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Introducao

A cultura da macieira possui pa-
pel de destaque no cendrio fruticola
brasileiro. Atualmente, a area cultiva-
da no Brasil estd estimada em 30 mil
hectares, com uma producdo aproxi-
mada de 967 mil toneladas (ABPM,
2003). Visando atender as demandas
de mudas da pomicultura nacional,
faz-se necessdria a aplicagio de méto-
dos eficientes para garantir grande
quantidade de material vegetal de alta
qualidade genética e fitossanitdria.

A producio de mudas da maciei-
ra tradicionalmente ¢é efetuada atra-
vés de técnicas de propagacio 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 nimero de mudas
obtidas, requer muito tempo, além
de poder resultar em mudas de baixa
qualidade fitossanitdria.

Diante da problemadtica relacio-
nada as técnicas convencionais de
propagacao, a biotecnologia através
do aperfeicoamento das técnicas de
cultivo in vitro, tem sido uma exce-
lente op¢io paraa multiplicagio des-
ta frutifera (Figura 1). Possibilita a
producgao de mudas de alta qualida-
de sanitdria oriundas da cultura de
meristemas livres de virus, evitando,
desta forma, os problemas de disse-
minagao de virus e outros patégenos
durante a fase de propagacio.

Diversos trabalhos vém sendo
conduzidos no Laboratério de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal
(CCA/UFSC) a partir de projetos fi-
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nanciados pelo CNPq e FINEP. As
principais linhas de pesquisa foram
no sentido de desenvolver metodo-
logias que abrangem desde o isola-
mento e inoculacio in vitro de
meristemas, até a aclimatizacio das
plantas micropropagadas.

Metodologia

1 - Isolamento e Inoculacao
in vitro

A introdugdo e o estabeleci-
mento de meristemas iz vitro € uma
das fases mais delicadas da micro-
propagacio. O isolamento de
meristemas é um processo oNeroso
(Nunes et al., 1999) mas € primordi-
al, pois ¢ uma condi¢io que garante
a produgao de brotagdes livres de
patégenos. A oxidacdo e a contami-
nagiao provocam grandes perdas do
material. Os meristemas extraidos
das gemas apicais apresentam taxas
de oxidagio acima de 40%. A per-
centagem de contaminag¢io 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-
¢do (Tabela 1). Os agentes contami-
nantes como fungos e bactérias libe-
ram compostos que causam a oxida-
cio. O estabelecimento in vitro é
executado segundo metodologias
consideradas cldssicas para esta fase
(Pedrotti, 1993; Nunes et al. 1999).
As gemas sio extraidas com o auxi-
lio de um bisturi e estas, sio subme-
tidas a lavagem com dgua destilada/
autoclavada e detergente Tween



Tabela 1. Contaminacao, oxidacao, nimeros de gemas e brotos e
percentual de calos no porta-enxerto de macieira 'M-9’ (Malus
pumilla M.), a partir da cultura de meristemas e gemas axilares.

n . Tratamentos
Parametros Analisados Meristemas Gemas CV (%)
Contaminacio (%) 38,6 a 322a 14,1
Oxidacio (%) 423Db 584 a 12,5
N° médio de gemas por broto 3,0b 5,0a 12,6
Ne médio de brotos foomados 3,0a 40a 9,6
Calos (%) 62,3 a 12,4 b 14,1

Figura 1: Frascos do cultivo in vitro de macieira

20®por 20 minutos. Em seguida, as
gemas sdo imersas em soluc¢io de
Anfotericina B®(25 mg.L') por 10
minutos. Em cAmara de fluxo laminar,
as gemas sio imersas em etanol 70%
por 1 minuto, seguida de solugao de
hipoclorito de sédio 4%, por 10 mi-
nutos. Durante este processo os fras-
cos sao mantidos sob agitacao con-
tinua. Posteriormente, faz-se uma
triplice lavagem com 4dgua destila-
da/autoclavada e as gemas perma-
necem em uma solu¢io de 4dcido
ascoérbico 15% por 10 minutos até
serem inoculadas em sais e vitami-
nas de MS (Murashige e Skoog, 1962),
sacarose (30 g.LY), dgar (6 g.L") sem

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

As gemas axilares introduzidas
in vitro tém apresentado oxidacio
acima de 50%, enquanto que os mei-
os de cultura contaminados com fun-
gos e bactérias sio normalmente aci-
ma de 30% (Tabela 1). Da mesma
forma, todos os tubos contendo meio
de cultura contaminados apresenta-
ram oxidacdo. Quando os explantes
nio apresentam oxida¢io nem con-
taminagao, sdo transferidos de tubos
de ensaio com novos meios de cultu-
ra para eliminar residuos fendlicos
liberados pelas plantas no meio de
cultura inicial (Zanol, 1996). Nos tra-

balhos conduzidos no laboratério,
ap6s a transferéncia dos meristemas
provenientes de gemas apicais e seg-
mentos nodais com gemas axilares,
nio ocorrem mais problemas de con-
taminag¢do nem oxidagao.

O crescimento e desenvolvimen-
to dos meristemas e gemas axilares
sao normalmente lentos até 30 dias
ap6s a inoculacdo, nao sendo obser-
vado o crescimento de brotacoes.
Aos 00 dias, é possivel observar o
desenvolvimento de brotagdes. Para
o porta-enxerto M.9, os meristemas e
gemas axilares introduzidos in vitro,
formam um nimero médio de 3 e 5
gemas por broto, respectivamente
(Tabela 1).

As diferencgas observadas na in-
trodugio in vitro e multiplicagio po-
dem ser consequéncia do estado fisi-
olégico 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 verao, possivelmente, as gemas ja
iniciam o processo de entrada em
dorméncia, o que diminui a sobrevi-
véncia dos meristemas e gemas intro-
duzidos in vitro. Desta forma, a épo-
ca mais interessante para a introdu-
¢io in vitro é aquela que correspon-
de a um intenso crescimento
vegetativo nas condicdes naturais.

2 - Multiplicacao do
material vegetal

A composi¢ao 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 multiplicagdo in vitro da
macieira, Ribas & Zanette (1992)

Tabela 2. Efeito de diferentes concentracdes de BAP em meio de cultura MS sobre a resposta de na fase
de multiplicacao in vitro de macieira (Malus platycarpa) apéds 45 dias de cultura.

Concentracao de N° de brotacoes Altura das Comprimento dos . ~
BAP por explante brotacdes (cm) entrends (cm) Vitrificaciio (%)
0,00 pM 1,0 c 23a 0,59 b 420a
1,11 yM 20b 26a 0,59 b 18,0 ¢
2,22 yM 30a 2,6a 0,54 c 18,0 ¢
4,44 M 20b 29a 0,65a 24,0 b
CV (%) 14,2 15,3 13,3 18,9

Médias seguidas de mesma letra na vertical ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Duncan.
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utilizaram o meio MS suplementa-
do com 1,0 mg.L'*de BAP e 1,0
mg.L' de tiamina, e Modgil el al.
(1999) obtiveram a maior taxa de
multiplicacdo de brotagdes da culti-
var Tydeman’s Early Worcester adi-
cionando ao meio de cultura 4,4 pM
de BAP e 5,0 pM de KIN. Para o
porta-enxerto Marubakaido Nunes
et al. (1999) utilizaram concentra-
coes de BAP entre 1,11 e 4,44 pM.

Quando se pretende estudar o
comportamento de umnovo genotipo,
os explantes sao 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-
¢coes de benzilaminopurina (BAP) (0;
0,25; 0,50 e 1.0 mg.L'H), 30,0g.L* de
sacarose, 0,0 g.'' de dgar. Para um
gendtipo usado com planta indicadora
de viroses, é possivel verificar que as
concentragoes de BAP influenciam sua
resposta in vitro(Tabela 2). O material
€ mantido no escuro por 48 horas, apds
este periodo, € transferido para a sala
de crescimento sob fotoperiodo de 16
horas e temperatura de 25 + 2°C e 40
pmol.m?s' de radiacio luminosa,
fornecidas porlampadas fluorescentes
Phillips® Super 84.

3 - Microenxertia

Tendo em vista as caracteristicas
da cultura, a associagio das técnicas
de micropropagacio e microenxertia
permite combinar as vantagens da
rdpida multiplicacdo in vitro, com a
unilo de dois gendtipos diferentes:
um clone copa, selecionado para
produzir frutos de alta qualidade, e
um clone de porta-enxerto, que con-
fere a cultivar copa caracteristicas
relevantes, como: vigor, produtivida-
de, qualidade de frutos, resisténcia a
fatores adversos como a patégenos
do solo, além de realizar fungdes
bdsicas de suporte da planta, forneci-
mento de 4gua e nutrientes e a adap-
tacdo as condigcdes de solo, clima e
doengas.

A micronexertia foi inicialmen-
te desenvolvida por Murashige et al.
(1972) e posteriormente melhorada
porNavarro et al.(1975), buscando a
producio de citrus livres de viroses.
Esta técnica permite a obtenc¢io de
plantas livres de patégenos, aplica-

Figura 2: Fenda do microenxerto de macie-
ira., inicio de brota¢io na copa, 30 dias ap6s
a microenxertia.

¢do de quarentena em espécies ve-
getais cuja disponibilidade seja de
apenas algumas gemas vegetativas,
separagao entre viroses e outras do-
engas, além de estudos fisiolégicos,
histolégicos e histoquimicos nas
enxertias. Porem ainda € um desafio
promover com sucesso a enxertia de
um material tAo pequeno e fragil
como aquele proveniente de plantas
produzidas in vitro. (Obeidy & Smith,
1991). Para garantir a viabilidade do
microenxerto é necessario que as
células da base do microenxerto da
cultivar copa, entrem novamente em
divisao, pois sdo diferenciadas, ou
seja, jd deixaram o ciclo celular e
nao sofrem mais desdiferenciacio.
Na retomada do ciclo celular é pos-
sivel induzir novas competéncias 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
Laboratério de Morfogénese e Bio-
quimica 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.) € o
mais utilizado no sul do Brasil, tendo
como caracteristica principal dimi-
nuir o vigor da planta. Além de redu-
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Figura 3: Detalhes dos pontos de conexio
observados no corte histolégico do microenx-
erto de macieira, 90 dias ap6s a microenxertia.

zir o porte da planta, o M9 aumenta
a precocidade e é um dos poucos
porta-enxertos que apresenta boa
resisténcia a podridio do colo
(Pbytophthora cactorum) (Barrit,
1999). O porta-enxerto Marubakaido
(Malus prunifolia Borkh.) é de ori-
gem japonesa, sendo bastante utili-
zado como porta-enxerto comercial
no Japiao, Europa bem como no Bra-
sil (Bessho et al., 1993). E vigoroso,
apresenta resisténcia a podridao-do-
colo, relativa resisténcia a Rosellinia
sp. e é muito sensivel a viroses
(Denardi, 1986). A culitvar copa Gala
(Malus domesticaBorkh.) é a primei-
ra em volume de produg¢io no Brasil,
apresenta frutificacio precoce, alta
produtividade e boa adaptac¢io a al-
titudes superiores a 1000m (Denardi,

1980).
4 - Estudos histologicos

A microenxertia é realizada em
fenda simples conforme a metodo-
logia proposta por Hartmann et al.
(1990). Em cimara de fluxo laminar,
a parte apical das plantulas dos
porta-enxertos € retirada e a altura
das plantas uniformizada em 5 cm
de altura. Para a variedade copa
Gala siopreparados microgarfos
com uma Unica gema lateral. Atra-
vés de um corte em fenda simples



Tabela 3. Nimero e comprimento de raizes em plantas micropropagadas dos porta-enxertos de
macieira M.7, M.9 e Marubakaido, submetidos a diferentes concentracoes e formas de aplicacao de
Acido Indolbutirico (AIB) e ao crescimento das raizes em diferentes substratos.

Numero de raizes

Comprimento das raizes (cm)

Tratamentos "M.7" "M.9" "Marubakaido" "M.7" "M.9" "Marubakaido"
1 40+ 1,0c 50+10a 10,0 £ 20 a 1,7+ 0,1b 27+05a 1,8+ 0,4b
2 6,0+ 0,5b 3,0+ 1,0b 3,0+ 1,0b 1,9+01ab 05+0,2c¢ 0,5+ 03¢
3 80+ 10a 0,0+ 0,0 ¢ 20+ 0,5cC 22+02a 0,0+ 0,0d 04+ 0,3c
4 9,0+ 1,0a 50+ 1,0a 13,0+ 2,0 a 22+0.2a 1,6+ 02b 34+05a

Médias na coluna seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, ao nivel de 5 % de

probabilidade, pelo teste de Tukey.
Tratamentos:

1 - Induclo in vitro em 1.5 pM de AIB em agar e crescimento das raizes in vitro em agar;

2 - Indugio in vitro em 1.5 pM de AIB em agar e crescimento das raizes in vitro em substrato mineral;

3 - Inducao in vitro com 0,49 M de AIB e crescimento in vitro em substrato mineral;

4 - Inducio ex vitro com 0,49 M de AIB e crescimento das raizes em substrato mineral concomitante com a fase

de aclimatizacao.

Tabela 4.Enraizamento, nimero e comprimento de raizes de microestacas do porta-enxerto de
macieira M.9 (Malus pumila), tratadas com AIB e submetidas ao enraizamento ex vitro, em substrato
de casca de arroz carbonizada e vermiculita 1:1 (v/v), por um periodo de 30 dias.

AIB(mg/L) Enraizamento(%) Numero deraizes
0 64 b 3,5b
500 82a 6,0 a
1000 84a 6,0 a
1500 30 c 75a

Comprimento das raizes (cm)
35a
41a
45a
47 a

* Médias seguidas de mesmas letras nas colunas ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

ns - nAo significativo.

realizado nas plantulas dos porta-
enxertos, e um corte em bisel no
minigarfo da cultivar copa, ¢ reali-
zada a enxertia com o auxilio de
duas pingas. Os microenxertos sio
entdo inoculados em frascos com
meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) e transferidos para a
sala de crescimento, com tempera-
tura de 25+2°C, fotoperiodo de 16
horas e luminosidade de 40 pmol.m’
5! onde permanecem até as cole-
tas dos segmentos. Para os estudos
histolégicos, de ambas as combina-
¢oes enxerto-porta-enxerto, Gala so-
bre Marubakaido e Gala sobre M9,
sdo realizadas 120 microenxertias,
o que diminuem os erros experi-
mentais. O material vegetal coleta-
do ¢ fixado em glutaraldeido 2,5%
em tampao fosfato de sédio 0,1M —
pH7,2, desidratado em série etilica
e emblocado em parafina (Johansen,
1940). Os cortes sio corados com
azul de toluidina e montados, entre
lamina e laminula, com balsamo do
Canadd. A andlise dos cortes
histolégicos € feita em microscopia
6ptica e em lupa, 30 e 90 dias ap6s
a microenxertia (Figuras 2 e 3). A

conexiao dos microenxertos ¢é
vizualizada a partir de duas etapas.
O primeiro momento se dd em pou-
cos dias e é caracterizado pela mor-
te de camadas celulares da interface
do enxerto e pela formagao de cé-
lulas parenquimdticas que preen-
chem o ponto de enxertia, resultan-
do no desenvolvimento de uma
camada necrética na fenda. Na se-
gunda etapa, ocorre a proliferacio
de um calo em associacio com a
regido vascular da copa e do porta-
enxerto, formando uma ponte na
interface do enxerto. Posteriormen-
te, ha a diferenciacio de algumas
células do calo em novas células
cambiais. Ocorre, entdo, a unido
entre os tecidos afins da copa e do
porta-enxerto resultando no esta-
belecimento de uma conexido cam-
bial continua. Na ultima fase, a
continuidade da epiderme no pon-
to de enxertia é restaurada. O pos-
terior desenvolvimento da copa pelo
alongamento e desenvolvimento de
brotagdes 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 € considerado por virios autores
um dos estidgios mais criticos do
processo de propagacao massal de
plantas perenes (Wang, 1991), pois
depende do genétipo e de sua condi-
¢ao fisiolégica no momento da
indugio ao enraizamento (Martins &
Pedrotti, 2001). A emissiao de raizes
poruma microestaca pode ser dividi-
da em trés fases, que compreendem
adesdiferenciacio celular, a inducio
e a organizacio dos primérdios
radiculares (Hartmann et al., 1997;
Blakesley et al., 1991). Na maioria
dos protocolos estabelecidos para a
micropropaga¢io de plantas, o enrai-
zamento ¢é induzido in vitro, utilizan-
do meios de cultura contendo uma
auxina (Harbage & Stimart, 1996;
Deklerk etal., 1997; Ferri et al., 1998).
Para a maioria das espécies, a auxina
€ necessaria na fase de indugao das
raizes enquanto que, na fase de dife-
rencia¢ao dos primérdios e no cresci-
mento das raizes, a presenca de
auxinas no meio de cultura pode

Revista Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento - Edicdo n° 31 - julbo/dezembro 2003

103



104

inibir o processo (Deklerk et al.,1995).
A concentragdo de auxina a ser adici-
onada ao meio de cultura para o
estdgio de indugao, depende da con-
centracdo endégena deste hormoénio
em cada gendtipo utilizado (Blakesley
etal., 1991), sendo que altas concen-
tracdes, por periodos de exposi¢io
prolongados, podem determinar a
formacio 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 condicdes de temperatura, a
luminosidade da cimara de cresci-
mento e a disponibilidade de oxigé-
nio junto a base das microestacas,
além de fatores anatdmicos inerentes
ao gendtipo, podem inibir a evolu-
¢do do processo morfogenético in-
duzido pelas auxinas. Apesar de
Harbage & Stimart (1990), Deklerk et
al. (1997) e outros autores utilizarem
o processo de indugio e crescimento
das raizes in vitro, McClelland et al.
(1990) ressaltam que as raizes produ-
zidas in vitronao sao funcionais quan-
do transferidas para a fase de aclima-
tiza¢do. Para garantir a sobrevivéncia
nesse estidgio, ¢ necessirio que a
planta produza novas raizes, o que
demanda um grande consumo de
reservas que deveriam ser utilizadas
para o crescimento da parte aérea.
Alémdisto, Debergh & Maene (1981)
salientam a necessidade de desen-
volver sistemas de indug¢ao que per-
mitam a produgdo de raizes funcio-
nais para o processo de aclimatiza-
¢lo e para o aumento da qualidade
das plantulas.

5.1 - Enraizamento in vitro

Os resultados obtidos com a
inducio in vitro de raizes em porta-
enxertos de macieira, mostraram di-
ferencas em relacio aos parimetros
avaliados, em fun¢io do gendtipo e
da concentragio e forma de aplica-
¢ao da auxina (Martins & Pedrotti,
2001). (Tabela 3). Resultados seme-
lhantes foram obtidos com macieira
por Harbage et al. (1998), os quais
concluiram que a capacidade de emitir
raizes e de estabelecer um sistema
radicular, € uma condicio intrinseca
de cada gendtipo

No caso do porta-enxerto M.7, o
enraizamento realizado in vitro em
agar apresentou resultados inferiores
quanto ao nimero de raizes. Provavel-
mente as concentracodes de AIB utiliza-
das ndo possibilitaram a indu¢io do
mesmo ndmero de raizes que foi ob-
servado para o ‘Marubakaido’, ja que as
respostas siodependentes do gendtipo
(Blakesley etal., 1991). E possivel que,
para este porta-enxerto, o pH do meio
de cultura nio tenha favorecido a ab-
sor¢io de auxinas pelas células da
base da microestaca, tendo em vista
que a penetracao de auxinas nas célu-
las depende do equilibrio entre dcidos
livres e formas anidnicas, que sio
dependentes do pH (Harbage et al.,
1998). O maior nimero de raizes obti-
do para as microestacas do ‘M.9” e do
‘Marubakaido (Tabela 4), induzidas ex
vitro com o AIB dissolvido em dgua e
transferidas diretamente para o subs-
trato mineral para a aclimatizagio, re-
for¢a as conclusdes emitidas por Rogers
& Smith, (1992). Estes autores aumen-
taram a eficiéncia no enraizamento de
roseiras quando utilizaram substratos
minerais para o crescimento das raizes,
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
producio de plantas micropropaga-
das. Com esta metodologia é possivel
substituir os meios de cultura conten-
do 4gar por substratos minerais, o que
diminui custos e produz raizes de
melhor qualidade do que as produzi-
das in vitro.

Crescimento de raizes em

Figura 4 :
porta-enxertos de macieira, apos indugao
ao enraizamento
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5.2 - Enraizamento ex vitro

Em fungido dos custos da fase de
enraizamento e aclimatizacio das
plantas micropropagadas, uma série
de trabalhos foram conduzidos no
Laboratério de Morfogénese e Bio-
quimica Vegetal (Pedrotti & Voltolini,
2001). Os principais objetivos foram
de induzir o enraizamento ex vitro
em substratos porosos que servem
apenas de suporte para as plantulas
como acontece na estaquia tradicio-
nalmente usada para a propagac¢io
de vdrias espéceis. Para isto, sio
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 brotagdes mi-
cropropagadas. A indugdo ao enrai-
zamento ¢é efetuada submergindo
10mm da base das miniestacas du-
rante 10 segundos em diferentes con-
centracdes de 4acido indolbutirico (0,
500, 1000, ou 1500 mg/L ). Em segui-
da, as miniestacas sio transferidas
para bandejas alveoladas contendo o
substrato terra roxa e casca de arroz
carbonizada 1:1 (v/v.). As bandejas
sdo entdo colocadas dentro de caixas
plasticas com uma lamina de dgua de
5 mm para manter a umidade relativa
elevada. As caixas sio cobertas com
uma lamina de vidro, conforme me-
todologia descrita por Pedrotti (1993).
Durante 30 dias essas caixas sido
mantidas em cimara de aclimatiza-
¢do com temperatura de 27+2 °C,
fotoperiodo de 16 horas com intensi-
dade luminosa de 30 pmol.m?s™.
Ap6s esse periodo, as plantas sio
avaliadas quanto ao percentual de
enraizamento, nimero e comprimen-
to das raizes emitidas.

As maiores percentagens de en-
raizamento com 82 e 84 % sao 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 raizes.

Estes valores siao inferiores
aqueles observados nos tratamentos
com AIB. Para os niveis de AIB de
500, 1000 e 1500 mg/L, o resultado é
aproduciode 5,0 a 7,6 raizes respec-
tivamente, ndo diferindo estatistica-
mente entre Si.



Considerando que o porta-en-
xerto M.9 é de dificil enraizamento
é possivel sugerir que o mesmo
necessite de niveis maiores de
auxinas ou outros coofatores para
aumentar o enraizamento, ji que
James & Thurnbon (1981) s6 obti-
veram 45% de enraizamento com
este porta-enxerto quando adicio-
naram fluoroglucinol no meio de
cultura. Possivelmente as condi¢coes
de inducio in vitro, utilizadas por
estes autores dificultaram a absor-
¢do da auxina, como constatado
por Harbage er al. (1998). Além
disto, a intensidade luminosa da
cimara de crescimento pode ter
contribuido 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 manutengio
das plantas no escuro. A maior po-
rosidade e aeracio dos substratos
utilizados também podem favore-
cer a indugdo e o crescimento de
raizes, como foi observado por Jay-
Allemand et al. (1992).
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Os niveis de AIB superiores a
500 mg/L nao aumentam a percenta-
gem de enraizamento do porta-en-
xerto M.9. Estes resultados podem
estar relacionados com os teores
endégenos de auxinas produzidas
por gemas e folhas jovens, como
sugerem Hartmann et al. (1997), pois
mesmo sem aplicacio de AIB, as
percentagens de enraizamento do
porta-enxerto M.9 foram de 63,5 %.
A exposi¢ao das miniestacas ao AIB
por 10 segundos ¢é suficiente para a
indu¢io de primérdios radiculares e
o desenvolvimento e crescimento
posteriores das raizes (Figura 4).

Jarvis et al. (1983) observaram um

aumento na sintese de RNA 20 horas
ap6s a aplicacio de auxina o que
corresponde as primeiras divisdes
celulares.

6 - Aclimatizaciao

Durante a fase de aclimatizacio,
as plantas micropropagadas devem
se adaptar a um ambiente completa-
mente diferente das condigdes em
que ela foi produzida in vitro. Duran-
te este periodo a planta deve compor
uma estrutura anatémica e fisiologi-
ca capaz de suportar as condi¢des de

#x fx &

C
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alta demanda evaporativa da atmos-
fera e de alta radiacio luminosa.
Quando transferidas para condi¢des
exvilro,as mudas normalmente apre-
sentam altas taxas de transpiracio,
em funcdo da alta condutividade hi-
draulica de suas folhas e a funciona-
lidade dos estomatos (Brainerd &
Fuchigami, 1981; Schakel et al., 1990),
0 que, na maioria das situagdes, pro-
voca elevado déficit hidrico, poden-
do provocara morte das mudas (Diaz-
Pérez et al., 1995).

Apesar dos avangos nos protoco-
los de multiplicagdo in vitro, poucos
trabalhos foram realizados no sentido
de elucidar problemas ligados a acli-
matizacao das plantas (Avanzato &
Cherubini, 1993). Para Ziv (1995), a
aclimatizacio pode comprometer o
processo de micropropagag¢io poren-
volver a neoformacao de um sistema
radicular e a passagem para condi-
¢coes de cultivo ex vitro.

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

F

Figura 5.: Desenho esquematico da metodologia de aclimatizacao de plantas micropropagadas (Pedrotti, 1993).

A e B: Inducao ao enraizamento in vitro.
C: Indugao ao enraizamento ex vitro.
D: Inicio do processo de aclimatizacao.

E: Plantas sendo mantidas em sala com nebulizacao.

F: Fotoperiodo sendo mantido em 16 horas de luz para evitar a entrada em dorméncia.

G e H: Plantas transferidas 2 campo para completar o crescimento.
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Figura 6: Crescimento e desenvolvimento de mudas de macieira ap6s aclimatizacao.

sos autores, (Pospisilova etal., 1997),
os estdomatos in vitronio siao funci-
onais, permanecem contentemente
abertos ou fechados e sdo insensi-
veis aos estimulos habituais de es-
curo, alta concentragao de CO,, ABA
e potencial hidrico. Desta forma, a
grande transpiracio pode causar di-
ficuldades durante o processo de
aclimatizacgio.

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

As bandejas sio colocadas em
caixas pldsticas cobertas com uma
placa de vidro transparente. Esta
condicio, permite a manutengao da
umidade relativa em 100%. Com
esta metodologia, a sobrevivéncia
das plantas situa-se entre 70 e 95%
(Tabela 5). No que concerne a ma-
téria seca produzida pelas raizes e

parte aérea das plantas, os maiores
valores sdo obtidos quando as plan-
tas receberam 1000 mg/L de AIB na
fase de inducio ao enraizamento. A
aclimatiza¢io pode ser efetuada em
camaras de nebulizacio que man-
tém alta umidade relativa, o que
diminuem as possibilidades de de-
sidratacdo e morte das plantas. Neste
sentido, Maciel et al. (2002)
demostraram que ¢é possivel obter
altos indices de sobrevivéncia de
plantas do porta-enxerto M.7. Nes-
te processo, as bandejas sio trans-
feridas para diretamente para a ci-
mara de nebulizagdo. Aos 30 dias
apos a transferéncia ex vitro, a per-
centagem de enraizamento € maior
nas mudas que foram aclimatizadas
no substrato composto por casca de
arroz carbonizada, j4 que esta au-
menta o espago poroso como foi
observado por Lé & Collet (1991) e
por Avanzato & Cherubini (1993).

As altas percentagens de enrai-
zamento coincidem com as de so-
brevivéncia, 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-
di¢des adequadas para a aclimatiza-
¢ido das mudas. Esta hipotese é cor-
roborada por Campostrini & Otoni
(1996), pois plantulas produzidas in
vitro ndo estdo adaptadas ao novo
ambiente, pois ndo possuem meca-
nismos de prote¢io contra a desi-
dratagdo, jd que seus estdmatos ge-
ralmente se encontram abertos
(Schackel et al., 1990). No entanto,
segundo Pospislovd et al(1997) e
Bolar et al. (1998), durante a aclima-
tizacdo as mudas ativam os mecanis-
mos que permitem sua sobrevivén-
cia apos a transferéncia para a casa
de vegetacdo. Possivelmente as con-
di¢des de aclimatizagio utilizadas
neste trabalho possibilitaram a so-
brevivéncia da planta até a entrada
em funcionamento dos estdmatos, o
que permitiu um maior controle so-
bre as perdas de 4gua, o que estd de
acordo com Sutter (1988).

Consideracoes Finais

Os resultados obtidos nesse la-
boratério corroboram com aqueles
que foram publicados por virios
grupos de pesquisa nacionais e es-
trangeiros. As metodologias desen-
volvidas permitem a produgio co-
mercial de mudas de porta-enxertos
e copa de macieira micropropagados.
Em que pese as peculiaridades de
cada gendtipo a grande maioria dos
clones utilizados atualmente podem
ser produzidos seguindo protocolos
semelhantes. A perspectiva do uso
da inducio ao enraizamento realiza-
do simultaneamente a aclimatizacio
das plantas exvitropode diminuir em
até 50% o custo de produ¢io de uma

Tabela 5. Sobrevivéncia, niimero e comprimento de raizes altura e nimero de folhas de miniestacas do
porta-enxerto de macieira M.9 (Malus pumila), submetidas ao enraizamento ex vitro, em diferentes
concentracoes de AIB, 45 dias apds a repicagem para substrato mineral.

AIB Sobrevivénciadas
(mg/L) plantas (%)
0 8 b
500 95 a
1000 70 c
1500 73 ¢

Numero de

raizes raizes (cm)

10,1 ns 12,0 ns
11,5 12,5
16,0 11,6
20,0 11,3

Comprimento das Comprimento das

Numero de

brotacoes (cm) folhas
53 ns 7,5 ns

6,3 8,0

6,9 7,5

6,9 7,8

* Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nio diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%

ns - nAo significativo
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muda micropropagada, o que torna
vidvel o uso comercial da micropro-
pagacao.

A produgio de mudas de alta
qualidade genética e sanitdria é um
fator de extrema importancia para a
garantia da competitividade da
pomicultura nacional. Neste sentido,
aaplica¢io das técnicas aqui aborda-
das abrem perspectivas para a insta-
lagio de laboratérios comerciais para
atender 2 demanda de mudas para a
renovagiao de pomares pouco produ-
tivos e a implantacio de novos po-
mares com alta densidade.
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