maior percentagem de explantes
brotados foi obtida na concentracdo de 30 g L™ (79,58%) e com a sacarose como
fonte de carbono (71,25%). O maior niumero médio de brotos (1,45) foi obtido
também na concentracdo de 30 g L™.

Palavras-chave: Cydonia oblonga, micropropagacdo, concentracdo, sacarose,
frutose, sorbitol.

ABSTRACT - The influence of three carbon sources, sucrose, fructose and sorbitol
on in vitro shoot proliferation of quince cultivars MC and Adams was compared at 0,
15, 30, 45 and 60 g L™ concentrations. The experimental design was completely
randomized with factorial 3 x 5 (carbon source x concentration), with four replicates
per treatment. The culture medium consisted of MS salts and vitamins supplemented
with myo-inositol (100 mg L™), 6 - benzylaminopurine (BA) (0.3 mg L™), agar (8 g L™)
and sucrose, fructose or sorbitol. At 60 days after the start of treatment was found
that for cultivar MC the concentration 60 g L™ sucrose and 30 g L™ fructose yielded
100% of explants shooted. Shoots longer (1.49 cm) were obtained using 30 g L™
sucrose and 60 g L™ sorbitol. The concentration 45 g L™ provided greatest number of
shoots (1.76), greatest fresh weight (0.058 g) and greatest dry mass (0.02 g).
Moreover, the greatest number of shoots (1.47) was obtained in the presence of
sucrose and increased dry weight (0.01 g) was obtained with sucrose and sorbitol.
To cultivar Adams with sucrose at concentration 30 g L™ gave a highest average
length of the shoots (2.14 cm), greatest fresh weight (0.1 g) and greatest dry weight
(0.03 g). The highest percentage of shooted was obtained at a concentration of 30 g
L™ (79.58%) and sucrose as the carbon source (71.25%). The highest number of
shoots (1.45) was also obtained at a concentration of 30 g L™.
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Keywords: Cydonia oblonga, micropropagation, concentration, sucrose, fructose,
sorbitol.

1 INTRODUCAO

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), pertencente a familia Rosaceae e
subfamilia Pomae, vem sendo utilizado com bastante sucesso como portaenxerto
para pereira em paises da Europa, e mais recentemente no Brasil (FIORAVANCO et
al., 2006).

A producdo de mudas de marmeleiro pode ser realizada utilizando-se
sementes ou via estaquia, mergulhia de cepa e a micropropagac¢ao, ainda ndo muito
desenvolvida no Brasil. Mesmo possuindo sementes vidveis, estas sdo em pequena
quantidade nos frutos (menos de 10) e a formacédo de pomares por esta técnica ndo
€ recomendada, visto que a desuniformidade entre as plantas é elevada e o porte e
0 vigor sdo maiores quando comparadas com plantas produzidas por métodos de
propagacao vegetativa (PIO et al., 2007). J& a obtencdo de mudas de marmeleiro
por meio de estaquia aumentam os riscos de difusdo de material contaminado por
agentes fitopatogénicos.

Assim, técnicas que venham melhorar a capacidade de propagacdo sao de
grande interesse. Dentro deste contexto, a micropropagacdo € uma técnica de
cultura de tecidos que apresenta vantagens em relagcdo aos métodos tradicionais,
destacando-se o alto indice de multiplicacdo, possibilidade de propagacdo de
espécies com dificuldade de multiplicacdo vegetativa in vivo e producdo de material
durante todo o0 ano (MALYSZ et al., 2011).

O crescimento e a multiplicacao in vitro de brotos sdo afetados por muitos
fatores, dentre os quais podem ser mencionados a concentracao e tipo de fonte de
carbono exdgena adicionada ao meio de cultura para servir como fonte de energia e
também para manter o potencial osmético do meio (HAQUE et al., 2003; DE NETO;
OTONI, 2003). Em geral, a sacarose € a fonte de carbono preferencialmente
utilizada na cultura in vitro, porgue é o carboidrato predominante na seiva do floema
da grande maioria das plantas. Porém, o sorbitol tem sido relatado como o principal
acucar transportado via floema nas espécies de plantas da familia Rosaceae
(AHMAD et al.,, 2007). Afora estas duas fontes de carbono usadas na cultura de

tecidos de plantas, a frutose também tem sido utilizada, porém os seus efeitos tem
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sido controversos, muito embora verificou-se ser uma boa fonte de carbono para

culturas de portaenxerto de macieira M9 (BORKOWSKA; SZCZERBA, 1991).
Portanto, o objetivo deste trabalho foi estudar os efeitos da concentracdo e

fonte de carbono sobre a multiplicagédo in vitro de marmeleiro cultivares MC e

Adams.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de Plantas do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia/UFPel em Pelotas — RS, no ano
de 2012.

Segmentos nodais com aproximadamente 1,0 cm, estabelecidos e mantidos da
mesma forma que no experimento descrito no Capitulo I, foram inoculados em meio
MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), suplementado com 100 mg L™ de mio-inositol,
0,3 mg L' de 6- benzilaminopurina (BAP) e sacarose, frutose ou sorbitol nas
concentracdes 15, 30, 45, 60 g L™ e tratamento controle (sem adicdo de fonte de
carbono).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,65 e em seguida autoclavado a
121°C e 1,5 atm durante 20 minutos. Posteriormente em camara de fluxo laminar, os
explantes foram inoculados em frascos de 300 mL, contendo 30 mL do meio de
cultura MS. Apés a inoculacdo dos explantes, os frascos foram fechados com tampa
rigida de polipropileno com um orificio coberto por algoddo e mantidos em sala de
crescimento convencional, com fotoperiodo de 16 horas de luz, temperatura de
25+2°C, com intensidade de 48 pmol m? s?, fornecida por lampadas brancas
fluorescentes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com fatorial 3 x 5
(fonte de carbono x concentracdo) para cada cultivar, analisadas separadamente, e
constou de quatro repeti¢cdes, cada uma representada por um frasco contendo cinco
explantes. Apos 60 dias, foram avaliadas as seguintes variaveis para cada cultivar:
percentagem de explantes brotados, numero médio de brotos por explante,
comprimento médio das brotagcdes (cm), massa seca e massa fresca média das
brotacées (g), sendo esta obtida a partir da secagem das brotagbes de cada
explantes em estufa de circulacéo forcada a 50°C durante 3 dias.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as meédias dos

tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
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probabilidade de erro e analisados por regressédo polinomial, através do programa
estatistico WinStat 2.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003). Os dados da variavel

percentagem de brotacBes foram transformados para arcsen,/x/100 e os dados da

variavel nimero médio de brotos foram transformados para +/x + 0,5. Os
experimentos para ambas as cultivares foram feitos em duplicatas, utilizando-se os
dados do experimento que apresentou as melhores médias para a grande maioria

das variaveis respostas analisadas.
3 RESULTADOS

A taxa de multiplicacdo dos explantes foi influenciada significativamente pelas
concentracdes e tipos de acUcares utilizados nos meios de cultura, em todas as
variaveis analisadas para as cultivares, MC e Adams.

De acordo com a andlise de variancia realizada para cultivar MC, observou-se
gue para as variaveis percentagem de brotacdo e comprimento médio dos brotos
houve interacdo entre os fatores (Fig. 1). Pela estimativa da equacdo de regressao
observou-se que a concentracéo de 43,78 g L™ de sacarose e 38,06 g L™ de frutose
proporcionaram 100% de explantes brotados (Fig. 1A). Embora a resposta
quadratica para a percentagem de brotacdo inferiu ponto de méaxima de 38,06 g L™
de frutose, verificou-se que a concentracdo de 30 g L™ de frutose apresentou valor
igual ao verificado no ponto de méxima, 100%.

Para comprimento médio das brotacdes, foi possivel estimar pela equacao de
regressdo que a utilizacdo de 35,22 g L™ de sacarose e 45,28 g L™ de sorbitol
proporcionaram maiores comprimento dos explantes (1,48 e 152 cm,
respectivamente). Embora a resposta quadratica para comprimento médio dos
brotos inferiu ponto de maxima de 35,22 g L™ de sacarose, verificou-se que a
concentracéo de 30 g L™ de sacarose apresentou valor similar ao verificado no ponto
de maxima, 1,47 cm (Fig. 1B).

Na Fig. 1A é possivel observar que aumentos na concentracdo de sorbitol
diminuiram a capacidade de brotacdo dos explantes, apresentando também uma
reducdo em valores percentuais em relacdo as demais fontes de carbono. Mesmo

assim, aqueles brotos formados no meio contendo esta fonte de carbono
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apresentaram um bom comprimento médio das suas brota¢fes, variando de 1,05 a
1,49 cm.
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Figura 1: Percentagem de explantes brotados (A) e comprimento médio dos brotos
(cm) (B) de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em meio de cultura com
diferentes fontes e concentracdes de carbono. UFPel, Pelotas, 2012.

Na Fig. 2 visualiza-se a diferenca entre os comprimentos das brotac6es dos
explantes de cada tratamento da cultivar MC, sendo possivel também observar que

em meios sem uma das fontes de carbono os explantes ndo sobreviveram.
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Figura 2: Explantes de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em meio de cultura
com diferentes fontes e concentracdes de carbono. (A) Controle; (B) 15 g
L™ sacarose; (C) 30 g L™ sacarose; (D) 45 g L™ sacarose; (E) 60 g L™
sacarose; (F) Controle; (G) 15 g L™ frutose; (H) 30 g L™ frutose; (1) 45 g L™
frutose; (J) 60 g L™ frutose; (K) Controle; (L) 15 g L™ sorbitol; (M) 30 g L™
sorbitol; (N) 45 g L™ sorbitol; (O) 60 g L™ sorbitol. UFPel, Pelotas, 2012.
Barra =1 cm.

Para as varidveis numero médio de brotos por explante, massa fresca e
massa seca das brotacdes ndo ocorreu interacdo entre fatores, verificando-se efeito
apenas da concentracdo e da fonte de carbono para nimero médio de brotos e
massa seca média das brotacdes e efeito da concentracdo da fonte de carbono para
massa fresca média das brotacdes (Fig. 3).

Para a variavel numero médio de brotos foi possivel estimar pela equacéo
regressdo que a concentracdo de 38,30 g L™ das fontes de carbono foi mais efetiva
quando comparada com as demais concentracées (1,76 brotos explante™) (Fig 3A).

A concentracdo de 45 g L™ das fontes de carbono proporcionou maior massa
fresca (0,058 g) (Fig. 3E) e maior massa seca das brotacdes (0,02 g) (Fig. 3C). Para
esta Ultima variavel citada, observou-se que a concentragcdo de 45 g L™ foi 50%
superior a concentracdo de 30 e 60 g L™ . Quando comparada com a concentracdo
de 15 g L?, esta diferenca aumentou para 65%. Com relacéo ao tipo de fonte de

carbono, o maior nimero de brotos (1,47) (Fig. 3B) foi obtido na presenca de
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sacarose. Essa fonte mostrou-se 27% superior ao sorbitol e 35% superior a frutose.

A maior massa seca (0,01 g) (Fig. 3D) foi obtida com sacarose e sorbitol, sendo

estas 50% superiores a frutose.
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Figura 3: Niamero médio de brotos (A e B), massa seca (g) (C e D) e massa fresca

média das brotagdes (g) (E) de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em
meio de cultura com diferentes fontes e concentragbes de carbono.
UFPel, Pelotas, 2012. Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas
diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Para a cultivar Adams, observou-se que para o comprimento médio dos

brotos (Fig. 4A), massa fresca (Fig. 4B) e massa seca média das brotagfes (Fig. 4C)

houve interacdo entre os fatores. A sacarose na concentracdo de 30 g L™ foi mais

efetiva para essas variaveis quando comparada com o0s demais tratamentos,

proporcionando maior comprimento médio dos brotos (2,14 cm), maior massa fresca



41

média (0,1 g) e maior massa seca média das brotac¢des (0,03 g). Com uso de 30 g L
! de sacarose, a massa seca das brotacées foi cerca de 73% superior, em relacédo a

mesma concentracao de sorbitol e frutose.
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Figura 4: Comprimento médio dos brotos (cm) (A), massa fresca (g) (B) e massa
seca média das brotacdes (g) (C) de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60
dias em meio de cultura com diferentes fontes e concentracdes de
carbono. UFPel, Pelotas, 2012.
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Na Fig. 5 visualiza-se a diferenga entre os comprimentos das brotacbes dos
explantes de cada tratamento da cultivar Adams, sendo possivel também observar

gue em meios sem uma das fontes de carbono os explantes ndo sobreviveram.

Figura 5: Explantes de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio de cultura
com diferentes fontes e concentragdes de carbono. (A) Controle; (B) 15 g
L™ sacarose; (C) 30 g L™ sacarose; (D) 45 g L™ sacarose; (E) 60 g L™
sacarose; (F) Controle; (G) 15 g L™ frutose; (H) 30 g L™ frutose; (I) 45 g L™
frutose; (J) 60 g L™ frutose; (K) Controle; (L) 15 g L™ sorbitol; (M) 30 g L™
sorbitol; (N) 45 g L™ sorbitol; (O) 60 g L™ sorbitol. UFPel, Pelotas, 2012.
Barra=1 cm.

Para a variavel percentagem de explantes brotados verificou-se efeito da
fonte e da concentracdo de carbono (Fig. 6A e B). Pela estimativa da equacao de
regressao a maior percentagem de explantes brotados foi obtida na concentracao de
35,27 g L™ (86,33%) (Fig. 6A) e com a sacarose como fonte de carbono (71,25%)
(Fig. 6B). Para esta variavel é possivel observar que a sacarose foi 26% superior a
frutose e 38% superior ao sorbitol.

Para a variavel numero médio de brotos verificou-se efeito apenas da
concentracdo de carbono (Fig. 6C). O maior numero médio de brotos (1,53 brotos
explante™), pela estimativa da equacédo de regressao, foi obtido na concentracéo de
36,75 g L™ (Fig. 6C).
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Figura 6: Percentagem de explantes brotados (A e B) e nimero médio de brotos (C)
de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio de cultura com
diferentes fontes e concentragbes de carbono. UFPel, Pelotas, 2012.
Médias seguidas pelas mesmas letras minasculas diferem entre si pelo
teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.
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4 DISCUSSAO

O pool de carboidratos é sugerido ter um papel importante na morfogénese de
varias espécies lenhosas (KROMER; GAMIAN, 2000; LI; LEUNG, 2000) e isto pode
ser influenciado pelo fornecimento exdgeno de fontes de carbono (DE NETO;
OTONI, 2003). Portanto, foi feita uma tentativa de elucidar a influéncia relativa da
sacarose, frutose e sorbitol na multiplicag&o in vitro de marmleiro 'MC' e 'Adams'. E
evidente, a partir dos resultados obtidos, que o marmeleiro possui requisitos
especificos para cada cultivar quanto a concentracao de carboidratos.

A sacarose é o carboidrato mais comumente utilizado na cultura de tecidos.
No entanto, outros acucares também tém sido relatados como sendo fontes de
carbono adequadas para a cultura de tecidos, como exemplo o sorbitol e a frutose
(BORKOWSKA; SZCZERBA, 1991).

O sorbitol, um poliol ou acucar alcool, € uma forma reduzida de cetose e é
importante em espécies de Prunus, Malus e Pyrus, bem como em membros da
familia Apiaceae, Oleaceae e Celestraceae. Estima-se que até 30% do carbono
fixado pelas plantas esta na forma de polidéis (MARINO et al., 2003). Em espécies
que preferencialmente translocam este tipo de acucar, tecidos vegetativos tais como
peciolos, caules e raizes podem acumular poliéis, mas ndo ha nenhuma evidéncia
de que isto ocorre por sintese direta, ao invés de simples importacdo do floema
(MADORE, 1994).

A via de biossintese do sorbitol esta intimamente relacionada com a de outros
acucares tais como glicose, frutose e sacarose, e depende de algumas enzimas
importantes. O primeiro produto estavel do processo de fotossintese € a triose
fosfato, que é o precursor imediato de todos os carboidratos e é sintetizado nas
folhas de origem. Outros acucares, incluindo polidis, tais como manitol e sorbitol, séo
subsequentemente derivado de triose fosfato (MARINO et al., 2003). Por acéao das
enzimas sorbitol desidrogenase e sorbitol oxidase, o sorbitol pode ser metabolizado,
disponibilizando esqueletos de carbono para a producdo de energia ou para a
formacao de novos tecidos (LEMOS; BAKER, 1998).

Nas espécies lenhosas da familia Rosaceae, embora o sorbitol seja o
principal agucar transportado via floema (AHMAD et al., 2007), os representantes
desta familia de plantas apresentam capacidade de armazenamento desse acucar

muito variavel. Walaart (1980) quantificou o contetido de sorbitol a partir de extratos
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de folhas de plantas da familia Rosaceae e detectou que duas amostras de
marmeleiro Cydonia oblonga continham baixa concentracdo de sorbitol nas folhas
(0,7 e 0,1%), enquanto que a macieira (Malus silvestris) apresentava 2,0% e a
pereira (Pyrus communis) 8,7%, concluindo que o marmeleiro tem baixa capacidade
de acumular sorbitol nas folhas quando comparado com outros membros da mesma
familia.

Sendo assim, 0 sucesso na multiplicacao in vitro em meio contendo sorbitol
pode estar associado a espécie que esta sendo utilizada, bem como a suficiente
disponibilidade de enzimas que hidrolisam este poliol. Stoop e Pharr (1993)
confirmaram, em plantas que translocam sorbitol, a atividade dessas enzimas. Os
resultados do presente estudo levam a supor que o marmeleiro apresenta baixa
atividade das enzimas responsaveis pela conversdo do sorbitol, enquanto que as
enzimas responsaveis pela hidrélise da sacarose teriam maior atividade, justificando
o melhor resultado obtido quando do uso da sacarose. Como visto nos resultados,
para numero de brotos da cultivar MC a sacarose foi 27% superior ao sorbitol. E, por
exemplo, na cultivar Adams para percentagem de explantes brotados esta fonte se
mostrou 38% superior ao sorbitol. Gurel e Gulsen (1998) relataram que maior massa
fresca de brotos de amendoeira (Amygdalus communis L.) cultivados em meio
contendo sorbitol pode ser devido ao fato de que os niveis elevados de acguUcares
redutores disponiveis no meio de cultura podem acelerar a divisdo celular
conduzindo assim a um aumento do volume e massa dos tecidos.

Com relacao a frutose, a preferéncia desta fonte de carbono em relacéo as
demais, por algumas espécies e tecidos, como o que foi observado por Borkowska e
Szczerba (1991) na multiplicacdo de cerejeira, pode estar relacionada a inabilidade
das células excretarem a enzima invertase ao meio de cultivo, ndo ocorrendo a
hidrélise da sacarose antes da absor¢édo da fonte de carbono (HEW; MAH, 1989). A
sacarose nao € a fonte imediata de carbono para os tecidos cultivados. Ela deve
primeiro ser hidrolisada em glicose e frutose, ou seja, a invertase desempenha um
papel importante na absorcao e na utilizagcao de sacarose. No presente experimento
com marmeleiro, verificou-se que a sacarose foi a melhor fonte de carbono para o
crescimento; portanto, essa espécie possivelmente ndo apresenta dificuldades em
excretar invertase. A disponibilidade necesséaria desta enzima para a hidrélise
eficiente de sacarose € menor em plantas que translocam sorbitol (PUA; CHONG,

1984), mas como Vvisto anteriormente, o acumulo de sorbitol em folhas de
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marmeleiro é muito baixo em relagcdo as outras espécies da familia Rosacea,
chegando a armazenar 92% a menos do que armazena a pereira, utilizando assim a
sacarose como melhor fonte de carbono, possivelmente devido a menor atividade
das enzimas que metabolizam sorbitol.

Marino et al. (2003) descreveram uma possivel rota metabdlica do sorbitol
como pode ser observado na Fig. 7. A partir da frutose € formado o sorbitol, e, como
visto anteriormente, as plantas de marmeleiro ndo acumulam grandes quantidades
desse acucar alcool, ndo tendo entdo a frutose um papel importante nessa espécie,
mostrando resultados desfavoraveis nos experimentos do presente estudo,
chegando a ser 50% inferior a sacarose na variavel massa seca das brota¢fes na

cultivar Adams.

Starch and Sucrose
Metabolism
‘ )
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Figura 7: Possivel rota metabdlica da sintese de sorbitol a partir da frutose em cana
de acucar. Fonte: Marino et al., 2003.

Faria et al. (2006) verificaram maior desenvolvimento de microplantas de
maracujazeiro (Passiflora giberti N. E. Brown) nos tratamentos com sacarose, em
comparacao ao sorbitol. Lemos e Baker (1998) verificaram que a frutose e o sorbitol,
adicionados ao meio de cultura, ndo favoreceram o desenvolvimento das brotacdes
de gravioleira (Annona muricata L.), enquanto a sacarose induziu maior formacao de

brotacBes adventicias nos explantes.
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A cultivar MC apresentou melhores resultados quando se adicionou a
concentracéo de 45 g L™ de sacarose ao meio de cultura. Como visto anteriormente
para variavel massa seca das brotacbes, esta concentracdo foi 50% superior a
concentracdo de 30 e 60 g L™ e quando comparada com a concentragéo de 15 g L™,
esta diferenca aumentou para 65%. Essa concentracdo de 45 g L™ é maior do que a
concentracdo normalmente utilizada (30 g L) no cultivo in vitro, e que, sustenta o
desenvolvimento de brotacGes para a grande maioria das espécies ja estabelecidas
in vitro (CAO et al., 2003; AHMAD et al., 2007, ZHANG et al., 2012). O beneficio
advindo do aumento da concentragdo de sacarose no meio de cultivo, apesar de
indicar um ganho sob o ponto de vista da obtencdo de melhores condi¢bes de
multiplicacédo, pode ndo representar uma situacdo de melhor condicao fisiolégica das
plantas durante o processo de aclimatizacdo, visto que Reuther et al. (1992)
estudando o efeito de diferentes concentracdes de sacarose no crescimento in vitro
de Vitis vinifera cultivar Riesling verificaram que o uso de baixas concentracdes de
sacarose (5 g L ™) induziu a um maior grau de desenvolvimento fotoautotréfico das
plantas.

A concentracdo 6tima das diferentes fontes de carbono para multiplicacdo in
vitro de cerejeira foi encontrada por Borkowska e Szczerba (1991) como sendo 2%
ou 3% (w/v), ou seja, 20-30 g L. Em comparacgéo com os outros componentes do
meio, isto € uma concentracdo relativamente elevada, o que realca a necessidade
de uma melhor compreenséo da economia de utilizacao de carboidratos pela cultura
de tecidos. Os resultados descritos por Hew et al. (1988) evidenciam a existéncia de
uma absorcdo continua de cada uma das fontes de carbono do meio. Segundo
Borkowska e Szczerba (1991) a taxa de absor¢cédo de cada fonte de carbono varia de
acordo com a concentracdo e o tipo de aglcar e com o tempo, durante o periodo de
cultura. Em média, 25% a 29% dos agucares inicialmente presentes no meio tinham
sido absorvidos pelos explantes até o fim da subcultura. No entanto, apenas cerca
de 3% a 5% da sacarose no meio foi encontrado na parte aérea da cultura de
cerejeira. Estes autores também sugeriram que a sacarose, além do uso para
formacao de novos tecidos, é também utilizada para a regulacédo osmatica do meio e
como energia de carbono prontamente utilizavel, em uma proporgcéo de 1/3 a 2/3,
respectivamente, explicando a necessidade de aplicacdo de aclUcares com uma

concentracgéao relativamente elevada ao meio de cultivo.
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5 CONCLUSOES

Assim, o presente estudo leva a conclusdo de que a sacarose na
concentracdo de 45 g L™ para cultivar MC e 30 g L™ para cultivar Adams s&o as
melhores concentracbes e fonte de carbono para multiplicacdo in vitro de

marmeleiro.
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Regeneracédo de folhas de portaenxerto de marmeleiro cultivadas in vitro

Regeneration of leaves of quince rootstocks cultivated in vitro

RESUMO - O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo de meio de cultura
(experimento 1) e verificar o potencial de uso do thidiazuron (TDZ) combinado com
acido naftaleno acético (ANA) ou acido indol butirico (AIB) para otimizar um
protocolo de regeneracdo dos marmeleiros 'MC' e 'Adams' (experimento 2). Os
tratamentos do experimento 1 consistiram de dois meios de cultura (MS e SH) e
cinco concentracbes de TDZ (0, 1,5, 3, 4,5 e 6 pM), no delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 5, com quatro repeticdes por
tratamento. Os meios de cultura constituiram-se dos sais e vitaminas MS e SH,
suplementados com mio-inositol (100 mg L™), sacarose (30 g L™), 4gar (8 g L™,
ANA (2 uM) e TDZ. Os tratamentos do experimento 2 consistiram de dois tipos de
auxina (ANA e AIB) em quatro concentracdes (0; 1,0; 1,5 e 2 uM) em combinacéo
com cinco concentracdes de TDZ (0, 1,5, 3, 4,5 e 6 uM) no meio de cultura, em
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 2 x 4 x 5,
com quatro repeticdes por tratamento. Os meios de cultura constituiram-se dos sais
e vitaminas SH, suplementado com mio-inositol (100 mg L™), sacarose (30 g L™),
agar (8 g L™), TDZ combinados com ANA ou AIB. Aos 60 dias apds o inicio dos
experimento avaliou-se a percentagem de regeneracdo de brotos e 0 nimero médio
de brotos. Verificou-se que a regeneracdo in vitro de brotos adventicios de
marmeleiro das cultivares MC e Adams foi favorecida pelo uso do meio de cultura
SH e pela adicdo de 4,5 uM de TDZ para cultivar MC e 6 uM de TDZ para a cultivar
Adams combinados com 2 uM de ANA.

Palavras-chave: Cydonia oblonga, auxina, citocinina, meio de cultura.

ABSTRACT - The objective of this study was to determine the type of medium and to
investigate the potential use of thidiazuron (TDZ) in combination with
naphthaleneacetic acid (NAA) or indole butyric acid (IBA) to optimize a protocol for
regeneration of quince 'MC' and 'Adams'. The treatments of experiment 1 consisted
of two culture medium (MS and SH) and five TDZ concentrations (0, 1.5, 3, 4.5 and 6
puM), in the completely randomized experimental design in factorial outline 2 x 5, with
four repetitions for treatment. The culture mediums used were constituded of MS and
SH salts and vitamins, supplemented with myo-inositol (100 mg L), sucrose (30 g L~
Y, agar (8 g L"), NAA (2 pM) and TDZ. Treatments of experiment 2 consisted of two
types of auxin (NAA and IBA), five auxin concentrations (0, 1.0, 1.5 and 2 uM) and
five concentrations TDZ (0, 1.5, 3, 4.5 and 6 pM) in the culture medium in a
completely randomized design in a factorial 2 x 4 x 5, with four replicates per
treatment. The culture medium consisted of SH salts and vitamins supplemented with
myo-inositol (100 mg L™), sucrose (30 g L-), agar (8 g L™}), TDZ and NAA or IBA. At
60 days after the beginning of the treatments were evaluated the regeneration
percentage of shoots and the mean number of shoots. It was verified that, the in
vitro regeneration of quince adventitious shoots cvs. MC and Adams was favored by
the use of the culture medium SH and for the addition of 4.5 uM of TDZ to cultivar
MC and 6 pM of TDZ to cultivar Adams combined with 2 puM NAA .



53

Keywords: Cydonia oblonga, auxin, cytokinin, culture medium.

1 INTRODUCAO

A regeneracdo in vitro é bastante empregada em auxilio aos programas de
melhoramento de plantas, associada a transformacdo genética para caracteristicas
de interesse (CABONI et al., 2000). Na regeneracdo € necessario induzir gemas
adventicias no explante e, em seguida, regenerar ramos alongados e obter plantas
completas a partir de células e/ou tecidos utilizados como explante (NOGUEIRA et
al., 2001). Estudando o potencial de regeneracao in vitro do marmeleiro (Cydonia
oblonga Mill.), Silva et al. (2011) observaram que folhas inteiras eram mais
responsivas e que a adicdo de TDZ ao meio de cultura potencializava a regeneracao
dos explantes.

Essa técnica de regeneracédo é interessante para as cultivares de marmeleiro,
pois mesmo que no Brasil a cultura ndo apresente muitos problemas fitossanitérios,
algumas doencas e pragas incidem de tal forma que podem propiciar danos
econdbmicos importantes, principalmente em viveiros durante a fase de producéo das
mudas. A doenca mais importante da cultura do marmeleiro é, em particular, a
entomosporiose, também conhecida como “Ferrugem”, causada pelos fungos
Fabraea maculata (forma perfeita) e Entomosporium maculatum (forma imperfeita),
gue também pode incidir sobre plantas de outras Rosaceas, como a pereira e
macieira (P10 et al., 2005). Plantas de marmeleiro atacadas por este fungo, reduzem
significativamente a area fotossintética da folha, e causa o desfolhamento precoce
das plantas, afetando o acumulo de fotoassimilados, a qualidade das mudas e a
produtividade das plantas. Sendo assim, no caso da producdo de portaenxertos a
introducdo de resisténcia a esta doenca € importante no manejo da cultura e para a
reducado na aplicacéo de agroquimicos (CARVALHO, 1980).

Para o estabelecimento prévio de um protocolo de regeneracdo in vitro
eficiente e reproduzivel, de modo que os explantes regenerem brotos, deve ser
levado em conta que a inducdo e expressdo das possiveis respostas morfogénicas
em culturas de células, tecidos e 6rgaos in vitro, sdo dependentes de fatores como
meio de cultura, genotipo, reguladores de crescimento (auxina e citocinina),

tamanho, idade, e posi¢do dos explantes, fotoperiodo, ou intensidade da luz (LIU;
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PIJUT, 2008). Entre os fatores destaca-se a utilizacdo dos reguladores de
crescimento como as citocininas que estimulam a formag&o de novos 6rgaos a partir
da cultura de tecidos, a expansao foliar, a germinacdo de sementes e a superacao
da dominancia apical em brotacdes e raizes (HWANG et al., 2012); e as auxinas,
outro grupo de reguladores de crescimento fundamentais na inducéo da divisao
celular e diferenciacdo de raizes, muitas vezes utilizadas nas fases de multiplicacdo
para favorecer o crescimento das culturas (MANTOVANI; FRANCO, 1998). Destaca-
se mais uma vez o trabalho classico de Skoog e Miller (1957) sobre a importancia do
balanco entre citocininas e auxinas na determinacédo das respostas morfogénicas in
vitro.

Outro fator que influencia a regeneracgéo in vitro é o tipo de meio de cultura
utilizado, que além de fornecer as substancias essenciais para 0 crescimento,
também controlam o padrdo de desenvolvimento in vitro (CALDAS et al., 1998). Uma
grande variedade de meios de cultura tem sido utilizada para a regeneracédo de
diferentes espécies de plantas. Entre eles ressalta-se 0 meio basico MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), e, no caso da espécie em estudo, o meio SH
(SCHENK; HILDEBRANT, 1972).

Sendo assim, o0 objetivo deste trabalho foi determinar o tipo de meio de
cultura, o tipo e concentragcdo de auxina que combinada com thidiazuron (TDZ)
favorecam a regeneracéo in vitro de brotos adventicios de marmeleiro cultivar MC e

Adams a partir de folhas.

2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Cultura de Tecidos de Plantas do
Departamento de Botanica do Instituto de Biologia/UFPel em Pelotas — RS, no ano
de 2011.

Os explantes foram obtidos de brotagcbes de marmeleiro, cultivares MC e
Adams, em fase de multiplicacdo in vitro, 30 dias ap0s a repicagem. Folhas inteiras
escarificadas em dois locais perpendicularmente a nervura central foram inoculadas

com a face adaxial em contato com o meio de cultura (Fig. 1).
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Figura 1: Folha de marmeleiro escarificada em dois locais perpendicularmente a
nervura central (A) e inoculadas com a face adaxial em contato com o
meio de cultura (B) para regeneracao in vitro. UFPel, Pelotas, 2011.

2.1 Experimento 1: Meio de cultura x Concentragdes de TDZ

Os meios de cultura utilizados constituiram-se dos sais e vitaminas MS e sais e
vitaminas SH, ambos acrescidos de 100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose,
2 UM de &cido naftalenoacético (ANA) (ERIG; SCHUCH, 2005a) e TDZ (1,5, 3,4,5 e
6 pM) e tratamento controle (sem TDZ).

2.2 Experimento 2: Concentragdes de TDZ x Concentra¢cdes de auxinas

O meio de cultura utilizado constituiu-se dos sais e vitaminas SH, acrescido de
100 mg L™ de mio-inositol, 30 g L™ de sacarose e de concentracdes de ANA ou AIB
(0, 1, 1,5 e 2 uM) combinadas com thidiazuron (TDZ) (1,5, 3, 4,5 € 6 uM).
2.3 Manutencdao e avaliacdo dos experimentos

O pH de cada meio de cultura foi ajustados para 5,65 antes da inclusdo do agar

na concentracéo de 8 g L™ e, posteriormente, autoclavado a 121°C e 1,5 atm por 20
minutos. Foram utilizados frascos de 200 mL com 30 mL de meio de cultura.
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Apos a inoculacdo, os frascos com os explantes foram mantidos em sala de
crescimento no escuro durante 10 dias, sob temperatura de 25 £+ 2°C. Transcorrido
este periodo, os mesmos foram transferidos para luz com 16 horas de fotoperiodo e
densidade de fluxo de fétons do periodo de luz de 42 pmol m? s*, fornecida por

lampadas fluorescentes brancas-frias.
2.4 Delineamento experimental e analise estatistica

Os delineamentos experimentais foram inteiramente casualizados, em
esquema fatorial 2 x 5 (meios de cultura x concentragbes de TDZ) para o
experimento 1, e 2 x 4 x 4 (tipos de auxina X concentracdes de auxina X
concentracbes de TDZ) para o experimento 2, ambos para as cultivares MC e
Adams, analisadas separadamente.

Foram utilizadas quatro repeticbes por tratamento, sendo cada repeticdo
constituida de um frasco com cinco explantes.

Aos 60 dias apds a inoculacdo, avaliou-se a percentagem de explantes
regenerantes e o numero médio de brotos com comprimento acima de 0,5 cm.

Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas estatisticamente pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro e analisados por regressao polinomial, através do programa
estatistico WinStat 2.0 (MACHADO; CONCEICAO, 2003). Os dados da variavel

percentagem de brotacGes foram transformados para arcsen,/x/100 e os dados da

variavel numero médio de brotos foram transformados para /x + 0,5. Os
experimentos para ambas as cultivares foram feitos em triplicatas, utilizando-se os
dados do experimento que apresentou as melhores médias para das variaveis

analisadas.
3 RESULTADOS
3.1 Experimento 1: Meio de cultura x concentragdes de TDZ

Pela analise da variancia dos dados da cultivar MC, observou-se efeito
significativo da interacdo entre o tipo de meio de cultura e a concentracdo de TDZ
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para as variaveis analisadas. Na Fig. 2 é possivel observar o aspecto geral dos

explantes dessa cultivar de marmeleiro.

Figura 2: Regeneracdo de marmeleiro 'MC' cultivado por 60 dias em diferentes
meios de cultura com diferentes concentragdes de TDZ. (A) MS + 0 pM
TDZ; (B) MS + 1,5 uM TDZ; (C) MS + 3 uM TDZ; (D) MS + 4,5 uM TDZ;
(E) MS + 6 pM TDZ; (F) SH + 0 pM TDZ; (G) SH + 1,5 uM TDZ; (H) SH +
3 uM TDZ; (1) SH + 4,5 pM TDZ; (J) SH + 6 pM TDZ. UFPel, Pelotas,
2011.

A maior percentagem de explantes regenerados foi obtida no meio SH com 6
MM de TDZ (90%), seguida pela concentracéo de 4,5 uM de TDZ no meio SH e MS
(70% para ambos) (Fig.3A). O maior numero médio de brotos (14,68) foi obtido no
meio SH com 4,5 uM de TDZ, enquanto que no meio MS o niumero médio de brotos

nao foi superior a 2,5, independente da concentragdo de TDZ utilizada (Fig.3B).
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Figura 3: Percentagem de explantes regenerantes (A) e nUmero médio de brotos (B)
de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em diferentes meios de cultura
com diferentes concentracdes de TDZ. UFPel, Pelotas, 2011.

Para a cultivar Adams ndo foi observado regeneracdo dos explantes em
nenhum tratamento com meio MS, independente da concentracdo de TDZ utilizada.
Para os explantes cultivados no meio SH observou-se efeito significativo da
concentracdo de TDZ. Na Fig. 4 é possivel observar o aspecto geral dos explantes

de marmeleiro 'Adams'.
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Figura 4: Regeneracao de marmeleiro ‘Adams’ cultivados por 60 dias em diferentes
meios de cultura com diferentes concentragdes de TDZ. (A) SH + 0 uM
TDZ; (B) SH + 1,5 uyM TDZ; (C) SH + 3 uM TDZ; (D) SH + 4,5 uM TDZ; (E)
SH + 6 uM TDZ. UFPel, Pelotas, 2011.

Observa-se, na Fig. 5, que a concentracdo de 6 pM de TDZ foi a que

proporcionou maior percentagem de explantes regenerados (95%) (Fig. 5A) e maior

namero médio de brotos (17,65) (Fig. 5B), havendo uma resposta linear crescente,

para as duas variaveis com o aumento da concentracdo de TDZ em meio SH.
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Figura 5: Percentagem de explantes regenerados (A) e numero médio dos brotos
(B) de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio de cultura SH
com diferentes concentracdes de TDZ. UFPel, Pelotas, 2011.
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3.2 Experimento 2: Concentragdes de TDZ x concentragdes de auxinas

Para cultivar MC nao houve interacdo entre tipo e concentracao de auxina, e
concentracdo de TDZ para a variavel percentagem de explantes regenerados,
observando-se efeito simples da concentracdo de TDZ e da concentragao de auxina.
O aspecto geral dos explantes de marmeleiro 'MC' pode ser observado nas Figs. 6 e
7.
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Figura 6: Regeneracdo de marmeleiro ‘MC' cultivado por 60 dias em meio SH com
diferentes concentragcbes de ANA combinadas com concentracbes de
TDZ. (A) O uM ANA + 1,5 uM TDZ; (B) 1 uM ANA + 1,5 uM TDZ; (C) 1,5
UM ANA + 1,5 pM TDZ; (D) 2 uM ANA + 1,5 pM TDZ; (E) O uM ANA + 3
UM TDZ; (F) 1 uM ANA + 3 uM TDZ; (G) 1,5 uM ANA + 3 uM TDZ; (H) 2
UM ANA + 3 pM TDZ; (I) O uM ANA + 4,5 uM TDZ; (J) 1 uM ANA + 4,5 uM
TDZ; (K) 1,5 uM ANA + 4,5 uM TDZ; (L) 2 uM ANA + 4,5 uM TDZ; (M) O
UM ANA + 6 uM TDZ; (N) 1 uM ANA + 6 uM TDZ; (O) 1,5 uM ANA + 6 uM
TDZ; (P) 2 uM ANA + 6 uM TDZ. UFPel, Pelotas, 2012.
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Figura 7: Regeneracdo de marmeleiro ‘MC' cultivado por 60 dias em meio SH com
diferentes concentragdes de AIB combinadas com concentracdes de TDZ.
(A) O uM AIB + 1,5 pM TDZ; (B) 1 uM AIB + 1,5 uM TDZ; (C) 1,5 uM AIB +
1,5uM TDZ; (D) 2 uyM AIB + 1,5 pyM TDZ; (E) O uM AIB + 3 uM TDZ; (F) 1
MM AIB + 3 uM TDZ; (G) 1,5 uM AIB + 3 uM TDZ; (H) 2 uM AIB + 3 uM
TDZ; (I) O uM AIB + 4,5 uM TDZ; (J) 1 uM AIB + 4,5 uM TDZ; (K) 1,5 pM
AIB +4,5uM TDZ; (L) 2 uM AIB + 4,5 pM TDZ; (M) O uM AIB + 6 uM TDZ;
(N) 1 pM AIB + 6 uM TDZ; (O) 1,5 uM AIB + 6 pM TDZ; (P) 2 uM AIB + 6
UM TDZ. UFPel, Pelotas, 2012.

A maior percentagem de explantes regenerados foi 35% superior na
concentracédo de 6 UM de TDZ (35%), em relacdo a 1,5 uM de TDZ (22,77%), ndo
diferindo entretanto da concentracdo de 4,5 uM de TDZ (33,75%) (Fig.8A). Quanto
aos efeitos da auxina, verificou-se uma resposta linear crescente onde registrou-se
58,57% de explantes regenerados com uso de 2 uM de auxina, proporcionando uma
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diferenca de 61,5% na taxa de regeneracédo quando comparado com o uso de 1 uM
de auxina (Fig.8B). A partir dos resultados obtidos é possivel comprovar a
necessidade de uso de TDZ e de auxina, e que o aumento das concentrecaos
destes reguladores de crescimento no meio de cultivo sdo determinantes para o

aumento da percentagem de regeneragao.
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Figura 8: Percentagem de explantes regenerantes de marmeleiro ‘MC’ cultivado por
60 dias em meio SH com diferentes tipos e concentracdes de auxina
combinados com concentracdes de TDZ. (A) Efeito simples da
concentracdo de TDZ; (B) efeito simples da concentracdo de auxina.
UFPel, Pelotas, 2012.

Para numero médio de brotos verificou-se interagdo significativa entre o tipo
de auxina, a concentracdo de auxina e a concentracdo de TDZ (Tab.1). O maior
namero médio de brotos (14,18) foi obtido na concentracdo de 4,5 uM de TDZ
combinada com 2 uM de ANA.
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Na comparacao das auxinas, pode-se observar que na concentragéo de 1,5
MM de auxina combinado com 4,5 uM de TDZ, ANA foi 58% superior ao AIB.
Fazendo-se essa mesma comparacdo, mas na concentracdo de 2 UM de auxina
observa-se que ANA foi 31% superior ao AIB. A concentracao de 4,5 uM de TDZ
apresentou resultado 68% superior quando comparado com 6 pM de TDZ, ambas
combinadas com 1,5 pM de ANA.

Tabela 1: Niumero médio de brotos de marmeleiro ‘MC’ cultivado por 60 dias em meio SH
com diferentes tipos e concentragcdes de auxina combinados com concentracfes
de TDZ. UFPel, Pelotas, 2012.

ANA (UM) AIB (UM)
TDZ
(M) 0 1,0 1,5 2,0 0 1,0 1,5 2,0
15 0 aB 7 aA® 9,5 bA® 10 bA* 0 aC® 3 aBC® 575 aB® 9,75 aA®
30 0 aB® 6,95 aA® 6,83 bcA® 8,75 bA* 0 aC? 3 aBC” 5,75 aAB* 85 aA®
45 0 aB* 35 abB® 13,31 aA® 14,18 aA® 0 aC® 425 aB® 55 aB” 9,75 aA’
60 0 aC® 2,75 bBC" 425 cAB* 675 bA® 0 aB® 575 aA® 7 aA* 8,75 aA®

Médias seguidas pelas mesmas letras minUsculas para concentracdo de TDZ, mailsculas para concentracdo de
auxina e sobrescritas para tipo de auxina, diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

Para a variavel percentagem de explantes regenerados da cultivar Adams se
observou interagéo dupla entre os fatores concentracédo de TDZ e concentracéo de
auxina, concentracdo de TDZ e tipo de auxina, e tipo e concentracdo de auxina. O
aspecto geral dos explantes de marmeleiro 'MC' pode ser observado nas Figs. 9 e
10.
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Figura 9: Regeneracdo de marmeleiro ‘Adams' cultivado por 60 dias em meio SH
com diferentes concentracbes de ANA combinadas com concentracdes
de TDZ. (A) O uM ANA + 1,5 uM TDZ; (B) 1 uM ANA + 1,5 uM TDZ; (C)
1,5 uM ANA + 1,5 uM TDZ; (D) 2 uM ANA + 1,5 pM TDZ; (E) 0 uM ANA +
3uM TDZ; (F) 1 upM ANA + 3 uM TDZ; (G) 1,5 uM ANA + 3 uM TDZ; (H) 2
UM ANA + 3 uM TDZ; (I) O uM ANA + 4,5 uM TDZ; (J) 1 uM ANA + 4,5
UM TDZ; (K) 1,5 uM ANA + 4,5 uM TDZ; (L) 2 uM ANA + 4,5 uM TDZ; (M)
0 UM ANA + 6 uM TDZ; (N) 1 uM ANA + 6 uM TDZ; (O) 1,5 uM ANA + 6
UM TDZ; (P) 2 uM ANA + 6 uM TDZ. UFPel, Pelotas, 2012.
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Figura 10: Regeneracdo de marmeleiro 'Adams' cultivado por 60 dias em meio SH
com diferentes concentracdes de AIB combinadas com concentragbes
de TDZ. (A) O uM AIB + 1,5 uM TDZ; (B) 1 pM AIB + 1,5 uM TDZ; (C) 1,5
UM AIB + 1,5 pM TDZ; (D) 2 pM AIB + 1,5 pM TDZ; (E) 0 pM AIB + 3 pM
TDZ; (F) 1 uM AIB + 3 uM TDZ; (G) 1,5 uM AIB + 3 uM TDZ; (H) 2 uM
AIB+3uM TDZ; (1) O uM AIB + 4,5 uM TDZ; (J) 1 uM AIB + 4,5 uM TDZ;
(K) 1,5 uM AIB + 4,5 uM TDZ; (L) 2 uM AIB + 4,5 uM TDZ; (M) O uM AIB
+6 UM TDZ; (N) 1 uM AIB + 6 pM TDZ; (O) 1,5 uM AIB + 6 uM TDZ; (P)
2 UM AIB + 6 uM TDZ.. UFPel, Pelotas, 2012.

A maior percentagem de explantes regenerados foi obtida na concentracao de
6 UM de TDZ combinado com 2 uM de auxina (77,5%) (Fig. 11A), na concentracéo
de 6 uM de TDZ combinado com 2 pM de ANA (43,75%) (Fig. 11B) e na
concentracdo de 2 pM da auxina ANA (65%) (Fig. 11C). A partir dos resultados
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expostos na Fig. 4 é possivel perceber que aumentando a concentracdo de TDZ e a
concentracédo de auxina ocorre um aumento da percentagem de regeneracao (Fig.
11A e B) e observa-se que na auséncia de auxina nao ocorre regeneracdo dos

explantes foliares (Fig. 11C).
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Percentagem de explantes regenerantes de marmeleiro ‘Adams’
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Interagdo concentracdo de TDZ x concentracdo de auxina; (B)
Interacdo concentracdo de TDZ x tipo de auxina; (C) Interagao tipo de
auxina x concentracao de auxina. UFPel, Pelotas, 2012.
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Para numero médio de brotos registrou-se interagdo entre o tipo de auxina, a

concentracéo de auxina e a concentracéo de TDZ (Tab.2). Com base nos resultados

€ possivel observar que aumentando a concentracdo de TDZ e de auxina aumenta o

namero médio de brotos, chegando a obter-se 17,37 brotos no meio de cultura
acrescido de 6 uM de TDZ combinado com 2 uM de ANA.

Também para essa cultivar, pode-se observar que na concentracdo de 1,5 uM

de auxina combinado com 6 puM de TDZ, ANA foi 68% superior ao AIB. Na

concentracdo de 2 pM de auxina observa-se que ANA foi 42% superior ao AIB. A

concentracdo de 6 UM de TDZ apresentou resultado 81% superior quando

comparado com 1,5 uM de TDZ, ambas combinadas com 2 uM de ANA.

Tabela 2:

Numero médio de brotos de marmeleiro ‘Adams’ cultivado por 60 dias em meio SH
com diferentes tipos e concentracdes de auxina combinados com concentracfes de
TDZ. UFPel, Pelotas, 2012.

ANA (UM) AIB (uM)
TDZ
0 1,0 15 2,0 0 1,0 15 2,0

(UM)

1,5 0 aB® 1,5 cAB? 1,75 dAB? 325 cA* 0 aB? 1 aB® 15 bB* 4,5 cA*
3,0 0 ac® 425 bB* 575 cB® 8,87 bA" 0 aC® 262 abB® 3 abB” 7,25 bA®
45 0 aB* 9 aA® 9 bA® 10,37 bA* 0 aC® 3,37 abB® 45 aB’ 75 bA°
6,0 O aD® 1075 ac® 13,75 aB® 17,37 aA® 0 aC® 462 aB” 4,75 aB’ 10 aA’

Médias seguidas pelas mesmas letras mindsculas para concentracdo de TDZ,

mailsculas para concentracao de

auxina e sobrescritas para tipo de auxina, diferem entre si pelo teste Tukey a 5% de probabilidade do erro.

4 DISCUSSAO

Embora a regeneracao de novas plantas potencialmente pode ser realizada a

partir de uma Unica célula, existe para cada espécie, um tipo de tecido e/ou 6rgao

mais responsivo sob influéncia do meio de cultivo e de reguladores de crescimento.

A partir desse estudo percebe-se que a regeneracdo de brotos de marmeleiro é

possivel a partir de folhas cultivadas in vitro, como ja havia sido observado também

por Silva et al. (2011). Em geral, o tipo, a concentracdo e a combinacdo de

reguladores de crescimento

representam um importante papel durante a

regeneracao in vitro de muitas espécies, assim como observado em portaenxertos

7

de marmeleiro. Para Handro e Floh (1990), a organogénese € controlada pela

concentracdo de reguladores de crescimento e pelo balangco citocinina/auxina

presentes no meio de cultura.
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Thidiazuron é uma feniluréia que mostra atividade citocininica. As citocininas
sao substancias que, em combinacdo com a auxina, estimulam a divisdo celular,
influenciando o crescimento das plantas (PETRI et al., 2001). Desde 1988, TDZ tem
sido relatado como indutor da formacédo de brotos adventicios em um grande numero
de espécies, especialmente em plantas lenhosas, sendo que diversos estudos
sugerem que o TDZ induz melhor a regeneragéo de brotos do que outras citocininas.
Porém, a percentagem de regeneracao e o numero de brotos varia de acordo com a
cultivar, o tipo de explante, estagio de desenvolvimento e as concentracfes de
citocininas e auxinas no meio de cultura (THOMAS 2003; THOMAS; PUTHUR, 2004,
HUSAIN et al., 2007).

Citocininas sintéticas sdo conhecidas por terem notavel habilidade em
estimular o crescimento em cultura de tecidos e, mais recentemente, de 6rgaos de
todo o sistema da planta (PETRI et al., 2001). Os efeitos benéficos de TDZ tém sido
demonstrado em vérias espécies da familia Rosaceae. No presente estudo, a adicédo
de 4,5 uM e 6 uM de TDZ combinados com ANA no meio de cultura SH favoreceu a
regeneracdo in vitro de marmeleiro MC (70% e 14,68 brotos explante™) e Adams
(95% e 17,64 brotos explante™).

Erig e Schuch (2005a) estudando as mesmas cultivares de marmeleiro, porém
em meio MS obtiveram 45,29% de regeneracado a partir da adicéo de 4,5 uM de TDZ
combinado com 2 uM de ANA no meio de cultura e o numero médio de brotos
formados na folha foi de apenas 1,2 brotos explante™, quando adicionaram 6 pM de
TDZ combinado com 2 pM de ANA.

Os dados desse trabalho atentam para o fato de que na auséncia da
citocinina TDZ ndo ocorreu regeneracdo das cultivares em estudo. O mesmo foi
observado por Erig & Schuch (2005a, b) também em marmeleiro 'MC' e 'Adams' e
em macieira cultivares Galaxy, Maxigala e Mastergala, o que esta de acordo com a
afirmativa de Davies (1990), de que as citocininas constituem o grupo de
fitoreguladores indispensaveis para promover a divisdo celular e a diferenciacdo dos
tecidos. Outros autores, como Howell et al.,, (2003), também afirmam que as
citocininas promovem o desenvolvimento de brotos e a divisdo celular. Portanto, a
adicdo de citocininas ao meio de cultura promove o controle de um programa
complexo da expressédo de genes na cultura de tecidos, resultando na formacéo de

brotos.
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A auxina ANA foi mais eficaz do que o AIB para induzir a regeneragao de
brotos adventicios nas folhas de marmeleiro. Para cultivar MC a maxima
concentracdo de ANA (2 uM) combinada com 4,5 uM de TDZ foi eficaz para essa
cultivar, onde os explantes apresentaram taxa de regeneracdo na ordem de 58,75%
e 0 maior nimero de brotos foi de 14,18 brotos explante™, num periodo de 60 dias.
Para cultivar Adams a maxima concentracdo de ANA (2 uM) combinada com a
maxima concentracdo de TDZ (6 uM) testada foi eficaz e induziu maior percentagem
de regeneracdo (77,5%) e maior nimero de brotos (17,37 brotos explante™),
também em 60 dias.

Segundo Pérez-Tornero et al. (2000) os efeitos de diferentes concentracfes
de TDZ sao bastante variaveis em estudo de regeneracdo de brotos de marmeleiro a
partir de folhas, o que torna necessario o estudo individualizado para cada cultivar.
Baker e Bhatia (1993) obtiveram 85% de regeneragdo com uma média de 8 brotos
por disco foliar de marmeleiro 'A' quando adicionaram 1,5 uM de TDZ e 2,5 uM de
ANA ao meio de cultura MS. Ja Dolcet-Sanjuan et al. (1991) inocularam marmeleiro
‘A" em meio combinado MS-N6 com 32 yM de TDZ mais 0,3 uM de ANA e obtiveram
uma frequéncia de regeneracdo de 78% com 3,2 brotos folha™.

Os resultados deste trabalho demonstram que ndo ocorre regeneracgao in vitro
de brotos de marmeleiro cultivar MC e Adams a partir de folhas na auséncia de
auxina, mesmo na presenca de TDZ, e com aumento na concentracdo de auxina
aumenta o numero de explantes regenerados. Em amoreira, Gupta e Mahalaxmi
(2009) obtiveram 91,7% de regeneracao de explantes e uma taxa de 17,3 brotos
explante™ por regeneracéo direta de explantes foliares cultivados em MS + 0,1 pM
de TDZ, o que em marmeleiro ndo foi possivel de obter. Meng et al., 2004
observaram menor regeneracdo de brotos a partir folhas de Rubus spp. em meio
contendo citocininas combinadas com AIB, estando de acordo com os resultados
desse trabalho.

A escolha adequada do meio de cultura € um fator relevante para a
micropropagacao, devido ao importante papel dos componentes minerais no
processo de regeneracdo dos explantes (RAMAGE; WILLIAMS, 2002; SILVA et al.,
2008). Neste trabalho os resultados obtidos com meio SH sédo superiores aqueles
obtidos por outros autores que trabalharam com meio MS, pelo fato de que o meio
MS possui alta concentragcédo de sais em sua composi¢cao, quando comparado com

outros meios de cultura. Corroborando com os dados obtidos neste estudo, Silveira
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et al. (2001) analisando cultivares Capdeboscq e GF677, Couto (2003) analisando o
portaenxerto 'Tsukubal' e Villa et al. (2009) estudando amoreira-preta (Rubus sp.) e
portaenxerto de videira, e observaram que 0 meio de cultura com menor
concentracdo de sais também favoreceu o crescimento e desenvolvimento destas
espécies, demonstrando assim que espécies e/ou cultivares apresentam exigéncias
nutricionais distintas.

Esse protocolo reprodutivel e de alta freqiéncia de regeneracdo direta dos
brotos, desenvolvido no presente trabalho, podera ser utilizado para facilitar o
melhoramento genético de marmeleiro através da transformacdo genética. Além
disso, em uma etapa posterior, comprovado-se que 0S regenerantes nao
apresentam variacdo somaclonal, o método pode ser utilizado inclusive para a

multiplicacéo direta e em larga escala no processo de producdo de mudas.

5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente estudo € possivel concluir que:
a) é possivel regenerar brotos a partir de folhas de marmeleiro cultivadas in vitro;
b) a auxina € essencial para a regeneracao in vitro de marmeleiro em meio contendo
TDZ;
c) ANA é mais eficiente que AIB na inducdo de regeneracdo para ambas as
cultivares de marmeleiro;
d) o meio de cultura SH induz maior taxa de brotos regenerados comparado ao meio
MS;

e) a cultivar Adams ndo regenera em meio MS.
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CONSIDERACOES FINAIS

Os mesmo experimentos feitos para marmeleiro cultivares MC e Adams
também foram feitos para a cultivar BA-29, porém esse marmeleiro apresentava
baixa taxa de multiplicacado, dificultando a montagem dos experimentos pela falta de
material. Na regeneragdo, quando obteve-se um numero satisfatério de folhas para
se montar um experimento, ocorreu a formacdo de muitas raizes nos explantes, sem
a formacdo de brotos. Sendo assim, os resultados para essa cultivar ndo foram
apresentados.

Nos experimentos iniciais de regeneracdo também foram testados como
explantes entrends, porém somente ocorreu a formacdo de calo, sendo os dados
nao utilizados neste trabalho.

Para a cultivar MC também se realizou um experimento com a auxina 2,4-D
combinada com TDZ, porém devido a falta de repetibilidade do experimento, 0s
resultados ndo foram aqui apresentados.

Os resultados dos experimentos de multiplicacdo permitem que este
portaenxerto seja propagado em larga escala, obtendo-se pela técnica de cultura de
tecidos uma grande disponibilidade de mudas.

A obtencdo de um protocolo eficiente de regeneracao in vitro de marmeleiro
permite, a partir de agora, estudos de transformacao genética com essas cultivares,
visando obter plantas resistentes a algumas doencas que a espécie apresenta e até
mesmo adaptacOes para que possam ser melhor aproveitadas como portaenxerto, e

também a multiplicacao in vitro em larga escala.
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Tabela 1: Composicdo dos meios de cultura MS e SH

MS SH
Componentes Concentracdo Concentracéo
(mg L) (mg LY
NH;NO3 1650 -
NH4H2PO4 - 300
KNO3 1900 2500
CaCl,.2H,0 441 200
MgS0,4.7H,0 370 400
KH,PO,4 170 -
Na,EDTA 37,25 -
Kl 0,83 1,0
FeS0,4.7H,0 27,85 15
Na,EDTA2H,0 - 20
MnS0O4.H,0 16,9 13,2
ZnS0,4.7H,0 8,6 1,0
H3BO3 6,2 50
Na;Mo00,4.2H,0 0,25 0,1
CoCl,.6H,0 0,025 0,1
CuS04.5H,0 0,025 0,2
Acido Nicotinico 0,5 1,0
Cloridrato de piridoxina 0,5 1,0
Cloridrato de tiamina 0,5 10
Glicina 2,0 -
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