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RESUMO - Objetivou-se estudar o efeito de diferentes concentragdes
de sacarose ¢ benomyl na multiplicagdo in vitro de macieira (Malus
prunifolia Willd, Borkh). O meio de cultura utilizado foi o MS, acres-
cido de 1 mg Lt de BAP. O benomyl foi prejudicial 8 multiplicagdo da
macieira em relagdo as variaveis estudadas. Concentragdes de 30 a
45 gL' de sacarose propiciaram maior numero de brotagdes e nimero
de gemas. O comprimento dos brotos foi favorecido com 45 g L' de
sacarose. As melhores respostas quanto a coloragdo das brotagdes
foram obtidas com a adigdo de 15 a 30 g L' de sacarose.

EFFECT OF SUCROSE AND BENOMYL
ON IN VITRO MULTIPLICATION OF APPLE

ABSTRACT - The purpose of this work was to study the effect of
sucrose and benomyl concentrations on in vitro multiplication of apple
(Malus prunifolia Willd, Borkh). The culture media composition was
MS basal media plus 1 mg L' of BAP. Benomyl was harmful to
M. prunifolia at all concentrations. The best sucrose concentrations
was 30-45 g L}, evaluated by shoot and bud number. The sucrose
concentration of 45 g I gave the biggest shoot length. The best shoot
color was obtained at 15-30 g ! of sucrose.

A cultura da macieira no Brasil, em 1995, ja ocupava uma area de
27.522 hectares, com uma produgio de 495.400 toneladas. O Estado de Santa
Catarina ¢ o maior produtor nacional, com 51% da produgao, seguido pelo Rio
Grande do Sul com 43%. Os demais estados produtores (Parana, Sdo Paulo ¢
Minas Gerais) representam apenas 6% da produgao. Para o ano 2000 a previ-
sao nacional ¢ de 680.000 toneladas de magas, em uma arca explorada de
29.400 hectares (Associagao Brasileira de Produtores de Maga e Péra, citado
por Faria, 1996).
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O porta-enxerto Marubakaido (Malus prunifolia) é vigoroso e apresenta
boa afinidade com todas as cultivares copa atualmente utilizadas, porém ¢
altamente sensivel a trés viroses (CLSV, Stem Groovins ¢ Stem Pitting) que,
normalmente, causam a morte.

A cultura de tecidos representa uma das formas mais viaveis de multiplica-
¢ao de matrizes sadias. A fase de proliferacdo in vitro tem como objetivo obter
0 maior mimero maximo de plantas em menor tempo possivel. Para isto, faz-se
necessario uma metodologia eficiente, que produza partes aéreas homogéne-
as ¢ de boa qualidade (Grattapaglia & Machado, 1990). A sacarosc ¢ o
carboidrato mais utilizado em culturas de tecidos, € sua concentragido nos
meios de multiplicagio varia de 2 a 3% (Ozaias-Akins & Vasil, 1982). Variagdes
na concentracio de sacarose no meio de cultura afetam as condi¢des osmoticas
¢ 0 metabolismo da planta in vitro, influenciando no crescimento ¢ na diferen-
ciagao das culturas (Barg & Umicl, 1977; Ozaias-Akins & Vasil, 1982; Kumar
etal., 1984). O benomyl ¢ um fungicida sistémico usado em culturas in vitro,
principalmente para evitar a contaminacdo fungica do meio e dos tecidos
vegetais. No entanto, Yang (1976) observou que o benomyl apresenta algu-
mas propriedades de substancias reguladoras de crescimento.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de verificar o efeito de niveis de
sacarose ¢ benomyl no meio de cultura MS, na multiplicagdo in vitro da ma-
cieira.

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da
Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (CPACT) ¢
no Departamento de Botanica da Universidade Federal de Pelotas, RS. Foram
utilizados como explantes segmentos apicais de macieira cv. Marubakaido,
com 30 dias de idade, os quais foram inicialmente, cultivados no meio
MS (Murashige & Skoog, 1962), com N reduzido a %, 30 g L-! de sacarose,
6 gL' deagare 1 mgL-! de BAP (6-benzilaminopurina).

Os explantes foram transferidos para cultivos com sais ¢ vitaminas de MS,
100 mg L-! de mio-inositol, 6 gL' de agar e 1 mg L' de BAP. As concentragdes
de sacarose utilizadas foram 0, 15, 30, 45 ¢ 60 gL -!; 0 benomyl foi aplicado nas
concentragdes de 0, 0,2, 0,4 ¢ 0,6 gL'!. O pH foi ajustado para 5,9. Os explantes
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de 25+2°C, fotoperiodo
de 16 horas ¢ 2.000 lux.

O experimento foi avaliado apds 42 dias, considerando-se as variveis:
numero de brotagdes, niimero de gemas, comprimento das brotagdes ¢ colora-
¢do dos brotos. Esta ultima foi avaliada pela aplicagio dos valores 1, 3 ¢ 5
correspondentes a coloragio verde-amarelado, verde-claro e verde-escuro,
respectivamente. O delineamento experimental adotado foi o de blocos
casualizados, com quatro repetigdes ¢ cinco tubos por tratamento, perfazen-
do um total de 400 tubos de ensaio. Os dados foram analisados pela regressao
polinomial, com o 0,01 ¢ 0,05. As varidveis niumero de brotagdes ¢ nimero de
gemas foram transformadas segundo raiz quadrada de X+1, onde X significa
o valor obtido para cada variavel.

Houve interacdo significativa (P=0,01) entre as diferentes concentragdes
de sacarose ¢ benomyl utilizadas na avaliagdo do numero médio de brotacdes
(Fig.1). O maior numero de brotagdes foi obtido na auséncia do benomyl ¢
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com 45 g L-! de sacarose, com uma média de 3,55 brotagdes por explante. O
aumento das concentragdes de benomyl no meio levou a uma redugao linear
do nimero de brotagdes. Esse resultado ¢ conflitante com os de Moreira
(1993), que obteve maior nimero de brotos em Cifrus sunki com a elevagio
das doses do benomyl no meio de cultura. Por outro lado, a concentragao de
45 g L'! de sacarose esta de acordo com a maioria dos trabalhos, que indicam
uma concentragao dtima para a obtengio de um maior nimero de brotacdes.
Essa concentragio ideal, normalmente entre 20-30 g !, varia de espécie para
espécie (Ozaias-Akins & Vasil, 1982). Chong & Pua (1985) determinaram a
concentracdo de 30 g L'! como sendo a que gerou maior nimero médio de
brotacdes (4,1) no porta-enxerto de macieira Ottawa 3.

Em relagdo ao niimero total de gemas também houve uma interagao signifi-
cativa (P=0,01) entre as concentragdes de sacarose ¢ benomyl (Fig. 2). O maior
numero médio de gemas por explante foi obtido com 30 g L-! de sacarose ¢ com
a concentragao zero de benomyl, diminuindo gradativamente com as concen-
tragdes mais altas de benomyl. Para a varidvel crescimento das brotagdes nao
houve efeito significativo em relagdo as diferentes concentragdes de sacarose
(P=0,058), embora a concentragiio de 45 g L-! tenha proporcionado um maior
crescimento médio dos brotos (1,52 cm) na auséncia de benomyl. Chong &
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FIG.1. Numero médio de brotagdes do porta-enxerto Marubakaido em funcao
de diferentes concentracdes de sacarose ¢ benomyl. Embrapa-CPACT,
Pelotas, RS, 1998.
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Pua (1985) relataram que o porta-enxerto de macieira Ottawa 3 apresentou um
maior crescimento das brotagdes, na fase de multiplica¢do, com 30-50 g L-! de
sacarose.

Por meio da Fig. 3, nota-se que houve efeito significativo em relagio as
diferentes concentragdes de benomyl. Ocorreu uma reducio no crescimento
das brotagdes com o aumento da concentragio desse produto no meio de
cultura; seus efeitos foram explicados pela regressao linear. No entanto, Car-
valho et al. (1996), estudando o efeito do benomyl ¢ BAP na proliferacio
in vitro do café, ndo observaram efeito significativo na variavel compri-
mento médio dos brotos.

Com relagio a coloragao, os explantes que apresentaram cor mais intensa,
sendo aqui considerados os melhores, foram os cultivados nas concentra-
¢oes 15 ¢ 30 g L! de sacarose, em meios isentos de benomyl. As demais
concentragdes de benomyl (0,2 0,4 ¢ 0,6 g L) apresentaram resultados infe-
riores relativos aos brotos (Fig. 4). De acordo com Grattapaglia & Machado
(1990), concentragdes de sacarose inferiores a 2% podem resultar em clorose
na cultura, ¢ concentragdes acima de 4% podem clevar excessivamente o
potencial osmotico do meio, dificultando o desenvolvimento do material.
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FIG.2. Numero total médio de gemas por explante em funcao das diferentes
concentracdes de sacarose e benomyl. Embrapa-CPACT, Pelotas, RS,
1998.
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Nota-se que, em relagio as quatro varidveis analisadas no presente traba-
lho, 0 benomyl influiu negativamente na multiplicagio in vitro da macieira, ao
contrario da sacarose, cuja variagao da concentracdo no meio influenciou os
resultados obtidos, € as dosagens de 30-45 g L-! foram as que apresentaram
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FIG.3. Comprimento médio das brotacoes em funcao das concentracoes de
benomyl no meio de cultura. Embrapa-CPACT, Pelotas, RS, 1998.
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FIG.4. Comportamento da coloracao dos brotos, em funcio das concentracoes
de sacarose e de benomyl. Considerou-se: 1:verde-amarelado,
3:verde-claro e S:verde-escuro. Embrapa-CPACT, Pelotas, RS, 1998 .
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os melhores resultados. A utilizagdo do benomyl deve ser considerada quan-
do se deseja evitar contaminagdes fiingicas no meio de cultura. Estudos mais
aprofundados devem ser conduzidos, para verificar a existéncia de algum
efeito no cultivo in vifro pela aplicagio de benomyl na planta matriz poucos
dias antes da retirada dos explantes.
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