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RESUMO

Objetivou-se determinar a melhor fonte e concentragdo
de carbono para a multiplicagio in vitro de marmeleiro cultivares
MC e Adams. Segmentos nodais (1,0 cm ¢ 1-2 gemas) foram
inoculados em meio MS e como fonte de carbono se utilizou
sacarose, frutose ou sorbitol nas concentra¢des 15, 30, 45, 60
g L' e tratamento controle. Aos 60 dias verificou-se que, para
‘MC’, 60 g L' de sacarose e 30 g L' de frutose proporcionaram
100% de explantes brotados. O maior comprimento médio das
brotagdes (1,49 cm) foi obtido com 30 g L' de sacarose e 60 g
L de sorbitol. A concentragdo de 45 g L' proporcionou maior
namero de brotagdes (1,76), maior massa fresca (0,058 g) e
maior massa seca (0,02 g), independente da fonte de carbono.
Para ‘Adams’ 0 maior numero de brota¢des (1,47) foi obtido com
sacarose € a maior massa seca das brotagdes (0,01 g) foi obtida
com sacarose ¢ sorbitol. Sacarose na concentragéo de 30 g L™
proporcionou maior comprimento médio das brotagdes (2,14 cm)
e maior massa fresca (0,1 g) e 45 g L' de sorbitol proporcionou
maior massa seca das brotagdes (0,03 g). A maior percentagem
de explantes brotados foi obtida na concentragdo de 30 g L
(79,58%) e com a sacarose como fonte de carbono (71,25%). O
maior numero médio de brota¢des (1,45) foi obtido com 30 g
L. Concluiu-se que 45 g L' de sacarose para ‘MC’ e 30 g L"!
de sacarose para ‘Adams’ foram as melhores para concentragdes
multiplicag@o in vitro.

Termos para indexacdo: Cydonia oblonga, micropropagagao,
sacarose, frutose, sorbitol.

ABSTRACT

The objective was to determine the best carbon source and
concentration for in vitro multiplication of quince MC and Adams
cultivars. Nodal segments (1.0 cm and 1-2 buds) were inoculated
in MS and as a carbon source, sucrose, fructose or sorbitol were
used with the following concentrations: 0, 15, 30, 45 and 60 g L.
After 60 days, it was observed that, for ‘MC’, 60 g L' sucrose and
30 g L ! fructose yielded 100% sprouted explants. The highest
shoot length average (1.49 cm) was obtained with 30 g L! sucrose
and 60 g L' sorbitol. The concentration of 45 g L' provided the
highest number of shoots (1.76), higher fresh mass (0.058 g) and

higher dry matter (0.02 g), regardless of the carbon source. For
‘Adams’, the highest number of shoots (1.47) was obtained with
sucrose and the higher dry mass of shoots (0.01 g) was obtained
with sucrose and sorbitol. The sucrose concentration of 30 g L"!
provided the highest shoot lenght average (2.14 cm) and higher
fresh weight (0.1 g) and 45 g L' sorbitol provided greater dry mass
of shoots (0.03 g ). The highest percentage of sprouted explants
was obtained at a concentration of 30 g L' (79.58%) and sucrose
as carbon source (71.25%). The highest average number of shoots
(1.45) was obtained with 30 g L. It was concluded that 45 g L"!
sucrose for ‘MC” and 30 g L' sucrose for ‘Adams’ were the best
concentrations for in vitro multiplication.

Index terms: Cydonia oblonga, micropropagation, sucrose,
fructose, sorbitol.

INTRODUCAO

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.), pertence a
familia Rosaceae e vem sendo utilizado com bastante sucesso
como porta-enxerto para pereira em paises da Europa, e mais
recentemente no Brasil, devido a fundamental caracteristica
agrondmica de induzir a cultivar copa menor crescimento,
permitindo o adensamento de plantas no campo, o que
eleva a produtividade do pomar e, consequentemente, a
maior retorno econdmico ao produtor (DALL’ORTO et
al., 2007). Dentre os métodos de propagagao desta espécie
se utiliza o cultivo in vitro, sendo que alguns trabalhos que
visam o estabelecimento, multiplicagdo, enraizamento ¢
regeneracao in vitro tém sido desenvolvidos no Brasil (ERIG
& SCHUCH, 2005; SILVA et al., 2011).

O crescimento e a multiplicag@o in vitro de brotos

de diferentes espécies sdo afetados por muitos fatores,
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podendo-se destacar a formulagdo ¢ a consisténcia do
meio, reguladores de crescimento e suas concentragdes,
tipo e concentragdo das fontes de carbono, nimero de
subcultivos, bem como o tipo de explante utilizado
(AHMAD et al., 2007; ZHANG et al., 2012). Quanto ao
meio de cultivo, o meio MS (MURASHIGE; SKOOG,
1962) tem sido o mais utilizado para diversas espécies,
bem como dilui¢des deste meio ou mesmo outras
formulagdes contendo menores concentra¢des de sais,
conforme observado por Couto et al. (2004) e Staniene
& Stanys (2004).

A concentragdo e tipo de fonte de carbono adicionada
ao meio de cultura pode melhorar significativamente
o desempenho do cultivo, devido seus efeitos sobre o
aporte de energia para o explante ¢ também para manter
o potencial osmotico do meio (HAQUE et al., 2003; DE
NETO & OTONI, 2003). Entretanto, pouco se conhece
sobre a influéncia de fontes de carbono no crescimento e
a multiplicag@o in vitro de marmeleiro.

Em geral, a sacarose ¢ a fonte de carbono utilizada
na cultura in vitro, porque ¢ o carboidrato predominante
na seiva do floema da grande maioria das plantas (KUHN
& GROF, 2010). Porém, o sorbitol é o principal agticar
sintetizado nas folhas e transportado via floema nas
espécies de plantas da familia Rosaceac (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 sido controversos, muito embora
se verificasse ser uma boa fonte de carbono para a cultura
de cerejeira doce (BORKOWSKA & SZCZERBA, 1991).

A influéncia de diferentes fontes e concentragdes
de carboidratos tem sido estudada em varias espécies
de Rosaceas (BORKOWSKA & SZCZERBA, 1991;
AHMAD et al., 2007), porém as respostas parecem
depender, dentre outros fatores, do estagio da cultura
e do gendtipo. Considerando que os requerimentos
em carboidratos devem ser definidos e otimizados
para cada sistema de micropropagagdo, objetivou-se
estudar os efeitos da concentragdo e fonte de carbono na

multiplicagdo in vitro dos marmeleiros ‘MC’ e ‘Adams’.

MATERIAL E METODOS

Segmentos nodais com aproximadamente 1,0 cme
1-2 gemas foram utilizados como explantes e inoculados
em meio MS, suplementado com mio-inositol (100 mg L")
¢ 0,3 mg L' de 6- benzilaminopurina (BAP). Como fonte
de carbono se utilizou sacarose, frutose ou sorbitol nas
concentragdes 15, 30, 45, 60 g L' e tratamento controle
(sem adigdo de carbono).

O pH do meio foi ajustado para 5,65 e apods
autoclavado a 121°C (1,5 atm) durante 20 minutos.
Os explantes foram inoculados em frascos de 300 mL,
contendo 30 mL de meio de cultura, e mantidos em sala
de crescimento convencional (temperatura de 25+2°C; 16
horas de luz, com intensidade de 48 pumol m s!, fornecida
por lampadas brancas fluorescentes).

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com fatorial 3 x 5 (fonte de carbono x
concentra¢do) para cada cultivar, analisadas separadamente, e
constou de quatro repeti¢des, cada uma representada por um
frasco contendo cinco explantes. Apos 60 dias, foi avaliada
para cada cultivar a percentagem de explantes brotados, o
numero médio de brotagdes por explante, o comprimento
médio das brotagdes (cm), a massa fresca e massa seca média
das brotagdes (g), sendo esta obtida a partir da secagem das
brotagdes de cada explante em estufa de circulagdo forgada
a 50°C durante trés dias, até obter massa constante.

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 regressdo polinomial, através
do programa estatistico WinStat 2.0 (MACHADO;
CONCEICAOQ, 2003). Os dados da variavel percentagem
de explantes brotados foram transformados para arcsen
(x/100)"2e da variavel nimero médio de brotagdes foram

transformados para (x + 0,5)"2.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base na analise de variancia dos dados obtidos

com a cultivar MC, observou-se interagdo entre os fatores para
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as variaveis percentagem de explantes brotados e comprimento
médio das brotagdes (Figuras 1A e 1B, respectivamente).
Pela estimativa com a equac@o de regressdo observou-se
que a concentragdo de 43,78 g L' de sacarose e 38,06 g !
de frutose proporcionaram 100% de explantes brotados
(Figura 1A). Entretanto, com 30 g L' de frutose também se
obteve percentagem maxima de explantes brotados.

Para comprimento médio das brotagdes foi possivel
estimar pela equagdo de regressdo que a utilizagdo
de 35,22 g L' de sacarose e 45,28 g L' de sorbitol
proporcionaram maiores comprimento dos explantes (1,48
e 1,52 cm, respectivamente). Embora as concentragdes de
sacarose tenham proporcionado uma resposta quadratica
para o comprimento médio das brotagdes, verificou-se que
com 30 g L' de sacarose foi possivel obter comprimento
médio de brotagdes similar (1,47 cm) ao valor estimado
com 35,22 g L' de sacarose (Figura 1B).

Na Figura 1A ¢é possivel observar que aumentos
na concentragéo de sorbitol, a partir de 30 g L', implicou
na diminuicao da capacidade de brotagdo dos explantes
e redugdo em valores percentuais, comparado as demais
fontes de carbono. Mesmo assim, aqueles brotos formados
no meio contendo esta fonte de carbono apresentaram
comprimento médio das suas brota¢des, variando de 1,05
a 1,49 cm, sendo superior aos valores obtidos nas demais
fontes de carbono, a partir da referida concentragdo.

Na Figura 2 visualiza-se a diferenca entre os
comprimentos das brotagdes 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.

Verificou-se efeito significativo e independente do
fator concentragdo de carbono para as variaveis nimero
médio de brotagdes por explante, massa fresca e massa
seca das brotagdes (Figuras 1C, 1E e 1G). Para o fator
fonte de carbono o efeito foi independente para as variaveis
numero médio de brotagdes por explante e massa seca das
brotacdes (Figuras 1D e 1F).

Para a varidvel numero médio de brotagdes

foi possivel estimar pela equacdo de regressdo que a

concentracgdo de 38,30 g L' das fontes de carbono foi mais
efetiva quando comparada com as demais concentragdes
(1,76 brotos explante™) (Figura 1C). A concentragdo de
45 g 1! das fontes de carbono proporcionou maior massa
fresca (0,058 g) (Figura 3E) e maior massa seca das
brotacdes (0,02 g) (Figuras 1G e 1E, respectivamente).
Para esta ultima variavel, observou-se que 45 g L
proporcionou uma resposta 50% superior a concentragio
de 30 e 60 g L. Quando comparada com 15 g L', esta
diferenga aumentou para 65%. Com relagdo ao tipo de
fonte de carbono, o maior niimero de brotagdes foi obtido
na presenca de sacarose (1,47) (Figura 1D). Embora nao
tenha diferido da fonte sorbitol, os resultados obtidos
com sacarose evidenciaram uma superioridade de 27% e
35% em relagdo ao sorbitol e a frutose (respectivamente).
A maior massa seca (0,01 g) foi obtida com sacarose e
sorbitol (Figura 1F), sendo estas 50% superiores a frutose.

Para a cultivar Adams, observou-se interagao entre
fatores para as variaveis comprimento médio das brotacdes
(Figura 3A), massa fresca (Figura 3B) e massa seca média
das brotagdes (Figura 3C). Com 30 g L' de sacarose se
obteve maior comprimento médio das brotagdes (2,14 cm)
¢ maior massa fresca média (0,1 g), enquanto que
45 g L' sorbitol proporcionou maior massa seca média
das brotacdes (0,03 g), sendo cerca de 73% superior, em
relacdo a mesma concentragao de sacarose e frutose.

Para a variavel percentagem de explantes brotados
verificou-se efeito significativo, porém independentes para
os fatores fonte e concentracdo de carbono (Figuras 3D
e 3E). Pela estimativa com a equagdo de regressdo, a
maior percentagem de explantes brotados foi obtida na
concentragdo de 35,27 g L' (86,33%) (Figuras 3D) e com
a sacarose como fonte de carbono (71,25%) (Figuras 3E).
Para esta variavel ¢ possivel observar que a sacarose foi
26% superior a frutose ¢ 38% superior ao sorbitol.

Para a variavel numero médio de brotagdes
verificou-se efeito apenas da concentragdo de carbono. O
maior nimero médio de brotagdes (1,53 brotos explante™'),
estimado pela equacdo de regressdo, foi obtido na

concentragdo de 36,75 g L' (Figura 3F).
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FIGURA 1 — Percentagem de explantes brotados (A), comprimento médio das brota¢des (cm) (B), numero médio de
brotacdes (C e D), massa seca (g) (E e F) e massa fresca média das brotagdes (g) (G) de marmeleiro ‘MC’ cultivado
por 60 dias em meio de cultura com diferentes fontes e concentragdes de carbono.
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FIGURA 2 — Explantes de marmeleiro ‘MC’ 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. Barra=1 cm.

Na Figura 4 visualiza-se a diferenga entre os
comprimentos das brotagdes dos explantes de cada tratamento da
cultivar Adams, sendo possivel também observar que em meios
sem uma das fontes de carbono os explantes ndo sobreviveram.

Na maioria das espécies vegetais a sacarose € o
principal carboidrato translocado dos tecidos fonte para os
drenos (KUHN e GROF, 2010), porém em Rosaceae (Prunus,
Malus, Pyrus e Cydonia), o sorbitol € o principal carboidrato
sintetizado em folhas maduras e translocado para os drenos.
Em macieira (Malus domestica), 70% do carbono translocado
no floema € na forma de sorbitol (KLAGES et al., 2001), e
juntamente com outros polidis, também sdo propostos para
funcionar como carboidratos de armazenamento.

Nas espécies da familia Rosaceae, embora o sorbitol
seja o principal agucar transportado via floema (AHMAD etal.,
2007), tais espécies apresentam capacidade muito variavel de

armazenamento desse agucar. Wallaart (1980) verificou que em
folhas de duas amostras de marmeleiro continham 0,7 ¢ 0,1% de
sorbitol, 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.

O sucesso na multiplicagdo in vitro em meio
contendo sorbitol pode estar associado a espécie, bem como
a suficiente atividade das enzimas sorbitol desidrogenase e
sorbitol oxidase responsaveis pelo metabolismo deste poliol
(LEMOS; BAKER, 1998). Os resultados do presente estudo
levam a sugerir que o marmeleiro apresenta baixa atividade
das enzimas responsaveis pelo metabolismo do sorbitol,
enquanto que as enzimas responsaveis pela hidrolise da
sacarose teriam maior atividade, justificando os melhores

resultados obtidos com o uso da sacarose, em que o numero

Plant Cell Cult. Micropropag., Lavras, v. 11, n. 2, p. 54-61, 2015



Fontes de carbono na multiplicagao... 59

de brotos da cultivar MC foi 27% superior com sacarose
comparado ao sorbitol. Por sua vez, na cultivar Adams a
percentagem de explantes brotados com sacarose adicionada
ao meio de cultivo foi 38% superior comparado ao sorbitol.

Com relagdo a frutose, a preferéncia desta

fonte de carbono em relacdo as demais por algumas

espécies e tecidos, como o que foi observado na
multiplicacdo de cerejeira por Borkowska e Szczerba
(1991), pode estar relacionada a inabilidade das
células excretarem a enzima invertase ao meio de
cultivo, ndo ocorrendo a hidrdlise da sacarose antes
da absorg¢ao da fonte de carbono (HEW; MAH, 1989).

Sacarose y =-0,4021x2 +2,5539x - 2,036 R*=0,9162
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FIGURA 3 — Comprimento médio das brotagdes (cm) (A), massa fresca (g) (B), massa seca média das brotacdes (g)
(C), percentagem de explantes brotados (D e E) e nimero médio de brotagdes (F) de marmeleiro ‘Adams’ cultivado
por 60 dias em meio de cultura com diferentes fontes e concentragdes de carbono.
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Neste trabalho 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 necessaria desta enzima
para a hidrolise eficiente de sacarose ¢ menor em plantas
que translocam sorbitol (PUA; CHONG, 1984) e como
visto anteriormente, o acumulo de sorbitol em folhas de
marmeleiro ¢ muito baixo em relacdo as outras espécies da
familia Rosaceae, chegando a armazenar 92% a menos do
que armazena a pereira, utilizando assim a sacarose como
melhor fonte de carbono.

A cultivar MC apresentou melhores resultados
quando se adicionou a concentragdo de 45 g L' de
sacarose ao meio de cultura. Como visto anteriormente

para varidvel massa seca das brotagdes, esta concentracio

foi 50% superior a concentragéo de 30 € 60 g L' e quando
comparada com a concentragdo de 15 g L', esta diferenca
aumentou para 65%. A concentragdo de 45 g L' é maior
do que aquela normalmente utilizada (30 g L") no cultivo
in vitro, e que, sustenta o desenvolvimento de brotagdes
para a grande maioria das espécies ja estabelecidas
in vitro (AHMAD et al., 2007, ZHANG et al., 2012).
A concentragdao 6tima das diferentes fontes de carbono
para multiplicagdo in vitro de cerejeira foi encontrada
por Borkowska e Szczerba (1991) como sendo de 20 a
30 g L-'. Em comparagdo com os outros componentes do
meio, esta € uma concentragao relativamente elevada, o
que real¢a a necessidade de uma melhor compreenséo

da economia de utilizagdo de carboidratos pela cultura

de tecidos.

FIGURA 4 — 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. Barra =1 cm.
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CONCLUSAO

Sacarose na concentragdo de 45 g L' para cultivar
MC e 30 g L' para cultivar Adams sdo as melhores
concentragdes e fonte de carbono para multiplicagdo in

vitro destas cultivares.
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