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Pesquisa

Introdução

A cultura da macieira possui pa-
pel de destaque no cenário frutícola
brasileiro. Atualmente, a área cultiva-
da no Brasil está estimada em 30 mil
hectares, com uma produção aproxi-
mada de 967 mil toneladas (ABPM,
2003). Visando atender às demandas
de mudas da pomicultura nacional,
faz-se necessária a aplicação de méto-
dos eficientes para garantir grande
quantidade de material vegetal de alta
qualidade genética e fitossanitária.

A produção de mudas da maciei-
ra tradicionalmente é efetuada atra-
vés de técnicas de propagação vege-
tativa, como a enxertia de cultivares
copa sobre um porta-enxerto. Tradi-
cionalmente a muda é obtida através
de mergulhia de cepa (Driessen &
Souza Filho, 1986). Porém, esse mé-
todo restringe o número de mudas
obtidas, requer muito tempo, além
de poder resultar em mudas de baixa
qualidade fitossanitária.

Diante da problemática relacio-
nada às técnicas convencionais de
propagação, a biotecnologia através
do aperfeiçoamento das técnicas de
cultivo in vitro, tem sido uma exce-
lente opção para a multiplicação des-
ta frutífera (Figura 1). Possibilita a
produção de mudas de alta qualida-
de sanitária oriundas da cultura de
meristemas livres de vírus, evitando,
desta forma, os problemas de disse-
minação de vírus e outros patógenos
durante a fase de propagação.

Diversos trabalhos vêm sendo
conduzidos no Laboratório de
Morfogênese e Bioquímica Vegetal
(CCA/UFSC) a partir de projetos fi-
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Avanços nos protocolos de micropropagação

nanciados pelo CNPq e FINEP. As
principais linhas de pesquisa foram
no sentido de desenvolver metodo-
logias que abrangem desde o isola-
mento e inoculação in vitro de
meristemas, até a aclimatização das
plantas micropropagadas.

Metodologia

1 - Isolamento e Inoculação
in vitro

A introdução e o estabeleci-
mento de meristemas in vitro é uma
das fases mais delicadas da micro-
propagação. O isolamento de
meristemas é um processo oneroso
(Nunes et al., 1999) mas é primordi-
al, pois é uma condição que garante
a produção de brotações livres de
patógenos. A oxidação e a contami-
nação provocam grandes perdas do
material. Os meristemas extraídos
das gemas apicais apresentam taxas
de oxidação acima de 40%. A per-
centagem de contaminação é cons-
tatada em cerca de 35% dos
explantes. Num trabalho conduzido
com o porta-enxerto M.9, todos os
tubos de ensaio com meio de cultura
contaminado apresentaram oxida-
ção (Tabela 1). Os agentes contami-
nantes como fungos e bactérias libe-
ram compostos que causam a oxida-
ção. O estabelecimento in vitro é
executado segundo metodologias
consideradas clássicas para esta fase
(Pedrotti, 1993; Nunes et al. 1999).
As gemas são extraídas com o auxí-
lio de um bisturi e estas, são subme-
tidas à lavagem com água destilada/
autoclavada e detergente Tween
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20®por 20 minutos. Em seguida, as
gemas são imersas em solução de
Anfotericina B®(25 mg.L-1) por 10
minutos. Em câmara de fluxo laminar,
as gemas são imersas em etanol 70%
por 1 minuto, seguida de solução de
hipoclorito de sódio 4%, por 10 mi-
nutos. Durante este processo os fras-
cos são mantidos sob agitação con-
tínua. Posteriormente, faz-se uma
tríplice lavagem com água destila-
da/autoclavada e as gemas perma-
necem em uma solução de ácido
ascórbico 15% por 10 minutos até
serem inoculadas em sais e vitami-
nas de MS (Murashige e Skoog, 1962),
sacarose (30 g.L-1), ágar (6 g.L-1) sem

suplementação de fitorreguladores
(Souza et al.,2003).

As gemas axilares introduzidas
in vitro têm apresentado oxidação
acima de 50%, enquanto que os mei-
os de cultura contaminados com fun-
gos e bactérias são normalmente aci-
ma de 30% (Tabela 1). Da mesma
forma, todos os tubos contendo meio
de cultura contaminados apresenta-
ram oxidação. Quando os explantes
não apresentam oxidação nem con-
taminação, são transferidos de tubos
de ensaio com novos meios de cultu-
ra para eliminar resíduos fenólicos
liberados pelas plantas no meio de
cultura inicial (Zanol, 1996). Nos tra-

balhos conduzidos no laboratório,
após a transferência dos meristemas
provenientes de gemas apicais e seg-
mentos nodais com gemas axilares,
não ocorrem mais problemas de con-
taminação nem oxidação.

O crescimento e desenvolvimen-
to dos meristemas e gemas axilares
são normalmente lentos até 30 dias
após a inoculação, não sendo obser-
vado o crescimento de brotações.
Aos 60 dias, é possível observar o
desenvolvimento de brotações. Para
o porta-enxerto M.9, os meristemas e
gemas axilares introduzidos in vitro,
formam um número médio de 3 e 5
gemas por broto, respectivamente
(Tabela 1).

As diferenças observadas na in-
trodução in vitro e multiplicação po-
dem ser consequência do estado fisi-
ológico das plantas matrizes, onde
foram coletados os explantes como
salientaram Grattapaglia & Machado
(1990). Quando material vegetal co-
letado é retirado das matrizes no final
do verão, possivelmente, as gemas já
iniciam o processo de entrada em
dormência, o que  diminui a sobrevi-
vência dos meristemas e gemas intro-
duzidos in vitro. Desta forma, a épo-
ca mais interessante para a introdu-
ção in vitro é aquela que correspon-
de a um intenso crescimento
vegetativo nas condições naturais.

2 - Multiplicação do
material vegetal

A composição salina mais utili-
zada nos meios de cultura é a MS
(Murashige & Skoog, 1962), geral-
mente suplementada com regula-
dores de crescimento que permi-
tem direcionar as respostas morfo-
genéticas (George, 1996). Para a
fase de multiplicação in vitro da
macieira, Ribas & Zanette (1992)

Figura 1: Frascos do cultivo in vitro de macieira
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utilizaram o meio MS suplementa-
do com 1,0 mg.L-1 de BAP e 1,0
mg.L-1 de tiamina, e Modgil et al.
(1999) obtiveram a maior taxa de
multiplicação de brotações da culti-
var Tydeman´s Early Worcester adi-
cionando ao meio de cultura 4,4 µM
de BAP e 5,0 µM de KIN. Para o
porta-enxerto Marubakaido Nunes
et al. (1999) utilizaram concentra-
ções de BAP entre 1,11 e 4,44 µM.

Quando se pretende estudar o
comportamento de um novo genótipo,
os explantes são repicados para tubos
de ensaio (2,5 x 15,0 cm) contendo 15
mL de sais e vitaminas de MS, suple-
mentado com diferentes concentra-
ções de benzilaminopurina (BAP) (0;
0,25; 0,50 e 1.0 mg.L-1), 30,0g.L-1 de
sacarose, 6,0 g.L-1 de ágar. Para um
genótipo usado com planta indicadora
de viroses, é possível verificar que as
concentrações de BAP influenciam sua
resposta in vitro (Tabela 2). O material
é mantido no escuro por 48 horas, após
este período, é transferido para a sala
de crescimento sob fotoperíodo de 16
horas e temperatura de 25 ± 2°C e 40
µmol.m-2.s-1 de radiação luminosa,
fornecidas por lâmpadas fluorescentes
Phillips® Super 84.

3 - Microenxertia

Tendo em vista as características
da cultura, a associação das técnicas
de micropropagação e microenxertia
permite combinar as vantagens da
rápida multiplicação in vitro, com a
união de dois genótipos diferentes:
um clone copa, selecionado para
produzir frutos de alta qualidade, e
um clone de porta-enxerto, que con-
fere à cultivar copa características
relevantes, como: vigor, produtivida-
de, qualidade de frutos, resistência a
fatores adversos como a patógenos
do solo, além de realizar funções
básicas de suporte da planta, forneci-
mento de água e nutrientes e a adap-
tação às condições de solo, clima e
doenças.

A micronexertia foi inicialmen-
te desenvolvida por Murashige et al.

(1972) e posteriormente melhorada
por Navarro et al.(1975), buscando a
produção de citrus livres de viroses.
Esta técnica permite a obtenção de
plantas livres de patógenos, aplica-

ção de quarentena em espécies ve-
getais cuja disponibilidade seja de
apenas algumas gemas vegetativas,
separação entre viroses e outras do-
enças, além de estudos fisiológicos,
histológicos e histoquímicos nas
enxertias. Porem ainda é um desafio
promover com sucesso a enxertia de
um material tão pequeno e frágil
como aquele proveniente de plantas
produzidas in vitro. (Obeidy & Smith,
1991). Para garantir a viabilidade do
microenxerto é necessário que as
células da base do microenxerto da
cultivar copa, entrem novamente em
divisão, pois são diferenciadas, ou
seja, já deixaram o ciclo celular e
não sofrem mais desdiferenciação.
Na retomada do ciclo celular é pos-
sível induzir novas competências e
diferenciar para estabelecer os teci-
dos estruturais e condutores (Taiz &
Zeiger, 1991). O estabelecimento de
novos tecidos condutores é o resul-
tado do sucesso do método.

Nos trabalhos desenvolvidos no
Laboratório de Morfogênese e Bio-
química Vegetal, como modelo, fo-
ram utilizados dois porta-enxertos
(M9 e Marubakaido) e uma cultivar
copa (Gala) de macieira. O porta-
enxerto M9 (Malus pumila Mill.) é o
mais utilizado no sul do Brasil, tendo
como característica principal dimi-
nuir o vigor da planta. Além de redu-

zir o porte da planta, o M9 aumenta
a precocidade e é um dos poucos
porta-enxertos que apresenta boa
resistência à podridão do colo
(Phytophthora cactorum) (Barrit,
1999). O porta-enxerto Marubakaido
(Malus prunifolia Borkh.) é de ori-
gem japonesa, sendo bastante utili-
zado como porta-enxerto comercial
no Japão, Europa bem como no Bra-
sil (Bessho et al., 1993). É vigoroso,
apresenta resistência à podridão-do-
colo, relativa resistência a Rosellinia

sp. e é muito sensível a viroses
(Denardi, 1986). A culitvar copa Gala
(Malus domestica Borkh.) é a primei-
ra em volume de produção no Brasil,
apresenta frutificação precoce, alta
produtividade e boa adaptação a al-
titudes superiores a 1000m (Denardi,
1986).

4 - Estudos histológicos

A microenxertia é realizada em
fenda simples conforme a metodo-
logia proposta por Hartmann et al.

(1990). Em câmara de fluxo laminar,
a parte apical das plântulas dos
porta-enxertos é retirada e a altura
das plantas uniformizada em 5 cm
de altura. Para a variedade copa
Gala sãopreparados microgarfos
com uma única gema lateral. Atra-
vés de um corte em fenda simples

Figura 2: Fenda do microenxerto de macie-

ira., início de brotação na copa, 30 dias após

a microenxertia.

Figura 3: Detalhes dos pontos de conexão

observados no corte histológico do microenx-

erto de macieira, 90 dias após a microenxertia.
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realizado nas plântulas dos porta-
enxertos, e um corte em bisel no
minigarfo da cultivar copa, é reali-
zada a enxertia com o auxílio de
duas pinças. Os microenxertos são
então inoculados em frascos com
meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) e transferidos para a
sala de crescimento, com tempera-
tura de 25±2ºC, fotoperíodo de 16
horas e luminosidade de 40 µmol.m-

2.s-1, onde permanecem até as cole-
tas dos segmentos. Para os estudos
histológicos, de ambas as combina-
ções enxerto-porta-enxerto, Gala so-
bre Marubakaido e Gala sobre M9,
são realizadas 120 microenxertias,
o que diminuem os erros experi-
mentais. O material vegetal coleta-
do é fixado em glutaraldeído 2,5%
em tampão fosfato de sódio 0,1M –
pH7,2, desidratado em série etílica
e emblocado em parafina (Johansen,
1940). Os cortes são corados com
azul de toluidina e montados, entre
lâmina e lamínula, com bálsamo do
Canadá. A análise dos cortes
histológicos é feita em microscopia
óptica e em lupa, 30 e 90 dias após
a microenxertia (Figuras 2 e 3). A

conexão dos microenxertos é
vizualizada a partir de duas etapas.
O primeiro momento se dá em pou-
cos dias e é caracterizado pela mor-
te de camadas celulares da interface
do enxerto e pela formação de cé-
lulas parenquimáticas que preen-
chem o ponto de enxertia, resultan-
do no desenvolvimento de uma
camada necrótica na fenda. Na se-
gunda etapa, ocorre a proliferação
de um calo em associação com a
região vascular da copa e do porta-
enxerto, formando uma ponte na
interface do enxerto. Posteriormen-
te, há a diferenciação de algumas
células do calo em novas células
cambiais. Ocorre, então, a união
entre os tecidos afins da copa e do
porta-enxerto resultando no esta-
belecimento de uma conexão cam-
bial contínua. Na última fase, a
continuidade da epiderme no pon-
to de enxertia é restaurada. O pos-
terior desenvolvimento da copa pelo
alongamento e desenvolvimento de
brotações caracteriza o sucesso da
microenxertia, observado em até
30 dias em macieira (Abreu et al.,
2003).

5 - Enraizamento de
plantas micropropagadas

O enraizamento de microesta-
cas é considerado por vários autores
um dos estágios mais críticos do
processo de propagação massal de
plantas perenes (Wang, 1991), pois
depende do genótipo e de sua condi-
ção fisiológica no momento da
indução ao enraizamento (Martins &
Pedrotti, 2001). A emissão de raízes
por uma microestaca pode ser dividi-
da em três fases, que compreendem
a desdiferenciação celular, a indução
e a organização dos primórdios
radiculares (Hartmann et al., 1997;
Blakesley et al., 1991). Na maioria
dos protocolos estabelecidos para a
micropropagação de plantas, o enrai-
zamento é induzido in vitro, utilizan-
do meios de cultura contendo uma
auxina (Harbage & Stimart, 1996;
Deklerk et al., 1997; Ferri et al., 1998).
Para a maioria das espécies, a auxina
é necessária na fase de indução das
raízes enquanto que, na fase de dife-
renciação dos primórdios e no cresci-
mento das raízes, a presença de
auxinas no meio de cultura pode
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inibir o processo (Deklerk et al.,1995).
A concentração de auxina a ser adici-
onada ao meio de cultura para o
estágio de indução, depende da con-
centração endógena deste hormônio
em cada genótipo utilizado (Blakesley
et al., 1991), sendo que altas concen-
trações, por períodos de exposição
prolongados, podem determinar a
formação de calos na base das micro-
estacas. Para Pasqual & Ishida (1992),
o melhor enraizamento in vitro foi
obtido em meio MS, geleificado, con-
tendo 1 mg/L de AIB.

As condições de temperatura, a
luminosidade da câmara de cresci-
mento e a disponibilidade de oxigê-
nio junto à base das microestacas,
além de fatores anatômicos inerentes
ao genótipo, podem inibir a evolu-
ção do processo morfogenético in-
duzido pelas auxinas. Apesar de
Harbage & Stimart (1996), Deklerk et

al. (1997) e outros autores utilizarem
o processo de indução e crescimento
das raízes in vitro, McClelland et al.

(1990) ressaltam que as raízes produ-
zidas in vitro não são funcionais quan-
do transferidas para a fase de aclima-
tização. Para garantir a sobrevivência
nesse estágio, é necessário que a
planta produza novas raízes, o que
demanda um grande consumo de
reservas que deveriam ser utilizadas
para o crescimento da parte aérea.
Além disto, Debergh & Maene (1981)
salientam a necessidade de desen-
volver sistemas de indução que per-
mitam a produção de raízes funcio-
nais para o processo de aclimatiza-
ção e para o aumento da qualidade
das plântulas.

5.1 - Enraizamento in vitro

Os resultados obtidos com a
indução in vitro de raízes em porta-
enxertos de macieira, mostraram di-
ferenças em relação aos parâmetros
avaliados, em função do genótipo e
da concentração e forma de aplica-
ção da auxina (Martins & Pedrotti,
2001). (Tabela 3). Resultados seme-
lhantes foram obtidos com macieira
por Harbage et al. (1998), os quais
concluíram que a capacidade de emitir
raízes e de estabelecer um sistema
radicular, é uma condição intrínseca
de cada genótipo

No caso do porta-enxerto M.7, o
enraizamento realizado in vitro em
ágar apresentou resultados inferiores
quanto ao número de raízes. Provavel-
mente as concentrações de AIB utiliza-
das não possibilitaram a indução do
mesmo número de raízes que foi ob-
servado para o ‘Marubakaido’, já que as
respostas são dependentes do genótipo
(Blakesley et al., 1991). É possível que,
para este porta-enxerto, o pH do meio
de cultura não tenha favorecido a ab-
sorção de auxinas pelas células da
base da microestaca, tendo em vista
que a penetração de auxinas nas célu-
las depende do equilíbrio entre ácidos
livres e formas aniônicas, que são
dependentes do pH (Harbage et al.,
1998). O maior número de raízes obti-
do para as microestacas do ‘M.9’ e do
‘Marubakaido (Tabela 4), induzidas ex

vitro com o AIB dissolvido em água e
transferidas diretamente para o subs-
trato mineral para a aclimatização, re-
força as conclusões emitidas por Rogers
& Smith, (1992). Estes autores aumen-
taram a eficiência no enraizamento de
roseiras quando utilizaram substratos
minerais para o crescimento das raízes,
comparados com meios de cultura
geleificados. Estes resultados abrem
perspectivas concretas para o uso de
substratos porosos para o enraizamen-
to in vitro, o que diminui os custos de
produção de plantas micropropaga-
das. Com esta metodologia é possível
substituir os meios de cultura conten-
do ágar por substratos minerais, o que
diminui custos e produz raízes de
melhor qualidade do que as produzi-
das in vitro.

5.2 - Enraizamento ex vitro

Em função dos custos da fase de
enraizamento e aclimatização das
plantas micropropagadas, uma série
de trabalhos foram conduzidos no
Laboratório de Morfogênese e Bio-
química Vegetal (Pedrotti & Voltolini,
2001). Os principais objetivos foram
de induzir o enraizamento ex vitro

em substratos porosos que servem
apenas de suporte para as plântulas
como acontece na estaquia tradicio-
nalmente usada para a propagação
de várias espéceis. Para isto, são
utilizadas miniestacas do porta-en-
xerto M.9, de 2 a 2,5 cm de compri-
mento, com dois pares de folhas,
preparadas a partir de brotações mi-
cropropagadas. A indução ao enrai-
zamento é efetuada submergindo
10mm da base das miniestacas du-
rante 10 segundos em diferentes con-
centrações de ácido indolbutírico (0,
500, 1000, ou 1500 mg/L ). Em segui-
da, as miniestacas são transferidas
para bandejas alveoladas contendo o
substrato terra roxa e casca de arroz
carbonizada 1:1 (v/v.). As bandejas
são então colocadas dentro de caixas
plásticas com uma lâmina de água de
5 mm para manter a umidade relativa
elevada. As caixas são cobertas com
uma lâmina de vidro, conforme me-
todologia descrita por Pedrotti (1993).
Durante 30 dias essas caixas são
mantidas em câmara de aclimatiza-
ção com temperatura de 27±2 °C,
fotoperíodo de 16 horas com intensi-
dade luminosa de 30 µmol.m-2.s-1.
Após esse período, as plantas são
avaliadas quanto ao percentual de
enraizamento, número e comprimen-
to das raízes emitidas.

As maiores percentagens de en-
raizamento com 82 e 84 % são obser-
vadas nas miniestacas tratadas com
500 e 1000 mg/L de AIB, respectiva-
mente O menor percentual de enrai-
zamento (29,6%) é obtido com 1500
mg/L de AIB. As microestacas-con-
trole produzem em média 3,4 raízes.

 Estes valores são inferiores
àqueles observados nos tratamentos
com AIB. Para os níveis de AIB de
500, 1000 e 1500 mg/L, o resultado é
a produção de 5,6 a 7,6 raízes respec-
tivamente, não diferindo estatistica-
mente entre si.

Figura 4 : Crescimento de raízes em

porta-enxertos de macieira, após indução
ao enraizamento
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Considerando que o porta-en-
xerto M.9 é de difícil enraizamento
é possível sugerir que o mesmo
necessite de níveis maiores de
auxinas ou outros coofatores para
aumentar o enraizamento, já que
James & Thurnbon (1981) só obti-
veram 45% de enraizamento com
este porta-enxerto quando adicio-
naram fluoroglucinol no meio de
cultura. Possivelmente as condições
de indução in vitro, utilizadas por
estes autores dificultaram a absor-
ção da auxina, como constatado
por Harbage et al. (1998). Além
disto, a intensidade luminosa da
câmara de crescimento pode ter
contribuído para inativar parte da
auxina aplicada. Khosh-khui & Sink
(1982) obtiveram aumento no en-
raizamento de roseira com o
sombreamento da base das estacas.
Valores mais elevados no enraiza-
mento de pereira (Wang, 1991) e
em macieira (Fortes & Leite,1993)
foram obtidos com a manutenção
das plantas no escuro. A maior po-
rosidade e aeração dos substratos
utilizados também podem favore-
cer a indução e o crescimento de
raízes, como foi observado por Jay-
Allemand et al. (1992).

Os níveis de AIB superiores a
500 mg/L não aumentam a percenta-
gem de enraizamento do porta-en-
xerto M.9. Estes resultados podem
estar relacionados com os teores
endógenos de auxinas produzidas
por gemas e folhas jovens, como
sugerem Hartmann et al. (1997), pois
mesmo sem aplicação de AIB, as
percentagens de enraizamento do
porta-enxerto M.9 foram de 63,5 %.
A exposição das miniestacas ao AIB
por 10 segundos é suficiente para a
indução de primórdios radiculares e
o desenvolvimento e crescimento
posteriores das raízes (Figura 4).
Jarvis et al. (1983) observaram um
aumento na síntese de RNA 20 horas
após a aplicação de auxina o que
corresponde às primeiras divisões
celulares.

6 - Aclimatização

Durante a fase de aclimatização,
as plantas micropropagadas devem
se adaptar a um ambiente completa-
mente diferente das condições em
que ela foi produzida in vitro. Duran-
te este período a planta deve compor
uma estrutura anatômica e fisiológi-
ca capaz de suportar as condições de

alta demanda evaporativa da atmos-
fera e de alta radiação luminosa.
Quando transferidas para condições
ex vitro, as mudas normalmente apre-
sentam altas taxas de transpiração,
em função da alta condutividade hi-
dráulica de suas folhas e a funciona-
lidade dos estômatos (Brainerd &
Fuchigami, 1981; Schakel et al., 1990),
o que, na maioria das situações, pro-
voca elevado déficit hídrico, poden-
do provocar a morte das mudas (Díaz-
Pérez et al., 1995).

Apesar dos avanços nos protoco-
los de multiplicação in vitro, poucos
trabalhos foram realizados no sentido
de elucidar problemas ligados à acli-
matização das plantas (Avanzato &
Cherubini, 1993). Para Ziv (1995), a
aclimatização pode comprometer o
processo de micropropagação por en-
volver a neoformação de um sistema
radicular e a passagem para condi-
ções de cultivo ex vitro.

Durante a fase de multiplicação
das brotações in vitro, os estômatos
apresentam-se com formas e estru-
turas anormais (Blanke & Belcher,
1989) e a densidade pode ser dife-
rente  das folhas de plantas cultiva-
das ex vitro (Cappelades et al., 1990;
Sciutti & Morini, 1993). Para diver-

Figura 5.: Desenho esquemático da metodologia de aclimatização de plantas micropropagadas (Pedrotti, 1993).
A e B: Indução ao enraizamento in vitro.
C: Indução ao enraizamento ex vitro.
D: Início do processo de aclimatização.
E: Plantas sendo mantidas em sala com nebulização.
F: Fotoperíodo sendo mantido em 16 horas de luz para evitar a entrada em dormência.
G e H: Plantas transferidas à campo para completar o crescimento.
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sos autores, (Pospisilova et al., 1997),
os estômatos in vitro não são funci-
onais, permanecem contentemente
abertos ou fechados e são insensí-
veis aos estímulos habituais de es-
curo, alta concentração de CO

2
, ABA

e potencial hídrico. Desta forma, a
grande transpiração pode causar di-
ficuldades durante o processo de
aclimatização.

A metodologia recomendada
por Pedrotti (1993) (Figura 5) e
utilizada no LMBV por Pedrotti &
Voltolini (2001), possibilitou bons
resultados para vários genótipos de
macieira. Neste processo, as plan-
tas são induzidas ao enraizamento
ex vitro e transferidas para bande-
jas alveoladas.

As bandejas são colocadas em
caixas plásticas cobertas com uma
placa de vidro transparente. Esta
condição, permite a manutenção da
umidade relativa em 100%. Com
esta metodologia, a sobrevivência
das plantas situa-se entre 70 e 95%
(Tabela 5). No que concerne à ma-
téria seca produzida pelas raízes e

parte aérea das plantas, os maiores
valores são obtidos quando as plan-
tas receberam 1000 mg/L de AIB na
fase de indução ao enraizamento. A
aclimatização pode ser efetuada em
câmaras de nebulização que man-
tém alta umidade relativa, o que
diminuem as possibilidades de de-
sidratação e morte das plantas. Neste
sentido, Maciel et al.  (2002)
demostraram que é possível obter
altos índices de sobrevivência de
plantas do porta-enxerto M.7. Nes-
te processo, as bandejas são trans-
feridas para diretamente para a câ-
mara de nebulização. Aos 30 dias
após a transferência ex vitro, a per-
centagem de enraizamento é maior
nas mudas que foram aclimatizadas
no substrato composto por casca de
arroz carbonizada, já que esta au-
menta o espaço poroso como foi
observado por Lê & Collet (1991) e
por Avanzato & Cherubini (1993).

As altas percentagens de enrai-
zamento coincidem com as de so-
brevivência, pois todas as plantas
que enraizaram sobreviveram, e co-

incidem com os de crescimento das
mudas (Figura 6). Maciel et al. (2002)
sugerem que a umidade relativa no
ambiente utilizado garantiu as con-
dições adequadas para a aclimatiza-
ção das mudas. Esta hipótese é cor-
roborada por Campostrini & Otoni
(1996), pois plântulas produzidas in
vitro não estão adaptadas ao novo
ambiente, pois não possuem meca-
nismos de proteção contra a desi-
dratação, já que seus estômatos ge-
ralmente se encontram abertos
(Schackel et al., 1990). No entanto,
segundo Pospíslová et al.(1997) e
Bolar et al. (1998), durante a aclima-
tização as mudas ativam os mecanis-
mos que permitem sua sobrevivên-
cia após a transferência para a casa
de vegetação. Possivelmente as con-
dições de aclimatização utilizadas
neste trabalho possibilitaram a so-
brevivência da planta até a entrada
em funcionamento dos estômatos, o
que permitiu um maior controle so-
bre as perdas de água, o que está de
acordo com Sutter (1988).

Considerações Finais

Os resultados obtidos nesse la-
boratório corroboram com aqueles
que  foram publicados por vários
grupos de pesquisa nacionais e es-
trangeiros. As metodologias desen-
volvidas permitem a produção co-
mercial de mudas de porta-enxertos
e copa de macieira micropropagados.
Em que pese as peculiaridades de
cada genótipo a grande maioria dos
clones utilizados atualmente podem
ser produzidos seguindo protocolos
semelhantes. A perspectiva do uso
da indução ao enraizamento realiza-
do simultaneamente à aclimatização
das plantas ex vitro pode diminuir em
até 50% o custo de produção de uma

Figura 6: Crescimento e desenvolvimento de mudas de macieira após aclimatização.
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muda micropropagada, o que torna
viável o uso comercial da micropro-
pagação.

A produção de mudas de alta
qualidade genética e sanitária é um
fator de extrema importância para a
garantia da competitividade da
pomicultura nacional. Neste sentido,
a aplicação das técnicas aqui aborda-
das abrem perspectivas para a insta-
lação de laboratórios comerciais para
atender à demanda de mudas para a
renovação de pomares pouco produ-
tivos e a implantação de novos po-
mares com alta densidade.
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