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Resumo

FORMOSO, Rafaela Silva. Conservagdo in vitro de amoreira-preta via
crescimento lento, 2016. 53p. Dissertacdo (Mestrado) - Programa de POs-
Graduacao em Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

A conservacao de germoplasma in vitro via crescimento lento € uma alternativa
para amoreira-preta, jA que esta é geralmente mantida em condi¢bes de
campo. A técnica de crescimento lento possui diversas vantagens, como 0
aumento do espaco de tempo entre repicagens, reduzindo a intensidade de
mao de obra e os custos da manutencdo do material in vitro. No entanto,
considerando os diversos fatores que interferem na redugéo do crescimento in
vitro, sdo necessarios ajustes da técnica como os tipos e as concentracdes de
osmorreguladores adicionados ao meio de cultura. Objetivou-se avaliar o uso
de reguladores osmoéticos no meio de cultura para conservacdo de
germoplasma de amoreira-preta, cultivares Tupy e Guarani. Gemas axilares
oriundas de plantas pré-estabelecidas in vitro foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo meio MS, acrescido de mio-inositol (100 mg L1), agar (7,5g L
1) e combinacdes entre sacarose (0, 15 ou 30 g L) e manitol (0, 10, 20 ou 30 g
L1), tendo cada tratamento 25 repeticdes. Apds a inoculagdo dos explantes, os
tubos de ensaio foram transferidos para sala de crescimento com temperatura
de 25°C+2 e fotoperiodo de 16h, onde permaneceram por 10 meses. Apoés
esse periodo, o material foi transferido para meio de multiplicacdo onde
permaneceu por 30 dias e, posteriormente, o material passou pela etapa de
enraizamento, seguido de aclimatizacdo. Foram avaliadas ao longo do
experimento a taxa de sobrevivéncia, comprimento da raiz e parte aérea, taxa
de multiplicacdo, enraizamento, massa seca e fresca dos explantes, teor de
umidade e quantificacdo de prolina. A sobrevivéncia dos explantes ap6s 10
meses foi maior nos tratamentos contendo menores concentracdes de manitol
(10 e 20 g L), combinadas ou ndo com sacarose (68,6%), e nos tratamentos
contendo sacarose isoladamente (78%). Ja nos tratamentos contendo maior
concentragdo de manitol (30 g L?), combinado ou ndo com sacarose,
observou-se menor percentual de explantes sobreviventes (28,5). Maior
comprimento das brotag¢des (35,31 mm) foi observado no tratamento utilizando
somente sacarose. Concluiu-se que é possivel a conservacdo in vitro da
cultivar Guarani via crescimento lento com adicdo de osmorreguladores ao
meio de cultura, jA& a "Tupy apresentou baixa taxa de sobrevivéncia para
maioria dos tratamentos.

Palavras-chave: Rubus; conservacao; osmorreguladores.



Abstract

FORMOSO, Rafaela Silva. In vitro conservation of blackberry by Slow-growth,
2016. 53p. Paper (Master of Science) Post Graduation Program in Plant
Physiology of Federal University of Pelotas, Pelotas.

The in vitro conservation of germplasm through slow growth is an alternative for
blackberry conservation, as it is maintained under field conditions. The slow-
growing technique has several advantages, such as the increase in the time
space between repetitions, reducing the labor intensity and the costs of
maintaining the material in vitro. However, considering the various factors that
interfere with in vitro growth reduction, adjustments of the technique, such as
types and concentrations of osmoregulators added to the culture medium, are
required. The objective of this study was to evaluate the use of osmotic
regulators in the culture medium for the conservation of blackberry, Tupy and
Guarani germplasm. Axillary buds from plants pre-established in vitro were
inoculated in test tubes containing MS medium plus myo-inositol (100 mg L),
agar (7.5 g L't) and combinations of sucrose (0, 15 or 30 g L'') and mannitol (0,
10, 20 or 30 g L), each treatment having 25 replicates. After inoculation of the
explants, the test tubes were transferred to the growth room with a temperature
of 25 °C £ 2 and photoperiod of 16h, where they remained for 10 months. After
this period, the material was transferred to a medium of multiplication where it
remained for 30 days, and later the material passed through the rooting stage,
followed by acclimatization. The survival rate, root and shoot length,
multiplication rate, rooting, dry and fresh mass of the explants, moisture content
and proline quantification were evaluated throughout the experiment. The
survival of the explants after 10 months was higher in treatments containing
lower concentrations of mannitol (10 and 20 g L-1), combined or not with
sucrose (68.6%), and in treatments containing sucrose alone (78%). In the
treatments containing a higher concentration of mannitol (30 g L-1), combined
or not with sucrose, a lower percentage of surviving explants was observed
(28.5). Larger shoot length (35.31 mm) was observed in the treatment using
only sucrose. It was concluded that it is possible to in vitro conservation of
Guarani cultivar via slow growth with addition of osmoregulators to the culture
medium, whereas "Tupy" presented low survival rate for most treatments

Keywords: Rubus; conservation; osmoregulators.
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1. Introducéo

Dentro do grupo das pequenas frutas a amoreira-preta (Rubus spp.) €
vista como uma das mais promissoras (FACHINELLO et al., 2011; JACQUES;
ZAMBIAZI, 2011). Sua propagacao da-se principalmente por meio de estacas
de raiz, rebentos e hastes novas (ANTUNES et al., 2008; LEITZKE; DAMIANI;
SCHUCH, 2009), sendo a cultura de tecidos uma alternativa, permitindo a
producdo de mudas isentas de virus em um curto periodo de tempo (PASQUAL
et al., 2001).

A cultura de tecidos pode auxiliar na conservacao de material genético
por meio da conservacédo in vitro, seja por meio do crescimento lento ou da
criopreservacdo. Os sistemas de crescimento lento caracterizam-se pela
diminuicdo do metabolismo celular, retardando o desenvolvimento da planta e
prolongando os intervalos entre os subcultivos, sem que ocorra a perda da
viabilidade (WITHERS; WILLIAMS, 1998). J4 a criopreservacao consiste na
conservacdo de material em nitrogénio liquido a -196°C garantindo a
conservacao em longo prazo (REED et al., 2011).

Para obtencdo do estado de crescimento lento, podem ser utilizadas
diversas estratégias, como a alteracdo do potencial osmoético do meio de
cultura, reduzindo entdo a disponibilidade de &agua, e pela utilizacdo de
retardantes de crescimento, como inibidores da biossintese de giberelinas
(WITHERS; WILLIAMS, 1998). Além disso, modifica¢des fisicas no ambiente
podem ser realizadas, como reducdo da luminosidade e da temperatura da sala
de incubagdo (CASTRO; HILHORST, 2004; MOOSIKAPALA; TE-CHATO,
2010). Porém, para a manutencdo do material em ambientes de iluminacéo
reduzida e baixas temperaturas, € necessario o uso de BODs (Biochemical
oxygendemand), o que acarreta um custo mais elevado do que apenas a
realizagdo de modificagBes quimicas no meio de cultura.

Além disso, a conservacdo in vitro pode ser utilizada para manter o
germoplasma protegido, producdo de matrizes com alto nivel fitossanitario,

recuperacdo de genes de interesse, manutencdo da fidelidade genética da
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planta matriz, reducdo de méo de obra e espaco a campo, e para evitar
possivel mistura na conservacao ex vitro. Sendo assim, o cultivo in vitro auxilia
na conservacao da espécie, pois permite a manutencdo de grande numero de
acessos em pequeno espaco fisico, livre dos riscos existentes a campo,
reduzindo os custos de manutencao e garantindo a fidelidade genética (FARIA
et al., 2006).

A amoreira-preta ja possui um protocolo de micropropagacao especifico
desenvolvido, portanto o que se busca € uma forma de manter os explantes in
vitro por um longo periodo de tempo, sem a necessidade de subcultivos
frequentes, com o objetivo de diminuir o uso de mé&o de obra, os custos de
manutencdo do material e garantir a conservacdo do material genético. Uma
alternativa para isso é a preservacdo do germoplasma in vitro, visto que a
conservacao desta cultura é realizada em condi¢cdes de campo.

Com base nisso, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar o uso de
reguladores osmaticos no meio de cultura para conservacdo de germoplasma
de amoreira-preta, cultivares Tupy e Guarani, em temperatura normal de

cultivo.

2. Revisao de Literatura

2.1 Amoreira-Preta

A amoreira-preta, pertencente a familia Rosaceae e ao género

Rubus, é originada da Asia, Europa e Américas (DONADIO, 2014). Além do

Rubus, outros géneros de importancia para a fruticultura brasileira pertencem a

familia Rosaceae, como Malus, Prunus e Pyrus (ANTUNES et al., 2006). A

exploracdo da amora-preta no Brasil teve inicio com o lancamento das

primeiras cultivares brasileiras, Tupy, Guarani e Caingangue, pelo programa de

melhoramento genético da Embrapa Clima Temperado (FIGUEIREDO et al.,
2013).

O Brasil destaca-se como potencial produtor da espécie e os estados do

Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana e Minas Gerais sdo 0s principais
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produtores de amoreira-preta, sendo que a estimativa de producdo no Rio
Grande do Sul no ano de 2014 foi de 2.209,5 toneladas em 239,2 ha
(ANTUNES, 2014).

Existem espécies de amoreira-preta nativas do Brasil, como as espécies
R. urticaefolius, R. erythroclados, R. brasiliensis, R. sellowiie, R. imperialis,
porém as cultivares utilizadas atualmente no pais sdo provenientes de
cruzamentos envolvendo material genético nativo dos Estados Unidos
(ANTUNES, 2014). Atualmente, a cultivar Tupy (hibrido de Comanche x
Uruguai) € a mais importante tanto no Brasil quanto no mundo (VOLK et al.,
2013). Esta possui alta produtividade, boa adaptacédo, boa qualidade, com bons
niveis de aclUcares e acidez equilibrados, cor, pds-colheita e tamanho
adequados (DONADIO, 2014). Ja a cultivar Guarani apresenta importancia
intermediaria, possuindo caracteristicas similares a Tupy, porém com menor
produtividade e seus frutos sédo de menor qualidade (ANTUNES, 2014).

A propagacdo da amoreira-preta da-se principalmente por meio de
estacas de raiz, rebentos e hastes novas (JENNINGS; MCNICOL, 1991;
ANTUNES et al., 2008). Outra forma de obtencdo de mudas € via cultura de
tecidos e, embora seja um método que demande méo de obra especializada,
apresenta uma série de vantagens em relacdo aos métodos tradicionais
utilizados na propagacdo de amoreira-preta, principalmente em relacdo a maior
sanidade das mudas, permitindo a obtencéo de milhares de plantas isentas de
virus e geneticamente uniformes em um menor espaco de tempo (LEITZKE et
al., 2009).

2.2Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos ou cultura in vitro engloba técnicas de cultura em
meio nutritivo, em condi¢cdes assépticas, de células, tecidos ou 6rgdos de
plantas, sob condigbes controladas de densidade de fluxo de fotons,
fotoperiodo, temperatura, dentre outros fatores. Esta tem sido utilizada na
recuperacdo de plantas livres de virus e outros agentes causadores de
doencas, na conservacdo e intercambio de germoplasma in vitro, na

micropropagacdo rapida de plantas, na recuperacdo de hibridos
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interespecificos de cruzamentos com incompatibilidade pd&s-zigdtica, na
producéo de haploides e na transformacgéo genética (CARVALHO et al., 2011).
Com o acelerado crescimento da populacdo mundial, a producdo de
energia e alimento em quantidade suficiente tem se tornado um desafio, sendo
a propagacao in vitro de plantas uma das técnicas utilizadas para incrementar a
producdo de alimentos. Técnicas de cultura de tecidos e células sdo a base de
muitos programas de micropropagacdo e melhoramento genético, sendo
também importantes para pesquisa cientifica (MIGUEL; MARUM, 2011).
Segundo Loyola-Vargas; Ochoa-Alejo (2012), estas sdo importantes
ferramentas biotecnoldgicas para a producédo em larga escala de plantas.
Durante o cultivo in vitro, as plantas se desenvolvem sob diferentes
condicdes no microambiente, tais como componentes do meio de cultura,
adicdo exogena de fitorreguladores e alta umidade no interior dos recipientes
(VANSTRAELEN; BENKOVA; 2012). O meio de cultura deve suprir tecidos e
orgaos cultivados in vitro com nutrientes necessarios ao crescimento. Os
macronutrientes sdo fornecidos ao meio de cultura na forma de sais: célcio,
magnésio e potassio e estes sdo absorvidos pelas células vegetais como
cations (Ca*?, Mg*? e K*); nitrogénio na forma de amonio (NH**) ou nitrato (NO
3); fésforo como ions fosfato (HPO4) e (H2PO4). Esses sais também podem ser
associados a ions dos elementos sédio (Na*) e cloro (CI), bem tolerados pelas
células vegetais em altas concentracfes dos mesmos (PASQUAL, 2001). O
potassio entra como ion acompanhante do nitrato, fosfato ou, em alguns casos,
do cloreto. O ion exerce suas funcdes metabdlicas e bioquimicas na planta e
nas células in vitro, como ion livre, sem incorpora¢cdo em compostos organicos,

tornando seu metabolismo muito simples (CALDAS et al., 1998).

2.2.1 Micropropagacao

A micropropagacdo € uma técnica para a propagacao vegetativa de
planta in vitro, utilizando distintos explantes como apices caulinares, segmentos
nodais e embrides zigoticos (CARVALHO et al., 2011). Durante o processo de

micropropagacao, as etapas de multiplicacdo e enraizamento séo
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extremamente importantes, devido a serem etapas cruciais para a obtencao
das novas mudas. O controle dessas etapas depende de diversos fatores,
como caracteristicas intrinsecas da espécie, fonte de luz, meio nutritivo e
balanco hormonal (PASA et al., 2012).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas sado controlados por
substancias organicas naturais denominadas fitormonios, 0s quais s&o
sintetizados em pequenas concentracbes e em determinadas regibes das
plantas. Estes quando sao produzidos artificialmente, sdo denominados
reguladores de crescimento (TAIZ; ZEIGER, 2013). Segundo Schuch e Erig
(2005), além das formulagbes basicas dos meios de cultura normalmente
utilizados, o emprego de fitorreguladores € imprescindivel para que se obtenha
sucesso na propagacao de culturas in vitro. O tipo de citocinina utilizado e sua
concentracéo sao fatores cruciais para obtencdo de sucesso na multiplicacao in
vitro (VILLA et al., 2006).

Além disso, a micropropagacao possibilita a multiplicacdo de plantas in
vitro livres de virus, via cultivo de meristemas. Para tal, os explantes sao
oriundos de plantas matrizes que podem estar mantidas no campo ou em casa
de vegetacédo e, apds estabelecidas in vitro, sdo multiplicadas (DUTRA et al.,
2010). Em trabalhos desenvolvidos por Villa et al. (2005; 2006), avaliando a
multiplicacdo in vitro de amoreira-preta cultivares ‘Ebano‘ e ‘Brazos’, foram
obtidas melhores respostas para multiplicacdo com a adicdo de 1 mg L de
BAP ao meio de cultura. A mesma concentracdo de BAP é recomendada por
Dutra et al. (2010), proporcionando taxa de multiplicacdo em torno de 5 a 7

plantulas em cada subcultivo, podendo variar de acordo com a cultivar.

2.2.2 Enraizamento

O meio de cultura, o tipo de auxina utilizada e sua concentracdo sao os
fatores que mais influenciam no enraizamento in vitro, podendo estes variar
conforme a espécie e a cultivar. Se a concentracdo de auxina no meio de
cultura for excessiva, ocorre formacdo de calo na base do explante,

comprometendo a rizogénese e o crescimento da parte aérea (LEITZKE;
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DAMIANI; SCHUCH, 2009). O acido Indolbutirico (AIB) € o mais utilizado por
nao ocasionar fitotoxicidade aos explantes em uma ampla taxa de
concentracdo e ser bastante eficiente em diversas espécies (HARTMANN et
al., 1997).

A vantagem do enraizamento in vitro em relacdo ao ex vitro, € o maior
controle das condigBes em que se trabalha e, com isso, é possivel a obtengéo
de um alto percentual de enraizamento dos explantes, sendo que esta € uma
das etapas mais dificeis da propagacao (LEITZKE; DAMIANI; SCHUCH, 2009).

Segundo Leitzke et al. (2009), foi possivel obter maior percentual de
enraizamento da cultivar ‘Xavante’ utilizando o meio WPM acrescido de AIB
(2,5 uM) sendo que com o aumento da concentracdo de AIB, foi possivel
observar redugéo do comprimento das raizes. Ja, Pasa et al. (2012), utilizaram
0 meio MS também combinado com AIB (1 mgL™') para enraizamento da

espécie, também obtendo resultado positivo.

2.2.3.Conservacao in vitro

Os bancos de germoplasma in vitro sdo o patriménio genético de uma
espécie conservado em condi¢cdes de laboratério, com base nas técnicas de
cultura de tecidos de plantas. De forma geral, busca-se a reducdo do
metabolismo celular das plantas conservadas com vistas a otimizacdo da
gestédo da colecdo (CARVALHO et al., 2011).

A conservacdo in vitro possui diversas vantagens em relacdo a
conservagao no campo, dentre elas: possibilita a manutencdo de um grande
namero de acessos em um pequeno espaco fisico, livre de intempéries e riscos
que existem no campo, a manutencdo da fidelidade genética e facilita a
disponibilidade de material para 0 melhoramento genético e para o intercambio
de germoplasma. Além disso, a conservacao in vitro possuial ta importancia
econOmica, visto que o cultivo in vitro é bastante oneroso, requerendo
mudanca de meio de cultura com frequéncia, muitas vezes, mensal e, com esta
técnica, as trocas podem ser diminuidas para uma ao ano (WITHERS;

WILLIAMS, 1998; FARIA et al., 2006). Por outro lado, como desvantagens da
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conservacgao in vitro tém-se a demanda por médo de obra especializada e a
necessidade de infraestrutura adequada.

Em geral, dois métodos tém sido utilizados na conservacao de plantas in
vitro: a criopreservacado e o crescimento lento. Na criopreservacao, as plantas
sdo mantidas em temperaturas ultra-baixas e, assim, hd uma pausa completa
do crescimento. Ja no crescimento lento, as plantas sdo submetidas a
condicbes que reduzem ou suprimem o metabolismo das plantas in vitro,
aumentando-se assim o intervalo entre os subcultivos, 0 que leva a uma
reducdo da méo de obra, do espaco e custos para a manutencédo das plantas
(SCHERWINSKI-PEREIRA et al., 2010).

A reducdo do metabolismo das plantas diminui de forma significativa o
trabalho de manutencéo da colecao, pela reducdo no nimero de repicagens, e
€ um dos fatores que pode contribuir para evitar a ocorréncia de variagdo
somaclonal. Com isso, a padronizacdo do comportamento das plantas in vitro
€ um facilitador para a manutencao da colecdo, uma vez que permite um maior
planejamento para os procedimentos de repicagem (PEREIRA etal., 2007),
além das outras vantagens.

Diversos aspectos devem ser considerados no processo de conservacao
in vitro, como a capacidade de resgatar o material que esta conservado, ou
seja, acapacidade da plantase manterviavel apés o tempo de
conservacao. Muitas vezes o método utilizado para reduzir o metabolismo da
planta in vitro pode causar danos irreversiveis, dificultando a recuperacédo das
mesmas para a condicdo ex vitro (HASSAN; BEKHEET, 2008, GOPAL,;
CHAUHAN, 2010, OREGO et al., 2012). Dessa forma a reducdo do
metabolismo e o estabelecimento de condigcbes de crescimento minimo,
mantendo a planta saudavel e com capacidade de sobreviver, sdo 0s principais

objetivos em trabalhos de conservacao in vitro.

2.2.4 Crescimento Lento

Os sistemas de crescimento lento caracterizam-se pela redugéo do

metabolismo celular retardando o desenvolvimento da planta e tornando os
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intervalos entre os subcultivos mais longos, sem a perda da viabilidade
(WHITERS; WILLIAMS, 1998). Segundo CARVALHO et al. (2011), as
condi¢cdes de crescimento lento s&o definidas como condigdes ambientais
(temperatura, fotoperiodo, densidade de fluxo de fétons) e quimicas (alteracbes
na composicao de meio de cultura) que favorecem a reducdo do metabolismo
da planta, consequentemente, ocorrendo a desaceleragéo do crescimento. Tal
condicdo que € almejada para a manutengcdo de bancos de germoplasma in
vitro.

Diversas estratégias podem ser usadas para a obtencédo da condicdo de
crescimento lento, seja pela alteragdo do potencial osmético do meio de
cultura, reduzindo entdo a disponibilidade de agua, ou por meio da utilizacdo de
retardantes de crescimento, especialmente inibidores da biossintese de
giberelinas, hormdnio responsavel pelo alongamento celular (WITHERS;
WILLIAMS, 1998; RADEMACHER, 2000; CASTRO; HILHORST, 2004). Além
disso, também é possivel realizar alteracbes no ambiente, como reducédo da
luminosidade e da temperatura da sala de incubacdo (RADEMACHER, 2000;
CASTRO; HILHORST, 2004).

O uso de baixas temperaturas (6 a 8 ° C) é uma técnica bastante
utilizada para a conservacao in vitro. Porém, manter as plantas em baixa
temperatura em regides quentes requer uma alta demanda de energia, o que
gera um elevado custo. Além disso, esse estresse pela baixa temperatura pode
levar a excessivas anormalidades fenotipicas (vitrificacdo, senescéncia, etc.)
em microplantas armazenadas por um longo periodo (LOPEZ-DELGADO et al.,
1998). Sendo assim, uma série de agentes osmoticos tem sido utilizada com o
propdsito da reducdo do crescimento de plantas in vitro, sendo os mais
utilizados, a sacarose, manitol e sorbitol, os quais ao serem adicionados ao
meio de cultura agem externamente, reduzindo a agua intracelular, por
gradiente osmatico, fazendo com que o crescimento da cultura ocorra de forma
mais lenta (DUMET et al., 1993).

Existem poucos trabalhos na literatura com crescimento minimo de
amoreira-preta. Em trabalho realizado com amoreira-preta ‘Xavante’ e “Tupy’,
Silva (2013), observou que a reducédo de temperatura (6°C) para manter o

material in vitro em condi¢cdes de crescimento lento foi satisfatoria no periodo
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de 120 dias. Com a adicdo do manitol houve uma diminuicdo na taxa de
multiplicacdo dos explantes, mas que esta foi revertida quando o material foi
transferido para sala de crescimento com temperatura normal de cultivo da
espécie (25°C).

2.2.5 Reguladores Osmoéticos

As adicdes de carboidratos ao meio de cultura afetam significativamente
0 crescimento e desenvolvimento das plantas in vitro, pois estes atuam tanto
como fonte de carbono e energia quanto como reguladores osmaticos do meio
(FLORES et al.,, 2013). Osmorreguladores, tais como sacarose, sorbitol e
manitol, ao serem adicionados ao meio de cultura, dependendo da
concentracdo, agem removendo 0 excesso da agua intracelular, por gradiente
osmotico, fazendo com que o crescimento dos explantes ocorra de maneira
mais lenta (DUMET et al.,, 1993; SHIBLI et al., 2006), possibilitando a sua
conservagao por um periodo mais longo.

A sacarose € um dissacarideo ndo redutor universalmente utilizado
como fonte de energia e esqueleto de carbono para plantas mantidas in vitro.
Este aclcar promove aumento de biomassa e sua concentracdo é um fator
determinante no crescimento de plantas em condi¢cfes in vitro. Dessa forma,
modificacdes nas concentracdes de sacarose no meio de cultura podem alterar
de forma significativa o metabolismo das plantas e vem sendo um dos fatores
mais trabalhados na busca do crescimento lento in vitro (ANKITA; ANIMESH,
2013).

O manitol e o sorbitol sdo acglcares alcodlicos que geralmente ndo sdo
metabolizados por tecidos vegetais, visto que, grande quantidade de espécies
Nao possui uma via natural para a biossintese de alcodis agucares, e por iSSo
sdo empregados para a redugcdo do potencial hidrico do meio de cultura na
conservagao in vitro (GEORGE, 1993; THORPE et. al., 2008; ARRIGONI-
BLANK et al., 2014). S&o utilizados para alterar as condicdes osmodticas,
proteger as membranas das baixas temperaturas e reduzir a hiperidricidade,

estado fisiolégico em que a planta apresenta acumulo anormal de &agua
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provocado pela difusdo passiva da agua do meio de cultivo para o interior dos
tecidos ou um distarbio no processo metabodlico da planta (KADOTA et al.,
2001; FARIA et al., 2006; VASCONCELOS et al., 2012).

Quando os reguladores osmoticos sao inseridos no meio de cultura,
ocorre uma reducdo no potencial hidrico, diminuindo a absor¢do de agua e,
consequentemente, de nutrientes pelos explantes, removendo o excesso de
dgua intracelular por gradiente osmoético e, assim, desacelerando o
crescimento vegetal (MARINO et al., 2010; SILVA; SCHERWINSKY-PEREIRA,
2011).

Os osmorreguladores atuam gerando um estresse hidrico pelo aumento
da concentracdo osmotica, influenciando, desta forma no crescimento das
plantas in vitro. Esse efeito se deve possivelmente a reducéo da capacidade de
absorcdo de agua e de nutrientes do meio de cultura pelas plantas (LEMOS et
al., 2002).

2.2.6 Resposta ao Estresse —Prolina

O estresse hidrico desencadeia importantes processos bioquimicos e
fisioldgicos como, por exemplo, o ajustamento osmético e, além disso, altera o
sistema de defesa de enzimas antioxidantes e peroxidacao lipidica (MOLINARI,
2006). Este acarreta no acumulo de ROS (espécies reativas de oxigénio), tais
como radicais superéxido, H202 e OH (PASTORI; FOYER, 2002). Em baixas
concentragfes, estes radicais atuam como moléculas sinais na resposta
adaptativa das plantas frente ao estresse, porém, em excesso podem causar
danos oxidativos nas células (MOLINARI, 2006). Sendo assim, em resposta a
deficiéncia hidrica, muitas plantas sintetizam e acumulam solutos orgéanicos,
como proteinas, carboidratos, N-amino e prolina (BRAY, 1997).

A L-prolina € um dos 20 aminoacidos presentes nas proteinas de todos
os organismos vivos (MOLINARI, 2006). Esta, na forma livre é classificada
como um “e — iminoacido”, devido a ligagao do grupo amino a dois &tomos de
carbono, conferindo caracteristicas de neutralidade a molécula (KAVI KISHOR

et al., 2005). Os aminoacidos sdo moléculas que contém uma por¢cao amino (-
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NH2) e um grupo funcional carboxil (-COOH). Aprolina € composta por uma
por¢gdo imino (C=NH), um grupo funcional carboxil e um grupo imino
secundério, tendo sido referido como um importante osmoprotetor em diversas
plantas (MOLINARI, 2006).

A prolina também atua na manutencdo da integridade da membrana
plasmatica e sua protecdo (MANSOUR et al.,1998). Por possuir um anel
pirrolina, que confere uma baixa capacidade de doar elétrons, a prolina forma
um complexo de transferéncia de carga e sequestra O2. Com isso, esse
aminoéacido pode diminuir o dano causado por fotoinibicdo nas membranas do
tilacéide pelo sequestro e reducdo da producdo de ions superoxido (REDDY et
al., 2004).

Em condi¢Bes normais em plantas, a prolina constitui menos que 5% dos
aminoacidos totais livres, porém, sob diversas formas de estresse a
concentracdo de prolina pode chegar a 80% do “pool” total de aminoacidos
(ALIA, 2003).

O acumulo da prolina pode ocorrer por meio de duas vias paralelas em
plantas, uma via ornitina e outra direta (KAVI KISHOR et al., 2005). Em um
estado de estresse hidrico, o acimulo de prolina nas células é provocado por
duas vias, ocorrendo a ativacdo da sua biossintese e a inativacdo da sua
degradacdo (JINYUO et al., 2004; GIMENEZ, 2011). Sob déficit hidrico, a
prolina parece ser sintetiza da principalmente pela via do glutamato (BARTELS;
SUNKAR, 2005) (Figura 1).

P5CS PSCR
CH—©CH, ——» CH~—CH, —— CHyr— CH, ———% CHs— CH,
| esponténe0| ‘ ‘ ‘
COOH CH «—— (CHO CH <+—— CH CH *——— CH, CH
P5CDH VAN N4 ProDH
NH, COOH NH, COOH N NH COOH
Acido L-Glutamico GSA P5C L-Prolina

Figura 1. Via metabdlica da biossintese deprolina em plantas superiores (via Glutamato). GSA
(Acidoglutamico g-semialdeido); P5C(D1-pirrolina-5-carboxilato), P5CS (P5C sintetase), PSCR
(P5C redutase), ProDH (Prolinadesidrogenase) e PSCDH ( P5C desidrogenase) (MOLINARI,
2006). Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016
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Em plantas superiores, a prolina é sintetizada a partir do glutamato via
D1-pirrolina-5-carboxilato (P5C) via duas reducbes sucessivas, as quais séo
catalisadas pelas enzimas P5C sintetase (P5CS) e P5C redutase (P5CR)
(HARE et al.,1999), de forma que a expressdo da P5CR é regulada por
variacbes no potencial osmético do citoplasma (WILLIAMSON; SLOCUM,
1992), esta reducao induz a biossintese da P5C, acarretando na producéo de
prolina, com isso, o0 seu acumulo na célula esta relacionado com mecanismo de
ajustamento osmotico (DELAUNEY; VERMA, 1993).

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Efeito da sacarose e do manitol na conservacao in
vitro de amoreira.

Gemas axilares com aproximadamente 1 cm de comprimento, oriundas
de plantas de amoreira-preta ‘Tupy’ e ‘Guarani’, previamente estabelecidas in
vitro, foram inoculadas em tubos de ensaio (35 x 127 mm) com tampa plastica
contendo 25 mL de meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de mio-
inositol (100 mg L), agar (7,5 g LY) e combinacdes entre sacarose (0, 15 ou
30 g L?) e manitol (0, 10, 20 ou 30 g LY).

O pH dos meios foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120 °C, 1
atm, durante 20 minutos. Os tubos foram envolvidos com parafiime e as
culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 2
°C, em fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de cerca de 40
umol.cm?2.s,

O estudo foi conduzido em delineamento experimental inteiramente
casualizado, fatorial 3 (sacarose) x 4 (manitol), totalizando 12 tratamentos,
cada tratamento foi composto por 25 repeticbes, sendo cada repeticdo
constituida por um tubo de ensaio com uma gema cada (Tabela 1). Os

experimentos para ambas as cultivares foram conduzidos separadamente.
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Tabela 1. Combinacdes de osmorreguladores acrescentadas ao meio MS para controle do
crescimento de gemas axilares de amoreira preta, cvs "Tupy e "Guarani’, cultivadas in vitro.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Tratamento Sacarose (g.L ™) Manitol (g.L™?)
1 0 0
2 30 0
3 30 10
4 30 20
5 30 30
6 15 0
7 15 10
8 15 20
9 15 30

10 0 10
11 0 20
12 0 30

As avaliacBes foram realizadas 10 meses ap06s a inoculacao, tendo sido
analisadas as seguintes variaveis: sobrevivéncia, comprimento das brotacdes,
presenca de raizes, numero de novas brotagfes, teor de umidade, massa
fresca e seca dos explantes inteiros e teor de prolina.

O comprimento das brotacdes foi realizado com auxilio de um
paquimetro digital, sendo medida a maior brotacdo. O teor de umidade, massa
fresca e massa seca foi obtido através da pesagem dos explantes em balanca

determinadora de umidade Shimadzu.

3.2 Retomada do crescimento dos explantes provenientes de

meio com reguladores osmaoticos

Gemas axilares com brotagcbes adventicias de amoreira-preta
conservadas in vitro por 10 meses, em meio de cultura MS com diferentes
combinacdes de sacarose (0, 15 ou 30 g L) e manitol (0, 10, 20 ou 30 g L),

foram transferidas para meio de crescimento padrdo para a espécie. Os
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explantes foram assepticamente inoculados em frascos contendo 30mL de
meio MS suplementado com 1 mgmL* de 6-benzilaminopurina (BAP), 30 g L*
de sacarose, 100 mg L ! de mioinositol e geleificado com 7 g L de agar. O
material permaneceu em camara de crescimento em condi¢cdes ja descritas na
etapa anterior.

Decorridos 45 dias da inoculacdo foram realizadas as analises do
ndamero de plantas sobreviventes e do niumero de novas brotagbes em cada

tratamento.

3.3 Enraizamento dos explantes provenientes de meio com

reguladores osmaoticos

Apbs 45 dias em meio de multiplicacéo, as brotacdes foram transferidas
para a fase de enraizamento, a qual foi realizada de duas formas: in vitro e ex
vitro.

Para o enraizamento in vitro, utlizou-se meio MS, com Y da
concentracdo de nutrientes, acrescido de 30 g L* de sacarose, 0,1 g L de
mioinositol, 7 g Lt de &gar e 0,1 mg mLde &cido naftaleno acético (ANA). Os
explantes permaneceram nos meios de enraizamento por um periodo de 45
dias, sob temperatura controlada de 25 + 2 °C e fotoperiodo de 16 horas e
radiacdo luminosa de 40 mmol m2s™,

Ja para o enraizamento ex vitro, as plantas foram inseridas diretamente
em substrato comercial, em bandejas de isopor com 72 células, onde
pertenceram em casa de vegetacdo com temperatura controlada de 25 + 2 °C.

A avaliacdo foi realizada apés 45 dias de cultivo e foi avaliada a

sobrevivéncia, a presenca de raizes, o nimero e tamanho das raizes formadas.
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3.4 Aclimatizacdo dos explantes provenientes de meio com

reguladores osmoticos

As plantas enraizadas in vitro, apés 45 dias, foram levadas para casa de
vegetacdo, onde foram colocadas em bandejas de isopor de 72 células
contendo substrato comercial. A avaliacdo foi realizada apés 30 dias de
aclimatizacao onde foi avaliada a sobrevivéncia das plantas.

Para as plantas que foram enraizadas ex vitro, a etapa de aclimatizagéo

ocorreu juntamente com a de enraizamento.

3.5Quantificacao de Prolina

A determinacdo da concentracdo de prolina na parte aérea foi realizada
baseada em curva-padréo (Figura 2), conforme descrito por Bates (1973). Para
andlise de prolina, as partes aéreas dos explantes foram coletadas em trés
estadios ao longo do experimento: apds 10 meses de crescimento lento; pré-
aclimatizacao e apos a aclimatizacao.

Foram coletados 100 mg de tecido, os quais foram congelados e
macerados em N2 liquido. A extracao foi feita com adicdo de 2 mL de &cido
sulfosalicilico (10%) e, em seguida, o extrato foi centrifugado (10.000 rpm) por
10 min. Foram coletados 2 mL do centrifugado e acrescentados 2 mL da
solucéo de acido nihidrico (1,25 g de nihidrina; 30 mL de &cido acético glacial;
20 mL de &cido fosférico 6M) e 2 mL de &cido acético glacial em tubos de
ensaio com tampas de rosca de 15mL. As amostras foram ent&o incubadas em
banho-maria a 100 °C por 1 h e, em seguida, transferidas para banho de gelo,
onde permaneceram por 10 minutos para pausar a reacao. Apos incubacéo, as
amostras foram acrescidas de 4 mL de tolueno e homogeneizadas por 20 s
para completa extracdo da prolina. O sobrenadante foi utlizado para

determinacao da concentragéo de prolina por espectrofotometria (520 nm).
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Figura 2. Curva Padrdo para quantificacdo de prolina. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas, 2016.

3.6 Andlise estatistica

Os dados de sobrevivéncia entre as cultivares foram submetidos a
analise de variancia, utilizando o programa estatistico SISVAR (FERREIRA,
2011), sendo as meédias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, e para as variaveis analisadas no periodo de crescimento lento
foi realizada comparacao entre as médias por regressao polinomial, exceto a

comparacao de média de sobrevivéncia entre as cultivares.

4 Resultados e Discussao

4.1 Efeito da sacarose e do manitol na conservacao in

vitro de amoreira

Um dos aspectos mais importantes na conservagcdo in vitro é a
manutencdo da viabilidade das plantas apés o periodo de incubacdo. A
reducdo do metabolismo precisa vir acompanhada desta para garantir seu

posterior resgate e cumprir dessa forma o objetivo a qual se destina.
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Considerando os resultados obtidos, € fundamental adequar as concentracdes
de substancias com potencial osmorregulador a fim de promover o crescimento
lento e possibilitar a recuperacdo de explantes apos o periodo de conservacéo
in vitro proposto.

A sobrevivéncia dos explantes da cultivar ‘Guarani’ apos 10 meses de
conservagao in vitro foi superior nos tratamentos com presenca de menores
concentracdes de manitol (10 e 20 g L) combinadas com sacarose ou néo, e
nos tratamentos com a presenca de sacarose isoladamente. Ja nos
tratamentos contendo maior concentracdo de manitol (30 g L) combinado ou
ndo com sacarose foi possivel observar um menor percentual de explantes
sobreviventes (Figura 3).
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Figura 3. Percentual de sobrevivéncia dos explantes de amoreira preta ‘Guarani’ apés 10
meses de conservagao in vitro, em meio com adicao de reguladores osmaoticos. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, 2016.

A alta concentracdo de agUcares pode ocasionar efeitos nocivos tais
como a diminuicdo da absorcdo de agua, sais minerais, e assim afetar no
crescimento e sobrevivéncia das plantulas (FRAGUAS et al. 2003; BESSON et
al. 2010), pois concentracdoes excessivas de acucares alteram o potencial
hidrico do meio de cultura (PAIVA-NETO; OTONI, 2003). Efeitos toxicos devido
a altas concentracdes de reguladores osmaticos foram relatados por Lédo et al.

(2007) e Sa et al. (2011) em coqueiro e mangabeira, respectivamente. Em
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trabalho de Lemos et al. (2002) com cana de agucar (Saccharum sp.) foi
observado que o0s explantes dos tratamentos com apenas sacarose
apresentaram maior viabilidade que aqueles dos tratamentos onde se misturou
sacarose com manitol ou sorbitol.

A adicdo de 30 g L de sacarose combinada com 10 g L* de manitol
mostrou-se eficiente para a manutengcdo da cultivar ‘Tupy’ no periodo de

crescimento lento, com um percentual de sobrevivéncia de 64% (Figura 4).
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Figura 4. Percentual de sobrevivéncia dos explantes de amoreira preta ‘Tupy’ apés 10
meses de conservacao in vitro, em meio com adicao de reguladores osméticos. Embrapa
Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Comparando a sobrevivéncia dos explantes entre as cultivares testadas
apos 10 meses em meio de crescimento lento, houve interacdo entre os fatores
estudados. Para ambas as cultivares, verificou-se que no tratamento contendo
30 g Lt sacarose + 30 g L' manitol, houve baixa taxa de sobrevivéncia,
ressaltando novamente os efeitos deletérios da alta concentracdo de acucares
no meio (Figura 5). Ja a combinacdo de 30 g L sacarose + 10 g L' manitol se
mostrou eficiente para manutencdo dos explantes das cultivares ‘Tupy’ e

‘Guarani’, sendo a taxa de sobrevivéncia de 68% e 64% respectivamente.
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Figura 5. Percentual de sobrevivéncia dos explantes de amoreira preta, cvs. ‘Tupy’ e ‘Guarani’,
ap6s 10 meses de conservagao in vitro.T1: 0 g L sacarose + 0 g L* manitol; T2: 30 g L*
sacarose + 0 g L'* manitol; T3: 30 g L sacarose + 10 g L** manitol; T4: 30 g L ! sacarose + 20
g L* manitol; T5: 30 g L sacarose + 30 g L manitol; T6: 15 g L! sacarose + 0 g L manitol;
T7: 15 g L sacarose + 10 g L* manitol; T8: 15 g L! sacarose + 20 g L' manitol; T9: 15 g L?
sacarose + 30 g L't manitol; T10: 0 g L! sacarose + 10 g L'* manitol; T11: 0 g L! sacarose + 20
g L* manitol; T12: 0 g L sacarose + 30 g L' manitol. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
2016.

Devido aos explantes de amoreira-preta ‘Tupy terem apresentado
porcentagem de sobrevivéncia bastante baixa apdés 10 meses em meio de
crescimento lento, as andlises a seguir foram realizadas apenas com a cultivar
Guarani.

O comprimento das brotacdes foi significativamente maior no tratamento
utilizando sacarose isoladamente (35,31 mm), todavia quando outro agente
osmotico esteve presente o mesmo comportamento ndo pode ser confirmado,
0 que evidencia a influéncia mutua dos agentes na reducéo do crescimento dos
brotos (Figura 6).

Houve reducédo no comprimento quando o meio de cultura foi acrescido
com maiores concentracdes de agentes osmoticos ou quando estes nao foram
adicionados. Corroborando os resultados encontrados por Lima-Brito et al.
(2001), com Syngonanthus mucugensis, foi observado que nos tratamentos
suplementados com a combinacdo de sacarose e manitol, houve reducao do
comprimento da parte aérea a medida do aumento na concentracdo total de

carboidratos no meio a 25°C de temperatura. No entanto, a alta concentragcéo
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de carboidratos no meio ndo é indicada para a conservacdo in vitro de
amoreira-preta, visto que reduziu a viabilidade das plantas.

Segundo Vieira (2013), os osmorreguladores possuem a acéo de reduzir
a capacidade da planta de retirar agua do meio de cultura, retardando seu
crescimento. Quando ndo havia a presenca de sacarose no meio de cultura, as
taxas de crescimento foram significativamente menores (Figura 6). De fato,
outros estudos também relatam que a adicdo de sacarose tem efeito benéfico
no crescimento e desenvolvimento de plantas in vitro (FORTES; PEREIRA,
2001; FARIA et al., 2006; FLORES et al., 2013).
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Figura 6. Comprimento das brotagcBes de amoreira preta, cv. ‘Guarani’, ap6és 10 meses de
conservacdo in vitro. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Lédo et al. (2007), observaram que a adicdo de manitol a 24,65 e 32,87
mg Lt induziu menor crescimento de explantes de coqueiro ando verde. Em
hastes de batata (Solanum tuberosum), a presenca de manitol reduziu
efetivamente o crescimento das plantas, porém apenas 37% dos explantes
sobreviveram apds 90 dias de cultivo (FORTES; PEREIRA, 2001). Contudo,
estes resultados diferem dos encontrados em mangabeira, cujo manitol néo foi
viavel para a conservacgao in vitro de microestacas desta espécie, uma vez que
apresentou efeito toxico (SA et al., 2011).

Nos tratamentos utilizando sacarose isoladamente foi verificado um

maior crescimento dos explantes (Figura 7A), o que evidencia que a sacarose
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promove aumento de biomassa e sua concentracao € um fator determinante no
crescimento de plantas em condi¢des in vitro (ANKITA; ANIMESH, 2013).

O manitol € um acucar geralmente ndo metabolizado pelas plantas e por
isso utilizado para a reducdo do potencial hidrico do meio de cultura na
conservacao in vitro (ARRIGONI-BLANK et al., 2014). A alta concentracdo de
manitol (30 g L!) no meio de cultura se mostrou eficiente para a reducdo do
comprimento dos explantes de amoreira-preta ‘Guarani’ durante a conservacgéo

in vitro (Figura 7B).

Figura 7. Aspecto das plantas de amoreira-preta
‘Guarani’ ap6és 10 meses de conservagao in vitro. (A)
Tratamento 30 g L sacarose + 0 g L manitol; (B)
Tratamento com 0 g L sacarose + 30 g L manitol.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

O desenvolvimento in vitro de um sistema radicular funcional e com
superficie de absorcdo compativel com a parte aérea € fundamental para a
recuperacdo das plantas apds o periodo proposto de conservacdo. Houve
reducdo do numero de plantas que apresentaram formacdo do sistema
radicular quando o meio de cultura foi acrescido com maiores concentracdes
de agentes osmoéticos ou quando estes nao foram adicionados (Figura 8).

Calvete et al. (2002) observaram gque em morango a biomassa do
sistema radicular teve aumento crescente até a concentracdo de 45 g L? de

sacarose, concentracdes acima desta provocaram diminuicdo na biomassa e
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na auséncia do carboidrato ndo houve formacao de raizes. A concentracao de
sacarose recomendada para a propagacao in vitro de rosaceas como péra,
péssego, maca e amoreira-preta é 30 g L (DANTAS et al., 2002; RADMANN
et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2004; DUTRA et al., 2010).

De acordo com Rolland et al. (2006) as fontes de carbono séo
essenciais para a producdo de horménios de crescimento, como as auxinas,
que sado capazes de induzir o desenvolvimento do sistema radicular. No
entanto, a concentracdo de hidratos de carbono necesséaria para produzir
auxinas varia conforme a espécies, sendo que altas concentracdes de acucar
podem levar a reducéo do potencial osmético do meio de cultura, resultando na
diminuicdo da disponibilidade de &gua para as plantas, dificultando, assim, o
seu crescimento (CALVETE et al., 2002).
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Figura 8. Percentual de plantas de amoreira preta cv. ‘Guarani’ enraizadas ap6s 10
meses de conservacéo in vitro. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Segundo Carvalho et al. (2011), a taxa de multiplicacdo é o numero de
propagulos obtidos a partir de um explante inicial, em um determinado periodo
de tempo. Para a cultivar ‘Guarani’, diferentemente do crescimento dos
explantes onde observou-se que 0 aumento da concentracdo de manitol
reduziu o comprimento, na taxa de multiplicac&o in vitro, a presenca de manitol
Nno meio proporcionou aumento na taxa de multiplicagéo.

A taxa de multiplicacdo encontrada, para ambas as cultivares, em todos
os tratamentos com adicdo de reguladores osmoticos ao meio de cultura foi

inferior & descrita para a espécie, em torno de cinco a sete explantes por
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repicagem a cada 30 dias de cultivo (DUTRA et al., 2010), o que indica que 0s
resultados foram satisfatorios. Sendo assim, os agentes osméticos como a
sacarose e o manitol podem ser acrescentados ao meio de cultura para auxiliar
na reducédo da taxa de multiplicados, visto que os mesmos agem de forma a
reduzir o potencial hidrico do meio de cultura alterando o crescimento dos
explantes (LIMA-BRITO et al., 2011).

Resultados obtidos por Silva et al. (2016), demonstram que houve
reducdo da taxa de multiplicacdo de amoreira-preta em funcéo da presenca do
manitol no meio de cultura, fato que pode ter ocorrido devido a este ser um
acucar-alcool que geralmente ndo € metabolizado pelas plantas e por isso é
empregado para a reducdo do potencial hidrico do meio de cultura na
conservacao in vitro (ARRIGONI-BLANK et al., 2014)
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Figura 9. Taxa de multiplicagdo de explantes de amoreira-preta, cv ‘Guarani’, apés 10 meses
de crescimento lento. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

As células e tecidos in vitro normalmente requerem um carboidrato para
suprir suas demandas energéticas, sendo a sacarose, a fonte de carbono mais
amplamente utilizada in vitro (MALDANER et al., 2006). A sacarose influencia
fortemente o potencial morfogénico na maioria das espécies (AL-KHATEEB,
2008), estimulando o desenvolvimento das plantas até uma determinada
concentracdo, onde o crescimento e as respostas fisiologicas modificam-se em

funcdo do potencial osmético do meio. Sendo assim, segundo Marino et al.
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(2010), a sacarose tem duplo papel na regulacdo da organogénese, atuando
como fonte de energia/carbono e como osmorregulador.

O teor de umidade foi significativamente maior no tratamento onde nao
houve adicdo de reguladores osmoticos ao meio de cultura (Tabela 2).
Reforgcando o conceito de que quando os reguladores osmoticos, neste caso a
sacarose e o manitol, sdo inseridos no meio de cultura, ocorre diminuigao no
potencial hidrico, reduzindo a absor¢cdo de 4gua e nutrientes pelos explantes,
removendo o excesso de agua intracelular por gradiente osmético (MARINO et
al., 2010; SILVA; SCHERWINSKY-PEREIRA, 2011).

Foi observado um maior aumento na biomassa dos explantes nos
tratamentos com adicdo de sacarose isoladamente, 30 g L sacarose + 10 g L
manitol, 15 g L sacarose + 20 g L manitol e 0 g L? sacarose + 10 g L*
manitol (Tabela 2). A diminuicdo de massa seca na parte aérea esta
relacionada com a falta de agua para o metabolismo, o que reduz a velocidade
das reacdes metabolicas e, consequentemente, diminui 0 acimulo de matéria
seca (MARUR et al., 1994).

Tabela 2. Massa fresca e seca de brotos (g) e teor de umidade (%) de amoreira-preta,

cv. Guarani, apos 10 meses em cultivo in vitro com diferentes agentes
osmaticos. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Sacarose Manitol Umidade Massafresca Massaseca Prolina
(g LY (gL (%) de brotos(g) de brotos(g) (mMg?)
0 0 99,96 a 0,03b 0,00 b -
30 0 80,10 b 0,24 ab 0,05b 2,07 a
30 10 76,14bc 0,43 ab 0,11ab 2,95 a
30 20 - - - -
30 30 - - - -
15 0 80,97bc 0,27 ab 0,05b 14,12d
15 10 72,83bc 0,10 b 0,03b 16,67 d
15 20 79,20bc 0,54 a 0,27 a 37,84 e
15 30 69,29 c 0,09 b 0,03b 7,30 b
0 10 83,58hc 0,23 ab 0,04 b 9,12 ¢
0 20 75,24bc 0,07 b 0,02b 10,86 ¢
0 30 89,90 b 0,04 b 0,01b -
C.v. 7,48% 68,19% 69,27% 4,6%

- N&o houve sobreviventes no periodo ou as amostras foram insuficientes para esta analise
destrutiva.

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Quanto ao acumulo de prolina na parte aérea, foi verificado que para
amoreira-preta, cv. ‘Tupy’, a concentragdo de prolina foi significativamente
menor nos tratamentos com presenca de sacarose isoladamente e quando
combinada com baixa concentracdo de manitol (10 g.L?) (Tabela 2). Ambos os
tratamentos também apresentaram boa taxa de sobrevivéncia no periodo,
evidenciando que quando em condi¢cdes adversas de crescimento, VArios
mecanismos de prote¢do sdo ativados nas plantas.

O ajuste osmotico constitui-se em um dos mecanismos fisioldégicos mais
eficazes para manutencdo da turgescéncia celular, sob condicbes de baixo
potencial hidrico (MARIJUAN; BOSCH, 2013). Este se estabelece mediante o
acumulo, no vacuolo ou no citosol, de solutos compativeis, como a prolina, que
contribuem para a manutencdo do equilibrio hidrico e a preservacdo da
integridade de proteinas, enzimas e membranas celulares (ASHRAF et al.,
2011; MARIJUAN; BOSCH, 2013).

4.2 Retomada do crescimento dos explantes provenientes de
meio com reguladores osmoticos

Os reguladores osmoéticos tém sido bastante usados na conservacao in
vitro, devido a sua capacidade de controlar o potencial osmético do meio. Esse
efeito, entretanto, ainda que reduza o metabolismo das plantas conservadas
devido ao déficit hidrico, pode causar um estresse elevado, podendo
comprometer a integridade das plantas conservadas. Tendo em vista este
problema, € necesséario o ajuste de uma concentracdo ideal, considerando a
manutenc¢do da capacidade regenerativa das plantas (MACIA, 2011), pois além
da sobrevivéncia e manutencdo de niveis modulados de crescimento, o
sucesso da conservacao via uso de osmorreguladores para promocao de
crescimento lento estd baseado na possibilidade de recuperacdo do maior
namero de plantas.

A sobrevivéncia apos o periodo de recultivo foi aceitavel na maioria dos
tratamentos (acima de 60%), apenas quando o0s explantes vieram de
tratamento contendo 15 g.L"* de manitol +10 g.L* de sacarose (14,3%) e 15 g.L-
L de manitol +10 g.L* de sacarose (50%) a sobrevivéncia foi inferior (Tabela 3).
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Decorridos 45 dias em meio para retomada do crescimento, observou-se
que a taxa de multiplicacdo de amoreira-preta mantida em tratamento com
sacarose isoladamente, retornou as taxas obtidas comumente (Tabela 3),
considerando que a taxa de multiplicagcdo da amora-preta in vitro varia em torno
de cinco a sete explantes por repicagem (DUTRA et al., 2010). Este resultado
indica que mesmo apos o periodo de manutencdo dos explantes em meio com
reguladores osméticos, aqueles mantidos em meio com adicdo de manitol
obtiveram maior dificuldade de retomar sua taxa de multiplicacéo.

De acordo com Sarkar e Naik (1998) a adicdo de 2-4% de manitol
poderia aumentar a sobrevivéncia de germoplasma vegetal, contudo, outros
autores como Srivastava et al. (2013) e Engelmann (2011) sugerem que ha
diminuicAo na altura e sobrevivéncia das plantas no incremento das
concentracfes de manitol e sorbitol. Portanto, no presente trabalho pode-se
inferir que as concentracdes dos agentes osmoticos ndo foram diretamente
prejudiciais ao crescimento, mas que quando adicionada alta concentracdo de
reguladores osméticos ao meio (30 g L sacarose + 30 g Lt manitol), devido
haver baixa sobrevivéncia dos explantes apdés 10 meses de -cultivo, foi
observada reducdo do numero de mudas obtidas ap6s o periodo de
crescimento lento (Tabela 3).

Quanto as variacdes entre os tratamentos, essas diferencas constatadas
em relacdo a altura dos explantes se explicam porque estes vieram com
diferentes tamanhos do experimento anterior, conforme apresentado na figura
6. Novamente os explantes provenientes do meio de cultura com adicédo de 30
g.L'de sacarose apresentaram o maior comprimento das brotacdes, diferindo
estatisticamente dos demais. Ja4 o menor comprimento foi observado quando o
meio de crescimento lento foi acrescido apenas com 20 g.L*! ou 30 g.L* de
manitol (Tabela 3).
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Tabela 3. Analise da sobrevivéncia, comprimento das brotacdes e da taxa de multiplicagdo na retomada do
crescimento dos explantes de amora-preta, cv. ‘Guarani’,apés 10 meses de crescimento lento.

NMO: nimero de mudas obtidas. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Sacaros  Manitol NMO Sobrevivéncia Comprimerjto TQXQ de ) Prolina
e (g LY (%) das brotacdes Multiplicacéo (mM g?)
(gL (mm)
0 0 6 83,3ab 11,31 e 27¢c -
30 0 6 100 a 28,81l a 75a 0,37 a
30 10 8 75,0ab 16,36 c 35¢c 0,40 a
30 20 9 50,0bc 15,12cd 31lc -
30 30 2 100 a 19,27 b 25c -
15 0 4 100 a 17,72 c 58b 0,58 a
15 10 7 14,3 c 10,45 de 0,3d 1,01 ab
15 20 6 66,7ab 14,25d 35¢ 0,21 a
15 30 8 75,0ab 16,24 c 40c 1,58 bc
0 10 6 83,3ab 15,56¢d 33¢c 2,05c
0 20 7 85,7ab 9,79 f 1,4d 1,74 bc
0 30 6 66,7ab 9,07ef 1,8d -
C.V. 19,73% 3,06% 24,14% 4,6%
Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

Segundo Orlikowska; Kucharska (2009), a prolina pode ser utilizada
como um marcador para espécies de Rubus, pois ha o acumulo de prolina em
relacdo ao estresse, podendo variar conforme o tipo de estresse aplicado no
meio e 0 genotipo.

N&o houve regularidade quanto ao acumulo de prolina no periodo pré-
aclimatizacao, explantes oriundos de meio de cultura com presenca de manitol
isoladamente ou com a presenca de 15 g.L? de sacarose + 30 g.L? de manitol

apresentaram maior acumulo de prolina nos tecidos.

4.3 Enraizamento e aclimatagcdo dos explantes provenientes
de meio com reguladores osmoticos
Os resultados obtidos durante a fase de enraizamento evidenciam a
importancia das auxinas nesta fase, visto que a maior taxa de enraizamento
ocorreu in vitro, com adicdo de ANA ao meio de cultura. Estes resultados
estdo de acordo com trabalhos encontrados na literatura, que apontam a
necessidade da inclusdo de uma auxina nos meios de enraizamento de
espécies frutiferas, como ameixeira cv. Santa Rosa (MAGALHAES; PETERS,
1991), pereira cv. Carrick (LEITE et al., 1994) e macieira cv. Fred Hough
(CENTELLAS et al., 1999).
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Em relacdo ao comprimento da maior raiz e a sobrevivéncia dos
explantes enraizados in vitro, ndo foi observada diferenca significativa para a
cultivar “Tupy’. O maior numero de raizes para esta cultivar, foi observado nos
explantes proveniente dos tratamentos com utilizacdo de sacarose
isoladamente (Tabela 4). Segundo Nemeth (1986) as concentracfes de

sacarose estariam associadas em manter os niveis endégenos de hormdnios.

Tabela 4. Andlise da sobrevivéncia, comprimento da raiz e nimero de raizes
formadas de explantes de amoreira-preta, cv. ‘Tupy’, apés 45 dias em meio de
enraizamento. Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 2016.

Sacarose  Manitol Sobrevivéncia Comprimento NGmero de raiz
(g LY (g LY (%) daraiz
(mm)
0 0 - - -
30 0 100 a 33,8a 6,4ab
30 10 94,1 a 289 a 52b
30 20 - - -
30 30 - - -
15 0 100 a 41,86 a 10,5 a
15 10 - - -
15 20 - - -
15 30 88,9 a 32,2a 48b
0 10 - - -
0 20 - - -
0 30 - - -
C.v. 39,47% 37,45% 49,12%

- ndo houve sobreviventes no periodo
Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Alguns autores sugerem que a citocinina BAP no meio de cultura de
multiplicacdo poderia ter efeito residual prejudicial a formacdo de raizes
(ASSIS; TEIXEIRA, 1998). No entanto, pdde-se observar que neste trabalho
houve taxa bastante alta de enraizamento o que nao indica nenhuma
interferéncia negativa do BAP que estava no meio de cultivo anterior ao
enraizamento (Tabela 4 e 5).

No presente trabalho, além do tradicional enraizamento in vitro utilizado
para amoreira-preta foi testado o enraizamento ex vitro, pois além da reducéo
dos custos, ha melhoria na qualidade do sistema radicular formado na planta.

Este se forma mais completo e funcional, com maior nimero de raizes
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secundarias, sem a formacao intermediaria de calo, que dificulta a conexao do
sistema vascular entre caule e raiz (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1998).

Foi possivel observar que apesar da baixa sobrevivéncia das plantulas no
enraizamento ex vitro, houve enraizamento dos explantes (Tabela 5). Augusto
(2001) obteve taxas de enraizamento de 95% (com imersdo em AIB) e de100%
(sem imersdo em AIB) para amoreira-preta ‘Brazos’, além disso, também foi
observado que o comprimento de raizes, niumero de folhas por plantula e a
altura das plantulas néo diferiram estatisticamente. Sendo assim, pode-se
constatar que ndo € necessaria a utilizacdo de AIB para o enraizamento ex

vitro de amoreira-preta.

Tabela 5. Analise da sobrevivéncia, comprimento da raiz e da parte aérea e nimero de raizes
formadas de explantes de amoreira-preta, cv.‘Guarani‘, apés 45 dias no estadio de
enraizamento in vitro e ex vitro. Embrapa Clima Temperado, Pelotas 2016.

Sacarose Manitol NUmero de Sobrevivéncia Comprimento Comprimento da
(g LY (g LY raiz (%) daraiz (mm) parte aérea (mm)
In vitro Ex In vitro EXx In vitro"s Ex In vitro™s Ex vitro
vitro vitro vitro
0 0 10,0a 0,0 c 100a0,0c 19,70,0 g 16,90,0 e
30 0 49c 1,2 bc 86 b 60,0 b 18,36,1 ef 1499,7¢
30 10 5,5bc1,5 abc 100 a 60,0 b 19,85,1 f 15,89,4 ¢
30 20 4,3c 3,0 ab 100a 14,2 c 25,6 19,8 a 16,4 126 b
30 30 - - -- -- - -
15 0 47c¢c 13abc 100a28,6c 21,38,1d 14,67,2d
15 10 6,3abc0,0c 100 a 100 a 20,60,0g 12,10,0 e
15 20 7,7abc4,0a 100 a 11,1c 16,98,4 cd 14,8 6,8 a
15 30 7,3 abc 1,2bc 100 a 25,0c¢ 19,37,8 de 16,65,7 d
0 10 9,0 ab 2,3 abc 100a 20,0c¢c 23,610,1c 19,89,7 ¢
0 20 6,0bc4,0a 100a 20,0c 26,711,7b 18,713,2b
0 30 6,0bc0,0c 100a0,0 ¢ 9,50,0¢g 13,9 0,0e
C.vV. 20,4 55,2 15 31,4 16,3 8,4 8,9 7,12

- ndo houve sobreviventes no periodo

ns ndo significativo pelo teste Tukey a 0,05 de significancia

Médias seguidas de letras iguais, ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

Ndo houve diferenca significativa entre o0s tratamentos para o
comprimento da parte aérea dos explantes enraizados in vitro, porem, no geral,
este foi superior aos explantes mantidos ex vitro (Tabela 5). Quanto a estas
variacbes entre os tratamentos, essas diferencas constatadas em relacdo a

altura das plantulas se explicam porque as micro-estacas vieram com
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diferentes tamanhos do experimento anterior, conforme apresentado no item
5.2. Mesmo assim, pode-se observar no enraizamento in vitro um
comportamento bastante homogéneo (Tabela 5), indicando que as diferencas
observadas nesta avaliacdo poderiam ser dissipadas na continuacdo do
crescimento das mudas.

Em trabalho realizado por Augusto (2001) foi observado que o
enraizamento ex vitro pode ser realizado com sucesso para amoreira-preta,
reduzindo uma etapa do processo de micropropagacao, ao combinar numa so
fase o enraizamento e a aclimatacéo, reduzindo o tempo e os custos de todo o
processo. O mesmo resultado ndo pode ser observado em nosso experimento,
0 que pode ter ocorrido pelo fato desta etapa ter sido realizada nos meses de
inverno, acarretando em uma maior dificuldade das plantulas se adaptarem ao
ambiente ex vitro.

O aspecto do enraizamento in vitro e ex vitro das micro-estacas pode ser

observado na Figura 10.

Figura 10. Plantas de amoreira-preta, cv. ‘Guarani’, apés 45 dias de
enraizamento (A) ex vitro e (B) in vitro. Embrapa Clima Temperado,
Pelotas 2016.

As plantas de amoreira-preta enraizadas in vitro quando aclimatizadas
apresentaram 100% de sobrevivéncia, apos 30 dias de permanéncia em casa
de vegetacdo, independente da cultivar testada. Sendo que estas
permaneceram em tunel plastico no periodo de aclimatizacdo, para manter a

umidade. De acordo com George (1993), € necessaria uma alta umidade e
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protecdo para os primeiros estagios de aclimatacéo das plantas ao ambiente ex
vitro. O autor sugere que um minimo de 85% de umidade relativa do ar seja
mantido durante algumas semanas.

No periodo pré-aclimatizacdo, explantes oriundos de meio de cultura
com presenca de manitol isoladamente ou com a presenca de 15 g.L? de
sacarose + 30 g.L'! de manitol apresentaram maior acimulo de prolina nos
tecidos (Tabela 6).

Na avaliacdo da quantificacdo de prolina acumulada apos a
aclimatizacao, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. A prolina,
um aminoacido acumulado em plantas submetidas a diferentes tipos de
estresse, pode ser utilizado, apds o termino do periodo de estresse, como fonte
de energia e de esqueletos de carbono e nitrogénio, para recuperacdo mais
rapida do tecido vegetal (ASPINALL; PALEG, 1981).

Tabela 6. Concentracdo de prolina em amora-preta, cv.
“Tupy ap6s a aclimatizacdo. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, 2016.

Sacarose (g L) Manitol (g L?) Prolina (mM g-t) ns

0 0 -
30 0 0,587
30 10 0,814
30 20 -
30 30 -
15 0 0,224
15 10 1,083
15 20 0,038
15 30 0,302

0 10 0,119

0 20 0,000

0 30 -

- ndo houve sobreviventes no periodo ou as amostras foram
insuficientes para esta analise destrutiva
ns ndo significativo pelo teste Tukey a 0,05 de significancia
Médias seguidas de letras iguais, nao diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. CV:4,6
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5 Conclusbes

A partir do presente trabalho é possivel concluir que € viavel a
manutencao das cultivares de amoreira-preta Tupy e Guarani, em condi¢des de
crescimento lento em sala de crescimento com temperatura de 25°C por 10

meses, ndo sendo necessaria a adicdo de manitol ao meio de cultura.

6 Consideracdes Finais

A cultura de tecidos auxilia na conservacao de material genético por
meio da conservacdo in vitro, seja por meio do crescimento lento ou da
criopreservagao.

Ao longo das pesquisas realizadas, com crescimento lento, foi possivel
verificar que as cultivares estudadas (Tupy e Guarani) responderam
diferentemente quanto as condi¢des de cultivo testadas. Neste sentido, sugere-
se a realizacdo de testes com outras cultivares a fim de avaliar se o
componente genético € preponderante.

O periodo de crescimento lento testado durante o experimento foi de 10
meses, sendo visto que a utilizacdo de um regulador osmético, como 0 manitol,
foi desnecesséaria. Sendo assim, observou-se a possibilidade de testar um
maior tempo de manutencao in vitro, além de outros reguladores osmdticos,
como o sorbitol.

Além das variaveis analisadas, sugere-se que sejam feitas outras
analises nos explantes, como a producdo de espécies reativas de oxigénio,
grau de oxidacao e calogénese.

Este foi um dos trabalhos pioneiros no que se refere a conservacao in
vitro de amoreira-preta. Ressalta-se que a combina¢do do uso de reguladores
osmoticos ou quimicos com conservacao em diferentes temperaturas pode ser
uma estratégia bem-sucedida em novos estudos a serem realizados para se
determinar as melhores condi¢cées de conservagao com o uso de reguladores

osmoticos ao meio de cultura.
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