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O melhor possivel

Se vocé ndo puder ser um pinheiro no topo da colina,
Seja uma pequena arvore no meio do vale;
Mas seja a melhor arvore a margem do regato
Se ndo puder ser arvore,

Seja um ramo.

Se ndo puder ser um ramo,

Seja um pouco de relva

E dé alegria aos que passam no caminho.
Nio podemos ser todos comandantes;

Temos de ser soldados.

Mas ha um lugar para todos nds.

Existem grandes e pequenas obras

E sempre ha uma tarefa que devemos realizar.
Se n3o puder ser uma estrada real,

Seja uma simples vereda.

Se ndo puder ser Sol,

Seja uma pequena estrela.

Mas seja o melhor que Ihe for possivel. (Douglas Malloch)

Aos meus pais, Martha e Clandio, que mesmo estando a
distancia, sdo fontes inesgotaveis de forga, incentivo e amizade.

DEDICO
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RESUMO

BRUM, Graziella Ribeiro. Micropropagagio da figueira (Ficus carica E.,.)
‘Roxo de Valinhos’. Lavras-MG UFLA, 2001. 41lp. (Dissertagao-
Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)*.

O trabalho teve como objetivo verificar o comportamento de segmentos
nodais de Ficus carica L. ‘Roxo de Valinhos’ em diferentes meios de
cultura associados a concentragdes de sacarose e dos fitorreguladores BAP,
ANA e AIB. Explantes estabelecidos em laboratdrio foram inoculados em
condi¢des assépticas para tubos de ensaio contendo os meios de cultura e
mantidos em sala de crescimento com 27+1°C e 35uM.m?s” de
intensidade luminosa. Foram instalados trés experimentos e apos 8 semanas
avaliaram-se o comprimento da maior raiz e parte aérea, nimero total de
brotos, nimero total de brotos maiores que lcm, peso da matéria fresca da
raiz e da parte aérea. No primeiro experimento utilizaram-se os meios MS,
Knudson, WPM, White e BS, associados a quatro diferentes concentragdes
de sacarose (0, 15, 30, 45 g.L""). Maior comprimento e peso da matéria
fresca da parte aérea e nimero de brotagbes foram obtidos no meio basico
WPM acrescido de 15 gL' de sacarose. No segundo experimento
utilizaram-se cinco diferentes concentragdes de BAP (0; 0,5; 1; 2; 4 mg L")
associadas a quatro concentragdes de ANA (0; 0,05; 0,1; 0,2 mg.L™"), em
meio WPM acrescido de 15 g.L" de sacarose. Os melhores resultados para
comprimento de raizes e parte aérea, maior nimero de brotos e brotos
maiores que 1 cm foram observados quando se utilizou BAP na
concentragio de 2 mg.L" na auséncia de ANA. O aumento da concentragiio
de ANA resultou na diminui¢io das caracteristicas avaliadas. No terceiro
experimento variaram-se as concentra¢des de sais do meio WPM (0; 25; 50;
100; 200%), associando-as a quatro concentra¢des de AIB (0; 1; 2; 4 mg.L’
"). Maiores comprimentos da maior raiz e parte aérea foram observados no
tratamento em que se utilizou 0% da concentragdo de sais do meio WPM
suplementado com 2 mg.L"' de AIB; para niimero total de brotos, observou-
se melhor desenvolvimento em meio de cultura com concentragio de 100%
de WPM, na auséncia de AIB; para peso da matéria fresca da raiz e parte
aérea, os melhores resultados foram observados em meio com 0% da
concentragdo de sais do meio WPM, também na auséncia de AIB.

* Orientador: Moacir Pasqual - UFLA



ABSTRACT

BRUM, Graziella Ribeiro. Micropropagation of fig Ficus carica L. ‘Roxo
de Valinhos’. Lavras: UFLA, 2001. 41p. (Dissertation-Master Program
in Agronomy/Crop Science)*.

Ficus carica L. ‘Roxo de Valinhos’ in different culture medium associated
to several sucrose and growth regulators BAP, NAA and IBA concentrations
were studied. Nodal segments with two buds were aseptically inoculated in
test tubes containing the culture medium and transferred to growth room
with 2741°C and 35puM.m.s.” light intensity. Root and aerial part length,
total sprouts number, sprouts number larger than 1 cm, root and aerial part
fresh matter weight were evaluated after 8 weeks. In the first experiment
MS, Knudson, WPM, White and B5 culture medium associated to four
different sucrose concentrations (0, 15, 30 and 45 g.L™") were used. Higher
aerial part length and fresh matter weight and total sprouts number were
obtained with WPM medium added sucrose 15 gL' In the second
experiment five different BAP concentrations were used (0; 0,5; 1; 2; 4
mg.L") each one associated to four NAA concentrations (0; 0,05; 0,1; 0,2
mg L' ). The material was inoculated in half strength WPM salts and
sucrose 15 g.L”'. The best results for roots and aerial part length, total
sprouts number and sprouts number larger than 1 cm were observed when
BAP was used at 2 mg. L' in NAA absence. In the third experiment WPM
salts concentrations (0; 25; 50; 100; 200%) were associated with four IBA
concentrations (0,0; 1; 2; 4 mg. L'). Best results of root and aerial part
length were observed in WPM salts absence added with IBA 2 mg.L™.
Better development of total sprouts number was observed in WPM salts
100% concentration and IBA absence. Higher root and aerial part fresh
weight were observed in WPM and IBA absence.

* Major Professor: Moacir Pasqual — UFLA.

il



1 INTRODUCAO

O Brasil é o segundo maior exportador de figos do mundo,
aproximadamente 800 toneladas, perdendo apenas para a Turquia, que exporta
cerca de 40.000 toneladas.

Na América do Sul, o Brasil é o maior produtor de figos, destacando-se
Sdo Paulo como o maior produtor. Em 1996, havia 400 mil plantas, distribuidas
em 256 ha, sendo 70% deste total encontrados em Valinhos, 20% em Campinas
e 10% em outros municipios da circunvizinhanga. A ficicultura nestas regides
esta direcionada a produgdo de frutas para consumo "in natura”, tanto para o
mercado intemo como para exportagio. O Rio Grande do Sul, em especial as
regides de Gramado e Nova Petropolis, também explora a cultura de figueira,
cujos frutos destinam-se ao consumo "in natura” e a industrializagio, utilizando
figos verdes.

Minas Gerais, com uma produgdo da ordem de 1.200 toneladas, vem se
destacando como terceiro maior produtor brasileiro de figos. Ha cerca de 216 ha
com figueiras, incluindo plantas novas em formagdo e adultas em produgdo. As
principais regides produtoras estio localizadas no Sul e Sudoeste do Estado.

A fruticultura de_clima temperado sempre foi dita como potencial em
Minas Gerais, estado no qual, desde meados da década de 70, tem-se trabalhado
no sentido de introduzir e selecionar variedades mais adaptadas as condigdes
ecoldgicas do Estado.

Em Minas Gerais, a figueira € cultivada exclusivamente para a produgio
de figos verdes, cujo destino é a industrializa¢do, na forma de figo cristalizado.
A caréncia de frutas para a industrializagdo tem elevado os pregos do produto,
incentivando o surgimento de programas de cultivo, bem como de iniciativas

particulares.



Um dos requisitos para elevada produtividade e longevidade dos
pomares ¢ o uso de mudas de alta qualidade. Para que estas mudas sejam
produzidas dentro dos padrdes exigidos por lei e possuam pregos competitivos, €
muito importante a otimizagio do sistema, aumentando a capacidade de
produgio dos viveiros e reduzindo o custo unitario da muda.

Convencionalmente, a figueira é propagada assexuadamente através da
estaquia, em que segmentos destacados da planta mae sido colocados sob
condigdes adequadas e, formando raizes adventicias, originam uma nova planta
idéntica aquela que lhe deu origem (Valio, 1986). Comercialmente, no Brasil, a
produgio direta de mudas de figueira através de estacas tem sido o processo de
propagagio mais utilizado (Silva, 1983). Embora seja uma técnica que pode
proporcionar elevados percentuais de enraizamento, a estaquia acarreta intenso
uso de mio de obra, contribuindo para a elevagdo do custo da muda, além de
disseminar doengas (como virus e fungos e nematoides), reduzindo a qualidade
final da muda.

A sua multiplicagdo através da cultura de tecidos, ou micropropagacdo,
pode constituir um método auxiliar na produgéo eééiente d;;uas de figueira
com alta qualidade fitossanitaria e genética. Esta técnica vem sendo MIiﬁ&
com sucesso para a obtencio de mudas sadias em grande numero de espécies.
economicamente importantes ou com dificuldade de propagagdo, realizando
avangos importantes nos campos de genética, fisiologia e patologia (Paiva,
1998).

No entanto, para a cultura da figueira, sdo raros os trabalhos realizados

_in vitro, conhecendo-se muito pouco sobre seu comportamento; bem como sobre
seu posterior desenvolvimento no viveiro ou no pomar (Guerra e Costa, 1988).
Estabeleceu-se o presente trabalho com o objetivo de estudar a

multiplicagfio € o enraizamento in vitro da cultivar Roxo de Valinhos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Botiinica e Cultivares

/ A figueira cultivada no Brasil pertence a familia Moraceae. Nesta
familia predominam individuos com habito de crescimento arboreo ou arbustivo,
sendo rara a presenga de herbéceas.yE composta de cerca de 61 géneros com
mais de mil espécies. No Brasil encontram-se varias destas espécies, algumas
selvagens, outras cultivadas./ O maior género da familia é o Ficus, com cerca de
600 espécies/ ‘

_As arvores sdo de porte médio a grande. No Brasil, devido as técnicas de
manejo empregadas na cultura, estas plantas ndo ultrapassam o porte arbustivo--
(3 metros). Seu sistema radicular ¢ superficial e fibroso, o numero de ramos ¢
variavel (6-24) e depende exclusivamente do objetivo de exploragio e do
sistema de condugio adequado (Maiorano et al., 1997).

‘As folhas sdo caq_ucas, grandes, lobuladas, sendo suas caracteristicas de
tamanho, forma, cor, textura e peciolo utilizadas para diferenciagdo varietal
(Pereira, 1981).

As flores se desenvolvem dentro de um receptaculo denominado
sinconio, que nada mais é do que o préoprio fruto.

A fruta da figueira, na verdade, ¢ uma infrutescéncia, visto que ndo ¢
originariar do ovario, ‘e sim um pequeno aquénio que se forma pelo
- desenvolvimento deste.

' ‘A fruta i’ _g!'ange,»perifonne, alongada, tem pedinculo curto, coloragio
externa roxo-escura, coloragio da polpa, na cavidade central, rosa-violacea; e

quando madura é tenra e saborosa. P
/



Existem cerca de 25 cultivares de figueira no Brasil, sendo que apenas a
cultivar Roxo de Valinhos é explorada comercialmente, que foi introduzida no
Brasil, em Valinhos-SP, por um imigrante italiano. E uma cultivar rustica,
vigorosa e produtiva, com boa adaptagdo a diversos climas e adaptada ao
sistema de poda drastica.

Em outros paises, a cultivar ‘Roxo de Valinhos’ é conhecida como
'Nero', ‘Corbo’, Brown Turkey’, ‘Granata' e 'San Piero’ (Rigitano, 1964).

Tomando por base as caracteristicas florais e os habitos de frutificacdo,
Rigitano (1964), descreve quatro tipos principais de figo:

Caprifigos (Ficus carica silvestres): Constituem o tipo selvagem, do
qual se originaram os outros trés tipos de figos cultivados. Sio raras as
variedades que apresentam valor comestivel. E a tinica classe de figo cujas flores
femininas apresentam, quando maduras, estames fomecedores de polen as
demais variedades. Sdo também os unicos figos, cujas flores femininas
apresentam estilos curtos, apropriados a ovoposi¢do € ao desenvolvimento da
vespa do género Blastophaga. No Brasil, devido a inexisténcia da vespa
Blastophaga psenes, os caprifigos existem apenas em cole¢des experimentais.

Smima (Ficus carica smyrniaca). Os figos deste tipo produzem somente
flores femininas com estilo alongado e a sua maturagio ndo se verifica, a menos
que receba estimulo da polinizagdo. Sem esse estimulo, os figos vio minguando
e geralmente caem imaturos.

Comuns (Ficus carica hortensis). Os figos deste tipo nido
necessitam de qualquer tipo de estimulo produzido pela polinizagdo para
que amaduregam. Apresentam, do mesmo modo dos figos tipo smirna,
flores femininas com estilo longo, porém sdo capazes de se desenvolver
por partenocarpia, nesse caso, formam sementes estéreis. Aos figos deste

tipo pertence a variedade ‘Roxo de Valinhos’.



-

Sio Pedro (Ficus carica intermédia). Sdo os figos com
caracteristicas intermediarias entre os figos Smima e os Comuns.
Apresentam também somente flores femininas, com estilo longo;
entretanto, os figos da primeira colheita sdo partenocarpicos, ja os da
segunda colheita necessitam da caprifigagio para que cheguem a

amadurecer.

2.2 Micropropagacio da figueira

Comercialmente, a propagagdo de figueira no Brasil é realizada através
da estaquia (Silva, 1983). A estaquia ¢ um método em que segmentos destacados
da planta mie sdo colocados em condigdes adequadas que, formando raizes
adventicias, originam uma nova planta. E um método que demanda tempo, mio-
de-obra e consideravel espago fisico, além das plantas ficarem expostas a
contaminagio por nematoides, virus e fungos, reduzindo a qualidade final da
muda e onerando o seu custo de produgdo (Yui, 1990). Por outro lado, avangos
no plantio de pomares implicam na necessidade de produgdo de mudas de alta
quantidade e baixo custo, o que requer o uso de métodos intensivos de
propagacdo (Corréa, 1990 e Yui, 1990).

/A micropropagagdo, ou propagagio vegetativa in vitro, pode ser util
| tanto na produgio de plantas matrizes (cepas) quanto na produgio direta de

porta-enxertos ¢ de mudas das cultivares-copa sem enxertia. Esta técnica

proporciona rapida multiplicagdo a partir de matrizes sadias, as quais sdo obtidas
‘L‘ por cultura de meristemas e, portanto, sio isentas de viroses (Corréa, Pasqual e
;! Yui, 1991). Plantas matrizes livres de virus sdo fundamentais para obtengdo de
(f mudas de boa qualidade. Através da cultura de meristemas, pode-se obter

‘\\ \niatriz.es sadias com garantia de estabilidade genética (Ribas e Zanette, 1992).



A técnica de cultura de tecidos de plantas tem sido de grande utilidade
na resolugio de diversos problemas de varias culturas agrondmicas. E uma
importante estratégia para o melhoramento, clonagem e multiplicacio de plantas
em larga escala e para obtengdo de plantas livres de virus, com alta qualidade
fitossanitana e genética. Além do controle efetivo de doengas, apresenta também
facilidade no manuseio e transporte, independéncia da sazonalidade e utilizagio
de pequenas por¢des da planta para produgdo em larga escala comercial.

i Especificamente no cultivo da figueira, poucos sdo os trabalhos
realizados em cultivo in vitro. Pouco se sabe sobre o comportamento in vitro da
espécie e do posterior desenvolvimento das plantas no viveiro ou pomar (Guerra
e Costa, 1988).

Barbosa et al. (1992) desenvolveram trabalhos visando a producgdo de
mudas da figueira ‘Roxo de Valinhos’ através do cultivo in vitro de meristemas.
Os resultados apresentados confirmam a possibilidade da propagagdo in vitro da
figueira. Entretanto, ha necessidade de otimizagio do protocolo de propagacio,
especialmente quando na fase de enraizamento, associando-a ao uso de
fitorreguladores (AIB, ANA, BAP e outros).

A propagagdo vegetativa é essencial para a manutengdo dos caracteres
agrondmicos desejaveis do gendtipo, essencialmente em porta-enxertos de
origem clonal.

Murashige e Skoog (1974) apresentaram um esquema padrdo,
representando os estagios de desenvolvimento no processo de propagagido in
vitro:

Estagio I: Selegdo de explantes, desinfestagdo e cultura em meio
nutritivo sob condi¢Ges assépticas;

Estagio 1I: Multiplicagdo dos propagulos mediante sucessivas

subculturas em meio proprio para a multiplicagao;



Estagio 111: Transferéncia das partes aéreas produzidas, para meio de
enraizamento e subseqiiente transplantio das plantas obtidas para substrato ou
solo.

As vezes um estagio zero é citado, o qual corresponde ao tratamento
dado a planta matriz, de onde sdo retirados os explantes (Torres, Caldas e Buso,
1998).

Atualmente, a maior importancia da atividade da micropropagagio esta
na obtengdo de plantas livres de virus, isto €, na produgdo de mudas de lenhosas,
herbaceas e arbustivas. No trabalho in vitro com figueira, o objetivo se restringe
a produgdo de plantas livres de virus, através do élongamento dos apices
caulinares (Murithi, Ragan e Waite, 1982; Pontikis e Melas, 1986). Para os
sistemas de certificagio de mudas frutiferas, a limpeza clonal e a
micropropagagio sdo indispensaveis. De modo geral, a micropropagacdo das
espécies lenhosas é mais dificil quando comparada & das espécies herbaceas,
devido a perda da capacidade morfogenética de seus tecidos.

Espécies frutiferas, como a macieira, pereira, videira e citros, vém tendo
significativos progressos na area da micropropagagdo, o mesmo ocorrendo com
espécies omamentais, tais como samambaias, crisdntemos, orquideas violetas e

florestais, especialmente no caso do eucalipto.



2.3 Meios Nutritivos

Os meios de cultura, por constituirem parte essencial da cultura de
tecidos, tém evoluido juntamente com a propria ciéncia da biotecnologia.

Inicialmente, foram utilizados os mais diferentes tipos de meios e
componentes, até o estabelecimento do meio ‘MS’ de Murashige e Skoog
(1962). Este meio contém 40 mM de NO; e 20 mM de NH,' e o crescimento
das células e tecidos das plantas esta relacionado ‘a alta concentragdo de aménia
e nitrato. Usa-se também o meto basico WPM (Wood Plant Medium) de Loyd e
McCown (1980), que foi desenvolvido para cultura de brotagdes em plantas
lenhosas e apresenta % das concentragdes de NO;” e NH,;* do meio MS, além de
mais potassio e um alto nivel de ions sulfato. O meio basico BS, desenvolvido
por Gamborg, Miller e Ojima (1968), apresenta niveis de elevados de NOs e K*
e baixos de NH,', em concentragBes superiores a 2 mM de NH,'. Também se
usa o meio basico Knudson, modificado por Ardite (1967), e o meio basico
White (1943).

Entretanto, para cada tipo de espécie, cultivar e explante, 0 meio mais
adequado e eficiente € variavel. A extrapolagdo pura e simples em geral ndo traz
os melhores resultados. Para determinar qual o methor meio para cada caso,
deve-se recorrer a diversos ensaios.

O meio de cultura deve suprir tecidos e drgdos cultivados in vitro com
nutrientes necessarios ao crescimento. Basicamente, o meio de cultura fomece
nio s6 macro e micronutrientes, mas também carboidratos (normalmente a
sacarose) para substituir o carbono que a planta normalmente fixa na atmosfera
pela fotossintese. Para proporcionar melhor desenvolvimento, normalmente
incluem-se certos componentes organicos como vitaminas, aminoacidos e
reguladores de crescimento. Diversos outros produtos, a exemplo de sucos de

frutas, leite de coco, extratos de leveduras e proteinas hidrolisadas, foram usadas



no passado, substituindo vitaminas e aminoacidos ou mesmo como suplementos
adicionais. Como é importante que o meio seja 0 mesmo todas as vezes que for
preparado, componentes que podem variar em sua composi¢io devem ser
evitados, mesmo que proporcionem resultados positivos (Pasqual, Hoffmann e
Ramos, 1997).

Os carboidratos fomecem energia metabolica e esqueletos carbonicos
para a biossintese dos compostos organicos necessarios para o crescimento das
células além de atuarem como um componente osmético do meio de cultura
(Torres, Caldas e Buso, 1998).

Murashige e Skoog (1974) afirmam que varios carboidratos tém sido
usados, mas ndo tém mostrado superioridade sobre a sacarose, que suporta as
mais altas taxas de crescimento na maioria das espécies. Muitos estudos vém
sendo desenvolvidos sobre a entrada e o metabolismo de sacarose in vitro.
Alguns autores relatam que a sacarose é hidrolisada em glicose e frutose
gradualmente no meio, pela agdo da enzima invertase localizada na parede
celular (Kozai, 1991). A atividade bioldgica de qualquer substancia ndo somente
varia com a dosagem, mas depende do meio no qual é colocada (Murashige e
Skoog, 1962). Portanto, a concentra¢do de sacarose é um fator importante para
obter crescimento satisfatorio, dependendo do meio e do explante. A
concentragdo mais utilizada € a de 3% (p/v). Observou-se um aumento na taxa
de fotossintese quando, em subculturas sucessivas, a concentra¢do de sacarose
foi reduzida de 20 ou 40 g.L" para 10 g.L”. A concentragdo de sacarose afeta a
assimila¢do de nutrientes e o efeito de reguladores de crescimento. Além disso, a
concentragdo de sacarose afeta a produgdo de metabolicos secundarios, de
grande importincia nos processos metabolicos e na composicdo da parede
celular (Grattapaglia e Machado, 1998).

Haelterman e Docampo (1994) ajustaram um meio para a

micropropaga¢do das figueiras, cultivares Turco, Malaga e Kadota, isentas de



mosaico. Inicialmente, estacas com sintomas de mosaico foram enraizadas e
submetidas a termoterapia (37°C durante 20 dias), das quais foram extraidas
gemas, que foram inoculadas em meio MS acrescido de mio-inositol, tiamina,
acido ascorbico, glicina, piridoxina HCI, floroglucinol e sacarose, além dos
fitorreguladores 6-benzilaminopurina, cinetina e giberelina, com agara 7 gL e
pH ajustado em 5,8. A taxa meédia de multiplicagio foi de quatro a seis
brotagoes/explante.

Em Tournrfortia cf. paniculata (Bertolucci, 1999), quando foram
comparadas o meio WPM e o meio basico MS em relagdo ao tamanho de
brotagdes, notou-se um incremento de 30% neste parametro.

Kumar, Radha e Chitta (1998) estudando o efeito de diferentes meios de
cultura em Ficus carica, observaram que o meio MS mostrou ser mais eficiente
na multiplicagdo e indugdo de raizes, quando comparado com o meio BS.

O quadro a seguir ilustra a composi¢do nutritiva de cada meio de

cultura.
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Alguns meios recomendados ¢ usados em cultura de tecidos vegetais;

Componenics BS5 MS WPM Knudson

Macronutrientes

CaCl, - - - -
CaCL..2H20 150 440 96 -
Ca(NOs),.4H,0 - - 556 1000
KCl - - - 250
KH,PO, - 170 170 -
KNO, 2.500 1900 - -
K>SO, - - 990 -
MgS0..7H,0 250 370 370 250
NaSO..H,O 150 - - -
Na:SO., - - - -
NH,NO, - 1650 400 -
NH4H,PO, - - - -
Micronutrientes

(NH,)2SO4 134 - - 500
COC12.6H20 0,025 0,025 - -
CuSO; 0,040
CuSO4.5H,0 0,025 0,025 0,25 -
Fe(SOq)s - - - -
H;BO, 3 6,2 6,2 0,056
Kl 0,75 0,83 - -
MnSO..H,0 10 - - -
MnSQ0..4H,0 - 22,3 22,3 1.5
MoQO; - - - -
NaMo0,.2H,0 0,25 0,25 0,25 0,016
ZnS0,.7H,0 2 8,6 8,6 0,331
FeEDTA: -
Fe(S0,4).TH0O 27.8 27.8 27.8 25
Na,EDTA_2H,;0 37,2 37,2 37,2 -
Orgénicos

Acido Félico - - - -
Acido Indol - - - -
Acético

Acido nicotinico 1,0 0,5 0,5 -
Biotina - - - -
Glicina - 2,0 - -
Mio-inositol 100 100 100 -
Piridoxina. HCI 1,0 0,5 0,5 -
Tiamina.HC} 10,0 0,5 1,0 -
Sacarose (g.L") 20 30 20 20
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2.4 Reguladores de Crescimento

Os fitchorménios sdo compostos organicos sintetizados em uma parte da
planta e translocados para outra, na qual, em pequenas concentragdes, causam
resposta fisiologica, que pode ser de promogdo ou inibigdo dos processos de
crescimento e diferenciagdo (Tombolato e Costa, 1998).

Os reguladores de crescimento sdo substincias sintéticas que, quando
aplicadas nas plantas, apresentam propriedades quimicas semelhantes a dos
horménios.

O efeito de cada tipo de regulador de crescimento no processo de
crescimento e desenvolvimento da planta depende da espécie utilizada; da parte
da planta; do estagio de desenvolvimento da planta e do tecido; da concentragdo
utilizada e da interagdo entre os reguladores de crescimento. In vitro, o balango
hormonal no meio de cultura é determinante para o sucesso no processo de
regeneragdo de plantas (Tombolato e Costa, 1998).

’ As auxinas e citocininas sdo as classes de reguladores de crescimento
,j’mais utilizadas na cultura de tecidos. A formagdo de raiz, parte aérea e calo em
i cultura de tecidos € regulada pela disponibilidade e interagio dessas duas classes
_ de reguladores de crescimento (Skoog e Miller, 1957).

e As auxinas sio sintetizadas nas plantas, em regides de crescimento ativo,
como meristema apical, gemas axilares, folhas jovens, sendo, posteriormente,
translocadas para diferentes érgdos, nos quais atuam no mecanismo intemo que
controla o crescimento. Assim, promovem o crescimento do caule, folhas e
raizes e também sdo responsaveis pela dominancia apical, podendo ainda ser
usadas como herbicidas (2,4-D-acido 2,4-diclorofenoxiacético) (Tombolato e
Costa, 1998).
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As auxinas participam na formagio e desenvolvimento de raizes
adventicias nos caules de segmento vegetativos de plantas. Assim, ¢ utilizada na
pratica de reproducio assexuada de muitas espécies.

A auxina mais usada pra estimular multiplicagdo em meio de cultura é o
ANA (acido alfa-naftaleno acético), seguido de AIB (acido indol-3-butirico) e
AlA (acido 3-indolilacético). As concentragoes utilizadas de ANA e AIB sdo
abaixo de 0,5 mg.L", enquanto AIA, por ser menos estavel em cultura, pode ser
adicionado em concentragoes superiores. Concentragdes altas de auxina podem
estimular o enraizamento e formagdo de calos em detrimento da multiplicagdao
(Tombolato e Costa, 1998).

Lane (1978) verificou que para a cultivar McIntosh de macieira ndo é
necessaria a aplicagdo de auxina exdgena para a proliferagaode brotos.

A adigdo do acido naftalenoacético (ANA) ao meio de cultura pode
provocar inibi¢do da prolifera¢do de brotagoes, quando usado em doses entre 0,1
e02mglL", segundo Abbott e Whiteley (1976) e Lane (1978).

Kumar, Radha e Chitta (1998), em trabalho com figo Ficus carica L.,
verificaram que a concentragdo de 2 mg.L” de AIB foi suficiente para promover
o desenvolvimento de raizes e parte aérea.

As citocininas sdo substancias reguladoras de crescimento que causam
divisdo celular nas plantas, alongamento e diferenciagdo celular, retardam a
senescéncia das plantas, promovem a quebra da dominancia apical e induzem
proliferagio de gemas axilares. E fundamental para multiplicagao da parte aérea
e indugdo de gemas adventicias e sua concentragdo e tipo sdo os fatores que mais
influenciam a multiplicagdo in vitro. A citocinina mais utilizada é o BAP,
seguido da cinetina. Essas citocininas tém sido empregadas na maioria dos
experimentos, mas pode ser que para uma determinada espécie de plantas, outras

citocininas sejam mais eficientes. Para multiplicagdo em meio de cultura, em
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geral, as concentragdes utilizadas variam de 0,1 a 5 mg.L" (Tombolato e Costa,
1998).

O etimulo ao crescimento e desenvolvimento, através da divisdo e
alongamento celular, ¢ aumentado quando se utiliza uma combinagdo entre
auxina e citocinina, qua atua no controle da morfogénese e formagso de 6rgéios
em cultura de tecidos.

Em meio para micropropagacio, as concentragdes efetivas de cada
regulador de crescimento irdo variar e serdo ajustadas de acordo com o gendtipo
da planta a ser cultivada, o tipo de tecido, o método de micropropagagio e o
estagio da cultura. A maioria dos pesquisadores prefere usar apenas um ou no
méaximo dois componentes. Entretanto, a mistura de mais de uma auxina pode
ser particularmente efetiva para a indugio do enraizamento. As citocininas
abrangem uma classe de reguladores de crescimento que estimulam a smto;
protéica. Por esta razdo, elas podem promover a maturagio dos cloroplastos e
atrasar a senescéncia de fothas destacadas. A aplicagio de citocinina em um
orgdo da planta (por exemplo, uma folha) faz com que o érgio tratado se torne
um centro de convergéncia de aminoacidos, que entio migram para a regido
préxima. O efeito das citocininas é mais notavel em culturas de tecidos em que
elas sdo usadas, freqilentemente junto com as auxinas, para estimular a divisio
celular e controlar a morfogénese. Adic‘ionadas a cultura de brotagdes, estas
substancias reduzem a dominéncia apical e liberam gemas laterais da dorméncia.
Neste caso, elas parecem ter um efeito oposto ao da auxina endogena (Torres e
Caldas, 1990).

E fundamental o balanco hormonal entre a citocinina e a auxina no
controle da morfogénese e formagdo de orgdos em cultura de tecidos
(Tombolato e Costa, 1998).

Yui et al. (1993) observaram que o BAP, nas concentragdes de 0,5 a 2
mg.L", foi eficiente na proliferagio de brotagdes do porta-enxerto de macieira
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cv. M.7, e na concentragio de 2 mg.L", favorecen a multiplicagio da cv.
Marubakaido (Schuch e Peters, 1993). Leite, Finardi ¢ Fortes (1997) obtiveram
brotagOes em microestacas de pereira cv. Bartlett, na concentragdo de 2,4 rng.L"
de BAP. Ja Dal Vesco e Guerra (1999) obtiveram brotagdes de microestacas em
golabeira serrana (Feijoa sellowiana Berg) com BAP a 2 yM, em mistura com
GA; 0,03uM.

3 MATERIAL E METODOS

_O presente trabatho foi constituido de trés experimentos, relativos a

multiplicacio e ao enraizamento das brotagdes in vitro, realizados no

Laboratério de Cultura de Tecidos vinculado ao Departamento de Agricultura da
- UFLA, em Lavras, MG. Para o preparo dos meios, foram utilizadas solugdes
estoque preparadas com agua destilada e armazenadas em frascos de vidro
- escuro, a uma temperatura proxima de 5°C.

| A O ajuste do pH do meio foi feito com NaOH 0,5 e 0,1 N, e quando
‘\’necessério, com HCL 0,1 N, antes da adigdo do agar. Apos o preparo, os meios
| foram autoclavados a 1,5 atm e a temperatura de 120°C, durante 20 minutos.
~ O manuseio do material vegetal ocorreu em camara de fluxo laminar,
desinfetada com alcool (etanol) a 70%. Os explantes, constituidos de brotagdes
com 1-2 cm e 2 gemas, foram excisados de plantulas mantidas in vitro,
provenientes da cultura de meristemas, e inoculados individualmente em tubos
de ensaio com dimensdes de 150 x 25mm, cobertos com tampas plasticas
translucidas e seladas com filme de PVC. Posteriormente, os tubos contendo as
plantulas foram colocados em sala de crescimento, com luminosidade em tomo

de 35uM.m™.s.”, 2742°C e fotoperiodo de 16 horas.
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3.1 Experimento 1 - Efeito de diferentes meios nutritivos associados a vérias
concentracdes de sacarose na multiplicagiio in vitro de Ficus carica L.
Neste experimento, utilizaram-se cinco diferentes meios nutritivos: MS
(Murashide e Skoog, 1962), Knudson (modificado por Ardite, 1967), WPM
oyd e McCown, 1980), White (1943) e B5 (desenvolvido por Gamborg,
I?Zilller e Ojima, 1968), cada um associado a quatro concentragdes de sacarose (0,
15, 30,45 g L.

3.2 Experimento 2 - Efeito de diferentes concentracdes de BAP e ANA na
multiplicagfio in vitro da figueira (Ficus carica L.).

No segundo experimento, foram utilizadas cinco concentra¢des de BAP
(0; 0,5; 1; 2; 4 mg.L"), associando-as a quatro concentragdes de ANA (0; 0,05;
0,1; 0,2 mg.L'™"), em meio WPM acrescido de 15 g.L"! de sacarose.

3.3 Experimento 3 - Efeito de diferentes doses de AIB associadas a
diferentes concentracies do meio de cultura WPM no enraizamento in
vitro da figueira (Ficus carica L.).

Neste experimento, foram utilizadas concentragdes dos sais do meio

WPM (0, 25, 50, 100, 200%), acrescidos de 15 gL' de sacarose, com

concentragdes de AIB (0; 1; 2; 4 mg.L™).

O delineamento experimental utilizado, para todos os experimentos, foi
o inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 4, com quatro repetigdes, trés
tubos por parcela, cada tubo contendo um explante. Utilizou-se o programa de
analise estatistica Sisvar (Ferreira, 2000) para a obten¢do da analise de varidncia.
Os fatores foram analisados através de regressdo polinomial.

Apés 8 semanas, os experimentos foram avaliados, observando-se as

seguintes variaveis:
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Comprimento da maior raiz: Obtido através da medi¢do da maior raiz
adventicia priméria emitida, em centimetros;

Comprimento da Parte Aérea: Obtido através da medigdo da altura da
haste unica, desde o colo da plintula até o meristema apical, em
centimetros;

Numero total de Brotos: Contagem total de brotos/plantula;

Numero de brotos iguais ou maiores que 1 cm: Contagem do numero de
brotos/plantula iguais ou superiores a 1 cm.

Peso da matéria fresca de raizes: Foi obtida através da pesagem do
sistema radicular, em gramas/plantula.

Peso da matéria fresca da parte aérea: Foi obtida através da pesagem da

parte aérea, em gramas/plantula.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

4.1 Experimento 1 - Efeito de diferentes meios nutritivos associados a vérias
concentracdes de sacarose na multiplicaciio in vitro de Ficus carica L.

Avaliando o efeito da sacarose em diferentes meios de cultura, (Tabela
1), observa-se que houve efeito significativo para a interagdo sacarose x meios
de cultura nas caracteristicas comprimento da parte aérea, numero total de
brotos, brotos maiores que 1 centimetro e peso da matéria fresca da parte aérea.
Nio houve efeito significativo para as caracteristicas comprimento da maior raiz

e peso da matéria fresca de raizes.

Tabela 1. Analise de varidncia para as caracteristicas comprimento da parte aérea
(CPA), numero total de brotos (NB), nimero de brotos > lcentimetro
(NB>1cm) e peso da matéria fresca da parte aérea (PFPA). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Fonte de variagdo GL Quadrados Médios

CPA NB NB>1cm PFPA
Meio 4 0,6443** 120,07** 4,344+ 0,1982%*
Sacarose 3 0,2022%*  76,64** 1,957%* 0,0811**
Meio x sacarose 12 0,2822*% 42.71%* 2,468** 0,0414%**
Erro 60 0,0652 2,42 0,168 0,0062
CV (%) 14,35 7,23 87,67 55,40

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade.
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Comprimento da Parte Aérea

Maiores comprimentos da parte aérea foram obtidos com os meios MS,
KC e WPM, acrescidos de 32, 28 e 22g.L" de sacarose, respectivamente (Figura
1).

- o - 'MS — * — KC ——WPM

N
W
[]

u_ uN
w O
d 1
s

[]
.
b

[

-

o
1

Comprimento
da parte aérea (cm;

o
¥}
1

N
()

15 30 45

S

Sacarose (gL'

Yus= 1,485+0,045x-0,0007x>  R’=0,99
Yxc= 1,602+0,045x-0,0008x>  R>=0,70
Ywpn= 1,767+0,041x-0,0009x° R*=0,47

FIGURA 1. Comprimento da parte aérea de Ficus carica in vitro desenvolvido
em meios MS, WPM e Knudson, suplementados com diferentes
concentragdes de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Houve uma resposta significativa no comprimento da parte aérea dos
explantes inoculados em meio sem sacarose. Esse resultado pode ser devido ao
tempo de permanéncia dos explantes no meio (60 dias), sugerindo que melhores
respostas podem ser obtidas aumentando-se o tempo de permanéncia. A pouca

diferenga entre o comprimento das partes aéreas dos explantes inoculados em
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meio sem sacarose, quando comparado com os inoculados com sacarose,
provavelmente ocorreu devido ao prazo em que os explantes permaneceram no
meio de cultura, o crescimento da parte aérea se deu as expensas da energia dos
proprios explantes e ndo de uma fonte de carbono exdgena. Caldas, Haridasan e
Ferreira (1998) afirmaram que os carboidratos podem estimular determinados
processos e inibir outros, e muitas vezes as concentragdes utilizadas para
clorofila.

O aumento das concentra¢bes de sacarose proporcionou um incremento
no comprimento da parte aérea dos explantes até um ponto em que se verificou
decréscimo desta variavel, provavelmente devidlo ao aumento excessivo do
potencial osmdtico do meio de cultura, dificutando o desenvolvimento dos
explantes.

Tendéncia similar foi observada em estudos com a macieira
‘Marubakaido’, realizados por Hoffmann (1999), em que elevadas concentrages
de sacarose desfavoreceram o crescimento in vitro, afetando o desenvolvimento e
o crescimento das mudas. Alves (2000), em trabalho com cultivo in vitro de
embrides imaturos de Citrus reticulata ‘Ponkan’, constatou que o maior
comprimento da parte aérea foi obtido com 30 e 15 g.L" de sacarose.

As melhores concentragdes de sacarose encontradas no presente trabalho,
de uma maneira geral, estio proximas da concentragio recomendada (30g.L")
para a maioria das culturas; entretanto, no periodo de 60 dias, o maior

comprimento da parte aérea foi observado na auséncia de sacarose.
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Numero Total de Brotos

O meio de cultura WPM proporcionou o maior niimero total de brotos
(17/explante) na concentragdo de 22g.L"' de sacarose, enquanto, para o meio KC,
a melhor concentragio foi a de 15 g.L", com 7 brotos/explantes. O maior nimero
total de brotos nos meios MS e B foi obtido nas concentragdes de 24 e 28 g L
de sacarose, respectivamente, obtendo uma média de cinco brotos em ambos
(Figura 2).

"7 O resultado obtido com o meio WPM atesta o fato de esse meio ser
PJ indicado para multiplica¢do de brotagdes lenhosas (Pasqual, Hoffmann e Ramos,
‘]9/97). Os meios KC, MS e B; apresentaram resultados semelhantes entre si.

O aumento das concentragOes de sacarose proporcionou maior nimero
total de brotos até determinado nivel, a partir do qual se observou decréscimo
nessa variavel. As concentragGes de 2-4% (p/v) sdo as mais comuns, sendo que
acima desta faixa ha um aumento excessivo do potencial osmético, dificultando a

multiplicagdo (Grattapaglia e Machado, 1998).
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FIGURA 2. Numero total de brotos de Ficus carica in vitro desenvolvido em
meios MS, BS5, Knudson e WPM, suplementados com diferentes
concentra¢des de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Numero de Brotos maiores que 1cm

Melhores resultados foram obtidos quando explantes foram inoculados
nos meios WPM e MS nas concentragdes de 15 e 30 g.L™ de sacarose, obtendo 3
e 1 brotos/explante, respectivamente (Figura 3).

O meio WPM proporcionou maior nimero de brotos maiores que 1 cm.
A mesma resposta foi encontrada em estudos com Prerodon pubescens Benth.,
em que os segmentos nodais foram melhor estabelecidos em meio WPM,
quando comparado com o meio MS e outros. Em Tournrfortia cf. paniculata

(Bertolucci, 1999), quando foram comparados o meio WPM e o meio basico MS
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em relagio ao tamanho de brotagdes, notou-se um incremento de 30% neste

parametro.
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FIGURA 3. Nimero de brotos maiores que 1cm em plantulas de Ficus carica in
vitro desenvolvidos em meios MS e WPM, suplementados com
diferentes concentragoes de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Peso da Matéria Fresca da Parte Aérea

Os meios WPM e MS acrescidos de 25 e 32 gL' de sacarose,
respectivamente, foram os que proporcionaram maior peso da matéria fresca da
parte aérea (Figura 4). O methor resultado obtido com o WPM corrobora a
indicacdo de se utilizar este meio na micropropagacéo de espécies lenhosas.

O aumento das concentragdes de sacarose proporcionou um incremento no
peso da matéria fresca da parte aérea até determinado nivel, com subseqiiente
decréscimo. Esta reducfio possivelmente ocorreu em fun¢do da elevagido do

potencial osmético e inibigfio da sintese de clorofila.
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Concentragdes de 2-4% (p/v) sdo as mais comuns. Abaixo dessa faixa,
pode ocorrer clorose nas culturas, acima dela, pode-se incorrer em problemas de

excessivo potencial osmotico do meio, possibilitando deterioragiio das culturas.

(Grattapaglia e Machado, 1998).
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FIGURA. 4. Peso da matéria fresca da parte aérea de Ficus carica in vitro
desenvolvidas em meios MS ¢ WPM, suplementados com diferentes

concentragdes de sacarose. UFLA, Lavras-MG, 2001.
4.2 Experimento 2 - Efeito de diferentes concentracies de BAP e ANA na

multiplicac#io in vitro da figueira (Ficus carica L.).

Analisando a Tabela 2, observa-se que houve efeito significativo para a
interagdo BAP x ANA em todas as caracteristicas avaliadas, exceto para peso da

matéria fresca da raiz e peso da matéria fresca da parte aérea
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Tabela 2. Analise de varidncia para as caracteristicas comprimento da maior raiz
(CR) comprimento da parte aérea (CPA), numero total de brotos (NB),
numero de brotos maiores que lcm (NB>1cm), peso da matéria fresca

da raiz (PFR) e peso da matéria fresca da parte aérea (PFPA). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Fonte de GL Quadrados Médios

variagdo CR CPA NB NB>1 PFR' PFPA'
BAP 5 43,6%+ 1823*% 586** 432* 029 0,93
ANA 4 6,17 13,66** 132** 21,6* 022 0,80%
BAPXANA 11  576%  9]15% 158% ]37* 022 0,78
ERRO 59 1,92 0,28 229 079 022 0,81
CV(%) 57,74 1788 27,51 36,0 443 78,33

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
! Variavel transformada pela equacgio (X+1)0.5

Comprimento da maior raiz

Os melhores resultados para esta variavel foram observados com a
utilizagio de 2 a 4 mg.L” de BAP, na auséncia de ANA (Figura 5). Quando se
utilizou 0,05 mg.L" de ANA, pode-se observar uma resposta linear crescente no
comprimento da maior raiz. Nas concentragdes mais elevadas de ANA, o

comprimento da maior raiz aumentou até 2 mg.L' de BAP, decrescendo
posteriormente.
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Comprimento da
maior raiz (cm)
C = N W s OO

0 05 1 15 2 25 3 35 4

BAP (mg.L™)
ANA (0Omgl) —s—ANA (0,05 mg/L)
- - e - -ANA (01 mgl) - - - ANA(©2mgl)
Yo= 0,5753+3,4641x-0,5315x* R’*=0,94
Yo.05= 0,0369+1,3447x R*= 0,94
Yo,=0,5673+2,8257x-0,6171x° R*=0,79
Yoo~ 0,197142,6939x-0,5609x° R*=0,97

FIGURA 5. Comprimento de raizes de plantulas Ficus carica in vitro
desenvolvidas em meio WPM, suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e ANA. UFLA, Lavras-MG, 2001.

O maior comprimento da raiz observado na auséncia de ANA demonstra
o efeito deletério desse regulador nesta variavel. De acordo com Grattapaglia e
Machado (1998) a rizogénese ocorre no periodo de 1 a 3 semanas e pode ser
dividida em indugdo, inicia¢do e elongagio de raizes, enquanto as duas primeiras
fases respondem ou dependem de auxina; o crescimento das raizes é inibido pela
presenga desta.

A formagdo de raiz, parte aérea e calo em cultura de tecidos é regulada
pela disponibilidade e interagdo entre auxinas e citocininas, sendo que, no
processo de rizogénese, aparentemente ha uma relagdo quantitativa entre niveis

de auxina e citocinina, que é responsavel pelo inicio do processo (Skoog € Miller

1957).
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Embora o BAP seja relatado como inibidor do processo de enraizamento
(Grattapaglia, Assis e Caldas, 1987), no presente trabalho constatou-se o seu
efeito benéfico na elongagdo do sistema radicular formado. Desta forma, onde se
verificou uma relagiio auxina/citocinina baixa (0 mg.L”' de ANA/2-4 mgL" de
BAP e 0,05 mgL' de ANA/4mgL' de BAP), obtiveram-se maiores
comprimentos de raizes, enquanto, numa relagdo auxina/citocinina mais alta,

com 0,1 ou 0,2 mg.L"' de ANA, menor crescimento de raiz foi observado.
Comprimento da Parte Aérea

Maior comprimento da parte aérea foi observado com 2 e 4 mg.L" de
BAP na auséncia de ANA, apresentando média de 7 cm de comprimento (Figura
6). Quando se utilizou ANA, menor comprimento da parte aérea foi observado, e
4 medida que se elevou a concentragdo de ¢ ANA de 0,1 para 0,2 mgL", a
queda foi mais acentuada. A concentragio de 2 mg.L-1 de BAP na auséncia de
ANA incrementou ndo sé o comprimento da raiz, como também o da parte
aérea.

Para Pierik (1990), um adequado balango entre auxinas e citocininas
estabelece um eficiente controle no crescimento e na diferenciagdo das culturas
in vitro. Segundo Cheema e Sharma (1983), o BAP induz a uma alta taxa de
multiplica¢do.

Schuch (1989), trabalhando com macieira ‘Marubakaido’, verificou que
a melhor taxa de multiplicagio foi obtida com 2 mg.L"' de BAP. Para James
(1981), BAP nas concentragdes de 1-2 mg.L", para a multiplicagio in vitro de
porta-enxerto de macieira cv.M9, mostrou também ser eficiente. Sugere-se que
concentragdes excessivas de citocininas podem causar efeito toxico, o que

compromete a eficiéncia do sistema.
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Comprimento
parte aérea (cm)
O=MNWLAONO N®

BAP (mg.L")
—eo—ANA (0,0 mgiL) =----- ANA (0,1 mg/L) - - ®---ANA (0,2 mg/l)
Yo= 0,6401+4,6813x-0,7709x* R*=0,93
Yo,= 1,9789+1,7202x-0,4573x> R*=0,85
Yo2=1,6357+1,7717x-0,4662x° R*=0,89

FIGURA 6. Comprimento da parte aérea de plantulas de Ficus carica in vitro
cultivadas em meio WPM suplementado com a diferentes
concentracoes de BAP e ANA. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Nitmero Total de Brotos

Observou-se que concentragdes de 2-4 mg.L” de BAP, na auséncia de
ANA, apresentaram maior numero total de brotos (Figura 7). Quando se utilizou
ANA notou-se resultados semelhantes nas concentragdes de BAP, exceto com
0,1 mg.L" de ANA; na auséncia de BAP houve emissdo consideravel de brotos,
indicando que no meio com baixa concentragio de auxina pode-se obter bom
nimero de brotos. E importante notar que até as concentragdes de 0,1; 0,05 ¢ 0,2
mg.L"' de ANA associadas a 2 mg.L" de BAP, promoveram um acréscimo no
numero total de brotos, iniciando-se a partir dai uma redug@o na emissdo de

brotos.
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Y= 2,2776+4,6767x-0,662759x° R?= 0,95
Yoos= 1,7666+3,7571x-0,683012x° R*=0,78
Yo,= 5,5370+2,2672x-0,667803x" R?=0,89
Yo2= 2,2262+4,8318x-1,121409x* R?*= 0,90

FIGURA 7. Numero total de brotos de plantulas de Ficus carica in vitro
cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e ANA. UFLA, Lavras-MG, 2001.

Em trabalho com macieira, Yui (1990) observou melhores resultados
com a aplicagdo de 5 mg.L"' de BAP, independente de ANA, comprovando que
este regulador de crescimento (BAP) deve ser incorporado ao meio de cultura
para permitir uma taxa de multiplicagdo de brotos.

Estudos com videira, realizados por Peixoto (1990), evidenciaram que o
aumento da concentragdo de ANA reduz o nimero de brotagdes produzidas.
Maior nimero de brotagdes por explante foi obtido com BAP a 1 mg.L”, na
auséncia de ANA. Novak e Juvova (1983) verificaram efeitos prejudiciais da
adigio do ANA em meio de cultura para regeneragdo de segmentos nodais de

videira. Provavelmente a adicdo de ANA provocou o desbalanceamento da
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relagdo endogena de auxinas e citocininas dos explantes, reduzindo o nimero de
brotagdes produzidas. O efeito benéfico do BAP na multiplicagio das brotagdes
pode ser relacionado com a influéncia deste regulador de crescimento, na divisao

celular e na liberagdo das gemas axilares inibidas pela dominancia apical.

Namero de Brotos Maiores que 1 cm

A produgdo de brotos maiores que 1 cm foi melhor com a utilizagdo
BAP nas concentragdes de 2 a 4 mg.L", na auséncia de ANA (Figura 8). Houve
um acréscimo no numero de brotos maiores que 1 cm até as concentragdes de
1,8 e 2,1 mg.L" de BAP, associadas a 0,1 e 0,2 mg.L" de ANA, a partir das
quais nota-se um decréscimo do nimero de brotos. Quando se utilizou 0,05
mg.L" de ANA, a queda na producdo de emissio de brotos so foi verificada com
3 mg.L" de BAP, evidenciando que, dependendo da relagiio auxina/citocinina,
verificam-se diferentes respostas dos explantes. Abbott e Whiteley (1976)
constataram que a aplicagio de ANA ao meio de cultivo pode provocar inibigao
da multiplicaciio de brotagdes, quando em concentragdes entre 0,1-0,2 mg.L™.

Yui et al. (1993) observaram que o BAP, nas concentragdes de 0,5 a 2
mg.L", foi eficiente na proliferaqéo de brotagbes do porta-enxerto de macieira
da M.7; na concentragio de 2 mgL", favoreceu a multiplicagio da cv.
‘Marubakaido’ (Schuch e Peters, 1993).

Embora as auxinas ndo sejam sempre necessarias ao meio de
multiplicagio (Quoirin e Lepoivre, 1977), sdo utilizadas com o intuito de

estimular o crescimento das partes aéreas (Grattapaglia ¢ Machado, 1998).
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FIGURA 8. Numero de brotos maiores que 1 cm plantulas de Ficus carica in
vitro cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes
concentragdes de BAP e ANA. UFLA, Lavras-MG, 2001.

4.3 Experimento 3 - Efeito de diferentes concentracdes de AIB associadas a
diferentes concentragdes dos sais do meio de cultura WPM no enraizamento
in vitro de Ficus carica L.

Houve efeito significativo da interagdio WPM x AIB para as
caracteristicas comprimento da maior raiz e comprimento da parte aérea. Para
peso da maténa fresca da raiz, peso da matéria parte aérea e numero de brotos,
apenas o fator WPM foi significativo. O uso do regulador de crescimento AIB,
isoladamente, n3o foi significativo para nenhuma das varidveis analisadas (Tabela
3).
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Tabela 3. Analise de variancia para as caracteristicas comprimento da raiz (CR),
comprimento da parte aérea (CPA), numero total de brotos (NB),
nimero de brotos maiores que lcm (NB>1cm), peso da matéria fresca
da raiz (PFR) e peso da matéria fresca da parte aérea (PFPA). UFLA,
Lavras-MG, 2001.

Fontede GL Quadrados Médios

variagdo CR CPA NB NB>1' PFR' PFPA'
WPM 4  581** 60,6** 2152** 68,6 0,046** 0,17**
AIB 30,051 266 272 62,3 001 0,01

WPMxAIB 12 0,16** 55% 3276 594™ 0,008 0,01®
ERRO 60 0,087 1,74 2058 543 0011 0,02
CV(%) 2241 4145 3231 3165 1044 4162

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade
! Variavel transformada pela equagio (X+1)*

Comprimento e Peso da Matéria Fresca da Raiz e Parte Aérea

Melhor comprimento da maior raiz foi obtido na auséncia de sais do meio
WPM, na concentragio de 2 mg.L" de AIB (Figura 9A), proporcionando um
percentual de enraizamento de 23%. A medida que se elevou a concentragio de
sais do meio, constatou-se uma diminui¢dio no comprimento da maior raiz,
independentemente da concentragio de AIB. No meio sem a presenga de sais do
meio WPM, o menor comprimento de raizes foi verificado na auséncia de AIB
(1,63 cm). Entretanto, a diferenca entre este valor e o obtido com 2 mg.L" de
AIB é pequena, indicando que para o enraizamento da figueira in vitro ndo é

necessaria a utiliza¢do de regulador de crescimento AlB.
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FIGURA 9. Plantulas de Ficus carica in vitro cultivadas em meio WPM
suplementado com diferentes concentragdes de AIB: A) comprimento
da maior raiz; B) comprimento da parte aérea. Plantulas de Ficus
carica in vitro cultivadas em meio WPM: C) peso da matéria fresca da
raiz; D) peso fresco da parte aérea.



Kumar, Radha e Chitta (1998) verificaram que a concentragio de 2 mg.L’
' de AIB era suficiente para promover o desenvolvimento de raizes e parte aérea.

Maior comprimento da parte aérea foi obtido na auséncia de sais do meio
WPM e concentragdo de 1 e 2 mgL’ de AIB (Figura 9B). Quando a
concentragdo de sais foi aumentada, houve um decréscimo no comprimento da
pare aérea, independentemente da concentragdo de AIB utilizada.

As concentragdes de 1 e 2 mg.L" de AIB proporcionaram tanto maior
comprimento da parte aérea quanto maior raiz, evidenciando que maior
desenvolvimento do sistema radicular proporciona maior desenvolvimento da
parte aérea.

Analisando as Figuras 9C e 9D, pode-se verificar que o maior peso da
matéria fresca da raiz e parte aérea foi obtido na auséncia de sais do meio WPM,
verificando efeito negativo destes ao meio.

Embora o meio WPM seja indicado e mais utilizado na micropropagagio
de plantas lenhosas, por ter baixas concentragoes de sais (McCown e Sellmer,
1987), no presente trabalho constatou-se seu efeito deletério tanto no
desenvolvimento do sistema radicular quanto da parte aérea.

Esse resultado contraditorio possivelmente esta relacionado com a fase
de multiplicagao, anterior ao enraizamento, na qual os explantes encontram-se
em meio contendo citocinina.

O efeito das citocininas nao se restringe a uma subcultura, constatando-
se diversas vezes um efeito residual de uma cultura para outra. Esse efeito pode
ser problematico e tornar-se limitante na fase de enraizamento (Grattapaglia e
Machado, 1998). Uma correlagdo negativa alta entre a concentragdo de BAP no
meio de multiplicacdo e a taxa de enraizamento na geragdo seguinte de
subcultura, na auséncia de fitorreguladores, foi verificada em diversas espécies

de Eucalyptus (Grattapaglia, Assis e Caldas, 1987).
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Para resolver o problema do efeito residual, toma-se necessario uma fase
intermediaria de alongamento com o objetivo de desintoxicar as culturas, o que

néo foi realizado ndo presente trabalho.

Niimero Total de Brotos

Maior numero total de brotos foi obtido com 100% da concentragio de
sais do meio WPM (Figura 10). E possivel que o efeito residual do BAP, agindo
negativamente no comprimento e matéria fresca da raiz e parte aérea, tenha
promovido um efeito benéfico na emissdo de brotos, visto que este € um dos

efeitos mais marcantes na utilizagdo de BAP.
Kumar, Radha e Chitta (1998) indicam a utilizagio de 2 mg.L"' de BAP |
associado a 0,2 mg.L" de ANA para a indugdo de brotagdes em Ficus carica.

20 -
18 4
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10
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6
4 4
2

N¢ total de brotos

o 50 100 150 200
WPM (%)
Ywrn= 9,5831+0,1471X-0,0006X> R%*= 0,77
FIGURA 10. Numero total de brotos em plantulas de Ficus carica in vitro,

cultivadas em meio WPM suplementado com diferentes
concentragoes de AIB. UFLA, Lavras-MG, 2001.
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*

5 CONCLUSOES

Segmentos nodais de Ficus carica cultivar ‘Roxo de Valinhos’ podem
ser propagados in vitro em meio basico WPM suplementado com 15 gL de
sacarose e multiplicadas com 2 mg.L"' de BAP na auséncia de ANA.

Maior numero total de brotos foi obtido com 100% da concentragiio de
sais do meio WPM.

Methores caracteristicas de comprimento da raiz e parte aérea sio
obtidos em meio com 2 mg.L"! de AIB na auséncia de sais do meio WPM, com

um percentual de enraizamento de 23%.
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