MEIOS NUTRITIVOS NO ESTABELECIMENTO IN VITRO DE FIGUEIRA
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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas nas quais um
explante (célula, tecido ou 6rgdo) € isolado e cultivado sob condicbes de plena
assepsia, em meio nutritivo artificial, e vém sendo utilizadas com sucesso em
diversos objetivos como a obteng¢do de mudas sadias em diversas espécies e como
apoio a programas de melhoramento genético. O objetivo do trabalho foi verificar o
meio de cultivo mais adequado para o estabelecimento in vitro de gemas apicais de
figueira provenientes do campo. Foram utilizadas gemas apicais de figueira cv. ‘Roxo
de Valinhos' selecdo Gigante. O experimento foi constituido pelos seguintes
tratamentos: T1 (%2 MS), T2 (MS), T3 (*2 WPM) e T4 (WPM). Os explantes foram
avaliados 60 dias ap6s a incubacgdo. Verificou-se a percentagem de gemas
desenvolvidas, determinadas a partir da avaliacdo visual do aparecimento de folhas
e gemas laterais. Os meios de cultura WPM e MS/2 proporcionam a maior
percentagem de gemas apicais de figueira crescidas.

PALAVRAS-CHAVE: Ficus carica L., Gema apical; Meio de -cultura;
Micropropagacao.

DIFFERENT NUTRITIONAL MEANS IN VITRO ESTABLISHMENT OF FIG TREE

ABSTRACT
The plant tissue culture comprises a set of techniques in which an explant (cell,
tissue or organ) is isolated and grown under full asepsis in artificial nutrient medium,
and have been successfully used in several goals such as obtaining seedlings sound
in several species and how to support the breeding programs. The objective was to
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determine the most suitable culture medium for in vitro establishment of apical buds
from the field of fig. Apical buds were fig cv. 'Purple Valinhos' Giant selection. The
experiment comprised the following treatments: T1 (Y2 MS), T2 (MS), T3 (Y2 WPM)
and T4 (WPM). The explants were evaluated 60 days after incubation. There was the
percentage of buds developed, determined from visual examination of the
emergence of leaves and lateral buds. The means of WPM and MS/2 provied the
greatest proportion of apical buds grown fig.

KEYWORDS: Apical bud; Culture medium; Ficus carica L.; Micropropagation.

INTRODUCAO

A figueira € cultivada comercialmente no Brasil desde o inicio do século
passado, mais precisamente a partir de 1910, na cidade paulista de Valinhos. A
cultura possui boas perspectivas de expansao, principalmente nos Estados de S&o
Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais, devido ao crescente interesse na
producdo de figos para a industrializacdo (NORBERTO et al., 2001). No Brasil, o
cultivo da figueira baseia-se praticamente na plantacdo de um anico cultivar, 0 Roxo
de Valinhos, caracterizado pelo seu elevado vigor e produtividade (FRAGUAS,
2004).

Segundo FRAGUAS (2004), em consequéncia as amplas possibilidades de
producdo e comercializacdo do figo tanto no mercado interno como externo, ha
necessidade de aperfeicoamento das técnicas de plantio aliada a obtencédo de
mudas sadias isentas de patdgenos, favorecendo a formacao de frutos de qualidade.

Entre os métodos de propagacdo da figueira, a estaquia € a técnica mais
difundida, no entanto, os indices de enraizamento dependem de uma série de
fatores, dentre eles, da época de coleta das estacas, da posi¢cdo do ramo coletado,
do tratamento com fitoreguladores e a cultivar ou espécie (OHLAND et al., 2009).
Assim, a cultura de tecidos vegetais, que compreende um conjunto de técnicas nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgéo) € isolado e cultivado sob condi¢Ges de
plena assepsia, em meio nutritivo artificial, vém sendo utilizadas com sucesso em
diversos objetivos como a obtencdo de mudas sadias em diversas espécies e como
apoio a programas de melhoramento genético como na figueira (CALDAS et al.,
1998).

Os varios tipos de respostas morfogénicas in vitro apresentadas por diferentes
espécies fazem com que seja necessario o estabelecimento de condi¢cdes
padronizadas de cultivo para cada uma delas e para seus genoétipos e tipos de
explantes. Portanto, a escolha adequada do meio nutritivo e a padronizacdo das
condi¢cbes de cultivo constituem etapas relevantes no processo de estabelecimento
in vitro da cultura (RADMAN et al., 2009). De acordo com GEORGE et al. (2008), a
composicdo do meio de cultura e os fatores ambientais podem resultar na
intensificacdo das respostas morfogénicas, bem como em maior numero de
explantes responsivos.

Diante do exposto acima, objetivou-se verificar o0 meio de cultura mais
adequado para o estabelecimento in vitro de gemas apicais de figueira provenientes
do campo.
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MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Biotecnologia da a Faculdade
de Engenharia da UNESP Campus de llha Solteira — SP. Foram utilizadas gemas
apicais de figueira cv. ‘Roxo de Valinhos’ selecdo Gigante, procedentes da colecéo
do campo experimental da Fazenda de Ensino, Pesquisa e Extensdo da Faculdade
de Engenharia da UNESP, localizada em Selviria — MS (2020°28.96” de latitude Sul
e 5124'08.66" de longitude Oeste com altitude média de 367 m).

No campo, os apices caulinares foram coletados, com aproximadamente dez
cm de comprimento, com o auxilio de tesoura, e armazenados em recipientes com
agua até cobrir todo o material coletado. No laboratorio, os apices caulinares foram
mantidos em recipiente com agua corrente e dez gotas de detergente neutro durante
30 minutos. Apos a lavagem em agua corrente as gemas apicais foram seccionadas
com Dbisturi esterilizado permitindo assim a reducdo de seu tamanho a
aproximadamente um cm de comprimento para posteriores tratamentos de assepsia.

Antes da montagem do experimento foram feitos testes piloto (dados nao
apresentados) para a assepsia das gemas apicais ja seccionadas, e com base
nestes foi estabelecido um pré-tratamento, onde fora da camara de fluxo laminar, os
explantes foram: 19 imersos em etanol 70% durante um minuto, lavados trés vezes
com agua destilada autoclavada; 29 imersos em uma solucdo de 2 g L™ de
methiltiofan (fungicida) + 250 mg L™ de cloranfenicol (antibiético) durante cinco
minutos e lavados trés vezes com agua destilada autoclavada; 39 na sequéncia 0s
explantes foram imersos durante cinco minutos em 250 mg L™ de acido citrico + 250
mg L™ de &cido ascorbico, em seguida j4 em ambiente asséptico, dentro da camara
de fluxo laminar, as gemas foram imersas em hipoclorito de sédio 2,5 % (v/v) durante
15 minutos e por ultimo enxaguadas pelo menos trés vezes com agua destilada
autoclavada e em seguida inoculadas no meio de cultura.

O experimento foi constituido pelos seguintes tratamentos: T1 (Y2 MS), T2
(MS), T3 (Y2 WPM) e T4 (WPM) (MURASHIGE & SKOOG, 1962; LLOYD &
MCCOWN, 1980 — Tabela 01). Todos os tratamentos foram suplementados com 200
mg L? de ampicilina sédica, com pH ajustado para 5,7 + 0,1 esterilizados por
autoclavagem (121 € com 1, 05 kgf cm ™, por 20 minutos). A ampicilina sédica foi
adicionada ao meio de cultura ap6s a autoclavagem, dentro da camara de fluxo
laminar.

A fase de estabelecimento foi realizada em sala de crescimento com
temperatura de 22 £ 3 T. Os explantes foram mantid os durante os quatro primeiros
dias no escuro e em seguida em fotoperiodo de 16 horas de luz a uma intensidade
luminosa de 30 pmol m? s™.

Os explantes foram avaliados 60 dias ap06s a incubacdo por meio das
caracteristicas de gemas crescidas, determinadas a partir da avaliacdo visual do
aparecimento de folhas e gemas laterais.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
tratamentos, cinco repeticdes e dez tubos por repeticdo. A significancia do efeito dos
tratamentos foi determinada por meio do Teste F, sendo as médias comparadas pelo
Teste de Scott Knot (p<0,05).
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TABELA 01 - Composicao dos meios nutritivos MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
% MS, ¥2WPM e WPM (LLOYD e MCCOWN, 1980)*.

YBMS(mgL™)  %WPM(mgL™) »WPM(mgL™) WPM(mgL™

Macronutrientes
Ca(NaOs3),.4H,0 - - 278,000 556,000
NH4NO; 825,000 1.650,000 200,000 400,000
KOs 950,000 1.900,000 - -
CacCl,.2H,0 220,000 440,000 48,000 96,000
MgSo,4.7H,0 185,000 370,000 185,000 370,000
KH,PO, 85,00 170,000 85,000 170,000
Micronutrientes
MnS0O,.4H,0 11,150 22,300 11,1500 22,300
ZnS0,4.7H,0 4,300 8,600 4,300 8,600
H3BO; 3,100 6,200 3,100 6,200
KI 0,415 0,830 - -
Na,M00,.2H,0 0,125 0,250 0,125 0,250
CuS0,.5H,0 0,012 0,025 0,012 0,025
CoCl,.6H,0 0,012 0,025 - -
Ferro-EDTA
Na,EDTA 18,620 37,250 18,620 37,250
FeSO,.7H,0 13,925 27,850 13,925 27,850
Vitaminas
Tiamina-HCI 0,050 0,100 0,050 0,100
Piridoxina-HCI 0,250 0,500 0,250 0,500
Acido Nicotinico 0,250 0,500 0,250 0,500
Glicina 1,000 2,000 1,000 2,000

* Dados adaptados de Xavier et al. (2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode-se observar que houve diferenca entre os diferentes meios de cultura
utilizados para o estabelecimento in vitro das gemas apicais de figueira (p<0,05)
(Tabela 02).

As maiores percentagens de gemas crescidas foram propiciadas pelos meios
WPM (100% dos sais e vitaminas) e MS/2 (50% dos sais e vitaminas), com médias
de gemas crescidas de 72 e 68% respectivamente. Os tratamentos WPM/2 (50%
dos sais e vitaminas) e MS (100% dos sais e vitaminas) propiciaram as menores
percentagens de gemas desenvolvidas, com médias de 36 e 52% respectivamente,
nao diferindo entre si (Tabela 02).

Varios autores tém relatado a possibilidade de reduzir a concentracdo de sais
do meio MS, para diversas espécies, visando ao melhor desenvolvimento das
plantas e reducédo nos custos (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998; BRUM, 2002).
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TABELA 02 - Gemas apicais de figueira (Ficus carica L.) cv. ‘Roxo de Valinhos’
selecdo Gigante crescidas ap0s a incubacédo em diferentes meios de
cultura. llha Solteira — SP, 2010.

Tratamentos Gemas apicais
(Diferentes meios de cultura) Desenvolvidas (%)
MS/2 68 a
MS 52b
WPM/2 36 ¢
WPM 72 a

Valores seguidos por letras iguais na vertical, ndo diferem entre si pelo teste de Scot Knott (p<0,05)

Segundo SAADAT & HENNERTY (2002), os meios de cultura utilizados nos
estagios de estabelecimento da cultura e multiplicacdo séo similares, pois ambos
possuem em suas formulagcbes macronutrientes, micronutrientes, carboidratos,
geralmente a sacarose, e alguns compostos organicos como vitaminas e
aminoacidos. Entretanto, o meio de cultura WPM possui menores concentracfes de
sais (especialmente nitrogénio e potassio) quando comparado ao meio MS, o qual
contém altas concentracfes de sais, sobretudo os ions nitrato e amonio. De acordo
com HARRY & THORPE (1994) geralmente o meio WPM €& mais eficiente em
espécies lenhosas.

Em estudos realizados por GOLLE et al. (2012) os meios %2 MS e WPM séo
apropriados para o cultivo in vitro de segmentos nodais e gemas apicais de Eugenia
involucrata D.C. FERMINO JUNIOR et al. (2014) verificaram que o meio de cultura
WPM é mais eficiente na multiplicacao in vitro de brotos de Tectona grandis L. assim
como REZENDE et al. (2008) e JESUS et al. 2010 constataram que o meio WPM foi
mais eficiente para o desenvolvimento de plantulas de cafeeiro in vitro .

FRAGUAS (2003) testou diferentes concentracdes do meio WPM (50, 100 e
200%) na multiplicacéo in vitro de Ficus carica “Roxo de Valinhos”, observando que
concentracdo padrao do WPM (100%) foi a mais eficiente para o desenvolvimento
dos explantes. De acordo com a autora, plantas lenhosas usadas na
micropropagacao podem ser afetadas pela presenca excessiva de componentes do
meio nutritivo que conduzem a desordem metabdlica e morfoldgica. Algumas
espécies, quando cultivadas in vitro s&o0 suscetiveis a uma reacdo de
hipersensibilidade as condi¢cbes de estresse do meio, desenvolvendo variagdes
anormais como a Vvitrificacdo, assinalada por desordens fisioldgicas generalizadas,
comum em algumas espécies de plantas lenhosas onde ocorre a adicdo de altas
concentracfes de ions ao meio de cultura, podendo em casos extremos levar a
morte da cultura (ZIMMERMAN, 1984).

CONCLUSOES

Os meios de cultura WPM e MS/2 proporcionam a maior percentagem de
gemais apicais de figueira crescidas.
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