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“Toda boa dadiva e todo dom perfeito vem do alto, descendo do
Pai das luzes em quem nao ha mudanca nem sombra de variacio”

“Ao criador do DNA, a molécula da vida,
Aquele que permite um simples pedaco de folha transformar-se
em uma planta completa,
evidenciando assim a totipoténcia, mediante os fenomenos de diferenciacio,
de-diferenciacao e re-diferenciacio.
E a ti Senhor Deus,
que ofereco e dedico, esse humilde trabalho!”
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RESUMO

FERREIRA, Ester Alice. Micropropagaciao, calogénese e irradiacdo da
figueira ‘Roxo de Valinhos’ Lavras: UFLA, 2006. 93p. Tese Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia *

Foram conduzidos trés ensaios in vitro com a figueira ‘Roxo de Valinhos’. O
primeiro teve como objetivo verificar a sensibilidade de explantes a irradiacio
gama em que plantulas foram separadas por tamanho (2,5a4,5;5a7e 8 a 10
cm) e levadas ao Centro de Energia Nuclear (CENA USP), irradiadas nas doses
10, 20, 30, 40 e 50 Gy, inoculadas em meio WPM, separando-se as gemas
apical, mediana e basal e avaliadas apds 90 dias quanto a mortalidade, ao
nimero de folhas e a altura. No segundo, avaliaram-se o uso de segmentos
nodais e foliares, o cultivo no claro e no escuro e a melhor combinagéo 2,4D e
cinetina, nas concentracdes 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mgL’1 na calogénese in vitro.
As varidveis avaliadas foram: intensidade de crescimento e peso da massa fresca
de calo. O terceiro ensaio buscou a otimizacdo de protocolo de
micropropagacdo, testando: 1) alteragdes na concentracdo do meio WPM — 0%,
50%, 100%, 150% e 200% e de sacarose — 0, 10, 20 e 40g e 2) inoculagdo de
segmentos nodais com 1, 2, 3 e 4 gemas, em combina¢do com diferentes doses
de cinetina a 0; 0,5;1,0; 2,0 e 4,0 mgL'l. Avaliacdes foram efetuadas apds 90
dias de inoculacdo pelo nimero de brota¢des, comprimento e peso da matéria
seca de parte aérea e de raiz. Os resultados obtidos nos ensaios mostraram que
doses de até 50 Gy nio provocam morte de plantulas; doses superiores a 30Gy
impedem a formacdo de raizes, plantulas com 2,5 a 5 cm de tamanho irradiadas
a 10 Gy apresentam maior comprimento de parte aérea e maior nimero de
gemas e o aumento nas doses de irradiacdo provoca redugdo no peso das
plantulas para qualquer tamanho de plantula irradiada. A calogénese em figueira
‘Roxo de Valinhos’ pode ser obtida cultivando-se segmentos foliares, na
presenca de luminosidade e utilizando 2,4D e cinetina ambos na concentragdo 4
mgL™". Na multiplicacio de brotagdes de figueira ‘Roxo de Valinhos’, pode-se
usar 100% do meio WPM com adigdo de 10gL™" de sacarose. Quando se deseja
produzir brotos alongados, a utilizagdo do meio de cultura sem adi¢do de
cinetina e segmentos com 1 ou 2 gemas proporciona melhores resultados. A
adicdo de cinetina 0,5 mgL" e a utilizagdo de segmentos com 3 gemas promove
maior nimero de brotagdes.

" Orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual —- UFLA



ABSTRACT

FERREIRA, Ester Alice Micropropagation, callogenesis and irradiation
of fig plants ‘Roxo de Valinhos’ Lavras:UFLA, 2006. 93p. Thesis Doctorate
in Agronomy/Crop Science *

It was carried out three in vitro works with ‘Roxo de Valinhos’ fig plants. The
first one aimed to verify the sensibility of explants to gamma radiation and the
plantlets were separated by size (2,5 to 4,5; 5 to 7 and 8 to 10 cm) and were
taken to the Nuclear Energy Center, irradiated on the doses 10, 20,30,40 e 50 Gy
and cutted separating the bud portion: apical, medium and base. It was
evaluated 90 days after inoculation by mortality, anomalies, number of leaves
and length of aerial part. On the second work, it was evaluated the efficiency of
nodal and leaves explants, the effects of light and dark and the best combination
of 2,4D and kinetin at 0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mgL’1 in the in vitro callogenesis.
The characteristics evaluated were: growing intensity and weight of fresh mass
of calluses. The third work aimed to optimize the micropropagation protocol
testing: 1) alteration on WPM concentration - 0, 50,100,150 e 200% and the
sucrose — 0,10,20 e 40g; 2) inoculation of nodal explants with 1,2,3 and 4 buds
in combination with different doses of kinetin at 0; 0,5;1,0; 2,0 € 4,0 mgL'l.The
evaluation were carried out 90 days after the inoculation by: root and aerial part
high; weight of root and aerial part. The results revealed that doses until 50 Gy
do not cause death of plantlets; doses over 30Gy block root formation, plantlets
size 2,5 to 5 cm irradiated at 10 Gy present higher lengths of aerial part and
number of buds and the increase of irradiated doses caused reduction on the
weight of plantlets in any size of plantlets. The callogenesis on fig plants ‘Roxo
de Valinhos’ can be obtained by leaves explants, absence of light and presence
of 2,4D and kinetin at 4 mgL™". On the sprouts multiplication can be taken 100%
of WPM medium added with 10gL™" of sucrose. When it is wished elongated
sprout the use of medium without kinetin and explants with 1 or 2 buds promote
best results. Adding 0,5 mgL™" of kinetin and taking explants with 3 buds
promote larger sprouts number.

" Adviser: Dr.Moacir Pasqual — UFLA
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO

A producdo nacional de figos € de, aproximadamente, 25.586 toneladas
ocupando uma 4rea 3.130 ha (Anudrio Brasileiro da Fruticultura 2005). Embora
sejam dados modestos, quando comparados aos de outras frutiferas, estes
conferem ao Brasil a segunda posi¢do mundial no ranking de exportagdes de
frutas frescas. A principal vantagem brasileira é a producdo no periodo de
entressafra da Turquia, maior exportador mundial.

Com um novo incentivo a fruticultura brasileira, notadamente em regioes
tropicais, a ficicultura também despertou o interesse nos produtores do nordeste
e, em 2004, o Ceard exportou sua primeira safra de figos. Segundo empresérios
que investem no setor, a grande vantagem de plantar na regido € a existéncia da
temperatura constante e a iluminacdo solar ampla e sem variacOes bruscas
durante o ano. Para se ter uma idéia desta vantagem, enquanto no interior de Sao
Paulo, atual responsavel por 80% da produ¢do nacional, colhe-se de 18 a 20
toneladas em uma figueira com cinco anos de idade, no Ceard a mesma
producdo é atingida com 3 anos. Para o ano safra 2005-2006, a expectativa é de
uma producdo de cerca de 60 toneladas e, para os proximos dois anos, a meta é
ampliar ainda mais a produgdo (CINEC - Centro Internacional de Negdcios do
Ceara, 2006).

Entretanto, alguns entraves podem comprometer a expansdo da
ficicultura nacional. A ‘Roxo de Valinhos’ é a tnica cultivar plantada
comercialmente no Brasil. Embora muito apreciada pelos produtores,
principalmente pela sua rusticidade, elevado vigor e produtividade, apresenta
problemas fitossanitdrios, como a ocorréncia do virus do mosaico e de

nematdides. Estes patogenos estdo presentes em boa parte dos plantios



comerciais e, aliados a propagacdo exclusivamente vegetativa, pelo método de
estaquia, contribuem para a disseminacdo dos mesmos, agravando ainda mais a
situagao.

A “mosca-do figo” (Zaprionus indianus) vem, desde 1999, ameagando
os pomares de figo e, mais recentemente, exigindo a adog¢do de técnicas
eficientes ao seu combate, pois o uso exclusivo de inseticida tem se mostrado
ineficaz (Raga et al. 2003).

A situacdo atual aponta para a necessidade de se apresentar novas
variedades aos produtores, com caracteristicas superiores a atual. Todavia, os
programas de melhoramento de figueira pelos métodos convencionais nao
existem no Brasil, uma vez que ndo ha ocorréncia da vespa Blastophaga psenes,
responsdvel pela polinizagdo natural.

A producgdo de mudas sadias e isentas de patdgenos € outro aspecto a ser
considerado, pois, diante da expansdo da ficicultura, hd perspectivas de grande
demanda deste importante insumo.

Neste contexto, a biotecnologia e nela, a cultura de tecidos, se apresenta
como alternativa vidvel para apoiar os programas de melhoramento genético. A
irradiagdo de plantulas in vitro produz mutagdo e tem como principais vantagens
a reducdo de tempo e espacgo, que sdo os principais entraves no melhoramento
convencional. A formacdo de calos, uma massa células, seria outra forma de se
obter nova variedade, uma vez que as células produzidas apresentam altas taxas
de variagdo genética que podem ser herddveis e transmitidas aos seus
descendentes (Tao et al. 2002).

Pela cultura de tecidos, € possivel ainda, em condi¢des assépticas,
garantir a producdo de mudas sadias, em grande escala e num curto espago de
tempo. Embora existam alguns ensaios com micropagacio da figueira ‘Roxo de

Valinhos’ s@o ainda necessarios outros, buscando a otimizag¢ao do protocolo.



Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
sensibilidade de plantulas de figueira a irradiacdo, realizar estudos preliminares

na indugdo da calogénese e buscar novas op¢des para a micropropagao in vitro.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da figueira
2.1.1 Origem e botanica

A figueira é uma das frutiferas mais antigas cultivadas no mundo. E
considerada como fruta sagrada nos livros santos e teve importante funcdo na
mitologia de muitas sociedades. Botanicamente identificada como Ficus carica
L., o figo pertence a familia Moraceae; é um dipléide com niimero basico de
cromossomos 2n=26, nao sendo relatada a existéncia de individuos com outras
ploidias (Simao,1998).

Originou-se, provavelmente, no sul da Ardbia, onde figos selvagens
ainda podem ser encontrados. Foi cultivada por fenicios, sirios, egipcios, gregos
e, entdo, ao redor do Mediterraneo. Segundo Storey (1975), citado por Tulmann
Neto et al (2000), o nome especifico carica refere-se a Caria, uma antiga regido
da Asia Menor com notdvel producdo de figos. O seu cultivo foi ganhando
fronteiras e, nos dias de hoje, é plantado em quase todos os paises do mundo
(FAOQ, 2004), sendo mais comum em regides de clima temperado, mas presente
também em regides de clima tropical e subtropical.

A espécie Ficus carica é a Gnica cultivada e € classificada em dois tipos:
figos comestiveis e os caprifigos. Os figos comestiveis, segundo Givan (1999),
sdo divididos em trés classes:

1- Smyrna ou caducos, que sdo aqueles que necessitam de polinizagdo

para frutificacdo;



2- Comum, ou persistente, aqueles que ndo necessitam de polinizagdo e
cujos frutos sdo produzidos partenocarpicamente;

3- Sdo Pedro, ou intermedidrio, que sao aqueles que ndo necessitam de
polinizacdo para a primeira safra, mas precisam para as demais.

No Brasil, a tnica cultivar plantada comercialmente é a ‘Roxo de
Valinhos’ uma figueira do tipo comum, introduzida no inicio do século XIX, no
municipio de Valinhos,SP. E caracterizada pelo vigor, rusticidade e
produtividade. Seus frutos se desenvolvem por partenocarpia, sdo grandes,
periformes, alogandos, com peddnculo curto, coloragido externa roxo-escura,
com polpa de cor rosa-violdcea e, quando maduros, os frutos sdao tenros e
saborosos.

Como sin6énimos da cv. Roxo de Valinhos tém-se: ‘Corbo’,
‘Piombiense’, ‘Nero’, ‘Rubicone’, ‘Arbicone’, ‘Minna di Schiavo’, ‘Ficu Minni
di Scava’, ‘Fallugiana’, ‘Breva Negra’, ‘Grosse Violette Longue’, ‘Grosse
Violette de Bourdeaux’, ‘Grosse Rouge de Bourdeaux’, ‘Gena Black’, ‘Aubique
Noire’, ‘Aubicou ou Aubicou Noir’, ‘Albacor ou Albaco’, ‘Negro Largo’, Negro
d’Epagne’, ‘San Pedro Black’, ‘Duro Black’, ‘Brown Turkey’, ‘Fico Nero’,
‘Noir de Languedo’, ‘Nigra’, ‘Masui Dauphine’, ‘Thompson Improved’,

‘Granata’ e San Piero’ ( Maiorano et al., 1997).

2.1.2 Melhoramento da figueira

O melhoramento convencional da figueira é dependente da polinizagdo
que € realizada pela vespa Blastophaga psenes, sendo o processo denominado
caprificacdo. O processo se d4d quando a referida vespa procura um local, dentro
das flores de figo, para realizar a ovoposi¢do e, assim, ao penetrar numa flor
masculina, tem seu corpo coberto por pélen que vai sendo liberado quando ela

penetra em flores femininas (Condit, 1955).



Os trabalhos bdsicos de melhoramento genético com a espécie Ficus
carica, ou até mesmo com o género Ficus, sdo raros. Givan (1999) relata que os
Estados Unidos mantém um programa de melhoramento genético da figueira e
alguns dos materiais criados estdo preservados no USDA Clonal Resources
Depository and University of Davis Califérnia.

A vespa responsdvel pela poliniza¢do nao ocorre no Brasil, fazendo com
que os programas de melhoramento genético de figueira por métodos
convencionais sejam inexistentes. O fato de ser uma unica cultivar plantada e
com propagacdo predominantemente vegetativa, apresentando pouca
variabilidade genética, faz com que as caracteristicas a serem melhoradas
estejam, principalmente, no dmbito fitossanitario.

Os principais problemas apresentados pela cultura da figueira sdo o
virus do mosaico e a ocorréncia de nematdides que, juntos, t€m trazido grandes
problemas aos ficicultores nacionais.

O virus do mosaico da figueira € transmitido pelo acaro Aceria ficus ao
picar a planta. Entretanto, o controle do dcaro ndo elimina a doenga que, uma
vez instalada no pomar, traz reducdo significativa na produtividade. Outro
aspecto na cultura que favorece a disseminagdo desse patégeno € a transmissdo
por estaquia, principal forma de propagacdo da figueira (Chalfun et al., 1999).

No caso de nematéides, a figueira é parasitada por dois gé€neros:
Heterodera fici e Meloydogine incognita que, juntos, constituem o maior
problema fitossanitdrio da ficicultura, pois podem levar a morte da planta,
dependendo do grau de ataque. A forma mais eficiente de controle € a utilizagao
de porta-exertos resistentes, porém, estes ainda ndo sdo encontrados no Brasil
(Campos, 1997).

A "mosca-do-figo", Zaprionus indianus Gupta, foi registrada no inicio
de 1999, no municipio de Valinhos, SP, atacando figos (Vilela et al., 2000).

Embora tenha diversos frutos hospedeiros (Souza Filho et al., 2000), foi na



cultura do figo que a Z. indianus se tornou praga limitante e vem, desde a safra
1998/1999, exigindo a adocdo de diferentes técnicas de combate, pois 0 uso

exclusivo de inseticidas mostrou- se ineficaz (Raga et al. 2003).

2.2 A mutacio no melhoramento

Segundo Ramalho et al. (2004), muta¢des sdo mudancas herddveis que
representam as bases da variacdo e, portanto, servem como matéria-prima para
os processos de melhoramento genético e evolucdo. Sendo herddveis, essas
mutacdes devem ocorrer na seqiiéncia de nucleotideo do gene, provocando
alteracdes do mesmo e, conseqiientemente, produzindo novas formas
alternativas, os alelos. Os mesmos autores comentam que existem varias causas
que podem provocar a mutacdo génica, mas que apresentam sempre uma
caracteristica em comum: todas afetam a seqiiéncia de bases nitrogenadas do
DNA.

Segundo Walther & Sauer (1986), o primeiro passo para a utilizacio da
mutagénese € a realizacdo de testes preliminares utilizando doses crescentes do
agente mutagénico. Um método para determinacdo da dose de radiagdo
absorvida pelo material é baseado na radiosensitividade, a qual é estimada por
meio da resposta fisiolégica do material irradiado.

Os critérios geralmente usados na sele¢do sdo LD 30 ou LD 50 que
causam 30% ou 50% de letalidade ou, entdo, doses que causam redugdo do
crescimento, formagdo de brotagdes, comparado ao controle no primeiro ciclo
vegetativo apds o tratamento, convencionalmente chamado de M1V1 (Gaul,
1977).

Para inducdo de mutagdo, € necessario escolher entre os dois grupos de
agentes mutagénicos: fisicos e quimicos. Os mutagénicos quimicos
compreendem uma série de substancias que atuam no nucleo, reagindo com o

DNA das células, promovendo mutagdo (Tulmann Neto et al. 1999). Estes t€ém



sido pouco utilizados devido a dificuldade na penetracio nos tecidos,
principalmente em se tratando de espécies de propagacdo vegetativa nas quais se
utilizam estacas, gemas, mudas enraizadas e outras partes da planta. Os
mutagénicos fisicos compreendem os diversos tipos de radiagdes, como 0s raios
ultravioletas (U.V.), radiacdes eletromagnéticas (raios X e gama) e radiagdes
corpusculares (particulas alfa, beta, prétons, néutrons, etc).

No caso de mutagénicos fisicos por radia¢des eletromagnéticas, a
escolha da dose correta de irradiagdo constitui etapa indispensdvel no processo.
A dose de radiag@o ¢ a medida usual de uma radiagdo ionizante e corresponde a
quantidade de energia absorvida por unidade de massa de tecido irradiado. A
unidade da dose absorvida, definida mais recentemente pelo Sistema
Internacional de Unidade, é o Gray (Gy) e quando liberada é formada pelo
produto da intensidade da radiacdo (taxa) e a duracdo de exposicdo; assim,
diferentes doses podem ser dadas, variando a taxa ou o tempo da exposicao.
Logo, a taxa de dose absorvida é usualmente expressa em Gy/h; Gy/min; Gy/s;

A radiossensitividade refere-se a sensitividade do material vegetativo ao
efeito dos mutagénicos, sejam esses fisicos ou quimicos, varia entre espécies e
dentro de espécies sendo dependente do volume nuclear ou conteido de DNA
(Walther & Sauer, 1986). O nimero de cromossomos e o nivel de ploidia sdo
fatores genéticos que influenciam a sensitividade dos genétipos.

A sobrevivéncia de plantas (LD 50) € um dos pardmetros mais
importantes a serem levados em conta na escolha da dose mais adequada.
Geralmente, em doses baixas de irradiacdo, a sobrevivéncia de plantas € maior,
mas diminui a freqiiéncia de mutagdes. Altas doses aumentam a freqii€ncia de
mutacdo, mas, a0 mesmo tempo, proporcionam diminuicio na taxa de
sobrevivéncia e na capacidade de regenera¢do do material induzido. Sabe-se

também que, em doses mais altas, maior € o risco de que uma mutagdo desejavel



venha também acompanhada de uma mutacio indesejdvel (Tulmann Neto et al.
1999).

O mesmo autor relata que, em principio, qualquer parte da planta pode
servir de material a ser irradiado, sendo: estacas com gemas axilares, sementes,
folhas, pdlen, gemas axilares, ou explante, como meristemas, protoplastos, calos,
etc.

A mutacdo é um evento unicelular e, quando o material escolhido para
tratamento é de origem multicelular, automaticamente hd ocorréncia de
quimerismo, que € o aparecimento de mais de dois gendtipos na parte da planta
tratada. A formagdo de quimeras constitui um dos principais obstidculos no
melhoramento de plantas e estd associada a todos os fatores que influenciam a
mutagénese, tais como o tipo e a dose do mutagénico e do periodo pré e pds-
tratamento (Broertjes & Van Harten, 1988).

Na ocorréncia de quimerismo, € necessario que se permita a
manifestacdo e ou ampliagdo do setor mutado, de forma que se possa obter
mutante sélido, com todas as camadas celulares compostas de um unico
gendtipo. Um dos métodos mais utilizados € o de podas ou repicagens
sucessivas, que permite o avangco de geragdes (“cutting back method”). As
sucessivas propagacdes tendem a ampliar os setores e a estabilizar as quimeras
(Donini & Micke, 1984).

Ha trabalhos que citam o avango de duas ou trés geracdes (Broertjes &

Van Harten, 1988); outros apenas uma (Datta, 1992). Latado (1993) avangou

seis geragdes e concluiu que na quarta geracdo houve estabilizagdo na mutagao.

2.2.1 A mutacao no melhoramento de espécies frutiferas
Encontram-se na literatura véarios exemplos de cultivares frutiferas obtidas
por meio de indu¢do de mutacdo; sendo a maioria, mutagénicos fisicos com

utilizacdo de raios gama (Sanada & Amano, 1998).



Em ameixeira por meio de irradiacdo com raios gama, micropropagacao
in vitro e posterior avaliacdo no campo, foram selecionados mutantes de porte
compacto (Predieri & Gatti 2000). Kuksova et al.(1997) obtiveram, a partir da
irradiacdo de folhas de videira com raios gama in vitro, aumento da
variabilidade genética e plantas tetrapléides. Em bananeira, Bhagwat & Duncan
(1998 a,b) submeteram dpices meristemadticos a irradiacio e obtiveram mutantes
tolerantes ao mal-do-panama.

Existem alguns relatos sobre o uso dessa técnica no melhoramento
genético da figueira. Akuhund-Zade (1981) tratou com raios gama, em doses
que variaram de 50 a 100 Gy, estacas com gemas auxiliares e, tendo sucesso na
mutacdo, obteve mutantes de porte compacto e mutantes precoces. Este material
foi submetido a ensaios de producgdo, sendo posteriormente lancada a cultivar
‘Bol’ para os produtores.

Kerkadze (1987), em ensaios realizados na Russia, obteve um mutante de
figueira, a cultivar Bolinhzhir, apés irradiagdo nas mesmas dosagens (50 a 100
Gy). Spiegel-Roy (1990) realizou ensaios com gemas dormentes que foram
irradiadas com raios gama e a dose que causou 50% da letalidade (LD50) foi
determinada como 25 Gy.

No Brasil, Santos et al. (1997), realizaram ensaio visando a inducdo de
mutacdo em figueira cv. Roxo de Valinhos. Dentre os objetivos, os autores
relataram a obten¢@o de porte compacto, precocidade, resisténcia a nematodides.
Foram utilizadas na irradiagio estacas com gemas dormentes de 30 cm e como

resultado parcial os autores concluiram que a dose a ser utilizada seria de 30Gy.



2.3 Cultura de tecidos vegetais
2.3.1 Aspectos gerais

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgao) € isolado e cultivado sob condi¢des
de plena assepsia, em meio nutritivo artificial (Caldas et al., 1998).

Por meio da cultura de tecidos € possivel a obteng@o de plantas livres de
viroses, a preservacdo e o intercambio de germoplasma, a hibridagao
interespecifica e intergenérica, a indugdo de mutacio pela variagdo somaclonal,
a producgdo de metabdlitos secundarios, etc. (Pasqual, 2001).

Para que se tenha sucesso nessa técnica, o meio nutritivo deve suprir os
tecidos e ou Orgdos cultivados in vifro com nutrientes necessdrios ao
crescimento como sais minerais e carboidratos. Entre os meios mais utilizados
destaca-se o MS, desenvolvido por Murashigue & Skoog (1962), caracterizado
por proporcionar melhor crescimento de células e tecidos devido a alta
concentracdo de sais presentes neste meio. O segundo meio mais utilizado é o
wood plant medium (WPM) formulado por Lloyd & Mc Cown (1981) que,
segundo Pasqual (2001), foi desenvolvido para cultura de brotagdes em plantas
lenhosas, com 25% das concentracdes de fons nitrato e amdnia do meio MS,
maior concentracdo de potdssio e alto nivel de sulfato, sendo amplamente
utilizado na micropropagacgdo de arvores e arbustos.

A adi¢do de reguladores de crescimento ao meio de cultura tem como
objetivo principal suprir as deficiéncias dos teores enddgenos de fitormonios nos
explantes que se encontram isolados das regides produtoras na planta-matriz.
Sdo cinco as classes de fitohormonios: auxinas, citocininas, giberelinas, acido
abscisico e etileno.

Entre as citocininas, a cinetina € um dos reguladores de crescimento
mais usados, precedido apenas da benzilaminopurina. Dentre as auxinas mais

utilizadas estdo o acido indol butirico e o acido indol acético, usados
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principalmente na fase de enraizamento in vitro e o d4cido 24
Diclorofenoxiacético, ¢ usado na inducdo de calos e embriogé€nese somdtica

(Grattapaglia & Machado, 1998).

2.3.2 Micropropagacao da figueira

A micropropagacdo ou propagacdo vegetativa in vitro € uma das
técnicas de cultura de tecidos de maior utilizagdo, com destaque especial para as
plantas que sdo de dificil propagagdo pelos métodos convencionais, permitindo a
obtencdo de grande nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes em um
curto periodo de tempo.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a multiplicacio do material
vegetal por meio da micropropagagdo pode ser: a) por meio de proliferacio de
gemas axilares, b) mediante indu¢do de gemas adventicias por organogénse
direta ou indireta (passando pela fase de calo) e ¢) via embriogénse somitica
direta ou indireta (formando calo).

Na fruticultura, a micropropagacdo se destaca com aplicacdes mais
praticas, uma vez que o sucesso na implantagdo de um pomar estd intimamente
ligado a qualidade da muda.

No caso de figueira, diversos ensaios vém sendo realizados nesta drea
buscando uma metodologia para sua micropropagacio. Hu & Guo (1994) citam
que os fatores que mais influenciam no desenvolvimento in vitro de brotacdes de
figos sdo: cultivar, tecido cultivado, meio de cultura e estado da planta matriz.

Ensaios com diversas variedades de Ficus carica, envolvendo a
producdo de plantas livres de virus por meio da cultura de meristemas, foram
realizados por Murithi et al., (1982); Pontikis & Melas (1986), Haelterman &
Docampo (1994), Nobre et al (1998), Demiralay et al. (1998), Kumar et al.
(1998).
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Outros estudos buscando limpeza viral foram realizados por Demiralay
(1998) com meristemas retirados de brotacdes em diferentes épocas do ano
(abril a outubro), concluindo que a época de colheita ndo afeta a viabilidade e a
proliferacdo de brotos, e que a presenca de carvao ativado no meio proporciona
melhor desenvolvimento. O mesmo autor relata que os principais entraves ao
cultivo de meristemas de figueira sdo o crescimento lento e o escurecimento.

Em ensaio realizado com a cultivar Bursa Siyahi, meristemas retirados
de plantas com 10 anos de idade foram cultivados em meio MS contendo 1 mgL”
" de BAP e ImgL"' de ANA, mantidos no escuro por uma semana para prevenir
oxidacdes obteve crescimento, porém, sem desenvolvimento de brotagdes
(Gunver & Ertan, 1998).

Pontikis & Melas (1986), buscando um protocolo de cultivo in vitro para
plantas de figueira variedade Kalamon, concluiram que é necessdria a adicdo de
floroglucinol ao meio de cultivo para a obtencdo de brotacdes laterais. J4 Kumar
et al. (1998) cultivaram gemas apicais obtidas de plantas de oito anos de idade
em meio MS contendo 2mgL"' de ANA e obtiveram taxa de proliferacio de
90%. Posteriormente, transferiram as plantulas para meio MS semi-s6lido
contendo 2 mgL' de AIB e 0,2% de carvio ativado e obtiveram alta
porcentagem de enraizamento de plantas que, quando aclimatizadas,
apresentaram 68% de taxa de sobrevivéncia.

Songul et al. (2005) realizaram ensaios com meristema de figueira
buscando limpeza viral das cultivares Bursa Siyahi e Alkuden, utilizaram
termoterapia e cultivo em meio MS adicionado com diferentes concentragdes de
GA;, BAP e AIB. Os autores concluiram que a cultura de meristema juntamente
com a termoterapia é recomendada para limpeza viral de figueira; que 0,2 mgL™
de GA;e 0,5 mgL™" de BAP promoveram maior sobrevivéncia e que 0,2 mgL™

de GAse 2,0mgL" de BAP propiciaram maior formacio de raizes.
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Sdo poucos os trabalhos que envolvem o cultivo in vitro da figueira cv.
Roxo de Valinhos. Barbosa et al. (1992) buscando a producido de mudas de
figueira a partir de meristema determinaram dois tipos de meios para o
crescimento, prolifera¢do e enraizamento dos explantes. No primeiro, utilizaram
sais do meio MS acrescido de tiamina IOmgL'l, acido nicotinico 2mgL'1,
piridoxina 12mgL™", mio-inositol 100mgL", cisteina 80mgL™", sacarose 30mgL"
e 4dgar 6,4 gL' além dos fitorreguladores BAP ImgL" , GA; 3 mgL' e ANA 1
mgL". No segundo, utilizaram meio idéntico ao anterior, com adi¢io de 3gL™" de
carvdo ativado.

Brum (2001) avaliou o comportamento in vifro da cv. Roxo de Valinhos
nos meios MS, Knudson, WPM, White e B5, cada um associado a quatro
concentracdes de sacarose ( 0, 15, 30 e 45 gL'"). Concluiu que o meio WPM
proporcionou melhores resultados, como: maior nimero de brotos, maior
comprimento de raiz e parte aérea.

Fraguas et al. (2004), em ensaios realizados buscando a otimizacdo do
protocolo para micropropagacdo de figueira cv. Roxo de Valinhos verificaram
que o meio WPM, em combinagio com 0,5 mgL"' de cinetina, foi a melhor
condic¢do para proliferacdo de brotos e que a adi¢do de carvao ativado no meio
inibe essa brotacdo. A adicdo de BAP levou a formacdo excessiva de calos e a
ocorréncia de vitrificagdo, enquanto que GA; promoveu alongamento e

vitrificacao.

2.3.4 Calogénese

Calogénese ¢ uma cultura de massa celular, com crescimento
desordenado e certo grau de diferenciagdo (Torres et al., 2000). Os calos se
desenvolvem em resposta a injurias fisicas ou quimicas, mediante a altera¢do do
balango hormonal especifico para cada cultivar, originando proliferacao

continua e desordenada de células (George, 1996).
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De acordo com Stafford & Warren (1991), o estabelecimento da cultura
de calos € dividido em trés etapas: (1) inducdo, ativacdo do metabolismo para a
desdiferenciacdo e divisao celular; (2) divisdo celular e (3) diferenciagio, em
que as células tornam-se maiores, vacuolizadas e a taxa de divisdo diminui,
ocorrendo o equilibrio entre a divisdo e a expansao celular.

No que se refere ao meio de cultivo, este deve conter sais, fonte de
carbono e vitaminas em concentracdes adequadas a inducdo da calogénese.
Vietez & San-José (1996) ressaltam a necessidade do suprimento exdgeno de
reguladores de crescimento, pois, o balan¢co hormonal entre os niveis de
citocininas e auxinas, exdgenas e enddgenas, propiciam maior proliferagdao
celular.

As auxinas sdo indispensdveis a formacdo de calos, uma vez que sdo
responsdveis pelo inicio da divisdo celular e pelo controle dos processos de
crescimento e alongamento celular. Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a
producio de calos € estimulada em quantidades excessivas de auxinas, mas pode
ocorrer, inclusive, em baixas concentracoes.

Dentre as auxinas sintéticas mais utilizadas na indugdo de calos
destaca-se o 2,4D. George (1996) comenta que o 2,4 D tem efeito no
metabolismo do RNA, induzindo a transcricdo de RNAs mensageiros capazes de
decodificar proteinas requisitadas para o crescimento que podem induzir a
proliferacdo celular desordenada.

Assim, a cultura de calos pode ser originada a partir dos diferentes
orgios da planta. Entretanto, procura-se utilizar aqueles que contenham maior
propor¢do de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade de
expressar a totipoténcia (Grattapaglia & Machado 1998). Pierik (1990) ressalta
que explantes oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados, sdo mais apropriados

para esse fim, por possuirem alta capacidade de regeneracao.
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Muitos sd@o os fatores que influenciam o comportamento do explante no
meio de cultura, incluindo o 6rgdo que serve como fonte de tecido, a idade
fisiolégica do 6rgdo, o tamanho do explante e, acima de tudo, a qualidade da
planta doadora (Thorpe & Patel, 1984).

No local de cultivo, para melhor inducio de calos, a temperatura pode
ser ente 25°C a 30° C, na presenga ou na auséncia de luz. Algumas espécies sao
indiferentes & luz para a formacao de calos; em outros casos, entretanto, a luz
pode favorecer a produgdo de compostos fendlicos, os quais interferem na
atividade do regulador de crescimento, comprometendo a divisdo celular. E
importante ressaltar a sensibilidade das auxinas naturais a luminosidade que
podem sofrer fotodegradacdo, diminuindo a quantidade de auxinas totais e
comprometendo o processo.

A cultura de células tem sido amplamente utilizada em trabalhos de
pesquisa envolvendo diversas dreas, como engenharia genética, fisiologia,
bioquimica e outras. E utilizada para estudar isolamento de protoplastos, tipos de
células, selecdo celular, embriogénse somadtica, organogénese e producdo de
metabdlitos secundarios (Pinto & Lameira, 2001).

Indmeros trabalhos vém sendo desenvolvidos evolvendo calogénese, em
estudos envolvendo a producdo de metabdlicos secunddrios em plantas
medicinais, como carqueja (Baccharia trimera Less D.C.) (Silva, 2001), murici-
pequeno (Bysonima intermédia A. Juss.) (Nogueira, 2003, Tao et al., 2002) e
com embriogénese somdtica para cafeeiro (Coffea ardbica L.) (Pald 2002;
Pereira 2005) .

Uma das justificativas da necessidade de estudos envolvendo calogénese
na cultura da figueira é a inducdo de calo como material inicial para variagao
somaclonal, com possivel obtencdo de variagcdo genética.

A variagdo somaclonal € um termo que descreve as variagdes

observadas entre os tecidos cultivados in vitro (Larkin & Scowcroft, 1981),
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sendo vista como fonte adicional de variabilidade, importante para plantas
propagadas vegetativamente como a figueira.

As causas provaveis que induzem esse fendmeno sdo vdrias e de
natureza bastante distintas, como: variacdo preexistente (Larkin & Scowcroft,
1981), mutac@o nuclear ou citopldsmica (Brettell et al. 1986; Evans e Sharp,
1983), poliploidia ou outras aberragdes cromossdmicas (Ahloowahlia, 1982;
Orton, 1983) e recombinagdo mitética (Larkin e Scowcroft, 1981; 1982), entre
outras.

Outro fator importante que pode afetar a variagdo somaclonal € a
composi¢do quimica do meio de cultura (Forche & Yeoman, 1980). Reguladores
de crescimento, como o 2-4 D, podem exercer grande influéncia nas alteragdes
do cariétipo, provocando crescimento desordenado das estruturas celulares, com
conseqiiente surgimento de células com anomalias (Bayliss, 1975; Evans et al.,
1984).

A regeneracgdo de plantas a partir de células somédticas pode ser uma boa
alternativa na inducao de variacdes somaclonais, com aplicabilidade nas diversas
técnicas de manipulacdo génica (James, 1987).

Camargo et al. (1999) relatam que plantas regeneradas a partir de calos
apresentam altas taxas de variacdo genética que podem ser herddveis e
transmitidas aos descendentes. Essa variacdo pode chegar até préximo de 100%
das plantas com alguma alteracdo, dependendo da espécie, da metodologia
empregada e das caracteristicas estudadas (Tao et al., 2002).

A obten¢do de variantes somaclonais é relativamente comum em
espécies vegetais, como cevada (Bregitzer & Poulson, 1995), feijao (Mohamed,
Coine e Read, 1993), trigo (Guensi et al.1992), ervilha (Cecchini et al. 1992),
aveia (Dahleen et al. 1991). Estudos envolvendo calogénese visando a obtengao

de variagdo somaclonal foram realizados por Ancherani et al. (1990), Flores et
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al. (1998) e Camargo et al. (1999), com as frutiferas macd e morango,

respectivamente.

2.3.5 A cultura de tecidos e a irradiacao

Com as técnicas in vitro € possivel o manuseio de grande populagdo para
o tratamento mutagé€nico, selecio e clonagem dos variantes selecionados.
Oferece, ainda, a possibilidade de executar rapidamente os ciclos de propagagao
pelos subcultivos na separagdo dos setores mutados dos ndo mutados
(Ahloowalia, 1998).

Segundo Yamaguchi (1980), em plantas de propagacdo vegetativa,
quanto mais jovem for o meristema submetido a irradiacdo, menor serd o
nimero de quimeras formadas. Tulman Neto et al. (1999) afirmam que o
tratamento mutagénico de protoplastos, calos embriogénicos, células em
suspensdo e a inducdo de gemas adventicias de origem unicelular in vitro
poderdo resultar na obtencdo de mutantes sélidos. O mesmo autor sugere, como
alternativa vidvel para o isolamento de mutacdes somdticas, a realizacdo de
podas repetidas in vitro, ou seja, a irradiacdo de plantas cultivadas in vitro e o
avanco de geracOes a partir do cultivo de internédios em meio de cultura
apropriado.

Broertjes et al (1968), citados por Tulmann Neto (2000), relatam que,
quando a regeneragdo € proveniente de gemas adventicias, dd origem a mutantes
estdveis porque, em muitos casos, essas gemas sao originadas a partir de uma
Unica célula.

Outras vantagens do uso de irradiacdo de plantulas in vitro sdo a
manutencdo das condi¢des fitossanitdrias durante todo o processo e o melhor
controle dos efeitos ambientais.

Como exemplos de sucesso na irradiagdo in vitro de explantes de

espécies frutiferas, tém-se: ameixeira (Prunus avium L.), relatado por Walther &
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Sauer, (1986); ameixeira japonesa (Prunus saliciana Lindl.) cv. Shiro, (Predieri
& Gatti, 2000) e videira porta-enxerto Gravesac (Lima da Silva & Doazan,

1995).
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CAPITULO 11

SENSITIVIDADE DE PLANTULAS DE FIGUEIRA ‘ROXO DE
VALINHOS’ A IRRADIACAO GAMA

30



FERREIRA, Ester Alice. SENSITIVIDADE DE PLANTULAS DE
FIGUEIRA ‘ROXO DE VALINHOS’ A IRRADIACAO GAMA. 2006. Cap.
2, p 30-43 Tese ( Doutorado em Agronomia/Fitotecnia) Universidade Federal de

Lavras, Lavras, MG.*
RESUMO

Objetivou-se avaliar a sensibilidade de plantulas de figueira ‘Roxo de Valinhos’
a radiacdo gama. Foram usadas plantulas previamente estabelecidas in vitro, que
foram separadas nos tamanhos: 2,5 a 4,5cm; Sa7 cm e 8 a 10 cm e irradiadas
nas doses 10, 20, 30, 40 e 50 Gy. Apos a irradiacdo, as plantulas foram repicadas
em explantes contendo uma gema e, na inoculacdo no meio nutritivo WPM,
foram separadas em funcdo da posicdo de gemas: basal, mediana e apical,
constituindo um ensaio com 54 tratamentos. Apds 90 dias em sala de
crescimento, foram avaliadas as seguintes caracteristicas: mortalidade de
explantes, formacao de raizes, comprimento da parte aérea, nimero de gemas e
peso das plantulas. Os resultados obtidos mostraram que doses de até 50 Gy ndo
provocam morte de plantulas; doses acima de 30Gy impedem a formacdo de
raizes; plantulas, com 2,5 a 5 cm de tamanho irradiadas a 10 Gy apresentam
maior comprimento de parte aérea e maior nimero de gemas e que o aumento
nas doses de irradiagdo provoca reducdo no peso das plantulas para qualquer

tamanho de plantula irradiada.

Palavras-chave: mutacido, melhoramento, cultura de tecidos, radiacao.

*QOrientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA
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FERREIRA, Ester Alice. GAMA RAYS SENSITIVITY OF FIG
PLANTLETS ‘ROXO DE VALINHOS’. 2006. Chapter 2, p 30-43 Thesis

(Doctorate in Agronomy/Crop Science) Universidade Federal de Lavras, Lavras,

MG.*

ABSTRACT

The present work aimed to evaluate the gamma radiation sensitivity of fig
plants. The material was fig plantlets, already established in vitro, which were
separated by size: 2.5 to 4.5cm, 5 to 7 cm and 8 to 10 cm and irradiated in the
doses 10, 20, 30, 40 e 50 Gy and after irradiation were inoculated in WPM
nutritive medium separating by bud position: basal, media and apical in paper
with 54 treatments. After 90 days in growing room, were evaluated by the
following characteristics: plantlets mortality, root formation, aerial part size, bud
number and weight of plantlets. After this period, it was observed that none of
the tested dose caused anomalies or death of plantlets and also that there was no
root formation in doses over 20Gy. The results obtained revealed that doses until
50 Gy do not cause death of plantlets; doses over 30Gy block root formation,
plantlets size 2,5 a 5 cm irradiated at 10 Gy present higher length of aerial part
and number of buds and the increase of irradiated doses caused reduction on the
weight of plantlets in any size of plantlets the statistical analyses revealed

significant interaction effect of radiation doses and size of plantlets.

Key- words: mutation, breeding, tissue culture, radiation

* Adviser: Dr.Moacir Pasqual - UFLA
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1 INTRODUCAO

No Brasil, somente a cultivar Roxo de Valinhos (Ficus carica L.) é
plantada comercialmente. Embora apresente alto vigor, rusticidade, boa
produtividade e grande aceitacdo, a referida cultivar apresenta algumas
caracteristicas que podem colocar em risco a atual produgdo, e ainda,
comprometer a expansdo para novas dareas. Dentre estas, destacam-se a
susceptibilidade ao virus do mosaico e aos nematdides das galhas e do cisto, que
constituem um dos principais problemas da cultura.

Os programas de melhoramento de figueira por métodos convencionais
sdo praticamente inexistentes no Brasil. Dentre os principais entraves
encontrados pelos melhoristas destacam-se a pouca variabilidade genética e a
dificuldade de obtencdo de plantas oriundas de fusdo gamética, por ndo ser
encontrada a vespa da espécie Blastophaga psenes, responsdvel pela polinizagao
natural.

A irradiacdo pelo uso de mutagénicos fisicos (diferentes tipos de
radiacdo) tem sido usada no melhoramento genético de plantas, aumentando a
variabilidade genética e permitindo a obten¢do de gendtipos de interesse
(Tulmann Neto et al. 1999). Neste caso, a escolha da dose correta de irradiacdo
constitui uma etapa indispensdvel, sendo a sobrevivéncia de plantas um dos
pardmetros mais importantes a serem levados em conta na escolha da dose mais
adequada.

Existem alguns relatos sobre o uso dessa técnica no melhoramento
genético da figueira (Akuhund-Zade, 1981; Kerkadze,1987; Spiegel-Roy, 1990).
No Brasil, Santos et al. (1997) iniciaram um trabalho visando a inducdo de
mutacdo, utilizando estacas dormentes da cv. Roxo de Valinhos e cujo material

ainda estd em avaliac@o.
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Um dos principais entraves ao uso da irradiacdo no melhoramento de
plantas estd associado a avaliagdo do material irradiado que, sendo realizada no
campo, pode demandar tempo e espaco para andlise das caracteristicas mutadas.

Neste contexto, a irradiacdo de explante in vitro apresenta como
vantagens a facilidade de manuseio do material, a rapidez na obtencdo das
geracdes subseqiientes e, em alguns casos, avaliag@o in vitro. A irradiacdo de
material in vitro ji foi usada com sucesso em diversas frutiferas, como:
bananeira (Domingues et al. 1994), laranjeira (Cristofani et al. 1993), ameixeira
(Prunus avium L.) (Walther & Sauer, 1985), ameixeira japonesa (Prunus
saliciana Lindl.) cv. Shiro (Predieri & Gatti, 2000) e porta-enxerto de videira
‘Gravesac’ (Lima da Silva & Doazan, 1998).

Na irradiacdo de explantes in vitro, Sonino et al. (1996), citados por
Tulmann Neto et al., (1999), ao cultivarem o material irradiado em fun¢do da
posicdo da gema irradiada — basal mediana e apical, observaram que a irradiacio
em gemas apicais foi mais eficiente que nas axilares.

O presente trabalho objetivou avaliar o efeito de doses de radiacdo
gama no comportamento de plintulas de figueira de diferentes tamanhos e

considerando as posi¢des de gemas.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantulas de figueira ‘Roxo de Valinhos’ previamente
estabelecidas in vitro apresentando parte aérea e sistema radicular bem
formados. Estas plantulas foram cultivadas em tubos de ensaio contendo meio
s6lido WPM (Tabela 1A), suplementado com sacarose 2%, pH +5,7 e
solidificado com 6gL" de dgar, mantidas em sala de crescimento do Laboratério

de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Lavras, a uma temperatura de
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aproximadamente 25 * 1°C, fotoperiodo de 16 horas e 32 pM.m”s"' de
intensidade luminosa.

Na definicao dos tratamentos as plantulas foram separadas em grupos de
acordo com os tamanhos: 2,5a4,5cm; 5a7cme 8 a 10 cm. Apds a separacio,
o material foi transportado para o Centro de Energia Nuclear da Agricultura da
Universidade de Sao Paulo (CENA/USP), onde, nos mesmos tubos de ensaio,
foi submetido a raios gama nas doses de 10, 20, 30, 40 e 50 Gy. O aparelho
usado na irradia¢do foi o ‘Gammacell 220 cuja fonte de radiagdo gama emitida

pelo radioisétopo ®Co (taxa de dose 0,877 KGy/h), apresentado na Figura 1.

L

FIGURA 1 [Irradiador ‘Gammacell 220’ do Centro de Energia Nuclear na
Agricultura. Fonte de radiacdo gama emitida pelo radioisétopo

%Co. CENA/USP, Piracicaba, 2005.

35



Apés a irradiagdo, o material foi novamente transportado para o
Laboratério de Cultura de Tecidos da Universidade Federal de Lavras. Em
camara asséptica, foram repicados em explantes de 1cm contendo uma gema e,
na transferéncia para novos tubos de ensaios contendo o mesmo meio nutritivo
ja citado, os explantes foram separados em fun¢@o da posicdo das gemas: basal,
mediana e apical.

Todo material foi mantido em sala de crescimento, com temperatura de
aproximadamente 25+1°C, fotoperiodo de 16 horas e 32 pM.mZs' de
intensidade luminosa, inspecionado semanalmente buscando identificar
anomalias e ou morte de explantes. Apos 90 dias, foram avaliadas as seguintes
caracteristicas: comprimento de parte aérea, contagem do numero de
gemas/plantula e peso da matéria fresca da plantula.

Com base nos fatores testados, o delineamento experimental adotado foi
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 6x3x3, para doses, tamanhos e
posicdes, respectivamente, constituindo 54 tratamentos (Tabela 2A) com 4
repeti¢des e 3 plantulas por repeticdo. Os fatores foram analisados por meio de
regressdo polinomial, utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira,
2000).

O esquema das etapas realizadas neste ensaio € apresentado na Figura 2.

36



Plantulas preestabelecidas in vitro Tamanhos
|:| ' T1-25a5 12-5a7 | [13-8a10 |
Irradiadas doses: 10 20 30 40 e 50 Gy %\

grtadas para CENA USP

J
5E

Gema e aproximadamente 1
Rpmmdaq aoical cm foram inoculados

Transportadas pay;

Exlantes com 1 gema

no meio nutritivo

Gema WPM e mantidos em
mediana sala de crescimento

Gema basal

FIGURA 2 Esquema ilustrativo das etapas realizadas na irradiacdo de figueira

‘Roxo de Valinhos’. UFLA, Lavras, 2005.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As doses de raios gama testadas ndo provocaram mortalidade e ndo
foram observadas alteracdes na formacao e coloragao das plantulas irradiadas. O
objetivo principal deste trabalho foi verificar a sensibilidade de plantulas de
figueira a irradiacdo, identificando a dose que provocasse morte de explantes.
Nenhuma das doses testadas neste ensaio ocasionou morte de plantulas. Este
resultado difere do encontrado para explantes de espécies frutiferas irradiadas in
vitro, como ameixeira (Prunus avium L.) em que foi registrada morte de

plantulas a 29 Gy, conforme relatado por Walther & Sauer, (1985); videira
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porta-enxerto ‘Gravesac’ relatado por (Lima da Silva & Doazan, 1995) a 30 Gy
e ameixeira japonesa (Prunus saliciana Lindl.) cv. Shiro em que Predieri &
Gatti (2000) verificaram morte de plantulas em valores préximos de 30 Gy.

Quanto a ocorréncia de anomalias, ndo foi verificado diferencas na
formacao e na coloragdo das folhas em nenhum dos tratamentos, entretanto, nao
houve formacao de raizes em plantulas submetidas a doses superiores a 30 Gy.
Segundo Tulmann Neto, (2000) a auséncia de raizes ¢ comum em certas doses
de irradiacdo e, este fato ja foi observado em outras espécies frutiferas como
pereira (Predieri et al. 2000), porta-enxerto de videira (Lima da Silva & Doazan
1995) e ameixeira (Predieri & Gatti, 2000).

Houve efeito significativo da intera¢do dose de irradiacdo e tamanho de
plantulas, para as caracteristicas comprimento de parte aérea, nimero de gemas
e peso da matéria seca de plantulas (Tabela 3A), graficamente representados nas

figuras 3,4eS5.

Comprimento de parte aérea (cm)

Doses de irradiacdo (Gy)

¢TI =mT2AT3

Yo =4,2318 -0,1167x +0,0011x*> R*=0,998
Y1 = 3,5975 + 0,0192x -0,0015x> R? = 0,7577
Y13 =3,6575 - 0,1158x + 0,0013x> R*=0,9997

FIGURA 3 Comprimento médio da parte aérea de plantulas submetidas a
diferentes doses de irradiacdo, nos tamanhos: T1 2,5 a 4,5 cm; T2
Sa7cmeT38al10cm. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Nimero de gemas

0 - T T T T )
0 10 20 30 40 50

Doses de irradiagdo (Gy)

Tl mT2 AT3

Y, = 6,2375 — 0,1382x + 0,0008x*> R*=0,9187
Y =5,6704 -0,0171x -0,0016x> R*=0,8932
Y= 5,2539 — 0,101x + 0,0002x> R = 0,7929

FIGURA 4 Numero médio de gemas de plantulas de figueira submetidas a
diferentes doses de irradiacdo, nos tamanhos: T1 2,5 a 4,5 cm; T2
S5a7cme T3 8a 10 cm. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Peso da matéria fresca de plantulas

0 10 20 30 40 50

Doses de irradiagao (Gy)

¢T1 T2 AT3

Y11 = 0,37 - 0,0029x - 0,000073x> R* = 0,9024
Y= 0,6071 — 0,010157x — 0,000014x> R? = 0,7957
Y13 = 0,6632 — 0,0221x +0,0002x> R* = 0,8794

FIGURA 5 Peso da matéria fresca de plantulas de figueira aos 90 dias apds
irradiacdo em diferentes doses, tamanhos: T1 2,5 a4,5cm; T2 5 a
7cme T3 8a10cm. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Analisando-se as curvas de regressdo, observa-se que o peso da matéria
fresca das plantulas foi a varidvel mais afetada pela irradiacdo, apresentando um
modelo decrescente para todos os tamanhos de plantulas testadas, indicando uma
associacdo inversa entre os parametros. Nas demais varidveis este
comportamento ocorreu nos tamanhos 2,5 a 4,5 cm (T1) e 8 a 10 cm (T3) para
os quais ocorreu declinio nos seus respectivos valores, a medida em que se
aumentaram as doses de irradiacao.

Verifica-se, nas Figuras 3 e 4, que o comportamento das plantulas com 5
a 7 cm (T2) foi superior as demais, tendo sido o tamanho que mais sofreu
reducdes com as doses crescentes de irradiagdo e o que proporcionou maior
comprimento de parte aérea (3,65 cm), registrado na dose 6,4Gy. O maior
nimero de gemas foi registrado em plantulas com 2,5 a 4,5cm, na dose 8,63 Gy,
proporcionando uma média de 5,64 gemas.

Os resultados obtidos concordam com os de Bhagwat & Ducab (1998)
ao afirmarem que, apds a irradiacio, a sobrevivéncia e a capacidade de regenerar
sdo varidveis em funcio da dose e do material vegetal irradiado.

A redugdo em 50% nos valores registrados das varidveis analisadas
ocorreu a partir da dose 30Gy, tanto para comprimento de parte aérea quanto
para nimero de gemas. Nesta dose, as plantulas irradiadas com 8 a 10 cm (apds
repicagem separando gemas apicais medianas e basais) apresentaram o mesmo
valor para tamanho e nimero de gemas (1,33), com reducdo de 63% e 69%,
respectivamente, em relacdo ao controle (plantulas com 3,66cm e 4,44 gemas).
Ja para plantulas irradiadas com 2,5 a 5 e 5 a 7cm, essa redugdo foi registrada a
partir da dose 40Gy, para ambas as varidveis em questao.

A dose 20 Gy provocou reducdo de 70% do peso da matéria fresca de
plantulas, independente do tamanho da plantula na ocasido da irradiagdo, com
valores médios 0,27; 0,37 e 0,18g, respectivamente, para os tamanhos 2,5 a 5; 5

a7cm e 8a 10 (controle 0,4; 0,68 e 0,62 g).
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A redugdo no desenvolvimento de plantulas em determinadas doses de
irradiacdo é considerada normal em estudos envolvendo mutacdo e pode ser
atribuida, segundo Broetjes & Van Harten (1988), ao fato de que as células
submetidas a irradia¢do, e que sofreram algum tipo de dano fisiolégico ou
cromossdmico, apresentam menor capacidade mitética em relagdo as células que

ndo sofreram esses efeitos, justificando o que ocorreu no presente trabalho.

4 CONCLUSOES

Doses de até 50 Gy, ndo provocam morte € nem alteragdes na coloragio
e formacdo de folhas de plantulas.

Doses superiores a 30Gy impedem a formacéo de raizes.

Plantulas com 2,5 a 5 cm de tamanho irradiadas a 10 Gy apresentam
maior comprimento de parte aérea e maior nimero de gemas.

O aumento nas doses de irradiacdo provoca redugdo no peso das

plantulas para qualquer tamanho de plantula irradiada.
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CAPITULO III
CALOGENESE EM PLANTULAS DE FIGUEIRA
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FERREIRA, Ester Alice. CALOGENESE EM PLANTULAS DE
FIGUEIRA. 2006. Cap. 3, p 44-62 Tese ( Doutorado em Agronomia/Fitotecnia)

Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

RESUMO

Foram realizados estudos preliminares envolvendo calogénese em figueira cv.
Roxo de Valinhos. Em todos os experimentos, foi usado o meio nutritivo MS
modificado para a inducdo de calos. Adotou-se o delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial e as avaliacdes foram realizadas apés 60 dias
de inoculacdo, pelas caracteristicas: intensidade de crescimento e massa fresca
de calos. No primeiro, testaram-se dois tipos de explantes: segmento foliar e
segmento caulinar, com 0, 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mgL'1 de 2,4 D adicionado ao meio.
Nas avaliacdes realizadas, o uso de segmentos foliares foi mais eficiente na
calogénese. A partir desse resultado, foi realizado o segundo experimento,
utilizando-se segmentos foliares como explantes e verificando-se a formacao de
calos na presenca e na auséncia de luminosidade nas mesmas dosagens de 2,4D.
No terceiro e dltimo ensaio, buscou-se uma otimizagdo do protocolo, testando-se
as mesmas doses de 2,4D em combinagdo com cinetina, utilizando segmentos
foliares como explantes na presencga de luz. Os resultados obtidos mostraram que
a calogénese em figueira ‘Roxo de Valinhos’ pode ser obtida cultivando-se
segmentos foliares, na auséncia de luminosidade e na presenca de 2,4D e

cinetina ambos na concentragdo 4 mgL™".

Palavras- chave: 2,4D, cinetina, variacdo somaclomal.

* Orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA
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FERREIRA, Ester Alice. CALLOGENESIS ON FIG PLANTLETS 2006.
Chapter 3, p 44-62. Thesis (Doctorate in Agronomy/Crop Science) Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

ABSTRACT

In this present work were carried out preliminaries studies on callogenesis of fig

plants ‘Roxo de Valinhos’. In all experiments it was used the MS medium
modified for callus induction, were adopted a randomized design in factorial
scheme and the evaluation were 60 days after the inoculation by the following
characteristics: intensity growing and weigh of fresh of calluses. In the first
experiment were tested 2 types of explants: leaves and caulinar segments with O,
0,5; 1,0; 2,0; 4,0 mgL'1 de 2,4 D added to the medium and the evaluation
revealed that the leaves segments were more efficient on the callogenesis. From
this results, were conducted the second experiment using leaves segments and
verifying the callus induction in presence and absence of light with the same
doses of 2,4D. On the third and last experiment it was searched an optimization
of the protocol testing the same doses of 2,4D together with kinetin using leaves
segments as explants in the light ambient. The results revealed that the
callogenesis on fig plants ‘Roxo de Valinhos’ can be obtained by leaves
explants, in the presence of light and taking 2,4D together with kinetin at 4
mgL™".

Key words: growth regulators, breeding

* Adviser: Dr. Moacir Pasqual - UFLA
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1 INTRODUCAO

A biotecnologia, e nela, a cultura de tecidos, destaca-se como
ferramenta que vem auxiliando significativamente os programas de
melhoramento genético, por meio de vdrias técnicas. Dentre essas, pode-se citar
a calogénese ou seja, a formagdo de massa de células a partir de um explante.

A calogénese ¢ influenciada pelo tipo de explante, pela constituicao do
meio cultura e pelo ambiente de cultivo. No caso de explante, Grattapaglia &
Machado (1998) recomendam a utilizagdo dos que contenham maior proporg¢ao
de tecido meristemdtico ou que apresentem maior capacidade de expressar a
totipoténcia.

Os mesmos autores relatam a importdncia da presenca de auxina
adicionada ao meio, ressaltando que ela estimula a producdo de calos quando
presentes em quantidades excessivas, mas, em alguns casos, em baixas
concentracdes. Dentre as auxinas mais utilizadas, o 2,4D adicionado ao meio de
cultura tem sido largamente empregado em estudos envolvendo calogénese em
espécies frutiferas, como banana (Solarini, 1995) maca (Fortes, 1992), algumas
cultivares de Coffea arabica L. (Maciel, 2001; Pald, 2002; Aradjo 2004), em
plantas medicinais (Artiaga, 2004; Nogueira, 2003) e, ainda, em espécies
florestais de importancia econdmica, como Croton urucana (Lima, 2004).

A formagdo de calos, normalmente, ocorre no escuro (Camargo et al.,
1999), considerando que a luz pode favorecer a produgdo de compostos
fendlicos, os quais interferem na atividade do regulador de crescimento,
comprometendo a divisdo celular. Entretanto, hd relatos de algumas espécies em
que a formacao de calos foi indiferente a luminosidade (Faria, 1996).

Dentre as aplicacdes da calogénese, pode-se citar a producdo de células
para manipulagdes genéticas, como hibridacdes somaticas, poliploidizacdes e

transformacoes e ainda, a formagdo de calo poderd servir como material inicial
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para variacdo somaclonal, na obtencio de variabilidade genética (Evans & Sharp
1986). Ha relatos de que plantas regeneradas a partir de calos apresentam altas
taxas de variagdo genética que podem ser herddveis e transmitidas aos
descendentes (Handro & Floh, 1990). Essa variag¢do pode chegar até préximo de
100% das plantas com alguma alteragdo, dependendo da espécie, da metodologia
empregada e das caracteristicas estudadas (Tao et al., 2002.)

No caso da figueira, a definicdo de uma metodologia de obtencdo de
calos com vistas a obtencao de somaclones pode ser uma ferramenta valiosa para
o melhoramento desta espécie. Primeiramente, pela auséncia de variabilidade
genética devido ao fato de somente a cultivar Roxo de Valinhos ser plantada
comercialmente no Brasil e também por ndo haver programas de melhoramento
pelos métodos convencionais.

Assim, o presente ensaio teve como objetivo realizar estudos
preliminares na indug@o de calos em figueira avaliando diferentes explantes e

ambientes com combinacdes de doses de 2,4 D e cinetina.

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Universidade Federal de Lavras utilizando plantulas de figueira cultivar Roxo de
Valinhos preestabelecidas in vitro, onde foram conduzidos trés experimentos, 0s

quais sdo descritos a seguir.

Experimento 1 — Foram testados dois tipos de explantes, sendo: segmento
caulinar com, aproximadamente, 1 cm de comprimento e segmentos foliares
com aproximadamente, 0,5 cm de didmetro e 2,4 D, nas doses 0, 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0 mgL'l. O delinemento usado foi inteiramente casualizado, em esquema

fatorial 2x5, explantes e doses, respectivamente.
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Experimento 2 — A partir do resultado do experimento 1, segmentos foliares
com aproximadamente 0,5 cm didmetro foram avaliados em dois tipos de
ambientes: com e sem luminosidade, nas mesmas doses de 2,4 D 0, 0,5; 1,0;
2,0 e 4,0 mng. Na luminosidade, a intensidade utilizada foi 32 pLM.rn'z.s’1 ,
fotoperiodo de 16 horas e a temperatura foi mantida em aproximadamente
25%1°C. O delineamento usado neste experimentos foi inteiramente casualizado,

em esquema fatorial 5x2, sendo doses de 2,4 D x ambiente.

Experimento 3 - Utilizaram-se segmentos foliares cultivados em sala de
crescimento com temperatura de aproximadamente 25+1°C, fotoperiodo de 16
horas e 32 uM.m™.s™" de intensidade luminosa. Foram testados meios contendo
2,4D e cinetina nas doses 0, 0,5; 1,0; 2,0 ¢ 4,0 mgL'l. O delineamento usado foi
o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 5, para doses de 2,4D e
cinetina.

O meio de cultura usado em todos os experimentos foi MS Murashige &
Skoog (1962) (Tabela 4A) modificado para a inducdo de calos, proposto por
Berthouly & Michaux-Ferriere (1996) (Tabela 5A) acrescido de 600 mgL-1 de
dcido ascorbico. O pH foi ajustado para 5,7+ 0,1, antes de ser autoclavado a
120°C 1,2 atm, durante 20 minutos.

A inoculacdo dos explantes em seus respectivos experimentos foi
realizada em camara de fluxo laminar, utilizando frascos contendo 15 mL do
meio nutritivo.

Todos os experimentos tiveram 4 repeticdes com 3 plantas por parcela e
foram avaliados, 60 dias apds a inoculacdo, pelas seguintes caracteristicas:
indu¢do de calos (pela presenca ou auséncia), massa fresca de calos (g) e
intensidade de crescimento de calos, atribuindo-se notas de 0 a 3, adotando o

seguinte critério: 0 - sem formacao de calo, 1 - 25% de calos na superficie do
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tubo, 2 - 50%, 3 > 50% de calos na superficie do tubo, conforme metodologia

proposta por Flores et al. (1998) (Figura 1).

Notas 0

FIGURA 1 Notas atribuidas a intensidade de crescimento de calos de figueira,
provenientes de diferentes explantes, ambiente de cultivo e
concentragdes de 2,4D e cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Foram realizadas também avaliacdes visuais semanalmente com o
objetivo de registrar o inicio da formacdo de calos e acompanhar o aspecto
visual dos mesmos.

Os dados foram analisados por meio de regressdo polinomial,

utilizando-se o programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve formagdo de calos em ambos os explantes e na presenca dos
reguladores de crescimento testados. Estes, entretanto, iniciaram seu
desenvolvimento em épocas variadas em cada experimento realizado. Na
literatura ha relatos de grande variacdo no tempo de inicio de formagao de calos
que pode ocorrer em semanas ou até 6 meses apds a inoculagdo (Verdeil et al.,
1994). Essa varia¢do ocorre em fungdo do explante, do local de incubagio e,
principalmente, em da espécie utilizada.

Observou-se formacao de calos em todos os tratamentos, exceto naqueles

isentos das auxinas 2,4-D (Experimento 1 e 2) e cinetina (Experimento 3). A
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eficiéncia do 2,4D na induc@o de calos, ainda que isoladamente, concorda com
Grattapaglia & Machado (1990), que relatam a inducdo da calogénese em meio
com altas concentragcdes de 24D, ocorrendo, inclusive, em baixas
concentragcdes. Por essa razdo é um dos reguladores de crescimento mais

eficazes na inducao de calos.

Experimento 1 - Tipos de explantes x 2,4D

A formac@o dos calos neste experimento ocorreu entre 25 a 35 dias ap6s
a inoculagdo, para ambos os explantes testados. Pelos resultados das andlises
estatisticas (Tabela 6A), verifica-se o efeito significativo na interagdo entre
2,4D e os explantes testados para ambas as varidveis analisadas.

Pelas Figuras 2 e 3, representando a intensidade de crescimento e massa
fresca de calos, respectivamente, observa-se que o uso de segmento foliar se
mostrou mais eficiente na indugdo de calos.

Nota-se, pelas mesmas figuras um comportamento semelhante para ambas
as varidveis nos, seguintes aspectos: independente do explante utilizado, ndao
houve formacdo de calos na auséncia do fitorregulador. A maior intensidade de
crescimento de calos (3,18) foi registrada a 2,59 mgL"' e dose préxima a esta,
2,68mgL" de 2,4D, foi responsével pelo maior incremento na massa fresca de
calos (2,70g). Em todos os casos, a partir desses valores, houve decréscimo nos

valores registrados.
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Intensidade de crescimento de calos

(notas)

0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Doses de 2,4D m,gL'l

¢ Caulinar ® Foliar

Yioiar = + 1,7138 + 1,1267x -0,2174x> R* = 0,7554
Y cotinar = 0,4677 +1,2288x -0,1767x*R* = 0,9179

FIGURA 2 Intensidade de crescimento de calos formados a partir de segmentos

caulinares e foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’ em diferentes
concentracoes de 2,4D. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Massa fresca de calos (g)

0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Doses de 2,4D mgL’1

& Caulinar = Foliar

Ygotiar = 0,0464 + 1,9815x -0,3686x> R?=0,9701
Y cauting: = - 0,0777 +0,6187x -0,0787x> R = 0,9389

FIGURA 3 Massa fresca de calos (g) formados a partir de segmentos caulinares

e foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’ em meio diferentes
concentracdes de 2,4D. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Experimento 2 - Ambientes x concentracoes de 2,4D

A formacdo de calos no escuro ocorreu entre 28 a 35 dias apds a
inoculacdo. Entretanto, na presenga de luminosidade, o inicio ocorreu somente
de 35 a 48 dias apds a incubacdo. O resultado das andlises estatisticas mostrou
efeito interativo entre o ambiente de cultivo e as doses de 2,4D testadas para as
variaveis intensidade de crescimento e massa fresca dos calos formados (Tabela
TA).

Semelhante ao ocorrido no experimento anterior, o comportamento de
ambas as varidveis analisadas foi ajustado a uma regressao quadritica, em
funcdo do 2,4D, com pontos maximos de 2,55 e 2,54 mgL'1 para intensidade de
crescimento e massa fresca de calos, respectivamente ( Figuras 4 e 5).

O fato da formacao de calos ter se iniciado primeiro no ambiente escuro
pode ser responsdvel pelo maior desenvolvimento e peso de calos e pode ser
explicado considerando-se a sensibilidade da auxina a presenca de luz,
concordando com Solarini (1995), Fortes (1992), Maciel (2001), Pald (2002),
Aratjo (2004), Artiaga (2004), Nogueira (2003) e Lima (2004), que verificaram

a formacao de calos no escuro.
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(notas)

Intensidade de crescimento decalos

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Doses de 2,4 D mgL'I

# Claro ® Escuro

Yeseuro= 0,4708 + 2,3538x -0,4615x> R?=0,8359
Yoao= 0,0554 + 1,0756x -0,1856x> R* = 0,9907

FIGURA 4 Intensidade de crescimento de calos formados a partir de segmentos
foliares de figueira ‘Roxo de Valinhos’, em diferentes ambientes e
diferentes concentragdes de 2,4D. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Massa fresca de calos (g)

0 T T T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 35 4

Doses de 2,4D mgL’1

& Claro = Escuro

Yoo = 0,373 +2,3555x - 0,4622x> R* = 0,94
Yoo = 0,1872 + 1,2635x -0,2361x°R *>=10,9151

FIGURA 5 Massa fresca de calos formados a partir de segmentos foliares de
figueira ‘Roxo de Valinhos’ mantidos em diferentes ambientes e
concentracdes de 2,4D. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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A formacao de calos na luminosidade também foi relatada por Fraguas
(2003), em seus ensaios de micropropagacdo com figueira, que ocorreu na
presenca fitorregulador BAP.

Por outro lado, Flores et al. (1998), ao realizarem estudos comparativos
de calogénese com diferentes cultivares de morangueiro variando o tempo de
permanéncia no escuro e claro, verificaram que os diferentes periodos de escuro
ndo diferiram estatisticamente quanto a intensidade de calo formado na cv.
Konvoy-Cascata. Ja para outra cultivar no mesmo estudo (‘Chandler’), o escuro
favoreceu significativamente o crescimento dos calos.

Da mesma forma, Camargo et al (1999), estudando efeito do tempo de
permanéncia no escuro na calogénese in vitro de macieira cv. Marubakaido,
concluiram que o periodo de escuro ndo influencia a percentagem e a
intensidade de calos formados.

Considerando os dados registrados neste ensaio e os apresentados na
literatura, pode-se inferir que, na calogénese, em se tratando da presenca e
auséncia de luminosidade, hd um comportamento diferencial varidvel em fungdo
da espécie e da cultivar.

E importante relatar o melhor aspecto dos calos desenvolvidos no claro,
que se apresentaram com coloracdo verde, mesmo ao final do experimento, o
que pode favorecer o processo de regeneracdo. Alguns autores, a exemplo de
Fortes & Teixeira (1992), verificaram, em material somatico de macieira (Malus
domestica, Borkh.), que os explantes expostos diretamente a luz apresentaram
melhor aspecto e, posteriormente, maior percentagem de regeneracdo. Kouider
et al. (1984), trabalhando com cotilédones sem embrido de macieira cv. Red
Delicious, verificaram que os explantes expostos ao escuro somente por 4 dias e
apos transferidos para a luz, formaram calo compacto e verde, o que favoreceu a

diferenciagao dos brotos dentro de trés semanas.
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Experimento 3 - Doses de 2,4D e cinetina

A partir da andlise de variincia (Tabela 8A) observa-se que a interagdo

2,4D e cinetina foi significativa, evidenciando a dependéncia dos fatores, tanto

para intensidade de crescimento quanto para massa fresca de calos.

pode ser atribuido

A formacgdo de calos ndo foi comprometida pela luminosidade, o que

N

a presenca de uma citocinina ao meio e ao fato de este

fitorregulador ser dependente de luz (Taiz & Zeiger, 2004).

Observa-se, nas Figuras 6 e 7, que houve resposta crescente para todas as

concentracdes de cinetina testadas.

Intensidade de crescimento de calos

(notas)

B T - X

0 - T T T T T T T 1

L5 2 25 3

Doses de 2,4D mgL-l

e0m05Al1@2X4

Yomer 1 decin = 0,6677+ 1,4185x - 0,2154x> R,=0,7117
Y()_s mgL—l de Cin = 1,0831 + 1,3522X - 0,2333)(2 R2 = 0,9012
Y 1 mer ' decin= 0,7846 + 1,9166x - 0,3434x*> R, = 0,958
Y g de cin= 1,4769 + 1,4969x - 0,2829% R, = 0,8565
Yo mg " de cin = -0,264x% + 1,5091x + 1,4985 R, = 0,7438

FIGURA 6 Intensidade de crescimento de calos formados a partir de segmentos

foliares de figueira em diferentes combinacdes de doses de 2,4D e
cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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\
lo

Massa fresca de calo (g)

Doses de 2,4D

*0m0541%x204

Y 0.0 mei1 de cin= 0,5565 + 0,4895x - 0,1098x> R*=0,7789
Yo5mei-1aecin = 1,2642+0,1676x - 0,0917x>  R?=0,8341
Y 10mei 1 decin = 1,5875 - 0,2868x +0,035x>  R?=10,8041
Y 20meitdecin = 1,3125 +0,3942x -0,1247x> R*=0,6447
Y 40meitdecin = 0,8248 + 1,5191x -0,2544x> R* = 0,9094

FIGURA 7 Massa fresca de calos desenvolvidos a partir de segmentos foliares
de figueira, em diferentes combinag¢des de doses de 2,4D e cinetina.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

O valor maximo de intensidade de crescimento de calos (3,65) foi
registrado utilizando a dose 4,0 mgL'1 de cinetina em combinac¢do com 2,85
mgL" de 2/4D. Ji para massa fresca, o melhor desempenho (3,10g) foi
registrado na dose méxima de cinetina em combinagio com 2,98mgL." de 2,4D.

Os resultados encontrados concordam com Damido Filho (1995) quando
afirma que a maioria das espécies lenhosas requer altas concentracdes de
fitorreguladores no meio de cultura para a formacio de calos. Fraguas (2003)
também registrou a formagdo de calos em figueira na dose 4 mgL™" de cinetina

em combinacdo com meio WPM, na concentra¢do 200%.
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A influéncia positiva da relagdo auxina/citocinina também foi verificada
por Santos et al. (2000), em ensaios envolvendo calogése em diversas cultivares
de café. De modo similar, Maciel (2001), em estudos de calogénese em café
testando diferentes doses de 2,4D e 2,OmgL'1 de cinetina, também verificaram
maior formacao de calos primarios nodulares a medida em que se aumentou a
concentracdo de 2,4D.

As auxinas sdo indispensdveis a formagdo de calos, uma vez que sio
responsdveis pelo inicio da divisdo celular e pelo controle dos processos de
crescimento e alongamento celular (Taiz & Zeiger, 2004). O mesmo autor relata
que as citocininas também sio necessdrias para a divisdo celular das plantas.
Pasqual (2000) menciona resultado positivos da adi¢@o de citocinina ao meio de
cultura para a inducdo de calo embriogénico, confirmando que a formacdo de
calos observada no presente experimento, provavelmente, foi favorecida pelo
efeito sinergético entre os fitorreguladores, favorecendo um incremento da

divisdo celular.
4 - CONCLUSOES

Existe efeito sinergético entre segmentos foliares, auséncia de
luminosidade e presenca de 2,4D e cinetina na concentracio 4 mgL™' na

calogénese em figueira ‘Roxo de Valinhos’.
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RESUMO

Como o objetivo de otimizar o protocolo de micropropagacdo de mudas de
figueira ‘Roxo de Valinhos’, o presente ensaio testou os efeitos de alteragcdes na
concentracdo de sacarose e do meio WPM no primeiro experimento e o efeito da
variagdo gema/segmento com diferentes doses cinetina no segundo
experimento. Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Lavras, utilizando plantulas previamente
estabelecidas in vitro. O delineamento experimental adotado em todos os casos
foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5 x 4, sendo concentragdes de
WPM x sacarose, respectivamente, no primeiro e concentragdes de cinetina e
numero de gemas, no segundo. Apds 90 dias em sala de crescimento, foram
analisadas as seguintes varidveis: nimero de brotagdes, comprimento e peso da
matéria seca de raiz e parte aérea. Os resultados das andlises estatisticas
mostraram que, na multiplicacdo de brotacdes de figueira ‘Roxo de Valinhos’,
pode-se usar 100% do meio WPM com adicdo de 10gL™" de sacarose. Quando se
deseja produzir brotos alongados, a utilizacdo do meio de cultura sem adic¢do de
cinetina e segmentos com 1 ou 2 gemas proporciona melhores resultados. A
adicdo de cinetina 0,5 mgL" e a utilizagdo de segmentos com 3 gemas promove

maior nimero de brotagdes.

Palavras -chave: WPM, sacarose, cinetina, gemas.

* Orientador: Prof. Dr. Moacir Pasqual - UFLA
FERREIRA, Ester Alice. MICROPROPAGATION OF FIG PLANTS
‘ROXO DE VALINNHOS’ 2006. Chapter 4, p 67 — 84. Tese (Doctorate in

Agronomy/Crop Science) Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*
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ABSTRACT

In order to optimize the protocol of ‘Roxo de Valinhos’ fig plants
micropropagation, in this present research it was evaluated the effects of
different concentration of sucrose on of the WPM medium on the first
experiment and  the effect of different number of bud/plantlets on the second
one. The experiments were carried out at Tissue Culture Laboratory of Federal
University of Lavras, taken in viro already established plantlets. The
experimental design adopted in all cases was the complete randomized one in
factorial scheme 5 x 4, being: concentration of WPM and sucrose on the first,
and doses of kinetin and number of buds on the second. After 90 days in grow
room, were evaluated by the following characteristics: sprouts number, length
and weight of roots and aerial part. The statistical results showed that for the
sprouts multiplication can be taken 100% of WPM medium added with 10gL"
of sucrose. When it is wished elongated sprout the use of medium without
kinetin and explants with 1 or 2 buds promote best results. Adding 0,5 mgL™" of

kinetin and taking explants with 3 buds promote larger sprouts number.

Key words: WPM, sucrose, kinetin, buds.

* Adviser: Dr. Moacir Pasqual - UFLA

1 INTRODUCAO

A ‘Roxo de Valinhos’ € a tnica cultivar de figueira plantada no Brasil e

cujas mudas sdo produzidas predominantemente por propagagdo vegetativa, por
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meio de estacas. Na maioria das vezes, estas estdo infectadas pelo virus do
mosaico, um dos principais patégenos que atacam a cultura, comprometendo,
assim, todo o potencial da planta.

A produgdo de mudas por meio de técnicas da cultura de tecidos se
destaca como uma alternativa para atender as necessidades dos produtores em
fornecer grande ntimero de plantas sadias com maior uniformidade e qualidade
num curto espago de tempo.

Na literatura hd relatos de resultados positivos do wuso da
micropropagac¢do na obtenciao de mudas de diversas cultivares de figueira, entre
os quais Murithi et al. (1982), Pontikis & Melas (1986), Hu & Guo (1994),
Haelterman & Docampo (1994), Demiralay (1998), Nobre et al. (1998),
Demiralay et al. (1998), Kumar et al., (1998), Gunver & Ertan (1998) e Songul
et al. (2005).

Com a cultivar Roxo de Valinhos alguns ensaios ja foram realizados na
tentativa de se obter um protocolo de micropropagacdo (Barbosa et al., 1992;
Brum, 2001, Friguas, et al. 2004) chegando a resultados significativos, como,
por exemplo, a definicdo do meio wood plant medium, (WPM) (Lloyd &
McCown, 1980) como o ideal para cultivo in vitro dessa cultivar.

Um aspecto importante na composi¢do do meio WPM a ser estudado na
micropropagacdo da figueira estd relacionado a concentracio do mesmo e a
presencga da sacarose.

A sacarose presente no meio é fonte de energia e de carbono nos
processos biossintéticos (Gosslova et al., 2001). Entretanto, hé relatos de que
muitos explantes possuem a habilidade de crescer na auséncia total ou parcial da
sacarose do meio de cultura (Kozai, 1991). A elimina¢do e ou reducdo da
sacarose no meio poderd reduzir alguns dos seus efeitos indesejaveis, tais como
minimizar os riscos de contaminaciao microbiana, reduzir os custos de produgio,

melhorar as caracteristicas fisiolégicas da planta e, ainda, facilitar sua
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aclimatizagdo as condi¢des ex vitro (Kozai & Kubota, 2001; Afreen et al., 2002;
Arigita et al. 2002)

Considerando que o padrio de desenvolvimento dos explantes é
grandemente influenciado pela concentragdo e balango entre as substincias
acrescentadas ao meio de cultura, o presente trabalho buscou a otimizagdo do
protocolo de micropropagacdo de figueira, verificando o efeito de diferentes
concentracdes de sacarose e meio WPM e da combinagao de cinetina e nimero

de gemas na micropropagacgao de figueira ‘Roxo de Valinhos’.

2 MATERIAL E METODOS

O ensaio foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos, do
Departamento de Agricultura, na Universidade Federal de Lavras. Foram
utilizados segmentos nodais de 1 cm de plantulas de figueira cv. Roxo de
Valinhos, previamente estabelecidas in vitro, onde foram conduzidos os

experimentos descritos a seguir:

Experimento 1 - alteragdes na concentracdo do meio WPM — 0%; 50%, 100%,
150% e 200% com sacarose a 0; 10; 20 e 40 g/L.

Experimento 2 - diferentes concentra¢des de cinetina, 0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0

mgL" utilizando segmentos nodais contendo 1, 2 ,3 e 4 gemas.

O meio de cultura utilizado em todos os experimento foi o WPM
(Tabela 1A) com pH ajustado para 5,8 e 6 gL' de dgar. Cada tubo de ensaio
(25x150 mm) recebeu 15 ml de meio e foi vedado com tampa plastica e

autoclavado a pressdo de 1,5 atm e a temperatura de 120° C por 20 minutos.
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Em camara de fluxo laminar previamente desinfestada com etanol 70%
foram inoculados segmentos nodais e os tubos além das tampas plésticas, foram
vedados com filme de PVC e mantidos em sala de crescimento com temperatura
de 25 * 1°C, fotoperiodo de 16 horas e 35 uM.m™.s™" de intensidade luminosa.

O delineamento experimental usado em todos os experimentos foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial com quatro repeti¢des e trés tubos
por parcela, cada tubo contendo um explante. Aos 90 dias apds a instalacdo, os
experimentos foram avaliados pelas seguintes caracteristicas: nimero de brotos,
comprimento e peso da matéria seca do sistema radicular e parte aérea.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica, pelo programa

estatistico Sisvar (Ferreira, 2000).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Alteracoes na concentracio do meio WPM e sacarose

Pela analise de variancia (Tabela 9A) observa-se que houve interagdo
significativa entre as concentracdes do meio WPM e as doses de sacarose
testadas para niimero de brotos, comprimento de raiz e peso da matéria seca de
parte aérea, constatando-se a dependéncia dos efeitos desses dois fatores para
essas varidveis. Na varidvel peso da matéria seca de raiz, o desdobramento da
interagdo ndo mostrou significAncia em qualquer concentragdo de sacarose.

A representacdo grifica para o nimero médio de brotos formados é
apresentada na Figura 1, na qual se observa um comportamento semelhante para
todas as concentragdes de sacarose testadas, apresentando um pico, com maior
numero de brotos, préximo a concentragdo de 100% do meio WPM. Porém, o
maior valor (4,22) foi registrado, ao derivarem-se as equacdes de cada

concentracdo, a 10gL. de sacarose, com 95,87% de WPM.
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Nidmero de brotos

0 50 100 150 200
Concentragdes do meio WPM (%)

€0SHEI0S A20S X408

Yoot desacarose = 0,7554 + 0,0549x -0,0003x* R* = 0,7236
Y 10 g/ de sacarose = 0,5369 + 0,0767x -0,0004x> R* = 0,8339
Y20 g de sacarose = 1,1571 + 0,0234x -0,0001x*R* = 0,8258
Y40 /1. de sacarose = 1,0749 + 0,0157x  -0.00005x* R* = 0,9181

FIGURA 1 Ntimero de brotos de figueira ‘Roxo de Valinhos’ cultivados em
diferentes concentracdes do meio WPM e de sacarose. UFLA,
Lavras, MG, 2005.

Nao houve influéncia da presenga de sacarose no meio para a varidvel
comprimento da parte aérea e o efeito das diferentes concentracdes do meio

WPM sobre esta varidvel € ilustrado na Figura 2.
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Comprimento de parte aérea (cm)

O T T T 1
0 50 100 150 200

Concentragdes do meio WPM (%)

Y =1,7449 + 0,0206x -0,0001x> R?=0,8918

FIGURA 2 Comprimento da parte aérea de plantulas de figueira ‘Roxo de
Valinhos’ cultivada em diferentes concentracdes do meio WPM.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Observa-se que com o aumento na concentragdo do meio, houve
incremento no comprimento da parte aérea, atingindo o valor maximo (2,80cm)
na concentracio 103% do meio WPM, a partir do qual houve decréscimo. E
possivel que essa reducdo tenha ocorrido devido ao efeito téxico causado pelas
altas concentragdes de sais no meio. Estes resultados concordam, em parte, com
Brum (2001) que também registrou decréscimo para mesma varidvel, em
concentragdes superiores a 100% do meio WPM, na presenca de AIB.

A presenca de sacarose foi fundamental para o desenvolvimento das
raizes in vitro, tendo em vista que, na sua auséncia, ndo houve enraizamento
(Figura 3). Estes resultados concordam com Mc Cown (1988), segundo o qual
quando o suprimento de fotossintatos € insuficiente, ndo hd formacgdo de raizes

in vitro.
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Y 0g de sacarose = 0,0397 + 0,328x — 0,0002 x*> R?=0,9742
Y 10g de sacarose = 0,3977 + 0,0496x — 0,0003x” R*= 0,6288
Y 20¢ de sacarose = 0,2503 + 0,0255x — 0,0001 x* R*= 0,6268
Y40 ¢ de sacarose = 2,0214 +0,0176x — 0,0001x” R?= 0,9101

FIGURA 3 Comprimento de raiz de figueira ‘Roxo de Valinhos’ cultivada em
diferentes concentragdes do meio nutritivo WPM e diferentes
concentragdes de sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2005.

A utilizacdo de 10 e 40 g de sacarose proporcionou os melhores resultados
para esta varidvel, de 2,45cm e 2,79cm, nas concentracdes 82,66% e 88 % do
meio WPM, respectivamente. Neste caso, como a diferenca obtida foi pequena,
recomenda-se a utilizacio de sacarose a 10gL".

A presenca de sacarose a 10gL” também promoveu maior incremento no

peso da matéria seca de parte aérea ( Figura 4).
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Y 0 ¢ de sacarose = 0,0312 + 0,0046x — 0,0000005 x> R?=0,9995
Y 10g de sacarose = 0,0489 + 0,0106x — 0,00005%> R*= 0,6463

Y 20g de sacarose = 0,0748 + 0,0004x R*= 0,822

Y40 ¢ de sacarose = - 0,0226 +0,004x — 0,00005 x> R*= 0,7735

FIGURA 4  Peso da matéria seca de parte aérea de plantulas de figueira ‘Roxo
de Valinhos’ cultivadas em diferentes concentracdes de sacarose e
meio WPM. UFLA, Lavras, MG, 2005.

De forma geral, os melhores resultados obtidos em todas as varidveis
analisadas ocorreram quando foram adicionados 10gL™" de sacarose em 100% do
meio WPM, diferente de Brum (2001) que registrou melhor desempenho com

adicdo de 20g' de sacarose.
Concentracoes de cinetina e nimero de gemas

Houve interacdo significativa entre cinetina e nimero de gemas para

nimero de brotacdes, comprimento de parte aérea e raiz e peso da matéria seca
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de parte aérea (Tabela 10A) evidenciando o efeito correlacionado entre os
fatores testados.

Pelo grifico da Figura 5 observa-se que a concentracio 2,0 mgL™"' de
cinetina se destacou entre as demais concentragdes testadas, apresentando um
comportamento crescente na multiplicacdo de brotos, atingindo seu valor
miximo quando foram utilizadas 4 gemas. Estes resultados estdo em
concordancia com Friguas (2003), que também registrou um maior ndmero de
brotos na concentragdo 2,45 mgL™ de cinetina. O mesmo autor relata que o valor
méiximo obtido foi de 4,25, sendo inferior ao registrado no presente ensaio

(7,48) que provavelmente foi favorecido pelo nimero de gemas.

Niimero de brotacdes

0 05 1 1.5 2 2,5 3 35 4 45

Doses de Cinetina mgL."!

¢ | gema ® 2 gemas A 3 gemas © 4 gemas

Y i gema = 2,5518 - 0,6889x + 0,2568x* R* = 0,9868
Y 2 gemas = 2,8665- 0,3401x + 0,2089x*> R? = 0,9465
Y3 gemas = 5,2974 - 0,8926x + 0,0634x* R* = 0,7136
Y 4 gomas = 1,4925 + 1,6946x + -0,386x> R* = 0,9709

FIGURA 5 Niimero de brotagdes obtidas em plantulas de figueira ‘Roxo de
Valinhos’ cultivadas com diferentes nimeros de gemas e
concentragdes de cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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Na grafico da Figura 6 observa-se que um melhor desempenho no
comprimento de plantulas ocorreu na auséncia da cinetina, atingindo o valor
méximo (6,00cm) quando utilizaram-se 3 (2,53) gemas. Estes dados concordam
com as afirmacdes de Novak & Juvova (1983) de que a adicdo de cinetina ao
meio na micropropagacdo de videira afeta o crescimento e o desenvolvimento de

meristemas de gemas axilares em todas as concentracdes testadas.

Comprimento de parte aérea (cm)

0 05 1 L5 2 2,5 3 35 4

. . -1
Doses de cinetina mgl

¢ ]gema ® 2 gemas A 3 gemas © 4 gemas

Y 1 gema= 5,9454 - 2,4084x + 0,4267x> R*=0,8834
Y 2 gemas = 2,7283+ 0,7474x - 0,3001x* R* = 0,6419
Y 5 gemas= 35,3511 - 3,1983x + 0,7526x° R* = 0,927

Y 4 gemas= 2,9055+ 0,3274x -0,1818x> R* = 0,8504

FIGURA 6 Comprimento de parte aérea de plantulas de figueira ‘Roxo de
Valinhos’, cultivadas com diferentes ndmeros de gemas e
concentragdes de cinetina. UFLA, Lavras, MG, 2005.

O peso da matéria seca da parte aérea foi influenciado somente pelo
nimero de gemas e nao houve diferenca significativa para essa varidvel, quando

se utilizaram 2, 3 e 4 gemas (Figura 7).
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Peso da matéria seca de parte aérea

t t
0,57 r
0451
041
0,35 a*
031
= 0,251
021
0,151
0,1
0,051
1 2 3 4

Nimero de gemas

* Valores seguidos de mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de Skott & Knott.

FIGURA 7  Peso da matéria seca da parte aérea de plantulas de figueira ‘Roxo
de Valinhos’, cultivadas com diferentes nimeros de gemas.
UFLA, Lavras, MG, 2005.

Pel grafico da Figura 8 observa-se que o comprimento médio de raiz
decresceu a medida em que se aumentou o nimero de gemas, em todas as

concentracdes de cinetina.
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Comprimento de raiz (cm)

0 05 1 L5 2 2,5 3 35 4

Doses de cinetina mgL-1

¢ ] gema ® 2 gemas A 3 gemas © 4 gemas

Y i gema = 6,0372 - 1,8841x +0,2106x> R*=0,7478
Y 2 gemas= 4,1042 - 1,9428x +0,3741x> R* = 0,8386
Y 3 gemas = 2,9409 - 0,5465x + 0,1545x> R*=0,7613
Y 4 gemas = 3,2271 - 1,1302x +0,1403x> R*=0,7787

FIGURA 8 Comprimento de raiz de plantulas de figueira cultivadas em meio
com diferentes nimeros de gemas. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Resultado semelhante foi encontrado em ensaios realizados por Fraguas
(2003) no qual a presenca de cinetina inibiu a formacdo de raizes, mesmo

quando associada a GA;.

4 CONCLUSOES
Na multiplicagdo de brotacdes de figueira ‘Roxo de Valinhos’ pode-se
utilizar 100% do meio WPM com adicdo de 10gL™" de sacarose.
Quando se deseja produzir brotos alongados, pode-se usar meio de
cultura WPM, sem adi¢do de cinetina e segmentos com 1 ou 2 gemas.
A adicdo de cinetina 0,5 mgL"' e a utilizacdo de segmentos com 3 gemas

promovem maior nimero de brotagdes.
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TABELA 1A Solugdo nutritiva do meio WPM. UFLA, Lavras, MG,

2005.

Compostos Concentragdo Final

(mg/L)
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NH4NO; 400,00

CaCl,. 2H,0 96,00
Na,EDTA. 2H,0 37,25
FeSO,. TH,O 27,85
H;BO; 6,20
KH,PO, 170,00
Na,Mo00,.2H,0 0,25
Ca(NO;),. 4H,0 556,00
K,SO, 990,00
MgSO,. 7TH,0 370
MnSO,. 4H,0 22,3
ZnSO,. TH,0 8,6
CuSO0;. 5SH,O 0,25
Tiamina — HC1 1,00
Piridoxina - HC1 0,50
Ac. Nicotinico 0,50
Mio-Inositol 100,00
Glicina 2
Sacarose (2%) 20000,00
TABELA 1B Descricdo dos tratamentos testados na determinacdo da

sensibilidade da figueira ‘Roxo de Valinhos’ a irradiacdo

gama. UFLA, Lavras, MG, 2005. (continua)

Tratamento Dose Tamanho Posicdo
1 0 — Testemunha 1 1
2 0 1 2
3 0 1 3
4 0 2 1
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5 0 2 2
6 0 2 3
7 0 3 1
8 0 3 2
9 0 3 3
10 10 1 1
11 10 1 2
12 10 1 3
13 10 2 1
14 10 2 2
15 10 2 3
16 10 3 1
17 10 3 2
18 10 3 3
19 20 1 1
20 20 1 2
21 20 1 3
22 20 2 1
23 20 2 2
24 20 2 3
25 20 3 1
26 20 3 2
27 20 3 3
28 30 1 1
29 30 1 2
30 30 1 3
31 30 2 1
32 30 2 2
33 30 2 3
34 30 3 1
35 30 3 2
36 30 3 3
Tabela 1B Cont.
Tratamento Dose Tamanho Posicdo

37 40 1 1
38 40 1 2
39 40 1 3
40 40 2 1
41 40 2 2
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42 40 2 3
43 40 3 1
44 40 3 2
45 40 3 3
46 50 1 1
47 50 1 2
48 50 1 3
49 50 2 1
50 50 2 2
51 50 2 3
52 50 3 1
53 50 3 2
54 50 3 3
TABELA 1C Resumo das andlises de varidncia para as varidveis:

comprimento de parte aérea (CPA), peso (P) e nimero de
gemas (NG) para plantulas de figueira submetidas a

diferentes tratamentos.UFLA, Lavras, MG, 2005.
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QM

FV GL CPA P NG

D 5 26.656395 1.008865 67.683951
2 2.969136 0.149092 1.228395

P 2 3.262469 0.003828 3.450617

DxT 10 5.637506**  0.091860** 16.850617%%*

DxP 10 2.080617 0.300761 3.250617

TxP 4 1.815247 0.010994 3.950617

DxTxP 20 2.672284 0.027855 5.072840

Erro 108 1.959506 0.023426 4.395062

CV (%) 58,30 52,94 58,15

Média geral 2,40 0,2890 3,604

** Significativo a 1% de probabilidade pelo Teste F

D- Dose; T — Tamanho de plantulas; P — Posi¢do de gemas

TABELA 1D Solugdo nutritiva de Murashige & Skoog (MS). UFLA, Lavras,
MG, 2005.

Compostos

Concentragdo final (mg/L)

NH4NO;

1650,00
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KNO; 1900,00

H;BO; 6,20
KH,PO, 170,00
KI 0,83
Na,MoO;. 2H,0 0,25
CoCl,. 6H,0 0,025
CaCl,. 2H,0 440,00
MgSO,. 7TH,0 370,00
MnSO;. 4H,0 22,30
ZnS0O,. TH,0 8,60
CuSO,. 5H,O 0,025
Na,EDTA. 2H,0 37,25
FeSO,. TH,O 27,85
Mio-Inositol 100,00
Tiamina — HC1 0,50
Ac. Nicotinico 0,50
Piridoxina — HCl 0,50
Glicina 2,00
Sacarose (3%) 30000,00

TABELA 1 E Meio utilizado na indugio de calos' de figueira ‘Roxo de
Valinhos’. UFLA, Lavras, MG, 2005.

Componentes Concentracio (mg.L™)

MS? Y5 dos sais
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Tiamina-HCI 10,0

Piridoxina-HCI 1,0
Acido Nicotinico 1,0
Glicina 1,0
Mio-inositol 100,0
Caseina Hidrolisada 100,0
Extrato de malte 400,0
Sacarose 30.000
Agar 5.000

Y Berthouly e Michaux-Ferriere (1996)

*/ Murashige e Skoog (1962)

TABELA 1F Resumo das andlises de varidncia para as varidveis peso e
intensidade de crescimento de calos desenvolvidos a partir de
diferentes explantes na presenga de reguladores de crescimento.

UFLA, Lavras, MG, 2005.
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QM

FV GL MEC' ICC?
2,4D 4 2,663958 1,720000
Explante 1 26,536195  38,720000

2,4D x Explante 4 5,89204 % 5,120000%
erro 40 0,108259 0,350000

CV (%) 27,22 25,95

Média geral 2,28 1,208

** Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F
'MFC- massa fresca de calos (g)

’ICC - intensidade de crescimento de calos

TABELA 1G  Resumo das andlises de varidncia para as varidveis: peso e
intensidade de crescimento de calos desenvolvidos a partir de
segmentos foliares na presenca de reguladores de crescimento

em diferentes ambientes. UFLA, Lavras, MG, 2005.
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QM

FV GL MFC' Icc’
2,4D 4 1,986830 5,570000
Ambiente 1 16,771315

23,120000

2,4DxAmbiente 4 1,712542%* 9,670000**
erro 40 0,292156 0,710000
CV (%) 32,59 33,98

Média geral 1,65 2,48

** Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F
'MFC- massa fresca de calos (g)

’ICC - intensidade de crescimento de calos

TABELA 1H Resumo das andlises de varidncia para as varidveis peso e

intensidade de crescimento de calos desenvolvidos em
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diferentes concentracdes de 2,4D e cinetina. UFLA, Lavras,

MG, 2005.

QM
FV GL MFC' ICC?
2,4D 4 7,323985 12,108000
Cinetina 4 1,491035 4,828000
2,4D x Cinetina 16 0,797846% 1,878000%*
erro 100 0,081705 0,736000
CV (%) 26,88 30,55
Média geral 1,063 2,80

** Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F
'MFC- massa fresca de calos (g)

’ICC — intensidade de crescimento de calos

TABELA 11 Resumo das andlises de variancia para as varidveis: nimero de

brotos (NB), comprimento de parte aérea (CPA); comprimento
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de raiz (CR); peso da matéria seca de parte aérea (PMSPA) e
peso da matéria seca de raiz (PMSR) de explantes
desenvolvidos em diferentes concentragdes do meio WPM e

sacarose. UFLA, Lavras, MG, 2005.

QM

FV GL NB CPA CR PMSPA PMSR

WPM' 4 25,985552* 8,238216* 21,726979 0,275081 0,001528

s? 4 4297991 0,664826  2,132331 0,089286  0,000199
WPM xS 11 3,582953*  0,627089 5,330862* 0,093700* 0,000723*
erro 64 1,757397 0,410593  0,487969 0,045296 0,000160
CV (%) 60,11 32,72 76,96 129,19 143,11
Média geral 2,20 1,95 0,907 0,164 0,0088

'WPM - Meio Wood Plant Medium; > S - Sacarose
* Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste de F

TABELA 1J Resumo das andlises de variancia para as varidveis nimero de

brotos (NB), comprimento de raiz (CR); comprimento de parte
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aérea (CPA); peso da matéria seca de raiz (PMSR) e peso da
matéria seca de parte aérea (PMSPA) de explantes
desenvolvidos a partir de diferentes nimeros de gemas e em

meio com diferentes concentragdes de cinetina. UFLA, Lavras,

MG, 2005.

QM
FV  GL NB CR CPA PMSR PMSPA
NG 4 6143592 47,703148 11,487922 0,047921 0,153855%*
Cin 4 9,605524 11,870904 11,285423 0,087403 0,065056

NGxCin 11  9,425883** 5,423437** 5,445250** 0,049072 0,033355
Erro 60 1,448685 1,472421 1,890655 0,053711 0,032795

CV (%) 37,77 44,50 40,66 63,82 50,74
Média Geral 3,28 2,72 3,38 0,363 0,356

NG - ndmero de gemas; Kin - cinetina

** Significativo a 5% de probabilidade pelo Teste F
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