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RESUMO

A micropropagacdo ¢ uma técnica amplamente
conhecida pela sua capacidade de produzir um grande
numero de plantas em um espago curto de tempo. E
essencial para programas de melhoramento, sendo
fundamental o estabelecimento de protocolos de
micropropagacdo para espécies economicamente
importantes. O objetivo do presente estudo foi
estabelecer um protocolo de micropropagacdo para
o marmeleiro BA29, visando a produgdo massal
de mudas. Explantes de marmeleiro BA29 foram
cultivados nos meios de cultura MS e WPM (original
e 1/2) combinados com BAP (0; 0,5; 1; 2 e 4 mg L)
para a multiplicacdo in vitro, e cultivados em meio
MS com sacarose (15 ¢ 30 mg L') combinados
com AIB (0; 0,12; 0,25; 0,50; 1,0 ¢ 2,0 mg L) para
o enraizamento in vitro. Apés 45 dias, o meio de
cultura que proporcionou os melhores resultados para
crescimento e multiplicagdo de explantes de BA29 foi
o MS original com 2,68 mg L' de BAP ¢ 0 meio de
cultura que proporcionou os melhores resultados para
o enraizamento de explantes de BA29 foi MS com 15
g L' de sacarose e 1,25 mg L' de AIB.

PALAVRAS-CHAVE: propagacao in vitro, Cydonia
oblonga, reguladores de crescimento.

ABSTRACT

Micropropagation is a technique widely known for its
ability to produce large numbers of plants in a short
period of time. It is essential for breeding programs
and to establish micropropagation protocols for
economically important species. The aim of this study
was to establish a micropropagation protocol for
quince BA29, aiming at mass production of plantlets.
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The explants of quince BA29 were cultured on MS
and WPM media (original and 1/2) in combination
with BAP (0, 0.5, 1, 2 and 4 mg L) for the in vitro
multiplication and cultured in MS medium with
sucrose (15 and 30 mg.L') combined with IBA (0,
0.12,0.25,0.50, 1.0 and 2.0 mg L") for in vitro rooting.
After 45 days, the culture media which provided the
best results for growth and multiplication of BA29
explants was the MS original with 2.68 mg L' of BAP
and the culture media which provided the best results
for rooting of BA29 explants was MS with 15 g L' of
sucrose and 1.25 mg L' of IBA.

KEYWORDS: in vitro propagation,
oblonga, growth regulators.

Cydonia

A técnica da micropropagagdo vem sendo
empregada a diversas espécies vegetais, pois
possibilita a produgdo de um grande namero de
plantas com alta qualidade, homogeneidade ¢ em
um curto espaco de tempo. Os principais fatores
que influenciam o sucesso da micropropagacdo sdo
origem do explante, meio nutritivo, luz e temperatura.
Existem diversas formula¢des de meios nutritivos, sua
escolha é em geral de acordo com a literatura, onde os
compostos organicos e os reguladores de crescimento
sdo dependentes da espécie ou explante utilizados
(CID & TEIXEIRA 2010). Apesar das vantagens que
a técnica proporciona, seu uso comercial no setor de
produc¢do de mudas frutiferas ainda ¢ limitado devido
ao alto custo e baixa eficiéncia que algumas espécies
podem apresentar. Considerando que a tendéncia
da fruticultura moderna esta voltada aos plantios
adensados e ao uso de mudas certificadas se faz
necessario o estudo de protocolos de micropropagagio
para espécies de importdncia econdmica, como o
marmeleiro.
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O uso do marmeleiro como porta-enxerto vem
sendo estudado em diversas culturas, principalmente
na cultura da pereira. Os marmeleiros vém sendo
utilizados de forma crescente por sua versatilidade
em desenvolver plantas de pereira ands e com
desenvolvimento precoce (SANSAVINI et al. 2008).
Atualmente os marmeleiros estudados como porta-
enxertos para a pereira sao as cultivares EMA, EMC,
Adams, BA29, Portugal, Inta 269 e D’ Vranja (PASA et
al.2011,PASAetal. 2012, MACHADO etal. 2013). O
BA29 se destaca em relagdo aos demais porta-enxertos
de marmeleiro por apresentar compatibilidade com as
principais variedades de pereira, alta produtividade
e grande calibre de frutos, com controle de vigor da
planta (ALONSO et al. 2011).

O marmeleiro BA29, por ndo ter um protocolo
de micropropagacao definido, ¢ uma cultivar
lenhosa que tem apresentado baixa eficiéncia
durante a multiplicagdo e enraizamento in vitro,
comprometendo a propagacdo e posterior formacao
da muda. A formagdo de brotacdes e de raizes
adventicias em plantas lenhosas ¢ dificultada pelo
fato destas plantas possuirem mais camadas de floema
e xilema secundarios (HARTMANN et al. 2011).
Desta maneira o presente estudo teve como objetivo
estabelecer um protocolo de micropropagacao
para o marmeleiro BA29, avaliando a melhor
concentracdo de sais dos meios de culturas MS e
WPM combinada com diferentes concentragdes de
BAP (6-benzilaminopurina) durante a multiplicacdo
in vitro, bem como, avaliando a melhor concentragao
de sacarose combinada com diferentes concentragdes
de AIB (acido indol butirico) durante o enraizamento
in vitro de explantes de marmeleiro BA29.

O estudo foi conduzido no Laboratério de
Micropropagagdo Vegetal do Centro de Ciéncias
Agroveterinarias — CAV/UDESC, em Lages, SC. O
estabelecimento in vitro do marmeleiro BA29 foi
realizado a partir de segmentos nodais provenientes
de planta matriz acomodada em casa de vegetacao,
que recebeu regularmente tratamentos fitossanitarios.
O estabelecimento foi feito em tubos de ensaio
contendo meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG 1962) com 100 mg L' de inositol; 30 g L de
sacarose; 6 g L' de agar; pH 5,8+0,1 antes da adigdo
do agar e autoclavagem, sem adi¢do de reguladores
de crescimento. Os explantes foram mantidos sob
temperatura de 25+2 °C, primeiramente no escuro por
sete dias e apos, transferidos para fotoperiodo de 16
horas.

Para a multiplicacdo in vitro foram utilizados
como explantes segmentos caulinares de marmeleiro
BA29, de plantas previamente estabelecidas in
vitro. Os meios de culturas MS ¢ WPM (LLOYD
& McCOWN 1980) foram testados na concentracio
original de sais e na concentragdo de sais reduzidos a
metade (MS original, MS%, WPM original, WPM%).
Foram testadas também as seguintes concentracdes
de BAP: 0; 0,5; 1; 2 ¢ 4 mg L'. Todos os meios
continham 100 mg L' de inositol; 30 g L! de sacarose;
6 g L' de agar e pH 5,8+0,1 antes da adigdo do agar
e autoclavagem. Utilizaram-se quatro explantes
por frasco, mantidos sob temperatura de 25+2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado arranjado em
fatorial 4 x 5 (meio x BAP), com cinco repetigdes
por tratamento. Apos 45 dias as varidveis analisadas
foram: nimero e comprimento de brotos, niimero de
gemas e numero de folhas. Os dados obtidos foram
submetidos a analise de varidncia, empregando o
programa SAS 9.1.3. O fator qualitativo (meio de
cultura) teve suas médias comparadas através do teste
de Duncan, com 5% de probabilidade de erro, e para o
fator quantitativo (concentragcdo de BAP) foi ajustada
uma equacao de regressio.

Para o enraizamento in vitro foram utilizadas
como explantes partes aéreas de marmeleiro BA29
previamente multiplicadas in vitro. Utilizou-se o meio
de cultura MS com duas concentra¢des de sacarose:
15 e 30 g L. Foram testadas também as seguintes
concentragdes de AIB: 0; 0,12; 0,25; 0,50; 1,0 ¢ 2,0
mg L. Todos os meios continham 100 mg L' de
inositol; 6 g L' de agar e pH 5,8+0,1 antes da adigdo
do agar e autoclavagem. Utilizaram-se cinco explantes
por frasco, mantidos sob temperatura de 25+2 °C e
fotoperiodo de 16 horas. O delineamento experimental
utilizado foi inteiramente casualizado arranjado em
fatorial 2 x 6 (sacarose x AIB), com sete repetigoes
por tratamento. Apos 45 dias as varidveis analisadas
foram: comprimento e niumero de raiz, comprimento
da parte aérea, nimero de folhas, nimero de gemas e
calo. Os dados obtidos foram submetidos a analise de
variancia, empregando o programa SAS 9.1.3. O fator
qualitativo (sacarose) teve suas médias comparadas
através do teste de Duncan, com 5% de probabilidade
de erro, e para o fator quantitativo (concentracdo de
AIB) foi ajustada uma equag@o de regressao.

No estadio de multiplicacdo in vitro a analise
de variancia para as variaveis numero ¢ comprimento
de brotos foi significativa para ambos os fatores,
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porém sem intera¢do. A variavel nimero de gemas
foi significativa apenas para o fator meio de cultura
e para a variavel nimero de folhas a analise ndo foi
significativa. O meio MS em sua concentragao original
de sais obteve as melhores médias para niumeros de
brotos e comprimento de brotos, porém, para numero
de gemas o MS original ndo diferiu estatisticamente
dos meios MS'2 e WPM original (Tabela 1). THAKUR
& KANWAR (2008) na multiplicacdo in vitro de
Pyrus pyrifolia nao observaram diferenca estatistica
para a comprimento da parte area em relagdo aos
meios de cultura MS e WPM. Porém ¢é importante
testar formas reduzidas do meio de cultura, pois a
redugdo de macronutrientes pode ser utilizada como
medida para evitar a vitrificagdo dos explantes. O
maior niimero de brotos por explante (7,56 brotos) foi
alcangado com a concentragdo de 2,68 mg L' de BAP
(Figura 1). Na multiplicagdo in vitro de marmeleiro

cultivar EMC as concentragdes 0; 0,7; 1,4 ¢ 2,1 mg L"!
de BAP nio influenciaram no numero e na altura de
brotos, corroborando a necessidade de utilizar maiores
concentra¢des de BAP (SILVA et al. 2009). O BAP
¢ comumente utilizado na faixa de 0,5 a 5,0 mg L,
sendo o fator genético importante na determinacdo
da concentracdo necessaria da citocinina, portanto a
concentracdao de BAP varia de acordo com a espécie e
cultivar estudada (CID & TEIXEIRA 2010).

Para comprimento de brotos se observou que
este diminuiu conforme o aumento da concentracio
de BAP (Figura 2). Resultados similares foram
observados na multiplicacdo in vitro de porta-enxerto
‘Tsukuba 1’ (Prunus persica L.) demonstrando que
altas concentracdes de BAP podem levar a formacao
de desordens fisiologicas como a reducdo no
crescimento das brotagdes (RADMANN et al. 2009).

Tabela 1 - Valores médios para nimeros de brotos, comprimento de brotos e nimeros de gemas por
explante em meios de cultura com diferentes concentragdes de sais para marmeleiro BA29.

Table I - Average values for shoot number, shoot length and bud number per explant of quince BA29
in culture media with different salts concentration.

Tratamento (Meio) N° Brotos Comp. de Brotos N° Gemas

MS original 6,48 a 19,19 a 5,13 a
MSYa 481D 16,28 b 4,45 ab
WPM original 425b 15,63 b 4,39 ab
WPM”, 3,30b 12,73 ¢ 4,16 b
CV (%) 23,05 18,07 28,27

Dados seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem entre si
estatisticamente ao nivel de 5% de significancia pelo teste Duncan.
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Figura 1 - Namero de brotos (a) e comprimento de brotos (b) de explantes de marmeleiro BA29 em fungdo da

concentracdo de BAP.

Figure 1 - Shoot number (a) and shoot length (b) for quince BA29 explants, considering BAP concentration.
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No enraizamento in vitro a analise de variancia
para as variaveis comprimento de raiz e numero de
gemas nao se mostrou significativa para nenhum dos
fatores. Para a variavel nimero de folhas apenas o
fator concentrag@o de sacarose foi significativo, onde
o maior nimero médio de folhas foi obtido com 15
g L' de sacarose (Tabela 2). Este resultado poderia
ser explicado como um mecanismo de compensacao
da planta, onde a redugdo do carboidrato induziu a
formagdo de mais folhas para aumentar a realizacdo
da fotossintese. Porém, de acordo com DEBERGH
(1991) nas condi¢des de cultivo in vitro plantas
micropropagadas ndo sdo fotoautotroficas e sim
mixotroficas ou heterotroficas. Para explantes de
marmeleiro ‘Adams’ e ‘EMC’ o enraizamento in vitro
obteve melhores resultados com 15 g L' de sacarose,
e concentra¢des acima de 30 g L' apresentaram efeito
negativo sobre o enraizamento (ERIG et al. 2004).

Para a variavel nimero de raiz apenas o fator
concentracdo de AIB foi significativo, apresentando
um comportamento quadratico ao ajustar uma
equacdo de regressdo. O maior nimero médio de

raiz (5,42 raizes) foi obtido com 1,25 mg L' de
AIB (Figura 2). Concentragdes acima deste valor
proporcionaram uma diminui¢do no numero de
raizes. FISICHELLA & CINELLI (2000) obtiveram
para marmeleiro o maior nimero médio de raiz com
1 mg L' de ANA e ERIG et al. (2004) obtiveram maior
enraizamento com 2 mg L' de AIB, ANA e AIA. Estes
resultados mostram que para cultivares de marmeleiro
quantidades de auxina entre 1 e 2 mg L' sdo favoraveis
ao enraizamento in vitro. A varidvel comprimento de
parte aérea também se mostrou significativa apenas
para o fator concentragdo de AIB, apresentando um
comportamento linear ao ajustar uma equagdo de
regressdo (Figura 2). Foi observado que quanto maior
a concentragdo de AIB adicionada ao meio de cultura,
maior foi o comprimento da parte aérea, indicando
que o AIB contribui para o crescimento da plantula,
principalmente porque a auxina estd envolvida em
diversos processos fisiologicos, sendo responsavel
ndo so6 pela formacdo de raizes adventicias, mas
também pelo alongamento celular (TAIZ & ZEIGER
2013).

Tabela 2 - Numero médio de folhas formadas em explantes de marmeleiro BA29 em fungio da quantidade de

sacarose adicionada ao meio de cultura.

Table 2 - Average number of leaves developed in quince BA29 explants, considering amount of sucrose added

to culture media.

Sacarose )
. Numero médio de Folhas
(gLl?)
15 6,39 a
30 4,65b
CV (%) 35,68

Dados seguidos de mesma letra na coluna ndo diferem entre si estatisticamente
ao nivel de 5% de significancia pelo teste Duncan.
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Figura 2 - Numero médio de raiz (a) e comprimento de parte aérea (b) de explantes de marmeleiro BA29 em

fun¢do da concentrag¢do de AIB.

Figure 2 - Average root number (a) and shoot length (b) of quince BA29 explants, considering IBA concentration.
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A propagagdo in vitro do marmeleiro BA29
¢ bem sucedida quando realizada em meio MS com
a concentrag@o de sais originais, alcancando 6timo
desenvolvimento de brotos com 2,68 mg L' de BAP
durante o estadio de multiplica¢do e desenvolvimento
radicular com 15 g L' de sacarose e 1,25 mg L de
AIB durante o estadio de enraizamento.
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