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ENRAIZAMENTO EX VITRO E ACLIMATIZACAO DO
PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA M.9'

ENIO LUIZ PEDROTTI2, JOSE AFONSO VOLTOLINI

RESUMO - A micropropagacido pode ser utilizada para a produgao deste porta-enxerto; no entanto, o enraizamento ¢ a aclimatizagio
sdo pontos de estrangulamento para o uso comercial desta tecnologia. O presente trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar
diferentes niveis de acido indolbutirico (AIB) no enraizamento ex vifro ¢ aclimatizacdo simultanea do porta-enxerto de macieira
‘M.9’. As bases das miniestacas oriundas do processo de multiplicagao in vitro, com 2,5 a 3 cm de altura e dois pares de folhas, foram
imersas em AIB nas concentra¢des de 0; 500; 1000 e 1500 mg.L!, por 10 segundos. Apds, foram transferidas para bandejas de isopor
com células contendo 50mL do substrato casca de arroz carbonizada + vermiculita (1:1, v/v). As bandejas foram mantidas durante 30
dias em caixas plasticas cobertas com tampas de vidro para manter o ambiente com alta umidade. Os melhores resultados para a
percentagem de enraizamento (82 ¢ 84%) foram obtidos nos tratamentos com 500 e 1000 mg.L-1 , respectivamente. O comprimento
das raizes nao foi afetado pelos tratamentos aplicados, apresentando média de 4,2 cm. As concentragdes maiores de AIB determinaram
acréscimos lineares no nimero de raizes emitidas. Para avaliar a aclimatizagdo, as plantas foram transferidas para casa de vegetagdo,
em bandejas de isopor com alvéolos maiores, contendo o substrato Plantmax® (Eucatex, Sdo Paulo, BR) durante 45 dias. Os maiores
indices de sobrevivéncia das mudas ap6s o transplante para embalagens comerciais (95%) foram obtidos com 500 mg.L' de AIB; no
entanto, as concentragdes de AIB empregadas na indugio a rizogé€nese ndo modificaram o nimero e comprimento das raizes, nimero
de folhas e altura das plantas.

Termos para Indexacio: Malus pumila, micropropagagao, substrato, acido indolbutirico

EX VITRO ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF M.9 APPLE ROOTSTOCK

ABSTRACT - The M.9 rootstock is utilized in high-density apple orchards due to the low height of the plants, which facilitates care
during cultivation and picking. Micropropagation can be utilized for its mass propagation, although rooting and acclimatization are
impediments for the commercial use of this technology. This study was conducted in order to evaluate different levels of indolebutyric
acid (IBA) in ex vitro rooting and simultaneous acclimatization of M.9 apple rootstock. The bases of the shoots resulting from the in
vitro multiplication process, 2.5 to 3 cm in height and with two pairs of leaves, were immersed in concentrations of IBA of 0; 500;
1000 and 1500 mg.L", for 10 seconds and placed in Styrofoam trays with cells containing 50 ml of substrate containing carbonized
rice husks + vermiculite (1:1, v/v). For 30 days the trays were kept in plastic boxes covered with glass tops to keep the environmental
humidity high. The higher percentages of rooting (82 and 84%) were obtained in the treatments with 500 and 1000 mg.L", respectively
The length of the roots, with an average of 4.2 cm, was not affected by the treatments applied. After this evaluation, the plants were
cultivated in a greenhouse for 45 days, in containers with the substrate Plantmax® (Eucatex, Sdo Paulo, BR). The levels of IBA utilized
in the thyzogenesis induction did not modify the number and the length of the roots or the number of leaves and the height of the plants
although the highest survival of the plantlets after transplant to commercial packages (95%) was obtained with 500 mg.L-'of IBA.

Index terms: Malus pumilla, micropropagation, substrate, indolbutiric-acid

INTRODUCAO

O Estado de Santa Catarina produziu 480 mil toneladas
de macas na safra 99/00, totalizando 60% da produgao nacional
(ICEPA, 2000). Os tratos culturais, o sistema de conducdo e a
alta qualidade genética e fitossanitaria das mudas utilizadas sdo
fatores determinantes para o aumento da produtividade. Neste
contexto, a alta densidade de plantio dos pomares exige porta-
enxertos ananizantes e, conseqiientemente, grande quantidade
de mudas por unidade de area. O porta-enxerto M.9 é o mais
utilizados no Estado em pomares de alta densidade devido ao
porte reduzido das plantas, o que facilita 0 manejo dos pomares.

A micropropagacdo de macieira ¢ uma técnica
empregada para a obtengdo e producdo massal de plantas livres
de virus. Entretanto, um dos pontos limitantes desta técnica sdo
o0 enraizamento e a aclimatizacdo das plantas micropropagadas
(Sutter, 1988). Para Collet & Lé& (1987) e Alvarez et al. (1989),
a propagacao clonal in vitro de espécies lenhosas ¢ dificultada
principalmente porque muitas delas ndo produzem raizes. O
gendtipo da planta determina diferentes respostas nos diferentes
estagios da micropropagagao (Harbage e Stimart, 1996) e/ou no
enraizamento (Marks, 1991; Haissig etal., 1992). Essas respostas
dependem da condicao fisiologica dos explantes e das condi¢des
ambientais utilizadas.
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O enraizamento ¢ uma etapa realizada classicamente in
Vitro (Alvares et al., 1989; Harbage & Stimart, 1996; De Klerk
etal., 1997), aumentando, contudo, os custos de producao (Ferri
et al., 1998). Além disto, as raizes produzidas in vitro ndo
sobrevivem ap0s a transferéncia das plantas para o estagio de
aclimatizagdo (McClelland et al.,1990). Para a maioria das
espécies, ao enraizamento, € necessaria a presenca de uma auxina
no meio de cultura, na fase de indugdo (De Klerk et al., 1995). A
quantidade a ser adicionada no meio de cultura depende das
concentra¢des endogenas de auxinas do explante utilizado (James
e Thurnbon, 1981; Blakesley et al., 1991).

J& o enraizamento ex vitro reduz o custo de produgdo
das mudas (Debergh e Maene, 1981), podendo viabilizar, técnica
e economicamente, o processo de micropropagacao.

Para a sobrevivéncia das mudas no estagio de
aclimatizacdo, é necessario que estas produzam novas raizes em
substratos porosos, com condi¢des fisicas e nutricionais
adequadas. Simultaneamente, a planta deverd desenvolver
mecanismos de controle de transpira¢do e condutincia estomatica
(Diaz-Perez et al., 1995), ativar os mecanismos de controle de
perda de agua pelas células (Sutter, 1988) e aumentar a taxa
fotossintética em condigdes de atmosfera mais rica em CO,
(Vantelgen et al., 1992). A baixa luminosidade e alta umidade
relativa nos frascos de cultura in vitro dificultam o
estabelecimento de condic¢des autotréficas normais para algumas
espécies, quando transferidas para as condigdes ex vitro.

O objetivo deste trabalho foi quantificar as respostas
ao enraizamento e a aclimatizacdo de miniestacas do porta-
enxerto de macieira M.9, em diferentes concentragdes de acido
indolbutirico.

MATERIAL E METODOS

Cultivo in vitro

Os meristemas foram retirados de plantas matrizes do
porta-enxerto M.9 mantidas em casa de vegetacao. Os meristemas
foram introduzidos em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), e
as brotagdes produzidas foram repicadas para o meio MS com
1,1uM de 6-benzilaminopurina (6-BAP), 100 mg.L"' de mio-
inositol, 30g.L! de sacarose e 6g.L! de agar. Para o estagio de
micropropagacao, foram empregados 50 mL de meio de cultura
em frascos com capacidade de 300 mL, autoclavados durante
20 minutos a 121°C. Os frascos foram mantidos em camara de
crescimento com temperatura de 271+2°C, fotoperiodo de 16 horas
com intensidade luminosa de 50 pmol.m2.s..

Enraizamento e aclimatizacio

As miniestacas de 2,5 a 3 cm de comprimento, com
dois pares de folhas, foram preparadas a partir de plantas
micropropagadas repicadas in vitro a cada 45 dias. A inducdo
ao enraizamento foi efetuada submergindo 10 mm da base das
miniestacas durante 10 segundos, em diferentes concentracdes
de acido indolbutirico (0; 500; 1000 ou 1500 mg.L"). Em
seguida, as miniestacas foram transferidas para bandejas de
isopor com células com capacidade de 50 mL do substrato,
composto por casca de arroz carbonizada e vermiculita média
1:1 (v/v.). As bandejas foram colocadas dentro de caixas plasticas
com uma lamina de 4gua de 5 mm, para manter elevada a umidade

relativa do ar. As caixas foram cobertas com uma lamina de vidro,
conforme metodologia descrita por Pedrotti (1993). Durante 30
dias, essas caixas foram mantidas em camara de aclimatizagao
com temperatura de 27+2°C, fotoperiodo de 16 horas e
intensidade luminosa de 75 umol.m2.s™'. Apds esse periodo, as
plantas foram avaliadas quanto ao percentual de enraizamento,
nimero e comprimento das raizes.

Crescimento das mudas apés a aclimatizacio

Apos a avaliagdo do enraizamento, as plantas foram
transferidas para bandejas de isopor alveoladas (Codigo 12-72)
com células contendo 150 mL de substrato comercial Plantmax®
(Eucatex, Sao Paulo, BR). As bandejas foram mantidas por 45
dias em casa de vegetacdo com temperatura de 25+4°C. A
irrigacao foi realizada por aspersdo, sendo que a quantidade de
agua foi adicionada em funcdo das perdas provocadas por
evapotranspiragdo, medida em minitanque Classe A.

Ao final desse periodo, as plantas foram avaliadas
quanto ao percentual de sobrevivéncia, nimero, comprimento
(cm) e peso da matéria seca das raizes (mg.planta™), bem como
a altura de plantas (cm), numero de folhas e peso da matéria
seca da parte aérea (mg.planta™).

Para os dois experimentos, o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com 4 repeti¢des, com
11 miniestacas por repeti¢ao. Os resultados foram submetidos a
analise de variancia e regressdo polinomial, sendo que os dados
de percentagem foram transformados em arc.senVx/100,
conforme Sokal e Rohlf (1995). Para a comparag@o de médias,
foi utilizado o teste de Duncan, a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Enraizamento e aclimatizacio

As maiores percentagens de enraizamento (82 e 84%)
foram observadas nas miniestacas tratadas com 500 e 1000 mg.L-
' de AIB, respectivamente (Tabela 1). O menor percentual de
enraizamento (30%) foi obtido com 1500 mg.L"' de AIB. As
miniestacas que ndo receberam AIB, apresentaram enraizamento
de 64%, porém significativamente inferior aos observados com
AIB 500 ou 1000 mg.L"- As miniestacas-controle produziram
em média 3,5 raizes, valores esses inferiores aqueles obtidos
nas miniestacas que receberam AIB. Nos tratamentos com 500;
1000 e 1500 mg.L-' de AIB, o numero de raizes emitidas variou
de 6 a 8, nao diferindo estatisticamente entre si. O comprimento
das raizes variou de 3,5 a 4,7 cm, sem haver, no entanto,
diferencas significativas entre as concentragdes de AIB utilizadas.

As altas percentagens de enraizamento ex vitro, obtidas
neste trabalho, evidenciam que a concentragdo de AIB
recomendada para o enraizamento deste porta-enxerto esta entre
500 e 1000 mg.L'. Concentragdes superiores a 1000 mg.L!
parecem inibir a percentagem de enraizamento, indicando um
possivel efeito de fitotoxidez, como foi verificado por Nachtigal
(1994). Os resultados obtidos foram superiores aos de James e
Thurnbon (1981), que obtiveram 45% de enraizamento deste
porta-enxerto, quando utilizaram fluroglucinol no meio de
cultura. Possivelmente, as condi¢gbes de indugdo in vitro,
utilizadas por estes autores, dificultaram a absor¢@o da auxina,
como constatado por Harbage et al. (1998). Além disto, a
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intensidade luminosa da cadmara de crescimento pode ter
contribuido para inativar parte da auxina contida no meio
gelatinoso utilizado por James e Thurnbon (1981). A auséncia
de luz na base da miniestaca também deve ter favorecido a
indugdo e o crescimento das raizes, pois Khosh-khui e Sink
(1982) obtiveram aumento no enraizamento de roseiras quando
submeteram a base das estacas a auséncia de luz. Da mesma
forma, para pereira (Wang, 1991) e macieira (Fortes e Leite,
1993; Zanol, 1996), foi evidenciado que a auséncia de luz
favoreceu a indu¢do de raizes na base das estacas. Além da
auséncia de luz , a maior porosidade ¢ aeragdo dos substratos
utilizados podem ter favorecido a induc¢@o, a diferenciacdo e o
crescimento de raizes, como foi observado por Jay-Allemand et
al. (1992), trabalhando com indu¢do ao enraizamento de
miniestacas de Juglans regia.

No presente trabalho, o AIB em 1000 mg.L"' ndo
aumentou a percentagem de enraizamento em relagdo a 500 mg.L-
!, enquanto, acima de 1000 mg.L"!, esta foi reduzida a 30 %
(Tabela 1). Estes resultados podem estar relacionados com os
teores endogenos de auxinas que foram produzidas por gemas e
folhas jovens, como sugerem Hartmann et al. (1997), pois mesmo
sem aplicacdo de AIB na base das miniestacas, as percentagens
de enraizamento do "M.9" foram de 64 %, superiores aos obtidos
por James e Thurnbon (1981). As condigdes experimentais
podem ter determinado o padrdo de divisdo celular e do
crescimento das raizes independentemente da concentragdo de
AIB aplicada, pois as plantas ndo apresentaram diferengas no
comprimento das raizes 30 dias apds a indug@o. Concentragdes
de 1500 mg.L' de AIB podem ter determinado um efeito
fitotoéxico no tecido da base das miniestacas, diminuindo
drasticamente a percentagem de enraizamento (Tabela 1) e
aumentando a mortalidade das plantas (Tabela 2).

A exposi¢@o das miniestacas as concentragdes de 500 e
1000 mg.L! de AIB por 10 segundos foi suficiente para a indugéo
de primordios radiculares e crescimento das raizes sem a
formagdo de calos na base das miniestacas. Estes resultados
sugerem que a desdiferenciagdo ¢ a inducdo a divisdo celular
para a formagdo de um maior nimero de primordios radiculares
sdo dependentes da aplicacdo exdgena desta auxina. Periodos
maiores de exposi¢do a concentragdes elevadas de auxina podem
ocasionar aumento da oxidagdo (James ¢ Thurbon, 1981) e da
atividade da peroxidase, reduzindo as concentragdes endogenas
de acido indolilacético (Harbage et al., 1998). Isso pode explicar,
em parte, a redugdo no enraizamento das miniestacas que
receberam 1500 mg.L!' de AIB. Os resultados obtidos com o
tempo de exposicao ao AIB, por 10 segundos, parecem confirmar
os resultados de Jarvis et al. (1983) que observaram um aumento
na sintese de RNA, no periodo de 20 horas apos a aplicagdo de
auxina exogena, o que corresponde as primeiras divisdes
celulares. Desta forma, ndo sdo necessarios longos periodos de
exposi¢cdo ao AIB, como foi utilizado por James e Thurbon
(1981), e Harbage et al. (1998).

Os valores do comprimento das raizes formadas néo
diferiram estatisticamente entre si em fungdo das concentragdes
de AIB utilizadas, possivelmente porque a auxina aplicada, atua
mais sobre a indugfo ao enraizamento do que sobre o crescimento
das raizes. Possivelmente, o crescimento depende de condig¢des
fisicas e quimicas do substrato utilizado e das substancias de
reserva que a planta utiliza para a divis@o e elongagdo celular

das raizes.

Crescimento apos a aclimatizacio

Apds 45 dias da repicagem das plantas enraizadas e
aclimatizadas para as bandejas alveoladas contendo 150 ml de
substrato Plantmax®, a sobrevivéncia das plantas variou de 70 a
95% (Tabela 2). Os outros pardmetros nao foram influenciados
pela concentracdo de AIB utilizada no enraizamento. Para este
periodo de crescimento em casa de vegetacdo, o comprimento
das raizes variou de 11,3 a 12,5 cm, mostrando grande
uniformidade apesar das diferentes concentragdes de auxina
utilizadas na fase de inducdo. Este resultado pode indicar que
este ¢ o padrdo de crescimento das raizes do porta-enxerto M.9
enraizado e aclimatizado segundo a metodologia utilizada neste
trabalho. A mesma tendéncia foi observada na altura das plantas
e no numero de folhas emitidas ap6s 45 dias de crescimento em
casa de vegetacdo. Para este periodo de cultivo, ndo houve
diferencas significativas em func¢do das concentracdes de AIB
utilizadas na fase de indugdo ao enraizamento.

Com relagdo a matéria seca produzida pelas raizes e
parte aérea das plantas, as curvas de regressdo mostram um
comportamento quadratico, atingindo os maiores valores quando
as miniestacas receberam concentragdes entre 500 e 1000 mg.L-
'de AIB (Figura 1). A maior produgio de matéria seca coincidiu
com os tratamentos que apresentaram as maiores percentagens
de enraizamento. No entanto, considerando os melhores
resultados de enraizamento (82%) e a maior sobrevivéncia das
plantas aos 45 dias apos o transplante para a casa de vegetacao
(95%), a concentragdo de 500 mg.L™! foi a mais efetiva para este
porta-enxerto.

Os dados obtidos mostram que a inducdo ao
enraizamento realizado ex vitro, concomitante com a fase de
aclimatizacdo, pode ser favoravel a produ¢@o do porta-enxerto
M.9. A principal vantagem deste processo ¢ a superacdo das
limitagdes impostas pelo enraizamento in vitro, realizado por
James e Thurbon (1981), Harbage et al. (1998) e Ferri et al.
(1998), pois as raizes produzidas in vitro ndo sao funcionais apos
sua transferéncia para casa de vegetagdo (McClelland et al.,
1990). Além disso, segundo Sutter (1988), quando transferidas
para a aclimatizagdo, as plantas enraizadas in vitro sdo submetidas
a uma condi¢do de alta transpiracdo que, associada a alta
condutividade hidrica, provoca baixa funcionalidade ou auséncia
de controle sobre o fechamento dos estdmatos. Esta condi¢ao
provoca altas taxas de mortalidade, o que ndo foi observado no
presente trabalho. O sistema utilizado neste trabalho permite um
grande controle sobre as condi¢des de umidade nos recipientes
de aclimatizagdo, diminuindo as perdas de 4gua por evaporacao
e garantindo, com isto, altas percentagens de enraizamento,
aclimatizacdo e sobrevivéncia deste porta-enxerto apds sua
transferéncia para a casa de vegetacao.

As plantas enraizadas e aclimatizadas simultaneamente
apresentaram grande numero de raizes secundarias (Figura 2), o
que aumenta a superficie radicular e o volume de substrato
explorado. Como conseqiiéncia, aumenta a necessidade de dgua
e nutrientes para o rapido crescimento inicial das plantas,
podendo viabilizar o uso desta tecnologia para a produgdo de
porta-enxertos de macieira em escala comercial.

Esta metodologia permite diminuir os custos de
producdo das mudas, visto que, para a fase de enraizamento,
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TABELA 1 - Enraizamento, nimero ¢ comprimento de raizes de miniestacas do porta-enxerto de macieira M.9 (Malus pumila),
tratadas com AIB e submetidas ao enraizamento ex vitro, em substrato composto por casca de arroz carbonizada e
vermiculita média 1:1 (v/v), por um periodo de 30 dias.

AIB Enraizamento Niamero de Comprimento das
(mg.L™" (% ) raizes raizes (cm)

0 64 b 3,5 b 3,5 a
500 82 a 6,0 a 4,1 a
1000 84 a 6,0 a 4,5 a
1500 30 c 8,0 a 4,7 a

C.V.(%) 18,2 15,5 14,4

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas nao diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%.

TABELA 2 - Sobrevivéncia, nimero e comprimento de raizes, altura das miniestacas e numero de folhas do porta-enxerto de macieira
M.9 (Malus pumila), submetidas ao enraizamento ex vitro, em diferentes concentragdes de AIB, aos 45 dias apds a

repicagem para o substrato Plantmax®

AIB Sobrevivéncia Nuimero
(mg.L™') das plantas (%) de raizes
0 85 b 10 a
500 95 a 11 a
1000 70 ¢ 16 a
1500 73 ¢ 20 a

C.V.(%) 14,3 21,5

Comprimento Altura das Nuiumero
das raizes miniestacas de folhas
(cm) (cm)
12,0 a 5,3 a 7,0 a
12,5 a 6,3 a 8,0 a
11,6 a 6,9 a 7,0 a
11,3 a 6,9 a 8,0 a
12,1 17,3 12,2

Médias seguidas de mesmas letras nas colunas néo diferem significativamente pelo teste de Duncan a 5%.
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FIGURA 1 - Producdo de matéria seca (MS) da parte aérea e

das raizes de plantas micropropagadas do porta-
enxerto de macieira M.9 (Malus pumila), aos 45
dias apés a repicagem para substrato Plantmax®,
em fun¢do de diferentes concentragdes de AIB
utilizadas para o enraizamento ex vitro.

FIGURA 2 - Arquitetura do sistema radicular de miniestacas
do porta-enxerto de macieira M.9 (Malus pumila),
30 dias ap6s a indugdo ao enraizamento ex vitro, e
aclimatizacdo em substrato composto por
vermiculita média e casca de arroz carbonizada

1:1 (v/v). Barra = 0,5 cm.
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ndo € necessario utilizar meios de cultura e salas de crescimento
assépticas, mao-de-obra especializada para repicagens em capela
de fluxo laminar, além de outros custos fixos de um laboratério
de cultura de tecidos. Com enraizamento ex vitro, ¢ possivel
diminuir em, no minimo, 50% os custos finais de produgédo in
vitro de uma planta deste porta-enxerto.

CONCLUSOES

Nas condigdes em que os experimentos foram
realizados, pode-se concluir que:
1 - As maiores percentagens de enraizamento ex vitro para o
porta-enxerto de macieira M.9 sdo obtidas com 500 e 1000 mg.L-
'de AIB.
2 - A concentragao de 500 mg.L!' de AIB ¢é a mais efetiva para o
enraizamento e sobrevivéncia das plantas, aos 45 dias apos o
transplante em casa de vegetagao.
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