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USO DO ACIDO INDOLBUTIRICO E DO ESCURO NO ENRAIZAMENTO IN
VITRO DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO’

USING OF INDOLILBUTYRIC ACID AND OF DARCKNESS IN IN VITRO
ROOTING OF THE APPLE ROOTSTOCK ‘MARUBAKAIDO’

Geni Carmen Zanol' Gerson Renan de Luces Fortes’ Jodo Baptista da Silva®
Janine Taveres Camargo Faria' Rosete Aparecida Gottinari' Alberto Quesada Centellas'

RESUMO

O trabalho teve por objetivo estudar o enraizamento
in vitro do porta-enxerto ‘Marubakaido” (Malus prunifolia
Borkh), visando a diminuir os efeitos prejudiciais causados pelo
excesso de auxina. Foram utilizadas brotacées do porta-enxerto
‘Marubakaido’ com trés pares foliares (2,5 a 3cm), oriundas do
processo de multiplicagdo in vitro. O meio utilizado foi 0 MS/2
acrescido de 100mg/l de mio-inositol, 30g/l de sacarose e 6g/l de
dgar. O pH foi ajustado para 5,9, antes da colocagdo do dgar.
Avaliou-se trés periodos (2, 4 e 6 dias) de permanéncia dos
explantes no escuro e trés concentragdes (0,0; 1,0 e 3,0uM) de
dcido indolbutirico (AIB). Apds a permanéncia dos explantes nos
devidos periodos de escuro, estes foram transferidos para meio
sem reguladores e acondiconados em sala de crescimento, sob
condi¢des de 16h de fotoperiodo, 25 £ 2°C e 2000 lux. A auséncia
e a menor concentracdo de AIB reduziram a percentagem de
enraizamento de acordo com os aumentos nos periodos de escu-
ro, mostrando um efeito linear negativo. Para o nivel mais eleva-
do da auxina ndo se observou diferencas no enraizamento para
todos os periodos de escuro, apresentando indices superiores a
80%. Na presenca da auxina houve um incremento no niimero de
rafzes para os aumentos do periodo de escuro. Houve formacao
de raizes bem desenvolvidas com formagdo de calo somente na
cicatrizacdo do corte. As plantulas apresentaram um incremento
gradual da drea foliar com o aumento da concentragdo de AIB e
do periodo de permanéncia no escuro. Maiores percentagens de
sobrevivéncia foram obtidas com aumentos na concentracdo de
AIB e periodos de escuro. Melhor qualidade das plantulas foi
observada com um periodo de seis dias de escuro e 3,0uM de
AlB.

Palavras chave: AIB, enraizamento in vitro, escuro, Malus.

SUMMARY

The this work was improve in vitro rooting percent-
age and quality of the apple rootstock ‘Marubakaido’ (Malus

prunifolia Borkh.) through reduction of the damaging effects
caused by excess auxin during rooting period. Shoots with three
pair leaves (2.5 - 3.0 cm) derived from the in vitro multiplication
process were utilized. The medium used had MS vitumins and
salts MS72, 100mg/l"’ myo-inositol, 30 g/I' sucrose and 6 g/I'
agar. The pH was adjusted to 5,9 before adding the agar. The
shoots remained 2, 4 and 6 days in the dark under three IBA
concentrations as follows: 0; 1.0 and 3.0 uM. After that period
they transferred to a medium without growth regulator and
displayed in a growth chamber at 25 £2 " C, 16 hour photoperiod
and 2000 lux. The lack of IBA or its lowest concentration reduced
the rooting as the darkening period increased showing a negative
linear effect. For the highest auxin level it was not observed any
difference in the rooting for all the darkening periods witch
presented over 80 % rooting. Shoots treated witch IBA showed a
higher number of roots as the darkening periods increased. It was
observed that roots formed mainly in the base shoots soars.
Plantlets showed gradual increase in leaf area witch the increase
and IBA concentration and the period remained in the dark. The
highest survival percentage occurred with higher IBA treated
explants. The highest plantlet quality were obtained with 6 davs
darkening period under 3.0 puM IBA. Although the system
IBA/darkness seems to improve quality it requires further ma-
nipulation of the individual explants and a renewed medium is
also required.

Key words: darkness, IBA, in vitro rooting, Malus.

INTRODUCAO

A expansdo e os avangos tecnoldgicos na
cultura da macieira levaram a um aumento da de-
manda de mudas e uma conseqiiente produgfo de
mudas com menor controle de qualidade. O aprimo-
ramento da técnica de micropropagagio visando a
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aumentos na velocidade de prolifera¢iio e da capaci-
dade de enraizamento, assim como o aumento da
sobrevivéncia durante a aclimata¢do, € de suma
importancia para a viabilizagdo econdmica na pro-
ducdo de mudas. O porta-enxerto ‘Marubakaido’,
espécie selvagem de origem japonesa, vem desper-
tando grande interesse entre os produtores e pesqui-
sadores devido a sua alta adaptabilidade e resisténcia
a Phytophthora. Entretanto, apesar de mostrar um
bom indice de enraizamento in vitro, apresenta suas
raizes de baixa qualidade, prejudicando o seu de-
sempenho durante a aclimatagio.

A rizogénese depende das interagdes entre
os fatores endégenos, como fitohormdnios, cofato-
res, nutrientes, fase de desenvolvimento da planta
mée, e os fatores ambientais, como a temperatura,
luz e umidade, entre outros (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990).

Auxinas e citocininas sfo exigidas em
propor¢oes adequadas para a formagdo de brotos ou
raizes adventicias, as quais variam com as diversas
espécies vegetais. Os tipos e as concentragbes de
auxinas sfio as varidveis que, em geral, mais influen-
ciam o enraizamento (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1990). Para o enraizamento in vitro da
macieira, a auxina mais utilizada é o dcido indolbuti-
rico (AIB). Concentra¢oes de AIB, variando de 1 a
3mg/l, sdo freqlientemente utilizadas, conforme
relataram diversos autores (WERNER & BOE,
1980; SRISKANDARAJAH et al., 1982).

ZIMMERMAN (1984) afirma que a me-
thor concentragdo de auxina é a minima necessdria
para proporcionar uma iniciagdo radicular satisfaté-
ria, desde que esta possibilite o maior crescimento e
desenvolvimento das raizes sem a formacdo de calo.
No entanto, mesmo em baixas concentracoes, a
presencga da auxina durante todo o periodo de enrai-
zamento pode tornar-se prejudicial ac desenvolvi-
mento das mesmas.

A luz geralmente tem um efeito negativo
sobre a formagdo de raizes. As plantas mantidas no
escuro (estioladas) enraizam com maior facilidade
que as crescidas diretamente na luz (HARTMANN
et al., 1990). Este comportamento também é obser-
vado sob condi¢des de cultivo in vitro. O estiola-
mento causa uma série de modificacGes anatdmicas
e fisiologicas, como a reducio das fibras do floema,
promogdo do alongamento da parede celular e au-
mento dos tecidos indiferenciados do parénquima.
Alteragbes bioquimicas também sdo induzidas pelo
escuro, como o aumento do nivel de auxinas e cofa-

tores na zona de estiolamento, sendo consideradas ~

favordveis ao enraizamento. Entretanto, existem
duvidas sobre a ligagdo direta entre estruturas histo-
anatdmicas e rizogénese (PIERIK, 1990).

Segundo QUOIRIN & LEPROIVE (1977)
houve um aumento na percentagem do enraizamento
quando as brotacdes de Prunus cerasus foram man-
tidas no escuro durante os primeiros nove dias da
fase de enraizamento. WELANDER (1983), traba-
lhando com o porta-enxerto de macieira M26, obte-
ve maior enraizamento quando os explantes foram
mantidos no escuro durante os primeiros cinco dias
do periodo de enraizamento. No entanto, resultados
discrepantes foram observados por DAMIANO et
al., (1991) ao trabalharem com a cultivar de amen-
doeira ‘Fascionello’, que enraizou somente quando
foi submetida ao escuro durante todo o processo de
enraizamento.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o
efeito do escuro e do contato das brotagdes com
auxina por um periodo reduzido, com a finalidade de
melhorar a qualidade do enraizamento in vitro do
porta-enxerto ‘Marubakaido’, visando-se, assim, a
obten¢do de maior nimero de mudas deste porta-
enxerto.

MATERIAIS E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratd-
rio de Cultura de Tecidos da EMBRAPA-CPACT,
Pelotas, RS. Utilizaram-se brotacdes com 1,5 a
2,0cm de comprimento do porta-enxerto ‘Maru-
bakaido® oriundas do processo de multiplicacdo in
vitro. O meio utilizado continha as vitaminas e sais
de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) reduzidos
pela metade, acrescidos de 100mg/l de mio-inositol,
30g/1 de sacarose e 6g/l de dgar. O pH foi ajustado
para 5,9 antes da autoclavagem. Avaliou-se trés
periodos (2, 4 e 6 dias) de permanéncia dos explan-
tes no escuro e trés concentragdes (0,0; 1,0 e 3,0uM)
de AIB. Aproximadamente, 40ml de meio foram
distribuidos em frascos de 250ml. Ao se fazer a
transferéncia dos explantes do escuro para a luz, os
tratamentos foram colocados em novo meio, sem a
presenca de AIB, sendo acondicionados em sala de
crescimento sob condigdes de 25 + 2 °C, 16 horas de

_fotoperiodo e luminescéncia em torno de 2.000 lux,

permanecendo 21 dias em meio de cultura. As varia-
veis analisadas foram: percentagem de enraizamen-
to, ndmero e comprimento de raizes, intensidade de
formagdo de calo (foram atribuidas notas de 0 a 3,
sendo 0 a auséncia de calo e 3 a intensidade maxima
de formacdo) ¢ 4drea foliar. Os dados referentes a
percentagem foram transformados em arcoseno; as
varidveis numéricas foram transformadas para raiz
quadrada; as notas referentes ao calo foram trans-
formadas para logaritmo. O delineamento experi-
mental foi o de blocos casualizados com seis repeti-
¢Ges. Cada repeticdo constou de um frasco com 10

Ciéncia Rural, v. 28, n. 3, 1998,



Uso do dcido indolbutirico e do escuro no armazenamento in vitro do porta-enxerto de macieira 'Marubakaido' 389

brotacdes. As varidveis foram analisadas através da
andlise de regressao linear, complementando a andli-
se da variacdo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo mais baixa de AIB, bem
como a sua auséncia, reduziram a percentagem de
enraizamento de acordo com os aumentos nos perio-
dos de escuro. Para o nivel mais elevado de AIB nao
foram observadas diferencas no enraizamento para
todos os periodos de escuro, apresentando um indice
de enraizamento superior a 80% (Figura 1).

Em todos os tratamentos houve um in-
cremento no numero de raizes por explante, para os
aumentos do periodo de escuro (Figura 2).

Nao foram observadas diferencas signifi-
cativas para o comprimento das raizes e formagao de
calo (Tabela 1). Porém, houve formagdo de raizes
bem desenvolvidas, com formacdo de calo somente
na cicatrizacdo do corte, 0 que proporcionou um
otimo padrao das plantulas. GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1990) citam que a toxidez da auxina,
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[Figura 1 - Percentagem de enraizamento final do porta-enxerto
‘Marubakaido™ em fung¢do dos periodos de escuro e as
concentragoes (1 0, ® 10 e ® 30 uM de AIB.
EMBRAPA-CPACT. Pelotas. RS. 1996.

Tabela 1 - Médias para o comprimento de raizes e intensida-
de de formagdo de calo na base de brotacdes do
porta-enxerto ‘Marubakaido’, para os niveis de
AIB. EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS. 1996.

Concentracoes  Compr. das Int. de formacio
de AIB (uM)  raizes (cm) de calo

0,0 2934 " 00 a

1,0 3,08a 0,28 a

3,0 341a 035a

OV (%) 11,30 9,20

* Médias ndo seguidas por letras iguais diferem pelo teste de
Duncan a nivel de 1% de probabilidade.

durante o enraizamento, pode manifestar-se na fase
de alongamento das raizes, o que impede o cresci-
mento das mesmas. Este efeito foi demonstrado,
utilizando-se este mesmo porta-enxerto, no qual as
brotagdes permaneceram em contato com o AIB (1 a
3uM) durante todo o periodo de enraizamento in
vitro, havendo intensa formacao de calo na base dos
explantes, prejudicando o desenvolvimento das
raizes e o alongamento da parte aérea (ZANOL,
1996). Observou-se, neste experimento, que a trans-
feréncia das brotagdes para meio, sem a presenca de
auxina, pode reverter estes efeitos prejudiciais. Estes
resultados estdo de acordo com os encontrados por
ZIMMERMAN & BROOME  (1981) e
WELANDER (1983) e, mais recentemente por
LOPES et al. (1992). Entretanto, esta metodologia
ndo pode ser generalizada, pois ZIMMERMAN
(1984), trabalhando com varias cultivares de maciei-
ra, verificou diferencas significativas no enraiza-
mento entre estas cultivares.

Outros importantes efeitos da transferén-
cia para meio, sem a presenca de auxina e dos perio-
dos de exposicdo ao escuro, foram observados na
area foliar média por explante e na percentagem de
sobrevivéncia. Houve um incremento gradual da
area foliar com o aumento da concentracao de AIB
e dos periodos de escuro, mostrando um efeito linear
positivo. A concentracdo mais elevada desta auxina
promoveu o aumento mais significativo da drea
foliar, independente dos periodos de escuro (Figura
3). Maiores percentagens de sobrevivéncia também
foram obtidas com aumentos na concentracdo de
AIB e periodos de escuro (Figura 4).

Verificou-se que, apesar do escuro, na au-
séncia e menor concentragdo de AIB, promover uma
leve diminui¢do do enraizamento, mostrou-se favo-
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Figura 2 - Numero de raizes de brotagdes do porta-enxerto ‘Ma-
rubakaido’ para os periodos de escuro e as concentra-
¢oes de AIB O 0,0; ® 1,0; ® 3.0 uM. EMBRAPA-
CPACT, Pelotas, RS. 1996.
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Figura 3 - Area foliar das brotagdes do porta-enxerto ‘Maru-
bakaido’ para 002, M 4 ¢ @ 6 dias de escuro para o0s
niveis de AIB, apés 21 dias de inoculagdo.
EMBRAPA-CPACT. Pelotas. RS. 1996.
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Figura 4 - Percentagem de sobrevivéncia das plantulas do porta-
enxerto ‘Marubakaido’ para 0 2, @ 4 e @ 6 dias de
escuro para os niveis de AIB, apds 45 dias em casa de
vegetagao. EMBRAPA-CPACT, Pelotas, RS. 1996.

ravel, devido ao significativo aumento da drea foliar
e, conseqiientemente, maior percentagem de sobre-
vivéncia das plantulas em casa de vegetagc@o. Resul-
tados semelhantes foram obtidos por RUGINI et al.
(1988) ao produzirem plantulas de pessegueiro e
amendoeira com melhor qualidade, através do acon-
dicionamento das brota¢des por um breve periodo de
escuro. Trabalho recente, conduzido por YEO &
REED (1995), demonstrou que o enraizamento de
brotagdes, oriundas de trés espécies de porta-enxerto
de Pyrus, consideradas dificeis de enraizar, foi favo-
recido quando submetidas a uma semana de exposi-
¢do ao escuro. Porém, a transferéncia das brotacoes
para meio sem fitorreguladores possui uma desvan-
tagem, pois aumenta o trabalho em laboratério, visto
que, além de uma etapa adicional, esta operacdo
requer a manipulacdo individual dos explantes
(MAENE & DEBERGH, 1987). No entanto, pode
apresentar como vantagem, a redu¢do no tempo para
o estabelecimento da plantula em casa de vegetacdo
devido as plantulas apresentarem melhor qualidade.

CONCLUSOES

A exposicao das brotacdes do porta-enxerto
‘Marubakaido’ ao escuro e dcido indolbutirico, com
posterior transferéncia destas para meio sem regula-
dores de crescimento, aumenta a qualidade do enrai-
zamento in vitro. Melhor qualidade das plantulas
produzidas € obtida através da exposicdo das brota-
¢oes a 3uM de acido indolbutirico e um periodo de
seis dias de exposicao ao escuro.
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