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RESUMO

O setor produtivo de nogueira-pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch]
apresenta grande demanda por mudas clonais. A micropropagacao pode atender a essa
demanda, no entanto, ¢ dificultada devido a contamina¢ao por microrganismos, além da
auséncia de estudos sobre tratamentos das plantas doadoras de explantes que possam
minimizar esse problema. Objetivou-se avaliar o manejo fisioldgico e sanitario por meio
da aplicagdo de tratamentos preventivos, entre eles o estiolamento de brotacdes e sua
efetividade sobre o estabelecimento in vitro de explantes caulinares isolados de
individuos juvenis e adultos de nogueira-pecan. Para isso, seedlings e mudas enxertadas
com aproximadamente dois anos de idade foram submetidas a uma poda drastica,
posteriormente a um periodo de vernalizagdo e, a fim de obter brotagdes apicais
estioladas, foram transferidas para uma camara escura. A cada coleta de brotagdes
estioladas e de acordo com o estudo em questdo, essas brotacdes foram submetidas a um
protocolo de desinfestagao superficial e, posteriormente, isolou-se os segmentos apicais
e os segmentos nodais. Esses explantes foram cultivados em diferentes meios de cultura
de acordo com protocolos estabelecidos para a espécie. Foram contabilizados os explantes
com presenca de micélio de fungos, coldnias bacterianas, oxidagdo e regeneracdo de
brotos. Nos estudos com seedlings, foi possivel o estabelecimento de explantes livres de
contaminagdo por fungos e bactérias, ndo sendo observada a manifestagdo desses
microrganismos durante os subcultivos. Nos estudos com explantes isolados de
individuos adultos, a contaminagao fungica foi controlada, mas a bacteriana persistiu. Em
ambos os casos, houve alta incidéncia de oxidacao que foi atribuido aos componentes do
meio de cultura, mas que ndo foi um impeditivo a regenera¢do de brotos em alguns
explantes. Diante dos resultados obtidos, ¢ possivel inferir que a adogdo de tratamentos
para o manejo fisioldgico e sanitario das plantas doadoras, sobretudo o estiolamento,
viabiliza o estabelecimento de explantes caulinares de C. illinoinensis com baixos indices
de contaminag¢do. No entanto, sdo necessarias adequacdes nos protocolos para minimizar
problemas comuns ao cultivo in vitro de espécies lenhosas, como a oxidagao.

Dissertagio de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal
do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (118f.) Margo, 2020.
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ABSTRACT

The pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch] productive sector presents
great demand for clonal seedlings. Micropropagation can meet this demand, however, it
1s hampered due to contamination by microorganisms, in addition to the lack of studies
on treatments of explant donor plants that minimize this problem. The objective of this
study was to evaluate physiological and sanitary management through the application of
preventive treatments, including the etiolation of shoots and their effectiveness on the in
vitro establishment of stem explants isolated from juvenile and adult pecan trees. For this,
seedlings and grafted seedlings with approximately two years of age were subjected to a
drastic pruning, posteriorly a period of vernalization and, in order to obtain apical shoots
etiolated, were transferred to a dark environment. At each collection of etiolate shoots
and according to the study in question, these shoots were subjected to a superficial
disinfestation protocol and, subsequently, the apical and nodal segments were isolated.
These explants were cultivated in different culture media according to protocols
established for the specie. Explants with the presence of mycelium of fungi, bacterial
colonies, oxidation and regeneration of shoots were counted. In studies with seedlings, it
was possible to establish explants free of contamination by fungi and bacteria, with no
manifestation of these microorganisms being observed during subcultures. In studies with
explants isolated from adult individuals, fungal contamination was controlled, but
bacterial contamination persisted. In both cases, there was a high incidence of oxidation
that was attributed to the components of the culture medium, but that was not an
impediment to the regeneration of shoots in some explants. In view of the results obtained,
it is possible to infer that the adoption of treatments for physiological and sanitary
management, especially etiolation, makes possible the establishment of stem explants of
C. illinoinensis with low levels of contamination. However, adjustments to the protocols
are necessary to minimize problems common to the in vitro cultivation of woody species,
such as oxidation.

"Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (118p.) March, 2020.
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1 INTRODUCAO

A fruticultura de clima temperado ¢ um dos setores mais expressivos do
agronegocio brasileiro, distribuindo-se por diversas regides do pais em virtude dos
avangos na pesquisa ¢ melhor gestdo das propriedades rurais (Fachinello ef al., 2011).
Dessa forma, o desenvolvimento e adogao de tecnologias nos pomares sao favorecidos,
com vistas ao atendimento das exigéncias do mercado consumidor interno e de paises
importadores (Fachinello et al., 2011).

Muitas espécies de frutiferas temperadas t€m sido cultivadas fora do seu local de
origem com o objetivo de explorar areas potenciais para gendtipos ambientalmente
adaptados e, ao mesmo tempo, oferecer alternativas de novos produtos ao mercado. E
neste contexto que podemos encontrar a nogueira-pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.)
C. Koch]. Pertencente a familia das nozes (Juglandaceae), a espécie destaca-se em
diversas regides do mundo por ser uma importante cultura comercial desse tipo de fruto
seco, além da sua madeira para movelaria e energia (Missouri Botanical Garden, 2018).

O interesse por alimentos saudaveis tem atraido cada vez mais consumidores para
o mercado das nozes (Vadivel; Kunyanga; Biesalski, 2012; Piza; Moriya, 2014). Estudos
tém demonstrado que o consumo in natura da noz-pecan (pecan) traz beneficios para a

saude em fungdo dos seus diferentes compostos funcionais (Villarreal-Lozoya;



Lombardini; Cisneros-Zevallos, 2007). No entanto, o atendimento da demanda crescente
¢ prejudicado, visto que a deficiéncia de métodos propagativos rapidos e com sanidade
garantida dificulta a obtencdo de mudas e interfere negativamente na implantagdo e
reposicao de plantas em pomares (Haroon, 2010).

Desde a década de 1970 se espera pelo desenvolvimento da propagacao clonal in
vitro de porta-enxertos de nogueira-pecan de forma a superar a variabilidade genética
entre as plantas nos pomares (Knox e Smith, 1981, Hansen; Lazarte, 1984, Merkle;
Sommer; Wetxstein, 1987). Além disso, os métodos utilizados, até entdo, seja por
estaquia ou enxertia, sao considerados desvantajosos pela morosidade, pelo custo e pela
baixa taxa de sobrevivéncia (Renukdas; Manoharan; Garner, 2010). A micropropagacao
¢ uma ferramenta eficaz para a multiplicacdo de plantas em massa, em tempo
relativamente curto e com alto indice de fidelidade genética, demandado quando os
métodos convencionais de propagacao nao atendem aos objetivos, entre eles, a producao
de exemplares livres de doengas (Palchoudhury et al., 2019).

O estabelecimento de culturas in vitro de espécies lenhosas ¢ limitado,
principalmente, por problemas como a recalcitrancia a técnica e a contaminagdo por
microrganismos (Xavier; Wendling; Silva, 2013). Nesse ultimo caso, pode ocorrer
durante o estabelecimento, causado por uma desinfestagdo ineficiente, e durante as fases
posteriores, de multiplicacdo e enraizamento, causado por microrganismos endofiticos
(Pasqual et al., 2010). De acordo com Renukdas, Manoharan e Garner (2010), a
propagacao in vitro de nogueira-pecan em grande escala ¢ limitada pela contaminagdo do
meio de cultura por microrganismos, sobretudo por fungos.

No combate a contaminacao com origem endofitica dos explantes, ¢ preconizada
a adi¢do de produtos como fungicidas e antibidticos ao meio de cultura (Pasqual ef al.,

2010). Geralmente as concentragdes de antibidticos adicionados ao meio de cultura



devem ser elevadas para que sejam efetivas no controle do crescimento de colonias
bacterianas (Pereira; Fortes, 2003). Diante disso, faz-se necessario a adogao de cuidados,
visto que ha muitas dificuldades no manuseio de antibioticos devido a impossibilidade de
autoclavagem, a exposicao dos laboratoristas, além da destinagdo correta dos residuos de
meio de cultura contendo essas substancias. De acordo com Gastalho, Silva ¢ Ramos
(2014), a administracao de antibioticos tem impacto sobre o ambiente e pode conduzir ao
aparecimento de resisténcia microbiana, tanto nas bactérias que se deseja controlar, como
naquelas que estdo no ambiente, com a possivel selecdo de genes de resisténcia entre
populagdes bacterianas. Desta forma, outros métodos que representem menores riscos
quanto ao descarte dos residuos do meio de cultura contendo antibidticos devem ser
explorados.

Uma das preocupagdes na elaboragdo dos protocolos que compdem este trabalho
foi a adogao de um método eficiente no controle da contaminagdo por microrganismos, a
fim de dispensar o uso de antibidticos e eximir a preocupacao com o descarte inadequado
do meio de cultura e consequente risco ao ambiente. Além disso, sabe-se que as condi¢des
fisiologicas e fitossanitarias das plantas doadoras influenciam na capacidade de resposta
dos explantes in vitro. Desta forma, buscou-se aplicar tratamentos preventivos sobre as
plantas matrizes, denominados por Grattapaglia e Machado (1998) como estagio zero, ou
seja, que antecedem a sele¢do e incubacao de explantes. Um desses tratamentos ¢ o
estiolamento de ramos que, de acordo com esses mesmos autores, destaca-se por
minimizar os efeitos da oxidacdo fenolica e facilitar o enraizamento in vitro e ex vitro.
Além disso, estudos apontam seus efeitos sobre a reducdo da manifestacao de
microrganismos endofiticos no estabelecimento in vitro de algumas espécies (Pelizza et

al., 2016; Restrepo Osorio ef al., 2018).



A técnica de estiolamento consiste em submeter a planta doadora de propagulos
ao alongamento dos entrends das brotagdes, através do seu cultivo em um ambiente
desprovido de luz. Diante desse rapido alongamento, a taxa de multiplicacdo dos
microrganismos nao acompanha o alongamento do apice, dessa forma, esse explante tem
maiores chances de ndo estar contaminado (Torres; Teixeira; Pozzer, 1998). Com essas
informacdes, formulou-se a hipotese de que, a restricdo a luz para o estiolamento de
brotagdes apicais em plantas matrizes de nogueira-pecan, associada a outros tratamentos,
pode favorecer o estabelecimento dos explantes com menores indices de contaminagao.
Sendo assim, a fim de contribuir para a elaboragdo de um protocolo visando a
micropropagacdo da espécie, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar os efeitos do
manejo fisioldgico e sanitario das plantas doadoras de explantes, sobretudo:

e Sobre o estabelecimento in vitro de explantes caulinares isolados de
seedlings de nogueira-pecan apds adequagdo no protocolo de
desinfestagdo superficial.

e A sua viabilidade, principalmente o estiolamento de brotacdes, e as
adequacdes necessarias para o fornecimento de explantes em genotipos
adultos de nogueira-pecan, representadas por mudas-enxertadas.

e Sobre o estabelecimento in vitro de explantes caulinares em diferentes

meios de cultura, isolados de gendtipos adultos de nogueira-pecan.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A familia Juglandaceae e a espécie Carya illinoinensis (Wangenh.) C.
Koch

A familia botanica Juglandaceae pertence a ordem Fagales, subdivide-se em 3
subfamilias (Engelhardioideae; Juglandoideae; Rhoipteleoideae), compreendendo 9
géneros que reunem cerca de 51 espécies (Stevens, 2017). Caracteriza-se pela
deciduidade foliar e presenca de frutos secos, tipo nozes e distribui-se,
predominantemente, em regides de clima temperado do Hemisfério Norte, embora
também seja encontrada em regides subtropicais em ambos os hemisférios (Stevens,
2017).

A subfamilia Juglandoideae, a qual pertence a espécie alvo do presente trabalho,
caracteriza-se pela inflorescéncia ereta, quase em formato de cone, pela dicogamia de
suas flores e esclereides nas paredes das nozes, originando um endocarpo com lacunas
(Stevens, 2017). Dentre os géneros de maior importancia dessa subfamilia, Carya e
Juglans destacam-se por possuirem espécies de valor econdmico, sendo fontes de madeira
nobre, ornamentacgao, frutos comestiveis e 6leo para a industria de cosméticos e tintas
(Sistematica de Plantas Vasculares, 2017; Guo ef al., 2020).

O género Carya € composto por cerca de 25 espécies (Judd et al., 2009; Casales;

Van der Watt; Coetzer, 2018). Dentre as espécies desse género, Carya illinoinensis



(Wangenh.) C. Koch, comumente chamada de nogueira-pecan, ¢ considerada o membro
economicamente mais importante e destaca-se no comércio de frutos secos nos Estados
Unidos da América (EUA) (Thompson; Conner, 2012; Casales; Van der Watt; Coetzer,
2018).

A nogueira-pecan ¢ uma espécie nativa da América do Norte, ocorrendo em
amplas regides que vao desde o centro-oeste dos EUA até o México (Sparks, 2005;
McWilliams, 2013). Somente nos EUA, ao todo 14 estados ao sul do pais cultivam a
espécie, com ampla variacao entre as temporadas de colheita (Moore et al., 2009). Além
da sua regido de origem, ha outras regides produtoras que incluem Australia, Israel, Peru,
Africa do Sul e Argentina (Barrios et al., 2010). Na China, vem sendo amplamente
cultivada em mais de 22 provincias em func¢ao da alta demanda por nozes (Zhang; Peng;
Li, 2015).

A nogueira-pecan ¢ caracterizada por individuos que podem atingir até 40 metros
de altura em condi¢des adequadas, com folhas compostas pinadas, formadas por nove a
15 foliolos (Fronza et al., 2018). A espécie € monoica, com flores estaminadas que se
desenvolvem em ramos de ano e flores pistiladas que se formam em ramos herbéceos,
separadas na mesma planta (Fronza; Hamann, 2016). No Brasil, o florescimento ocorre
entre os meses de setembro e novembro e a dicogamia faz com que nao ocorra a liberagao
de polen e a receptividade do pistilo no mesmo periodo (Andersen, 2004).

Apo6s a polinizagdo, os tecidos adjacentes as flores originam um pseudofruto,
denominado Tryma, caracterizado por uma céapsula de quatro valvas inicialmente de cor
verde e fechada, tornando-se marrom e ocorrendo a sua abertura (Black; Bewley; Halmer,
2006). Esse momento coincide com a maturacdo fisioldgica e a liberagdo do fruto
verdadeiro (noz-pecan) (Lim, 2012). Essa estrutura ¢ frequentemente chamada de

semente e assim serd mantido nesta revisao de acordo com a citagao nos trabalhos.



A medida em que amadurece, ocorre o enrijecimento da parede do ovario, o que
o classifica botanicamente como um fruto seco, além do baixo teor de agua e elevado teor
de 6leo da semente (Sabaté; Ros; Salas-Salvadd, 2006). Desta forma, suas camadas
externa (pericarpo) e interna (endocarpo) sao lenhosas (Black; Bewley; Halmer, 2006),
alojando a semente, popularmente chamada de améndoa, que ¢ formada pelos cotilédones
€ 0 eixo embrionario, os quais sao a por¢do comestivel (Fronza; Hamann, 2016).

Além das pecans (C. illinoinensis), outros frutos secos populares sao a améndoa
(Prunus dulcis), as castanhas do Brasil (Bertholletia excelsa € Anacardium occidentale),
avela (Corylus avellana), macadamia (Macadamia integrifolia), pinhdes (Araucaria
spp.), pistache (Pistacia vera) e nozes (Juglans spp.) (Sabaté; Ros; Salas-Salvado, 2006;
Vadivel; Kunyanga; Biesalski, 2012). Em geral, as pecans, independente da cultivar,
apresentam baixo teor de acucares (Wakeling et al., 2001), além de compostos fenolicos
que lhe conferem uma importante fonte alimentar antioxidante (Rabago-Panduro et al.,
2020).

As pecans sao comercializadas, principalmente, para o consumo in natura das
améndoas, além de possuirem grande potencial para fabricagdo de inimeros produtos,
como a preparagao de doces, tortas, biscoitos e 6leo (McWilliams, 2013). Neste ultimo
caso, ¢ utilizado tanto na alimentacdo, quanto para a industria de cosméticos e
farmacéutica (Lim, 2012). Ha também estudos preliminares que apontam as
caracteristicas fisicas e quimicas da casca das pecans como adequadas para a utiliza¢ao
como substrato para plantas (Fermino; Trevisan; Busnello, 2015), além de ser comumente
utilizado na composi¢do de chés. Quanto a madeira das arvores, estudos demonstram que
suas caracteristicas lhe conferem potencial para uma utilizagdo mais nobre do que seu

simples uso como lenha (Gatto ef al., 2008; Thompson; Conner, 2012).



A nogueira-pecan vem sendo cultivada em varios lugares no mundo,
principalmente em regides com temperaturas amenas (Poletto et al., 2015). Em sua
condigdo nativa, a espécie esta estabelecida em regides onde o clima € de invernos suaves
a extremamente rigorosos ¢ em locais muito imidos a semiarido (Sparks, 2005). A
espécie nao ¢ tolerante a solos mal drenados e salinos, apresentando melhor desempenho
em areas de baixa a moderada umidade (Lim, 2012). A sua sensibilidade a umidade
excessiva do solo pode ser evidenciada pelo declinio da produgdo em locais onde ha
elevacao do lengol freatico (Sparks, 2005).

No Brasil, a espécie foi introduzida em meados do século 1900 por imigrantes
norte-americanos e, desde entdo, varias cultivares foram selecionadas para uma melhor
adaptacao as condicoes edafoclimaticas de algumas regidoes do pais (Fronza; Hamann,
2016). A estimativa ¢ de que existam cerca de 10 mil hectares cultivados no pais,
principalmente por agricultores de base familiar em propriedades de até¢ 15 hectares
(Bilharva et al., 2018), representando uma alternativa de renda para os agricultores
(Filippin, 2011). Em 2015, somente no estado do Rio Grande do Sul, a area colhida foi
de aproximadamente 2.312 hectares (Fronza et al., 2018). Nos anos seguintes, essa area
ultrapassou os 5 mil ha, despontando como o maior produtor de pecans do Brasil
(Bilharva et al., 2018). Em 2019, o Brasil alcangou a marca de quarto maior produtor
mundial (Revista da Fruta, 2020).

A producao brasileira de pecans estd em plena expansdo e ¢ voltada,
principalmente, ao mercado interno, sendo mais de 50% dos frutos consumidos oriundos
de importagdo (Fronza; Hamann, 2016). No Rio Grande do Sul, Rovani e Wollmann
(2018) integrando informagdes como as temperaturas superiores aos 35 °C, a falta de

horas de frio, o excesso de precipitacao, as estiagens € o excesso de umidade relativa,



constataram que a maioria dos requisitos climaticos para o desenvolvimento da espécie
no estado foram atendidos, evidenciando o seu potencial.

Apesar da expansao significativa de areas, as informagdes do seu cultivo no Brasil
ainda sao limitadas (Fronza et al., 2018), aliadas a falta de um método para a propagagao
comercial que vise a uniformidade e sanidade garantida das mudas, bem como a seleg¢ao
de materiais genéticos superiores, nao sendo essa uma realidade exclusivamente

brasileira.

2.2 Propagacio da espécie Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch

2.2.1 Propagacio sexuada

A propagagdo sexuada ¢ a primeira fase da produ¢do de mudas de nogueira-pecan,
utilizadas para a producdo dos porta-enxertos, seguida pela fase assexuada, ou seja, a
enxertia (Poletto et al., 2015). Esse método ¢ utilizado para antecipar o periodo produtivo,
bem como manter as caracteristicas desejaveis da planta matriz por meio da clonagem,
visto que a nogueira-pecan apresenta crescimento lento e com longo periodo de
juvenilidade (Warren, 2015).

De acordo com Moore et al. (2009), a propagacao sexuada nessa espécie € lenta,
em funcdo do tempo requerido para a germinagdo das sementes, além de segregar
individuos com variagdo genotipica consideravel, caracteristicas que limitam a
homogeneidade dos porta-enxertos. Além disso, apesar de um percentual consideravel,
variando de 70% a 90%, a germinacdo ¢ desuniforme (Smith; Cheary; Carroll, 1997).
Esses sdo os principais problemas referidos pelos viveiristas, representando um entrave
para a producdo de mudas (Poletto et al., 2015). Sendo assim, o tempo requerido para a

produ¢do das mudas acabam elevando o seu custo (Fronza; Poletto; Hamann, 2015).
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Acredita-se que esses aspectos da germinagao sejam atribuidos a dorméncia
embrionaria das sementes, necessitando um periodo de frio para a superacao (Poletto et
al., 2015), no entanto, na literatura ndo ha resultados de estudos que comprovem essa
hipotese. Para a obtengdo de uma germinacao e desenvolvimento de plantulas uniformes,
Poletto et al. (2015) recomendam um periodo de estratificagdo antes da semeadura,
colocando as sementes por 90 dias em areia imida, a uma temperatura constante de 4,0
°C. Sparks et al. (1995) sugerem que a dorméncia ¢ adquirida @ medida que a semente
perde dgua, uma vez que a viviparidade demonstra que a semente ndo estd adormecida
antes da deiscéncia. Além disso, o longo periodo necessario para a germinagao também
¢ atribuido a restrigdo mecanica ao alongamento da raiz causado pelo tegumento da

semente (Smith; Cheary; Carroll, 1997; Haroon, 2010).

2.2.2 Propagacio assexuada

Tendo em vista a morosidade para a entrada em produgdo, que inicia entre 10 e
12 anos ap6s o plantio da muda a campo oriunda de sementes (Fronza; Hamann, 2016),
¢ desejavel o uso de técnicas de propagagdo assexuada que, simultaneamente,
possibilitem a homogeneidade das mudas, a preservacdo das caracteristicas genéticas de
fendtipos superiores e a antecipacdo do periodo produtivo. Para o estabelecimento de
pomares de nogueira-pecan, esses atributos sdo conquistados com a utilizagao de mudas
enxertadas, constituidas por propagulos de fenotipos adultos selecionados enxertados em
porta-enxertos obtidos por meio de sementes (Fronza et al., 2018).

A enxertia ¢ uma técnica que associa duas partes (porta-enxerto e enxerto) de
diferentes plantas afins, morfologica e fisiologicamente, de forma que a seiva circule
entre elas, permitindo uma vida comum e o crescimento como um individuo unico,

visando, dentre alguns aspectos de interesse, a precocidade na produgado (Ribeiro et al.,
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2005). A técnica exige que as mudas de nogueira-pecan tenham, pelo menos, de dois a
trés anos de idade para serem enxertadas, além do tempo adicional de estabelecimento do
enxerto (Warren, 2015). Para a maioria dos viveiristas, sao consideradas adequadas taxas
acima de 75% de sobrevivéncia das mudas produzidas no processo de enxertia (Nesbitt;
Goft; Stein, 2002). Apesar de laborioso e lento, esse ¢ considerado, atualmente, o tinico
método viavel de propagagao clonal comercial da espécie (Nesbitt; Goff; Stein, 2002).

Visto que, de acordo com Knox e Smith (1981), ha indicagdes de que os porta-
enxertos exercem algum controle sobre a quebra de dorméncia das gemas e rendimento
dos frutos de nogueira-pecan, um método de clonagem desses porta-enxertos € preferivel.
De acordo com Zhang, Peng e Li (2015), o uso de porta-enxertos clonais geneticamente
idénticos pode superar a variabilidade das plantas. A estaquia, pode atender a essa
demanda, entretanto, a propaga¢ao vegetativa de nogueira-pecan por este método ainda
nao foi esclarecida, uma vez que, de acordo com Warren (2015), a espécie nao responde
bem a técnica, sendo considerado um método promissor para fornecer porta-enxertos
uniformes, merecendo estudos adicionais.

De acordo com Rocha (2013), o sucesso de qualquer empreendimento agricola é
dependente, entre outros fatores, da qualidade do material propagativo utilizado. Segundo
esse mesmo autor, esse material deve ser produzido seguindo os preceitos tecnoldgicos
mais modernos, resultando em um elevado potencial produtivo de espécies vegetais
cultivadas em escala comercial. Para Thompson e Conner (2012), ainda que a clonagem
por meio da enxertia tenha melhorado a uniformidade das plantas e a qualidade da
colheita em nogueira-pecan, simplificando o manejo e o processamento dos frutos, as
técnicas desse tipo de propagacao ainda requerem maior cuidado e atengdo aos detalhes
do que em muitas outras espécies. Neste sentido, o setor produtivo de mudas de nogueira-

pecan carece de um aporte tecnologico.
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Visto que os métodos de propagacao atuais de nogueira-pecan sao considerados
desvantajosos pelo tempo, custo e baixa taxa de sobrevivéncia das plantas transplantadas
a campo, a micropropagacao, atualmente, ¢ o método considerado potencial para a
multiplicagdo clonal em massa de gendtipos selecionados da espécie (Renukdas;

Manoharan; Garner, 2010).

2.2.2.1 Micropropagacio

A micropropagacdo ¢ uma técnica que utiliza pequenos fragmentos de tecidos e
orgdos vegetais, denominados explantes, que sdo isolados de uma planta matriz e
cultivados in vitro em um meio de cultura apropriado (Gupta et al., 2020). Essa técnica
possibilita a obten¢do de mudas geneticamente idénticas a planta doadora de explantes; a
formagao de plantas com elevada qualidade sanitaria e, ainda, auxilia na propagacao de
plantas cujas sementes tém baixo poder germinativo (Echeverrigaray et al., 2001).

A planta de nogueira-pecan cresce lentamente e com o aumento da demanda,
métodos alternativos de propaga¢do poderiam acelerar a produgdo de mudas e beneficiar
esse setor, além da fixacdo de atributos que podem contribuir para a exploragdo
econdmica da espécie (Warren, 2015). Por se tratar de um investimento de longo prazo,
a implantacdo de um pomar de nogueira-pecan requer um alto rigor, o que justifica a
necessidade de oferta de mudas de excelente qualidade. Neste sentido, o desenvolvimento
da micropropagacdo de nogueira-pecan ¢ interessante, visto que poderd favorecer a
produgdo de mudas clonais com sanidade garantida a partir de técnicas de regeneracao de
tecidos oriundos de uma planta matriz com caracteristicas desejaveis.

O estabelecimento dos explantes corresponde a primeira etapa de um sistema de
micropropagacao, iniciando-se com a sele¢do dos tecidos ou 6rgdos mais adequados a

serem utilizados para a subsequente multiplica¢do, a qual inicia apds a obtengdo de uma
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cultura suficientemente adaptada as condigdes in vitro (Grattapaglia; Machado, 1998). O
tipo de explante selecionando, seu tamanho, idade e a maneira como ¢ cultivado, podem
afetar o inicio da micropropagacdo e se a morfogénese pode ser induzida (Grattapaglia;
Machado, 1998). Procura-se utilizar explantes com maior propor¢ao de tecido
meristematico, devendo-se considerar a finalidade da micropropagagdo, sendo os
segmentos apicais caulinares os mais indicados (Grattapaglia; Machado, 1998).

Ainda nessa etapa, a formulacdo do meio de cultura ¢ outro fator determinante
para o éxito da atividade, ndo havendo uma formulagdo padrao (Grattapaglia; Machado,
1998). Os ingredientes comumente utilizados sdo compostos inorganicos, organicos,
inertes € complexas substancias naturais, seguido ou nao com a suplementagdo de
reguladores de crescimento (Cid, 2014). O meio denominado MS, desenvolvido por
Murashige e Skoog (1962), com suas modificacdes e dilui¢des, apresenta bons resultados
para diversas espécies, sendo o mais utilizado (Grattapaglia; Machado, 1998).

Nos estudos com nogueira-pecan, diferentes meios de cultura foram utilizados até
o presente, ndo havendo um protocolo padrao definido para um determinado tipo de
explante, sendo o meio Wood Plant Medium (WPM), elaborado por Lloyd e Mccown
(1980), liquido ou gelificado, o mais utilizado (Hanzen; Lazarte, 1984; Wetzstein; Ault;
Merkle, 1989; Renukdas; Manoharan; Garner, 2010). Esse meio ¢ comumente utilizado
na micropropagagao de arbustos e arvores, apresentando menores concentragdoes de
nitrato ¢ amonia em relacdo ao meio MS, além de mais potassio e altos niveis de ions
sulfato (Quisen; Angelo, 2008). Contudo, nos estudos de Wetzstein, Ault ¢ Merkle
(1990), o meio MS foi mais eficaz na germinagdo in vitro de embrides zigoticos de
nogueira-pecan, em relagdo ao meio WMP.

Além do meio de cultura utilizado, bem como a fonte e as condi¢des fisiologicas

do explante, a regeneragdo de plantas in vitro ¢ um processo complexo que envolve
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diversos outros fatores, entre eles o gendtipo, as condigdes ambientais € a combinagao de
reguladores de crescimento (Luciani et al., 2006). Algumas células possuem a capacidade
de responder a estimulos especificos como, por exemplo, hormonais (Taiz et al., 2017).
Nesse sentido, os reguladores de crescimento, substancias sintéticas andlogas aos
hormonios vegetais, utilizadas na cultura de tecidos, sdo fundamentais para o
estabelecimento da competéncia e a determinagdo (canalizagdo para vias particulares do
desenvolvimento), condigdes necessarias para a formagdo de meristemas caulinares e/ou
radiculares (Taiz et al., 2017). Nos fragmentos vegetais utilizados como explantes, a
desdiferenciagdo celular pode resultar na formagao de calos com células ou grupos de
células competentes. Quando essas sdo transferidas para meios indutores, tornam-se
determinadas, ou seja, comprometidas com uma rota especifica de desenvolvimento
(Torres et al., 2000).

De acordo com o explante utilizado, a micropropagacao pode ser conduzida por
diferentes vias (Grattapaglia; Machado, 1998). A regeneracdo pode ser direta, quando a
diferenciagdo em gemas se da diretamente sem a passagem pela fase de calo, ou indireta,
quando se forma primeiro um calo (grupo de células com crescimento desordenado,
formando um tecido indiferenciado com baixa determinacao e elevada competéncia para
formacao de raizes e gemas adventicias) o qual, posteriormente, se diferencia em gemas
(Torres et al., 2000).

Nos trabalhos de propagacdo in vitro de nogueira-pecan, diferentes tipos de
explantes e vias de regeneracao foram utilizados. Por embriogénese somatica, o xito nao
foi alcancado devido a pouca regeneracao de brotos e enraizamento desses brotos, além
da baixa taxa de sobrevivéncia nas condicdes ex vitro (Merkle; Sommer; Wetxstein, 1987;
Wetzstein; Ault; Merkle, 1989, 1990; Yates; Reilly 1990; Mathews; Wetzstein, 1993).

Por organogénese direta, houve uma evolucao nos protocolos com base em tentativas
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inconsistentes de proliferacao de brotagdes, alongamento ou desenvolvimento de raizes a
partir de explantes caulinares e, na sua maioria, oriundos de tecidos de exemplares jovens
(plantulas obtidas da germinacao in vivo de sementes ou in vitro de embrides zigoticos)
(Knox; Smith, 1981; Wood, 1982; Hanzen; Lazarte, 1984).

A organogénese direta ¢ uma das vias mais utilizadas para o processo de
regeneragao de brotos in vitro e favoravel em termos da estabilidade genética (Lima et
al.,2012). Por essa via, resultados considerados promissores foram alcancados através de
um protocolo desenvolvido para a regeneracao de plantas de nogueira-pecan, a partir de
segmentos nodais isolados de plantulas obtidas a partir de embrides zigoticos cultivados
in vitro (Renukdas; Manoharan; Garner, 2010). Nesse protocolo, houve eficiéncia na
inducdo da brotacdo superior a 95% e de enraizamento, superior a 90%, apesar dos
elevados indices de contaminagdo flingica na ordem de 20 a 40% apds trés semanas de
cultura. No entanto, além da alta incidéncia de contaminacdo a ser contornada, a
micropropagacao através de explantes isolados de plantulas obtidas a partir de embrides
zigbticos resulta em plantas heterogéneas e esses autores recomendam a replicagdo desse
protocolo sobre tecidos retirados de exemplares adultos, a fim de tentar a produgdo de
mudas clonais de genotipos superiores.

O potencial da micropropagacao por organogénese direta em explantes isolados
de individuos adultos de nogueira-pecan foi investigado através de estudos realizados por
Corte-olivares; Phillips e Butler-nance (1990). Nesse estudo, o resultado foi, em média,
uma brotacdo por explante e 40% de enraizamento desses brotos utilizando o meio de
cultura BDS (Dunstan; Short, 1977). Entretanto, ndo foram abordadas a adogdo de
estratégias de manejo fisiologico e sanitario das plantas doadoras de explantes em
desenvolvimento a campo previamente a coleta dos explantes, tampouco a aclimatizagao

das plantas micropropagadas, restringindo-se a desinfestagao superficial, e que,
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provavelmente, ndo foi suficiente, acarretando em reduzido estabelecimento in vitro dos
explantes, decorrente da elevada contaminagdo microbiana.

A micropropagacao ¢ largamente utilizada e bem-sucedida em todas as classes de
plantas horticolas (George, 2008), sendo utilizada com menor destaque para espécies
lenhosas em fun¢do de diversos problemas enfrentados em diferentes etapas da técnica
(Grattapaglia, Machado, 1998). Além da contaminacdo do meio de cultura por
microrganismos, de acordo com Fraguas (2003), a micropropagacdo de espécies de
plantas lenhosas ¢ dificultada, entre outros fatores, pela presenca excessiva de
componentes do meio nutritivo que conduzem a desordens metabolicas e morfologicas.

Entre os problemas relatados, estd a hiper-hidratacao (vitrificacao), caracterizada
pelo desenvolvimento estrutural anormal das células, da sintese de clorofila, da estrutura
enzimatica, entre outros (Cid, 2014), ocasionado por fatores estressantes como o
ferimento da excisao, as forcas ionicas do meio de cultura e o ambiente in vitro altamente
umido e com a concentracao de gases (Kevers et al., 2004). Os brotos hiper-hidratados
parecem turgidos, com seus orgaos de cor verde claro, translicidos e quebradicos, com
enraizamento ¢ mecanismo de fechamento dos estdmatos deficientes, o que dificulta a
aclimatizagao (Kevers et al., 2004). Quando aclimatizadas, geralmente as mudas sao mal
formadas e sem valor comercial.

Esses fatores estressantes impostos pelas condigdes in vitro também sdo
responsaveis pela indugdo de variacdes genéticas nas plantas regeneradas, denominado
variacdo somaclonal. De acordo com Krishna et al. (2016), grande parte dessa
variabilidade pode estar relacionada com o estresse oxidativo devido aos niveis elevados
de espécies reativas de oxigénio que sao originados. Com isso, podem ocorrer alteragdes
cromossdmicas, tanto em numero, quanto em arranjo, além de delecdes e substituicao de

bases de DNA, gerando plantas com caracteristicas diferentes e, muitas vezes
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indesejaveis quando comparadas as da planta selecionada para a doagdo dos explantes
(Cid, 2014; Krishna et al., 2016).

Outros problemas atribuidos a micropropagacdo sao a recalcitrancia, sobretudo
nas espécies lenhosas, € o declinio do vigor dos explantes, caracterizado pela auséncia de
resposta na incubagdo e aos sucessivos subcultivos para o fornecimento de multiplos
brotos, respectivamente (Grattapaglia; Machado, 1998). Nesse ultimo caso, geralmente
os explantes ndao respondem mais aos estimulos apds longos periodos in vitro
(Grattapaglia; Machado, 1998). Além da excisao do explante (Bonga, 2017), as condigdes
in vitro acarretam distirbios na regulacao das vias metabolicas e a perda irreversivel da
totipoténcia das células, devendo ser selecionado o tecido que expresse maior totipoténcia
para uma maior viabilidade de um explante (Gaspar et al., 2000). Nos estudos iniciais
com nogueira-pecan, a espécie nao mostrou recalcitrdncia aos estimulos da
micropropagacao (Knox; Smith, 1981), diferentemente de outra espécie da mesma familia
(Juglans nigra L.) em que o estabelecimento dos seus explantes e multiplicagdao s6 foi
possivel apos ajustes do meio de cultura (Stevens; Pijut, 2018).

Além dos problemas ja citados, a grande quantidade de compostos fenolicos, entre
outros fatores, confere a essa classe de plantas limitagdes nas fases iniciais da
micropropagacdo por problemas de oxidacao fendlica (Oliveira; Dias; Brondani, 2013;
Cid, 2014). Sua ocorréncia ¢ atribuida a acao de uma classe de enzimas denominadas
polifenol oxidase e que sdo sintetizadas em resposta a ferimentos ou senescéncia dos
tecidos vegetais (Cid, 2014). A excisdao tende a secretar elevadas proporgdes de
compostos fendlicos (precursores de taninos e ligninas) que extravasam e serdo oxidados
por essas enzimas (Andrade et al., 2000). Com isso, o estabelecimento e a sobrevivéncia
do explante fica comprometida, causando até mesmo a morte desses explantes em muitas

espécies vegetais (Cid, 2014), ja que se formam compostos fitotoxicos que alteram a



18

composi¢ao do meio de cultura e absorcao de nutrientes pelo explante (Grattapaglia;
Machado, 1998; Andrade et al., 2000). A oxidagao fenolica ¢ altamente dependente do
genotipo, da fase de desenvolvimento da planta e da estagao do ano, ou seja, as condigdes
da planta matriz, bem como o tipo de explante utilizado, no qual vai diferir em niveis
endogenos de compostos fenolicos e, por consequéncia, a adogdao de um protocolo
adequado em cada caso (Grattapaglia; Machado, 1998).

O grande desafio para os processos regenerativos de plantas in vitro a partir de
explantes de espécies lenhosas, sobretudo quando coletados a campo de exemplares
adultos, ¢ a contaminagdo do meio de cultura ocasionado por microrganismos
(Mantovani; Franco, 1998). O combate aos microrganismos presentes na superficie do
vegetal ¢ realizado com métodos de desinfestacao superficial e, para isso, diferentes
metodologias e agentes desinfestantes sdo utilizados (Cid, 2014). Entre os agentes
desinfestantes que podem ser utilizados, destacam-se o etanol e o hipoclorito de s6dio em
variadas concentragdes e tempos de exposicdo e que influenciam nos indices de
contaminagdo (Cid, 2014). Ainda assim, as plantas sdo fontes potenciais de
microrganismos endofiticos, que podem manifestar-se em diferentes fases do cultivo in
vitro e tornarem-se limitantes a micropropagacao (Grattapaglia; Machado, 1998).

Assim como em outras espécies lenhosas, a propagacgao in vitro de nogueira-pecan
em grande escala ¢ limitada pela contaminag¢ao do meio de cultura por microrganismos,
sobretudo por fungos (Renukdas; Manoharan; Garner, 2010). Mesmo com a utilizagao de
material juvenil (seedlings) mantido em ambiente com maior rigor fitossanitario, grandes
problemas com a contaminacao fungica e a viabilidade desses explantes no cultivo in
vitro sdo relatados. Na literatura, distintos protocolos de desinfestagdo superficial dos
explantes de nogueira-pecan foram utilizados, a exemplo do cultivo in vitro de segmentos

nodais retirados de mudas de nogueira-pecan com quatro semanas de idade, Wood (1982)
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obteve um crescimento de contaminantes parcialmente controlado pela adi¢ao de
antibidticos ao meio de cultura. No entanto, poucos estudos exploraram a aplicagdo de
estratégias de manejo fisiolodgico e sanitdrio sobre as plantas doadoras de explantes,
sobretudo o seu uso combinado.

Além das dificuldades impostas por essa classe de plantas, o cultivo in vitro em
grande escala tem como entrave a excessiva demanda por mao de obra, o que encarece 0s
custos da producao de mudas (Gerald, 2011). Geralmente, cada espécie necessita de uma
metodologia especifica no processo de micropropagacao, compreendida por etapas que
vao desde a manutengao das plantas doadoras de explantes, passando pela desinfestacao
do material vegetal, at¢ a adocdo de um meio de cultura mais adequado para a
multiplicagdo e enraizamento (Diniz et al., 2008). Ainda assim, essa técnica de cultivo in
vitro permite uma melhor relacdo custo-beneficio, pois possibilita produzir, em escala
comercial, uma grande quantidade de material uniforme e selecionado (Cid, 2014).

De acordo com Grattapaglia e Machado (1998), a fim de minimizar os problemas
recorrentes durante o estabelecimento, na fase que antecede a coleta dos explantes ¢
preconizada a ado¢cdo de um manejo fisioldgico e sanitario por meio da adogdo de um
conjunto de tratamentos. Entre eles estdo a manutencdo em ambiente protegido; a
aplicacdo de fungicidas, bactericidas e inseticidas; manutencao em substrato esterilizado;
a simulag¢ao de um periodo de vernalizagdao no caso de espécies de clima temperado e o
estiolamento de ramos. Esse tltimo destaca-se no combate a contaminagao endofitica dos
explantes.

A técnica de estiolamento consiste em submeter a planta matriz ao alongamento
dos entrends através do seu cultivo em um ambiente desprovido de luz, ndo havendo a
formacdo de clorofila, fazendo com que a taxa de replicacdo do microrganismo nao

acompanhe o rapido alongamento do éapice, dessa forma essa regido do vegetal tem
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maiores chances de nao estar contaminada (Torres; Teixeira; Pozzer, 1998). Essa pratica
também provoca alteragdes fisiologicas, modificando o conteudo de precursores de
compostos fenolicos no tecido vegetal (Krishna ef al. 2008), podendo ser empregado para
minimizar problemas na fase inicial da micropropagacao.

Menores indices de oxidagdo fendlica no estabelecimento in vitro de espécies
lenhosas como abacateiro (Persea americana Mill.) (Lauraceae) (Restrepo Osorio et al.,
2018), amoreira (Rubus sp.) (Rosaceae) (Pelizza et al., 2016) e oliveira (Olea europaea
L.) (Oleaceae) (Moreira et al., 2017) foram atribuidos ao estiolamento. Quanto a
contaminagdo por microrganismos, em estudos com Castanha sativa (Fagaceae), os
resultados indicaram que o estiolamento proporcionou o estabelecimento e multiplicacao
de explantes livres de contaminagao (Ballester; Sanchez; Vieitez, 1989). Ja com nogueira-
pecan, a técnica também foi utilizada, mas a fim de obter melhores resultados de
enraizamento dos explantes in vitro, nao sendo abordados seus efeitos sobre a oxidacao,
tampouco sobre a contaminagdo por microrganismos (Hansen; Lazarte, 1984).

Na literatura, ndo foram encontradas informagdes quanto ao uso da técnica de
estiolamento de brotagdes apicais em plantas de nogueira-pecan para o fornecimento de
explantes livres de microrganismos endofiticos e a reducao da oxidagdo fenolica. Além
disso, as informagdes do uso de técnicas de manejo fisioldgico e sanitario em plantas
doadoras de explantes da espécie sdo restritas, como nos estudos de Avila-trevifio et al.
(2013), onde um fungicida nao sistémico foi aplicado semanalmente com a irrigagao
sobre as plantas doadoras de explantes, ndo sendo abordados os efeitos sobre a
contaminagdo. Mesmo em protocolos tidos como assépticos, como no caso do uso de
embrides isolados de sementes tratadas com solugdo fungicida, houve alta incidéncia de
contaminagdo apoés trés semanas em meio de cultivo (Renukdas; Manoharan; Garner,

2010).
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Nesse sentido, em fungao da falta de informagdes para a espécie quanto ao manejo
fisiologico e sanitario das plantas doadoras de explantes, justifica-se o desenvolvimento
de estudos com uma combinagao de tratamentos preventivos, entre eles o estiolamento de
brotagdes, a fim de constatar os seus efeitos sobre o estabelecimento e multiplicagao in

vitro de nogueira-pecan.
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3 CAPITULO 1

Ensaios para o estabelecimento in vitro de explantes caulinares isolados de
seedlings de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch submetidas a manejo

fisiologico e sanitario
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RESUMO

A producao comercial de mudas de nogueira-pecan [Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch] ¢ dificultada pela falta de métodos propagativos rapidos e com
uniformidade genética. Técnicas como a micropropaga¢do podem minimizar essas
dificuldades por meio do atendimento de uma demanda crescente por mudas clonais.
Entretanto, a técnica ¢ dificultada, principalmente, pela contaminagdo por
microrganismos, o que pode ser contornado por meio do uso de tratamentos preventivos
aplicados as plantas doadoras de explantes, entre eles, o estiolamento de brotagdes
apicais. O objetivo deste trabalho foi avaliar o estabelecimento in vitro de explantes
caulinares isolados de seedlings submetidas a um manejo fisioldgico e sanitarios. Apos
uma poda dréstica e um periodo de vernaliza¢dao, mudas oriundas de sementes da cultivar
‘Barton’ foram mantidas no escuro a uma temperatura de 30+2 °C. Brotagdes estioladas
com cerca de 2 cm de comprimento foram coletadas e submetidas a desinfestagdo
superficial por imersdo em solugdo de dioxido de cloro (0,007% i.a.) e testando-se duas
concentragdes de hipoclorito de sédio (1,5 e 1% i.a.), consistindo nos Estudos I e II deste
trabalho. O segmento apical e o 1° segmento nodal (tratamentos) foram isolados e
cultivados in vitro em meio BDS até os 60 dias. Posteriormente, foram subcultivados em
meio WPM. O meio BDS foi acrescido de 30 g L™! de sacarose, 0,02 uM de 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D), 2,5 g L' de Phytagel® e pH ajustado para 5,8. J4 0 meio
WPM foi acrescido de 20 g L glicose, 3,5 g L™! de Phytagel e pH ajustado para 5,7. Em
ambos, foram acrescidos 13,32 uM de benzilaminopurina e o pH foi ajustado antes da
autoclavagem a 121 °C, 1,2 atm. de pressdo durante 15 min. Foram avaliadas a presenca
de micélio de fungos, colonias bacterianas, oxidacdo e regeneracdo de brotos nos
explantes e os resultados submetidos a analise de regressao logistica. Ao final de 150 dias
de avaliagdes, em ambos os estudos, houve diferenga significativa entre os tratamentos
para as variaveis contaminacdo fungica, com o menor percentual observado nos
segmentos apicais. A contaminagdo bacteriana ndo se manifestou nos apices do Estudo II
e apresentou baixos percentuais nos segmentos nodais. A oxida¢ao foi observada, mas
ndo foi um impeditivo para a regeneracao de brotos nos explantes. Desta forma, visto que
a incidéncia de contaminagao fingica estabilizou logo no inicio dos estudos e a bacteriana
apresentou baixa incidéncia, conclui-se que o manejo fisiologico e sanitario aplicado as
plantas doadoras ¢ capaz de minimizar consideravelmente esses problemas na fase de
estabelecimento. No entanto, o protocolo precisa ser adequado para uma menor
incidéncia de oxidacao.
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3.1 Introducao

Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, popularmente conhecida no Brasil como
nogueira-pecan, ¢ uma espécie arborea pertencente a familia botanica Juglandaceae,
representada por individuos que podem ultrapassar os 30 metros de altura. Suas sementes
sdo caracterizadas pela grande quantidade de compostos benéficos para a satide como
polifenois, entre outros, os quais conferem uma importante fonte alimentar antioxidante
(Dominguez-Avila et al., 2015). Diante dessa informagao e o aumento do consumo de
alimentos saudaveis com efeitos nutracéuticos, ha uma grande demanda por nozes no
mercado.

De acordo com Haroon (2010), ha uma queda acentuada de nogueiras-pecan e
seus produtos devido ao ataque de doencas e a falta de métodos rapidos de propagagao.
Ainda assim, € crescente o interesse no cultivo da espécie em diversas regides do mundo.
Suas perspectivas de cultivo sdo bastante promissoras nos paises do Hemisfério Sul,
especialmente devido a época de colheita que coincide com a plena entressafra da cultura
nos paises considerados grandes produtores e, ao mesmo tempo, OS maiores
consumidores.

No Brasil, o seu cultivo ¢ favorecido, principalmente, pela adaptacdo
edafoclimatica na regido sul (Fronza; Hamann, 2016). No entanto, as informacgdes do
cultivo no pais ainda sdo limitadas e a implantacdo de pomares ¢ dificultada devido ao
tempo requerido para a producdo e, consequentemente, pelo alto custo das mudas
ofertadas (Fronza; Poletto; Hamann, 2015). Além disso, o setor produtivo carece da
producdo de mudas com maior uniformidade genética e padrao morfologico (Fronza;
Hamann, 2016), visto que a propaga¢do sexuada ndo propicia a producdo de porta-
enxertos homogéneos (Poletto et al., 2015; Warren, 2015). Essas mudas quando levadas

a campo, acarretam a forma¢ao de pomares desuniformes com plantas muito grandes,
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com diferentes demandas por agua e nutrientes, além de dificultar as operagdes
mecanizadas (Fronza; Hamann, 2016).

A micropropagacdo, técnica que se baseia na formagao de novos individuos a
partir da regeneragao de tecidos oriundos de uma planta doadora (Grattapaglia; Machado,
1998), pode beneficiar a produgao clonal de mudas de nogueira-pecan com uma melhor
relagdo custo-beneficio, ou seja, oferecendo plantas de qualidade e com as caracteristicas
desejaveis requeridas, entre elas a resisténcia a doengas € nozes de maior tamanho, além
de um maior nimero de mudas uniformes em menor tempo. Nessa técnica, o principal
objetivo durante a fase de estabelecimento ¢ a obtengao de culturas sem a manifestagao
de microrganismos endofiticos e, em melhores casos, culturas axénicas, ou seja, explantes
livres desses microrganismos.

A contaminacdo do meio de cultura, sobretudo por fungos, ¢ considerada o fator
limitante para a propagacao in vitro de nogueira-pecan em grande escala (Renukdas;
Manoharan; Garner, 2010). Como ¢ comum em espécies lenhosas, este problema se
agrava quando os explantes sdo obtidos de plantas doadoras provenientes do campo, onde
os niveis de contaminacao tendem a ser maiores (Ferreira et al., 2009). Ainda assim,
plantas doadoras de explantes mantidas em ambientes que permitem maior rigor
fitossanitario, como casas de vegetagao, podem ser fontes de microrganismos. Na maioria
dos estudos com nogueira-pecan, mesmo nos casos onde as plantas matrizes foram
mantidas nesses ambientes, foram utilizados métodos de desinfestacao superficial dos
explantes, assim como a inclusdo de antibidticos e fungicidas, tanto na etapa de
desinfestagcdo, quanto na incubagdo, a fim de reduzir a associacdo com microrganismos.
Poucos estudos exploraram o uso do manejo fisioldgico e sanitdrio por meio de
tratamentos preventivos aplicados as plantas doadoras de explantes para o controle de

microrganismos endofiticos.



32

Entre as técnicas de manejo fisioldgico e sanitdrio que podem ser utilizadas,
destaca-se o estiolamento de brotacdes apicais (Torres; Teixeira; Pozzer, 1998). Essa
técnica resulta em um acentuado alongamento dos entrenos, nao sendo acompanhado pela
taxa de multiplicagdo e movimentacao de microrganismos na mesma velocidade (Pasqual
et al.,2010). Além disso, de acordo com Cutter (1986), o apice caulinar ¢ uma regido em
constante divisao celular, formando uma estreita faixa de células em diferenciacdo. Sendo
assim, mesmo quando nao estiolado, Almeida, Yara e Almeida (2005) levantaram a
hipdtese de que essa regido pode ser axénica ou, pelo menos, de pequena mobilidade para
0s microrganismos no vegetal. Nos estudos com nogueira-pecan, a inclusdo dessa técnica,
entre outras, em um manejo preventivo sobre as plantas matrizes doadoras de explantes e
a adequacao dos protocolos de micropropagagao podem vencer os problemas nas etapas
iniciais advindos, principalmente, da contaminagdo por microrganismos.

Essas informagdes conduzem a ideia de que o estiolamento favorece a obtengao
nao s6 de apices, mas de segmentos nodais axénicos, ou seja, propiciando a obtencao de
um material livre de microrganismos de diferentes classes, como fungos e bactérias,
possibilitando a incubagao de explantes livres desses agentes contaminantes. Desta forma,
o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de contaminagdo, oxidagdo fenolica e
regeneragdao de brotos no estabelecimento in vitro de explantes caulinares isolados de
seedlings de nogueira-pecan submetidas a um manejo fisioldgico e sanitario, sobretudo o

estiolamento de brotagdes apicais.

3.2 Material e Métodos
Os estudos foram conduzidos no Laboratorio de Biotecnologia do Departamento
de Horticultura e Silvicultura da Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio

Grande do Sul (UFRGS).
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3.2.1 Plantas doadoras de explantes

Ao todo, foram utilizadas 40 mudas obtidas de sementes (seedlings) da cultivar
‘Barton’, com aproximadamente 2 anos ¢ 3 meses de idade e cultivadas em sacos de
polietileno pretos, com 50 cm de altura (3,9 L), contendo como substrato uma mistura de
material organico e solo mineral. As sementes para a produc¢do das mudas foram oriundas
de polinizagdo aberta em um pomar comercial localizado no municipio de Cachoeira do

Sul, RS.

3.2.2 Manejo fisiologico e sanitario das plantas doadoras de explantes

Por 19 semanas antes a incubacdo dos explantes, as plantas doadoras
permaneceram em casa de vegetacdo, onde foram fertirrigadas com uma solugao nutritiva
contendo 2,3 g L' de uma formula NPK 16-5-16 na dose de 100 mL por planta a cada 7
dias e a irrigadas a cada 2 dias com a dose de igual volume. A formulagdo e a frequéncia
da fertirrigagcdo foram adotadas apds a constatacdo da baixa condutividade elétrica (CE)
do lixiviado (de 0,8 a 1,2 mS), obtido através do método Pour Thru (Cavins et al., 2000),
em cinco mudas ao acaso, indicando um nivel de nutrientes insuficiente para sustentar
um rapido crescimento. De acordo com estes mesmos autores, a faixa de condutividade
elétrica considerada normal para a maioria das plantas em crescimento varia de 2,6 a 4,6
mS.

Essas plantas foram submetidas a uma poda drastica com o auxilio de uma tesoura
de poda e padronizadas a uma altura de, aproximadamente, 40 cm acima do nivel do
substrato. Posteriormente, foram transferidas para uma camara do tipo Biochemical
Oxygen Demand (BOD) a 5 + 2 °C, na auséncia de luz, onde permaneceram por 15 dias
para vernalizagao e suplementacgdo das horas de frio necessarias a superagcao da dorméncia

e posteriormente estimular suas brotagoes.
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Apos esse periodo de vernalizagdo, e a fim de obter brotagdes apicais estioladas
(Apéndice 1A), as plantas foram mantidas no escuro sob temperatura constante de 30 + 2
°C, sendo essa condi¢ao monitorada com o auxilio de um termostato acoplado a um
aquecedor elétrico de ceramica, instalados no interior de uma camara com isolamento
térmico (Apéndice 1B). A coleta de brotacdes, iniciada apds 10 dias de manutengao das
mudas nessas condigdes, ocorreu quando estas apresentavam aproximadamente 2 cm de
comprimento, medida adotada como padrao, sendo excisadas com uma lamina de bisturi.
Tanto para os procedimentos de poda drastica, como para os de coleta das brotagdes
estioladas, as ferramentas de corte utilizadas foram desinfestadas com etanol a 70% (v/v)
a cada incisdo, a fim de evitar a transmissdo de microrganismos entre as plantas e
brotagoes.

Em funcao da desuniformidade das brotagdes, as coletas ocorreram a cada trés
dias, ao longo de 15 dias e foram precedidas (em 24h) pela aplicacao de um fungicida
sist€émico e de contato a base dos ingredientes ativos Metalaxil + Mancozeb (0,12 ¢ 1,92
g L'1). Apds a coleta, essas brotagdes foram imediatamente submersas em uma solugdo
de 4gua deionizada com 1 g L' de 4cido ascorbico, para prevenir a desidratagio e a

oxidagdo na regido dos cortes, até serem levadas imediatamente ao laboratoério.

3.2.3 Desinfestaciao superficial das brotacoes estioladas

Até esta etapa, as mudas receberam os mesmos tratamentos e, a partir de
observagdes feitas em testes preliminares, um método distinto dos protocolos usuais, ou
seja, uma etapa etilica seguida por hipoclorito de sdédio (NaClO), foi elaborado para a
desinfestagdo superficial das brotagdes estioladas. Desta forma, a etapa etilica foi

substituida por dioxido de cloro (CIO3) e a etapa com NaClO foi mantida, mas em
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diferentes concentragcdes como uma forma de observar a sua agao, constituindo os estudos
deste trabalho, exemplificados na Tabela 1 e descritos a seguir.

3.2.3.1 Estudo I

Neste estudo, a desinfestagdo consistiu em 30 min em solu¢do contendo CIO; a
0,007% (i.a.), seguida de 10 min em NaClO a 1,5% (i.a.), ambas sob agitacdo.

3.2.3.2 Estudo 11

J& neste estudo, a etapa com CIO; foi mantida, ou seja, 30 minutos em solu¢do a
0,007% (i.a.), seguida de 10 min em NaClO com uma menor concentragdo, sendo 1%
(i.a.), ambas sob agitacao.
TABELA 1. Descrigdo da concentragdo dos agentes desinfestantes ¢ o tempo de

exposi¢do utilizados para a desinfestagdo superficial em estudos com

brotagdes estioladas de seedlings de nogueira-pecan [Carya Illinoinensis
(Wangenh.) C. Koch].

Estudos Descri¢ao dos agentes e etapas da desinfestacio superficial
I CIO2 0,007% por 30 min + NaClO 1,5% por 10 min
I ClIO2 0,007% por 30 min + NaClO 1% por 10 min

Posteriormente, em ambos os estudos, foi realizada a triplice lavagem com agua
deionizada e autoclavada em camara de fluxo laminar. Os estudos foram conduzidos em

um intervalo de 30 dias a partir de explantes coletados das mesmas plantas doadoras.

3.2.4 Meios de cultura e incubacio dos explantes

Com o auxilio de um bisturi, foi realizada a excisao do segmento apical e do
segmento nodal logo abaixo ao apice (1° segmento nodal) com aproximadamente 5,0 mm
de comprimento, contendo uma gema no tergo superior (Figura 1A e 1B), consistindo nos
tratamentos. Esse procedimento foi realizado sobre diferentes pontos de folhas de papel

toalha autoclavado, uma brotagdo por folha.
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FIGURA 1. Brotagao estiolada de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch dividida de
acordo com a localizacdo das gemas em segmento apical e 1° segmento
nodal (A) e representacdo da excisdao do segmento apical (B) com
aproximadamente 5 mm de comprimento.

Dois meios de cultura foram utilizados para diferentes fases dos estudos, sendo
eles o meio BDS (Dunstan; Short, 1977) e o meio WPM (Lloyd; McCown, 1980), ambos
avaliados por outros pesquisadores para o estabelecimento de explantes de nogueira-
pecan. A substitui¢do do meio de cultura foi adotada apds a constatagdo da oxidagao dos
brotos em protrusdo, sendo atribuido aos componentes do meio de cultura.

A incubagdo e o primeiro subcultivo foram realizados em tubos de ensaio, um
explante por tubo, contendo 10 mL de meio de cultura BDS a 100% da concentragao de
sais, acrescido de 30 g L™! de sacarose, 13,32 uM de benzilaminopurina (BAP), 0,02 uM
de 4cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), 2,5 g L'! de Phytagel® (Sigma) e pH ajustado
para 5,8. O meio de cultura adotado foi baseado no protocolo de Corte-Olivares, Phillips
e Butler-Nance (1990) e a concentracdo de BAP no protocolo de Renukdas, Manoharan
e Garner (2010).

A partir do segundo subcultivo (60 dias), foram utilizados frascos de volume de
200 mL, contendo 30 mL de meio de cultura WPM a 100% da concentracdo de sais,
acrescido de 20 g L' de glicose, 13,32 pM de benzilaminopurina (BAP), 3,5 g L' de

Phytagel® e pH ajustado para 5,7, com base no protocolo de Renukdas, Manoharan e



37

Garner (2010). Nessa etapa, os explantes foram cultivados de forma coletiva, ou seja,
quatro explantes por frasco.

A cada preparo de meio de cultura, o pH foi ajustado antes da autoclavagem a 121
°C, 1,2 atm. de pressao durante 15 min. Os recipientes com os explantes foram
acondicionados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 24

a 29 °C e intensidade luminosa de 30 pmol m™ s

3.2.5 Variaveis analisadas e método estatistico

As avaliacdes foram feitas a cada 30 dias, periodo em que também foram feitos
os subcultivos, e finalizadas aos 150 dias apds a incuba¢do. Foram contabilizados os
explantes com a presenca de micélio de fungos; colonias bacterianas; oxidacdo e
regeneracdo de brotos, além do niamero de brotos por explante.

Considerou-se oxidado aquele explante com escurecimento dos tecidos e
regenerado aquele que, mesmo oxidado, apresentou a protrusao de brotos. A avalia¢ao da
oxidacdo foi realizada com base no escurecimento iniciado na regido dos cortes,
comprometendo 50% ou mais da area do tecido do explante e aqueles que posteriormente
tiveram, além do explante, os seus brotos oxidados. Explantes com brotos verdes nao
foram contabilizados como oxidados.

Os estudos foram conduzidos em delineamento de blocos inteiramente
casualizados, tomando como fator de bloqueamento o periodo de coleta das brotacdes
estioladas, avaliando a brotagdo estiolada em 2 niveis (segmento apical e 1° segmento
nodal), constituindo nos tratamentos. O Estudo I foi constituido por cinco blocos e o
Estudo 11, quatro blocos, com oito explantes por parcela. O tratamento controle nao foi
considerado, visto que em testes preliminares com explantes ndo estiolados, houve a

constatagdo de contaminag¢do por microrganismos em 100% dos explantes.
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Os dados correspondentes as variaveis dependentes foram submetidos a analise
de regressao logistica devido as caracteristicas binarias (presenca/auséncia) de
probabilidade de ocorréncia em fungdo das variaveis independentes (explante/bloco) e o
grau de significancia foi aferido seguindo uma distribui¢do Qui-quadrado.

Todas as manipulagdes e analise de dados foram realizadas usando o software

XLSTAT, versdao 2019.4.1.

3.3 Resultados e discussiao
Quanto as variaveis analisadas, apos a incubagdo até o ultimo subcultivo realizado

aos 120 dias, obtiveram-se os seguintes resultados:

3.3.1 Estudo I
De acordo com a anélise de regressao logistica, observa-se que houve diferenca
significativa entre os tratamentos (segmento apical e 1° segmento nodal) para a
contaminagdo fingica durante o periodo de 120 dias de avaliagdes, bem como para a
contaminagdo bacteriana. Ja para as variaveis regeneracao, durante todo o periodo, e
oxidagdo, exceto aos 60 dias, ndo houve diferenga significativa (Tabela 2).
TABELA 2. Andlise da regressdo logistica do estabelecimento inicial e subcultivos do
segmento apical e 1° segmento nodal isolados de seedlings de Carya

illinoinensis (Wangenh.) K. Koch submetidas a manejo fisiologico e
sanitario (Estudo I) (p<0,05).

Contaminacao L N
e — ; Oxidagao Regeneracao
Variaveis Fungica Bacteriana
analisadas — Qui- Qui- Qui- Qui-
quadrado f quadrado f quadrado r quadrado
30 dias 10,565 0,001 4,644 0,031 0,102 0,749 0,616 0,432
60 dias 10,565 0,001 4,644 0,031 9,234 0,002 0,830 0,362
90 dias 10,565 0,001 4,644 0,031 0,247 0,619 0,066 0,797
120 dias 10,565 0,001 4,644 0,031 0,247 0,619 0,066 0,797
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Até os 120 dias, os maiores percentuais de contaminacdo fungica foram
observados nos segmentos nodais (21,19%). Nao houve a manifestacdo da contaminagado
bacteriana até os 15 dias apods a incubagdo e, apos esse periodo, ocorreu em ambos os
tratamentos, ainda assim, em baixos niveis, manifestada at¢ o segundo subcultivo (60
dias), sem novas ocorréncias a partir de entao.

Quanto a regeneragao, ja aos sete dias apds a incubacao, foi possivel observar a
protrusao de brotos nos segmentos apicais (Figura 2), sendo observado nos segmentos
nodais a partir dos 15 dias, ndo diferindo estatisticamente desde entao, provavelmente em
fun¢do de um equilibrio do balango hormonal entre os explantes e o meio de cultura e,

consequentemente, uma melhora na reacao dos segmentos nodais.

FIGURA 2. Aspecto do segmento apical (Esquerda) e 1° segmento nodal (Direita) logo
apo6s a incubagdo (A) e inicio da regeneragdo de brotos no segmento apical
e aumento da oxidacdo no segmento nodal aos 7 dias ap6s a incubagio (B),
excisados de brotacdes estioladas de seedlings de Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch submetidas a manejo fisiologico e sanitario.
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Apo6s o quarto subcultivo (120 dias), toda a quarta coleta (Bloco 4) referente ao
Tratamento 1 foi perdida para a contaminagao exdgena, caracterizado pelo crescimento
micelial de fungos sobre um ponto da superficie do meio de cultura e que se desenvolveu
rapidamente em todo o frasco. Essa ¢ uma das desvantagens do cultivo de explantes de
forma coletiva em frascos com maior capacidade de volume de meio de cultura,
comparado ao cultivo em tubos, visto que o tempo de manipulacao para a acomodagao de
varios explantes e a superficie de abertura do frasco sdo maiores, favorecendo a entrada

de microrganismos.

3.3.2 Estudo 11

Assim como no Estudo I, a regressao logistica demonstrou diferenga significativa
entre os tratamentos para as varidveis contaminagdo fiingica e contaminacao bacteriana,
além da regeneragdo até os 120 dias. Para a varidvel oxidacdo, ndo houve diferenca

significativa durante todo o periodo de avaliagdes (Tabela 3).

TABELA 3. Andlise de regressdo logistica do estabelecimento inicial e subcultivos do
segmento apical e 1° segmento nodal isolados de seedlings de Carya
illinoinensis (Wangenh.) K. Koch submetidas a manejo fisiologico e
sanitario (Estudo II) (p<0,05).

Contaminacao L N
o - - Oxidagao Regeneragao
Varlhavels Fungica Bacteriana
analisadas Qui- ] Qui- ; Qui- . Qui- Pr
quadrado quadrado quadrado quadrado

30dias 13,563 0,000 6,824 0,009 2,664 0,103 16,358 <0,0001
60 dias 13,563 0,000 8,991 0,003 0,659 0,417 12,024 0,001
90 dias 13,563 0,000 8,991 0,003 0,698 0,403 12,198 0,000
120 dias 13,563 0,000 8,991 0,003 1,796 0,180 16,055 <0,0001

A contaminagdo fungica manifestou-se somente nos segmentos apicais em uma
média de 12,50%. Esse fato pode ser explicado como consequéncia de uma higieniza¢do

inadequada das brotagdes estioladas, etapa que antecedeu a desinfestacao superficial. Isso
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porque nos segmentos apicais estdo presentes os primoérdios foliares que sao de dificil
remogao, além de ser uma regido com densa pilosidade, o que dificulta o contato dos
agentes desinfestantes, sobretudo em menor concentracdo de NaClO, conforme a

metodologia adotada nesse estudo (Figura 3).

I 1 mm : o I 1 'mmz

| 1 'mm

FIGURA 3. Etapas do procedimento de higienizagdo de uma brotagdo estiolada de
Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch, realizado previamente a
desinfestagdo superficial, por meio da retirada das folhas (A, B) e dos
primoérdios foliares do segmento apical (C, D).

>

Essa suposi¢ao baseia-se nos resultados dos estudos de Knox e Smith (1980) que,
utilizando microscopia eletronica, concluiram que tecidos jovens de nogueira-pecan,
obtidos ap6s um rapido crescimento, sdo livres de fungos endofiticos desde o apice até 5
cm abaixo, enquanto os tecidos mais velhos continham hifas fingicas nos espacos

intercelulares. Sendo assim, considerando que esse percentual de contamina¢do do Estudo
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IT teve origem superficial, a associacao de um detergente concentrado as solucdes durante
a etapa de desinfestacdo superficial pode auxiliar na redug¢do desses indices de
contaminag¢do, diminuindo a tensao superficial e melhorando a capacidade de penetragao
dos agentes desinfestantes. Quanto a contaminacao bacteriana, diferentemente do Estudo
I, ocorreu somente nos segmentos nodais e em baixos niveis (2,5%).

Em relacdo a oxidacdo, os resultados obtidos em ambos os estudos foram
possiveis mediante algumas adequagdes. Em estudos preliminares, essa variavel foi
desencadeada pela agressividade dos agentes utilizados nos protocolos usuais de
desinfestacdo superficial, ou seja, uma combinacdo da etapa etilica com a etapa de
NaClO. Mesmo em um curto tempo de exposicao a diferentes concentragdes desses
agentes, houve um acentuado escurecimento dos tecidos (Figura 4A e 4B). No entanto, o
uso isolado de etanol ou NaClO em diferentes concentragdes, apesar de reduzir o
escurecimento superficial, ndo foi eficiente ao controle da contaminagdao por
microrganismos (Dados nao publicados). Em segmentos apicais estiolados de mudas de
abacateiro (Persea americana Mill. ‘Hass’) (Lauraceae), também houve altos indices de
escurecimento superficial apds uma combinacao de agentes no processo de desinfestacao,
utilizando, entre outros, o NaClO a 2% (i.a.) por 10 min, ocasionando a necrose € morte
de 100% desses explantes (Restrepo Osorio et al., 2018).

Muitas vezes, os produtos utilizados para a desinfestagao superficial podem
danificar de forma irreversivel o tecido vegetal que sera utilizado como explante (Casales;
Van der Watt; Coetzer, 2018). Provavelmente as brotagcdes estioladas sejam mais
suscetiveis a danos causados por esses agentes, visto que, de acordo com Fachinello et al.
(1995), brotacdes herbaceas apresentam baixo grau de lignificagdo, e o estiolamento, por
sua vez, inibe este processo (Biasi, 1996), por meio da inibi¢do de enzimas precursoras

de lignina (Taiz et al., 2017), tornando os tecidos mais sensiveis. Diante disso, nos
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Estudos I e 11, a etapa etilica foi excluida e substituida por C1O; diluido em uma solugao
aquosa a uma concentracdo de 0,007% (i.a.), sendo a indicada pelo fabricante de um
produto comercial para a higienizacao em atividades de pos-colheita.

Com a adogdo dessa metodologia, o escurecimento superficial das brotacdes
também foi observado, mas de forma menos intensa (Figura 4C). J& o uso isolado de CI1O»
na mesma concentragao e com a mesma finalidade em um estudo realizado paralelamente,
ndo provocou nenhum escurecimento, entretanto, essa concentracdo nao foi eficaz no
controle da contaminagdo por microrganismos (Dados nao publicados). Ainda assim, o
seu uso em protocolos de desinfestacao superficial ¢ promissor, uma vez que, de acordo
com Sigrist (2007), o ClO ¢ duas vezes e meia mais efetivo que o NaClO sobre os
microrganismos. Além disso, sua eficacia sobre a alteracdo da permeabilidade da
membrana desses agentes contaminantes ¢ comprovada (Srebernich, 2007). Esse tipo de

caracteristica pode facilitar a agdo de outros agentes desinfestantes.

.
“ ISmm

FIGURA 4. Aspectos de uma brotacao estiolada de Carya illinoinensis (Wangenh.) K.
Koch antes (A) e apds desinfestacdo superficial em etanol a 70% (v/v) por
um min, seguido de NaClO a 1,5% (i.a.) por 10 min (B) e com a adequagao
do protocolo, sendo utilizado CIO> a 0,007% (i.a.) por 30 min, seguido de
NaClO 1,5% (i.a.) por 10 min (C).

Apoés a incubacdo, mesmo com a adequacdo do protocolo de desinfestagio

superficial, observou-se a oxidacdo, mas que nao foi um impeditivo para a regeneragao
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de brotos nos explantes. Acreditou-se que os indices iniciais dessa variavel, observadas
no Estudo I, fossem desencadeados pela agressividade do NaClO aos tecidos dos
explantes. Diante disso, optou-se pela elaboragao do Estudo II, onde adotou-se uma
menor concentracdo desse agente. Ainda assim, essa metodologia nao reduziu os indices
dessa variavel, mas pode ter contribuido com a regeneragao de brotos por sua agdo menos
agressiva aos tecidos dos explantes. Nesse estudo, observou-se que a regeneracao ocorreu
de forma mais homogénea entre os tratamentos, podendo ter relacdo também com as
condigdes fisiologicas das plantas doadoras de explantes e os niveis endogenos de
citocinina, ja que ambos os estudos foram realizados com as mesmas plantas em um
intervalo de 30 dias. Pereira et al. (2015), em seus estudos com bananeira (Musa sp. ‘Farta
Velhaco’) (Musaceae), observaram altos indices de oxidagdo dos explantes (80%),
mesmo apos a adocdo de uma menor concentracdo de cloro ativo na desinfestacao
superficial (1% 1i.a.), e nesse caso ndo ocasionou a morte e permitiu o desenvolvimento e
a continuidade dos estudos in vitro, assim como observado nos explantes estiolados de
nogueira-pecan.

Posteriormente, em ambos os estudos, apds o primeiro subcultivo ocorrido aos 30
dias para o mesmo meio de cultura, observou-se que os brotos originados da regeneragao
foram tomados por um escurecimento de aspecto semelhante a base do explante oxidado,
evoluindo até a sua necrose (Figura 5A) e, em alguns casos, calos. Esse fato foi observado
em grande parte dos explantes que haviam regenerado, sendo mais evidente nos
segmentos apicais do Estudo I, exemplificado pela diferenca significativa entre os
tratamentos aos 60 dias (Tabela 2), comprometendo o efetivo alongamento desses
explantes. Mesmo com o aspecto necrotico dos brotos, optou-se pelo subcultivo desses

explantes em uma nova formulagao do meio de cultura, a fim de observar a sua reacao.
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Adotou-se 0 meio WPM, com base no protocolo estabelecido por Renukdas, Manoharan

e Garner (2010) em seus estudos com explantes de seedlings.

ApoOs essa substituicao foi possivel observar durante a avaliagdo no subcultivo
seguinte (90 dias), diferentes fases da regeneracdo dos explantes. Aqueles que
apresentaram grande parte do tecido oxidado desde o inicio do experimento (Figura 5B),
bem como 0s que iniciaram a regeneracao e tiveram suas brotagdes acometidas pela
oxidagdo (Figura 5C), comegaram a regenerar. Ja os que se desenvolviam normalmente

em meio BDS, emitiram multiplas brotagdes em meio WPM (Figura 5D).

1 mm

FIGURA 5. Resposta dos explantes caulinares estiolados de seedlings de Carya
illinoinensis (Wangenh.) K. Koch 30 dias apds incuba¢ao em meio de
cultura BDS (A) e a retomada da regeneragdo em diferentes fases 30 apos
subcultivo para o meio de cultura WPM (90 dias apds a incubagao).

Na literatura, ndo ha mencao de grandes problemas por oxidag¢do fenolica em
explantes caulinares de nogueira-pecan, provavelmente pela impossibilidade de avaliagao
dessa variavel devido a rapida e alta incidéncia de contaminagao por fungos, relatada nos
estudos. Uma das explicagdes poderia ser baseada em informacgdes quanto ao estimulo de
enzimas relacionadas a sintese de compostos fendlicos, provocada por injirias nos

explantes quando expostas aos agentes desinfestantes (Taiz et al., 2017). No entanto,
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esses resultados podem ser atribuidos a uma reacdo dos tecidos do explante aos
componentes do meio de cultura, uma vez que, em um estudo preliminar semelhante,
utilizando segmentos apicais estiolados fornecidos pelas mesmas plantas doadoras € o
mesmo protocolo de desinfestacao, diferindo quanto a utilizacao do meio de cultura WPM
desde a incubagdo, ndao foi observada a ocorréncia desse problema (Dados nao
publicados). Essa hipotese ¢ sustentada, pois, ao estiolamento também ¢ atribuida a
redugdo de compostos fendlicos (Grattapaglia; Machado, 1998), constatado nos estudos
com Mangifera indica L. (Anacardiaceae) que, além desses compostos, a técnica também
proporcionou uma reducdo significativa de peroxidase e polifenol oxidase, entre outras
enzimas envolvidas no metabolismo oxidativo (Krishna et al., 2008).

A maior eficiéncia do meio WPM sobre a micropropagacao de espécies lenhosas
¢ atribuida a sua composigao salina, além de uma maior disponibilidade de vitaminas
(Grattapaglia; Machado 1998). O meio BDS ¢ caracterizado por apresentar cerca de 1,4
vezes mais sais em relagao ao meio WPM, sobretudo potassio e nitrato. Oliveira et al.,
(2010) salientam quanto a necessidade da adog¢do de um meio de cultura de acordo a
presenca de reguladores de crescimento e a composi¢ao mineral dos proprios tecidos dos
explantes. Além disso, demonstraram em seu estudos que a presencga € o tipo de citocinina
no meio de cultura afeta a absor¢cdo de varios elementos pelo explante. Nesse sentido,
diante da falta de informagdes sobre as condigdes fisioldgicas dos explantes oriundos de
brotagdes estioladas, as hipoteses para a oxidacao e necrose dos brotos apds a incubagao
sdo a elevada concentracdao de citocinina, ja que foi baseado em um protocolo onde
adotou-se material nao estiolado, € o acimulo de elementos no explante fornecidos pelo
meio de cultura mais salino, alguns deles podendo estar até mesmo em niveis toxicos. De
acordo com Grattapaglia e Machado (1998), para a fase de estabelecimento, ¢

recomendado um meio com menor concentracao de sais € citocinina.
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Em relacdo a regeneragao de brotos, o tipo de explante influenciou o inicio da
resposta morfogénica no Estudo I, provavelmente em func¢ao do nivel endégeno de auxina
nos segmentos apicais, sendo responsavel pela maior velocidade em relacdo aos
segmentos nodais. Em ambos os estudos, foi obtida uma média de um broto por explante
a partir do terceiro subcultivo (90 dias). Esse resultado provavelmente foi afetado devido
ao processo oxidativo observado anteriormente, o que representa um atraso para a fase de
multiplicagdo, justificando a necessidade de adequagoes.

A maior taxa de multiplicacdo foi observada a partir do quinto e tltimo subcultivo,
ou seja, aos 150 dias apos a incubacgao, 90 dias apds a substitui¢ao para o meio WPM e
30 dias ap6s o subcultivo. Obteve-se uma propor¢ao média de 4,1 brotos por segmento
apical e 2,5 brotos por segmento nodal no Estudo 1. J4 no Estudo II, a média foi de 1,4 e
1,1, respectivamente. No entanto, ndo houve diferenca significativa para essa variavel
entre segmentos apicais € nodais em ambos os estudos (Tabela 4). Hansen e Lazarte
(1984), a partir de segmentos nodais extraidos de seedl/ings com dois meses de idade,
obtiveram uma média de 1,5 broto por explante em um unico subcultivo, utilizando o
meio WPM liquido suplementado com 13,32 uM de BAP. Ja Renukdas, Manoharan e
Garner (2010), utilizando o mesmo meio de cultura, obtiveram uma média de 9,66 brotos
(cultivar ‘Cape Fear’) e 9,33 brotos (cultivar ‘Desirable’) apos trés semanas de cultivo de

segmentos nodais de plantulas originadas do cultivo in vitro de embrides zigoticos.
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TABELA 4. Resultados obtidos ap6s 150 dias de estabelecimento de segmentos apicais
(T1) e segmentos nodais (1° logo abaixo aos segmentos apicais) (T2)
isolados de brotagdes de seedlings de Carya illinoinensis (Wangenh.) K.
Koch submetidas a manejo fisioldgico e sanitério.

Estudo |
Contaminacao o~ ~ Proporc¢ao
Tratamentos  Fungica Bagteriana Ox1(c;ag:ao Reger;/eragao média de
(%) (%) (%) (%) brotos:explante
T1 3,87 4,17 37,14 62,86 4,10
T2 21,19 5,82 52,24 47,76 2,50
Qui- 8,233 8,533 1,752 0,435 1,028
quadrado
Valor P 0,004 0,003 0,186 0,510 0,560
Estudo 11
T1 12,50 0 33,20 66,80 1,14
T2 0,00 2,50 64,50 35,50 1,12
Qui- 10,565 4,644 1,834 0,350 1,028
quadrado
Valor P 0,001 0,031 0,176 0,554 0,560

Embora ndo tenham sido comparados estatisticamente, visualmente os explantes

estabelecidos do Estudo 2 apresentaram uma melhor aparéncia em relagdo aos do Estudo

1 (Figura 6). Ainda assim, nesse ultimo, alguns genotipos se destacaram em relagdo a

proporc¢ao de brotos por explante, havendo casos onde foi possivel a repicagem de 18

brotos de um unico segmento apical e 15 de um tnico segmento nodal. Esse fato deve ser

avaliado com maior precisdo em trabalhos posteriores, por meio da identificacdo dos

genotipos, ou seja, a marcagdo das plantas doadoras de explantes, e 0 acompanhamento

do seu padrao de multiplicagdo in vitro, a fim de identificar os gendtipos superiores que

possibilitem maiores taxas de multiplicagdo e, consequentemente, um maior numero de

mudas clonais em menos tempo. Outra recomenda¢do ¢ a conducdo de estudos com

clones, ou seja, plantas doadoras de explantes geneticamente idénticas, a fim de isolar a

variabilidade entre plantas como o fator responsavel pelas diferencas observadas.
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FIGURA 6. Regeneragcdao de brotos apos 120 dias de incubag¢do de segmentos nodais
isolados de brotagdes estioladas de seedlings de Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch, submetidos a dois diferentes métodos de desinfestagao
superficial, consistindo em ClO2 a 0,007% (i.a.) por 30 min, seguido de
NaClO 1,5% (i. a.) por 10 min (A) e C102 a2 0,007% (i. a.) por 30 min, seguido
de NaClO 1,0% (i. a.) por 10 min (B).

Os resultados que merecem destaque se referem a contaminagdo, sobretudo a
bacteriana. Os indices apresentados aos 150 dias para a contaminagao fungica em ambos
os estudos, estabilizaram-se aos 15 dias, ou seja, ndo houve a contabilizagdo de novos
explantes contaminados por fungos a partir de entdo. O mesmo ndo ocorreu para a
contaminagdo bacteriana dos segmentos nodais no Estudo II, onde a manifestagdo de
bactérias ocorreu até os 60 dias, atribuidos a sua laténcia. De acordo com Van den Houwe
e Swennen (2000), microrganismos associados aos espagos intercelulares dos tecidos
vegetais (endofiticos) ndo sdo expostos a desinfestagdo superficial e podem permanecer
sem se expressarem por longos periodos devido a laténcia. Ainda assim, os resultados
chamam a aten¢ao quanto ao baixo percentual e até mesmo a auséncia de contaminagao
por bactérias no caso dos segmentos apicais do Estudo II (Tabela 4), diferentemente do
que ¢ comumente relatado na literatura com estudos in vitro de espécies lenhosas.

De acordo com George e Sherrington (1984), o nivel de contaminagao aceitavel

na fase de estabelecimento in vitro ¢ 10%. Para bananeira (Musaceae), uma das culturas
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mais propagadas comercialmente por cultura de tecidos, os indices aceitos sao de 15 a
20%, independente da cultivar (Embrapa, 2012). No caso de espécies lenhosas, a redugao
dos indices de contaminagdo para o estabelecimento in vitro de florestais de grande
importancia econdmica, a nivel experimental, foi possivel mediante o uso de agentes que
merecem cautela, como o HgCl> na desinfestacdo superficial de Pinus tecunumanii
(Pinaceae), reduzindo a contaminacao fingica a 16,7% (Zanella et al., 2018) e a inclusdo
do antibiotico Cefotaxima ao meio de cultura durante quatro subcultivos para constatar a
eliminagdo da contaminagao bacteriana em explantes de genotipos adultos de um hibrido
do género Juglans (Juglandaceae) (Licea-Moreno, 2016).

Na micropropagac¢ao de nogueira-pecan, ha relatos de contaminagdo fingica na
ordem de 20% ap0s trés semanas da incubagdo de segmentos nodais isolados de plantulas
obtidas do cultivo in vitro de embrides zigoticos (Renukdas; Manoharan; Garner, 2010).
Em outro estudo, o menor indice de contaminacdo em segmentos nodais isolados de
seedlings foi 30%, atribuidos a desinfestagao superficial com etanol e HgCL (Yang et al.,
2017). Wood (1982) relata o controle parcial da contaminagao por microrganismos
endofiticos no estabelecimento de segmentos nodais de seedlings, mas foi necessario
adicionar ao meio de cultura o antibidtico estreptomicina (antes da autoclavagem) e o
fungicida pimaricina (apés a autoclavagem). Diante dessas informacodes, os altos indices
de contaminagdo no estabelecimento in vitro da espécie acabam inviabilizando a
micropropagacdo comercial ou sdo possiveis mediante a protocolos onerosos e
trabalhosos.

Em relacdo a fase de multiplicacdo, o nivel maximo admitido por subcultivo ¢ de
2% (Costa; Scherwinski-Pereira; Otoni, 2010). Nos estudos que compdem este trabalho,
como nao houve a expressdao de microrganismos em ambos os tratamentos durante os

subcultivos do Estudo I, bem como nos apices e apos os 60 dias para os segmentos nodais
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do Estudo II, infere-se que o percentual de contaminacao nos subcultivos seguintes foi
zero, estando de acordo com o preconizado por esses autores. Nos trabalhos com
nogueira-pecan disponiveis na literatura, conforme anteriormente relatados, os indices de
contaminagdo durante os subcultivos ndo foram abordados, o que dificulta uma
comparacdo. Além disso, em ambos os estudos, as diferencas significativas entre os
segmentos apicais € nodais para as variaveis de contaminacao refletem os percentuais
obtidos logo apos a incubagdo, justificando a viabilidade de adog¢do de ambos os
explantes.

Ainda que esse material tenha apresentado baixa ou nenhuma manifestagdo de
contaminagdo bacteriana, uma deteccao de bactérias latentes através da indexagem ¢
recomendada. Essa técnica permite, através da transferéncia de segmentos dos explantes
para meios bacteriologicos especificos, a manifestacdo de diferentes contaminantes
mesmo quando em pouca quantidade (Costa; Scherwinski-pereira; Otoni, 2010). Desta
forma, ¢ possivel garantir se o estiolamento de brotagdes fornece explantes axénicos ou
nao.

Pasqual et al. (2010) relata que a contaminacdo por microrganismos tem
prejudicado a pesquisa cientifica devido a redu¢ao do nimero de explantes viaveis para
a condugdo de experimentos. Este mesmo autor sugere, como uma forma de estratégia
para contornar essas perdas, a geracao de informagdes importantes através da condugao
de experimentos com seedlings e, posteriormente, replica-las em material adulto. Sendo
assim, os resultados aqui apresentados constituem a primeira mengao sobre a utilizagao
do estiolamento de brotacdes como parte de um manejo fisioldgico e sanitario para a
obtenc¢do de baixos indices de contaminacao por microrganismos no estabelecimento de
nogueira-pecan in vitro, servindo de suporte para futuros trabalhos, como por exemplo, a

adequacdo na fase de multiplicacao e o estabelecimento de material adulto.
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Ainda que a clonagem in vitro de genotipos adultos, ou seja, em fase de produgao
de frutos, ndo ocorra com a brevidade esperada, este método apresentado para a obtengao
de um material propagativo livre de contaminag¢do por microrganismos, aliado as
adequacgOes necessarias, sobretudo a redu¢do do periodo de estabelecimento até a
multiplicagdo e aclimatizagdo, torna vidvel a micropropagacao a partir de exemplares
jovens. Desta forma, laboratorios comerciais serdo capazes de produzir grande quantidade

de porta-enxertos geneticamente uniformes e com sanidade garantida.

3.4 Conclusoes

E possivel obter explantes caulinares com baixos niveis e, até mesmo, livres de
contaminagdo por fungos e bactérias na fase de estabelecimento in vitro, utilizando-se
como fonte as brotagdes de seedlings de C. illinoinensis, submetidas a um manejo
fisioldgico e sanitario. No entanto, o protocolo precisa ser adequado para minimizar os

efeitos da oxidag@o e promover uma maior regeneracao de brotos nos explantes.
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4 CAPITULO 2

Ensaios para o estabelecimento in vitro de explantes caulinares isolados de
genotipos adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch submetidos a manejo

fisiologico e sanitario
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RESUMO

O interesse em produzir os frutos da nogueira-pecan [Carya illinoinensis (Wangenh.) C.
Koch] ¢ crescente em diversas regides do mundo. No entanto, a implantacdo de pomares
requer mudas de excelente qualidade, como uniformidade genética e padrao morfoldgico.
Para isso, a produgdo comercial de mudas precisa sofrer adequacdes e a micropropagagao
pode oferecer subsidios para isso, por meio da multiplicagdo de gendtipos com
caracteristicas superiores. No entanto, a técnica ¢ dificultada por problemas comuns ao
estabelecimento de espécies lenhosas, principalmente a contaminagdo por
microrganismos. Desta forma, o objetivo foi avaliar a viabilidade do manejo fisiologico
e sanitario por meio do emprego de tratamentos preventivos, sobretudo o estiolamento,
em plantas doadoras de explantes de genotipos adultos de C. illinoinensis e sua eficacia
sobre o desempenho desse material in vitro. Para isso, utilizaram-se mudas enxertadas
que foram mantidas em casa de vegetagdo e fertirrigadas, inicialmente, a cada 15 dias.
ApoOs uma poda drastica, essas mudas foram submetidas a um periodo de vernalizagao e,
a fim de estimular brotacdes estioladas, foram mantidas no escuro sob temperatura
constante (30 + 2 °C). Diferentes protocolos de desinfestacdo superficial, bem como de
meio de cultura encontrados na literatura para a espécie foram adotados, constituindo os
estudos desse capitulo. Além do nimero de brotos, foram contabilizados o seu
comprimento e nimero de gemas e, apds a incuba¢do dos explantes in vitro, a presenca
de micélio de fungos, coldnias bacterianas, oxidagdo e regeneracdo de brotos nos
explantes. Os dados foram apresentados em numeros absolutos, percentuais e, quando
possivel, analisados estatisticamente por regressao logistica. Apos uma avaliagdo
preliminar, constatou-se a viabilidade do estiolamento sobre as plantas doadoras e o
fornecimento de explantes, bem como sua ado¢cdo como um tratamento preventivo,
possibilitando a incubagdo de explantes com baixissimos indices de contaminacdo
fungica. Contudo, a contaminagao bacteriana nao foi controlada totalmente. Além disso,
foi possivel constatar que a oxidacdo fendlica pode ser contornada associando a técnica
de estiolamento a um meio de cultura especifico na fase do estabelecimento dos explantes.
Concluiu-se que ¢ possivel obter o estabelecimento in vitro de explantes de gendtipos
adultos, submetidos ao manejo fisioldgico e sanitario, com baixos indices de
contaminagdo por fungos, mas a técnica necessita de adequagdes para a obtencdo de
menores indices de contaminacdo bacteriana € uma maior propor¢do de brotos por
explante.
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4.1 Introducao

O interesse em produzir frutos da nogueira-pecan [ Carya illinoinensis (Wangenh.)
C. Koch] ¢ crescente em diversas regides do mundo. Nos ultimos anos, houve um
consideravel aumento do seu cultivo no Brasil, principalmente no estado do Rio Grande
do Sul (Bilharva et al., 2018), onde a espécie ¢ favorecida, principalmente, pela adaptagado
edafoclimatica (Fronza; Hamann, 2016). Ainda assim, a producdo ¢ inferior ao necessario
para o atendimento da demanda de consumo do mercado brasileiro (Bilharva et al., 2018),
denotando que o aumento de areas e/ou de produtividade dos pomares ¢ imprescindivel.

Diante da qualidade das mudas ofertadas atualmente, ha uma demanda por maior
uniformidade genética e padrao morfoldgico das mesmas (Fronza; Hamann, 2016). Por
se tratar de um investimento de longo prazo, a implantacdo de um pomar da espécie requer
um alto rigor, o que justifica a necessidade de oferta de mudas de qualidade. No entanto,
algumas deficiéncias no processo de produg¢do comercial de mudas precisam ser
superadas, visto que hd muitas dificuldades na propaga¢ao sexuada, especialmente quanto
a produc¢do de porta-enxertos homogéneos (Poletto et al., 2015; Warren, 2015).

As caracteristicas de interesse nas plantas de nogueira-pecan sdo mantidas por
clonagem que, atualmente, ¢ realizada por enxertia, sendo o unico método viavel de
propagacdo comercial de mudas da espécie (Nesbitt; Goff; Stein, 2002). Os porta-
enxertos, por sua vez, sdo propagados por sementes e, consequentemente, Sao
heterogéneos em funcdo da segregacdo. Com isto, podem ocorrer variagdes no
crescimento e no desempenho geral da arvore (Warren, 2015), havendo indicacdes de que
os porta-enxertos exercem algum controle sobre a dorméncia das gemas e rendimento dos
frutos (Knox; Smith, 1981). Desta forma, desde o inicio do século XX busca-se a

adequagdo dos métodos de producdo de porta-enxertos clonais, por estaquia, € de mudas



59

clonais pela enxertia (Warren, 2015), e mais recentemente através da cultura de tecidos
(Knox; Smith, 1981; Wood, 1982), de forma a garantir uma grande quantidade de plantas
geneticamente uniformes.

De acordo com Thompson e Grauke (2012), ha um grande potencial para a
multiplicagdo clonal de genotipos elites de nogueira-pecan pelas técnicas de cultivo in
vitro. Nos estudos com a espécie, houve um avango nos protocolos por organogénese
direta, sobretudo nas fases de estabelecimento e multiplicagdo (Knox; Smith, 1981;
Wood, 1982; Hanzen; Lazarte, 1984; Renukdas; Manoharan; Garner, 2010). No entanto,
ndo ha garantia da manutengdo do genotipo da planta doadora de propagulos, ja que os
resultados mais promissores nas diferentes fases que compdem a micropropagagao foram
obtidos a partir de explantes de exemplares jovens (plantulas obtidas da germinagdo de
sementes in vivo e de embrides zigoticos in Vvitro).

A ampla variabilidade genética pode ser superada através da micropropagacao a
partir de explantes retirados de individuos elite fenotipados a campo, visto que as
caracteristicas genéticas sdo conhecidas, diferentemente da clonagem a partir de embrides
zigbticos ou mudas com seus aspectos vegetativos e produtivos ainda a serem avaliados
(Bonga, 1987). Entre as vantagens, estao a uniformizagao de caracteristicas entre plantas
e a fixacao de atributos desejaveis, como a resisténcia a doencas, tolerancia a salinidade
ou nanismo. Além disso, este método também pode abreviar o tempo de produgao
comercial de mudas, através da obtencao de individuos sem a necessidade de enxertia.

No entanto, de acordo com Ballester, Sanchez e Vieitez (1989), os explantes
isolados de individuos adultos diferem consideravelmente quanto a capacidade de
micropropagacdo em comparagdo a seedlings. Além disso, hd um grande desafio a ser
superado quanto aos niveis elevados de contaminagao do meio de cultura ocasionado por

microrganismos endofiticos de explantes isolados de individuos adultos (Mantovani;
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Franco, 1998). Em funcao disso, para a viabilidade da micropropagacgdo, torna-se
imprescindivel a realizagdo de diversos testes preliminares e adequagdes nos protocolos,
a comegar pelas fases que antecedem a selegdo e o estabelecimento dos explantes.

Na literatura, varios pré-tratamentos sao propostos para superar as limitagdes no
estabelecimento in vitro de espécies lenhosas. Entre eles, a manutengdo das plantas
doadoras de explantes em ambiente protegido; a aplicagdo periodica de fungicidas,
bactericidas e inseticidas; o acondicionamento em substrato esterilizado; o
acompanhamento do estado nutricional das plantas; a aplicagdo de um tratamento de
vernalizacdo no caso de espécies de clima temperado e o estiolamento de brotagdes
(Grattapaglia; Machado, 1998). Esses trés ultimos baseiam-se em um principio basico
bem conhecido da micropropagacao, a saber, que o estado fisiologico da planta matriz
exerce grande influéncia na capacidade de seus propagulos se estabelecerem in vitro
(Grattapaglia; Machado, 1998).

A micropropagac¢ao de nogueira-pecan a partir de explantes de exemplares adultos
jéa foi explorada, indicando que ha potencial, apesar dos problemas por contaminacao
(Corte-olivares; Phillips; Butler-nance, 1990). No entanto, independentemente da fonte
dos explantes, os estudos de micropropagacgao por organogénese direta ndo mencionam a
ado¢do do manejo fisioldgico e sanitario das plantas doadoras de explantes. Aqueles
envolvendo explantes coletados de seedlings relatam apenas a manutengao das plantas
em casa de vegetagao (Wood, 1982; Hansen; Lazarte, 1984) e, além disso, a aplicagdo de
uma solugdo fungicida (Avila-Trevifio et al., 2013), sem tratamentos preventivos
adicionais. Nos estudos com gendtipos adultos, Corte-olivares, Phillips e Butler-nance
(1990) realizaram a coleta dos explantes diretamente a campo.

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi verificar a viabilidade do manejo

fisiologico e sanitario, sobretudo o estiolamento, em genotipos adultos de C. illinoinensis
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e seus efeitos sobre a oxidacdo e contaminagdo por microrganismos no estabelecimento

in vitro de explantes caulinares.

4.2 Material e métodos

Foram executados ensaios com a incubagao de segmentos apicais e nodais in vitro,
isolados de mudas enxertadas por meio de um estudo preliminar e apos serem submetidas
a um manejo fisiologico e sanitario, a saber: o estabelecimento de explantes caulinares
isolados de brotacdes jovens de plantas mantidas em casa de vegetacao; a inclusdo do
estiolamento ¢ o seu efeito sobre a emissao de brotagdes e os niveis de contaminagdao em
quatro cultivares; o efeito de duas condi¢des de luz sobre a emissao de brotagdes e os
niveis de contaminacdo em uma cultivar; o estabelecimento e os niveis de contaminagao

de diferentes tamanhos de explantes caulinares estiolados.

4.2.1 Plantas doadoras de explantes

Como fonte de explantes, em trés dos quatro estudos realizados, foram utilizadas
40 plantas doadoras da cultivar ‘Barton’ com aproximadamente 2 anos de idade. Em outro
estudo, onde buscou-se observar as diferentes respostas entre as cultivares sob
estiolamento, foram utilizadas 10 plantas doadoras por cultivar com aproximadamente
dois anos de idade, sendo elas: ‘Stuart’, ‘Barton’, ‘Choctaw’ ¢ ‘Shawnee’. Em ambos os
casos, as mudas foram obtidas por meio da enxertia de propagulos de individuos adultos
sobre porta-enxertos das cultivares ‘Elliot’ e ‘Barton’, respectivamente, obtidos por
sementes oriundas de polinizacao aberta.

As plantas estavam acondicionadas em sacos de polietileno pretos, com 50 cm de

altura (5,6 L), contendo como substrato uma mistura de material organico e solo mineral
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e foram irrigadas a cada dois dias, 100 mL por planta. As sementes para a producao dos
porta-enxertos, bem como os propagulos para a enxertia, foram obtidas de exemplares

selecionados em um pomar comercial localizado no municipio de Cachoeira do Sul, RS.

4.2.2 Manejo fisiologico e sanitario das plantas doadoras de explantes

As plantas matrizes foram mantidas em casa de vegetagao e fertirrigadas com uma
solugdo nutritiva contendo 2,3 g L' de uma formula NPK 16-5-16 na dose de 100 mL por
planta e tratadas preventivamente com uma solu¢do contendo um fungicida sistémico e
de contato a base dos ingredientes ativos Metalaxil + Mancozeb (0,12 e 1,92 g L),
aplicada com pulverizador manual (500 mL). As frequéncias desses tratamentos diferiram
e outras etapas foram incluidas, consistindo nas metodologias dos estudos que estdo
descritos ao longo deste capitulo.

A cada inicio de um novo estudo, essas plantas foram submetidas a uma poda
drastica cerca de 15 cm acima do ponto de enxertia, a fim de estimular a emissao de novas
brotagdes do enxerto para o fornecimento dos explantes.

Exceto na avaliagao preliminar realizada no Estudo I, nos demais estudos adotou-
se como etapas do manejo fisiologico e sanitario um periodo de vernalizagdo e o
estiolamento das brotagdes apos a poda drastica. A vernalizacdo consistiu na exposi¢ao
das plantas por um periodo de 15 dias a uma temperatura de 6 &+ 2 °C, na auséncia de luz
em uma camara fria, totalizando 408 horas de frio. A fim de obter brotagdes apicais
estioladas (Apéndice 1A), essas plantas foram transferidas para uma camara escura sob
temperatura constante de 30 + 2 °C (Apéndice 1B).

Em todos os estudos, as brotagdes coletadas foram imediatamente submersas em
uma solu¢do de dgua deionizada com 1 g L' de 4cido ascorbico, para prevenir a

desidratacao e a oxidagao do material vegetal, até serem levadas ao laboratoério.
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4.2.3 Desinfestacao superficial, incubac¢io e acondicionamento dos explantes

A desinfestacdo superficial foi constituida por um protocolo especifico em cada
estudo que compde este capitulo. Independentemente do protocolo adotado, ao final da
desinfesta¢do superficial, as brotacdes foram submetidas a uma triplice lavagem com
agua deionizada e autoclavada em cdmara de fluxo laminar.

No processo de produgdo dos meios de cultura, o pH foi ajustado antes da
autoclavagem a 121 °C, 1,2 atm. de pressdo, durante 15 minutos.

Apobs o procedimento de incubagdo, os recipientes com os explantes foram
acondicionados em sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 24
a 29 °C e intensidade luminosa de 30 umol m? s™'.

Em funcdo da baixa disponibilidade de material propagativo para o fornecimento
de explantes e a impossibilidade de avaliar diferentes combinacdes, em cada estudo
adotou-se um protocolo especifico de incubagdo, independentemente dos resultados e da
possibilidade de adequacdo do protocolo adotado no estudo anterior. Essa foi a forma
encontrada de explorar alguns protocolos abordados na literatura para espécie, a fim de
facilitar a discussdo e gerar um maior numero de informagdes preliminares para
adequagdes em futuros trabalhos. Para facilitar a compreensdo, esses protocolos, as
metodologias de manejo fisioldgico e sanitario das plantas doadoras e as etapas de
desinfestagdo superficial e incubagdo dos explantes estdo compiladas de acordo com cada

estudo no Apéndice 2.

Estudo I — Avaliacido preliminar do fornecimento de explantes de genétipos
adultos a partir de mudas enxertadas de Carya illinoinensis, cv. ‘Barton’, e seu

estabelecimento in vitro
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Devido a auséncia de informagdes basicas da micropropagacao de individuos
adultos, realizou-se uma avaliagdo preliminar quanto a possibilidade de utilizagdo de
mudas enxertadas como fornecedoras de explantes e seu estabelecimento in vitro. Para
isto, utilizou-se como fonte de explantes as mudas da cultivar ‘Barton’ enxertadas sobre
a cultivar ‘Elliott’, mantidas em casa de vegetacdo. A frequéncia de adubag¢do com a
formula descrita anteriormente foi quinzenal e, apds a poda dréstica, as brotagdes que se
desenvolveram foram tratadas com a solugdo de fungicida, 10 dias antes da sua coleta,
em uma unica aplicagdo. Neste caso, nao foi adotado um padrao de tamanho das brotagdes
para a sua coleta e a subsequente incubacao in vitro.

ApoOs a coleta, essas brotacdes foram higienizadas através de uma desfolha e
lavadas em agua corrente por cerca de 10 min. Posteriormente, foram submetidas a uma
desinfestagdo superficial que consistiu em etanol a 70% (v/v) por 1 min e hipoclorito de
sodio (NaClO) a 1,5% (i.a.) contendo 0,35% de Tween 20® por 10 min, ambas sob
agitacao.

Foram utilizados como explantes os segmentos apicais e nodais, consistindo nos
tratamentos. Quanto a posi¢ao do segmento nodal, apenas o primeiro logo abaixo ao
segmento apical foi adotado. Os explantes foram isolados com aproximadamente 5 mm
de comprimento, contendo uma gema no ter¢o superior.

A incubagdo desses explantes foi realizada em tubos de ensaio contendo 10 mL
do meio de cultura MS (Murashige; Skoog, 1962) a 70% da concentracdo de sais,
acrescido de 30 g L' de sacarose, 4,4 uM de benzilaminopurina (BAP), 2,5 g L de
Phytagel® (Sigma) e pH ajustado para 5,8. Esse meio de cultura foi adotado por ser usual
na micropropagacao de diversas espécies e pouco explorado em trabalhos com nogueira-

pecan.
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Os tratamentos foram dispostos em delineamento inteiramente casualizado com
quatro repeticdes contendo seis explantes cada, um explante por tubo. Apds transcorridos
7, 15 e 30 dias, foram contabilizados os explantes com a presenca de micélio de fungos
ou sinais de colonias bacterianas. A varidvel analisada foi a contaminacao fungica, uma
vez que, em funcdo da velocidade do desenvolvimento do micélio de fungos, nao foi
possivel a avaliagao de outras variaveis. Os dados estao apresentados em percentuais.

Ao final deste periodo, para identificacdo visual dos fungos a nivel de género,
foram preparadas laminas com o corante azul de lactofenol a partir de fragmentos das
hifas fingicas que se desenvolveram sobre os explantes de ambos os tratamentos. A
morfologia dos esporos foi comparada com as descrigdes na literatura especializada

(Barnett; Hunter, 1972).

Estudo II — Fornecimento de explantes de genotipos adultos a partir de
mudas enxertadas de quatro cultivares de Carya illinoinensis submetidas 2 manejo

fisiologico e sanitario e seu estabelecimento in vitro

A partir deste estudo, foram incluidas as etapas de vernalizagdo e o estiolamento
das brotagcdes como manejo fisiologico e sanitdrio. O objetivo foi avaliar o efeito do
estiolamento sobre a emissao de brotagdes e os niveis de contaminagao e oxidagdo desse
material in vitro, utilizando individuos de quatro cultivares de nogueira-pecan como
plantas doadoras de explantes. Em fun¢do do periodo do ano da condugao deste estudo,
realizou-se uma vernalizagdo para suplementar as horas de frio necessarias a superacao
do periodo de dorméncia dessas plantas e posteriormente estimular suas brotagdes. Para
isso, o segundo grupo de plantas foi utilizado, constituido pelas cultivares ‘Stuart’,
‘Barton’, ‘Choctaw’ ¢ ‘Shawnee’. Diferentemente do estudo anterior, as brotacdes foram

tratadas regularmente com a solucdo fungicida, por meio de aplicagdes semanais.
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A coleta das brotagdes estioladas ocorreu quando estas apresentavam cerca de 10
cm de comprimento. Em fun¢do da desuniformidade das brotagdes, foram realizadas
coletas subsequentes com intervalo de 7 dias e interrompidas quando, durante o periodo
em que permaneceram na camara escura, algumas mudas apresentaram aspectos de
injurias e senescéncia pela auséncia de luz.

A desinfestacao superficial das brotacdes consistiu em 30 segundos sob agitagao
em solucdo de 4gua deionizada contendo 0,5% de Tween 20®, seguida de 1 min em etanol
a50% (v/v) e 10 min em NaClO a 1,5% (i.a.). A etapa inicial utilizando uma solu¢ido com
Tween isoladamente e nao em conjunto com o NaClO como ¢ comumente empregado,
foi adotado com base no protocolo de Wood (1982).

Foram utilizados como explantes os segmentos apicais ¢ todos os segmentos
nodais ao longo da brotagdo estiolada de acordo com o seu comprimento, como uma
forma de mensurar se haveria diferenca nos niveis de contaminagao dos explantes desde
a base da brotagao até o apice. Todos os explantes foram excisados com aproximadamente
5,0 mm de comprimento, contendo uma gema no terco superior. A fim de minimizar os
efeitos da oxidagdo fenolica nas regides excisadas que foram constatadas no estudo
anterior, esse procedimento foi realizado sobre uma placa de Petri com a brotagao
submersa em uma solugdo com agua deionizada e carvio ativado a 3 g L™, uma excisdo
por placa, para evitar a transferéncia de microrganismos entre explantes. Somente para
fins de ilustragdo, este procedimento foi realizado ao longo da brotagdo em uma mesma
placa (Figura 1). Tanto a solugdo com carvao ativado, quanto as placas de Petri utilizadas,

foram previamente autoclavadas.
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FIGURA 1. Tlustracdo da excisdo do segmento apical e segmentos nodais de uma
brotagao estiolada de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch sobre uma
solucdo autoclavada contendo carvio ativado a 3 g L™! de 4gua deionizada.

A incubagdo desses explantes foi realizada em tubos de ensaio contendo 10 mL
do meio de cultura MS a 70% da concentracio de sais, acrescido de 30 g L™ de sacarose,
17,76 uM de benzilaminopurina (BAP), 4,92 uM de 4cido indolbutirico (AIB), 2,5 g L™!
de Phytagel® e pH ajustado para 5,8. Foi adotado o mesmo meio de cultura utilizado no
estudo anterior, com a inclusdo de uma auxina. A concentracao de citocinina foi baseada
na maior proliferacdo de brotos obtido nos estudos de Wood (1982).

Referente a técnica de estiolamento, seus efeitos foram estimados por cultivar
através da contabilizacdo de brotagdes estioladas a cada coleta e apresentados em
numeros absolutos. Quanto aos estudos in vitro, apos transcorridos 7, 15 e 30 dias, bem
como durante os subcultivos para 0 mesmo meio de cultura aos 60 ¢ 90 dias apds a
incubagdo, foram avaliadas a presenca de micélio de fungos ou sinais de colonias

bacterianas sob ou sobre os explantes e os resultados foram apresentados em percentuais.
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Estudo III — Fornecimento de explantes de genotipos adultos a partir de
mudas enxertadas de Carya illinoinensis, cv. ‘Barton’, sob manejo fisiologico,

sanitario, condicoes de luz e seu estabelecimento in vitro

Diferentemente do estudo anterior, onde a adubacgao foi realizada a cada 15 dias,
neste estudo, esta foi realizada semanalmente. Essa pratica foi adotada apds a constatagdo
da baixa condutividade elétrica (CE) do lixiviado (de 1,0 a 1,4 mS), obtido por meio do
método Pour Thru (Cavins et al., 2000), em cinco mudas selecionadas aleatoriamente,
indicando um nivel de nutrientes insuficiente para sustentar um rapido crescimento das
plantas.

Para este estudo, foram utilizadas as plantas da cultivar ‘Barton’ enxertadas sobre
a cultivar ‘Elliot’. Apds a poda drastica, essas plantas foram divididas em dois grupos de
20 plantas cada e submetidas a dois ambientes com diferentes condi¢des de luz, onde
permaneceram por 32 dias. Essa pratica foi adotada a fim de avaliar o desempenho dessas
plantas quanto as varidveis das brotagdes, bem como o estabelecimento in vitro dos
explantes isolados, apos a submissdo das mudas ao escuro em comparagdo com mudas
mantidas em condi¢gdes de luminosidade de uma casa de vegetacao.

Para isso, o escuro do qual parte das plantas foi submetido, ocorreu em uma
camara de crescimento sem iluminagdo sob temperatura intermitente, sendo constante a
30+£2 °C por 16 horas (das 8 as 24h). O outro grupo de 20 plantas permaneceu em casa
de vegetacao sob fotoperiodo natural e com temperatura média diurna de 30,4 °C durante
o mesmo periodo. A temperatura média noturna em ambas as situagdes foi de 19 °C. Essa
metodologia foi adotada para manter os dois ambientes sob condi¢cdes semelhantes de
temperatura, isolando o fator de interesse (luminosidade).

Apo6s 15 dias nestes ambientes, procedeu-se a primeira coleta e avaliacdo de

variaveis das brotagdes e que foram repetidas a cada 8 dias, totalizando trés periodos de
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coletas e incubagdes in vitro. As variaveis avaliadas foram: o numero de brotagdes; o
comprimento médio das brotagdes e propor¢ao de gemas por brotagao.

Em relagdo aos estudos in vitro, a cada coleta, as brotagdes foram submetidas a
uma desfolha e a desinfestagao superficial consistiu por 3 min em uma solucdo de agua
deionizada, acrescido de 0,5% de Tween e por 20 min em NaClO a 1% (i.a.), ambas sob
agitacao.

Os segmentos apicais e segmentos nodais foram excisados com aproximadamente
5,0 mm de comprimento, contendo uma gema no tergo superior. Esse procedimento foi
realizado sobre diferentes pontos de folhas de papel toalha autoclavado, uma brotagao por
folha.

Os explantes foram incubados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio BDS
(Dunstan; Short, 1977) a 100% da concentracdo de sais, acrescido de 20 g L! de sacarose,
4,44 uM de benzilaminopurina (BAP), 0,02 uM de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), 2,5 g L' de Phytagel®, pH ajustado para 5,8. Esse meio de cultura foi adotado com
base no protocolo desenvolvido por Corte-Olivares, Phillips e Butler-Nance (1990).

Apos transcorridos 30 dias e nos subcultivos realizados em intervalos de mesmo
periodo, foram avaliadas a presenca de micélio de fungos ou sinais de colonias
bacterianas sob ou sobre os explantes, bem como a oxidacgdo, avaliada por meio do
escurecimento da regido dos cortes, comprometendo 50% ou mais da area do explante.

Os resultados estao apresentados em niimeros absolutos e percentuais.

Estudo 1V — Tamanho de segmentos apicais e nodais isolados de plantas
doadoras de gendtipos adultos de Carya illinoinensis submetidas 2 manejo fisiologico

e sanitario e seus efeitos no estabelecimento in vitro
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A fim de obter um maior nimero de explantes livres de contaminagdao por
microrganismos, o objetivo desse estudo foi testar dois diferentes tamanhos de segmentos
apicais isolados de brotagdes estioladas. Visto que nos estudos mencionados
anteriormente foi demonstrado que a contaminagao se manifesta em diferentes niveis ao
longo da brotacao, os segmentos nodais foram excisados seguindo a mesma metodologia,
objetivando avaliar sua capacidade regenerativa em fun¢ao do seu tamanho e acompanhar
os niveis de contaminagao ao longo da brotacao estiolada.

Diferentemente dos estudos anteriores, a coleta das brotagdes estioladas foi
precedida em 48h pela aplicacdo do fungicida sobre as mesmas. Apds a coleta, a
desinfestagdo superficial das brotag¢des estioladas consistiu em 10 min em solugdo de dgua
deionizada contendo 0,5% de Tween, seguida de 10 min em NaClO a 1,5% (i.a.), ambas
sob agitagao.

Em uma camara de fluxo laminar, foi realizada a excisdo dos segmentos apicais e
dos segmentos nodais com o auxilio de um bisturi, contendo uma gema no ter¢o superior
com diferentes comprimentos, sendo de aproximadamente 2 a4 mm e de 4 a 6 mm. Cada
explante foi excisado sobre diferentes pontos de folhas de papel toalha autoclavado.

Os explantes foram incubados em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio WPM
(Lloyd; Mccown, 1980) a 100% da concentragio de sais, acrescido de 20 g L™! de glicose,
3,5 g L'! de Phytagel®, 13,32 uM de benzilaminopurina (BAP), pH ajustado para 5,7. O
meio de cultura foi adotado com base no protocolo desenvolvido por Renukdas,
Manoharan e Garner (2010).

Os explantes foram subcultivados a cada 30 dias de forma coletiva em frascos
com volume de 200 mL, contendo 30 mL do mesmo meio de cultura, quatro explantes

por frasco.
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A avaliagdo ocorreu ao final de 90 dias, sendo contabilizadas a presenca de
micélio de fungos e colonias bacterianas. A oxidagdo foi contabilizada com base no
escurecimento iniciado nas regides dos cortes, comprometendo 50% ou mais da area do
explante. A regeneracao foi contabilizada com base naqueles explantes que, mesmo com
aspecto de oxidacdo, apresentaram a protrusdo de brotos. Esses explantes nao foram
contabilizados como oxidados.

Uma andlise de regressao logistica foi aplicada devido as caracteristicas binarias
(presenca/auséncia) das variaveis dependentes como uma forma de testar a probabilidade
de ocorréncia das mesmas sob a influéncia das caracteristicas dos explantes e do periodo
de coleta das brotagdes estioladas (blocos). O grau de significancia foi aferido seguindo
uma distribui¢ao Qui-quadrado.

Todas as manipulagdes e analise de dados foram realizadas usando o software
XLSTAT, versao 2019.4.1. O coeficiente de determinagdo (R?) adotado foi McFadden

(1974).

4.3 Resultados e discussao

Estudo I — Avaliacido preliminar do fornecimento de explantes de genétipos
adultos a partir de mudas enxertadas de Carya illinoinensis, cv. ‘Barton’, e seu

estabelecimento in vitro

Em ambos os tratamentos, aos sete dias, observou-se que possivelmente 16,7%
dos explantes foram acometidos por colonias bacterianas ou de leveduras, ndo sendo
possivel a sua correta identificagdo e estimacdo ao longo das avaliagdes em funcdo do
rapido crescimento de hifas de fungos sobre os mesmos. Ao final de 30 dias de avaliagdes,

95,8% dos segmentos apicais e 100% dos segmentos nodais apresentaram contaminagao
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fingica. Sendo assim, a contaminacao bacteriana nao foi considerada, pois ao final das
avaliacoes, esse indice provavelmente estaria subestimado.

A estimagdo da oxidagdo fenolica foi prejudicada devido aos altos indices de
contaminagdo fungica. J4 aos sete dias apds a incubacdo dos explantes, 83% dos
segmentos apicais € 79% dos segmentos nodais estavam contaminados. Neste mesmo
periodo, apenas a regido da excisdo dos explantes nao contaminados foram passiveis de
visualizag¢ao de escurecimento, ndo sendo possivel acompanhar a sua evolugdo ao longo
do tecido do explante, independentemente do tratamento. Sendo assim, essa varidvel nao
foi mensurada.

Por meio da metodologia empregada para a identificagdo dos géneros dos fungos,
constatou-se a ocorréncia do género Fusarium em 33% e Penicillium em 8,3% dos
explantes de ambos os tratamentos. Nao foi possivel identificar com precisao o género de
fungos predominantes, uma vez que, a identificagao foi prejudicada devido a auséncia de
esporulagdo a partir do material coletado. Ambos os géneros identificados t€ém sua
ocorréncia considerada comum no cultivo in vitro de plantas (Pasqual et al., 2010). O
género Penicillium ¢ associado ao apodrecimento de sementes de algumas espécies
florestais (Santos; Parisi, 2011). Quanto ao género Fusarium, este ¢ considerado um
agente etioldgico de doencas em diversas espécies de plantas (Kimati et al., 2005). Esse
género ¢ reconhecidamente um agente patogénico a nogueira-pecan, causando o
tombamento de plantulas (Poletto ez al., 2014), sendo as espécies F. oxysporum e F. solani
consideradas altamente patogénicos para a espécie (Alvidrez-Villarreal ef al., 2012). De
acordo com esses mesmos autores, os géneros Fusarium e Penicillium, entre outros, tém
sua ocorréncia associada a um inseto broqueador de troncos e galhos de nogueira-pecan
em pomares mexicanos. Essa informacao nos remete sobre a importancia da manutengao

das plantas doadoras de explantes em ambiente protegido para um maior controle
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fitossanitario. Esses mesmos géneros foram considerados comuns nos tecidos de flores
femininas da espécie nos estudos realizados em pomares brasileiros por Poletto et al.
(2014), sendo o género Alternaria o predominante. Esse ultimo foi o tUnico género
constatado de forma endofitica em tecidos coletados em periodo de dorméncia da
nogueira-pecan nos estudos de Knox e Smith (1980).

Uma das causas da elevada ocorréncia de contaminacdo por fungos pode estar
relacionada ao método de tratamento fitossanitario adotado nesse estudo. No momento
da aplicagdo do fungicida, as plantas matrizes de nogueira-pecan apresentavam diferentes
estagios de emissao das brotagdes nos ramos. A maior parte das mudas continham ramos
com gemas inchadas e, em menor propor¢do, ramos com brotagdes de at¢ 10 cm de
comprimento. Como foi realizada uma tnica aplicagao, esta metodologia provavelmente
influenciou a efetividade de a¢cdo do fungicida, uma vez que havia grandes diferencas na
superficie de contato para a absorc¢ao dos ingredientes ativos em cada planta matriz.

A nao adog¢dao de um tamanho padrao para a coleta ocorreu em funcao da
heterogeneidade de emissdo das brotagdes pelas plantas. Esse fator foi adequado nos
estudos seguintes e deve ser considerado em futuros trabalhos, uma vez que, ao longo da
brotagao, pode haver diferencas dos niveis enddgenos de fitormonios e de compostos
fenolicos, bem como da populagdo microbiana. Na auséncia de um padrao, esses fatores
podem ocasionar diferengas nas variaveis respostas. Nesse sentido, na busca pela
defini¢ao de um protocolo replicavel, os estudos devem atentar para um padrao e pela
porcao do propagulo que fornega explantes com os melhores indices para o seu

estabelecimento e multiplicacao.
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Estudo II — Fornecimento de explantes de genotipos adultos a partir de
mudas enxertadas de quatro cultivares de Carya illinoinensis sob manejo fisiolégico

e sanitario e seu estabelecimento in vitro

Referente ao nimero de brotagdes estioladas, as cultivares ‘Shawnee’ e ‘Barton’
emitiram uma média de cinco brotagdes a cada coleta ao longo de quatro e cinco coletas,
respectivamente. A cultivar ‘Stuart’ emitiu uma média de quatro brotacdes a cada coleta
ao longo de cinco coletas. J4 a cultivar ‘Choctaw’, possibilitou apenas duas coletas, no
entanto, uma maior média no numero de brotos, onde todas as plantas forneceram um
broto cada na primeira e oito na segunda coleta. Independentemente da cultivar, cada
brotagdo, apresentando o comprimento adotado como padrao para as coletas, possibilitou
o isolamento de uma média de cinco explantes, de acordo com a distribui¢ao das gemas,
consistindo em um segmento apical e quatro segmentos nodais.

Essas cultivares sdo consideradas as mais representativas nos pomares comerciais
brasileiros (Mokochinski, 2015), sendo a ‘Barton’ a principal, justificada pela sua
tolerancia a sarna (Venturia effusa). No entanto, apesar do melhor desempenho dessa
cultivar sobre a emissao de brotagdes estioladas, os resultados observados provavelmente
refletem a variabilidade existente entre as plantas, desde aspectos relacionados a condi¢ao
fisiologica de cada matriz, a influéncia do porta-enxerto e até mesmo entre as cultivares,
ndo sendo beneficiados pelo estiolamento. Essas observacdes vao de encontro aos estudos
de Wood (1996), onde as cultivares de nogueira-pecan diferiram em todas os parametros
morfologicos avaliados, revelando uma diversidade substancial de caracteristicas
estruturais.

Quanto aos resultados obtidos apds a incubagdo in vitro, a contaminacao fingica
ndo foi constatada nos segmentos apicais e afetou menos de 10% dos demais segmentos

das diferentes cultivares ao longo de todas as avaliagdes. Em relagdo a contaminagdo
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bacteriana, os segmentos apicais das cultivares ‘Shawnee’ e ‘Barton’ permaneceram
livres desse problema até a terceira e quarta coletas de brotagdes estioladas,
respectivamente. Na cultivar ‘Choctaw’, este fato foi observado somente na primeira
coleta e 17% na cultivar ‘Stuart’ neste mesmo periodo.

Nos segmentos nodais, observou-se que a contaminacao bacteriana evoluiu ao
longo das brotag¢des, demonstrado pelo aumento do percentual desde o apice até o ultimo
segmento nodal utilizado, bem como nos periodos mais tardios de coletas, e neste caso,
possivelmente pela adaptacao dos microrganismos as barreiras fisiologicas impostas pelo
estiolamento, fato que ainda precisa ser esclarecido (Tabela 1). Um aumento na incidéncia
de contaminagao de acordo com a posicao dos segmentos nodais nao estiolados, isolados
de mudas enxertadas, também foi observado no estabelecimento de avela (Corylus
avellana L.) (Betulaceae), ndo diferindo significativamente quanto ao periodo de coleta
(Hand et al., 2016).

TABELA 1. Percentual de contaminagdo bacteriana em funcao da posi¢ao dos segmentos
nodais (PSgN), ndo apicais, e do periodo de coleta das brotagdes estioladas
em ambiente sem luz a 30+2 °C de genoétipos adultos das cultivares

‘Choctaw’, ‘Shawnee’, ‘Stuart’” e ‘Barton’ de Carya illinoinensis
(Wangenh) K. Koch.

Cultivares
Periodo Choctaw Shawnee Stuart Barton
de coleta
(dias) PSgN (%) PSgN (%) PSgN (%) PSgN (%)
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
7 0 28 100 100 0 0 0 40 100 100 100 100 0 0 17 17

14 22 29 100 100 0 0 50 100 50 100 100 100 0 0 0 40

21 * ook Ok * 33 67 50 50 100 100 100 100 0 0 16 50

28 * ook Ok * 50 100 100 100 50 83 66 100 0 0 40 50

35 *ookO® * * Ok * * 66 100 100 100 67 100 100 100
* periodo em que ndo houve a emissao de brotagdes que possibilitassem a coleta.

Durante o periodo avaliado, a cultivar ‘Barton’ apresentou os resultados mais

promissores, tanto em niimero de coletas de brotagdes estioladas com menores indices de
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contaminag¢do, quanto em menor percentual de explantes contaminados. No entanto, esses
explantes, juntamente com todos os demais das outras cultivares que estavam isentos de
contaminagdo até os 30 dias, apresentaram contaminagdo bacteriana ao longo dos trés
subcultivos posteriores. Esse fato pode ser atribuido a microrganismos que estavam
latentes, uma vez que, de acordo com Grattapaglia e Machado (1998), ¢ possivel que os
microrganismos endofiticos se expressem durante os subcultivos, em decorréncia de
adaptagao ao meio de cultivo ou quando expostos a condi¢des estressantes.

A manifestacdo tardia de bactérias endofiticas ao longo dos subcultivos nos
explantes mais apicais em comparagao aos mais basais, ou seja, a maior laténcia conferida
a esses microrganismos em fun¢ao da sua posi¢ao na brotagao estiolada, nos levam a crer
que o estiolamento proporciona barreiras fisicas e/ou fisioldgicas para a manifestagdao dos
mesmos em uma velocidade diferente ao longo da brotacdo. Além disso, o estiolamento
deve proporcionar uma menor populacdo microbiana nos apices, exigindo maior tempo
para sua multiplicacdo e expressao.

A oxidacao ficou limitada a regido dos cortes, nao evoluindo ao longo do tecido
dos explantes (Figura 2). De acordo com Cid (2014), a oxida¢do ¢ um problema com
ocorréncia frequente no cultivo in vitro de plantas perenes, desencadeado pela liberagao
de exsudados fendlicos e enzimas no meio em funcao da excisao do explante. Esse mesmo
autor afirma que o carvao ativado tem a capacidade de adsorver esses fendis. Sendo assim,
a excisao dos explantes em uma soluc¢ao contendo carvao ativado, pode ter contribuido
para os baixos niveis de oxidag¢ao observados. Além disso, de acordo com Grattapaglia e
Machado (1998), o estiolamento tem sido associado com a reducdo das substancias
fenolicas. Esse fato podera ser comprovado em trabalhos futuros, através da aplicagdo de
protocolos de mensuracao de polifendis totais de brotacdes estioladas e nao estioladas e

a comparacao dos resultados.
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FIGURA 2. Segmento nodal estiolado de genotipo adulto de Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch com aspectos de oxidacao fendlica limitadas as regides
excisadas ap6s 30 dias de incubacao in vitro.

Nos estudos com Mangifera indica L. (Anacardiaceae), o estiolamento
proporcionou uma reducao significativa nos precursores da oxidagado fendlica (Krishna et
al.,2008). Essa redugao foi mais expressiva quando os brotos estiolados foram submersos
em uma solucao antioxidante sob agitacao, ou seja, por um maior tempo de exposi¢ao se
comparado a metodologia adotada nesse estudo. Sendo assim, nos casos em que a
oxidagdo fendlica persista nos estudos com cultivares de nogueira-pecan mesmo apos o
estiolamento, em fun¢dao da influéncia genotipica e/ou ontogenética, a adogdo de
tratamentos semelhantes pode ser interessante.

Diante dos resultados obtidos no estudo anterior (Estudo I), infere-se que a
inclusdo da etapa de estiolamento das brotagdes, bem como uma maior frequéncia de
aplicacdo de fungicida foram capazes de reduzir consideravelmente os indices de

contaminagdo fliingica, a ponto de ser possivel a realizagdo de subcultivos sem a
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manifestagdo dessa classe de microrganismos. No entanto, visto que nas condigdes desse
estudo ndo foi possivel conter a contaminagdo bacteriana, manifestada ao longo dos
subcultivos, espera-se que adequagdes na metodologia, sobretudo nas etapas de

tratamentos preventivos, proporcionem resultados promissores.

Estudo III — Fornecimento de explantes de genotipos adultos a partir de
mudas enxertadas de Carya illinoinensis, cv. ‘Barton’, sob manejo fisiologico,

sanitario, condicoes de luz e seu estabelecimento in vitro

Neste estudo, esperava-se que fosse possivel a obtengcdo de um maior numero de
explantes caulinares por brotacdo estiolada em relacdo as brotagdes nao estioladas,
contendo uma gema cada. Entretanto, o que se observou foi uma propor¢ao semelhante,
comparada pela média de gemas por brotacdo (Tabela 2).

TABELA 2. Numero médio de gemas em brotacdes estioladas e ndo estioladas, obtidas
a cada coleta ao longo de 32 dias de manutencdo de mudas de Carya

illinoinensis (Wangenh.) K. Koch em uma camara escura ¢ em casa de
vegetagdo, respectivamente.

Tipo de Comprimento N° de gemas por brotagdo (média)
brotagdo médio (cm)
1° coleta 2° coleta 3° coleta
Estiolado 15,8 7,1 7 7
Nao estiolado 6,8 * 8 8,3

* periodo em que ndo houve a emissao de brotagdes que possibilitassem a coleta.

Quanto aos resultados do comprimento médio das brotagdes, nas condigdes deste
estudo, observa-se que as brotagdes estioladas tiveram um crescimento cerca de 2,5 vezes
maior em relacdo as nao estioladas (Tabela 3). Esses resultados corroboram com a
informacao de Torres, Teixeira e Pozzer (1998), de que o estiolamento promove o

alongamento dos entrenos, ndo havendo um incremento no nimero de gemas. Concordam
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também com os estudos de Husen (2007), em que o estiolamento promoveu um aumento
significativo das brotagdes por meio do alongamento dos entrenos em mudas de Tectona
grandis L. f. (Verbenaceae). No entanto, diferentemente de nogueira-pecan, houve
aumento no numero de gemas por brotagao.

TABELA 3. Comprimento médio de brotagdes estioladas e ndo estioladas, obtidas a cada

coleta ao longo de 32 dias de manutencdo de mudas de Carya illinoinensis
(Wangenh.) K. Koch em uma camara escura e em casa de vegetagao,

respectivamente.
. Comprimento médio (cm)

Tipo de

brotagéo 1° coleta 2° coleta 3° coleta

Estiolado 13,96 16,49 17,00
Nao estiolado * 7,13 6,47

* periodo em que ndo houve a emissdo de brotacdes que possibilitassem
a coleta.

Desta forma, a técnica nao possibilitou um maior rendimento de explantes
contendo uma gema cada. Entretanto, através de outras vias de regeneragao baseadas na
desdiferenciagdo celular, como no caso da calogénese, esse método pode propiciar uma
maior quantidade de pequenos fragmentos retirados dos entrends alongados. Ainda assim,
obteve-se uma maior quantidade de explantes das plantas mantidas no escuro (115
explantes) em comparagao com as plantas mantidas em casa de vegetacao sob condi¢des
normais de iluminagao (36 explantes). Esse fato € explicado pois, ao longo do periodo de
manuten¢ao dessas plantas, foi possivel trés coletas de brotagdes estioladas, totalizando
20 brotagdes, enquanto as nao estioladas propiciaram apenas duas coletas em um total de
sete brotagdes. Essa diferenga fisiologica ¢ atribuida a necessidade da planta em emitir
maior nimero de 6rgdos vegetativos visando atender a alta demanda por captacao de luz,

mesmo que isso acarrete no rapido esgotamento das reservas da planta, o que sugere a
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necessidade de cuidado para ndo perder a planta doadora de explantes quando submetida
a condicdes de auséncia de luz por tempo prolongado.

Em relacao aos resultados obtidos ao final de 30 dias de avalia¢des no cultivo in
vitro desse material, o maior percentual de contaminacdo fingica e bacteriana ocorreu
nos explantes isolados de brotagdes nao estioladas. Os explantes ndo contaminados foram
subcultivados e destes, ao final de 60 dias, foi observado um maior percentual de
ocorréncia de oxidagao fendlica nos explantes excisados de brotagdes estiolados (Tabela
4).

TABELA 4. Resultados obtidos apds 30 e 60 dias de cultivo in vitro de explantes
isolados de brotagdes estioladas e ndo estioladas, retirados de gendtipos
adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch. Contaminados: com

presenca de micélio de fungos e sinais de bactérias sob ou sobre os
explantes; Oxidados: 50% ou mais de escurecimento do tecido do

explante.
30 dias 60 dias
oxplonteinoubados Comtaminados  J SRS Oxidados
(%) (%)
Estiolados 115 72,2 32 37,5
Naio estiolados 36 88,9 4 25

Durante os subcultivos, todos os explantes nao estiolados apresentaram
contaminagao fingica, totalizando 100% em 90 dias de cultivo in vitro. E possivel inferir
que a origem dessa contaminacao ¢ endofitica, uma vez que nao houve manifestacao de
fungos nos subcultivos dos explantes estiolados e ambos foram submetidos a0 mesmo
protocolo de desinfestacao superficial. Nos explantes estiolados remanescentes, houve a
manifestagdo de bactérias latentes em 25% dos 30 aos 60 dias e 12,5% dos 60 aos 90 dias.

ApO6s o subcultivo realizado aos 90 dias dos explantes remanescentes, esses nao
responderam aos estimulos in vitro e ndo apresentaram aspectos de regeneracao, sendo
entdo considerados mortos em funcdo de um escurecimento superficial em 100% do

tecido do explante até os 150 dias de cultivo. Esse fato pode ser atribuido a algum
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componente do meio de cultura, uma vez que continha 1,2 vezes mais sais quando
comparado ao protocolo do estudo anterior. Além disso, neste estudo nao foi adotada a
etapa de excisdo dos explantes sobre uma solug¢ao antioxidante.

Essa auséncia de resposta também nos fornece informagdes de que a adogdo do
mesmo meio de cultura, tanto na incubacao, quanto nos subcultivos seguintes, pode nao
ter oferecido o necessario ao atendimento da demanda dos explantes e o desenvolvimento
da regeneracdo, uma vez que os componentes do meio de cultura devem suprir as
necessidades de diferenciagdo do tecido vegetal e, muitas vezes, precisam ser adequados

em cada fase da micropropagacao.

Estudo IV — Tamanho de segmentos apicais e nodais isolados de plantas
doadoras de gendtipos adultos de Carya illinoinensis submetidas a manejo fisiologico

e sanitario e seus efeitos no estabelecimento in vitro

A redugao do comprimento adotado como padrao para as coletas de brotacdes
estioladas de 10 cm no Estudo II para 2 cm neste estudo, se deve ao fato de que, de acordo
com observacdes feitas, o alongamento inicial das brotagdes estioladas, ou seja, logo
apos a sua protrusao, se da em maior velocidade, estabilizando e alongando de forma mais
lenta nos dias posteriores (Figura 3). Uma das hipdteses ¢ que a mobilidade dos
microrganismos nao acompanha o pleno alongamento inicial dos entren6s das brotagdes
estioladas, proporcionando apices axénicos ou com baixa populacdo microbiana, mas ¢
capaz de acompanhar o alongamento mais lento, e neste ultimo caso, possivelmente

favorecido também por uma maior vascularizagao, fato que precisa ser esclarecido.



82

FIGURA 3. Crescimento inicial (A) e com intervalo de um dia (B) de uma brotagao
estiolada em mudas enxertadas de Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch
submetidas ao escuro € a uma temperatura constante de 30+2 °C.

Quando a analise estatistica das variaveis apos a incubacao dos explantes in vitro,
ao final de 90 dias de avaliagdes, o modelo de regressao logistica apontou que a
ocorréncia de contaminacao fingica apresentou dependéncia dos fatores avaliados (R? =
0.426, GL = 8, X? =28.048, p-valor = <0,001), indicando influéncia tanto do periodo de
coleta (blocos), quanto das caracteristicas dos explantes (Apéndice 3). J& para a varidvel
contaminagdo bacteriana, o modelo apresentou dependéncia apenas em relagdo ao
periodo de coleta (blocos) e tipo de explante, ndo sendo influenciada pelo tamanho do
explante (R*=0.160, GL =8, X?= 55,247, p-valor =<0.0001) (Apéndice 4). Esse mesmo
fator também nao foi representativo para a variavel oxidacao (R*=0.172, GL =8, X* =
67,856, p-valor = <0,0001) (Apéndice 5). Em relacdo a variavel regeneracao, o modelo
apresentou dependéncia da ocorréncia de brotos para as caracteristicas do explante, mas
ndo foi representativo para o fator bloco (R? = 0.330, GL = 8, X? = 58,407, p-valor =
0,010) (Apéndice 6).

Os resultados obtidos para a contaminagdo fungica confirmam a efetividade da

desinfestagdo superficial sobre o controle exdgeno desses microrganismos, bem como o
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controle endogeno por meio dos tratamentos preventivos aplicados no manejo fisiologico
e sanitario das plantas doadoras dos explantes, sobretudo o estiolamento de brotagdes.
Além disso, corroboram com os resultados obtidos nos estudos de Knox e Smith (1980),
onde foi constatado, através de microscopia eletronica, que brotagdes novas de nogueira-
pecan que se desenvolveram rapidamente estavam isentas de fungos endofiticos desde o
apice até cinco centimetros abaixo.

Quanto aos resultados obtidos para a contaminagdo bacteriana, em relacao ao
explante utilizado, a analise estatistica apontou que os explantes mais apicais (segmento
apical e o segmento logo abaixo ao apical), ndo interferem no modelo de regressao
logistica, devido a sua baixa incidéncia. Em contrapartida, o modelo apontou que ha
tendéncia de maior incidéncia de contaminagdo bacteriana nos explantes mais basais
(Apéndice 8). Esse fato pode ser observado com o aumento do percentual de

contaminag¢ao bacteriana ao longo dos explantes (Figura 4).

90
80
70
60

50
H2-4 mm

40
4-6 mm

30

20

0

Apical Nodal 1 Nodal 2 Nodal 3 Nodal 4

Contaminagao (%)

Sequéncia de explantes

FIGURA 4. Contaminacdo bacteriana em explantes isolados de gendtipos adultos de
Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch apos 90 dias in vitro de acordo com
0 seu tamanho e sua posicao nas brotagdo estioladas.

Diante dessa informagdo, ¢ possivel inferir que o estiolamento representa uma

certa resisténcia ao avango das bactérias de forma geral ou de alguns géneros que possuem
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como caracteristica uma maior laténcia e, deste modo, podem se manifestar em fases
subsequentes da micropropagac¢do nos explantes mais apicais. De acordo com Leifert e
Cassells (2001), bactérias comuns ao ambiente manifestam-se rapidamente, ja
determinados géneros sdo de dificil visualizagdo e/ou ndo produzem sintomas in vitro.

Outro fator que pode ser considerado ¢, provavelmente, uma maior liberagao de
exsudatos antibacterianos pelos tecidos dos explantes mais apicais em relagdo aos mais
basais, pois, de acordo com Leifert et al., 1994, a supressao do crescimento bacteriano e
a sua persisténcia latente sao favorecidos pela liberagdo de compostos antibacterianos
pelas células vegetais e pela acidificagao do meio de cultura. De outro modo, os maiores
indices de crescimento bacteriano observados nos explantes mais basais podem ser
atribuidos a alguns exsudatos vegetais com compostos que favoregam o seu crescimento.
Leifert et al. (1994) acreditam que o crescimento de contaminantes bacterianos sao
completamente dependentes dos explantes em fungao de fatores adicionais fornecidos por
esses exsudatos produzidos pelas células.

Quanto as diferencas observadas em relacdo aos blocos, o modelo de regressao
logistica ndo foi interferido pelo Bloco 1, mas foi interferido negativamente pelo Bloco
3, apontando que ha diferenca na tendéncia de ocorréncia de contaminagao bacteriana ao
longo das coletas de brotagdes estioladas (Figura 5). Considerando que a época de coleta
pode ser determinante na resposta dos explantes in vitro, em fungdo das condigdes
fisiologicas da planta doadora, esses resultados exprimem que, apesar do curto intervalo
de tempo entre as coletas (3 dias), a condi¢ao das plantas manejadas no escuro em cada
periodo pode ter influenciado na sua populacdo microbiana endofitica e,

consequentemente, a manifestacao in vitro.
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FIGURA 5. Contaminacdo bacteriana em explantes isolados de gendtipos adultos de
Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch apos 90 dias in vitro de acordo com
sua posicao nas brotagdes estioladas, coletadas a cada trés dias (blocos).

Além da identificacdo dos géneros bacterianos para a elaboragao de uma estratégia
de erradicacdo, sugere-se que sejam feitos testes simples de forma a mensurar se ha
variagdo no pH do meio de cultura na presenca dos explantes em diferentes estagios de
desenvolvimento, a fim de constatar se ha relagdo entre a contaminag@o por essa classe
de microrganismos e as fases da micropropagacgao.

Em relag@o aos tamanhos dos explantes adotados, sobretudo os segmentos apicais,
ndo houve diferenca de ocorréncia de contaminagdo bacteriana (Apéndice 9).
Provavelmente, o0 menor tamanho adotado (2-4 mm) ndo foi capaz de isolar a regido com
uma menor vascularizagdo a ponto de oferecer melhores resultados. De acordo com
Grattapaglia e Machado (1998), o tamanho do explante determina sua capacidade de
sobrevivéncia e crescimento, sendo recomendavel o uso de explantes muito pequenos
apenas em casos onde se quer eliminar os microrganismos, isolando os tecidos com menor
vascularizagdo. De acordo com os mesmos autores, o tamanho de explante ideal deve ser

testado, avaliando-se aquele que apresente menores indices de contaminagao e, a0 mesmo
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tempo, consiga se estabelecer e crescer. Nos estudos para a micropropagac¢ao de Acacia
mearnsii (Fabaceae), os baixos indices de contaminagdo bacteriana foram atribuidos ao
tamanho reduzido do explante, bem como a sobrevivéncia quando comparados a
explantes de maior tamanho (Salles ef al., 2017).

Essas informagdes vao de encontro aos resultados obtidos para a variavel
regeneragao, uma vez que, em funcdo do tamanho do explante adotado, houve diferenga
significativa, ou seja, o tamanho influenciou a capacidade de regeneragao (Apéndice 9).
Além disso, ainda que em baixa propor¢do, também houve diferenga significativa em
relagcdo ao tipo de explante, sendo os segmentos apicais 0os mais responsivos (Apéndice
8). Geralmente, explantes apicais € maiores apresentam maior capacidade de regeneragao
e sobrevivéncia do que gemas axilares que estdo sob o efeito da dominancia apical
(Grattapaglia; Machado, 1998), fato constatado neste estudo com nogueira-pecan (Figura
6).
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FIGURA 6. Regeneracao de brotos em explantes isolados de gendtipos adultos de Carya
illinoinensis (Wangenh.) K. Koch apds 90 dias in vitro de acordo com o seu
tamanho e sua posi¢ao nas brotagdes estioladas.

A formagdo e alongamento dos brotos provavelmente foram interferidos pelos

altos indices de oxidacdo, novamente atribuidos neste estudo a algum componente do
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meio de cultura. A diferenca significativa apontada pela analise estatistica para a oxidacao
em relacdo ao tipo de explante utilizado pode ser atribuida a maior capacidade de
regeneragao dos apices (Apéndice 8). Mais uma vez, assim como no Capitulo 1, destaca-
se que os explantes apresentaram capacidade de regeneragdo mesmo com aspectos de
oxidagdo aos 60 dias e foi possivel isolar alguns brotos, porém em propor¢des muito

baixas, aos 90 dias (Figura 7).

=

FIGURA 7. Regeneragao e repicagem de brotos de um segmento apical estabelecido in
vitro, isolado de gendtipo adulto de Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch
submetido a manejo fisioldgico e sanitario. Formagao de multiplos brotos
aos 60 dias (Esquerda) e isolamento desses brotos aos 90 dias (Direita).

Diante dos resultados apresentados ao longo dos estudos neste trabalho, observou-
se que a utilizagdo de matrizes enxertadas e a inclusdo de tratamentos preventivos no
manejo fisioldgico e sanitario ndo foram impeditivos para o fornecimento de explantes,
além de minimizarem os problemas recorrentes no estabelecimento in vitro de nogueira-
pecan, como no caso da contaminagao fungica, necessitando adequagdes. De acordo com
Grattapaglia e Machado (1998), os niveis de contaminagao in vitro tendem a ser maiores
quando as plantas matrizes usadas como fonte de explantes sdo provenientes do campo.
Corte-olivares, Phillips e Butler-nance (1990), utilizando explantes de individuos adultos
de nogueira-pecan coletados a campo, relataram grandes perdas por contaminagao,
mesmo com a utiliza¢do de um fungicida durante a desinfestacdo superficial. No entanto,

esse tipo de tratamento, na maioria das vezes, ndo atinge os microrganismos endofiticos.
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Essas informagdes justificam a adocdo de mudas enxertadas de nogueira-pecan como
fonte de explantes, pois, além de possibilitar o fornecimento de propagulos com as
caracteristicas de interesse de um individuo adulto, simplificam a adog¢do de tratamentos
preventivos que minimizem os problemas in vitro.

Uma outra justificativa para a ado¢do de mudas enxertadas de nogueira-pecan para
o fornecimento dos explantes diz respeito a informac¢dao de Andrade (2010) de que a
eficiéncia dos métodos de propagacdo vegetativa de espécies lenhosas esta associada a
juvenilidade e um dos métodos para resgata-la ¢ a enxertia. De acordo com Oliveira, Dias
e Brondani (2013), plantas matrizes adultas de espécies lenhosas devem ser submetidas a
técnicas de indugdo de rejuvenescimento para o fornecimento de explantes com
caracteristicas juvenis. O rejuvenescimento de gendtipos com caracteristicas superiores
através da enxertia e, posteriormente, o fornecimento de explantes, também foi adotada
com outro género de nozes nos ensaios desenvolvidos por Meier-dinkel e Wenzlitschke
(2017). Nesse estudo, brotagdes de um exemplar de 60 anos de idade de Juglans nigra
(Juglandaceae) foram enxertados sobre mudas de J. regia e mantidos em casa de
vegetacao para o seu desenvolvimento até o uso em ensaios clonais in vitro. No entanto,
ainda assim foram relatados grandes problemas por contaminacdo e oxidacao dos
explantes na fase de estabelecimento, além da baixa propor¢ao de brotos por explante na
fase de multiplicagao.

Quanto aos resultados obtidos de contaminagao por microrganismos ao longo dos
estudos, de acordo com Pasqual et al. (2010), esse problema na fase de estabelecimento
dos explantes in vitro pode ser reduzido ao maximo através da manuten¢ao das plantas
matrizes em um ambiente mais limpo. No entanto, os resultados do estudo preliminar
(Estudo I) indicaram que, apesar de um maior controle fitossanitario das plantas doadoras

de explantes mantidas em casa de vegetacdo, havia a necessidade de inclusao de etapas
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de tratamentos preventivos, principalmente, para o combate aos microrganismos
endofiticos, justificando a inclusdo da manuteng¢do das plantas doadoras de explantes em
ambiente escuro para o fornecimento de brotagdes estioladas.

O estiolamento consiste em submeter a planta matriz ao alongamento dos entrends
através do seu cultivo em um ambiente desprovido de luz, promovendo apices com
menores chances de ndo estarem contaminados, uma vez que a taxa de replicagdao do
microrganismo ndo acompanha o rapido alongamento (Torres; Teixeira; Pozzer, 1998).
Hansen e Lazarte (1984) utilizaram o estiolamento de brotacdes em nogueira-pecan, a
fim de melhorar a eficiéncia do enraizamento e proliferagao de explantes in vitro, no
entanto, a técnica ndo proporcionou resultados satisfatérios quando comparados aos nao
estiolados e os aspectos sobre a propor¢dao de brotos por explantes, bem como a
contaminagdo por microrganismos nao foram explorados. Sendo assim, esses estudos
podem ser considerados como a primeira mencao da adogao da técnica de estiolamento
em plantas de nogueira-pecan em um manejo fisioldgico e sanitario a fim de minimizar
0s problemas por contaminagao.

Aliado ao estiolamento, a vernalizacao foi adotada com o objetivo de suplementar
as horas de frio necessarias a superacao da dorméncia das mudas de nogueira-pecan,
como uma forma de garantir o estimulo de brotagdes vigorosas. De acordo com Wells
(2013), quando o numero de horas de frio em um ano for inferior a 100 horas, pode haver
disturbios fisiologicos, irregularidade das brotagdes, entre outros sintomas. Esse fato foi
observado por Grageda et al. (2013), onde a falta de frio com temperaturas inferiores a
7,2 °C no periodo de dorméncia das plantas resultou em brotacdes deficientes com folhas
raquiticas e poucas ramificagdes, floragdo irregular e o rendimento muito abaixo do

potencial. Em trabalhos futuros, deve-se atentar para a exigéncia de horas de frio de cada
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cultivar como uma forma de atender a demanda para a superacao da dorméncia das
plantas.

Quanto a fertilizagdo, apesar do aumento das frequéncias, a CE do lixiviado
permaneceu inferior ao recomendado e visualmente nao forneceu um aporte aos
parametros das brotacdes. Os valores obtidos pelo método Pour Thru e que sdo
preconizados para a maioria das plantas em desenvolvimento varia de 2,6 a 4,6 mS
(Cavins et al., 2000). Ainda assim, sabe-se que as mudas de nogueira-pecan crescem
lentamente, ndo sendo significativamente beneficiadas no desenvolvimento da parte aérea
com o incremento de nutrientes (Keever; Cobb; McDaniel, 1986). Embora nao tenha
havido uma resposta na emissao de brotos, isso ndo significa que a maior disponibilidade
de nutrientes ndo tenha sido benéfica.

Em relacdo a oxidagdo, apesar de ndo haver uma comparagado estatistica entre os
Estudos, esse fato pode ser atribuido a algum componente dos meios de cultura, sendo os
menores indices observados no estudo onde utilizou-se o meio MS a 70% da concentracao
de sais. No estabelecimento in vitro de explantes de espécies lenhosas, recomenda-se a
utilizagao de meios de cultura com baixas concentragdes de nutrientes (Dutra; Wendling;
Brondani, 2009). No entanto, de acordo com uma revisdo de Payghamzadeh e
Kazemitabar (2011), os meios de cultura comumente utilizados para espécies lenhosas
nao foram adequados para a micropropagacao de Juglans spp. (Juglandaceae), causando
uma deterioragdo gradual dos explantes. Com isso, juntamente com a indicacdo da
necessidade de altos teores de sais para a micropropagacao das espécies de Juglans, o
meio DKW foi desenvolvido e mostrou-se superior aos demais. At¢ o momento, sao
poucos os estudos para a micropropagacao de nogueira-pecan com esse meio de cultura

e precisa ser melhor explorado, sobretudo em explantes caulinares estiolados.
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De acordo com os resultados obtidos, os proximos estudos devem se concentrar
na elaboracdo de um meio de cultura especifico para as fases iniciais. A adequacao do
protocolo desenvolvido por Renukdas, Manoharan e Garner (2010), utilizando o meio
WPM gelificado para o estabelecimento de explantes caulinares isolados de brotagdes
estioladas de genotipos adultos ndo foi eficiente. Provavelmente, esses explantes tenham
necessidades fisiologicas distintas e as concentragdes de determinados elementos do meio
de cultura podem ser toxicos ou deficitarios. Em muitos casos, a incubagao inicialmente
em meio de cultura sem reguladores de crescimento pode ser interessante, bem como
diferentes concentracdes de citocinina para os segmentos apicais em relacao aos demais

segmentos (Grattapaglia; Machado, 1998).

4.4 Conclusoes

Genotipos adultos de C. illinoinensis, representados por matrizes enxertadas,
respondem positivamente ao estiolamento de brotacdes e, consequentemente, ao
fornecimento de explantes. No entanto, apesar da reducdo de problemas por
contaminag¢do fingica, o método precisa ser adequado para a reducdo da contaminagdo
bacteriana, bem como um meio de cultura que minimize a oxidacdo na fase inicial e outro

que seja mais responsivo na fase de multiplicagao.
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5 CONCLUSOES GERAIS

Em vista de todos esses resultados, ¢ possivel inferir que a inclusdo de etapas de
tratamentos preventivos no manejo fisiolégico e sanitdrio das plantas doadoras de
explantes foi determinante para a redugdo de problemas comuns na micropropagacao de
espécies lenhosas, como a oxidagdo e, principalmente, a contamina¢do por
microrganismos. No entanto, ainda ¢ necessario determinar as condi¢des 6timas in vitro
para o estabelecimento, como o meio de cultura e a concentracdo de reguladores de
crescimento. Isso devera ser determinado a cada estudo, sendo dependente da cultivar e
das condigdes de cultivo da planta doadora de explantes.

Os explantes isolados de plantas com idades fisiologicas distintas (jovens e
adultas) submetidos a protocolos semelhantes, apresentaram diferentes respostas, onde o
material adulto apresentou menor reagcdo aos estimulos in vitro ao longo dos subcultivos
quando comparado ao material extraido de seedlings, entre elas a dificuldades de alongar
a parte aérea. Além disso, a contaminacao bacteriana foi mais evidente no material adulto,
fato esperado visto que os propagulos utilizados na enxertia inicialmente tiveram origem
do campo.

Sdo necessarios estudos de protocolos que, além de possibilitarem maiores
proporgdes de brotos por explantes, sejam responsivos no alongamento e aclimatizacio

dessas plantas, bem como a viabilidade das mudas originadas in vitro em condicdes de
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campo. Para isso, visto que umas das dificuldades na elaboragdo desses estudos foi a
escassez de material propagativo, sugere-se a adocao de uma maior quantidade de plantas
matrizes para o fornecimento de explantes que sejam suficientes na elaboragdao de
experimentos em diferentes combinagdes e a definicdo de um protocolo mais efetivo.
Ainda assim, os resultados aqui apresentados sao promissores para a sequéncia de
estudos, com a possibilidade de producdo a curto prazo de porta-enxertos clonais a partir
de material juvenil e a médio prazo para a produgao de mudas clonais inteiras a partir de
genotipos adultos, ou seja, sem necessidade da enxertia, seguidas pela avaliagao a campo,
atendendo a alta demanda por mudas para a ampliacao de pomares em diversas regioes

do mundo.



6 APENDICES

APENDICE 1. Aspectos de uma brotagdo estiolada de Carya illinoinensis (Wangenh.)
C. Koch (A) obtidas por meio da submissdao de mudas ao escuro em uma
camara sob temperatura constante de 30 £ 2 °C (B).




APENDICE 2.
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Sequéncia de estudos e metodologias adotadas sobre as plantas e

propagulos de genoétipos adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) C.
Koch e os protocolos para a incubagao in vitro de seus explantes.

Manejo fisiolégico e sanitario Desmfesta!g:ao Incubacio
superficial
Estudos ;
Procedimento Periodo Agente Temp.o fl ¢ Meio de Suplementacio
exposicao cultura
C . Etanol a .
Fertirrigacdo Quinzenal 70% (vIv) 1 min s
-1
. NaClQ a (Murashige: 30 g L' de sacarose
Estudo I Aplicacio de 10 dias antes | 1,5% (i.a.) Skoog 17,76 llvlM de BAP
plicaga dacoletade | + Tween 10min | 1962) 4 70% 2,5 g L de Phytagel
fungicida ~ 0
brotagdes 20®
(0,35%)
H20
deionizada
Fertirrigagdo  Quinzenal + Tween 30s
20®
(0,5%) MS 30 g L' de sacarose
Aplicacdo d Etanol (Murashige; 17,76 uM de BAP
? teag gg ¢ Semanal Sof)?no /a 1 min Skoog, 4,92 uM de AIB
ungicida o (VIV) 1962)a 70% 2,5 g L' de Phytagel
Vernalizacdo 408 ho?j6 =2 NaClO a 10 mi
1,5% (i.a.) i
Estiolamento
H20
deionizada
Fertirrigagdo Semanal + Tween 3 min
(02(,;%?) BDS 20 g L! de sacarose
Estudo L =7 (Dunstan; 4,44 uM de BAP
m | Aplicaggode o Short, 1977) 0,02 uM de 2,4-D
fungicida NaClO a a100%  2,5¢L" de Phytagel
. 20 mi
Vernalizagao 408 hoé6 2 1% (i.a.) min
Estiolamento
H20
deionizada
Fertirrigagdo Semanal + Tween 10 min
20®
(0.5%) WM |
Estudo (Lloyd; 20 g L de glicose
v Aplicagio de 48h antes da Mccown, 13,32 uM de BAP
fungicida coleta das 1980) a 3,5 L' de Phytagel
brotacdes NaClO a . 100%
o) /- 10 min
.. 408ha6x2 | 1.5%(ia)
Vernalizagdo oC
Estiolamento
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APENDICE 3. Regressio logistica para a ocorréncia da variavel contaminagio fingica
em funcdo dos blocos, explantes e tamanho do explante (p<0,05) no
estabelecimento in vitro de genotipos adultos de Carya illinoinensis
(Wangenh.) C. Koch.

-valor Qui-
Fatores GL Var Coeficiente P quadrado Pr>LR
(coef) (LR)
Intercepto 8 -3,398 0,000 28,048 0,001
1 0,000 *
2 0,210 0,767
Blocos 3 3 0,817 0.354 23,721 <0,0001
4 -1,029 0,457
Apice 0,000 *
Segl -1,061 0,473
Explantes 4 Seg2 0,620 0,518 25,534 0,000
Seg3 1,017 0,298
Seg4 0,908 0,416
Tamanho do 2-4 0,000 *
1 21,81 < 1
explante 4-6 -0,024 0,968 /813 0,000

* A ocorréncia ndo foi representativa para o modelo de regressao logistica.

APENDICE 4. Regressdo logistica para a ocorréncia da varidvel contaminagdo
bacteriana em func¢do dos blocos, explantes e tamanho do explante
(p<0,05) no estabelecimento in vitro de genotipos adultos de Carya
illinoinensis (Wangenh.) C. Koch.
-valor Qui-
Fatores GL Var Coeficiente P quadrado Pr>LR
(coef) (LR)
Intercepto 8 -1,307 0,002 55,247 <0,0001
1 0,000 *
2 0,119 0,744
BI 3 ’ ’ 13,609 0,003
0cos 3 1,243 0,003 ’ ’
4 -0,336 0,457
Apice 0,000 *
Segl 0,146 0,752
Explantes 4 Seg2 0,387 0,042 41,992  <0,0001
Seg3 1,588 0,001
Seg4 2,313 <0,0001
- *
Tamanho do | 2-4 0,000 1,645 0.200
explante 4-6 -0,375 0,202

* A ocorréncia nao foi representativa para o modelo de regressao logistica.
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APENDICE 5. Regressio logistica para a ocorréncia da variavel oxidagdo em funcio dos
blocos, explantes e tamanho do explante (p<0,05) no estabelecimento in
vitro de genotipos adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch.

Qui-
Fatores GL Var Coeficiente p-valor quadrado Pr>LR
(coef) (LR)
Intercepto 8 0,293 0,411 67,856 <0,0001
1 0,000 *
2 -0,385 0,270
Bl ’ ’ 14,01 2
0cos 3 3 1,264 0.001 ,018 0,029
4 0,169 0,680
Apice 0,000 *
Segl 1,112 0,006
Explantes 4 Seg2 0,280 0,452 39,334 <0,0001
Seg3 -0,762 0,072
Seg4 -1,410 0,007
2-4 *
Tamanho do 1 0,000 1255 0,534
explante 4-6 -0,063 0,818

* A ocorréncia nao foi representativa para o modelo de regressao logistica.

APENDICE 6. Regressio logistica para a ocorréncia da variavel regeneragio em fungéo
dos blocos, explantes e tamanho do explante (p<0,05) no estabelecimento
in vitro de genotipos adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch.

Qui-
Fatores GL Var Coeficiente p-valor quadrado Pr>LR
(coef) (LR)
Intercepto 8 -2,662 0,000 58,407 0,010
1 0,000 *
2 0,548 0,462
BI 3 ’ ’ 13,540 0,331
0c0s 3 -0,690 0,453 : :
4 0,675 0,402
Apice 0,000 *
Segl -2,759 0,010
Explantes 4 Seg2 -18,844 0,995 61,314 <0,0001
Seg3 -1,271 0,121
Seg4 -1,466 0,187
Tamanho do 2-4 0,000 *
1 -5,181 *
explante 4-6 1,459 0,021

* A ocorréncia ndo foi representativa para o modelo de regressao logistica.



APENDICE 7

102

. Comparagao multipla das varidveis qualitativas de contaminacao

fingica; contaminagdo bacteriana; oxidagdo e regeneracgdo (teste de Qui-
quadrado) em fung¢ao dos blocos no estabelecimento in vitro de genotipos
adultos de Carya illinoinensis (Wangenh.) C. Koch.

Variaveis

Blocos

BL1 (n=78) BL2(n=74) BL3(n=76)  BL4 (n=48)

p-valor

Contaminacao flingica

Contaminagio bacteriana

Oxidacao

Regeneracio

Presenca (n=6) 3,8% (n=3) 4,1% (n=3) 0,0% (n=0) 0,0% (n=0)
Auséncia (n=270) 96,2% (n=75) 95,9% (n=71) 100,0% (n=76) 100,0% (n=48)

Presenga (n=73)  32,0% (n=24) 36,6% (n=26) 17,1% (n=13) 20,8% (n=10)
Auséncia (n=197)  68,0% (n=51) 63,4% (n=45) 82,9% (n=63) 79,2% (n=38)

Presenca (n=176)  90,2% (n=46) 82,2% (n=37) 95,2% (n=60)  86,8% (n=33)
Auséncia (n=21)  9,8% (n=5)  17,8% (n=8)  4.8% (n=3)  13,2% (n=5)

Presenca (n=21) 9,8% (n=5) 17,8% (n=8) 4,8% (n=3) 13,2% (n=5)
Auséncia (n=176) 90,2% (n=46) 82,2% (n=37) 95,2% (n=60) 86,8% (n=33)

0,41

0,014

0,002

0,327




APENDICE 8. Comparagio multipla das variaveis qualitativas de contaminagio flingica; contaminagio bacteriana; oxidacio e regeneracio (teste
de Qui-quadrado) em funcao dos explantes.

Explantes

Variaveis p-valor
Apice (n=73) Seg.1 (n=72) Seg.2 (n=64) Seg.3 (n=41) Seg.4 (n=26)
o Presenca (n=6)  1,4% (n=1) 0,0% (n=0) 3,1% (n=2)  4,9% (n=2) 3,8% (n=1)
Contaminagdo fingica o ia (n=270) 98,6% (n=72) 100.0% (n=72) 96,9% (n=62) 95,1% (n=39) 962% (n=25) >
- . Presenca (n=73)  15,3% (n=11)  15,3% (n=11)  30,6% (n=19) 48,7% (n=19)  52% (n=13)
Contaminagio bacteriana  , \oncia (1=197)  84.7% (n=61)  84.7% (n=61)  69.3% (n=43) 51.3% (n=20)  48% (n=12) 000!
— 0, — 0, — 0, — 0, — ) _
Oxidacio Presenca (n=176)  73,8% (n45)  96.7% (n=59)  100.0% (n—43) 95.0% (n=19)  833% (n=10)  _ oo,
Auséncia (n=21)  262% (n=16)  3,3% (n=2) 0,0% (n=0)  5,0% (n=2)  16,7% (n=1)
Regeneragio Presenga (n=19)  26,2% (n=16) 1,6% (n=1) 0,0% (n=0) 5,0% (n=2) 0,0% (n=0) 0.013

Auséncia (n=178)

73,8% (n=45)

98,3% (n=60)  100,0% (n=43)

95,0% (n=19)  100,00% (n=11)

€01
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APENDICE 9. Comparagio multipla das variaveis qualitativas de contaminagéo fingica;
contaminagdo bacteriana; oxida¢do e regeneracdo (teste de Qui-

quadrado) em fun¢ao do tamanho dos explantes.

Tamanho dos explantes

Variaveis p-valor
2-4 mm (n=148)  4-6 mm (n=128)
. Presenga (n=6) 2,0% (n=3) 2,3% (n=3)

Contaminacao flingica o 0,866

Auséncia (n=270) 98,0% (n=145) 97,7% (n=125)

L . Presenca (n=73) 31,7% (n=46) 21,6% (n=27)
Contaminacio bacteriana . 0,142

Auséncia (n=197) 68,3% (n=99) 78,4% (n=98)

L Presenga (n=176) 95,0% (n=94) 83,7% (n=82)
Oxidacao . 0,651

Auséncia (n=21) 5,0% (n=5) 16,3% (n=16)

Presenga (n=21) 5,0% (n=5) 15,3% (n=15)
Regeneracio 0,027

Auséncia (n=176)

95,0% (n=94)

84,7% (n=83)




