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RESUMO

HOFFMANN, Alexandre. Enraizamento e aclimatizagio de mudas
micropropagadas dos porta-enxertos de macieira ‘Marubakaido’ e
*M-26°. Lavras: UFLA, 1999. 240p. (Tese — Doutorado em Agronomia). -

O presente trabalho teve como objetivo estudar alguns dos fatores
envolvidos no enraizamento e na aclimatizagio de mudas dos porta-enxertos de
macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26’, visando o aumento do rendimento na produgio
de mudas através da micropropagagio. Foram realizados varios experimentos na
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG), os quais foram agrupados em
cinco capitulos, abordando o uso de diferentes substratos no enraizamento in
vitro e na aclimatizaggo, o efeito da sacarose no enraizamento e aclimatizagdo, a
avaliagiio de técnicas de pré-aclimatizagdo, o estudo de fatores que afetam o
enraizamento ex vitro e a avaliagdo do crescimento de mudas durante e apds a .
aclimatizagdo. O agar como substrato de enraizamento in vitro (indugio ou
desenvolvimento de raizes) e o Plantmax como substrato para aclimatizacio
proporcicnaram os melhores resultados. A sacarose, em concentragdes de 10-30
gL' no meio de enraizamento, favoreceu a formagdo de raizes in vifro, mas
elevadas concentragdes (45-60 g.L™') aumentaram a sobrevivéncia e o crescimento
durante a aclimatiza¢io. O aumento da sobrevivéncia e do crescimento das mudas
durante a aclimatizagdo foi obtido mantendo-se as mudas a 5°C durante 4 ou mais
dias e tratando-as com 28-33 mg.L" de GA;. Pdde-se obter em tomo de 70% de
. brotagbes enraizadas ex vitro de ‘Marubakaido’ utilizando-se AIB a 36 mg.L"/16
horas ou 300 mg.L"/15 segundos em bandejas de espuma fendlica, bem como
com 134,67 mgL'/15 segundos em Plantmax. O pré-condicionamento das
brotagdes em meio com 605 mgL’ de calcio favoreceu o enraizamento das
brotacdes. O enraizamento in vitro em meio com 1,0 mg. L’ de AIB proporcionou
melhores resultados no crescimento das mudas durante a aclimatizagdo em
relagiio ao tratamento por imersdo rapida com 200 mg.L" de AIB. O Plantmax
favoreceu o crescimento da muda durante e apés o enraizamento “ex vitro” e
possibilitou o maior aprofundamento das raizes, em relago a espuma fendlica.

Comité Orientador: Nilton Nagib Jorge Chalfin - UFLA, Lavras, MG
(Orientador), Moacir Pasqual — UFLA, Lavras, MG e Ruben Delly Veiga -
UFLA, Lavras, MG



ABSTRACT

HOFFMANN, Alexandre. Rooting and acclimatization of micropropagated
‘Marubakaido’ and ‘M-26° apple rootstocks. Lavras: UFLA, 1999. 240p.
(Thesis — Doctorate in Agronomy).

The objective of the present work was to study some factors involved in
the rooting and in acclimatization of ‘Marubakaido’ and ‘M-26 apple rootstocks
in order to increase the efficiency of plantlets production through
micropropagation. Several experiments were carried out at the Federal University
of Lavras (Lavras, MG, Brazl), which were described in five chapters,
emphasizing the use of different substrates and the effect of sucrose on in vitro
rooting and acclimatization, the evaluation of pre-acclimatization techniques, the
study of factors affecting ex vitro rooting and the evaluation of the plantlets
growth during and after acclimatization. The use of agar as substrate for in vitro
rooting (induction or development of adventitious roots) and Plantmax for
acclimatization provided the best results. The use of sucrose with concentrations
of 10-30 g L"! in the rooting medium, induced i vitro adventitious root formation
At higher sucrose concentrations (45 - 60 g.L") both survival and growth during
acclimatization were increased. The increase of plantlet survival and growth
during acclimatization was obtained maintaining them at 5°C during 4 or more
days in the presence of 28-33 mg.L"' GA;. Around 70% ‘Marubakaido’ rooted
shoots can be obtained using 36 mg.L™ IBA/16 hours or 300 mg.L""/15 seconds
in phenolic foam trays, as well as 134.67 mg.L"/15 seconds in Plantmax. Shoot
pre-conditioning in medium containing 605 mg.L™ calcium favored shoot rocting.
In vitro rocting in medium supplemented with 1.0 mg.L"? IBA provided better
results for plantlets growth during acclimatization in comparison with the
treatment of rapid immersion in 200 mg.L" IBA. The use of Plantmax favored
plantlet growth during and after ex vitro rooting and provided deeper roots when
compared with the use of phenolic foam.

Guidance Committee: Nilton Nagib Jorge Chalfun — UFLA, Lavras, MG (Major
Professor), Moacir Pasqual — UFLA, Lavras, MG and Ruben Delly Veiga -
UFLA, Lavras, MG



1 INTRODUCAO

A cultura da macieira apresenta grande importancia no cenario fruticola
brasileiro. Nos tltimos 25 anos, a produgiio brasileira evoluiu de forma a atender
a quase toda a demanda intema de magds. Além disso, nos ultimos 5 anos, o
Brasil tomou-se exportador de parte da produgdo nacional. Atualmente, sdo
produzidas no Brasil em tomo de 700.000 t anuais, com tecnologia bastante
avancada, gracas ao esforgo da pesquisa e a aceitagio das novas técnicas pelos
produtores.

Devido as condi¢des climaticas, a pomicultura brasileira apresenta maior
importancia nos estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Paran, além de
uma menor produgio em Sdo Paulo. Embora ndo seja uma regido produtora
expressiva, o Sul de Minas Gerais apresenta caracteristicas edafoclimaticas
favoraveis a adaptagio de cultivares de macieira pouco exigentes em frio, as
quais possibilitam uma produgio mais precoce em relagdo ao Sul do Brasil. Por
outro lado, a proximidade e a facilidade de acesso a grandes centros
consumidores (Belo Horizonte, Sdo Paulo e Rio de Janeiro) traduz-se em grande
vantagem comparativa desta regido.

Um dos requisitos para a elevada produtividade e longevidade dos
pomares é o uso de mudas de alta qualidade. Para que estas mudas sejam
produzidas dentro dos padrdes exigidos por lei e possuam pregos competitivos, é
muito importante que ela seja otimizada, aumentando a capacidade de producgio
dos viveiros e reduzindo o custo unitario da muda. No método convencional, a
macieira é propagada por enxertia de garfagem e o porta-enxerto, por mergulhia
de cepa, a qual, embora seja uma técnica que proporciona elevados percentuais de

enraizamento, acarreta baixo rendimento e intenso uso de mdo de obra,



contribuindo para a elevagdo do custo da muda. A multiplicagio através da

cultura de tecidos, ou micropropagagdo, constitui-se, portanto, em um método™
que pode auxiliar na produgio eficiente de mudas de macieira. A cultura de

tecidos de macieira foi iniciada h4 mais de 30 anos e vem sendo utilizada com

- sucesso e com varios objetivos, desde a produgio de mudas até o melhoramento

genético.

Entretanto, o enraizamento das brotagdes e a aclimatizagio das mudas
produzidas por micropropagacio frequentemente consistem em etapas criticas e
limitantes & aplicagio comercial da micropropagagio, diminuindo o rendimento
da produgdo de mudas. O enraizamento das brotagdes oriundas do cultivo in vitro
¢ afetado por diversos fatores de natureza intema e externa e requer o seu
controle adequado para se obter elevados percentuais de brotagdes enraizadas,
seja in vitro ou ex vitro. Ja a aclimatizag3o, etapa final da micropropagagiio e que
consiste na transferéncia das plantas produzidas in vitro para as condigdes de
casa de vegetacdo e, posteriormente, do pomar, é mencionada na literatura como
a fase mais critica em muitas espécies, pela perda de mudas que acarreta. As
plantas produzidas in vitro apresentam caracteristicas morfo-fisiolégicas que
dificultam a sobrevivéncia no ambiente externo ao laboratério.

Muitos estudos sobre a micropropagagio da macieira ja tdm sido
realizados, possibilitando a elaboragdo de protocolos para diversos genétipos.
Porém, ha algumas lacunas a serem estudadas nestes procedimentos, visando o
aumento do enraizamento, da sobrevivéncia e do crescimento das mudas durante e
apos a aclimatizagdo.

Dentre os diversos porta-enxertos utilizados para a macieira no Brasil , o
porta-enxerto ‘Marubakaido’ € importante pela sua tolerincia a podridio do colo,
viabilizando o seu uso em replantios. Além deste, o porta-enxerto ‘M-26’, pelo



seu efeito ananizante sobre a copa, permite o plantio de pomares em alta
densidade.

Este trabalho teve como objetivo geral estudar alguns dos fatores
envolvidos no enraizamento e na aclimatizagio dos porta-enxertos de macieira
‘Marubakaido’ e ‘M-26, visando o aumento do rendimento na produgdo de
mudas através da micropropagag3o.

2 REFERENCIAL TEQGRICO GERAL

2.1 Porta-enxertos para macieira

Ha diversos porta-enxertos para a cultura da macieira, os quais permitem
a adaptagdo das plantas a diferentes condigdes ambientais. Ferree e Carlson
(1988) citam algumas destas condi¢des, como: profundidade, compactagdo,
temperatura, umidade, textura, sistema de manejo e fertilidade do solo,
temperatura do ar e resisténcia a doengas e pragas. Os porta-enxertos de macieira
mais usados mundialmente s3o plintulas (“seedlings™) de cultivares comerciais
como ‘Delicious’ ou de outras cultivares (‘French Crab’, ‘Antonovka’, ‘Beautiful
Arcade’, entre outras). Porém, especialmente a partir do langamento de porta-
enxertos de origem clonal pela Estagio de East Malling, na Inglaterra, estes
gendtipos multiplicados por via vegetativa tomaram-se de grande importancia na
pomicultura. Na maior parte dos pomares de macieira no Brasil, é utilizado como
porta-enxerto o clone ‘MM 106°, embora outros genétipos apresentem
importincia significativa (Denardi, 1986). Este porta-enxerto, entretanto,

apresenta limita¢des, como a sua pouca tolerdncia a podrid3es de raizes.



Mais recentemente, o porta-enxerto ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia)
surgiu como uma alternativa a essa limitagdo, pela sua tolerdncia a podridio do
colo e excelente desempenho em replantios, por superar satisfatoriamente a
“doenga do replantio”, complexo de doengas, pragas e efeitos alelopaticos que
dificultam o estabelecimento das mudas em areas previamente cultivadas com
macieiras. Por essa razdio, o uso deste porta-enxerto esta se tornando cada vez
mais difundido. Ele caracteriza-se por apresentar porte vigoroso, sistema
radicular abundante, além de apresentar boa tolerancia a solos pouco férteis e a
periodos de estiagem, sendo indicado para plantios em baixa densidade (até 700
plantas/ha) ou para replantios (EPAGRI, 1992).

Na implantagio de pomares em alta densidade (acima de 2000
plantas/ha), é necessario o uso de porta-enxertos de efeito ananizante da copa.
Neste caso, um dos porta-enxertos indicados é o ‘M-26". Na América do Norte,
este porta-enxerto é um dos mais utilizados (Ferree e Carlson, 1988). Segundo
esses mesmos autores, o porta-enxerto ‘M-26’ pertence a série Malling e é
resultante do cruzamento ‘M-16’ x ‘M-9’. Tornou-se popular por conferir 4 copa
caracteristicas de precocidade, efeito ananizante (porte entre 40 a 50% inferior
em relagio ao pé-franco) e produtividade. Porém, apresenta incompatibilidade
com algumas cultivares, ¢ intolerante a condi¢des extremamente imidas do solo e
somente deve ser usado com sistema de suporte (tutoramento) (EPAGRI, 1992).

2.2 Micropropagaciio de porta-enxertos de macieira

A propagacdo vegetativa ¢ essencial para a manutenco dos caracteres
agrondmicos desejaveis do gendtipo, especialmente em porta-enxertos de origem
clonal. Comercialmente, a propagagio de porta-enxertos de macieira é realizada
através de mergulhia de cepa, sendo empregadas as brotages enraizadas para a



enxertia de garfagem. A mergulhia é um método de baixo rendimento que
demanda tempo, mio-de-obra e consideravel espago fisico, além das plantas
ficarem expostas 4 contaminagdo por patogenos, reduzindo a qualidade final da
muda e onerando o seu custo de produgdo (Yui, 1990). Por outro lado, avangos
no plantio de pomares implicam na necessidade de producdo de mudas em alta
quantidade e baixo custo, o que requer o uso de métodos intensivos de
propagacio (Corréa, 1990 e Yui, 1990).

Como outras espécies frutiferas, a macieira pode ser infectada por
diversas doengas causadas por virus. Segundo a EPAGRI (1992), a maioria das
viroses é fatal para o porta-enxerto ‘Marubakaido’, recomendando que se
trabalhe apenas com material propagativo livre de virus.

A micropropaga¢io, ou propagagdo vegetativa in vitro, pode ser itil tanto
na producio de plantas matrizes (cepas) quanto na produgio direta de porta-
enxertos € de mudas das cultivares-copa sem enxertia. Esta técnica proporciona
rapida multiplicagdo a partir de matrizes sadias, as quais sio obtidas por cultura
de meristemas e, portanto, sfo isentas de viroses (Corréa, Pasqual e Yui, 1991).
Plantas matrizes livres de virus sdo fundamentais para a obtengdo de mudas de
boa qualidade. Através da cultura de meristemas, pode-se obter matrizes sadias,
com garantia de estabilidade genética e com elevado rendimento durante o ano
inteiro (Ribas e Zanette, 1992).

A micropropagagdo é eficiente na propagacio de muitos gendtipos de
macieira e fomece material rejuvenescido e isento de contaminagio (Fortes,
1992). Jones, Hopgood e O’Farrel (1977) descrevem métodos que possibilitam a
producio de mais de 60.000 brotagdes do porta-enxerto ‘M-26’ em 8 meses a
partir de uma brotagio apical, sem serem encontradas mutagdes ou
anormalidades nas plantas. Barbosa et al. (1986) estimam que, sob condicSes



ideais de meio de cultura, a partir de 100 explantes podem ser obtidas 500.000
plantas de macieira em 18 meses ou menos, com economia de espaco e de tempo.
Mesmo a macieira sendo uma das espécies lenhosas propagadas com
sucesso através de técnicas de cultura in vitro, tém-se observado respostas
diferenciadas em uma mesma cultivar e entre diferentes cultivares durante as
diversas fases do cultivo (Ribas e Zanette, 1992). Conforme afirmam Peixoto et
al. (1992), para a utiliza¢do eficiente da micropropagagio na produgio de mudas,
devem ser proporcionadas as condi¢3es adequadas, desde a obtengdio do explante
até a aclimatizagdo das mudas, através do uso de técnicas apropriadas para cada
espécie e cultivar, devido a exigéncias peculiares das mesmas quanto aos fatores

que afetam a regeneragdo in vitro.

2.3 Enraizamento de brotac¢des obtidas por cultura de tecidos

A formacdo de raizes adventicias, ou enraizamento, é uma etapa essencial
e muitas vezes limitante para a constitui¢io da muda completa proveniente da
cultura de tecidos (Haissig, Davis e Riemenschneider, 1992). O enraizamento
pode ocorrer in vitro (dentro do frasco de cultura) ou ex vitro (apos a retirada da
brotagdo do frasco de cultura e simultinea a aclimatizagio). Conforme
mencionam Dunstan e Tumer (1984), ha vantagens e desvantagens em ambos os
casos. Quando o enraizamento ocorre in vitro, ha maior sobrevivéncia e
percentual de brotagdes enraizadas, especialmente em espécies de dificil
enraizamento. Porém, implica em uma fase adicional de aclimatizagio apés o
enraizamento. JA o enraizamento ex vitro (ou in vivo) possibilita a ocorréncia
concomitante do enraizamento e da aclimatizagio, proporcionando a reduggio do
tempo de produgio da muda por micropropaga¢io, aumentando a rusticidade e a
qualidade da muda ja durante o seu enraizamento e diminuindo o seu custo de



produgiio (Pierik,1998). Por outro lado, requer facilidade de enraizamento do
material propagativo e ambiente favoravel ao enraizamento/aclimatizagdo.

Independente do método de enraizamento, in Vvifro ou ex vifro, os
principios morfo-fisiologicos relativos a indugdo, formacio e alongamento de
raizes adventicias, s30 0s mesmos.

A formagio de raizes adventicias é resultante da influéncia de fatores
internos e extemos. Entre os fatores internos mais importantes, estdo o balango
hormonal, a condi¢do fisiologica da matriz, a nutrigio, entre outros. Os fatores
externos mais importantes s3o a temperatura, umidade, substrato, pré-
condicionamento e aplicagio de reguladores de crescimento. Ha a necessidade de
definir, para cada genétipo e forma de propagagao, as condigSes mais adequadas
de modo a maximizar o enraizamento.

Segundo Hu e Wang (1983) e Grattapaglia e Machado (1998), a
rizogénese pode ser dividida em trés fases distintas: inducdo, iniciacio e
alongamento. As duas primeiras fases sio dependentes da auxina e a terceira,
inibida pela presenga da mesma. Harbage, Stimart e Evert (1993), estudando a
anatomia da formagdo de raizes adventicias em brota¢des apicais de macieira
‘Gala’, observaram que algumas células do parénquima do floema apresentaram
o citoplasma denso e nucléolo proeminente em um dia apds o tratamento com
AIB; a atividade meristematica no floema intensificou-se apos 2 dias e as células
do parénquima do floema, por mitoses continuas, avangaram em dire¢do ao
cortex apés 3 dias. Os primoérdios de raiz tornaram-se visiveis aos 4 dias apés o
tratamento e, apos 6 dias, houve intensa emissdo de raizes.

A auxina é o horménio mais importante no desencadeamento da
rizogénese e é considerada como fator fundamental no enraizamento de explantes
ou estacas (Margara, 1988). A auxina tem agdo em um curto periodo, nas

primeiras fases da rizogénese, a indugo e a iniciagdo (Moncousin, 1988) e a sua



presenca no meio de enraizamento durante o alongamento das raizes pode inibir o
seu desenvolvimento (George, 1993). Assim, é indicado utilizar-se um meio para
induc¢do do enraizamento, com auxina, e posteriormente, outro isento de auxina,
para desenvolvimento das raizes. Além disso, pode-se fazer o tratamento em
solucdo concentrada de auxina, com a posterior transferéncia para meio de
cultura sem fitorreguladores (Grattapaglia e Machado, 1998).

Moncousin (1988) menciona que a formagdo de raizes adventicias pode
ser dividida nos seguintes estigios: auséncia de fendmenos citolégicos visiveis,
dilatagdo do niicleo das células-alvo, divisSes periclinais do cdmbio, presenga de
areas morfogenéticas radiais, meristemas radiculares intemos e emergéncia das
raizes. Com base em estudos metabdlicos, bioquimicos e enzimiticos, o autor
verificou que o enraizamento é dependente da evolugio na produgiio de etileno,
AlA-livre e orto-dihidroxifendis, bem como da atividade da peroxidase.

Para que ocorra a formagdo de uma muda a partir de uma brotagdo ou
estaca, deve haver um balango adequado entre auxinas e citocininas. O aumento
na concentragio de auxina favorece a iniciagdo radicular, enquanto que o balango
favoravel as citocininas induz a proliferagio de brotagdes (George, 1993). As
auxinas sintéticas utilizadas com maior frequéncia na indugio do enraizamento
sio o acido indolbutirico (AIB), acido naftalenoacético (ANA) e é&cido
indolacético (AIA). Compostos fendlicos também estio envolvidos na rizogénese,
0s quais podem atuar como protetores da auxina ou sinérgicos na sintese de

auxinas e nas fases iniciais da formagéo de raizes.
2.4 Aclimatizaciio de mudas obtidas por micropropagagio

A aclimatizagio € conceituada como sendo a fase ou estigio da

micropropagacdo em que ocorre a transferéncia das mudas produzidas in vitro



para o ambiente natural ou um ambiente de }ransiqéo, como uma casa de
vegetagio ou telado (Debergh e Maene, 1981). Ha controvérsias no uso dos
termos “aclimatagio” e “aclimatiza¢io”. Brainerd e Fuchigami (1981) e George
(1993) definem a aclimatagdo (“acclimation™) como um processo de adaptacido
regulado pela natureza, e aclimatizagio (“acclimatization”) como sendo aquele
controlado pelo homem. Ambos, porém, sfo processos de adaptagdo de um
organismo a uma altera¢io ou mudanga ambiental.

Para muitas espécies, a aclimatizagfio é considerada uma fase critica da
micropropagagio. Segundo Read e Fellman (1985), um dos maiores obstaculos a
aplicagdo pratica dos métodos de cultura de tecidos na propagagio de plantas é a
dificuldade de transferir com sucesso as mudas da condig¢do in vitro para o solo,
devido a grande diferenca entre as duas condigdes ambientais. Segundo Sutter e
Hutzell (1984), a perda de vigor e a subsequente morte devida ao dessecamento
sdo dois sérios problemas que ocorrem com plantas que sdo transferidas das
condi¢des in vitro para a estufa. O sucesso da transferéncia de plantas
micropropagadas para a casa de vegetagio é essencial para um sistema de
micropropagagdo bem sucedido.

Segundo Dunstan e Turner (1984), a aclimatizagdo é constituida de dois
fatores: enraizamento (in vitro ou “in vivo™) e transferéncia para condigdes no-
estéreis com temperatura e umidade controladas. Preece e Sutter (1991) citam que
as técnicas de aclimatizagio podem ser efetuadas durante o cultivo in vitro e apos
a transferéncia das mudas.

Ha diversos fatores envolvidos na aclimatizagio de mudas
micropropagadas e é a interagio e o manejo adequado dos mesmos que ira
condicionar o sucesso deste estagio. O gendtipo, o estresse hidrico, a alteragdo do
metabolismo heterotrofico para autotrofico, a infecgdo por patogenos € o estresse
pela luz sdo alguns dos fatores mencionados na literatura. Segundo Dunstan e



Tumer (1984), os principais fatores que interferem nos resultados da
aclimatizacio de mudas de macieira micropropagadas sio a temperatura,
irrigagéo/umidade do ar e do solo, contaminag3o e a época do ano.

Entretanto, a perda excessiva de gua pelas mudas produzidas in vitro é
apontada como um dos principais fatores. De acordo com Brainerd e Fuchigami
(1981), o estresse hidrico ¢ a principal causa do “choque do transplante” de
plantas produzidas assepticamente. A perda de agua é maior em plantas
produzidas in vitro do que em plantas ji aclimatizadas ou mantidas em casa de
vegetac3o. Este estresse hidrico é devido principalmente a pequena quantidade de
cera epicuticular e ao lento mecanismo de fechamento e abertura dos estématos.
A quantidade de cera epicuticular encontrada em plantas sob condiges in vitro
chega a ser de 25% do total encontrado em plantas sob casa de vegetacgao,
embora a presenca de cera epicuticular nfo seja um indicativo suficiente da
sobrevivéncia das plantas na aclimatizagio (Sutter, 1988 e Preece e Sutter,
1991). Segundo estes autores, a alta umidade relativa do ar no interior dos
recipientes é um dos principais fatores que provocam alteragdes significativas na
estrutura e funcionamento dos tecidos, levando a incapacidade das mudas em
controlar as perdas de agua. A reducio da umidade relativa aumenta a
capacidade de resposta dos estomatos, a deposigdo de ceras epicuticulares e reduz
o murchamento apds a transferéncia para o solo (Sciutti e Morini, 1995).

Marin ¢ Gella (1988) questionaram a dessecagio dos tecidos como a
causa da baixa taxa de sobrevivéncia na aclimatizagio de mudas de Prunus
cerasus. Baseados em observagdes do funcionamento estomatico, estrutura e
espessura da cuticula e anatomia do xilema da maiz e da parte aérea, os autores
nio comprovaram a hipdtese de que a dessecagio seja a causa da baixa taxa de
sobrevivéncia na aclimatizagdio, o que é ratificado por dois fatos: a) a taxa de

sobrevivéncia aumentou de 15 para 85% em Prunus cerasus, uma espécie com
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dificuldade de aclimatizagdo, ao serem alteradas as condigdes ambientais e b) a
morte das mudas iniciou-se 15 dias apés a transferéncia para o solo.

O questionamento feito por esses autores possibilita a abordagem de outro
fator envolvido na aclimatizagio: a mudanga do metabotismo heterotrofico para
autotrofico. As plantas in vitro possuem metabolismo do carbono
predominantemente heterotrofico, sendo a sacarose do meio de cultura a principal
fonte de carbono e energia para o crescimento e desenvolvimento in vitro.
Segundo Serret et al. (1996), explantes ou plantas in vitro apresentam estrutura e
fisiologia do aparato fotossintético modificadas, resultantes de algumas condi¢Ses
peculiares: baixa irradidncia, altos niveis de sacarose e baixo teor de CO,
disponivel. Estas condi¢des afetam a sobrevivéncia ex vitro. Porém, conforme
citam Kozai, Koyama e Watanabe (1988), desde que sejam dadas condi¢Ses
fisicas (luz e CO,, principalmente), as plantas in vitro podem desenvolver o
metabolismo autotréfico. Sob tais condigdes, a sacarose no meio nio é necessaria.
O cultivo autotrdfico (sem aglicar) apresenta muitas vantagens sobre o
heterotrofico, tais como menor contamina¢do, menor vitrificagdo, menor uso de
mao-de-obra e maior adaptabilidade a automatizagdo. A utilizacdo de selamentos
permeaveis a trocas gasosas em frascos de cultura pode estimular o
desenvolvimento da fotoautotrofia in vitro (Serret et al., 1997).

Ha varios métodos que podem ser empregados para a aclimatizagio de
mudas micropropagadas, os quais podem ser agrupados em trés classes: a)
métodos que aproximam as condigdes in vitro das condigdes naturais; b) métodos
que aproximam as condi¢des naturais daquelas in vitro e c) métodos que
favorecem o crescimento das mudas apdés a aclimatizagdo. Em uma mesma
situa¢dio, podem ser empregados diversos métodos. Segundo Gribaudo e Fronda
(1993), a técnica convencional de aclimatizagdo consiste no enraizamento in vitro

em substrato com agar, seguida da repicagem para o solo sob tinel ou
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nebulizacdo, para inicialmente manter o ambiente com alta umidade relativa do
ar, reduzindo-a posteriormente de forma gradativa. O periodo de aclimatizacéo
em geral dura de 1 a 4 semanas, conforme a técnica adotada e a espécie.

A classe de métodos que objetivam aproximar as condi¢des in vitro das
condicdes naturais inclui diversas técnicas, que, de modo geral, proporcionam a
pré-aclimatizacdo. Dentre elas, podem ser citados o uso de redutores da umidade
relativa do ar no interior do recipiente de cultura, tais como parafina e silica-gel
(Wardle, Dobbs e Short, 1983) e de indutores de estresse hidrico controlado,
como o polietileno-glicol (PEG) (Gribaudo e Fronda, 1993), os quais induzem
uma resposta estomdtica mais intensa, bem como favorecem a elaboracio de
ceras epicuticulares. Outra técnica nesta classe é a do uso de substratos
alternativos ao agar, como a vermiculita, areia ou substratos comerciais (Lette,
1995), de modo a proporcionar raizes mais ramificadas e de melhor qualidade
para tolerar a aclimatizagdo. O favorecimento de trocas gasosas através do
selamento permedvel dos recipientes de cultura (Serret et al., 1997), o
enriquecimento da atmosfera do recipiente com CO,, normalmente associado ao
aumento da intensidade luminosa na sala de crescimento e a redugio da
concentragio de sacarose no meio de cultura (Fujiwara, Kozai e Watanabe, 1988;
Seko e Nishimura, 1996 e Serret et al., 1996), também sio técnicas incluidas
nesta classe e possibilitam o desenvolvimento e intensificagio da fotoautotrofia
ainda no interior dos recipientes de cultura.

Na classe de métodos que visam aproximar as condigSes naturais das
condicdes in vitro, podem ser mencionados o uso de ambientes com elevada
umidade relativa do ar (acima de 90%) através do uso de nebulizagiio intermitente
ou de coberturas plasticas ou de vidro sobre o recipiente de aclimatizagio
(estufim) (Marin e Gella, 1988; Gribaudo e Fronda, 1993 e Corsato, 1993).
Como a umidade relativa do recipiente de cultura in vitro é préxima de 100%,
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sera favorecida a aclimatizagdo, sendo necessaria, entretanto, a reducgio gradativa
da mesma apoés o periodo critico inicial. O sombreamento no local onde estdo as
plantas em aclimatiza¢do também ¢ muito importante, para evitar o estresse pela
luz (George, 1993). Nesta classe, estio incluidas desde técnicas simples, como a
manutengio da sanidade do ambiente e das mudas (George, 1993), até aquelas
mais complexas, como o uso de sistemas automatizados e unidades de
aclimatizagio (Hayashi, Nakayama e Kozai , 1988).

Estio incluidos na classe dos métodos que favorecem o crescimento das
mudas apés a aclimatizagio, o enraizamento ex vitro ou “in vivo” (Gray e Klein,
1987; Gray e Klein, 1989; Pasqual e Lopes, 1991 e Biasi, 1996), a escolha do
substrato adequado (Normah, Nor-Azza e Alliudin, 1995), o uso de micorrizas
(Corsato, 1993) e o uso de inoculantes de bactérias fixadoras de nitrogénio, no
caso de leguminosas. Segundo Howard (1987), as mudas provenientes do cultivo
in vitro sio de pequeno tamanho (menos de 5 cm de altura) quando
transplantadas, de modo que necessitam aumentar entre 10 a 20 vezes o seu
tamanho para serem utilizadas. Isto é especialmente importante quando a
micropropagacio € apenas o primeiro estagio da produgio do porta-enxerto ou da
planta.

2.5 Enraizamento de brotagies e aclimatizacio de mudas de macieira
produzidas por cultura de tecidos

A micropropagacdo de macieira tem sido estudada com frequéncia,
embora ainda haja necessidade de otimizagdo dos protocolos para diferentes
condigdes de propagagdo de varios gendtipos. Jones, Hopgood e O’Farrel (1977)
e Dunstan e Tumer (1984) descreveram protocolos para micropropagagao de
macieira, desde o estabelecimento in vitro até a aclimatizagio.
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Além disso, muitos ensaios tém sido realizados sobre o enraizamento de
macieira, principalmente enfocando o enraizamento in vitro. Simmonds (1983)
observou que baixas concentrages do meio MS contribuem para aumentar o
enraizamento de brotagdes do porta-enxerto ‘M-26" e concluiu que alguns
procedimentos, apesar de aumentarem o enraizamento in vitro, prejudicam a
aclimatizacdo; portanto, ndo devem ser aplicados a protocolos de propagacio.
Broome e Zimmerman (1984) mencionam que, para o enraizamento de macieira,
usam-se brotagdes de 1-2 cm de comprimento e 0 meio para enraizamento é o
mesmo utilizado para a multiplicagio, mas com os minerais e a sacarose
reduzidos pela metade e sem benziladenina ou acido giberélico. A resposta étima
para diversas cultivares de macieira tem sido obtida em baixas concentragdes de
auxina (4,9 , 107 a 1,47 , 10° M AIB). Hutchinson (1984) estudou diversos
fatores envolvidos mo estabelecimento, proliferacdo, iniciagio de raizes
adventicias de macieira ‘Northern Spy’ a partir de meristemas. As raizes foram
facilmente induzidas com uso de AIB e a concentra¢do de sais e o suporte fisico
influenciaram também o enraizamento e o crescimento das raizes. O autor cita
que baixas concentragdes de sais sdo benéficas apenas se utilizadas com baixas
concentragdes de AIB. Van der Krieken et al. (1992) observaram que o maximo
enraizamento em explantes de macieira ocorreu apés a incubagdo em escuro em
meio contendo 3,2 ou 10 uM de AIB + riboflavina. Os autores concluiram que o
efeito sinérgico da riboflavina e o efeito antagénico da luz na formagdo de mudas
induzidas pelo AIB ndo sio baseados unicamente nas mudangas das
concentragGes dos componentes da auxina, resultando na absor¢io de AIB. Ribas
e Zanette (1992), objetivando a produgio ripida de mudas de macieira ‘Gala’,
testaram diversos fatores envolvidos na micropropagacdo. Zanol (1996),
trabalhando com a micropropagagdo do porta-enxerto ‘Marubakaido’, observou
que brotagdes de origem apical apresentam maior facilidade de enraizamento.
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Além disso, constatou que a exposi¢do dos explantes por periodos superiores a 6
dias e concentragdes maiores que 0,2 mg.L' de AIB foram prejudiciais ao
enraizamento, diminuindo a sobrevivéncia em casa de vegetagdo. Bolar et al.
(1998), trabalhando com 7 cultivares de macieira, induziram o enraizamento das
brotagdes durante 1 semana em meio MS adicicnado de AIB (3 mg.L™"), com
posterior repicagem para meio sem auxina, para alongamento das raizes. Apos
transferirem as brotagdes enraizadas para torrdes (“plugs™) de turfa, os autores
obtiveram 70 a 100% de sobrevivéncia das mudas.

Diversos autores mencionam a aclimatizacio de mudas de macieira
enraizadas in vitro. Segundo Belaizi et al. (1989), a achimatiza¢gio € um dos
fatores limitantes para a propagagdo da macieira. Brainerd e Fuchigami (1981)
estudaram o efeito da exposi¢do de mudas de macieira cv. Mac-9 produzidas in
vitro a baixa umidade relativa do ar (30-40%) durante 0 a 6 dias, avaliando o
teor relativo de agua e o percentual de fechamento estomatico em folhas de
plantas in vitro submetidas a pré-aclimatizacio e de plantas mantidas em casa de
vegetacdo (testemunha). Os autores observaram que plantas cultivadas in vitro
perderam mais agua do que aquelas em casa de vegetagdo e concluiram que as
folhas de plantas cultivadas in vitro podem ser aclimatizadas a baixa umidade
relativa do ar (30-40% por 4 a 5 dias). Dias-Pérez, Schakel e Sutter (1995)
avaliaram as alteragdes fisiologicas que ocorrem durante a aclimatizagdo de
brotagdes e plantulas enraizadas in vitro de macieira. Os autores observaram que
houve redugdo gradual na condutincia das folhas, sendo que brotagdes e
plantulas pré-aclimatizadas apresentaram condutincia 50% menor quando
comparadas as nio-aclimatizadas. A redugio da condutincia, resultante da
aclimatiza¢io, contribui para a redugdo da transpiragdo sob condi¢des de elevada

demanda evaporativa.
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O enraizamento ex vitro é uma técnica de uso cada vez mais frequente na
micropropagacdo de macieira. Webster ¢ Jones (1989) compararam o
enraizamento in vitro e ex vitro de brotagdes do porta-enxerto ‘M-9°, utilizando,
Para o enraizamento ex vitro, o tratamento com AIB em p6 (0,2%) + Captan.
Esses autores obtiveram, em média, 45% de enraizamento in vitro e 83% de
enraizamento ex vitro. Mansani, Voltolini e Pedrotti (1997) trabalharam com os
porta-enxertos de macieira ‘M7°, ‘M9’ e ‘Marubakaido’, induzindo o
enraizamento ex vitro apds o tratamento com AIB a 500 ppm durante 5 segundos,
utilizando como substrato a vermiculita + casca de arroz, em ambientes de
estufim e casa de vegetacdo.

3 METODOLOGIA GERAL

O presente trabalho foi constituido de diversos experimentos,
correspondentes .aos estadios 3 e 4 da micropropagagdo, que consistem,
respectivamente, no enraizamento das brotagdes e na transferéncia das mudas
micropropagadas para as condi¢des de casa de vegetagdo (Debergh e Maene,
1981). Para a sua realizagiio, foram utilizados o Laboratério de Cultura de
Tecidos e a casa de vegetagdo do Pomar Didatico, vinculados ao Departamento
de Agricultura da UFLA, em Lavras, MG.

Para a realizagdo dos experimentos, o material propagativo inicial foi
obtido do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado (CPACT) da
EMBRAPA, em Pelotas, RS e consistiu de brotagdes nio-enraizadas, mantidas
em tubos de ensaio, dos porta-enxertos ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia) e ‘M-
26’ (Malus sp.).
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Os meios de cultura utilizados nas fases de multiplica¢do e enraizamento
in vitro foram variagdes do meio MS (Murashige e Skoog, 1962). As
modificagdes do meio basico sio citadas na metodologia especifica de cada
experimento. Para o preparo destes meios, foram utilizadas solugdes-estoque
preparadas com agua destilada e armazenadas em frascos de vidro escuro, a uma
temperatura proxima a 5°C. O ajuste do pH do meio foi realizado com NaOH 0,5
e 0,1 N e, quando necessario, com HCl 0,1 N, antes da adicdo do agar. Apés o
preparo, os meios foram autoclavados & pressio de 1,5 atm e a temperatura de
120°C durante 20 minutos.

O manuseio do material vegetal ocorreu em cdmara de fluxo laminar,
desinfestada com alcool (etanol) a 70%. Os instrumentos (pingas e bisturis) foram
autoclavados e, no momento do uso, esterilizados com etanol 96 GL, sendo
periodicamente flambados durante o seu uso. O manuseio dos explantes foi
realizado sobre placas de petri de vidro, previamente autoclavadas. Apds o
manuseio, os frascos contendo as plantas foram colocados em sala de
crescimento, com luminosidade em tomo de 47 pmol. m™>.s™, temperatura de 27 +
2°C e fotoperiodo de 16 horas. Como recipiente para cultivo, foram utilizados
frascos de vidro com capacidade para 250 cm® cobertos com tampas plasticas
transhicidas e seladas com filme de PVC. O periodo em que as plantas foram
mantidas em sala de crescimento foi varidvel conforme o experimento, sendo
citado na metodologia especifica de cada capitulo.

Para aclimatizagio, foi utilizada uma casa de vegetagdo (marca Van der
Hoeven), dotada de sistema de nebulizagdo intermitente, com controle automatico
de umidade e ventilagio. A temperatura no interior da casa de vegetagdo oscilou
em tomo de 25 a 30°C. As plantas em aclimatiza¢do foram mantidas em bancada
de tela metalica (malha de 3 x 3 cm, a aitura de 1,0 m abaixo dos bicos de
nebulizagiio). Sobre a bancada e acima da tubulag3o de nebulizagdo, foi disposta
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uma camada dupla de tela plastica de sombreamento (Sombrite), de coloragfio
preta e com capacidade de 50% de sombreamento. O periodo de aclimatizagio foi
variavel conforme o experimento, sendo apresentado nas respectivas metodologias
especificas.

Durante a condugdo dos experimentos, foram feitas pulverizagdes
semanais com Benomyl (2 gL do produto comercial Benlate), com a finalidade
de evitar a contaminagdo das mudas e o aparecimento de doengas.

Na Tabela 1.1, sdo apresentadas as variaveis analisadas nos experimentos

e a forma de determinacgiio das mesmas.

TABELA 1.1. Variaveis analisadas nos experimentos. Lavras, UFLA, 1999,

Variavel Forma de determinagio Unidade
Altura da muda ou | medig3o direta, com régua, da altura da haste cm
do explante tnica de cada muda ou explante,

compreendida desde o colo até o meristema
apical
Area foliar variavel conforme o experimento (descrito| cm*muda
nas metodologias especificas)
Comprimento  da | medi¢do, com régua, da maior raiz adventicia cm
maior raiz primaria (1' ordem) emitida em cada
explante, apds lavagem e retirada do
substrato
Comprimento dos|medida da distincia entre duas gemas cm
entrends axilares, com posterior calculo da média em
cada planta
Comprimento  de| medi¢dio, com régua, de todas as raizes cm
raizes primarias adventicias primarias (1* ordem) emitidas em
cada explante, apos lavagem e retirada do
substrato, posterior calculo da média por
planta
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Variavel

Forma de determinagdo

Unidade

Enraizamento in
vitro ou percentual
de brotagdes
enraizadas

contagem do total de  brotagdes
(microestacas) enraizados em cada
repeticio, independente do numero e
comprimento das raizes emitidas, em relagdo
ao total de explantes da repeticdo

%

Matéria seca da|pesagem, em balanga analitica de 4 digitos de mg/
microestaca toda a microestaca (brotacdo obtida in vitro,| micro-
com cerca de 2 cm de comprimento ¢ 1 mm| estaca
de didmetro, com meristema apical e 2 pares
de folhas no apice), em cada repetigdo, apos
secagem em estufa a 60-70°C até peso
constante, com posterior calculo da média
por microestaca
Matéria seca da|idem anterior, incluindo apenas a porgdo da| mg/muda
parte aérea muda acima do colo com posterior calculo da ou
média por muda g/muda
Matéria seca das|idem anterior, incluindo as raizes adventicias| mg/muda
raizes (primarias e secundarias) e da regido da ou
microestaca onde foram emitidas as raizes,| g/muda
com posterior calculo da média por muda
Matéria seca dos|relagdo entre 0 peso da matéria seca dos %
explantes explantes, obtida apés secagem em estufa a
60-70°C e o peso da matéria fresca, logo
apos a retirada do frasco de cultivo in vitro
Mudas com mais | relagio entre o nimero de mudas com dois %
de um entrené ou mais entrends com mais de 5 mm e o total
de mudas de cada repeticio
Numero de folhas | contagem do total de folhas, independente da| folhas/
sua dimensdo, em cada muda muda
Numero de raizes|contagem do total de raizes adventicias| raizes
primarias primarias (1* ordem), emitidas a partir do| primarias/
explante (microestaca), independente do seu| muda
comprimento, em cada muda
Nimero de raizes|contagem do total de raizes adventicias| raizes
secundarias secundarias (2* ordem), emitidas a partir das| secunda-
raizes primarias, independente do seu| rias/muda

comprimento, em cada muda
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Variavel Forma de determinagéo Unidade

Peso de mudas in|pesagem em balanca analitica (2 digitos) do| mg/muda
vitro frasco contendo as mudas in virro,
descontando-se o peso dos frascos com o
meio de cultura, previamente determinado, e
a perda de peso do meio de cultura devido a

dessecacdo

Rendimento de |numero de microestacas aptas para uso em| micro-

microestacas enraizamento (in vitro ou ex vitro) retiradas | estacas/ex-
a partir de um explante submetido a| plante
mutltiplicagdo in vitro

Sobrevivéncia relagdo entre o total de mudas sobreviventes %

no tempo ‘Ti’ e o total inicial de mudas em
cada repeticdo na implantacio do
experimento (“To™")

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente ao acaso para
todos os experimentos, sendo os tratamentos comparados através do teste de
Tukey a 5%, para fatores qualitativos, ou por anilise de regressio, para fatores
quantitativos. Quando foram realizadas avaliagdes sequenciais, foi utilizada a
analise em parcelas subdivididas no tempo.

As anilises estatisticas dos resultados obtidos foram realizadas com uso
do software SANEST (Zonta e Machado, 1991), seguindo-se as peculiaridades de
cada experimento, conforme citado na metodologia especifica de cada capitulo.
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CAPITULO 2

SUBSTRATOS NO ENRAIZAMENTO IN VITRO E ACLIMATIZACAO
DE MUDAS MICROPROPAGADAS DE PORTA-ENXERTOS DE
MACIEIRA

Resumo: Neste trabalho, foram estudados os efeitos de diferentes substratos
sobre o enraizamento de brotagdes e a aclimatizagdo de mudas dos porta-
enxertos de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26" cultivados in vitro. Foram
realizados trés experimentos, utilizando explantes previamente mantidos ir vitro,
no Laboratério de Cultura de Tecidos da UFLA (Lavras, MG). No primeiro,
foram estudadas seis proporgdes de areia, vermiculita e Plantmax, em relagdo a
propor¢io complementar do agar na fase de enraizamento in vitro de
‘Marubakaido’. No segundo, foi estudado o efeito de substratos altemativos ao
agar (Vermiculita e Plantmax) durante as fases de indugdo e desenvolvimento de
raizes adventicias de ‘Marubakaido’ e ‘M-26. No terceiro experimento, foram
testados cinco substratos (Plantmax, Vermiculita, Solo + Areia, Composto
Orgénico + Areia e Solo + Composto Organico + Areia) na aclimatizagdo de
mudas de ‘Marubakaido’ enraizadas in vitro. Em todos os experimentos, foram
avaliados parimetros relativos & qualidade das raizes, sobrevivéncia e
crescimento durante a aclimatizagio em casa de vegetagdo. Os melhores
resultados foram obtidos com o agar, isolado ou combinado com 20% de areia
ou vermiculita em ‘Marubakaido’. O agar, na fase de indu¢dio do enraizamento e
o agar ou Plantmax, na fase de desenvolvimento das raizes adventicias
proporcionaram bons resultados para o ‘Marubakaido’ e para o ‘M-26". Na fase
de aclimatizagio das mudas de ‘Marubakaido’, a maior sobrevivéncia e
crescimento das mudas foram obtidos com o Plantmax.

Palavras-chave: cultura de tecidos, Malus, Rosaceae, propaga¢do



SUBSTRATES ON IN VITRO ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF
MICROPROPAGATED APPLE ROOTSTOCK PLANTLETS

Abstract: In this work, the effect of different substrates on shoot rooting and
acclimatization of in vitro propagated ‘Marubakaido’ and “M-26" apple plantlets
were studied. Three experiments were carried out using explants previously
maintained in vitro at the Tissue Culture Laboratory of the UFLA (Lavras, MG).
In the first experiment, six proportions of sand, vermiculite and Plantmax, in
relation to the complementar proportion of agar were studied during the in vitro
rooting phase of ‘Marubakaido’ shoots. In the second experiment, the effect of
altemative propagation media (Vermiculite and Plantmax) to agar during the
induction and adventitious root development phases of ‘Marubakaido’ and ‘M-
26’ was studied. In the third experiment, five substrates (Plantmax, Vermiculite,
Soil + Sand, Compost + Sand and Soil + Compost + Sand) were tested in the
acclimatization of in vitro rooted ‘Marubakaido’ plantlets. In all experiments,
parameters related to quality of adventitious roots, plantlet survival and growth
during acclimatization in greenhouse were evaluated. The best results were
obtained using agar, isolated or in combination with 20% sand or vermiculite
for ‘Marubakaido’. The use of agar during rooting induction and agar or
Plantmax, during adventitious root development provided good results for
‘Marubakaido’ and ‘M-26’ plantlets. Higher survival and growth were obtained
when Plantmax was used during the acclimatization phase of ‘Marubakaido’
plantlet.

Key words: tissue culture, Malus, Rosaceae, propagation

1 INTRODUCAO

O substrato, que é o meio de sustentagio ou suporte durante o cultivo i
vitro e aclimatiza¢3o das mudas, é um dos fatores externos de maior influéncia
sobre o enraizamento de brotagdes e sobre a qualidade das raizes adventicias,
desempenhando papel importante na sua sobrevivéncia e seu desenvolvimento.
O substrato afeta principalmente a aeragdo e, além disso, o escurecimento do
ambiente de enraizamento, pH, umidade e resisténcia fisica ao crescimento das
raizes, entre outros (George, 1993 ¢ Leite, 1995)
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O método convencional de micropropagacdo consiste no enraizamento in
vitro de brotagdes em meio geleificado com éagar, com a posterior transferéncia
das mudas enraizadas para casa de vegetagio. Porém, o sistema radicular
adventicio emitido em meio semi-solidificado com agar ou produto equivalente
é, em geral, pouco ramificado, quebradigo e isento de pélos radiculares (Leite,
1995), de modo que as raizes assim formadas sdo pouco eficientes na absorgio
de agua e nutrientes durante a aclimatizagdo. Grout e Aston (1977) e
Zimmerman (1981) também apontam a baixa qualidade da raiz formada em agar
como uma das causas da baixa scbrevivéncia das mudas durante a aclimatizagdo,
além de ser o componente de maior custo do meio de cultura (Leite, 1995).

O efeito do substrato pode ser variavel conforme a fase do enraizamento
em que se utiliza um ou outro tipo. Segundo Grattapaglia e Machado (1998), a
rizogénese pode ser dividida em trés fases: inducfo, inicia¢io e alongamento.
Assim, é provavel que, de acordo com o material utilizado como substrato em
cada fase, os resultados sobre o percentual de enraizamento ou mesmo sobre o
padrdo de desenvolvimento das raizes adventicias poderdo afetar a sobrevivéncia
e o crescimento das mudas durante a aclimatizagdo.

O uso de substratos alternativos para o enraizamento visando a obtengdo
de um sistema radicular mais apropriado para a adaptacio da muda em casa de
vegetacdo ja foi testado em diversos trabalhos. Grattapaglia e Machado (1998)
mencionam que a vermiculita, perlita ou espumas de poliuretano embebidas com
meio liquido podem ser altemativas mais baratas e dar melhores resultados que o
agar. Zimmerman e Fordham (1985) mencionam o uso de vermiculita, areia e
perlita como suporte para o enraizamento. Hutchinson (1984), trabalhando com
enraizamento de explantes de macieira ‘Northem Spy’ em meio liquido e em
meios com areia grossa, perlita ou agar, obteve 90 a 100% de iniciagao de raizes
nos trés meios, mas houve pouco crescimento das raizes em agar. Leite (1995)
obteve, em relagdo ao agar, maior ramificagio do sistema radicular e maior
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densidade de pelos absorventes em explantes de pereira com a utilizacdo de
vermiculita como substrato para enraizamento, concluindo que este material
substitui com vantagens o agar, além de ser mais barato. Maciel et al. (1997),
trabalhando com o porta-enxerto de macieira ‘M7’, usaram diversas
concentragdes do meio MS (0, 50, 100, 150 e 200%) e trés substratos (agar 3 e 6
gL"), vermiculita e areia. Apoés 45 dias, os autores obtiveram melhor
desenvolvimento da parte aérea e do sistema radicular com dgar 3 ¢ 6 gL', em
qualquer concentragdo de sais. O uso de areia proporcionou resultados similares
a0 agar quando foi empregada a concentragio de 100% dos sais de MS. Além
disso, Caldas, Haridasan e Ferreira (1998) mencionaram que, na fase de
enraizamento “in vitro”, a vermiculita, umedecida com solugdio nutritiva, pode
favorecer a formagdo de raizes, pelo maior grau de aeragdo que proporciona.

Na fase de aclimatizacio de mudas enraizadas in vitro ou ex vitro, o
substrato afeta a sobrevivéncia e o crescimento. Hutchinson (1984), trabalhando
com macieira ‘Northem Spy’, testou dois substratos compostos para
aclimatizagio (vermiculita + perlita 1:1 v/v e turfa + areia grossa 1:3 wiv),
obtendo bons resultados com os mesmos. Ponchia e Gardiman (1993) utilizaram
turfa + composto + areia (1:1:1), composto + areia (2:1) e turfa + areia (2:1) na
aclimatizacdo de Prunus laurocerasus. Normah, Nor-Azza e Aliudin (1995)
avaliaram o efeito de substratos na aclimatizagiio de mudas micropropagadas de
mangostio, testando o uso de vermiculita + solo (1:1 v/v), areia + solo (1:1 v/v),
areia + solo + material orginico (3:2:1 v/v) e vermiculita + areia (1:1 w/v),
obtendo o maior crescimento em altura das mudas com areia + solo e areia +
solo + material organico.

Este trabalho teve por objetivo estudar o efeito de diferentes substratos
Do enraizamento in vitro nas etapas de indu¢do e desenvolvimento in vitro de
raizes adventicias e na aclimatizacio de mudas mlcropropagadas dos porta-
enxertos de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26".
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2 MATERIAL E METODOS

Os experimentos que constituem este trabalho foram conduzidos
utilizando brotagdes apicais dos porta-enxertos ‘Marubakaido’ (Malus
prunifolia) e ‘M-26" (Malus sp.), obtidas in vitro. Na transferéncia para o meio
de enraizamento, as brotagdes foram preparadas com cerca de 2 a 3 cm de
comprimento (4 a 6 gemas), retirando-se as folhas inferiores ¢ mantendo-se o
meristema apical e 2 pares de folhas préximas ao meristema. O protocolo geral
para o cultivo in vitro encontra-se descrito no Capitulo 1 (Metodologia Geral).

Este trabalho foi constituido de trés experimentos:

Experimento 1 - Substratos no enraizamento in vitro e aclimatizacdo de
mudas do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’

Neste experimento, os tratamentos consistiram de seis proporgdes entre
agar e vermiculita, agar e areia e agar e Plantmax (substrato comercial,
elaborado com vermiculita expandida e materiais orgdnicos de origem vegetal,
isento de pragas, microorganismos e sementes de invasoras), de acordo com a
Figura 2.1.

Utilizou-se vermiculita de granulometria fina, areia média lavada e
peneirada e Plantmax com 51,45% de umidade. Para o preparo dos substratos,
foi feita a sua pesagem dentro dos frascos (250 cm®), aos quais foi adicionado o
meio de cultura.
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FIGURA 2.1. Representagdo dos tratamentos adotados no experimento. Lavras,
UFLA, 1999

A partir do tratamento convencional (testemunha), que consistiu no uso
de 40 ml de meio de cultura acrescido de 7,0 gL' de agar, foram sendo
reduzidas as concentragdes de agar e aumentadas as concentragdes dos
substratos até o uso do substrato umedecido com meio liquido (sem agar). Como
meio de cultura, foi utilizado o meio MS, com metade da concentragdo dos sais,
acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™), glicina (2,0 mg.L"), mio-inositol (100
mg.L'1), sacarose (30 g.L") e AIB (1,0 mg.L"). Foram colocadas 4 brotagdes
por frasco, mantendo-se os explantes em sala de crescimento, durante 55 dias.

Apés este periodo, foram realizadas as seguintes avaliagGes:
percentagem de brotagdes enraizadas, altura da brotacdo e numero de raizes
primarias. A seguir, as raizes foram lavadas com agua destilada e as mudas
foram repicadas para bandejas de poliestireno expandido (tipo Plantagil, com
128 células de 50 cm® cada), contendo como substrato uma mistura de Plantmax
+ vermiculita de granulometria média, na proporgdo de 2:1 v/v, as quais foram

colocadas em casa de vegetagdo, com sistema de nebulizagdo intermitente. Apds
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35 dias de aclimatizagio, foi realizada a avaliago final, sendo determinada a

sobrevivéncia, altura da brotagio, nimero de raizes primarias e matéria seca das

raizes e da parte aérea.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repetigSes e 8 explantes por repeti¢io. Os resultados foram comparados através
do teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo efetuada a transformacdo
Jx+0 para a matéria seca da parte aérea e arcsen /x+100 para a variavel

sobrevivéncia.

Experimento 2 — Substratos na inducfio ¢ desenvolvimento de raizes
adventicias em brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26"

Neste experimento, foram testados trés substratos para a indugdo do
enraizamento in vitro e trés substratos para o desenvolvimento das raizes
adventicias em brotagdes dos porta-enxertos ‘Marubakaido’ e ‘M-26’. O
experimento foi desenvolvido em duas fases (Figura 2.2):

a) Primeira fase — Metade das brotagSes dos dois porta-enxertos
foram repicadas para meio de cultura com a metade da concentragio dos sais de
MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™), glicina (2,0 mg.L""), mio-inositol (100
mg.L1), sacarose (30 g.L') e AIB (1,0 mg.L"). Os tratamentos consistiram no
uso de trés substratos para a indug3o do enraizamento: agar (4,2 g.L™'); Plantmax
(36 g/frasco) + agar (2,8 g.L") e vermiculita de grinulos finos (7,2 g/frasco) +
agar (2,8 g.L"). Em cada frasco (250 cm®), foram adicionados 40 ml de meio de
cultura. O periodo de indugdo do enraizamento foi de 7 dias, em sala de
crescimento com luz. Apés a indugdio, as brotagbes foram transferidas para o
meio de cultura com a concentragiio normal dos sais de MS, vitaminas, glicina e
mio-inositol, porém isento de AIB e solidificado com 7 g.L" de agar, para

desenvolvimento das raizes adventicias.
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b) Segunda fase — Metade das brotagdes dos dois porta-enxertos
foram repicadas para meio de cultura de indugio do enraizamento, com metade
da concentragdo dos sais de MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™"), glicina
(2,0 mg.L™) e mio-inositol (100 mg.L'1), sacarose (30 g.L™") e AIB (1,0 mg.L"),
solidificado com agar (7 g.L™), onde foram mantidas durante 7 dias, em frascos
com 250 cm’ de capacidade. Os tratamentos consistiram no uso de trés
substratos para desenvolvimento das raizes adventicias: agar (7 g L"), Plantmax
(48 g/frasco) e vermiculita de granulos finos (14 g/frasco), nos quais foram
adicionados 40 ml de meio de cultura MS, com a concentra¢do normal dos sais e
isento de AIB.

O periodo de desenvolvimento das raizes adventicias em ambas as fases
foi de 49 dias. Na primeira etapa, durante o enraizamento in vitro, foi avaliado o
percentual de brotagdes enraizadas a cada 7 dias. Apés o enraizamento in vitro,
foram avaliados o percentual de brotagdes enraizadas, nimero de raizes
primarias e altura da muda ou brotagdo ndo-enraizada. Em ambas as etapas,
foram utilizadas 7 brotagdes/frasco.

Meio de Indugido Meio de
(MS + AIB) Desenvolvimento
(7 dias) (MS) (49 dias)
I} 4
Primeira Agar Agar — Muda
/v Fase Vermiculita + Agar formada_’ \
Plantmax + Agar
Brotagdo Aclimatizagio
\ Segunda Agar Agar — Muda /V
Fase Vermiculita formada
Plantmax

FIGURA 2.2. Representagdo grafica dos tratamentos efetuados no experimento.
Lavras, UFLA, 1999,
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Apés o periodo de enraizamento, as raizes das mudas ou a base das
brotagdes foram lavadas com agua destilada e tanto as brotagdes enraizadas
quanto as ndo enraizadas foram repicadas para as mesmas condigdes de
aclimatizagdo mencionadas para o Experimento 1. Apds 60 dias de
aclimatizagio, foi realizada a avaliagio final, sendo determinados a
sobrevivéncia, altura da muda, nimero de raizes primarias e matéria seca da raiz
e da parte aérea.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repetigdes e 7 explantes por repeti¢do. Os resultados foram comparados através
do teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para as varidveis nimero de raizes
primarias, percentual de enraizamento, altura e sobrevivéncia de mudas, quando
tomadas periodicamente, foi adotado o esquema de parcelas subdivididas no
tempo.

Experimento 3 - Substratos na aclimatizacdo de mudas do porta-enxerto
‘Marubakaido’ enraizadas in vitro

Neste experimento, foram testados cinco substratos na aclimatizagdo de
mudas enraizadas in vitro do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’. Para o
enraizamento, as brotagdes foram colocadas em meio de cultura MS, com a
metade da concentragiio dos sais, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™), glicina
(2,0 mg L") e mio-inositol (100 mg.L'1), sacarose (30 g.L'") e AIB (1,0 mg.L'"),
solidificado com agar (7 g/L™"), sendo utilizadas 7 brotagdes/frasco de 250 cm’.
Apés 35 dias de enraizamento in vitro, as brotagSes enraizadas foram
transferidas para bandejas de isopor, com 72 células de 120 cm’ cada, nas quais
foram colocados os substratos, que constituiram os tratamentos deste
experimento: Plantmax, vermiculita de granulos médios, solo (latossolo
vermelho escuro) + areia média lavada (1:1 v/v), composto organico, preparado

35



) DAL o
[ R ORI L 1 %

a partir de esterco bovino e restos culturais de gramineas + areia (1:1 v/v) e solo
+ composto orgénico + areia (2:2:1 v/v). O ambiente de aclimatizagio foi
semelhante ao utilizado no Experimento 1.

No momento da transferéncia para os substratos, foram avaliados a
altura da muda e mimero de raizes primarias em quatro amostras de 5 plantas
cada. Apds 35 dias de aclimatizagiio, foram avaliados a altura da muda, niimero
de raizes primarias e matéria seca da raiz e da parte aérea.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repeti¢Ses e 8 explantes por repetigdo. Os resultados foram comparados através
do teste de Duncan a 5% de probabilidade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Substratos no enraizamento in vitro e aclimatizacio de
mudas do porta-enxerto de macieira “Marubakaido”

O percentual de brotagdes enraizadas in vitro foi afetado pelo substrato e
pela proporg¢do do substrato em relagio ao agar, sendo significativa a interagiio
substrato x proporgdo (Tabela 1.A - Anexo). Conforme é demonstrado na Figura
2.3, houve efeito quadratico das propor¢des dos substratos tanto da vermiculita
quanto da areia, sendo que os menores percentuais de enraizamento obtidos
foram de 45,86 % (vermiculita) e 62,64% (areia). Isto indica que tanto o agar na
concentragdo integral (0% de substrato) quanto o substrato umedecido com meio
liquido (100%) tendem a proporcionar os melhores resultados nesta variavel.
Nas proporgdes intermedidrias, havia menos substrato e concentragdes baixas de
agar em relacdo aos extremos (0 e 100%), de modo a dar ao meio uma
consisténcia mais liquida e, portanto, com menor aeragdio, o que pode ter

prejudicado o enraizamento.
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Proporgdo de dgar (%)

100 80 60 40 20 0
120 ~ ]
1 | -a Vemiculita = 0 Areia | I
'3 A A
€ pi g N A |
- R ot s aamre s e TR 0
5 |
g -
3 | !
" o °
0- ;
0 2 40 60 80 100
Proporgio do substrato (%)
Equagges:
Yoermicutia = 86,607 — 1,009 x + 0,011 x* = 0,5045
Yeeis= 100,00 - 2,255 x + 0,018 x* =0,7377

FIGURA 2.3. Efeito da propor¢do de vermiculita ou areia, em relagdo ao agar,
sobre o enraizamento in vitro de brotagoes de macieira
‘Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999.

Druart, Opatmy e De Klerk (1997) observaram que o agar ndo foi
necessario quando utilizada a vermiculita umedecida com agua no enraizamento
de brotagdes de macieira e mencionaram que a falta de aeragio no substrato
inibiu o enraizamento in vitro. De modo semelhante, Navatel e Bourrain (1994)
observaram que a vermiculita umedecida com meio MS liquido proporcionou
maior enraizamento, em quantidade e qualidade, de brotagdes de macieira e
nogueira. Observa-se, ainda, que o efeito das proporgdes de areia foi mais
marcante do que as proporgdes de vermiculita. Embora proporcione suficiente
porosidade, a areia, pela sua elevada densidade, constitui-se em barreira para a

emissdo e desenvolvimento de raizes, diminuindo o percentual de brotagdes
enraizadas.
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Nao foi observado enraizamento algum e a sobrevivéncia de brotacGes
foi nula quando utilizado o Plantmax, em quaisquer das proporgdes testadas,
exceto com o agar na concentragio integral, cujo resultado foi semelhante ao
testado para os outros substratos (areia e vermiculita). Quanto maior a proporgao
deste substrato, maior a incidéncia de apodrecimento na base das brotagdes.

A altura da muda e o niimero de raizes primarias apés o enraizamento in
vitro foram afetados pelo substrato e pela proporgdo, sendo significativa a
interacdo entre os fatores estudados (Tabela 1.A). Para a altura das mudas
(Figura 2.4), somente quando utilizada a areia a regressao quadratica foi
significativa, sendo o menor valor encontrado com 56,93% (areia).

Proporgio de dgar (%)
100 80 60 40 20 [1]
2y
| A Vermiculita o
1,8 - | " OAreia A

Altura da muda (cm)

A |
0 20 40 60 80 100
Propor¢édo do substrato (%)

Equagdo e Média:
Média Vermiculita = 1,64 cm
Yareis = 1,775 - 0,023 x + 0,000202 x2  =0,3223

FIGURA 2.4. Efeito da proporgio de areia ou vermiculita, em relagdo ao agar,
sobre a altura de mudas de macieira ‘Marubakaido’ apés o
enraizamento i» vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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Com o incremento das proporgdes de areia, houve aumento do
impedimento fisico ao desenvolvimento dos explantes, prejudicando a altura das
mudas, até 60% do substrato. Como esse impedimento foi menor quando
utilizada a vermiculita, ndo houve efeito das proporgdes sobre esta variavel.
Navatel e Bourrain (1994) obtiveram maior crescimento apical em mudas de
macieira e nogueira micropropagadas durante a aclimatizagdo quando o
enraizamento ocorreu em vermiculita umedecida com meio MS liquido.

Para o nimero de raizes primarias (Figura 2.5), somente quando
utilizada a areia, houve efeito linear decrescente com o aumento da proporgio do
substrato, ou seja, utilizando-se apenas o meio solidificado com agar, mais raizes

primarias foram emitidas.

Proporg2o de dgar (%)
100 80 60 40 20 0

A Vermiculita
—O Areia

1I_lop - o=

4] 20 40 60 80 100
Propargio do substrato (36)
Equagdo e Média:
Y st = 12,502 - 0,099 x r = 0,7802

FIGURA 2.5. Efeito da proporgio de areia ou vermiculita, em relagdo ao agar,
sobre o nimero de raizes primarias de mudas de macieira
‘Marubakaido’ apds o enraizamento in vitro. Lavras, UFLA,
1999.
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A alteragio do substrato em substituicio ao agar, portanto, nio foi
eficiente para aumentar o niimero de raizes primarias emitidas das brotagGes.
Assim como observado com a altura das mudas, o aumento da proporgdo de
vermiculita, em relagio ao agar, ndo afetou o nimero de raizes primarias. O
numero de raizes é importante para a fixag3o das mudas durante a aclimatizagdo,
embora sua funcionalidade seja discutivel quando estas sio emitidas em meio
solidificado com agar (Pierik, 1988).

Apés 35 dias de aclimatizagdo, foi efetuada a avaliagio da sobrevivéncia
e do crescimento das mudas. O percentual de mudas sobreviventes foi afetado
pelos fatores estudados, sendo significativa a interagsio entre eles (Tabela 2.A).
Observa-se, pela Figura 2.6, que apenas com a areia houve ajuste a uma

regressdo quadratica significativa.
Proporgio de dgar (%6)
100 80 60 40 20 0
100 A—80 A |
] a a 4
- 80 3 A 3
g 60 o
8
£«
4 - o
204 A Vermiculita
~O Areia o
0 : . : :
0 20 40 60 80 100
Proporg3o do substrato (%)
Equagdo e Média:
Média Vermiculita = 89,10 %
Yuea= 81,273 — 2,504 x + 0,0237 x* r* = 0,8687

FIGURA 2.6. Efeito da proporgio de vermiculita ou areia, em relagio ao agar,
sobre o percentual de mudas sobreviventes de macieira
‘Marubakaido’ apés 35 dias de aclimatizagdo. Lavras, UFLA,
1999,

40



A média para as diferentes proporgdes de vermiculita foi de 89,10% de
sobrevivéncia, superior ao que foi observado com a areia. Os menores
percentuais de sobrevivéncia foram encontrados nas propor¢oes de 52,83%
(areia) e 80% (vermiculita). Navatel e Bourrain (1994), trabalhando com
macieira e nogueira, obtiveram maior sobrevivéncia das mudas na aclimatizacdo
com vermiculita umedecida com meio MS (90%), em relagdo ao agar (10-30%).

A altura das mudas (Figura 2.7) e 0 mimero de raizes primarias (Figura
2.8) apos a aclimatizagiio apresentaram regressGes quadraticas significativas
para a vermiculita e a areia. Observou-se que a tendéncia foi semelhante a da
altura e nimero de raizes apés o enraizamento “in vitro”, ou seja, o efeito da

proporgdo manteve-se apos a aclimatizag3o.

Proporg3o de dgar (%)
100 80 60 40 20 0
5
= A Vermiculita |
g4 A .
3 3 l..'"’--..,,_
g .'°""--...._._~ A
g | 5 o "0
2
0 - ; - >
0 20 40 60 80 100
Proporgio do substrato (%)
Equagoes:
Yoermicotia = 3,709 - 0,047 x + 0,00032 x? r =0,7143
Yaeia = 2,082 - 0,0248 x + 0,00021 x* ¥ =0,4423

FIGURA 2.7. Efeito da propor¢do de vermiculita ou areia, em relagdo ao agar,
sobre a altura das mudas de macieira ‘Marubakaido’ apds a
aclimatiza¢do. Lavras, UFLA, 1999.
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Proporg3o de dgar (%)
100 80 60 40 20 1]
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Proparg3o do substrato (%)
Equagdes:
Yoemicuina= 11,898 - 0,143 x + 0,0009 x> =0,7730
Yareia= 14,854 - 0,427 x + 0,004 x* r=0,8117

FIGURA 2.8. Efeito da proporgéio de vermiculita ou areia, em relagiio a0 gar,
sobre o nimero de raizes primirias em mudas de macieira
‘Marubakaido’ ap6s a aclimatizagio. Lavras, UFLA, 1999.

Logo, pode-se afirmar que uma boa condicdo de enraizamento e
desenvolvimento da muda in vitro tem consequéncias sobre o crescimento da
muda durante a aclimatizacio. Os menores valores de altura das mudas foram
observados nas concentragdes de 73,44% (vermiculita) e 59,05% (areia). Os
menores valores de niimero de raizes primarias foram obtidos com 79,44%
(vermiculita) e 53,38% (areia). Observou-se, ainda, que ao serem utilizadas
proporg3es de vermiculita entre 20 a 60%, os resultados foram superiores em
relagdo as mesmas proporgdes de areia.

Com relagdo a matéria seca da parte aérea, houve efeito dos fatores
estudados e interagdo significativa entre eles (Tabela 2.A). Para ambos os
substratos, ocorreram ajustes a regressdes quadraticas significativas, obtendo-se
os maiores valores com propor¢des de 0 a 20% dos substratos, decrescendo até
70% (vermiculita) e 65,75% (areia) (Figura 2.9).
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Este resultado esta de acordo com os demais pardmetros do crescimento
observados anteriormente. O mesmo comportamento foi observado com a
matéria seca da raiz (Figura 2.10), sendo que os menores valores foram obtidos
com 62,81% (vermiculita) e 68,44% (areia). Isto evidencia o crescimento
equivalente da raiz e da parte aérea, independente da propor¢do estudada. E
importante considerar que novamente, a vermiculita proporcionon resultados

superiores quanto 4 acumulagéio de matéria seca das mudas, em relagdo 4 areia.

Proporggo de dgar (%)
100 80 60 40 20 0
g ——————
g 120 A Vermiculita =0 Areia | |
Y ' =y !
E - |
g ;
g .-..___._-"“m‘m'"“*w“_"’.___.. '
H a i
w
= 30 j
0 20 40 60 80 100
Proporgéo do substrato (%)
EquagGes:
Yoermseutin = 12,582 — 0,182 x + 0,0013 x* =0,6810
Yeen= 10,164 — 0,263 x + 0,0020 x° r = 0,9468

FIGURA 2.9. Efeito da proporgio de vermiculita ou areia, em relagdo ao agar,
sobre a matéria seca da parte aérea de mudas de macieira
‘Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999.
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Proporgdo de dgar (%)
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Equac3es:
Yoermicutina = 26,195 — 0,402 x + 0,0032 x F=0,4135
Yoreia= 42,153 — 1,314 x + 0,0096 x* rr=0,9127

FIGURA 2.10. Efeito da proporgio de vermiculita ou areia, em relagiio ao agar,
sobre a matéria seca da raiz de mudas de macieira
‘Marubakaido’ apds a aclimatiza¢do. Lavras, UFLA, 1999.

Constataram-se, em fun¢io dos tratamentos, modificagdes nas
caracteristicas das raizes. Utilizando-se 40% ou mais de vermiculita ou areia,
houve intensa formacdo de pélos radiculares, sendo que, quanto maior a
proporgdo do substrato em relagdo ao agar, maior a formagio de pélos. Tal
resultado esta diretamente relacionado & aeragio proporcionada pelo substrato
(Leite, 1995). Esta caracteristica é desejavel, pois favorece a qualidade do
sistema radicular.

A formagdo de calo diminuiu em quantidade e intensidade a medida que
foi aumentada a proporgdo de substrato, de modo que, somente quando
utilizados 100% (sem agar), nfio houve formagio de calo (dados nio
apresentados). Este resultado, provavelmente, é fun¢3io da menor disponibilidade
de auxina a0 explante quando aumentada a proporgio de vermiculita ou de areia,




visto que a permanéncia em meio de cultura com AIB durante longo periodo
pode favorecer a formagio de calo. Além disso, as raizes formadas nas
propor¢des de 0 e 20% de vermiculita ou areia apresentaram raizes mais longas
e menos ramificadas.

De modo geral, os melhores resultados, apds o enraizamento in vitro e
apos a aclimatizagdo, foram obtidos com o meio solidificado com 4gar e com as
propor¢des de 20 e 100%, especialmente de vermiculita. Proporgdes
intermediarias, entre 40 ¢ 80%, nido foram eficientes. Isto indica que sdo
promissoras as técnicas de enraizamento in vitro e aclimatizagdo utilizando-se
como substratos a vermiculita ou a areia, umedecidas com meio de cultura
liquido, ou mesmo proporgdes de 20% do substrato, umedecido com 80% da
concentragdo convencional de agar. Desta forma, é possivel reduzir a utilizagdo
do agar no meio de cultura como suporte fisico para os explantes, pois segundo
Leite (1995), o agar é o componente mais caro do meio para cultura de tecidos,
devido a grande quantidade utilizada para o preparo.

Porém, como pode ser observado nas figuras anteriores, houve tendéncia
da proporgio 0% de substrato (4gar na concentragio integral) resultar em valores
das varidveis analisadas superiores as do substrato umedecido com meio de
cultura liquido. Isso pode ser explicado pela maior facilidade de acesso aos
nutrientes e pela condigio fisica uniforme em todo o meio de cultura, diferente
da areia e da vermiculita, que poderiam constituir barreiras a expans3o radicular,
acesso a agua e nutrientes e, por consequéncia, ao crescimento da parte aérea e
do sistema radicular das mudas.
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Experimento 2 - Substratos na inducio e desenvolvimento de raizes adventicias
em brotacSes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26’

Sob efeito dos substratos de indugfio do enraizamento in vitro (primeira
fase), o percentual de brotagSes enraizadas evoluiu a0 longo do tempo de forma
diferenciada entre os tratamentos (porta-enxertos e substratos), tendo ocorrido
interacdo significativa entre os fatores tempo, porta-enxerto e substrato (Tabela
3.A). Em ‘Marubakaido’, houve aumento linear do percentual de enraizamento
quando este foi induzido em 4gar. Quando a indugsio ocorreu em vermiculita ou
Plantmax, esta evolucgo foi quadratica (Figura 2.11).
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Periodo de exraizamento in vitro (dias)
Equagdes:
Yigu=7,142+ 2,235x r=0,7818
Yvemicatia = 9,525 + 3,608 x - 0,0434 x* = 0,9364
Yrtaatmax = 1,042 — 0,301 x + 0,0100 x r = 0,8981

FIGURA 2.11. Evolugdo do percentual de brotagSes de macieira ‘Marubakaido’
enraizadas in vitro, sob efeito de diferentes substratos para
indugéo do enraizamento. Lavras, UFLA, 1999,
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Para o porta-enxerto ‘M-26’, observou-s¢ 0 mesmo comportamento,
exceto quando utilizado o Plantmax como substrato para indugdo, no qual nio
houve formagio de raizes adventicias durante o periodo de enraizamento in vitro
(Figura 2.12). Estes resultados podem ser atribuidos ao fato de que, quando
utilizada a vermiculita, ha maior aera¢do, necessaria ao fomecimento de
oxigénio para a respiragdo, proporcionando resposta mais rapida em emissdo de
raizes apds a inoculagdo.
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Yig: = -0,893 + 0,510 x £ =0,9231
Yvermicatia = 0,298 + 0,389 - 0,0052 x*  =0,9345

FIGURA 2.12. Evolugdo do percentual de brotagées de macieira ‘M 26’
enraizadas in vitro, sob efeito de dois substratos para indugdo
do enraizamento. Lavras, UFLA, 1999,
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Para o percentnal de brotag3es enraizadas, avaliado apés 49 dias de
permanéncia das brotagdes em meio para desenvolvimento das raizes
adventicias, foi observada interacfio significativa entre os fatores porta-enxerto e
substrato para indugdo (Tabelas 4.A e 2.1). Nos substratos 4gar e vermiculita, o
porta-enxerto ‘Marubakaido’ apresentou percentuais de enraizamento
significativamente superiores 20 porta-enxerto ‘M-26’. A facilidade de
enraizamento deste porta-enxerto é também apontada por Jones e Aldwinckle
(1991).

TABELA 2.1. Percentual de brotagdes enraizadas, nimero de raizes primarias e
altura da muda ou brotagiio de dois porta-enxertos de macieira
ap6s 49 dias de enraizamento in vitro sob efeito de trés substratos
para indugdo do enraizamento. Lavras, UFLA, 1999.

Substrato Enraizamento (%) Num. de rzs. Prim. Altura da muda (cm)
para Maruba- M-26 Maruba- M-26 Maruba- M-26
inducdo kaido kaido kaido
Agar 9524aA 21,43aB 6,37aA 125aB 167aA 1,18aB
Vermiculita 89,28aA 7,15 Ab 331bA 1,25aB 1,18aA 045bB
Plantmax 10,72bA 0,00 Aa 0,50cA 0,00aA 0,72cA 0,43bA

Médias seguidas de mesma letra, miniscula na coluna e maitscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%.

Néo houve diferenga entre os porta-enxertos apenas quando utilizado o
Plantmax, pois neste caso ocorreram percentuais muito baixos de enraizamento
nos dois porta-enxertos. Houve efeito do substrato para indugfio do enraizamento
apenas para o porta-enxerto ‘Marubakaido’, sendo o Plantmax
significativamente inferior ao agar e a vermiculita; entre estes substratos, nio
houve diferenga significativa. Entretanto, com o porta-enxerto ‘M-26’, nenhum
dos substratos foi eficiente na indugfio do enraizamento, ndo havendo diferenca
significativa entre os mesmos, embora a indugdio em agar tenha proporcionado

21,43% de enraizamento. O nimero de raizes primarias foi afetado pelos
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tratamentos de forma semelhante a variavel enraizamento, porém, neste caso, o
numero de raizes emitidas nas brotagdes de ‘Marubakaido’ foi
significativamente superior quando utilizado o agar como substrato para
indugdo. Em ambos os porta-enxertos, o agar proporcionou o0 maior crescimento
em altura da muda ou brotagdo, ndo havendo diferenga entre os porta-enxertos
apenas quando utilizado o Plantmax na indugdo do enraizamento.

Simoes (1988), trabalhando com laranjeira ‘Pera’, observou que o meio
de cultura condicionou o padrio morfoldgico das raizes. Segundo o mesmo
autor, as raizes crescidas em agar, ao continuarem o seu desenvolvimento em
vermiculita, desenvolveram estrutura semelhante a4 de raizes oriundas de
sementes, possuindo pélos absorventes, cortex mais compacto e com espagos
intercelulares menores.

Apds 49 dias de aclimatizagio (Tabela 2.2), observou-se que a
sobrevivéncia foi afetada pelos tratamentos apenas no porta-enxerto
Marubakaido, obtendo-se o maior percentual de plantas vivas quando o
enraizamento foi induzido em Plantmax e em vermiculita. Somente com
Plantmax a sobrevivéncia foi maior em ‘Marubakaido’ do que em ‘M-26.
Embora quando utilizado o Plantmax como substrato de indugio o enraizamento
in vitro tenha sido nulo (‘M-26") ou proximo de zero (‘Marubakaido’), verifica-
se a superioridade deste substrato na sobrevivéncia das mudas. Isto ocorreu
devido ao fato de que foram repicadas todas as brotagdes mantidas in vitro,
independente da formagdo de raizes, a qual ocorreu somente apds as brotagGes
terem sido levadas para a aclimatizagdo. Face a este resultado, pode-se deduzir
que o enraizamento poderia ter ocorrido até mesmo ex vitro, apds os 7 dias de
inducdo em Plantmax.
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TABELA 2.2. Sobrevivéncia, altura da muda e nimero de raizes primarias de
dois porta-enxertos de macieira, apés 49 dias de aclimatizagdio,
sob efeito de trés substratos para indugio do enraizamento.
Lavras, UFLA, 1999.

Substrato Sobrevivéncia (%) Altura da muda (cm) Num. Rzs. Prim.
para Maruba- M-26 Maruba- M-26 Maruba- M-26
inducio kaido kaido kaido
Agar 38,10bA 39,282aA 263aA 16laA 1508aA 3,882aB
Vermiculita 50,00 abA 28,57 aA 1,94aA 1,69aA 8,00bA 3,17aA

Plantmax 78,57aA 25,00aB 1,62aA 1,30aA 6,25bA 225aA

Meédias seguidas de mesma letra, mimiscula na coluna e maitscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%.

A altura das mudas ndo foi afetada por qualquer um dos fatores
estudados (Tabela 5.A), indicando que o efeito do substrato sobre a inducgio do
enraizamento in vitro manifesta-se durante a emissio de raizes e nas fases
iniciais da aclimatizagio. Com o passar do tempo, entretanto, este efeito nio
permanece, a ponto de ndo serem observadas diferencas significativas. Cabe
ressaltar que o tempo de aclimatizagdo (49 dias) foi relativamente longo, o que
permitiu a uniformizagio da altura das mudas provenientes de diferentes
tratamentos. O numero de raizes primarias foi afetado pelo substrato de indugdo
do enraizamento, sendo as médias obtidas com ‘M-26" inferiores aos de
‘Marubakaido’, o que também esta associado a facilidade do enraizamento no
segundo porta-enxerto, como ja havia sido observado na fase anterior a
aclimatizagdo. Em ‘Marubakaido’, o numero de raizes primarias foi
significativamente superior quando o enraizamento foi induzido em meio
solidificado com agar. Em ‘M-26’, nio houve efeito do substrato.

Nao houve efeito dos fatores estudados sobre a matéria seca das plantas
apoés a aclimatizagdo. Embora outras varidveis tenham sido afetadas, esta
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diferenca ndo foi manifestada sobre a acumulagdo de matéria seca, das raizes ou
da parte aérea (Tabela 2.3).

TABELA 2.3. Matéria seca das raizes e da parte aérea de mudas de dois porta-
enxertos de macieira, apos 49 dias de aclimatizagdo, sob efeito de
trés substratos para indugdo do enraizamento. Lavras, UFLA,

1999.
Substrato para ~ Matéria seca das raizes Matéria seca da parte aérea
(mg/muda) _(mg/muda)
Induggo Marubakaido M-26 Marubakaido M-26
Agar 61,4 2A 23,1aA 96,2 aA 75,6 aA
Vermiculita 66,4 aA 67,5 aA 95,3aA 73,6 aA
Plantmax 10,4 aA 8,8aA 41,2 aA 34,7aA

Meédias seguidas de mesma letra, miniiscula na coluna e maiiscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Ao ser avaliado o efeito dos mesmos substratos durante a fase de
desenvolvimento das raizes, apds a induggo por 7 dias em meio solidificado com
agar (segunda fase), observou-se que a altura das brotagSes (enraizadas e nio-
enraizadas), ao final de 49 dias de enraizamento, foi afetada pelos fatores
substrato e porta-enxerto, sendo a interagio porta-enxerto x substrato ndo-
significativa (Tabela 6.A). Nas Tabelas 2.4 e 2.5, sio apresentados os resultados
para as varidveis mencionadas.

Nos trés substratos, a altura das mudas do porta-enxerto ‘M-26" foi
significativamente inferior 3 das mudas de ‘Marubakaido’. Além disso, o agar
proporcionou o maior crescimento em altura das mudas em relagiio aos outros
substratos, que ndo diferiram entre si. Possivelmente, a maior facilidade de
acesso dos nutrientes ao explante no meio solidificado com agar foi o principal
fator que contribuiu para este resultado.
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TABELA 2.4. Altura e numero de raizes primirias de mudas de dois porta-
enxertos de macieira, apos 49 dias de enraizamento, sob efeito

de trés substratos para desenvolvimento das raizes adventicias.
Lavras, UFLA, 1999,

Substrato para Altura da muda (cm) Nimero de raizes primarias
Desenvolvimento Marubakaido M-26 Marubakaido M-26
Agar 2,51 Aa 2,01aB 9,91aA 3,66 aB
Vermiculita 2,05 Ba 1,09bB 0,20 cA 0,00 bA
Plantmax 1,77bA 1,18 bB 2,00 Bb 4,02 aA

Meédias seguidas de mesma letra, miniscula na coluna e maiiscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%.

TABELA 2.5. Enraizamento e morte de brotagGes de dois porta-enxertos de
macieira, apos 49 dias de enraizamento, sob efeito de trés
substratos para desenvolvimento das raizes adventicias. Lavras,

UFLA, 1999.

Substrato para Enraizamento (%) Morte de brotagdes (%)
desenvolvimento Marubakaido M-26 Marubakaido @ M-26
Agar 85,71 Aa 72,14 aA 0,00 bA 0,00 aA
Vermiculita 5,71 Ba 0,00 aA 62,86 2A 2,86 aB
Plantmax 28,57bB 71,43 aA 14,29 bA 2,86aB

Médias seguidas de mesma letra, mimiscula na coluna e maidscula na linha, no
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Quando utilizado o agar como substrato para o enraizamento, 0 niumero
de raizes primarias foi superior em ‘Marubakaido’, ocorrendo o inverso quando
utilizado o Plantmax. Apenas quando utilizada a vermiculita, ndo houve
diferenga entre os porta-enxertos, devido aos baixos valores obtidos com este
substrato.

O percentual de enraizamento de brotagoes so foi afetado pelo porta-
enxerto quando se utilizou o Plantmax, em que o enraizamento de
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‘Marubakaido’ foi superior ao de ‘M-26". Observou-se, ainda, que em
‘Marubakaido’, o agar proporcionou o maior percentual de enraizamento,
enquanto que, em ‘M-26’, tanto o agar quanto o Plantmax foram eficientes como
substratos para desenvolvimento in vitro das raizes adventicias. Segundo George
(1993), o enraizamento in vitro em substratos porosos, como areia, perlita,
espuma e outros, também facilita a repicagem, pois as mudas podem ser
transferidas do frasco de cultura com poucas perturbagdes nas raizes. Apesar
disso, a vermiculita foi o substrato menos eficiente, provavelmente devido aos
grandes espagos intercelulares existentes neste material, o que dificulta a
aderéncia do explante e causa a sua morte. Quando o desenvolvimento das raizes
ocorreu em vermiculita e em Plantmax, formaram-se raizes mais curtas e com
maior densidade de pélos radiculares, devido & maior aeragio nestes substratos,
em relagdo ao meio solidificado com agar.

O percentual de brotagdes mortas somente diferiu entre os porta-
enxertos quando empregada a vermiculita, sendo que este valor foi superior em
‘Marubakaido’. Isto ocorreu porque as brotagdes do ‘M-26" possuem
composigdo morfologica diferente das do ‘Marubakaido’, com brotagdes mais
espessas e com maior teor relativo de agua e reservas, o que, provavelmente,
permitiu a sobrevivéncia da brotagdio mesmo sem o seu enraizamento. Em outras
palavras, as brotagGes de ‘Marubakaido® enraizam com maior facilidade, porém
as de “M-26’ resistem melhor ao dessecamento e & morte antes do enraizamento.

A presenga de espagos porosos no substrato, embora favorega a aeragio
e o enraizamento in vitro, também pode prejudici-lo, o que pode ser
comprovado quando utilizado o agar, condigdo em que nenhuma brotagio
morren. Convém ressaltar que a morte das brotagdes somente foi observada
quando ndo houve o seu enraizamento.

Comparando-se esses resultados com aqueles obtidos na primeira fase

do experimento, no qual a vermiculita proporcionou o maior percentual de
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enraizamento in vitro, pode-se afirmar que a aeragio parece ser mais importante
na fase de indugdo do que propriamente durante o desenvolvimento das raizes
adventicias, embora, como mencionado por Hutchinson (1984), haja relagdo
direta entre a aeragio do meio e o desenvolvimento das raizes nas brotagdes.
Conforme é demonstrado na Tabela 2.6, ao final do periodo de
aclimatizacdo, a sobrevivéncia foi afetada somente pelo substrato, sendo que,
quando utilizado o agar e o Plantmax, a sobrevivéncia foi superior em relagio a
vermiculita. De modo semelhante, a altura das mudas foi afetada apenas pelo
substrato (Tabela 7.A), obtendo-se, em ‘Marubakaido’, as maiores alturas em
agar e em Plantmax. Com o porta-enxerto ‘M-26’, ndo houve diferenga entre
substratos. O nimero de raizes primarias foi afetado pelos fatores estudados,
sendo a interagdo entre eles significativa (Tabela 7.A). Também com estes
substratos, obteve-se maior niimero de raizes primarias em ‘M-26’, porém niio
houve diferenga entre os porta-enxertos quando o enraizamento in vitro ocorreu

em vermiculita.

TABELA 2.6. Sobrevivéncia, altura de mudas e mimero de raizes primarias de
dois porta-enxertos de macieira apds 49 dias de aclimatizagdo sob
efeito de trés substratos para desenvolvimento das raizes
adventicias. Lavras, UFLA, 1999.

Substrato Sobrevivéncia (%) Altura da muda (cm) Num. Rzs. Prim.
para Maruba- M-26 Maruba- M-26 Maruba- M-26
inducio kaido kaido kaido
Agar 41,57aA 44,64 aA 2,64aA 2,27aA 1496 aB 25,20 aA
Vermiculita 8,33bA 14,29bA 1,50bA 1,72aA 2,20bA 8,80bA

Plantmax  32,14abA 37,62abA  2,32aA 1,88aA 11,32aB 33,84 aA

Meédias seguidas de mesma letra, mimiscula na coluna e maitiscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%.
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Em ambos os porta-enxertos, os maiores valores para as varidveis
analisadas apos a aclimatizagio, de modo geral foram obtidos com agar e
Plantmax como substratos para o desenvolvimento in vitro das raizes. Os
resultados obtidos neste experimento estio em acordo com os obtidos por
Hutchinson (1984) que, trabalhando com brotagdes de macieira ‘Northem Spy’,
nas fases de enraizamento e aclimatizagio, obtiveram bons resultados com areia,
perlita e agar, o que ndo ocorreu quando foram utilizadas a celulose e a
vermiculita. J4 Aldrufeu (1987) sugeriu, para o enraizamento “in vitro” de
Pelargonium zonale, o uso da celulose, perlita e vermiculita.

A matéria seca, das raizes e da parte aérea, foi afetada pelos fatores
estudados e a interacdo entre eles foi significativa em ambas as variaveis
(Tabelas 7.A e 2.7). Houve diferenca entre porta-enxertos quando utilizado o
Plantmax (MS das raizes e MS da parte aérea), bem como com a vermiculita
(MS da parte aérea). Em ‘Marubakaido’, o agar foi o substrato que proporcionou
o melhor resultado, enquanto em ‘M-26’, os melhores resultados foram obtidos
em agar e Plantmax.

TABELA 2.7. Matéria seca das raizes e da parte aérea de mudas de dois porta-
enxertos de macieira, apos 49 dias de aclimatizagio, sob efeito de
trés substratos para indugio do enraizamento. Lavras, UFLA,

1999,
Substrato para  Matéria seca das raizes Matéria seca da parte aérea
(g/muda) (g/muda)
indugio Marubakaido @ M-26 Marubakaido M-26
Agar 0,0642aA  0,0737aA 0,0747 aA 0,0778 aA
Vermiculita 0,0040bA 0,0174bA 0,0047 bB 0,0265 bA
Plantmax 0,0183bB 0,0718aA 0,0273 bB 0,0835 aA

Médias seguidas de mesma letra, mimiscula na coluna e maitscula na linha, ndo
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significincia de 5%.
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O bom desempenho do Plantmax durante a aclimatizagdo deve-se ao
fato de que tanto o enraizamento quanto a aclimatizagio ocorreram no mesmo
substrato, nao havendo alteragdo quando a este fator envolvido na aclimatizagio.
Conforme observou Hutchinson (1984), utilizando-se a areia como meio de
enraizamento in vitro, 0 aumento no miimero e comprimento de raizes pode ser
devido a aeragdio do meio, pois hd relagio direta entre este fator e o
enraizamento das brotagdes. Além disso, de acordo com Apter, McWilliams e
Davies Jr. (1993), raizes emitidas no agar em geral tém poucos ou nenhum pélo
radicular, e aqueles que existem morrem apds o transplante, causando a
paralisagio do crescimento. Esses resultados sio um indicativo de que o
Plantmax pode ser um substituto eficiente para o agar durante o

desenvolvimento in vitro das raizes.

Experimento 3 - Substratos na aclimatizacfo de mudas do porta-enxerto
‘Marubakaido® enraizadas in vitro

A sobrevivéncia das mudas, durante o processo de aclimatizacio em
diferentes substratos, ndo sofreu influéncia dos tratamentos (Tabela 8.A),
havendo um decréscimo quadratico no nimero de plantas vivas em fungdo do
tempo devido ao estresse sofrido com a transferéncia das mudas do laboratorio
para a casa de vegetagdo (Figura 2.13).

Entre 7 e 21 dias de aclimatiza¢do, a sobrevivéncia caiu abruptamente
até cerca de 80%, tendendo a estabilizagdo a partir dos 28 dias. Esta tendéncia
esta de acordo com o que é citado por Marin e Gella (1988), que observaram que
esta queda drastica ocorre em tomo dos 14 dias apos o inicio da aclimatizaggio e
mencionaram que este fenomeno deve-se a inani¢do das plantas causada pela
baixa eficiéncia na troca do metabolismo heterotréfico/mixotrofico (com
dependéncia total ou parcial de uma fonte extena de carbono) para o
metabolismo heterotrofico do carbono (com dependéncia total da fotossintese).
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Sobrevivéncia (%)

0 7 14 21 2 35
Teampo de aclimatizago (dias)

Equacdo:
Y = 101,59 - 0,8881 x — 0,0078 x* r=0,9571

FIGURA 2.13. Evolugdo do percentual de mudas de macieira ‘Marubakaido’
sobreviventes em fun¢do do tempo de aclimatizagdo. Lavras,

UFLA, 1999.
A altura das mudas, durante os 35 dias de aclimatizagdo, sofreu
influéncia do tempo e dos substratos (Tabela 8.A). Na Figura 2.14, € mostrada a
tendéncia da altura das mudas ao longo do periodo de aclimatizagio.

24 ;
—22- i
\51 2.
g 16 5 4
£ 14
2 124
1 - -
0 7 14 2 -] 35
Periodo de actimatizacio (dias)
Equacdo:
Y=1,6191 - 0,0116 x + 0,0007 x* = 0,9655

FIGURA 2.14. Efeito do tempo no crescimento em altura de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizagdo. Médias de cinco
substratos. Lavras, UFLA, 1999.
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Verificou-se que a interagio tempo x substrato nio foi significativa,
havendo ajuste a uma equacio de segundo grau, independente do substrato em
que as mudas foram aclimatizadas (Tabela 8.A).

Apés a aclimatiza¢dio (periodo de 35 dias), conforme demonstrado na
Tabela 2.8, observou-se que a altura e a matéria seca da parte aérea das mudas
ndo foram afetadas pelos tratamentos, mas somente as varidveis relativas ao
sistema radicular (mimero de raizes primarias e matéria seca da raiz) (Tabela
9.A).

TABELA 2.8. Efeito do substrato sobre a altura, numero de raizes primarias e
matéria seca (MS) da parte aérea e das raizes aos 35 dias de
aclimatizagdo de mudas do porta-enxerto ‘Marubakaido’.
Lavras, UFLA, 1999,

Substrato Altura Num.raizes MSdaParte MSdas
(cm)  primarias Aérea Raizes
(g/muda) (g/muda)
Plantmax 2,13a 13,10a 0,0525a 0,021 a
Vermiculita 2,23a 9,48b 0,0427 a 0,014 b
Comp.Org.+ Areia 2,23a 11,28ab 0,0409 a 0,018 ab
Comp.Org.+Solo+Areia 1,932 12,45 ab 0,0384 a 0,017 ab
Solo + Areia 1,98 a 13,73a 0,0425a 0,017 ab

Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada porta-enxerto, nio diferem
significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Hartmann, Kester e Davies (1990) mencionam que os principais efeitos
dos substratos sdo manifestados sobre as raizes, podendo acarretar algumas
influéncias sobre o crescimento da parte aérea. No caso deste experimento, é
provavel que o tempo de aclimatizagiio nio tenha sido suficiente paré que o
efeito sobre as raizes afetasse a parte aérea em fungio dos tratamentos.
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Quanto ao numero de raizes primarias, somente houve diferenca
significativa dos tratamentos Plantmax e Solo+Areia em relagdo a vermiculita.
Quando foi utilizada a mistura Solo+Areia, 0 nimero de raizes primarias
apresentou incremento de 48,4% em relagdo ao valor inicial antes da
aclimatiza¢do (9,25 raizes primarias/muda), ao passo que, com a vermiculita,
este incremento foi de apenas 2,5%. A vermiculita apresenta baixa agregagio
com as raizes, o que afetou negativamente o crescimento das mudas tanto da
parte aérea quanto das raizes.

Para a matéria seca das raizes, houve diferenca significativa apenas entre
os substratos Plantmax e Vermiculita. O substrato exerce grande influéncia na
arqu:tetura do sistema radicular, sendo de grande importancia a sua aeragdo e
aderéncia as raizes. Segundo Gislerod (1982) e Hartmann, Kester e Davies
(1990), o substrato deve ter boa capacidade de reten¢do de agua, volume Stimo
de espagos porosos preenchidos por gases e adequada taxa de difusdo de
oxigénio necessario a respira¢io das raizes. O solo contribuiu com uma boa
agregacao as raizes e reten¢do de agua, ao passo que a areia apresenta excelente
drenagem, sendo utilizada com freqiiéncia como condicionador fisico do
substrato. Segundo Hartmann, Kester e Davies (1990), o crescimento das raizes
pode ser prejudicado pela deficiéncia de oxigénio no substrato, podendo resultar
na morte do sistema radicular.

De modo geral, o Plantmax foi o substrato que proporcionou os
melhores resultados, seguido da mistura de solo + areia embora para algumas
variaveis nio tenha havido diferen¢a significativa entre os substratos. O bom
desempenho deste substrato comercial pode ser atribuido a boa agregagfio com
as raizes, formando torrdes, a disponibilidade de nutrientes e a adequada
drenagem sem que houvesse compacta¢do. A superioridade do Plantmax como
substrato também foi comprovada por Carvalho et al. (1997), em trabalho com
cafeeiro. Scheffer (1993), entretanto, avaliando a influéncia do substrato na
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fisiologia de plantas de morango micropropagadas durante a adaptagdo pré-
campo, obteve melhor resultado para matéria seca da folha e matéria seca da raiz
com o uso do substrato “Composto” em relagdo ao substrato “Comercial”.
Normah, Nor-Azza e Aliudin (1995), trabalhando com a aclimatizagio de
mangostio, observaram percentuais de sobrevivéncia entre 92 a 98%, sendo as
maiores alturas de plantas obtidas com areia+solo e areia+solo+material

orgdnico. Com este ultimo substrato, foi obtida a maior sobrevivéncia.

Consideragies gerais

O meio de sustentagdo durante o cultivo in vitro desempenha papel
importante no enraizamento. Esta afirmac3o é ratificada pelos resultados obtidos
nos experimentos deste trabalho, nas etapas de indugdo do enraizamento,
desenvolvimento das raizes adventicias e aclimatizagio das mudas. Quando o
substrato influenciou o enraizamento in vitro, observou-se que as caracteristicas
das raizes adventicias também tiveram efeito sobre o crescimento das mudas
durante a aclimatizag¢do, o que demonstra a importancia da condi¢io da muda ao
deixar o cultivo in vitro. O agar provoca redugio da disponibilidade de oxigénio
e do enraizamento (Moncousin, 1991) e sua substituicio por outros materiais,
como o Plantmax e a vermiculita, mostrou-se promissora, especialmente para o
desenvolvimento das raizes adventicias. Além da redu¢io do custo, podem ser
apontadas como vantagens adicionais do uso de substratos alternativos ao agar:
a) maior numero de brotagGes por frasco; b) reducdo da quantidade de meio
necessario a 1/3 ou menos; ¢) a composi¢io do meio é simplificada; d) o
trabalho é simplificado; e) dispensa o uso de técnicas de assepsia apds o
enraizamento; f) a aclimatizagdo e o transplante sdo facilitados (Zimmerman e
Fordham, 1985).

60



Porém, alguns ajustes desta metodologia deverdo ser buscados, como

forma de viabilizar o seu uso e obter maior enraizamento in vitro e melhor

qualidade do sistema radicular, com influéncia sobre a aclimatizaggo.

que:

4 CONCLUSOES

Para as condigGes em que os experimentos foram realizados, conclui-se

a)

b)

c)

d)

e)

o substrato afeta a indugdo, a formag3o e o crescimento das
raizes adventicias e da parte aérea das mudas dos porta-
enxertos de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26’;

os melhores resultados para o enraizamento in vitro de
brotagdes de ‘Marubakaido’ sdo obtidos com o meio
solidificado com agar, com as proporgoes de 20% de
vermiculita ou areia e com a vermiculita umedecida com
meio liquido;

a indugdo do enraizamento € mais eficiente no agar, seguido
do Plantmax, nos dois porta-enxertos estudados;

o melhor desenvolvimento das raizes adventicias em
brotagoes dos porta-enxertos 'Marubakaido' e 'M-26' é
obtido com emprego do agar, porém a maior sobrevivéncia é
obtida com mudas enraizadas em meio solidificado com
agar e em Plantmax;

o0 Plantmax proporciona as melhores condigdes de
aclimatizagdo de mudas do porta-enxerto 'Marubakaido'

enraizadas "in vitro".
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CAPITULO 3

SACAROSE NA MUL'I:IPLICACAO, ENRAIZAMENTO IN VITRO
E ACLIMATIZACAO DE MUDAS MICROPROPAGADAS
DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO?’

Resumo: Este trabalho teve como objetivo estudar o efeito da sacarose durante as
fases de multiplicagdo, enraizamento in vitro e aclimatizagio de mudas
micropropagadas do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’. Para tanto, foram
utilizadas brotagGes, previamente mantidas in vitro no Laboratorio de Cultura de
Tecidos da UFLA (Lavras, MG). O trabalho foi constituido de 2 experimentos,
nos quais foram testados: a) influéncia do teor de sacarose na multiplicacdo,
enraizamento e aclimatiza¢io de mudas e b) efeito de concentragdes de sacarose
sob condi¢des de aumento das trocas gasosas. Apds o enraizamento, as mudas
foram aclimatizadas em casa de vegetagio com nebulizagio intermitente. Com
base nos resultados obtidos, pode-se observar que a sacarose, nos meios de
multiplicagdo e de enraizamento, afeta a morfogénese e o crescimento in vitro,
bem como a sobrevivéncia e o crescimento durante a aclimatizagio. A
concentragdo de 45 g.L"! de sacarose no meio de multiplicagio permite a obtengdo
do maior rendimento de microestacas. Concentragdes baixas de sacarose no meio
de enraizamento (10-30 g.L™') proporcionam methor formacio de raizes in vitro,
enquanto elevadas concentragdes (45 a 60 g.L') aumentam a sobrevivéncia e o
crescimento durante a aclimatiza¢do. Em relagio ao selamento convencional, o
uso de algoddo favorece o crescimento das mudas durante a aclimatizagio.

Palavras-chave: Rosaceae, Malus, cultura de tecidos, metabolismo do carbono
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THE EFFECT OF SUCROSE ON MULTIPLICATION, IN VITRO
ROOTING AND ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED
'MARUBAKAIDO' APPLE ROOTSTOCK PLANTLETS

Abstract: The objective of this work was to study the effect of sucrose during
multiplication, in vitro rooting and acclimatization phases of micropropagated
'Marubakaido' apple rootstock plantlets. Shoots previously maintained in vitro at
the Tissue Culture Laboratory of the UFLA (Lavras, MG, Brazil) were used. The
work consited of 2 experiments, on which were tested (a) the influence of sucrose
levels on shoot multiplication, rooting and acclimatization and (b) the effect of
sucrose concentrations under conditions of an increase gaseous change. After
rooting, the plantlets were acclimatized in a greenhouse with an intermittent
nebulization. Based on the results, it could be observed that the presence of
sucrose on rooting and multiplication media affects in vitro rooting and
morphogenesis, as well as survival and growth during acclimatization. The
concentration of 45 g.L" sucrose in the multiplication medium allows the
obtention of the highest shoot yield. While high sucrose concentrations (45-60
g.L™") increased the survival and the growth during acclimatization, the use of low
concentrations of sucrose (10-30 g.L™) in the rooting medium provided better
formation of in vitro rooting. Compared to the conventional sealing, the use of
cotton favored plantlets growth during acclimatization.

Key-words: Rosaceae, Malus, tissue culture, carbon metabolism

1 INTRODUCAO

Os carboidratos, adicionados ao meio de cultura, fomecem energia
metabolica e esqueletos de carbono para a biossintese de aminoacidos e proteinas,
polissacarideos estruturais ¢ demais compostos orgdnicos necessarios ao
crescimento das células (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998). O teor de agucar,
geralmente sacarose, no meio de cultura, afeta o enraizamento, o crescimento in
vitro e 0 mecanismo de nutricdo do exblante. De Riek et al. (1991), analisando a
matéria seca de explantes de roseira in vitro, constataram que 74% do carbono
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vieram da sacarose no meio de cultura, e 26%, da fotossintese. Além disso, a
concentragdao de CO; aumentou durante a noite ¢ diminuiu durante o dia, o que
indica que 0 CO, liberado através da respiragdo do carbono no meio de cultura é
recapturado pela fotossintese iz vitro. Em alguns estudos, ja foi observado que 75
a 85% do aumento da biomassa sdo devidos & incorpora¢do de carbono da
sacarose; além disso, 25-40% da sacarose sdo usadas para a respiragdo (De Riek,
Piqueras e Debergh, 1997).

Porém, o agticar no meio de cultura é um componente que eleva o custo
de produgdo, tanto devido a perda de plantas por contaminag¢do como por reduzir
0 pegamento na aclimatiza¢do. O agicar mais utilizado como fonte de energia e
carbono em meios de cultura de tecidos vegetais é a sacarose, devido ao baixo
custo e a facilidade de obtengiio. A concentragio mais utilizada no preparo do
meio é de 30 gL, mas modificagdes desta concentragio convencional podem
beneficiar o cultivo in vitro e a aclimatizagdo. Debergh (1988) afirma que, para
facilitar a passagem das plantas para o estado autografico na aclimatiza¢io,
pode-se reduzir ou eliminar a sacarose no meio de enraizamento. Cheng, Peterson
e Mitchell (1992), estudando o enraizamento de explantes de eucalipto,
observaram que concentra¢des de sacarose no meio de cultura entre 20 e 60 gL
favoreceram o enraizamento, enquanto concentragdes de 40 a 60 g.L™ causaram a
formag¢do de calo, e entre 80 e 100 g.L”, inibiram o desenvolvimento dos
explantes.

Meios de enraizamento mais diluidos e com menor concentragio de
sacarose, em relagdo ao meio padrdo, foram adequados ao enraizamento de
brotagdes de videira (Biasi, 1996). Para o enraizamento in vitro de explantes de
macieira, sio mencionadas, na literatura, concentragdes de 10-20 gL (Mattos,
1982 e Fortes, 1992) até 45 gL (Corréa, 1990), dependendo da cultivar e do
meio de cultura.
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Ao contrario do que ocorre em condi¢des naturais, as plantas in vitro tém
reduzida atividade fotossintética, caracterizando o metabolismo heterotréfico, ou
seja, dependente dos agticares adicionados ao meio de cultura como fonte externa
de carbono. Embora o uso desta fonte de carbono e energia viabilize o cultivo in
vitro, a auséncia parcial ou total do metabolismo autotréfico nas plantas dificulta
a aclimatizagdo, pois, ao serem transferidas para casa de vegetacdo, as
necessidades de carbono e energia deverio ser supridas somente através da
fotossintese (Pierik, 1988).

Porém, tem sido observado que as plantas in vitro, por apresentarem
tecidos clorofilados, em geral realizam fotossintese, mas em pequena intensidade,
devido principalmente a inibigdo da atividade da enzima RubP-Carboxilase pela
sacarose e ao baixo teor de CO; no interior dos recipientes de cultura (Kozai,
Koyama e Watanabe, 1988 e Serret et al., 1997). Segundo Hayashi, Nakayama e
Kozai (1988), as mudas no estadio de enraizamento tém habilidade fotossintética
e crescem em meio livré de sacarose, desde que dadas as condi¢des adequadas
como aumento do intercambio de gases com a atmosfera externa, luz, temperatura
e meio de cultura.

A modificagio de algumas condigGes fisicas que controlam a fotossintese
pode favorecer o desenvolvimento da autotrofia, antes da aclimatizagdo, .
diminuindo ou dispensando a exigéncia de agucar no meio como fonte de energia
para o crescimento. Isto traz vantagens como a redugio das perdas por
contaminagdo por fungos e bactérias, permitindo que se utilizem grandes
recipientes (Kozai, Koyama e Watanabe, 1988 e Hayashi, Nakayama e Kozai,
1988). Seko e Nishimura (1996) mencionam que as plantas in vitro em meio sem
sacarose com uso de CO; e luz intensa tém habilidade fotossintética. Embora a
sacarose seja essencial como fonte de emergia para a formagio de raizes

adventicias (Fortes, 1992), a redug@o do seu teor no meio de cultura pode
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favorecer o desenvolvimento de mixotrofia, mecanismo de nutri¢cdo do carbono
imtermedidrio entre a auto e a heterotrofia. Por outro lado, concentragGes
superiores podem condicionar a planta para a transferéncia para casa de
vegetagdo, aumentando a quantidade de reservas nos tecidos, o que é importante
para as etapas iniciais da aclimatizagdo (Wainwright e Scrace, 1989). Em ambas
as situagdes, a aclimatizagio e o crescimento das plamtas sdo favorecidos.
Resultados promissores neste sentido foram obtidos por Wardle, Dobbs e Short
(1983), Fujiwara, Kozai e Watanabe (1988), Kozai, Kubota e Watanabe (1988) e
De Riek, Piqueras e Debergh (1997).

Este trabalho teve por objetivo estudar o efeito da modificagdo de
concentragdes de sacarose na forma de aglicar comercial no meio de cultura e do
aumento do intercdmbio de gases sobre a multiplicagdo, enraizamento in vitro e
aclimatizagdo de mudas micropropagadas dos porta-enxertos de macieira
‘Marubakaido’ e ‘M-26’.

2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi constituido de dois experimentos. Para a multiplicagio,
foram utilizadas brotagdes axilares, obtidas in vitro, com cerca de 1 a 1,5 cm,
sem meristema apical. Para o enraizamento, foram utilizadas brotagdes apicais,
obtidas in vitro, com cerca de 2 a 3 cm de comprimento, retirando-se as folhas
inferiores e mantendo-se o meristema apical e os 2 pares de folhas mais préximos
do meristema. O protocolo geral das condi¢des de cultivo in vitro esta descrito no
Capitulo 1.
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Experimento 1 - Influéncia _do teor de sacarose na multiplicacio,
enraizamento in vitro e aclimatizacio de mudas de macieira ‘Marubakaido’

Neste experimento, foram testadas diversas concentragdes de sacarose no
meio de cultura, nas fases de multiplicagio e enraizamento in vitro, bem como
seus efeitos na aclimatizagio. Na fase de multiplicagdo, foram utilizadas as
concentragdes de 30, 45 e 60 gL na forma de agicar comercial, ¢ na fase de
enraizamento in vitro, foram utilizadas as concentragdes de 15, 30, 45 ¢ 60 gL
Os tratamentos consistiram da combinagdo destas concentragdes. Para a
multiplicagdo, foi utilizado o meio MS com a concentragdo integral dos sais de
MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™), glicina (2,0 mg.L") e mio-inositol (100
mg.L"), além de 1,0 mg.L" de benzilaminopurina (BAP) e 7 g.L"' de agar. O
periodo de multiplicagdio foi de 40 dias. Para o enraizamento, foi utilizado o meio
MS, com a metade da concentragdo dos sais e demais componentes normais,
substituindo o BAP pelo AIB (1,0 mglL?) e utilizando-se brotagdes
(microestacas) com comprimento médio de 2,07 cm e 3,89 folhas/brotagio. O
periodo de enraizamento in vitro foi de 49 dias. Apdés o enraizamento, as
brotagoes enraizadas foram retiradas dos frascos, lavadas as raizes e transferidas
para a aclimatiza¢do. Parte das brotagGes enraizadas (7 brotagSes/repeticio) foi
repicada para frascos contendo meio MS com a metade da concentragéo de sais,
sem sacarose e sem fitorreguladores, para verificagdo do crescimento na auséncia
de sacarose. As mudas foram mantidas neste meio durante 12 dias. A
aclimatizagdo foi realizada em casa de vegetagdo, utilizando-se bandejas de
Isopor, com 72 células de 50 cm® cada. Para a multiplicagdio, foram utilizadas 5
brotagbes/frasco e, para o enraizamento, 7 brotagdes/frasco. O periodo de
aclimatizagio foi de 61 dias.

Ao final do periodo de multiplicagdo, foram avaliados o rendimento e a

matéria seca das brotagdes (ou microestacas). Durante o enraizamento, foram
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avaliados, a cada 7 dias, o percentual de brotagdes enraizadas. No momento da
transferéncia para a casa de vegetagdo, foram avaliados o percentual de brotagoes
enraizadas, nimero de raizes primarias, numero de folhas e altura da muda. Apos
a aclimatizagio, foram avaliados a sobrevivéncia das mudas, numero de folhas,
numero de raizes primarias, altura da muda e matéria seca das raizes e da parte
aérea.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 5
repeticdes de S explantes cada (multiplicagéo), 4 repeticSes de 10 explantes cada
(enraizamento) e 3 repeticoes de 7 explantes cada (aclimatiza¢do). Para as
varidveis avaliadas sequencialmente, foi adotado o esquema de parcelas
subdivididas no tempo. Os dados de nimero de raizes primarias e matéria seca da
parte aérea, determinados apds a aclimatizacdo, foram transformados segundo
log{x-+1)e Jx , respectivamente. Os resultados foram comparados através da

analise de regressdo e do teste de Tukey a 5%.

Experimento 2 — Efeito de concentracdes de sacarose e do selamento do
recipiente de cultivo sobre o enraizamento in vitro e aclimatizacio de mudas de

macieira ‘Marubakaido’

Neste experimento, foram testadas concentragdes de sacarose no meio e
tipos de selamento do recipiente de cultura sobre o enraizamento in vitro e
aclimatiza¢do das mudas.

O enraizamento ocorreu em meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962), com a metade da concentragdo de sais e acrescido de mio-inositol (100
mg.L™"), vitaminas (1,5 mgL™) e glicina (2,0 mg.L"). As brotagdes foram
tratadas com AIB (200 mg.L™"). A seguir, foram aplicados os tratamentos, que
consistiram de quatro concentra¢des de sacarose (0, 10, 20 e 30 g.L"', na forma
de agucar comercial) e dois tipos de selamento (chumago de algoddo e tampa
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plastica). As brotagdes foram colocadas em frascos de vidro (250 em® de
capacidade), em numero de 5 brotagdes/frasco, contendo meio de cultura idéntico
ao anterior, porém sem AIB. Apés a repicagem, os frascos foram mantidos em
sala de crescimento durante 42 dias. No selamento com algodio, foi efetuada a
reposicio do meio de cultura a cada 14 dias, usando-se solugdo de dgua + agar
(3 gL). Apés o enraizamento in vitro, foram avaliados o percentual de
brotacdes enraizadas, altura e numero de raizes primarias das mudas. A
aclimatizac3o foi realizada em casa de vegeta¢do com nebuliza¢do intermitente e
sombreamento parcial (Sombrite 50%), repicando-se as mudas enraizadas para
copos plasticos (300 ml) de cor azul, sobre os quais foram colocados copos
plasticos transparentes (400 ml) durante 10 dias, de modo a comporem estufins
individuais. Foi repicada uma muda por recipiente. Apés 42 dias, foram avaliados
a sobrevivéncia, altura, namero de raizes primarias, matéria seca da parte aérea e
matéria seca das raizes.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repeticdes de 12 explantes cada. Os dados de matéria seca das raizes foram
transformados segundo a equagdo +/x. Os resultados foram comparados pelo
teste de Tukey (selamento) e através da analise de regressdo (sacarose).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Influéncia do teor de sacarose na multiplicacio,
enraizamento in vitro e aclimatizacio de mudas de
macieira ‘Marubakaido’

Avaliando-se o efeito da concentragdo de sacarose no meio de cultura de

multiplicagdo aos 49 dias apés o subcultivo, observou-se influéncia apenas sobre
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a variavel rendimento de microestacas (ou brotagdes), ndo havendo efeito dos
tratamentos sobre a matéria seca das microestacas (Tabela 1.B - Anexo e Figura
3.1). Utilizando-se 45 gL" de sacarose durante a fase de multiplicagdo das
brotagdes, € possivel obter-se, em média, 4,71 microestacas a partir de uma
brotagao axilar colocada em meio para multiplicagao, resultado superior em 89%
a concentragdo convencionalmente utilizada (30 g.L"'). Este resultado esta de
acordo com Flores et al. (1997), que obtiveram o maior comprimento das
brotagdes utilizando 45 g.L"' de sacarose, o que proporcionou maior rendimento
de microestacas. Este rendimento foi reduzido ao se aumentar a concentragdo de

sacarose para 60 g.L™.

| [ Rendimento | ‘
[MMat. Seca

-

l, ;'.:—:'.'"___"_-'“""

30 45 60

Concentragdo de sacarose (g.L'l)

FIGURA 3.1. Rendimento (microestacas/brotagdo axilar) e matéria seca de
microestacas (mg/microestaca) de macieira ‘Marubakaido’.
Lavras, UFLA, 1999.
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Apds serem colocadas para enraizar em meio de cultura adicionado de
AIB, foi avaliado semanalmente o percentual de microestacas enraizadas. Para
esta varidvel, foi significativa a interagdo tripla entre os fatores (sacarose na
multiplicacio x sacarose no enraizamento x tempo) (Tabela 2.B). Nas quatro
concentragdes de sacarose no meio de enraizamento, o percentual de microestacas
enraizadas manteve-se baixo até os 14 dias apés o subcultivo (Figura 3.2),
aumentando consideravelmente aos 21 dias e com incrementos decrescentes a
partir desta avaliagio. Este comportamento proporcionou o ajuste a uma

regressdo quadratica.
120 .
@ 100 - ; “TalSg/l ) _.__::;:.,l
% 80 - i 030gL -:a...::-.:,.- snsninis
g 60 - ~045 g/l " T
E |
m 0 t
220 4 :
0 7 14 21 28 35 42 49
Periodo de enraizamento "in vitro" (dias)
Equacdes:
Yis =-6,0694 + 2,3468 x r =0,8756
Y30 =-9,9535 + 2,8056 x — 0,0154 x* =0,9211
Yis=-13,451 + 3,4104 x — 0,025 x* r* = 0,8932
Yeo=-8,8605 + 2,0632 x — 0,0084 x* r =0,9238

FIGURA 3.2. Evolugdio do percentual de microestacas de macieira
‘Marubakaido’ enraizadas in vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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Apds o enraizamento in vitro, observou-se que a concentragdo de
sacarose no meio de enraizamento afetou trés das cinco variaveis analisadas
(Tabela 3.B). Ja a concentragdo de sacarose no meio de multiplicagdo teve pouca
influéncia nesta fase, indicando que praticamente ndo ha efeito residual deste
fator apos colocadas as microestacas no meio de enraizamento, exceto para o
numero de folhas.

O percentual final de enraizamento (aos 49 dias apds o subcultivo), ndo
foi afetado pelos tratamentos (Tabela 3.B), obtendo-se, em média, 84,26% de
brotagdes enraizadas. A altura das mudas também ndo foi afetada pelos
tratamentos (média de 2,24 cm). Porém, o numero de raizes primarias e o nimero
de folhas emitidas in vitro decresceram linearmente com o aumento da

concentragio de sacarose (Figura 3.3).

g 12- :
£ —aRaizes --oFolhas ||
-'E: gl T - A e !
= | o
3 !
[-3
~ |
: A
15 30 45 60
Concentragdo de sacarose (L)
Equagdes:
Yraizes = 8,8789 — 0,0753 x r =0,8709
Yronss = 10,6090 — 0,337 x r* =0,5804

FIGURA 3.3. Efeito da concentracio de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre o numero de raizes primarias e de folhas
emitidas em microestacas de macieira ‘Marubakaido’. Médias de
trés concentragdes de sacarose na fase de multiplicagdo. Lavras,
UFLA, 1999,
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Utilizando-se a concentragdo minima de sacarose (15 g.L™*) no meio de
enraizamento, criaram-se as condigGes suficientes para obter bons resultados na
produgdo de mudas in vitro, como também é mencionado por Mattos (1982) e
Fortes (1992). O aumento da concentragdo de sacarose interferiu negativamente
sobre estas variaveis, além de elevar o custo de preparo do meio de cultura,
Hayashi, Nakayama e Kozai (1988) mencionam que os carboidratos afetam o
estado hidrico dos explantes, pois tém influéncia sobre o seu potencial matricial,
inclusive favorecendo a ocorréncia de hiperidricidade (vitrifica¢éo). Biasi (1996)
observou beneficios da redu¢do da concentracio de sacarose de 3% para 1% na
micropropaga¢io de videira, sendo que, utilizando-se 3% de sacarose, as
brotagGes enraizaram pouco e formaram raizes de baixa qualidade.

Aumentando-se o teor de sacarose no meio de enraizamento, o percentual
de matéria seca das mudas aumentou linearmente (Figura 3.4), inversamente ao

observado nas variaveis anteriores.
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Concenttragso de sacarose (g L)

Equacao:
Y =0,3087 + 12,074 x r=0,9773

FIGURA 3.4. Efeito da concentragdo de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre o percentual de matéria seca em mudas
micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’. Médias de trés
concentragdes de sacarose na fase de multiplicagdo. Lavras,
UFLA, 1999.
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Considerando que a matéria seca € constituida principalmente pelos
carboidratos insoliveis presentes na parede celular (celulose, hemicelulose e
lignina), o aumento da disponibilidade de carbono facilmente assimilavel, como a
sacarose, aumentou a sintese destes compostos. Silva et al. (1993) estudaram
estas fracdes, denominadas “sistema de prote¢do”, em mudas micropropagadas de
amora-preta durante a aclimatizagdo. Os autores observaram maiores teores de
celulose ¢ hemicelulose em mudas aclimatizadas, em consequéncia de sua
adaptacdo ao ambiente da casa de vegetagdo. Teores reduzidos destes compostos
foram associados com a elevada sensibilidade a estresses em mudas cultivadas in
vitro. Dimassi-Theriou e Bossabalidis (1997) observaram que a adigdo de
sacarose ao meio de cultura (20 g.L") afetou negativamente o tamanho das
células do meséfilo de kiwi sob concentragio normal de Mg (35 gL™) e
positivamente sob alta concentragio de Mg (105 g.L™"). Além disso, observaram
que a acumulagdio de agucares totais foi favorecida em todos os tratamentos por
luz normal e sacarose.

Isto se reflete sobre o comportamento durante a aclimatizagio. Com
relagdo & variavel sobrevivéncia apos 61 dias de aclimatizagdo, houve interagdo
significativa entre os fatores sacarose na multiplicagio e sacarose no
enraizamento (Tabela 4.B), de modo que, utilizando-se as menores concentra¢des
de sacarose na multiplicagiio, a sobrevivéncia apresentou tendéncia quadratica
com o aumento das concentragdes de sacarose no meio de enraizamento (Figura
3.5). De maneira geral, observaram-se beneficios do aumento da concentragdo de
sacarose na sobrevivéncia das mudas, o que provavelmente € devido ao
incremento dos componentes do sistema de protegdo e a maior quantidade de
substincias de reserva (principalmente amido), que auxiliaram as plantas até o

estabelecimento do sistema autotréfico de nutri¢do, durante a aclimatizagdo.
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FIGURA 3.5. Efeito da concentragio de sacarose no meio de cultura de
enraizamento na sobrevivéncia de mudas apds a aclimatizagdo,
em trés concentragdes de sacarose no meio de multiplicagdo.
Lavras, UFLA, 1999.

Van Telgen, Van Mil e Kunneman (1992) observaram que houve aumento
no enraizamento e na sobrevivéncia de mudas de macieira ‘M-9’ e ‘M-26" ao se
aumentar a concentragdo de sacarose de 20 para 30 gL durante a fase de
multiplicagdo. Este beneficio, porém, € observado quando as microestacas sdo
enraizadas em frascos ‘hermeticamente” fechados. Neste caso, a pouca
disponibilidade de CO; na atmosfera intema do frasco inibe o desenvolvimento de
um sistema autotréfico.

Entretanto, como é citado por Hayashi, Nakayama e Kozai (1988), as
plantas no estadio de enraizamento tém habilidade fotossintética, pois possuem
folhas clorofiladas e crescem em meio livre de agicar, desde que sejam

proporcionados o aumento da concentragio de CO; no frasco e da intensidade
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luminosa no ambiente de cultivo. Nestas condigdes, a sacarose tende a inibir a
atividade da enzima Ribulose-1,5-Bifosfato Carboxilase Oxigenase (Rubisco) e,
portanto, a eficiéncia fotossintética. No caso deste experimento, esta inibigdo
provavelmente n3o surtiu efeito, pois o intercambio de gases entre a atmosfera do
recipiente de cultivo e a da sala de crescimento € limitado pelo tipo de selamento.
Com o aumento da concentragdo de sacarose no meio de enraizamento,
ocorreu incremento linear do nimero de raizes primarias, matéria seca da raiz e
altura da muda apés a aclimatizagio, devido ao beneficio sobre o sistema de
protegio, bem como a melhor condi¢io das mudas antes da aclimatizagdo. A
matéria seca da parte aérea nio foi afetada pelos tratamentos (Tabela 4.B).
Observa-se que, utilizando as concentragSes mais elevadas de sacarose no meio
de enraizamento, é possivel obter-se mais raizes primarias (Figura 3.6), matéria
seca da raiz (Figura 3.7) e maior altura da muda (Figura 3.8). Porém, a altura da
muda apresentou incremento significativo em fungdo da sacarose no meio de

enraizamento apenas quando utilizadas 60 g.L"' no meio de enraizamento.
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FIGURA 3.6. Efeito da concentragio de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre o numero de raizes primirias apds a
aclimatizacio de mudas micropropagadas de macieira
‘Marubakaido’. Médias de trés concentragdes de sacarose na fase
de multiplicagdo. Lavras, UFLA, 1999,
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FIGURA 3.7. Efeito da concentra¢io de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre a matéria seca da raiz apés a aclimatizagio
de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’. Médias
de trés concentragdes de sacarose na fase de multiplicagdo.
Lavras, UFLA, 1999,
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Altura da muda (cm)

15 30 45 60
Concentragio de sacarose (g.L'l)

Equagdo e Médias:
Méd.ia3o= 1,95 cm
Médiass= 2,46 cm
Yeo = 1,012 + 0,02538 x r* =0,8344

FIGURA 3.8. Efeito da concentragio de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre a altura de mudas micropropagadas de
macieira ‘Marubakaido’ apds a aclimatizagdo. Lavras, UFLA,
1999.

Com base nestes resultados, observa-se que a sacarose in vitro afeta a
sobrevivéncia e o crescimento das mudas. Concentragdes mais elevadas de
sacarose tendem a desfavorecer a morfogénese e o crescimento in vitro, porém
possibilitam o armazenamento de reservas e a sintese dos componentes do sistema
de protegdo em maior intensidade, com reflexos positivos na aclimatizagdo. O uso
de concentragdes elevadas de sacarose, apds formadas as raizes, na fase
imediatamente anterior a aclimatizagdo poderia favorecer a aclimatiza¢gdo sem
prejudicar a morfogénese in vitro. Além disso, a concentragdo de sacarose na
multiplicagdo afetou a altura das mudas apés a aclimatizaggo, sendo que, com 45
gL' a altura foi significativamente superior 34 encontrada nas demais
concentracgoes.
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As mudas enraizadas, desenvolvidas sob efeito dos diferentes tratamentos,
foram repicadas para meio sem sacarose, para avaliar o crescimento em termos
de matéria fresca na auséncia de fonte extema de energia, bem como analisar o
possivel efeito residual da sacarose nos meios de multiplicagiio e enraizamento.
Houve efeito da sacarose na multiplicagio e no enraizamento sobre a matéria
fresca das mudas (Tabelas 5.B e 3.1).

TABELA 3.1. Matéria fresca de mudas de macieira ‘Marubakaido’ em fungdio da
concentragdo de sacarose no meio de multiplicagio, aos 12 dias
apos o subcultivo em meio sem sacarose. Lavras, UFLA, 1999,

Concentragio de sacarose (g.L™) Matéria fresca (mg/muda)
30 0,360 ab
45 0,401 a
60 0,335b

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de 5% de significancia.

A matéria fresca evoluiu, ao longo de 12 dias, de forma quadratica
(Figura 3.9), em fungdo da concentragio de sacarose no mejo de enraizamento,
obtendo-se os pontos maximos com 30 g.L”, devido a condi¢fo inicial (antes da
repicagem) favorecida por esta concentragio. Porém, observa-se que os maiores
incrementos (diferenca entre a matéria fresca inicial e a final) foram observados
nas concentragdes de 15 e 30 gL, indicando que estas concentragdes
provavelmente ndo causaram forte inibi¢io do aparato fotossintético. Com 15 e
30 g.L", obtiveram-se incrementos maiores (37,2 e 32,6%, respectivamente) em
relagio a 45 ¢ 60 g.L™ (16,1 e 21,2%, respectivamente).

82
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Equagdes:
Yigicia = 0,1958 + 0,0096 x — 0,0001 x* 7 = 0,9999
Yeia = 0,3403 + 0,0081 x — 0,0001 x° 7 =0,9301

FIGURA 3.9. Efeito da concentragio de sacarose no meio de cultura de
enraizamento sobre a matéria fresca de mudas micropropagadas
de macieira ‘Marubakaido’ cultivadas em meio sem sacarose
durante 12 dias. Lavras, UFLA, 1999.

Experimento 2 - Efeito de concentracdes de sacarose e do selamento do

recipiente de cultivo sobre o enraizamento in vitro e
aclimatizacdo de mudas de macieira “Marubakaido’

Apos 42 dias de enraizamento in vitro, foram avaliadas algumas varidveis
referentes ao enraizamento e ao crescimento das mudas. O enraizamento foi
significativamente afetado pela sacarose, sendo a interagdo entre selamento e
sacarose significativa (Tabela 6.B). Em ambos os tipos de selamento, o
percentual de enraizamento evoluiu de forma quadratica em resposta ao aumento
da concentragdo de sacarose no meio de enraizamento (Figura 3.10), obtendo-se
os maiores percentuais com 21,83% (tampa plastica) e 20,81% (algodao).
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FIGURA 3.10. Efeito da sacarose no meio de cultura de enraizamento sobre o
percentual de brotagGes enraizadas de macieira ‘Marubakaido’.
Lavras, UFLA, 1999.

Observa-se que os percentuais de enraizamento foram muito baixos
quando ndo utilizada a sacarose, mas diferiram pouco entre si nas concentragdes
de 10 a 30 gL”. Segundo Grattapaglia ¢ Machado (1998), a presenca de
sacarose é fundamental para a morfogénese. Wainwright e Scrace (1989)
observaram que, exceto na auséncia de sacarose, o aumento dos teores deste
componente ndo afetou o enraizamento in vifro nem o estabelecimento na
aclimatizagado de Potentilla fruticosa e Ficus lyrata.

Simmonds (1983) obteve aumento significativo no enraizamento de
macieira ‘M-26" de 30 para 90% ao reduzir a concentra¢do de sacarose de 30
para 10 gL"'. Embora este resultado ndo tenha sido observado no presente
trabalho, foi possivel obterem-se bons resultados com 10 g L de sacarose, o que

se traduz em economia no preparo do meio de cultura. Corréa (1990) observou
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que a sacarose foi essencial para o enraizamento de porta-enxertos de macieira,
sendo recomendados 15 g.L" para ‘M 7’ e 45 g.L" para ‘MI 793",
A altura da muda teve comportamento semelhante ao enraizamento
(Figura 3.11), sendo significativa a regressdo apenas quando utilizado o algodio.
Comportamento semelhante foi observado com o numero de raizes
primarias apés o enraizamento in vitro, embora sem interagdo entre os fatores

selamento e sacarose (Tabela 6.B e Figura 3.12).

Altura da muda (cm)

Concentragdio de sacarose (g.L™")

Equacdo e Média:
Médiatump = 2,44 cm
Y atgotio = 1,629 + 0,1054 x — 0,0024 x* r =0,9786

FIGURA 3.11. Efeito da sacarose no meio de cultura de enraizamento e do

selamento sobre a altura de mudas de macieira ‘Marubakaido’.
Lavras, UFLA, 1999,
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FIGURA 3.12. Efeito da sacarose no meio de cultura de enraizamento sobre o
nimero de raizes primarias em mudas de macieira
‘Marubakaido’ enraizadas in vitro. Médias das duas condi¢des
de selamento. Lavras, UFLA, 1999.

Semelhante ao percentual de enraizamento, houve evolugio quadratica
com o incremento dos teores de sacarose e valores relativamente estaveis entre 10
e 30 g.L". Leite (1995) observou prejuizos na qualidade das raizes em brotagdes
de pereira ao serem diminuidas as concentragdes de sacarose no meio de cultura,
embora isto ndo tenha comprometido demasiadamente o percentual de
enraizamento.

Além do pouco efeito sobre a morfogénese e o crescimento, a redugio da
sacarose no meio de cultura até 10 g.L” pode auxiliar no condicionamento das
brotagdes visando a autotrofia antes do tramsplante (Campos e Pais, 1990 e
Gribaudo e Fronda, 1993), embora, como citam Wainwright e Scrace (1989), a
importancia deste condicionamento seja secundiria. Segundo Grout e Millan
(1985) ¢ Wainwright e Scrace (1989), mantendo-se explantes sob elevadas
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concentragdes de sacarose, promove-se maior reserva de carboidratos nas folhas,
que atuariam como fonte de energia para as mudas durante a aclimatizag3o.
Conforme foi mencionado por George (1993), as folhas formadas in vitro podem
atuar como 6rgios de armazenagem nos primeiros estigios da aclimatizagdo,
visto que, nos primeiros dias, a respiragio noturna ¢ elevada e, somente cerca de
14 dias apés o inicio da aclimatizagio, passa a ocorrer um balango positivo de
carbono. Segundo Deng e Donnely (1993), a sacarose no meio de cultura
promoveu o crescimento de explantes de framboesa, mas diminuiu a atividade
fotossintética e o endurecimento in vitro, de modo que o CO, in vitro e a auséncia
de sacarose no meio de cultura beneficiaram o desempenho das mudas durante a
aclimatizago.

Apos 42 dias de aclimatizagiio, foram avaliados a sobrevivéncia e o
crescimento das mudas na casa de vegetagdo.

A sobrevivéncia ndo foi afetada pelos tratamentos (Tabela 7.B),
apresentando, em média, 40,5%. Este valor pode ser considerado baixo, em
comparagdo aos resultados obtidos nos demais experimentos. Isto pode ser
atribuido a utilizagdo do estufim de copos plasticos e 2 mudanga de casa de
vegetagdo, criando condigdes de temperatura e umidade do ar e do substrato
desfavoraveis a sobrevivéncia das mudas.

Ja a altura das mudas foi afetada pelos fatores isolados e a interagdo
selamento x sacarose foi significativa (Tabela 7.B e Figura 3.13). Houve ajuste a
uma regressio linear quando as brotagdes foram enraizadas em frascos selados
com tampa (selamento convencional), enquanto que, utilizando-se o algoddo, a
altura aumentou até 17,1 g.L"!, diminuindo a partir desta concentragio.
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Equagdes:
Y = 1,410 + 0,0273x r' =0,8288
Y atgotmo= 1,498 + 0,195x — 0,0057 x* r* = 0,9990

FIGURA 3.13. Efeito da sacarose no meio de cultura e do selamento durante o
enraizamento sobre a altura de mudas de macieira ‘Marubakaido’
apds a aclimatizagio. Lavras, UFLA, 1999,

Com a utilizagio do algoddo para o fechamento dos frascos, foi
incrementado o intercimbio de gases entre o recipiente de cultivo e o meio
extemno, fato que poderia ter ativado o aparato fotossintético e complementando o
fornecimento de carbono para a morfogénese fomecido pela sacarose, de modo a
favorecer o crescimento em altura. Porém, acima desta concentra¢do, é provavel
que houvesse a imibigdo total ou parcial de enzimas envolvidas com o
metabolismo do carbono, causando menor atividade fotossintética e, portanto,
menor crescimento. Ja quando o selamento foi feito com tampas plasticas, devido
ao baixo teor de CO; no interior do frasco de cultura, quanto maior o teor de
sacarose, maior foi o crescimento das mudas. Este comportamento foi semelhante
ao observado com a altura apds o enraizamento in vitro, especialmente quando

utilizado o selamento com algodso.
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Com a matéria seca da parte aérea, foi constatado efeito semelhante ao
observado com a altura das mudas (Figura 3.14). Por serem variaveis associadas
entre si, pode-se atribuir os resultados s mesmas causas apontadas para a altura
das mudas.

Somente houve efeito do selamento sobre o nimero de raizes primarias.
As mudas enraizadas em frascos selados com tampa plastica apresentaram
numero significativamente maior de raizes primdrias (8,22 raizes/muda) em
relagio as mudas enraizadas em frascos selados com algoddo. Provavelmente, a
perda de agua no meio de enraizamento em frascos selados com algodido

contribuiu para a menor formagio de raizes adventicias.
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Y atgotio= 47,262 + 15,521 x — 0,475 x° r =0,9847

FIGURA 3.14. Efeito da sacarose no meio de cultura e do selamento durante o
enraizamento sobre a matéria seca (MS) da parte aérea de mudas
de macieira ‘Marubakaido’ ap6s a aclimatizagdo. Lavras, UFLA,
1999.
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A matéria seca das raizes somente foi afetada pelos fatores isolados,
sendo significativamente superior quando utilizado o algoddo para o selamento
dos frascos, em relagdo ao uso da tampa plastica (26,40 e 16,86 mg/muda,
respectivamente). Considerando a média dos dois tipos de selamento, o maior
peso da matéria seca das raizes ocorreu com a concentragio de 18,4 gL de
sacarose (Figura 3.15). Com base nestes resultados, pode-se afirmar que, quando
utilizado o algodio, as mudas desenvolveram-se em ambiente com maior
intensidade de trocas gasosas, favorecendo a fotossintese e o crescimento durante
a aclimatizacdo, o que indica esta técnica como promissora para obtengio de
melhores resultados quando da transferéncia das mudas para casa de vegetagio.
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Equagdo:
Y =12,123 + 1,765 x — 0,048 x> r* = 0,8026

FIGURA 3.15. Efeito da sacarose no meio de cultura durante o enraizamento
scbre a matéria seca das raizes de mudas de macieira
‘Marubakaido’ apos a aclimatizagdo. Média de duas condi¢des
de selamento. Lavras, UFLA, 1999.
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Observa-se que, embora o numero de raizes primarias ndo tenha sido
afetado pela sacarose, houve efeito sobre a matéria seca das raizes, o que indica
resposta sobre o crescimento em extensio ou ramificacio das raizes nas
diferentes concentracdes de sacarose. Este efeito, por sua vez, esta associado ao
crescimento em altura e matéria seca da parte aérea, como ja foi mencionado.

Uma das limitagdes ao uso do selamento com algoddo € a desidrata¢do do
meio e, por consequéncia, das mudas dentro dos frascos de cultura. Isto acarreta
a necessidade de monitoramento da perda de peso do conjunto frasco + muda +
meio de cultura. No caso do presente trabalho, estabeleceu-se a partir de ensaios
anteriores, o nivel de 8% de perda de peso para reposi¢gdo do meio (agua+agar 3,0
g.L", sem nutrientes ou fitorreguladores), o que correspondeu a intervalos de 14
dias entre reposigdes. E possivel que fossem obtidos melhores resultados com o
selamento com algodio adotando-se intervalos menores entre reposigdes. Porém,
isto acarreta aumento de mio-de-obra e do risco de contaminacdo. Uma
alternativa para se obter o principal beneficio do selamento com algoddo consiste
no uso desta técnica apenas na fase final do enraizamento “in vitro” (1 a 2
semanas), caracterizando uma forma de pré-aclimatizagdo, como sera discutido

no proximo capitulo.

Consideraces gerais ﬂ\

Embora o agucar ndo seja o componente de custo mais elevado no
preparo do meio de cultura, a redugdo da sua concentragdio pode ser
economicamente interessante, especialmente em sistemas de produgdo comercial
de mudas. Nos dois experimentos, foi possivel verificar que a redugio do teor de
sacarose de 30 para 10-20 g.L"! em geral beneficia o enraizamento “in vitro” e

outras variaveis relacionadas. Apesar disso, teores mais elevados de sacarose no
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meio de enraizamento criam condigSes mais favoraveis a aclimatizacdo das
mudas. Dessa forma, ao preparar a muda para a aclimatizagiio, pode-se usar
elevadas concentragies de sacarose que, sem prejudicar o enraizamento das
mudas, aumentam o acimulo de matéria seca e de carboidratos facilmente
assimilaveis, como o amido, que serdo iteis como substincias de reserva,
principalmente nas etapas iniciais aps a repicagem das mudas para a casa de
vegetacdo. De igual modo, o selamento com algodio pode ser utilizado nas fases
finais do enraizamento “in vitro”, pois permite que haja aumento do intercimbio
de gases, principalmente O,, CO; e vapor d’agua, entre a atmosfera do recipiente
de cultivo e a da sala de crescimento. Grattapaglia e Machado (1998)
mencionaram que, embora as tampas que vedam totalmente o frasco de cultura
sejam Wteis para prevenir contaminagdes, nio permitem que ocorram trocas
gasosas adequadas. Dessa forma, ha redugio da umidade relativa do ar,
favorecendo o funcionamento estomatico e a sintese de ceras epicuticulares, bem
como o aumento da atividade fotossintética, ainda durante o cultivo in vitro. E
importante ressaltar que se o selamento com algodio for feito antecipadamente,
ha intensa perda de agua do meio de cultura, inviabilizando a sobrevivéncia dos
explantes ou requerendo a reposigdo periédica do meio de cultura.

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos experimentos, conclui-se que:

a) a sacarose nos meios de multiplicacio e de enraizamento afeta a
morfogénese e o crescimento “in vitro”, bem como a sobrevivéncia e
o crescimento durante a aclimatizagio de mudas do porta-enxerto
‘Marubakaido';
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b) a concentragio de 45 gL' no meio de multiplicagdo permite a
obtengio do maior rendimento de microestacas do porta-enxerto
"Marubakaido';

c) concentragdes mais baixas (10 a 30 g.L7) de sacarose no meio de
enraizamento proporcionam melhor formagio de raizes “in vitro” e
elevadas concentragdes (45 a 60 g.L) aumentam a sobrevivéncia e o
crescimento durante a aclimatizagdo.

d) em relagdo ao selamento convencional, o uso de algoddo favorece o

crescimento das mudas durante a aclimatizag¢do.
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CAPITULO 4

PRE-ACLIMATIZACAO DE MUDAS MICROPROPAGADAS DO
PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO’

Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de técnicas de pré-
aclimatizagio na sobrevivéncia e crescimento inicial de mudas
micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’ durante a aclimatizagdo. O
trabalho foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos da UFLA
(Lavras, MG) Foram utilizadas brotagdes previamente mantidas in vitro, as
quais foram enraizadas em meio de cultura com os sais de MS, acrescido de
glicina, vitaminas e mio-inositol. Foram testados os seguintes métodos de pré-
aclimatizagdo, em quatro experimentos: poda de raizes, abertura antecipada
dos frascos, selamento dos frascos com algodio, manutengdo das mudas nos
frascos em casa de vegetagdio, manuten¢do das mudas sob baixa temperatura
(5°C) e tratamento com acido giberélico (GA;). Apos os tratamentos de pré-
aclimatizagdo, as mudas foram transferidas para casa de vegetagdo com
nebulizagio intermitente. As avaliagdes foram realizadas antes e apos a pré-
aclimatiza¢io, bem como ao final do periodo de aclimatizagdo. A poda de
raizes n3o prejudicou o crescimento das mudas e facilitou a repicagem para o
substrato de aclimatizagio. A abertura antecipada dos frascos ndo
proporcionou ganhos em sobrevivéncia ou crescimento das mudas apds estas
serem aclimatizadas. O selamento dos frascos com algoddo e a manutengdo
das mudas nos frascos em casa de vegetagdo prejudicaram a sobrevivéncia e o
crescimento das mudas. A manuten¢do das mudas sob baixa temperatura
proporcionou bons resultados, especialmente a partir de 96 unidades de frio (4
dias). A aplicagdo de GA; em concentragdes de 28-33 mg.L" favoreceu o
crescimento das mudas, especialmente por aumentar o comprimento dos
intemaodios.

Palavras-chave: Malus, Rosaceae, Cultura de Tecidos, Aclimatizagdo, Acido
Giberélico, Endurecimento



PRE-ACCLIMATIZATION OF MICROPROPAGATED
‘MARUBAKAIDO’ APPLE ROOTSTOCK PLANTLETS

Abstract: The objective of the present work was to evaluate the effect of pre-
acclimatization techniques on survival and initial growth of micropropagated
‘Marubakaido’ apple rootstock plantlets during acclimatization. The work was
carried out at the Tissue Culture Laboratory of the UFLA (Lavras, MG,
Brazil). In vitro shoots rooted in MS culture medium supplemented with
glycme, vitamins and myo-inositol were used. The following pre-
acclimatization methods: pruning of adventitious roots, pre-opening of the
culture recipients, recipients sealed with cotton, plantlets maintained inside
recipients in a greenhouse, plantlets maintained under low temperature (5°C)
and treatment with gibberellic acid (GAj3) were tested in four experiments.
After pre-acclimatization treatments, rooted plantlets were transferred to
greenhouse with intermittent nebulization. The evaluations were performed
prior and after pre-acclimatization, as well as at the end of the acclimatization
period. Pruning of adventitious roots had no effect on plantlets growth and
facilitated the transferrence to the acclimatization substrate. Pre-opening of the
culture recipients did not provide an increase of plantlets survival or growth
after acclimatization. Recipient sealing with cotton and plantlet maintenance in
greenhouse harmed both plantlet survival and growth. Plantlets maintained
under low temperature provided good results, especially starting from 96 cold
units (4 days). Use of GA; with concentrations of 28-33 mg.L" favored
plantlet growth by increasing the length of their internodes.

Key words: Malus, Rosaceae, Tissue Culture, Acclimatization, Gibberellic
Acid, Hardening

1 INTRODUCAO

Para tonar a micropropagagdo eficiente na produgdo de mudas em
sistemas comerciais, € necessaria a definicio de um protocolo que inclua a

fase de aclimatizagdo que, com frequéncia, limita a aplicagdo desta técnica.
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Conforme Howard e Oehl (1981), para a efetiva exploragdo das técnicas de

micropropagagio, os problemas associados com a transferéncia para o
ambiente natural devem ser superados, bem como deve ser obtido crescimento
rapido, similar ao de plantas propagadas por métodos convencionais.

A pré-aclimatizagio, ou endurecimento, consiste de técmicas que
permitam tomar o ambiente in vitro semelhante ao ambiente natural, bem
como manusear a muda para favorecer a sua sobrevivéncia e crescimento
(George, 1993). A pré-aclimatizagfio é, portanto, um instrumento que pode ser
utilizado para aperfeicoar os protocolos de micropropagagdo e, por
consequéncia, aumentar o rendimento na produgdo de mudas.

Em diversos estudos, tém sido abordada a pré-aclimatiza¢do de mudas.
Deng e Donnelly (1993) e Dami e Hughes (1997) citam, como métodos de
pré-aclimatizagdo, o aumento do intercdmbio de gases entre o recipiente e o
meio extemo pelo afrouxamento ou retirada das tampas dos recipientes de
cultivo, o incremento da concentragio de CO; no recipiente, o aumento da
luminosidade e o uso de retardantes do crescimento. Smith et al. (1992) citam
trés procedimentos para o endurecimento de plantas durante o estagio de
enraizamento, os quais favorecem ou até evitam a necessidade de
aclimatizago: a) protegio das raizes em ‘“plugs” de celulose; b) uso de
retardantes de crescimento e ¢) uso de recipientes com baixa umidade relativa
do ar. O tempo ideal para a pré-aclimatizagio é de 4 a 5 dias, podendo ir até 6
a 9 dias, e apresenta como vantagens a economia de trabalho, tempo e espaco,
quando comparada aos métodos convencionais (George, 1993).

Quanto a redugio da umidade do ar, Brainerd e Fuchigami (1981)
observaram que as folhas de plantas de macieira ‘Mac-9’ cultivadas in vitro
podem ser aclimatizadas sob baixa umidade relativa do ar (30-40% por 4 a 5
dias) e que esta forma de pré-aclimatizagio favorece o desenvolvimento de

99



rapida resposta estomatica. A alta umidade nos frascos de cultura é um dos
principais fatores que contribuem para a pouca formagio de ceras
epicuticulares na superficie das folhas (Grout e Aston, 1977) e pode ser
induzida em folhas in virro reduzindo-se a umidade relativa durante a
formagdo de folhas (Sutter e Langhans, 1982 ¢ Wardle, Dobbs e Short, 1983).
Segundo Broome e Zimmerman (1984), a remogdo da tampa dos tubos auxilia
as trocas gasosas e pode favorecer a sobrevivéncia ex vitro quando as plantas
sdo transferidas para ambiente com baixa umidade e substrato poroso. Jones et
al. (1985) colocaram brotagdes de macieira no meio de enraizamento durante
4 semanas, sendo que os frascos foram destampados 3 dias antes da
transferéncia para a casa de vegetagdo. Quando bem enraizadas, as mudas
foram transferidas para casa de vegetagio, obtendo-se mais de 80% de
sobrevivéncia.

No que se refere a poda de raizes, possivelmente as raizes adventicias
emitidas in vitro sdo de pouca fungdo na absorgio de igua e nutrientes.
Conforme foi mencionado por George (1993), as conexdes vasculares entre as
raizes e as brotagoes podem ser inadequadas quando da transferéncia para a
casa de vegetagdo, causando baixo fluxo de 4gua e nutrientes no sentido
ascendente, e de carboidratos para as raizes, no sentido descendente. Assim, é
possivel que, podando-se as mesmas no momento da repicagem, novas raizes
mais eficientes sejam emitidas. A poda das raizes mais longas, segundo
Grattapaglia e Machado (1998), facilita a repicagem para o substrato e a
lavagem das raizes para retirada do meio de cultura.

A aplicagdo de giberelinas, associada ou ndo ao uso de baixas
temperaturas quando da aclimatizagao, foi testada por Howard e Oehl (1981)
em Prunus insititia, por Druart e Gruselle (1986) em P. domestica e por

Ponchia e Gardiman (1993) em P. laurocerasus, obtendo-se aumento da
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sobrevivéncia e do crescimento, devido a quebra da dorméncia inicial das
gemas em mudas micropropagadas e ao aumento do crescimento dos
intemodios (Mohr e Schopfer, 1995). Isutsa, Pritts e Mudge (1998) obtiveram
efeito favoravel a aclimatizagio de mudas de porta-enxertos de macieira ao
utilizarem o tratamento com frio (3,3°C durante 4 semanas) e o acido
giberélico. Estes autores mencionam que a dorméncia das gemas apds o
enraizamento de brotagdes ocorre com frequéncia na aclimatizagio das
mudas.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficiéncia de técnicas de
pré-aclimatizagio, visando o aumento da sobrevivéncia e do crescimento
inicial durante a aclimatizagio de mudas do porta-enxerto de macieira
‘Marubakaido’ produzidas in vitro.

2 MATERIAL E METODOS

O protocolo geral das condigdes de cultivo in vitro utilizado nos
experimentos esta descrito no Capitulo 1. Este trabalho foi constituido de

quatro experimentos, quais sejam:

Experimento 1 - Pré-aclimatizaciio e poda de raizes na aclimatizacdo
de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’

Neste experimento, foram testados quatro periodos de pré-
aclimatizagdo (abertura antecipada dos frascos, antes da transferéncia das
mudas para a casa de vegetacdo), combinados ou ndo com a poda de raizes.

Para tanto, foram utilizadas brotagGes apicais, com dapice

meristematico, com 2-3 cm de comprimento, 4-5 gemas e um par de folhas
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apicais. Como meio de cultura para o enraizamento in vitro, foi utilizado o
meio MS acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™?), glicina (2,0 mg.L"), mio-
inositol (100 mg.L™"), 4gar (7 g.L™), sacarose (30 gL e AIB (1,0 mg.L"). Os
explantes foram mantidos neste meio por 47 dias para que se formasse um
grande volume de raizes adventicias. A seguir, todos os frascos foram
destampados e mantidos na sala de crescimento por periodos de 0, 24, 48 e 72
horas, sendo que, ap6s cada periodo, foi feita a poda das raizes em metade das
plantas. A poda das raizes consistiu na retirada, com tesoura, de cerca de 50%
do volume de raizes, apos lavagem do sistema radicular com agua destilada.
Apos a poda, as mudas foram repicadas para substrato comercial (Plantmax) +
vermiculita (1:1 v/v) acondicionado em bandejas de Isopor com 72 células
(120 cm’) e aclimatizadas em casa de vegetagdo com nebulizagdo intermitente .
durante 42 dias.

No momento da repicagem, foram avaliados a altura, o numero de
raizes primarias e secundarias e o comprimento das raizes das mudas, a partir
de uma amostra de 5 mudas por tratamento.

Apés a aclimatizagdo, foram avaliadas a altura, percentagem de
sobrevivéncia, comprimento das raizes primarias, nimero de raizes primarias,
numero de raizes secundarias e matéria seca da parte aérea e das raizes das
mudas.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, em
esquema fatorial 4 x 2, com 4 repetigdes de 6 mudas cada. Os dados de
numero de raizes secundarias foram transformados segundo a equagio log
(x+1). Ap6s andlise da varidncia, os tratamentos foram comparados através do
teste de Tukey (fator poda de raizes) e da analise de regressio (fator periodo
de pré-aclimatizagio).
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Experimento 2 - Uso do acido giberélico e do frio na quebra de
dorméncia de gemas durante a aclimatizaco de mudas de macieira

‘Marubakaido’

Foram avaliados, neste experimento, os efeitos de quatro concentracdes
de acido giberélico (GA;), combinados ou nfio com a permanéncia em frio antes
da aclimatizagio. Brotag3es apicais, com 2 pares de folhas e meristema apical e
com 2-3 cm de comprimento, foram repicadas para meio de cultura com metade
da concentrago dos sais de MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L"), glicina (2,0
mg.LY), mio-inositol (100 mg.L"), agar (7 g.L"), sacarose (30 g.L") e AIB (1,0
mg.L"). Foram repicadas 7 brotagdes por frasco de 250 cm’®, as quais foram
colocadas em sala de crescimento durante 45 dias. Apos o periodo de
enraizamento, metade dos frascos foram colocados em camara do tipo BOD, com
temperatura de 5°C e fotoperiodo de 16 horas durante 5 dias, correspondendo a
120 unidades de frio (Escobar, 1988). O restante dos frascos foi levado
diretamente para aclimatizagdo em casa de vegetagdo com sistema de nebuliza¢do
intermitente, sendo retiradas as mudas e lavadas as raizes com agua destilada,
avaliando-se a seguir a altura, area foliar, matéria seca da parte aérea, numero de
raizes primarias e matéria seca das raizes das mudas, a partir de uma amostra de
2 mudas por repetigio. A area foliar foi determinada pelo método das fotocdpias
(Benincasa, 1988). Apés, as mudas foram tratadas com GAs, nas conoentraqé&s.
de 0, 20, 40 e 60 mg.L™". Este tratamento foi efetuado apenas na parte aérea,
através da imersio na solugdo do fitorregulador durante 2 minutos. Para melhor
eficiéncia do tratamento, o excesso de umidade da parte aérea das mudas foi
previamente retirado com papel toalha. Apés o periodo de frio, as mudas foram
manuseadas da mesma forma que as mudas sem frio e, entio, tratadas com GA;.
A repicagem das mudas foi feita em substrato comercial (Plantmax)

acondicionado em bandejas de Isopor com 72 células de 50 cm® cada.
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O periodo de aclimatizagdo foi de 42 dias. Apés a aclimatizagio, foram
avaliadas as seguintes varidveis: altura, sobrevivéncia, drea foliar, percentual de
mudas com mais de um intemédio, comprimento médio dos intemnédios, matéria
seca da parte aérea, numero de raizes primarias e matéria seca das raizes das
mudas, sendo a area foliar determinada pelo método das fotocdpias.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repetigdes e 8 plantas por repetigio, em esquema fatorial 2 x 4. O efeito do frio
foi estudado através do Teste de Tukey e o efeito das concentragdes de acido
giberélico, através de anilise de regressio.

Experimento 3 - Formas de pré-aclimatizacio de mudas de macieira
‘Marubakaido’ no final do periodo de enraizamento in vitro

Neste experimento, foram avaliadas 4 formas de pré-aclimatizagio das
mudas durante a fase final de enraizamento in vitro das brotagdes. Brotagdes
apicais, com meristema e 2 a 3 pares de folhas apicais, foram tratadas durante
15 segundos com AIB (200 mg.L") e apés, colocadas em meio de cultura com
metade da concentragio dos sais de MS e acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™),
glicina (2,0 mg.L™") mio-inositol (100 mg.L), 4gar (7 g.L") e sacarose (30 g.LY),
em frasco com 30 ml de meio de cultura. Apés 25 dias em sala de crescimento, as
brotagdes em enraizamento, sem serem retiradas dos frascos, foram submetidas
aos seguintes tratamentos de pré-aclimatizagfio: a) manutengio em cimara tipo
BOD (5°C e fotoperiodo de 16 horas); b) cobertura dos frascos com algodio
hidrofilo, mantidos em sala de crescimento; ¢) manutengio dos frascos intactos,
em casa de vegetacdo, a pleno sol, e d) manutengio dos frascos em sala de
crescimento (testemunha). O periodo de pré-aclimatizagdo foi de 10 dias. Apés,
as mudas foram retiradas dos frascos, lavando-se as raizes com agua destilada
para retirar o excesso de meio de cultura. Apés a pré-aclimatizagio, foram
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avaliados o percentual de sobrevivéncia, a altura e a area foliar das mudas. A
seguir, as mudas foram repicadas para bandejas de Isopor com 72 células de 120
cm® cada, contendo substrato comercial (Plantmax). Apés 28 dias de
aclimatizagdo, foram avaliadas as seguintes variaveis: altura, sobrevivéncia, area
foliar, niimero de raizes primarias e matéria seca da parte aérea e das raizes. A
area foliar foi determinada através do método das fotocopias.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 5
repetigdes e 8 plantas por repeticdo. Foi efetuada a transformagio dos dados das
varidveis area foliar [log (x+1)], matéria seca da parte aérea e matéria seca das
raizes (+/x), avaliadas apés a aclimatizagio. O efeito dos tratamentos foi
estudado através do Teste de Tukey.

Experimento 4 — Efeito da permanéncia sob baixa temperatura na
aclimatizacdo de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’

Foram testados, neste experimento, 5 periodos de permanéncia em fiio,
previamente 3 aclimatizagio, de mudas enraizadas in vitro do porta-enxerto de
macieira ‘Marubakaido’. Brotagbes apicais, com 2 pares de folhas, com
meristema apical e 2-3 cm de comprimento foram repicadas para meio de cultura
com metade da concentragio dos sais de MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™),
glicina (2,0 mg L"), mio-inositol (100 mg.L™), agar (7 g.L™"), sacarose (30 g.L™")
e AIB (1,0 mg L") durante 5 dias.

Apos, as brotagdes foram transferidas para meio de desenvolvimento das
raizes, semelhante ao anterior, porém sem AIB. Apés o enraizamento (51 dias),
as mudas, dentro dos frascos, foram submetidas aos tratamentos, que consistiram
nos seguintes periodos de permanéncia em frio, correspondentes a unidades de
frio (Escobar, 1988): 0 dias (0 unidades de frio ou UF), 2 dias (48 UF), 4 dias
(96 UF), 6 dias (144 UF) e 8 dias (192 UF). O tratamento com frio foi efetuado
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em cdmara do tipo BOD, com temperatura de 5°C e fotoperiodo de 16 horas.
Apés a permanéncia sob baixa temperatura, as mudas foram retiradas dos
frascos,  sendo as raizes lavadas para retirar o meio de cultura aderido a elas. As
mudas foram, entio, levadas para casa de vegetagdo com nebulizagio
intermitente, e repicadas para copos plasticos de cor azul (300 ml), sobre os quiis
foram colocados copos plasticos transparentes (400 ml) durante 10 dias, de modo
a constituirem estufins individuais. Em cada copo, foi repicada uma muda.

As mudas foram mantidas em aclimatizagio durante 56 dias, quando
foram avaliadas as seguintes variaveis: sobrevivéncia, altura, area foliar, matéria
seca da parte aérea e das raizes das mudas. A area foliar foi determinada pelo
método das fotocopias.

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repeticoes e 10 mudas por repeticio. O efeito dos tratamentos foi estudado
através da analise de regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 — Pré-aclimatizacfio e poda de raizes na aclimatizaciio de mudas
micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’

Na Tabela 4.1, sdo apresentados os valores de altura, nimero de raizes
primarias, nimero de raizes secundarias e comprimento das raizes das mudas no
momento da transferéncia para a casa de vegetacdo, logo apés a poda do sistema
radiculgr, obtidos com base em uma amostra de 5 mudas por tratamento. Como
esta poda afetou principalmente as raizes mais longas, somente foi afetado o

comprimento da maior raiz, sem efeito sobre as demais variaveis. Desse modo,
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diferengas de valores nos tratamentos com e sem poda de raizes podem ser

atribuidos a amostragem.

TABELA 4.1. Altura, numero de raizes primarias e secundarias e comprimento

das raizes em mudas de macieira ‘Marubakaido’ enraizadas in
vitro e submetidas a poda do sistema radicular. Valores obtidos
na transferéncia para a casa de vegetagdo. Lavras, UFLA, 1999,

Poda das Altura da Numerode Numeroderzs. Comprimento

raizes muda (cm) rzs. primarias  secundarias  das raizes (cm)
Sem 1,63 5,48 19,30 4,17
Com 1,60 6,55 18,06 1,34

A altura das mudas apés a aclimatizagdo foi afetada de forma negativa
apenas pelo periodo de pré-aclimatizagio (Tabela 1.C - Anexo). Houve ajuste dos

dados a regressdo quadratica (Figura 4.1), obtendo-se os maiores valores de
altura das mudas com 0 e 72 horas de pré-aclimatizagio e 0 menor, com 34,28

horas.
5
5] ~
3
- |
] |
l 4 . 1
0 24 48 72
Periodo de pré-aclimatizag#o (horas)
Equagdo:
Y = 3,409 - 0,048 x + 0,0007 x* r = 0,9924

FIGURA 4.1. Efeito do periodo de pré-aclimatiza¢do sobre a altura das mudas de

macieira ‘Marubakaido’ apés 42 dias de aclimatizagdo. Lavras,
UFLA, 1999.
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Este comportamento pode estar relacionado ao fato de que, com 24 e 48
horas apés a abertura dos frascos, houve intenso dessecamento das folhas e do
apice das brotagdes, com reflexos diretos sobre a altura final das mudas. Nio
havendo a pré-aclimatizagdo (0 horas), ndo houve dessecamento e esta altura foi
mais elevada. Com 72 horas, é possivel que a muda estivesse mais habituada a
um déficit hidrico moderado devido a redu¢fio da umidade relativa do ar e a
desidratagdo parcial do meio de cultura, permitindo que a altura final da muda,
apds a aclimatizagdo, fosse equivalente ao do tratamento testemunha (0 horas).
Warldle, Dobbs e Short (1983), visando diminuir o dessecamento do meio de
cultura em recipientes de cultivo in vitro, colocaram uma camada de lanolina
sobre o meio. Isto, porém, aumenta a mio-de-obra, o risco de contaminagio ¢ o
custo de manejo da cultura. Brainerd e Fuchigami (1981), trabalhando com
aclimatizacio de mudas de macieira, observaram que as células foram injuriadas
com 50% de perda de agua, o que ocorreu de 15 a 30 minutos apds a excisdo das
folhas retiradas de plantas in vitro. Sciutti e Morini (1993) expuseram explantes
de Prunus cerasifera mantidos in vitro a valores de umidade relativa do ar de 70
a 100% durante a proliferagio e enraizamento. A redu¢do da umidade relativa do
ar causou diminui¢io gradual no nimero de brotagGes e na matéria seca das
mesmas, enquanto o teor de clorofila e os valores de diversos parametros
anatdmicos foliares foram favorecidos. O enraizamento e o crescimento das
brotagdes enraizadas tiveram decréscimo significativo, mas a sobrevivéncia
durante a aclimatizacdo foi incrementada.

Com relagio a sobrevivéncia das mudas, houve interagdo significativa
entre os fatores estudados (Tabela 1.C). Quando nio efetuada a poda, houve
ajuste a uma regressdo quadratica (Figura 4.2), estando os pontos maximos
localizados nos periodos extremos de duragdo da pré-aclimatizagdo, afetada de
modo semelhante ao observado com a altura das mudas.
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Sobrevivéncia (%)

Periodo de pré-aclimatiza¢iio (horas)
Equagdes:
Yoem = 94,292 — 1,609 x + 0,0228 x* ' =0,5150
Yoo = 95,084 — 0,535 x r* =0,7366

FIGURA 4.2. Efeito do periodo de pré-aclimatizagio sobre o percentual de
mudas sobreviventes de macieira ‘Marubakaido’ apos 42 dias de
aclimatizagio. Lavras, UFLA, 1999,

Assim, o dessecamento das folhas pode ter afetado negativamente a
sobrevivéncia, contrastando com o que foi observado por Sciutti e Morini (1993).
Esta diferenga pode ser devida a desidratagdo do meio de cultura e a redugio
brusca e intensa da umidade relativa do ar, embora, como é mencionado por Deng
e Donnelly (1993), as mudas endurecidas pela redugdo da umidade relativa do ar
sobrevivam mais e tolerem melhor as condi¢Ses ambientais externas.

Entretanto, quando efetuada a poda, foi significativo o ajuste a uma
tendéncia linear decrescente com o aumento do periodo de pré-aclimatizagio. E
provavel que, com a poda das raizes, fosse diminuida a superficie de absor¢io de
agua, o que, combinado com o dessecamento da parte aérea provocado pela pré-
aclimatiza¢do nos periodos de 24 horas ou mais, fosse causado um estresse,
reduzindo a sobrevivéncia das mudas, conforme mencionado por Grattapaglia e
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Machado (1998). Segundo Marin e Gella (1988), as raizes, por serem fontes de
citocininas e por absorverem igua e nutrientes, desempenham papel muito
importante na aclimatizagdo.

O comprimento das raizes foi afetado tanto pela poda quanto pela pré-
aclimatizagdo, sendo a interagdo entre os fatores ndo-significativa (Tabela 1.0).
Em média, as mudas cujas raizes haviam sido inicialmente podadas apresentaram
raizes com 2,02 cm de comprimento, ao passo que as mudas com raizes ndo-
podadas apresentaram valores de 3,60 cm (com diferenca significativa pelo Teste
de Tukey ao nivel de 5%). Em relagdo aos valores iniciais, observa-se que o
incremento diferiu conforme o tratamento. Quando efetuada a poda das raizes, o
comprimento ao longo do periodo de aclimatizagio foi reduzido em 13,7%, ao
passo que, nio sendo podadas, as raizes tiveram aumento médio de 50,7%. Isto
ocorreu porque quando as mudas ndo tém as raizes podadas, é frequente a quebra
das mesmas devido & sua fragilidade e ao seu grande comprimento. Quando ¢
feita a poda das raizes, entretanto, ha recuperagdo do volume radicular,
acarretando aumento do comprimento médio. Em fungio disto, é possivel afirmar
que a poda facilita a repicagem das mudas, além de possibilitar a emissio de um
sistema radicular renovado e, possivelmente, mais ativo para a absorgdo de agua
e nutrientes do que o sistema radicular emitido in vitro. Com o aumento do tempo
de pré-aclimatizag3o, houve decréscimo linear do comprimento das raizes (Figura
4.3), causado possivelmente pelo estresse devido ao dessecamento do meio de
cultura. Como ¢ apresentado na mesma Figura, este mesmo estresse fez com que,
provavelmente, fossem induzidas mais raizes primarias com o aumento do tempo
de pré-aclimatizagdo. O nimero de raizes primarias foi afetado apenas por este
fator. O nimero de raizes secundirias ndo foi afetado pelos tratamentos,
apresentando média de 48,62 raizes secundarias/muda.
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FIGURA 4.3. Efeito do periodo de pré-aclimatizagiio sobre o comprimento médio
e numero de raizes de mudas de macieira ‘Marubakaido’ apos 42
dias de aclimatizagdo. Lavras, UFLA, 1999.

Em relagdio & avaliagio realizada no momento da transferéncia para a
casa de vegetacdo, houve um incremento médio de 129,44% no numero de raizes
secundarias, superior ao incremento no numero de raizes primarias (87,37%),
caracterizando o padrdo de ramifica¢do radicular mais intenso do que a emissio
de novas raizes.

A matéria seca da parte aérea e a matéria seca das raizes, diferentemente
da altura das mudas, n3o diferiram significativamente em fun¢do dos tratamentos
(Tabela 2.C).

Observou-se, ainda, que as raizes podadas manifestaram, como resposta
a poda, em propor¢des equivalentes entre si, os seguintes padrdes de ramificagdo
radicular: a) emissdo de raizes secundarias, a partir do apice da raiz primaria

podada; b) continuagiio do crescimento, como raiz primaria, apos a poda, sem
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que se pudesse distinguir a regifio do corte e c) emissio de novas raizes primarias
a partir da base da muda. Em uma mesma muda, foi possivel distinguir os
diferentes padrdes de crescimento.

Em funcdo dos resultados obtidos, verifica-se que a pré-aclimatizago,
através da retirada das tampas dos frascos antes da aclimatizagdio, nio foi
eficiente para aumentar a sobrevivéncia e o crescimento inicial das mudas.
Porém, a poda de raizes, além de n3o prejudicar o crescimento das mudas, facilita
a repicagem e permite 0 aumento do comprimento médio das raizes, o que pode
favorecer o crescimento e estabelecimento posterior das mudas. Grattapaglia e
Machado (1998) mencionam que o sistema radicular bem ramificado, embora
aparentemente melhor, dificulta o transplantio. Dami e Hughes (1997), através do
uso de PEG 8000 (polietilenoglicol) a 2% (p/v) 20 meio de enraizamento de
brotaces de videira, induziram o estresse hidrico controlado in vitro, como forma
de pré-aclimatizacio. Apds este tratamento, as folhas de plantas tratadas
apresentaram maior deposi¢io de cera epicuticular, além de serem observadas
diferencas na configuragio celular da epiderme entre os tratamentos. Tais
alteragdes, morfologicas e fisiologicas, foram associadas com aumento da

sobrevivéncia ex vitro apds 4 semanas em casa de vegetagio.

Experimento 2 — Uso do acido giberélico e do frio na quebra de
dorméncia inicial durante a aclimatizacio de mudas
de macieira ‘Marubakaido’

Na Tabela 4.2, sdo apresentados os valores iniciais, medidos nas plantas

ao serem retiradas do cultivo in vitro.
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TABELA 4.2. Valores iniciais de parimetros do crescimento de mudas de
macieira ‘Marubakaido’ quando da sua retirada do cultivo in
vitro. Lavras, UFLA, 1999,

Pardmetro Unidade Valor médio
Altura da muda cm 3,14
Area foliar cm*/muda 30,61
Matéria seca da parte aérea g/muda 0,022
Numero de raizes primarias raizes/muda 9,39
Matéria seca das raizes g/muda 0,021

Apés 42 dias de aclimatizagdo, foi efetuada a avaliagdo fmal do
experimento.

Com relagdo a altura das mudas, houve efeito dos fatores e a interagdo
foi significativa (Tabela 3.C), o que pode ser atribuido ao efeito fisiologico da
giberelina, que provoca aumento do alongamento dos internodios (Davies, 1987 e
Mohr e Schopfer, 1995). Porém, sem frio, a altura diminuiu linearmente com o
aumento da concentragio do acido giberélico (Figura 4.4), embora esta
diminuicio tenha sido pouco marcante, indicando pequena resposta ao
fitorregulador na auséncia de frio. As baixas temperaturas aumentaram a
biossintese de giberelinas nas gemas (George, 1993) e isto favoreceu a resposta
ao aumento das concentragdes do GA;. Druart e Gruselle (1986) mencionam que
a quebra da dorméncia das gemas de Prunus domestica pode ser obtida apenas
com uso do frio (3 semanas a 2°C), embora Rugini (1986) tenha obtido esta
quebra da dorméncia somente pulverizando GA; (300 mg.L') em mudas de
oliveira. Kanavagh et al. (1993), aplicando o GA; por pulverizagio (100 mg.L™)
em mudas de cerejeira durante a aclimatizagio, obtiveram efeito positivo do GA;
e do frio na quebra da dorméncia e no alongamento dos internddios.
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FIGURA 4.4. Efeito da concentragio de acido giberélico (GA;) sobre a altura de
mudas de macieira ‘Marubakaido’ apos 42 dias de aclimatizagdo.
Lavras, UFLA, 1999.

Ja utilizando o frio, a regressdo foi quadritica, estando o valor maximo
para esta varidvel em 28,24 mgL’. Como os fitorreguladores atuam em
concentragdes muito baixas, é provivel que a concentragio de 60 mg.L’
estivesse acima da ideal para as plantas, nesta condigio de aplicagio. Conforme ¢
mencionado por Pasqual et al. (1997), os melhores resultados in vitro sdo obtidos
com uso de 0,1 a 2,0 mg.L"". Como a aplicagdio, neste caso, foi efetuada ex vitro,
a concentragio ideal é superior as utilizadas no presente experimento.

A sobrevivéncia das mudas apés a aclimatizagio foi afetada pelo frio e
pelo GA; (Tabela 3.C e Figura 4.5). A permanéncia das mudas sob baixa
temperatura durante 5 dias proporcionou sobrevivéncia média de 77,9%, ao passo
que, sem este tratamento, a sobrevivéncia foi de 46,13%, sendo estes percentuais
diferentes entre si (Teste de Tukey a 5%). Houve regressio quadratica em fung¢io

dos niveis de GA;, sendo o menor valor observado com 22,89 mg. L.
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Concentragfio de GA, (mg.L")
Equagdo:
Y =62,041-0,778 x + 0,017 x* = 0,8357

FIGURA 4.5. Efeito da concentracdo de acido giberélico (GA3) no percentual de
mudas sobreviventes de macieira ‘Marubakaido’ apos 42 dias de
aclimatizagio. Média de duas condicdes de temperatura para pré-
aclimatizagdo. Lavras, UFLA, 1999.

Com relagdo a area foliar, houve intera¢do significativa entre os fatores
estudados (Tabela 3.C). As mudas transferidas diretamente para a casa de
vegetacio apresentaram area foliar média de 13,03 cm”muda, sem efeito
significativo do GA;. Ja com as mudas pré-aclimatizadas, houve regressdo
quadratica significativa (Figura 4.6), estando o valor maximo na concentragdo de
30,3 mgL"' de GAs. As mesmas causas apontadas para o comportamento da
altura da muda podem explicar a tendéncia observada com a area foliar, pois sdo
varidveis afetadas pelos mesmos fatores. Como o frio atua na quebra da
dorméncia das gemas (Rugini, 1986 ¢ Mohr e Schopfer, 1995), isto facilitou a

brotagdo e, por consequéncia, aumentou a area foliar.
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FIGURA 4.6. Efeito da concentragdo de 4cido giberélico (GA;) sobre a area
foliar de mudas de macieira ‘Marubakaido’ apés 42 dias de
aclimatizagdo. Lavras, UFLA, 1999,

Howard e¢ Oehl (1981) observaram que mudas de Prunus insititia
produzidas in vitro tiveram o crescimento estimulado apés o armazenamento das
mesmas por 2 meses a 0°C antes da transferéncia ou apds serem tratadas com
200 mg.L" de acido giberélico. No presente experimento, entretanto, houve efeito
complementar entre o frio e 0 GA;, provavelmente porque a concentragdo
empregada do fitorregulador foi inferior & utilizada por esses autores, indicando
que a biossintese de giberelinas nas gemas, favorecida pelas baixas temperaturas
(Mohr e Schopfer, 1995), contribuiu para que os niveis endégenos alcangassem
valores préximos da concentragiio ideal. Kanavagh et al. (1993) observaram que,
mesmo com a aplicagdo de solventes orginicos, o tratamento com GA; nio
substituiu completamente o frio na aclimatizagio de mudas de cerejeira
micropropagadas.
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Somente quando utilizado o frio, o percentual de mudas com mais de um
internddio foi afetado pela concentracdo de GA; (Tabela 3.C). Houve uma
regressdo quadratica para os niveis de GA; (Figura 4.7), sendo o maior valor
encontrado quando utilizada a concentragdo de 33,47 mg.L™, o que esti de acordo
com o observado na altura e com a area foliar, pois as causas que afetam estas
varidveis sio semelhantes. O mesmo comportamento foi observado com o
comprimento médio dos internodios (Tabela 4.C e Figura 4.8), obtendo-se o
maximo comprimento com 33 mg.L. Um dos principais efeitos fisiologicos das
giberelinas é o aumento do crescimento e, portanto, da distincia dos intemédios
(Davies, 1987 e Mohr e Schopfer, 1995), e esta influéncia foi constatada no
presente trabalho. Em geral, as mudas durante a aclimatizagdo apresentam-se sem
internodios perceptiveis, sendo comum o aspecto de “roseta”. Esta condigdo, com
frequéncia, permanece nas mudas apés a aclimatizagdo, prejudicando o

crescimento e a obtengdo de uma muda de boa qualidade.

0 20 40 60
Concentragdo de GA; (mg/L)

Equacao:
Y = 13,006 + 2,390 x - 0,0357 x* r=10,7780

FIGURA 4.7. Efeito da concentragdo de acido giberélico (GAs) sobre o
percentual de mudas pré-aclimatizadas de macieira
‘Marubakaido’ com mais de um internédio apdés 42 dias de
aclimatizagdo. Lavras, UFLA, 1999,
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Equacdo:
Y = 0,143 + 0,033 x - 0,0005 x* r=0.9132

FIGURA 4.8. Efeito da concentracio de acido giberélico (GA;) sobre o
comprimento médio dos intemodios de mudas pré-aclimatizadas
de macieira ‘Marubakaido’ apds 42 dias de aclimatizag3o.
Lavras, UFLA, 1999,

Howard e Oehl (1981) observaram que mudas de Prunus insititia
submetidas ao frio e ndo tratadas com GA; apresentavam maior formacdo de
ramos laterais. Este resultado n3o foi observado no presente experimento, em
quaisquer tratamentos. A formagdo de um vnico ramo por planta é desejavel,
especialmente em se tratando de porta-enxertos. Os resultados obtidos neste
trabalho sdo ratificados por Ponchia e Gardiman (1993), os quais observaram
que, apés o inicio da aclimatizagio, a pulverizagio das folhas de Prunus
laurocerasus com GA; (145 pM) e a fertirrigagio com nitrogénio foi 1til para o
aumento do crescimento inicial.

A matéria seca da parte aérea foi afetada apenas pelo tratamento com frio
(Tabela 4.C), o que pode ser explicado, assim como para a area foliar, pelo
aumento da brotagdo e, por consequéncia, da matéria seca da planta. As mudas
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que permaneceram sob frio apresentaram, apds a aclimatizacdo, em média,
0,0888 g de matéria seca/muda, enquanto as transferidas diretamente da sala de
crescimento para a casa de vegetagido apresentaram 0,0654 g/muda (meédias
diferentes entre si pelo Teste de Tukey a 5%). Isto representa um incremento de
303,64% no acimulo de matéria seca em mudas pré-aclimatizadas e de 197,27%
em mudas sem pré-aclimatiza¢io. O acido giberélico n3o teve efeito sobre esta
variavel, indicando que, embora afete o crescimento, este fitorregulador pode ndo
acarretar incremento direto da acumulagio de matéria seca, pois seu efeito
fisiolégico relaciona-se com o alongamento celular, ocasionado principalmente
pelo aumento da vacuolizagdo e do teor relativo de agua. Este resultado esta de
acordo com o obtido por Isutsa, Pritts e Mudge (1998), que avaliaram o efeito do
frio e do acido giberélico sobre a quebra da dorméncia apos o enraizamento de
brotagdes de macieira. Segundo os autores, o tratamento com frio proporcionou
aumento da acumulagio de matéria seca, mas o efeito do tratamento com GA; foi
de curta duragao.

Com relagfio as variaveis relacionadas ao sistema radicular, ndo houve
efeito dos fatores estudados (Tabela 4.C), sendo a média geral, apos a
aclimatizac3o, de 12,6 raizes/muda (nimero de raizes primarias) e de 0,028
g/muda (matéria seca das raizes). E de se esperar pouco efeito do GA; e do frio
sobre o crescimento de raizes, pois ambos atuam principalmente sobre o
crescimento da parte aérea, o que pode explicar os resultados obtidos. Kanavagh
et al. (1993) observaram que o acido giberélico retardou o crescimento das raizes
em concentragdes superiores a 200 mg.L".

E de interesse pritico o aumento do tamanho da muda provenieate da
cultura de tecidos, pois devido ao seu porte restrito, 0 manuseio toma-se mais
dificil e o tempo para a produgdo comercial da muda é prolongado. O uso do GA;
favorece o crescimento da muda em concentragdes entre 28 a 33 mg.L"! desde que
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combinado com a manutengio das mudas sob baixa temperatura (5°C durante
120 horas).

Experimento 3 — Formas de pré-aclimatizacio de mudas de macieira

‘Marubakaido’ durante o enraizamento in vitro

Para verificar o efeito dos tratamentos durante a pré-aclimatizagdo, foi
realizada a avaliagdo ao final deste pericdo. A sobrevivéncia durante a pré-
aclimatizagdo foi afetada pelos tratamentos (Tabelas 5.C e 4.3). A permanéncia
das mudas em casa de vegetagfio causou a morte de quase 23% das mudas,
enquanto, nos demais tratamentos, 100% das mudas sobreviveram. Isto
provavelmente é devido a elevada insolagio, que causou estresse sobre as mudas,
mesmo que elas fossem mantidas nos frascos fechados.

TABELA 4.3. Sobrevivéncia, altura, area foliar e nimero de raizes primarias de
mudas de macieira ‘Marubakaido’ em quatro métodos de pré-
aclimatizacdo. Awaliagdo ao final de 10 dias de pré-
aclimatiza¢io. Lavras, UFLA, 1999,

Tratamento Sobrevivéncia Alturada Area foliar Nuam. Rzs.

(%) muda (cm) (cm’/muda)  Primarias
(rzs./muda)
Testemunha 100,00 a 2,32a 752a 594 a
Frio (BOD 5°C/10 dias) 100,00 a 2,05ab 7,30a 53la
Selamento com algodiio 100,00 a 1,72 bc 5,78 ab 595a
Permanéncia em casa de 77,62b 145¢ 398b 6,08 a

vegetacio
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de

Tukey ao nivel de significincia de 5%.

Conforme é citado por George (1993), a diferenca da intensidade de luz
entre os ambientes in vitro e ex vitro acarreta danos as mudas e pode dificultar a
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aclimatizagio. Em fungio disso, é requerido, nos estagios iniciais apds a
transferéncia, a permanéncia da muda sob sombreamento parcial, de modo que a
intensidade luminosa na casa de vegeta¢do seja reduzida em 50-90%, para
propiciar luminosidade semelhante ou pouco superior 3 encontrada na sala de
crescimento.

Com relagdio & altura das mudas, com a testemunha e com o tratamento
com frio foram obtidos valores estatisticamente iguais, € com o selamento com
algoddio e a permanéncia em casa de vegetacdo, a altura das mudas ao final do
periodo de pré-aclimatizagdo foi inferior & dos demais tratamentos. Apesar da
baixa temperatura na BOD, ndo houve diferenga do crescimento em altura em
relacdo a testemunha, podendo-se afirmar que este método de pré-aclimatiza¢do
ndo acarreta prejuizo ao crescimento em extensio da muda. Com o algodio,
impos-se um estresse as plantas devido a redugdo da umidade relativa do ar no
interior do recipiente, enquanto que, com a pré-aclimatiza¢do em casa de
vegetagdo foi induzido o estresse pela excessiva luminosidade, comparativamente
a encontrada no interior da sala de crescimento. De acordo com Dami e Hughes
(1997), quando as mudas in vitro sdo submetidas a um estresse controlado, ha
beneficios sobre a aclimatizagdo. Entretanto, no presente experimento, o estresse
causado prejudicou a sobrevivéncia das mudas por ser muito intenso. No cultivo
in vitro de Delphinium sp., a abertura de pequenos orificios (78,5 mm?®) nos
frascos de cultura aumentou a perda de agua, mas permitiu que a umidade
relativa do ar fosse mantida superior a 95%, devido ao aumento no fluxo de
vapor d’agua, bem como aumentou o crescimento das mudas (Murphy et al,,
1998). E provavel que, reduzindo-se a area de perda de vapor d’agua, o estresse
fosse menor e os resultados, mais satisfatorios.

Relacionado ao comportamento das duas varidveis anteriores, a area

foliar das mudas nio diferiu significativamente entre a testemunha, frio e
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selamento com algoddo, mas foi estatisticamente inferior quando mantidas as
mudas em casa de vegetacio.

O numero de raizes primarias nio diferiu entre os tratamentos, devido ao
fato de que os métodos de pré-aclimatizagio testados afetaram principalmente a
parte aérea, sem influéncia sobre o sistema radicular previamente emitido das
mudas.

A sobrevivéncia das mudas apés a aclimatizagio ndo diferiu
estatisticamente entre os tratamentos testemunha, frio e selamento com algodso,
embora com a testemunha tenham sido obtidos valores pouco superiores aos
demais tratamentos (Tabelas 6.C e 4.4).

TABELA 4.4. Sobrevivéncia, altura, area foliar ¢ matéria seca (MS) da parte
aérea de mudas de macieira ‘Marubakaido’ em quatro métodos
de pré-aclimatizagdo. Avaliagio ao final da aclimatizagdo.

Lavras, UFLA, 1999.
Tratamento Sobrevi- Alturada  Area foliar MS da parte
véncia muda (cm¥muda) aérea
%) (em) (g/fmuda)
Testemunha 8191 a 29la 11,20 a 0,0516 a
Frio (BOD 5°C/10 dias) 76,19 a 283a 11,01a 0,0507 a
Selamento com algodio 71,43 a 271a 11,78 a 0,0530 a
Perm. casa de vegetagio 0,00 b 0,00b 0,00 b 0,00b

Médias seguidas de mesma letra nio diferem significativamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de significincia de 5%.

Mantendo-se as mudas em casa de vegetacdo, houve a morte da
todalidade das mesmas. Provavelmente, o estresse pela luz causon a morte do
restante das mudas pré-aclimatizadas em casa de vegetacdo, pois parte destas
mudas (23%) ja havia sido perdida durante o tratamento. Houve, também, pouco
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efeito da redugio da umidade relativa no tratamento ‘selamento com algodio’.
Sutter e Langhans (1982) mencionam que, com frequéncia, as quantidades de
cera produzidas durante o endurecimento sdo pouco expressivas, de modo que as
folhas sio menos protegidas do que as folhas desenvolvidas no ambiente extemo.

O efeito do tratamento de pré-aclimatizagio sobre a altura das mudas
manteve-se apds 42 dias de aclimatizagiio, ndo sendo observadas diferengas entre
a testemunha, frio e selamento com algoddo (Tabela 6.C), as quais diferiram
apenas da permanéncia em casa de vegetacdo, cuja altura foi nula, pois 100% das
mudas morreram durante a aclimatizacdo. Entretanto, conforme menciona
Cuzzuol (1993), a vedagio com chumaco de algodiio reduz a umidade relativa do
ar interna e contorna a morfogénese anormal dos explantes. Segundo o mesmo
autor, a baixa umidade e a maior troca gasosa, permitidas pelo sistema de
vedagdio com chumagos de algodio, tiveram grande contribui¢io na satisfatoria
taxa de sobrevivéncia durante a fase de aclimatizagio de mudas de cravo. O
mesmo resultado foi observado com a érea foliar ¢ a matéria seca da parte aérea
(Tabelas 7.C e 4.4), bem como com o mimero de raizes primarias e a matéria
seca das raizes (Tabela 4.5).

123



TABELA 4.5. Numero de raizes primérias e matéria seca das raizes de mudas
de macieira ‘Marubakaido’ em quatro métodos de pré-
aclimatizacdo. Avaliagio ao final da aclimatizagiio. Lavras,

UFLA, 1999,
Tratamento Numero de raizes Matéria seca das
p . » cas ’

(raizes/muda) (g/muda)

Testemunha 10,54 a 0,0174 a

Frio (BOD 5°C/10 dias) 10,24 a 0,0163 a

Selamento com algoddo 9,10a 0,0147 a

Permanéncia em casa de vegetacio 0,00b 0,00b

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem significativamente pelo Teste de
Tukey ao nivel de significincia de 5%.

Experimento 4 — Efeito da permanéncia sob baixa temperatura na
aclimatizacio de mudas micropropagadas de
macieira ‘Marubakaido’

Ao final do periodo de 42 dias de aclimatizagdo, a sobrevivéncia das
mudas foi afetada pelo periodo de manuten¢io das mudas sob baixa temperatura
em BOD (Tabela 8.C). Houve ajuste, embora baixo, a uma regressao linear, com
tendéncia de aumento da sobrevivéncia em fun¢io do tempo de tratamento
(Figura 4.9), especialmente a partir de 96 unidades de frio (4 dias em BOD a
5°C). O frio é citado como forma de endurecimento das mudas, além de auxiliar
na quebra da dorméncia das gemas, fazendo com que haja aumento da brotaggo e
da sintese de horménios, dentre as quais as giberelinas (Howard e Oehl, 1981;
Druart e Gruselle, 1986 e Davies, 1987).
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FIGURA 4.9. Efeito do periodo de permanéncia em BOD (5°C) sobre o
percentual de mudas micropropagadas de macieira
‘Marubakaido’ sobreviventes apds 42 dias de aclimatizago.
Lavras, UFLA, 1999. '

A altura inicial das mudas, avaliada apés a retirada da BOD, apresentou
valor médio de 1,48 cm e nio variou em fungfio do periodo de manutengio das
mudas sob baixa temperatura. A temperatura de 5°C, embora ndo acarrete
paralisacdo total da atividade metabdlica das mudas, reduz significativamente o
seu crescimento. Nio houve efeito dos tratamentos sobre a altura final das mudas
(média de 2,17 cm), indicando que o tempo de permanéncia sob baixa
temperatura, embora favorega a sobrevivéncia, ndo acarretou aumento do
crescimento em extensdo das mudas.

Entretanto, a area foliar (Figura 4.10) e a matéria seca da parte aérea
(Figura 4.11) foram favorecidas pelo tratamento de pré-aclimatiza¢do.
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foliar de mudas mudas micropropagadas de macieira
‘Marubakaido’ apés 42 dias de aclimatizagio. Lavras, UFLA,
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FIGURA 4.11. Efeito do periodo de permanéncia sob frio em BOD sobre a
matéria seca da parte aérea de mudas micropropagadas de
macieira ‘Marubakaido’ apds 42 dias de aclimatizagdo. Lavras,

UFLA, 1999.
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Em ambas as variaveis, houve ajuste a regressdes quadraticas, com ©
menor valor em 66,13 e 57,14 unidades de frio, respectivamente, aumentando a
partir destes valores. As baixas temperaturas atuaram na quebra de dorméncia
das gemas nas mudas (Druart e Gruselle, 1986), favorecendo a sua brotacdo e,
por consequéncia, estimulando a emissdo de folhas e a acumulagio de matéria
seca na parte aérea das mudas. A matéria seca das raizes ndo foi afetada pelo
tempo de permanéncia em BOD (média de 0,04 g/muda), pois a baixa
temperatura atua principalmente no crescimento da parte aérea.

Consideracdes gerais

A pré-aclimatizacio, testada neste trabalho, afeta a condigdo em que a
muda deixa o ambiente in vitro e, consequentemente, a sobrevivéncia e o
crescimento da mesma durante a aclimatiza¢io. Embora acarrete o aumento do
periodo total necessario a produ¢iio da muda (entre 2 a 10 dias, para as técnicas
testadas no presente trabalho), estas técnicas podem ser usadas como
preparatdrias ou complementares aos demais cuidados que devem ser dispensados
as mudas em aclimatizagdo.

A poda de raizes, embora n3o favore¢a o crescimento, ndo o prejudica e,
ainda, facilita a repicagem no substrato. Ja a abertura dos frascos aumenta o
dessecamento das folhas e prejudica a sobrevivéncia e o crescimento das mudas
durante a aclimatizagdo. Apesar da exposi¢do do meio de cultura ao ambiente
extemo, nio houve aumento significativo da contaminagio, pois a quantidade de
sacarose no meio de cultura ja esta bastante reduzida. A diminui¢io da
intensidade do estresse e, portanto, do dessecamento das folhas, poderia ser
obtida com uso de uma pelicula pouco permeavel ao vapor d’agua, a qual

diminuiria a umidade relativa intema e aumentaria a deposi¢do de ceras na
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epiderme das folhas, bem como incrementaria a resposta estomatica. O selamento
com algodiio causa este mesmo tipo de estresse, embora nio exponha diretamente
as mudas a condi¢do atmosférica externa. O mesmo ocorre com a exposigio a
luz, devido a diferenca entre os ambientes. Dentre as técnicas testadas, as mais
promissoras s30 o frio e o GA;. Estes dois fatores de pré-aclimatizagdo, para
maior eficiéncia da sua utilizagdo, devem ser combinados. Periodos mais
prolongados de frio, bem como outras formas de aplicagdo do GAs, em relagio
aos testados no presente trabalho, podem proporcionar resultados ainda

superiores aos obtidos.

4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nos experimentos, conclui-se

a) apré-aclimatizacio afeta a sobrevivéncia e o crescimento das
mudas de macieira ‘Marubakaido® durante a aclimatizagio;

b) a poda de raizes nio prejudica o crescimento das mudas e
facilita a operagdo de repicagem para o substrato de
aclimatizacso;

c) a abertura antecipada dos frascos desfavorece a
sobrevivéncia e o crescimento das mudas durante a
aclimatizagao;

d) o selamento dos frascos com algodio e a manutencio das
mudas nos frascos em casa de vegetagdo durante a pré-
aclimatiza¢do prejudicam a sobrevivéncia e o crescimento
das mudas;
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e) a manutengiio das mudas sob baixa temperatura proporcicna
bons resultados, especialmente a partir de 96 unidades de frio
(4 dias);

f) a aplicagio de GA; (28-33 mgL™) em mudas mantidas
durante 5 dias a 5°C favorece a sobrevivéncia e o

crescimento das mudas.
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CAPITULO 5

FATORES QUE AFETAM O ENRAIZAMENTO EX VITRO DE
BROTACOES MICROPROPAGADAS DO PORTA-ENXERTO DE
MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO’

Resumo: Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito de alguns fatores
envolvidos no enraizamento ex vitro de brotagdes do porta-enxerto de macieira
‘Marubakaido’ obtidas por micropropagagio. O trabalho foi realizado no
Laboratorio de Cultura de Tecidos e na casa de vegetagio do Pomar da
Universidade Federal de Lavras (Lavras, MG). Para tanto, foram utilizadas
brotagdes apicais, multiplicadas em meio MS, com 1 a 2 pares de folhas. O
trabatho foi constituido de trés experimentos, nos quais foram testados o efeito do
acido indolbutirico (AIB), do substrato, do lesionamento na base das brotagoes e
de tratamentos para o pré-condicionamento das brotagSes com agar, calcio e
zinco no meio de cultura. Tratando-se as brotages com AIB durante 16 horas,
observaram-se os melhores resultados com cerca de 36 mgL’ de AIB no
enraizamento em bandejas de espuma fendlica (70,5 % de brotagGes enraizadas).
Quando tratadas durante 15 segundos, os melhores resultados foram obtidos com
134,67 mg L™ de AIB, em Plantmax (65,5 %) e com 300 mg.L", em Espuma
Fendlica (72,4 %). O lesionamento provocou decréscimo no enraizamento das
brotagdes em funcio do aumento da concentragio de AIB. O aumento da
concentragdo de agar no meio de cultura de pré-condicionamento teve pouco
efeito sobre o enraizamento das brotagdes, porém o nimero de raizes primarias
foi superior quando utilizados 10,2 gL de agar. O aumento do teor de calcio no
meio de pré-condicionamento favoreceu o enraizamento das brotagGes, porém
reduziu a sobrevivéncia das mudas em relagdo ao aumento no teor de zinco. Com
605 mg.L" de calcio, obteve-se o maior niimero de raizes primarias. O zinco
praticamente n3o afetou as variaveis analisadas.

Palavras-chave: Malus, Rosaceae, propagacdo, microestacas, cultura de tecidos



FACTORS AFFECTING EX VITRO ROOTING OF
MICROPROPAGATED ‘MARUBAKAIDO’ APPLE ROOTSTOCK
SHOOTS

Abstract: The objective of this experiment was to evaluate the effect of some
factors involved in the ex vitro rooting of ‘Marubakaido’ apple rootstock shoots
obtained through in vitro micropropagation. The work was carried out at the
Tissue Culture Laboratory and greenhouse of the Experimental Orchard of the
Federal University of Lavras (Lavras, MG, Brazil). Apical shoots multiplied in
MS medium with 1-2 leaf pairs were used. The work consisted of three
experiments on which the effect of indolebutyric acid (IBA), substrate, wounding
in the shoot base and treatment of pre-conditioning shoots with agar, calcium and
zinc in the culture medium were tested. The best results of shoots treated with
IBA for 16 hours were observed using 36 mg.L" IBA during rooting in phenolic
foam trays (70.5% of rooted shoots). When shoots were treated for 15 seconds,
the best results were obtained using 134.67 mg.L" IBA in Plantmax (65.5%) or
300 mg.L"'IBA in phenolic foam trays (72.4%). Wounding caused a decrease in
shoot rooting with the increase of IBA concentration. The increase of agar
concentration in the pre-conditioning culture medium had little effect on shoot
rootmg, but the number of primary adventitious roots was superior when 10.2
gL agar was used. The increase of calcium concentration in medinm of pre-
conditioning increased shoot rooting but decreased plantlets survival, in relation
to the increase of zinc concentration. Largest number of primary adventitious
roots were obtained using 605 mg.L™ calcium. There was no effect of zinc in any
of the analysed variables.

Key words: Malus, Rosaceae, propagation, microcuttings, tissue culture
1 INTRODUCAO
O enraizamento de brotagSes micropropagadas pode ocorrer tanto in vitro
quanto ex vitro. Embora convencionalmente seja utilizado o enraizamento in

vitro, o enraizamento de brotagdes ou microestacas ex vitro vem ganhando

espacgo. Nesta técnica, brotagoes produzidas in vitro s3o excisadas e, apds serem
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tratadas com fitorreguladores (fase opcional), sdo levadas para enraizar em
ambiente ndo-asséptico, com elevada umidade relativa do ar e baixa
luminosidade. Esta modalidade de enraizamento proporciona vantagens, tais
como: redugdo no tempo total para produgio da muda pela eliminagdo da fase
especifica de enraizamento in vitro; realizagio simultinea das fases de
enraizamento e aclimatizagdo; emissdo de raizes funcionais favorecendo a
sobrevivéncia e o crescimento da muda, e diminui¢do do custo total de produgdo
da muda (Gray e Klein, 1987; Avanzatto, Cherubini e Jaque, 1993; Gribaudo e
Fronda, 1993 e George, 1993).

Apesar disso, o enraizamento ex vitro também apresenta desvantagens:
limitag3o do uso comercial em espécies de dificil enraizamento; requer cuidados
especiais quanto ao ambiente de enraizamento, devido a elevada sensibilidade das
brotagdes, e aumento do tempo necessario para a produgdo de mudas no caso de
espécies que requerem uma fase de “endurecimento” antes de serem levadas para
o campo (Cuzzuol, 1993; George 1993 e Yeo e Reed, 1995).

Diversos fatores afetam o enraizamento ex vitro de brotagdes e a
defini¢io das condicdes mais adequadas para a formagdo de raizes e
estabelecimento das mudas pode tomar viavel esta técnica na propagagio
comercial.

Devido a dificuldade de formagdo de raizes adventicias, € frequente o uso
de auxinas para a indu¢do do enraizamento ex vifro. As formas mais comuns de
aplicagdo destes fitorreguladores consistem: a) na imersdo das brotagSes em
solu¢do de auxina (concentrada ou diluida) antes do plantio; b) na saturagdo do
substrato de enraizamento com uma solugo de auxina e ¢) no pré-tratamento das
brotagdes in vitro com auxinas, de modo que, tdo logo ocorra a indugdo do

enraizamento, estas possam ser transferidas para o substrato ex vitro.
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O lesionamento na base das brotagdes, por aumentar a exposicio do
cambio, tende a favorecer a sensibilidade dos tecidos a auxina, bem como auxiliar
na emissdo de raizes adventicias. O substrato de enraizamento afeta tanto o
percentual de brotagdes enraizadas quanmto a qualidade do sistema radicular
adventicio e, portanto, pode influenciar a sobrevivéncia e o crescimento das
mudas na aclimatiza¢do. Gribaudo e Fronda (1993) mencionam que a escolha do
substrato é importante, sendo os seus principais requisitos o adequado suporte
fisico e nutricional, pH adequado & espécie e semelhante ao ambiente in vitro,
porosidade adequada e facilidade de elaboragdio. Diversos materiais podem ser
usados com esta finalidade, dentre os quais a areia, vermiculita, substratos
comerciais e bandejas de espuma fendlica (Webster e Jones, 1989; George, 1993
e Biasi, 1996).

O endurecimento ou pré-condicionamento das brotagdes pode ser
necessario para aumentar a resisténcia dos tecidos até que ocorra o enraizamento.
Conforme constatado por Cuzzuol (1993), o material mantido in vitro deve
adquirir caracteristicas morfologicas apropriadas para suportar as condigdes ex
vitro e apresentar bom desempenho durante a aclimatizagio. O aumento da
concentragido de agar, por limitar o crescimento das brotagdes, pode favorecer o
endurecimento. A elevacio dos teores de calcio e zinco pode ser Wtil, por
aumentar a resisténcia da parede celular ou por ativar a sintese de triptofano e,
por consequéncia, de auxina enddgena, respectivamente (Pasqual et al., 1997).

Na literatura, sio mencionados diversos exemplos de enraizamento ex
vitro de brotagdes obtidas por micropropagacio. Pasqual e Lopes (1991),
trabalhando com enraizamento ex vitro em Pyrus calleryana, observaram que a
imersd3o da base das brotagdes em AIB (icido indolbutirico) por 24 horas
proporcionou o maior mimero de folhas, e apés 45 dias, as plantas mais vigorosas
foram obtidas nas concentragdes de 30 e 50 mg/litro de AIB, associadas aos
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tempos de 25 e 20 horas de imersio. Mansani, Voltolini e Pedrotti (1997)
trabalharam com os porta-enxertos de macieira ‘M7°, ‘M9’ e ‘Marubakaido’,
induzindo o enraizamento ex vitro apds o tratamento com AIB a 500 ppm durante
5 segundos, em trés ambientes: caixa plastica com tampa de vidro, mini-timel
com limina de agua e mini-tinel com nebulizagdo imtermitente. Avanzatto,
Cherubini e Jaque (1993) avaliaram o enraizamento ex vitro de trés porta-
enxertos de macieira, visando a adaptagiio e o enraizamento simultineos com
baixo custo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a influéncia do éacido
indolbutirico (AIB), substrato, lesionamento e tratamentos de pré-
condicionamento no enraizamento ex vitro de brotagdes do porta-enxerto de

macieira ‘Marubakaido’.

2 MATERIAL E METODOS

O protocolo geral das condigdes de cultivo in vitro utilizado nos
experimentos esta descrito no Capitulo 1. Este trabalho foi constituido de trés
experimentos, quais sejam:

Experimento 1 - Influéncia do AIB no enraizamento ex vitro de
brotacdes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ em bandejas de espuma

fendlica

Neste experimento, foram testadas 5 concentragdes de AIB (0, 20, 40, 60
e 80 mg.L", em tratamento por imersdo do tergo basal das brotagdes durante 16
horas em ambiente escuro) no enraizamento ex vitro de brotagdes de macieira

‘Marubakaido’. Foram utilizadas brota¢des apicais com 2 pares de folhas, pré-
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condicionadas durante 29 dias em meio MS (3/4 da concentragdo de NH,NO;,
sem fitorreguladores, solidificado com agar 7,5 g.L" e demais componentes nas
concentragbes normais). Como substrato, foram utilizadas bandejas de espuma
fendlica, com células de 2 x 2 cm e espessura de 2 cm, previamente lavadas
durante 30 minutos sob 4gua corrente e umedecidas com solugio contendo os sais
de MS na sua concentracio integral. O ambiente para enraizamento foi a casa de
vegetacdo, dotada de sistema de nebulizagio intermitente e com sombreamento
através de dupla camada de tela (Sombrite 50%).

Apds o preparo das microestacas, estas foram colocadas na espuma, a
metade do seu comprimento. Durante as duas primeiras semanas apés a
implantacdo, foi aplicada is bandejas uma solugiio contendo os sais de MS
diluidos a 50%, a cada 4 dias, com volume aproximado de 5 ml/célula. Apos 22
dias, foram avaliados o enraizamento e a altura das mudas. As mudas enraizadas
foram, entdo, repicadas para bandejas de Isopor, com 72 células de 120 cm® cada,
sendo utilizado como substrato uma mistura de solo (latossolo vermelho) +
composto organico (produzido i base de esterco bovino e restos culturais de
gramineas) na proporgdo de 1:1 v/v. As mudas permaneceram nesta condicdo
durante 60 dias, quando foi realizada a avaliagio final. Nesta avaliagio, foram
determinadas as seguintes variaveis: sobrevivéncia, altura das mudas, nimero de
raizes primdrias, area foliar e matéria seca da parte aérea e das raizes. A area
foliar foi estimada a partir da rela¢fio entre a matéria seca de uma amostra e a
area foliar determinada pelo método das fotocépias nesta amostra (Benincasa,
1988).

O delineamento utilizado foi o inteiramente a0 acaso, com 3 repeticdes e
8 brotagdes por repetigdo, sendo que os tratamentos foram comparados através de
analise de regressdo linear. Os dados de enraizamento e sobrevivéncia foram

transformados segundo a equagiio arcsen/x/100 .
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Experimento 2 - Efeito do substrato. AIB e lesicnamento no
enraizamento ex vitro de brotacdes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’

Neste experimento, foram testadas quatro concentragdes de AIB (0, 100,
200 e 300 mg.L", imergindo as brotagdes durante 15 segundos), dois substratos
(Plantmax e bandejas de espuma fenélica) e com ou sem lesionamento da base da
brotagdo (cortes verticais laterais de aproximadamente 5 mm de extensdo). Para
tanto, foram utilizadas brotagdes apicais, com 2-3 cm de comprimento, com
meristema apical e com 1 par de folhas no apice, as quais haviam sido pré-
condicionadas, para endurecimento, em meio MS, na concentragdo integral de
sais e demais componentes normais, durante 23 dias. A seguir, parte das
brotagdes foi lesionada e apos, todas foram tratadas com AIB. Metade do total
das brotagbes foi colocada para enraizar em Plantmax, acondicionado em
bandejas de Isopor com 128 células de 35 cm® cada, e metade, colocada para
enraizar em bandejas de espuma fendlica, com células de 2 x 2 cm e espessura de
2 cm, previamente lavadas com agua corrente durante 30 minutos. Em ambos os
substratos, as brotagdes foram plantadas a cerca de metade do seu comprimento
no substrato ou na bandeja de espuma. O ambiente de enraizamento foi a casa de
vegetagio dotada de sistema de nebulizagio intermitente e coberta com dupla tela
de sombreamento (Sombrite 50%). O periodo de enraizamento foi de 42 dias e,
durante este periodo (42 dias), foram feitas aplicagdes semanais de meio MS
diluido a 50%. Apds este periodo, foram avaliados o percentual de enraizamento,
a altura e a area foliar das mudas. As mudas enraizadas foram, ent3o, repicadas
para substrato (solo + areia 1:1 v/v, acrescido de 300 g de superfosfato
simples/m® da mistura), onde foram mantidas durante 60 dias, quando foram
avaliados o percentual de sobrevivéncia, altura e drea foliar das mudas. A area
foliar foi determinada através do método das fotocopias.
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Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 3
repetices de 8 explantes cada, em esquema fatorial 4x2x2. Apds a analise
estatistica, os resultados foram estudados através de analise de regressio para o
fator AIB e do teste de Tukey a 5% para os fatores substrato e lesionamento.

Experimento 3 - Efeito do agar, cilcio e zinco no pré-condicionamento
visando o enraizamento ex vitro de brotacdes de macieira ‘Marubakaido’

Foram testadas, neste experimento, diferentes concentragdes de agar,
célcio e zinco, acrescidos ao meio de cultura durante o pré-condicionamento de
brotagoes de macieira ‘Marubakaido’ destinadas ao enraizamento ex vitro. Para o
pré-condicionamento, brotagdes apicais, com 1-2 pares de folhas e 2-3 cm de
comprimento, foram colocadas em meio MS com a concentragio integral dos sais
e dos demais componentes e isento de fitorreguladores. O pré-condicionamento foi
efetuado em frascos com capacidade de 250 cm®, colocando-se 6
brotagoes/frasco, durante 25 dias.

Os tratamentos consistiram na modificacdo, em relagio ao meio MS-
padrdo, das concentragdes de agar, calcio e zinco no meio de cultura de pré-
condicionamento e foram divididos em duas etapas.

Na primeira etapa, foram testadas quatro concentragdes de agar (7 g.L”!
ou 100%, 8,75 g.L™ ou 125%, 10,5 g.L"* ou 150% e 12,25 g.L" ou 175%) no
pré-candicionamento de brotagdes desenvolvidas em duas concentragdes de
sacarose na fase de multiplicagdo (30 e 60 g.L™"). A fase de multiplicagio teve a
duracgdo de 60 dias.

Na segunda etapa, foram testadas quatro concentragdes de calcio, na
forma de CaCl,.H,0 (440 mg.L"! ou 100%, 550 mg.L" ou 125%, 660 mg.L" ou
150% e 770 mg.L" ou 175%) e quatro concentragdes de zinco na forma de
ZnS0,.7H,0 (8,6 mg.L" ou 100%, 10,75 mg.L" ou 125%, 12,9 mg.L" ou 150%
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e 15,05 mg.L" ou 175%), provenientes de brotagdes multiplicadas em meio com
30 g.L"! de sacarose.

Apés o pré-condicionamento, as brotagdes foram retiradas dos frascos,
tratadas com AIB (60 mg. L") durante 16 horas e colocadas para enraizar em
bandejas de espuma fenélica, com células de 2 x 2 cm e espessura de 2 cm,
previamente lavadas com 4gua corrente durante 30 minutos e umedecidas com
meio MS, na metade da concentragio dos sais, em casa de vegetagdo com sistema
de nebulizagdo intermitente, sob dupla camada de tela de sombreamento
(Sombrite 50%).

Apés 21 dias, foram avaliados o enraizamento e a altura das brotagdes
enraizadas. As microestacas enraizadas foram transferidas para substrato
composto de solo+composto organico+areia (2:1:1 v/v), em bandejas de Isopor
com 72 células, em casa de vegetacdo e a pleno sol, durante 70 dias. Apds este
periodo, foram avaliadas as seguintes varidveis: sobrevivéncia, altura, nimero de
raizes primarias e 4rea foliar pelo método das fotocdpias (Benincasa, 1988).

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 4
repeti¢des e 12 microestacas por repetigio, em esquema fatorial 2 x 4, em ambas
as etapas. Os resultados foram estudados através da analise de regressdo para os
niveis de agar, cilcio e zinco e pelo teste de Tukey a 5%, para os niveis de
sacarose (primeira etapa) e de nutriente (segunda etapa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Influéncia do acido indolbutirico (AIB) no enraizamento
ex vitro de brotacGes do porta-enxerto de macieira

‘Marubakaido® em bandejas de espuma fendlica
Houve efeito do acido indolbutirico, nas concentragdes utilizadas, sobre o
enraizamento (Tabela 1.D - Anexo e Figura 5.1). Com a concentragio de 36,17
mg. L™, foi obtido o maior percentual de brotagdes enraizadas (70,55%), sendo os
menores valores obtidos com 0 e 80 mg.L", caracterizando, respectivamente, a
deficiéncia e o excesso do fitorregulador, os quais desfavorecem o enraizamento,
de acordo com a tendéncia observada por Leite (1995), no enraizamento de

brotagoes de pereira.
80
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FIGURA 5.1. Efeito do acido indolbutirico (AIB) no enraizamento ex vitro de
brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ em bandejas de espuma
fendlica. Lavras, UFLA, 1999.
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Observa-se que, mesmo sem a utilizagio do fitorregulador, obteve-se
57,62% de brotagdes enraizadas, o que pode ser considerado um bom
enraizamento, como também foi mencionado por Zanol (1996), que atestou a
relativa facilidade de enraizamento de ‘Marubakaido’. Porém, com o uso de
36,17 mg.L"! de AIB, este percentual aumentou em 22,4%. O balango favoravel
as auxinas tende a incrementar o enraizamento, bem como outras caracteristicas
do sistema radicular adventicio. Webster e Jones (1989), trabalhando com
enraizamento de brotagdes do porta-enxerto ‘M 9°, conseguiram em média 45%
de enraizamento in vitro, utilizando brotagdes mantidas em meio MS acrescido de
3 mg. L' de AIB durante 4 dias, sendo apés transferidas para outro meio para
crescimento das raizes. Porém, os mesmos autores obtiveram média de 83% de
enraizamento ex vitro com brotagdes tratadas com AIB em p6 (0,2%) + Captan,
utilizando bandejas com areia esterilizada. Yepes e Aldwinckle (1994),
trabalhando com diversos genétipos de macieira, obtiveram efeito do AIB no
enraizamento “in vitro” das brotagdes, sendo que as melhores concentragdes
variaram entre 0,1 a 1,0 mg.L", dependendo do genétipo.

A altura das mudas ndio foi afetada pelas concentragdes de AIB,
apresentando, em média, 1,32 cm (Tabela 1.D) . Em geral, o efeito esperado da
auxina é o aumento do percentual de enraizamento e a melhoria da condi¢do do
sistema radicular, os quais, posteriormente, tendem a afetar o crescimento da
parte aérea da muda. Como o tempo para enraizamento foi curto (22 dias) e o
enraizamento se deu em espuma fenélica, com poucos nutrientes disponiveis, este
efeito ndo se manifestou.

De todas as variaveis analisadas ao final dos 70 dias apds a repicagem,
somente o numero de raizes primarias foi afetado pelas concentragdes de AIB
(Tabela 2.D), sendo os maiores valores observados na concentragio de 47 mg.L‘1
(Figura 5.2).
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FIGURA 5.2. Efeito do 4cido indolbutirico (AIB) no niimero de raizes primarias
em mudas enraizadas ex vitro de macieira ‘Marubakaido’ em
bandejas de espuma fendlica, aos 60 dias apdés a repicagem.
Lavras, UFLA, 1999.

Devido a dificuldade em se avaliar o nimero de raizes emitidas das
brotagoes enraizadas em espuma fendlica, sem danifica-las, somente apés 60 dias
da repicagem pode-se fazer esta avaliagio. Considerando-se haver pequena
emissio de novas raizes primarias apds a repicagem, pode-se afirmar que ha
estreita relagdo entre o numero inicial de raizes primarias e o niimero cbservado
apos 60 dias. Neste sentido, observa-se que o AIB afetou nio somente o
percentual de brotagoes enraizadas, como também o nimero de raizes por muda.
Pedrotti e Voltolini (1997), trabalhando com brotagbes dos porta-enxertos
‘Marubakaido’ e ‘M-9°, observaram que o aumento na concentragio de AIB
proporcionou acréscimo linear no namero de raizes emitidas. Os autores
recomendaram o uso de 1500 mg.L" (durante 10 segundos) por proporcionar

maior numero de raizes, com reflexos diretos na sobrevivéncia das mesmas.
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O maior nimero de raizes primarias em alguns tratamentos, entretanto,
ndo correspondeu a um aumento na altura ou na matéria seca das mudas,
provavelmente porque o tempo de crescimento das mudas foi insuficiente para
serem obser\?das respostas nestas variaveis. Em periodos mais prolongados, é
possivel que este efeito fosse manifestado mais claramente. E importante
considerar-se, ainda, que mesmo aos 60 dias apds a repicagem das mudas, o
fragmento de espuma fendlica aderido as raizes continuava quase intacto, o que
pode ter limitado o desenvolvimento das mudas. Passados 60 dias da retirada das
brotagdes enraizadas das bandejas de espuma fendlica, observou-se que a
sobrevivéncia, altura, area foliar e matéria seca da parte aérea e das raizes das
mudas ndo foram afetadas pelo AIB. Embora observe-se certa elevagio dos
valores de algumas destas variaveis nas concentragdes de 40 e 60 mg.L", niio
houve ajuste a uma regressio significativa (Tabela 5.1).

TABELA 5.1. Sobrevivéncia, altura, area foliar e matéria seca (MS) da parte
aérea e das raizes em mudas enraizadas ex vitro de macieira
‘Marubakaido’ em bandejas de espuma fenélica, aos 60 dias apds
a repicagem. Lavras, UFLA, 1999.

Concentragio  Sobrevi- Alturada  Areafoliar MSP. Aérea MS

de AIB véncia muda  (cm*muda)  (g/muda) Raizes
(mgL™) (%) (cm) (g/muda)
0 95,85 3,27 26,99 0,13 0,10
20 90,27 2,70 21,82 0,10 0,08
40 93,89 2,98 32,40 0,15 0,13
60 93,47 2,81 31,75 0,15 0,13
80 86,26 3,40 29,25 0,13 0,i1
TTMédia 91,95 303 2844 013 011
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Houve taxa média de sobrevivéncia das mudas de 91,95%, concordando
com Simmonds (1983), que obteve 92% de enraizamento e 83% de
estabelecimento. Esses resultados, entretanto, sfo inferiores aos obtidos por
Mansani, Voltolini e Pedrotti (1997), em trabalhos com macieira. Webster e
Jones (1989) obtiveram 83% de enraizamento in vitro em areia esterilizada apés
tratarem as brotagdes do porta-enxerto ‘M-9 com AIB a 0,2% + Captan.

A altura das mudas, assim como na avaliagiio apds o enraizamento, nio
foi significativamente afetada pelos tratamentos (Tabela 1.D), apés 60 dias em
substrato comercial, havendo incremento médio de 129,55 % em relagio ao valor
inicial.

A média da area foliar foi de 28,44 cm*muda. Embora niio tenha sido
constatado efeito do tratamento com AIB, ha relagio com os resultados obtidos
por Pasqual e Lopes (1991) que, trabalhando com enraizamento ex vitro de
brotagdes de Pyrus calleryana, observaram que a imersdo da base dessas
brotagdes em AIB por 24 horas proporcicnou maior nimero de folhas. Apds 45
dias, os autores observaram que as mudas mais vigorosas foram obtidas com as
concentracdes de 30 ¢ 50 mg.L" de AIB, com 25 e 20 horas de imersio na
solugdo do fitorregulador, respectivamente.

A matéria seca da parte aérea e a das raizes nio variaram com os
tratamentos (Tabela 2.D), diferindo do resultado obtido por Anjos Sobrinho et al.
(1997) que, estudando o enraizamento ex vifro de microestacas de kiwi,
obtiveram o maior valor de matéria seca das raizes com 30,58 mg.L" de AIB,
durante 24 horas e para matéria seca da parte aérea, com 26,79 mg.L" de AIB,
também durante 24 horas.

De modo geral, conforme os resultados obtidos no experimento, o uso do
AIB no enraizamento ex vitro afeta apenas o enraizamento e o mimero de raizes

primarias, sendo possivel, em 82 dias, obter-se mudas com 3,03 cm de altura e
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percentagem de enraizamento de 70,55% utilizando-se 36,17 mg. L' de AIB.
Embora para o enraizamento ex vitro nio seja necessaria a fase de enraizamento
das brotagdes no laboratorio, é requerida uma fase de pré-condicionamento
(endurecimento) das brotagdes, para aumento dos componentes do sistema de
protecio. Dessa forma, h4 aumento no tempo necessario para a formacgdo das
mudas.

Experimento 2 - Efeito do substrato, AIB e lesionamento mno

enraizamento ex vitro de brotacoes do porta-enxerto
de macieira ‘Marubakaido’

O enraizamento foi afetado pelos trés fatores estudados, sendo
significativa a interagio Substrato x AIB x Lesionamento (Tabela 3.D). 0]
percentual de brotagdes enraizadas aumentou linearmente de 2,5 até 72,4% com o
aumento das concentragdes de AIB quando nio efetuado o lesionamento e quando
utilizada a espuma fenélica como substrato para o enraizamento (Figura 5.3).
Porém, quando efetuado o lesionamento na base das brotagdes, o enraizamento
caiu linearmente de 61,46 (0 mgL™) para 14,66% (300 mg.L™"). E possivel
que,devido ao lesionamento, tenha havido competi¢do por auxina pelos dois
processos induzidos, o enraizamento e a 'cicatrimqﬁo da lesdo, causando a
redugio do enraizamento, uma vez que hid consumo de auxina em ambos os
processos. Outro fator que pode ter contribuido para este resultado é a presenga
de substincias toxicas na espuma, principalmente formaldeido, resultantes do
processo de fabricagdo da bandeja de espuma fendlica, o que exige a lavagem em
agua corrente para lixiviagdo destes compostos, segundo a recomendacdo do
fabricante, e que ainda constitui limitagio ao uso destes materiais (Grattapaglia e
Machado, 1998).
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FIGURA $5.3. Efeito da concentragio de acido indolbutirico (AIB), substrato e
lesionamento no enraizamento ex vitro de brotagdes de macieira
‘Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999,

Mesmo com 30 minutos de lavagem, é provavel que parte destes
compostos tenha permanecido no interior da espuma, causando danos ao tecido,
principalmente quando realizado o lesionamento, que aumentou a exposi¢io do
cambio a estas substincias. Quando efetuada a lesdo, expde-se o cimbio e
aumenta-se a superficie para regeneragdo das raizes. Mesmo que a microestaca
seja constituida de tecido pouco lignificado, as diferencas entre o enraizamento de
brotagdes lesionadas (61,46%) e nio-lesionadas (2,5%) na concentragdo “zero”
de AIB caracterizam o efeito intrinseco do lesionamento. Puente e Marin (1992)
obtiveram aumento do enraizamento de brotagdes de macieira ‘Jork 9’ ao
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efetuarem o lesionamento de 2 mm na base, além de aumentar a regido da
brotagdo em que foram emitidas as raizes.

Sendo empregado o Plantmax como substrato, houve ajuste dos dados a
tendéncia quadratica, quando nio utilizado o lesionamento, e linear decrescente,
quando as brotagSes foram lesionadas. Provavelmente, o efeito negativo do
lesionamento em relagdo as concentragdes de AIB, deve-se a competi¢do por
auxina entre o enraizamento e a cicatrizagdo da lesdo. A presen¢a de sais no
substrato, o aumento da respiracdo, a perda de agua e a sensibilidade dos tecidos
ao AIB, em func¢do do corte na regifio basal da brotagiio, podem ter contribuido
para este resultado.

Os maiores percentuais de brotagdes enraizadas foram obtidos com 300
mg.L" de AIB, quando utilizada a espuma fenélica, e com 134,67 mg.L", quando
utilizado o Plantmax como substrato, evidenciando a necessidade de maior
concentragio do fitorregulador quando usada a bandeja de espuma fendlica.

A altura das mudas, logo apos o seu enraizamento, foi afetada apenas
pelo substrato (Tabela 3.D), sendo que, com o Plantmax, obteve-se altura média
significativamente superior a obtida com a espuma fendlica (1,52 e 0,62 cm,
respectivamente). O Plantmax apresenta caracteristicas que favorecem o
crescimento das mudas apds a emissdo das raizes adventicias: as propriedades
fisicas (porosidade, textura, drenagem e baixa compactacdo) e as propriedades
quimicas (presenga de nutrientes ¢ pH adequado ao desenvolvimento da muda).
Trabalhando com enraizamento ex vitro de macieira ‘MM 106°, Avanzatto e
Cherubini (1993) testaram diversos substratos e observaram relag3o inversa entre
a capacidade de retengdo de agua do substrato e a sua capacidade em promover o
desenvolvimento das raizes.

Por outro lado, estas condigOes favoraveis ndo sio encontradas nas
bandejas de espuma fendlica, além da possivel presenga de residuos de
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substancias toxicas. Em vista destes resultados, pode-se afirmar que a espuma
fendlica, para que possa ser utilizada com eficiéncia, deve ser bem lavada, por
tempo superior a 30 minutos sob agua corrente. Além disso, torna-se necessario
que as brotagdes enraizadas em espuma fendlica, tio logo enraizem, sejam
repicadas para outro substrato, de modo que nio haja prejuizo ao crescimento das
mudas.

A area foliar apds o enraizamento foi afétada pelos fatores estudados,
sendo a interagdo tripla (AIB x Substrato x Lesionamento) significativa (Tabela
3.D). Na Figura 5.4, sio apresentados os valores obtidos nos diferentes
tratamentos. Apenas quando utilizada a bandeja de espuma fendlica e sem o

lesionamento houve ajuste a uma regressdo quadratica, devido ao valor “zero”

obtido na concentragio 0 mg.L™.
15 .
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FIGURA 5.4. Efeito da concentragio de acido indolbutirico (AIB), substrato e
lesionamento sobre a area foliar de mudas de macieira
‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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Na Tabela 5.2, é apresentado o efeito do substrato e do lesionamento
sobre a area foliar. Somente houve efeito do lesionamento quando utilizada a
bandeja de espuma fendlica, obtendo-se o maior valor de area foliar quando
lesionadas as brotagdes. Isto pode ser atribuido ao provavel aumento no nimero
de raizes primarias, em mudas lesionadas, na espuma fendlica (ndo avaliado
quando da repicagem), com reflexos sobre o crescimento da muda e a emissdo de
folhas. Este efeito, porém, nio se manifestou no Plantmax. Em ambas as
condicdes de lesionamento, houve diferenca na area foliar entre mudas enraizadas
em bandejas de espuma fendlica ou em Plantmax. Assim como mencionado para
a altura, o Plantmax proporciona melhores condi¢des para o crescimento da muda

do que a espuma fendlica, favorecendo o desenvolvimento de maior area foliar.

TABELA 5.2. Area foliar de mudas de macieira ‘Marubakaido® apés o
enraizamento ex vitro em fungio do substrato e do lesionamento
na base das brotagoes. Lavras, UFLA, 1999.

Tratamentos Espuma Fendlica Plantmax
Sem lesionamento 6,83 Bb 11,34 Aa
Com lesionamento 8,89 Ab 11,05 Aa

Médias seguidas de mesma letra, maiiscula na coluna e miniscula na linha, ndo
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.

Houve interagdo significativa entre os trés fatores para a variavel altura
da muda aos 60 dias ap6s a repicagem (Tabela 4.D). Porém, apenas com o uso de
Plantmax e lesionamento houve ajuste a uma regressdo quadratica significativa
(Figura 5.5).
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FIGURA 5.5. Efeito da concentragdo de acido indolbutirico (AIB), substrato e
lesionamento sobre a altura de mudas de macieira ‘Marubakaido’
enraizadas ex vitro, aos 60 dias apds a repicagem. Lavras, UFLA,
1999,

Conforme é demonstrado na Tabela 5.3, somente houve efeito do
lesionamento quando utilizado o Plantmax.

TABELA 5.3. Altura de mudas (cm) de macieira ‘Marubakaido’, aos 60 dias
apés a repicagem, provenientes do enraizamento ex vitro em
fungdo do substrato e do lesionamento na base das brotagdes.

Lavras, UFLA, 1999.
Tratamentos Espuma Fendlica Plantmax
Sem lesionamento 1,24 Ab 10,62 Aa
Com lesionamento 2,24 Ab 7,66 Ba

Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mimiscula na linha, nio
diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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As mudas enraizadas em espuma fendlica apresentaram altura
significativamente inferior Aquelas enraizadas em Plantmax, manifestando
novamente o efeito que ja havia sido observado logo apds o enraizamento sobre a
altura das mudas. Além disso, este efeito pode ser atribuido ao fato de que, apés o
enraizamento, as mudas s3o repicadas com um fragmento da espuma, o que
dificulta o seu desenvolvimento inicial.

Os tratamentos ndo influenciaram a sobrevivéncia das mudas enraizadas
aos 60 dias apds a repicagem (Tabela 4.D), obtendo-se média superior a 96% de
sobrevivéncia, o que estd de acordo com a média obtida em trabalhos de
enraizamento ex vitro de brotagdes de macieira (Welander, 1983; Simmonds,
1983; Jones et al., 1985 e Mansani, Voltolini e Pedrotti, 1997).

A area foliar das mudas, aos 60 dias apds a repicagem, foi afetada pelos
fatores estudados (Tabela 4.D), sendo os resultados apresentados na Figura 5.6 e
na Tabela 5.4. Somente quando utilizada a espuma fendlica, houve efeito do AIB,
sendo que, em ambas as situagdes de lesionamento, houve ajuste a uma regressdo
quadratica. Sem o lesionamento, a maior area foliar foi obtida com 240 mg.L" de
AIB. Com lesionamento, o maior valor foi obtido com 183,33 mg.L". A area
foliar, em ambos os substratos, foi maior quando utilizado o lesionamento, de
modo semelhante ao que foi observado logo apds a retirada das mudas do
substrato. Além disso, somente quando efetuado o lesionamento, houve efeito do
substrato, sendo a area foliar significativamente superior quando utilizado o
Plantmax.
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FIGURA 5.6. Efeito da concentragiio de acido indolbutirico (AIB), substrato e
lesionamento sobre a drea foliar de mudas de macieira
‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro, aos 60 dias apds a repicagem.

Lavras, UFLA, 1999.

TABELA 54. Area foliar (cm® de mudas de macieira ‘Marubakaido’
provenientes do enraizamento ex vitro em fungiio do substrato e do

lesionamento na base das brotagdes. Lavras, UFLA, 1999.

Tratamentos Espuma Fendlica Plantmax
Sem lesionamento 20,17 Bb 42,26 Aa
Com lesionamento 25,83 Ab 36,05 Ba

Médias seguidas de mesma letra, maitiscula na coluna e mintiscula na linha, nio

diferem significativamente pelo Teste de Tukey ao nivel de 5%.
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Experimento 3 - Efeito do agar, calcio e zinco no pré-condicionamento
visando o enraizamento ex vitro de brotacGes de
macieira ‘Marubakaido’

Apos 21 dias em casa de vegetagdo, o percentual de brotagdes enraizadas
foi afetado apenas pela sacarose, sem efeito das concentragoes de agar (Tabela
5.D). E provavel que a multiplicagio em meio com 60 g.L" tenha aumentado a
percentagem de matéria seca em relagio ao meio com 30 gL, Com isso, a
resisténcia a desidratacdo foi maior, o que contribuiu para o melhor resultado no
enraizamento, mesmo apds passados 29 dias de pré-condicionamento. Conforme
constatado em experimentos anteriores, a percentagem de matéria seca nas
brotagdes multiplicadas em meio de cultura com 60 g.L™ de sacarose foi superior
a obtida com 30 g.L". A fracio matéria seca é representada especialmente por
carboidratos ndo-soliveis, como a celulose, hemicelulose e lignina, compostos
que se acumulam na parede celular. Silva et al. (1993) observaram relagdo entre
os componentes do sistema de protegio (celulose, hemicelulose e lignina) com a
resisténcia de mudas micropropagadas na aclimatizagdo.

Associado a este resultado, a sacarose a 60 g.L"' proporcionou maior
crescimento em altura, obtendo-se, com esta concentragdo, altura média de 0,75
cm, enquanto que usando-se 30 g.L", obtiveram-se mudas com altura de 0,61 cm.
Aos 70 dias apds a repicagem das mudas, porém, este efeito ndo se manifestou,
evidenciando a uniformizagdo desta variavel durante a aclimatizagdo. Também a
sobrevivéncia e a area foliar aos 70 dias n3o foram afetadas pelos fatores
estudados.

O numero de raizes primarnas foi afetado pelas concentragdes de agar e
foi significativa a interacdo entre os fatores (Tabela 6.D). Com 30 gL, houve
ajuste a uma regressio quadratica, estando o maior valor em tomo de 10,2 g.L”,
45% a mais do que a concentragio convencional de agar. Utilizando-se 60 g.L",
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nio houve efeito das concentragdes de agar no pré-condicionamento sobre o
numero de raizes primarias. Embora avaliada aos 70 dias, pode-se afirmar que
esse efeito ji havia se manifestado quando do enraizamento, prolongando-se
mesmo apds a repicagem das mudas (Figura 5.7). Segundo Wardle, Dobbs e
Short (1983), o endurecimento durante o estadio III da micropropagagéo depende,
entre outros fatores, da redugdo das concentra¢des de nutrientes no meio de
cultura, os quais podem ser afetados pela concentragdo de agar, uma vez que,
quanto maior a concentragdo de agar, menor a disponibilidade dos demais
componentes do meio 2o explante. Porém, como citam os mesmos autores, este
tratamento pode ndo favorecer a aclimatizagio das mudas.

As meédias de peso da matéria fresca e matéria seca, bem como o
percentual de matéria seca das brotages em fungio das concentragdes de calcio e

de zinco no pré-condicionamento, s3o apresentadas na Tabela 5.5.
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Média ¢o 1. = 6,57 raizes primarias/muda

FIGURA 5.7. Efeito da sacarose na multiplicagio e da concentragio de agar no
pré-condicionamento sobre o niumero de raizes primirias em
brotagdes de macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro. Lavras,
UFLA, 1999.
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Embora nio tenha sido efetuada a analise estatistica destes valores,
observa-se que, principalmente com o aumento das concentragdes de zinco, houve
elevagio do percentual de matéria seca das brotagdes, em relagdo a testemunha
(concentragio convencional), o que pode ser atribuido & maior sintese de
triptofano e, por consequéncia, de auxina, favorecendo a divisdo celular e a
acumula¢io de matéria seca (Pasqual et al., 1997). Visualmente, entretanto, nio
foram observadas alteragdes marcantes no crescimento das brotagdes, bem como
sintomas de excesso de calcio ou zinco nas mesmas.

Sobre a variavel enraizamento, somente houve efeito do fator nutriente
(Tabela 7.D). Brotagdes pré-condicionadas em meio adicionado de teores de
calcio maiores que o convencional enraizaram mais (32,85%) em relagdo ao
tratamento com zinco (20,88%), médias significativamente diferentes entre si pelo
Teste de Tukey a 5%. Uma das maiores limitagdes ao enraizamento in vitro é a
pouca resisténcia fisica das brotagdes e a desidratagdo excessiva das mesmas
(George, 1993). O calcio, pelo seu efeito de aumento da resisténcia da parede
celular, pode ter contribuido para este resultado. Sha, McCown e Peterson (1985)
observaram que 0 aumento na concentragéo de calcio no meio de cultura de 0,3
para 30 mM acarretou aumento no teor no tecido de batata, embora isto néo tenha
ocorrido de forma proporcional. Druart, Opatmy e De Klerk (1997) observaram
que o calcio no meio de cultura estimulou a iniciagéo radicular, a emergéncia e o
crescimento das raizes de explantes de macieira. Embora saiba-se que o zinco é
um elemento constituinte da molécula do aminoacido triptofano, precursor da
auxina, nas concentragdes utilizadas ndo houve resposta a aplicagdo do nutriente.
Isto pode ter ocorrido porque o teor de auxina no tecido ndo foi limitante ao
enraizamento. Assim, outros fatores, também importantes para o enraizamento,
como a pouca resisténcia dos tecidos, a pequena quantidade de reservas e o

balango de hormédnios e compostos fendlicos, podem ter tido maior importancia do
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que a quantidade de zinco no meio de pré-condicionamento ou, ainda, do préprio

teor de auxina.

TABELA 5.5. Matéria fresca, matéria seca e percentual de matéria seca de
brotagdes de macieira ‘Marubakaido’ apés 25 dias de pré-
condicionamento em meio de cultura com diferentes
concentragdes de calcio e zinco. Lavras, UFLA, 1999,

Nutriente Proporgdo' Concentragio Mat Fresca Matériaseca Perc. Mat.

(%) (mgL')  (gfbrotagio)  (g/brotagio) Seca
Calcio 100 440 0,044 0,0078 17,62
125 550 0,062 0,0107 17,22
150 660 0,045 0,0086 19,22
175 770 0,064 0,0123 19,20
Zinco 100 860 0,044 0,0078 1762
125 10,75 0,043 0,0096 22,26
150 12,90 0,042 0,0095 22,45
175 15,05 0,039 0,0079 20,18

! Em relagdo i concentragio convencional no meio de cultura MS

O mesmo comportamento também foi observado com a variavel altura da
muda (Tabela 7.D). As brota¢Ses pré-condicionadas em meio com teor mais
elevado de calcio, ap6s enraizadas, apresentaram altura significativamente
superior pelo Teste de Tukey, em relagdo aquelas que foram pré-condicionadas
em meio com maior quantidade de zinco (0,74 e 0,57 cm, respectivamente). Este
efeito continuou se manifestando mesmo apos passados 70 dias da repicagem das
mudas. Naquele momento, as mudas oriundas de brota¢des pré-condicionadas em
diferentes concentragdes de calcio apresentavam altura média de 1,47 cm,
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significativamente superior 4 média das mudas provenientes do tratamento com
zinco (0,92 cm).

O aumento da concentragio de calcio, no meio de cultura para pré-
condicionamento de brotagdes, induziu a redugio da sobrevivéncia das mudas
apos 70 dias da repicagem (Tabela 8.D e Figura 5.8). E provavel que, com o
aumento das concentragdes do nutriente, fossem sendo desenvolvidos
desequilibrios nutricionais que, mesmo ndo prejudicando o enraizamento,
acarretaram prejuizos a sobrevivéncia das mudas.

Com o numero de raizes primarias aos 70 dias apds a repicagem, houve
resposta quadratica ao aumento das concentragdes de calcio, sendo os maiores
valores obtidos com a concentragio de 605 mg.L", 50% superior em relagdo a

concentra¢do convencional (Figura 5.9).
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Y =151,555-0,128 x P = 0,8544

FIGURA 5.8. Efeito da concentra¢do de calcio no meio de cultura de pré-
condicionamento na sobrevivéncia de mudas de macieira
“‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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FIGURA 5.9. Efeito da concentragio de calcio no meio de cultura de pré-
condicionamento sobre o niimero de raizes primarias de mudas de
macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro. Lavras, UFLA,
1999.

A area foliar foi afetada apenas pelo fator nutriente (Tabela 8.D), sendo
que com o célcio, foi obtida a maior area foliar média (5,69 cm?planta),
significativamente superior 3 média obtida com o zinco (3,57%).

Pode-se afirmar que, de modo geral, a resposta ao calcio, embora presente
em algumas varidveis, foi limitada pela reduzida absor¢io e translocagiio do ion,
devido a auséncia de respirag3o no interior dos frascos de cultura, de acordo com
Caldas, Haridasan e Ferreira (1998). Estes autores recomendam, como
altemativas para espécies ou cultivares muito exigentes em calcio, o aumento da
concentracdo deste nutriente no meio de cultura ou o uso de selamentos
permeaveis que aumentem a troca de vapor d’agua com o ambiente extemo. E
possivel que o efeito do calcio no pré-condicionamento fosse intensificado ao
serem efetuadas aplicages foliares do nutriente, o que permitiria compensar a
baixa translocaggo do calcio no tecido.
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Consideracées gerais

O enraizamento “‘ex vitro” é uma técnica que pode ser utilizada na
micropropaga¢do do porta-enxerto ‘Marubakaido’, pois toma possivel a
ocorréncia simultinea do enraizamento e da aclimatizacdio, além de serem
formadas raizes mais eficientes e mudas de melthor qualidade. Entretanto, mesmo
se tratando de gendtipo de facil enraizamento, a grande limitagdo permanece
sendo o baixo indice de enraizamento, causando grande perda de material
vegetativo, uma vez que os tecidos das brotagdes produzidas in vitro sdo muito
sensiveis a redu¢fio da umidade relativa do ar na casa de vegetagdo e a alteragdo
no sistema de nutri¢io de carbono.

Apesar destas limita¢Ses, avangos puderam ser obtidos ao ser utilizado o
tratamento com AIB por imersdo lenta (16 horas) a 36,17 mg.L" ou por imersdo
rapida (15 segundos) a 134,67 mg.L"! em Plantmax ou a 300 mg.L"’ em Espuma
Fenolica. A espuma fendlica é um material promissor para o enraizamento ex
vitro, pela facilidade de armazenamento, manejo e plantio das brotagdes,
devendo-se, entretanto, aperfeigoar a metodologia para a sua utilizagdo. Quando
as brotagdes sdo muito tenras, além dos problemas apontados anteriormente, ha
dificuldade em introduzi-las na espuma, razio pela qual o pré-condicionamento,
ou endurecimento, toma-se fundamental, embora acarrete aumento do tempo

necessario para a produc¢do da muda.

161



4 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no experimento, conclui-se que:

1) o enraizamento ex vitro é afetado pelos fatores AIB,
substrato, lesionamento e pré-condicionamento;

2) utilizando-se o tratamento com AIB durante 16 horas, o
melhor enraizamento em bandejas de espuma fenélica é obtido
com 36,17 mg.L";

3) utilizando-se o tratamento com AIB durante 15 segundos, o
melhor enraizamento é obtido com 134,67 mgL’' em
Plantmax, e com 300 mg.L"! em espuma fendlica;

4) o pré-condicionamento com agar niio aféeta o enraizamento,
mas com 10,2 gL sdo obtidos o maior nimero de raizes
primarias;

5) o aumento do teor de célcio no meio de pré-condicionamento
favorece o enraizamento, mas reduz a sobrevivéncia das
mudas.

6) o teor de zinco no meio de pré-condicionamento nio afeta o

enraizamento e a sobrevivéncia das mudas.
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CAPITULO 6

CRESCIMENTO DE MUDAS DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA
‘MARUBAKAIDO’ PROVENIENTES DO ENRAIZAMENTO
IN VITRO E EX VITRO

Resumo: Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de mudas do
porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ (Malus prunifolia) obtidas através do
enraizamento in vitro e ex vitro. Para tanto, foram utilizadas brotagdes apicais,
com cerca de 2-3 cm de comprimento e 2-3 pares de folhas no apice, previamente
mantidas in vitro, em dois experimentos. No primeiro, foi induzido o
enraizamento in vitro, de duas formas: mantendo-se as brotagoes em meio de
cultura MS acrescido de AIB (1,0 mg.L™) ou tratando-se as brotagdes por
imersdo do terco basal em solugio de AIB (200 mg.L™") durante 15 segundos,
com posterior inoculagdo em meio de cultura sem auxina. Apds 45 dias para
enraizamento, as brotagdes com raizes foram levadas para aclimatiza¢do em casa
de vegetagdo, sendo avaliadas quinzenalmente até 60 dias apds a repicagem. No
segundo experimento, as brotagdes foram tratadas durante 15 segundos com
solugdo de AIB, nas concentragdes de 0, 100, 200 e 300 mg.L™ e apés, colocadas
para enraizar em dois substratos (bandejas de espuma fenélica e Plantmax). Foi,
entdo, avaliado o crescimento durante e apés 150 dias da repicagem das mudas
para solo na casa de vegetag3o. A permanéncia das brotagdes em meio com AIB
proporcionou maior crescimento das mudas durante a aclimatizagio, em relagdo
ao tratamento por imersio em solugdo de AIB durante 15 segundos. O
enraizamento em Plantmax favoreceu o crescimento das mudas, especialmente da
area foliar, pois possibilita a obten¢io de mudas com maior desenvolvimento
inicial, com reflexos positivos apés a sua repicagem. Além disso, o Plantmax
permite o maior aprofundamento do sistema radicular em relagdo 4 espuma
fendlica. Em média, obteve-se apds 60 dias, mudas com 3,6 cm de altura e
86,67% de sobrevivéncia (enraizamento in vitro) e, apés 150 dias, mudas com até
55 cm de altura e 91,67% de sobrevivéncia (enraizamento ex vitro).

Palavras-chave: Rosaceae, Malus, micropropagagdo, enraizamento, acido
indolbutirico, produgdo de mudas



GROWTH OF ‘MARUBAKAIDO’ APPLE ROOTSTOCK PLANTLETS
PROPAGATED THROUGH IN VITRO AND EX VITRO ROOTING

Abstract: The objective of this work was to evaluate the growth of
‘Marubakaido® (Malus prunifolia) apple rootstock plantlets obtained through
both in vitro and ex vitro rooting. Apical shoots previously mantained in vitro
with 2-3 cm lenght and 2-3 pairs of apical leaves were used in two experiments.
In the first experiment, rooting was induced in vitro by maintaning shoots in MS
culture medium with IBA (1.0 mg.L") or treating their basal region through a
rapid immersien (15 seconds) in IBA (200 mg L") followed by a transference to
culture medium without auxin. For rooting, after 45 days, shoots with
adventitious roots were taken to a greenhouse for acclimatization and evaluated at
15 days interval up to 60 days. For the second experiment, shoots were treated for
15 seconds in IBA solution (0, 100, 200 and 300 mg.L") and inoculated in two
substrates (phenolic foam trays or Plantmax) for rooting induction. Plantlets
growth was evaluated during and 150 days after transplanting to soil at the
greenhouse. Shoots mantained on culture medium with IBA increased plantlets
growth during acclimatization when compared with the rapid immersion (15
seconds) in IBA solution. Rooting in Plantmax favoured plantlets growth
(especially in leaf area) by providing a high initial development with positive
reflections on growth after transplant. The use of Plantmax induced the formation
deeper of roots as compared with the use of phenolic foam trays. In average,
while plantlets with 3.6 cm height and 86.67% survival (in vitro rooting) were
obtained with 60 days, plantlets with 55 cm height and 91.67% survival (ex vitro
rooting) were obtained after 150 days.

Key words: Rosaceae, Malus, micropropagation, rooting, indolebutyric acid,
plant propagation

1 INTRODUCAO

A majoria dos estudos relativos & micropropagagdo restringe-se a
resposta do enraizamento in vitro ou ex vitro ou, no maximo, & sobrevivéncia e

crescimento das mudas em casa de vegetagio durante os primeiros dias da
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aclimatizagdo. Assim, faltam informagdes sobre o crescimento, em fases
posteriores, das mudas obtidas por micropropagagio em casa de vegetacdo
(Stimart e Harbage, 1993 e Silva et al., 1995a).

A partir do momento em que ocorre o enraizamento in Vitro ou ex vitro
para constituicio da muda completa, é feita a repicagem para substrato em casa
de vegetagdo. As diferencas entre o ambiente no interior do frasco de cultura e o
da casa de vegetagdo, associadas as caracteristicas morfo-fisiologicas que
conferem pouca resisténcia da muda micropropagada ao estresse durante a
transferéncia, fazem com que a aclimatizagio seja uma fase critica da cultura de
tecidos vegetais em muitas espécies. Além disso, devido a estas diferengas, o
crescimento das mudas ocorre de forma diferente das mudas obtidas por métodos
de propagagdo convencional (Ziv, 1986; Pierik, 1988; Sciutti ¢ Morini, 1995 e
Leite, 1995).

Frequentemente, mudas provenientes de laboratorios de cultura de
tecidos, ao serem transferidas para a casa de vegetagio, sobrevivem por periodos
relativamente longos, porém crescem pouco, dificultando ou inviabilizando o uso
da micropropagagdo em sistemas intensivos de produgao de mudas. Marin e Gella
(1988) mencionam que a dificuldade de transi¢io do metabolismo heterotrofico
do carbano para o autotréfico acarreta a morte ou o baixo desenvolvimento apds
certo tempo de aclimatizagdo, variavel conforme a espécie.

O estudo do crescimento de mudas micropropagadas, é importante para a
determinagdo dos principais fatores que afetam a sobrevivéncia e o crescimento
das plantas durante e apos a aclimatizagdo. Entre os principais fatores envolvidos
no enraizamento de brotagdes estdo a composi¢ao do meio de cultura (Fortes,
1992), o substrato (Ziv, 1986 e Aldrufeu, 1987), o tratamento com
fitorreguladores, especialmente auxinas (Leite, 1995 e Zanol, 1996), e o ambiente
de enraizamento (Gribaudo e Fronda, 1993).
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McClelland, Smith e Carothers (1990) estudaram o efeito da iniciagdo de
raizes in vitro ou ex vitro sobre a qualidade das raizes nos periodos de
aclimatizacdo e pos-aclimatizagdo de trés espécies. Os autores observaram que o
enraizamento in vitro acarreta diferencas na morfologia e anatomia das raizes
adventicias, em relagiio ao enraizamento ex vitro. Kunneman e Albers (1992)
observaram que a aclimatizagio de mudas micropropagadas de Malus e Pyrus é
influenciada ndo somente pelos fatores durante a aclimatizagio, mas também
pelas condigdes presentes nas fases de multiplicago e enraizamento. Stimart e
Harbage (1993), trabalhando com macieira ‘Gala’, avaliaram o efeito do ntimero
de raizes produzidas in vitro sobre o crescimento da raiz e da parte aérea ex vitro
e observaram que houve correlagdio linear positiva entre a contagem inicial e final
de raizes.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento em casa de
vegetacdo de mudas do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ (Malus
prunifolia) enraizadas in vitro e ex vitro, durante e apés a aclimatizagio.

2 MATERIAL E METODOS

O protocolo geral das condigdes de cultivo in vitro utilizado nos
experimentos esta descrito no Capitulo 1. Este trabalho foi constituido de dois
experimentos, quais sejam:

Experimento 1 - Crescimento de mudas de macieira ‘Marubakaido’

durante a aclimatizacio sob efeito de duas formas de

enraizamento in vitro

Neste experimento, foram testadas duas formas de enraizamento in vitro:
a) manutengdo dos explantes em meio de cultura acrescido de acido indolbutirico
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(AIB) a 1,0 mg.L"' e b) tratamento do terco basal dos explantes durante 15
segundos com solugio de AIB a 200 mg.L" e, apés, inoculagio em meio de
cultura sem fitorreguladores. As mudas enraizadas em ambas as formas foram,
entsio, avaliadas durante os 60 dias de aclimatizaciio em casa de vegetacio.

Como explantes, foram utilizadas brotagdes apicais com cerca de 2-3 cm
de comprimento e 2-3 pares de folhas, previamente mantidas in vitro. Como meio
de cultura basico, foi utilizado o meio MS, com a metade da concentragio dos
sais, adicionado de vitaminas (1,5 mg.L"), glicina (2,0 mg.L?) e mio-inositol
(100 mg L"), além de 7,5 g.L"* de 4gar e 30 g.L" de sacarose. O meio de cultura
foi acondicionado em frascos com 150 cm® de capacidade, utilizando 40
ml/frasco. Parte das brotagdes foram inoculadas em meio acrescido de AIB e o
restante, tratadas com AIB e, apds escorrimento do excesso de solucdo do
fitorregulador, inoculadas em meio sem AIB.

Apés 45 dias no meio para enraizamento, as mudas foram divididas em 5
lotes, correspondentes aos 5 periodos de avaliagdo apds a repicagem (0, 15, 30,
45 e 60 dias). As mudas foram, a seguir, levadas para aclimatizagdo em casa de
vegetagiio dotada de sistema de nebulizagio intermitente, em area coberta com
dupla camada de tela de sombreamento (Sombrite 50% de sombreamento),
durante 60 dias. Em cada periodo de avaliagio, foram determinadas as seguintes
variaveis: altura das mudas, sobrevivéncia, area foliar, matena seca da parte
aérea, numero de raizes primarias, nimero de raizes secundarias, comprimento da
maior raiz e matéria seca da raiz. A area foliar foi determinada pelo método das
fotocdpias (Benincasa, 1988).

Como delineamento experimental, foi utilizado o inteiramente ao acaso,
com 3 repeti¢des de 10 plantas cada, em esquema fatorial 2 x 5. Para as vaniaveis
altura e sobrevivéncia, foi adotado o esquema em parcelas subdivididas no tempo.
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Os resultados foram comparados através de analise de regress3o, para os niveis
de tempo e através do teste de Tukey a 5%, para as formas de enraizamento.

Experimento 2 - Avaliacdo do crescimento de mudas do porta-enxerto de

macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro

Neste experimento, foram obtidas mudas através do enraizamento ex vitro
de brotagdes, testando-se dois substratos (Plantmax e bandejas de espuma
fendlica) e quatro concentragdes de AIB (0, 100, 200 e 300 mg.L" durante 15
segundos). Para tanto, foram utilizadas brotagSes apicais produzidas in vitro,
pré-condicionadas em meio MS sem fitorreguladores durante 30 dias, as quais,
ap0s o tratamento com AIB, foram lesionadas na base e colocadas para enraizar
durante 42 dias em casa de vegetagio dotada de sistema de nebulizacdo
intermitente, em area coberta com dupla camada de tela de sombreamento
(Sombrite com capacidade de 50% de sombreamento). Apés o periodo de
enraizamento ex vitro, as mudas foram avaliadas (altura e area foliar) e repicadas
para substrato (solo + composto orgdnico + areia na proporgio 2:1:1 v,
adicionado de 300 g de superfosfato simples/m®) (Tabela 6.1), acandicionado em
sacos plasticos (25 cm x 20 cm x 20 cm) pretos, mantendo-se as mudas com o
torrdo ou fragmento da bandeja de espuma fenélica junto com as raizes durante a
repicagem.

Os sacos plasticos com as mudas foram mantidos na mesma casa de
vegetagdo, porém em area sem sombreamento, durante 150 dias, ao longo dos
quais foram avaliadas a altura e a sobrevivéncia das mudas. Apés este periodo,
foram avaliadas as seguintes variaveis, relativas ao crescimento das mudas:
altura, area foliar (determinada através do método das fotocGpias), matéria seca
da parte aérea, matéria seca das raizes e distribui¢io do sistema radicular dentro
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do recipiente. Para avaliagdo desta tiltima variavel, foram utilizadas 3 plantas por
repeti¢io dos tratamentos 100 e 300 mg.L™ de ambos os substratos.

TABELA 6.1 Resultados da anilise do solo utilizado como substrato apds a
repicagem das mudas. Lavras, UFLA, 1999.

Nutriente/Parametro Unidade Valor Interpretacio
pH em agua - 7,1  Alcalinidade fraca
Faosforo ppm 108 Alto
Potassio ppm 98 Alto
Calcio meq/100 cc 9,6 Alto
Magnésio meq/100 cc 0,6 Médio
Aluminio meq/100 cc 0,0 Baixo
Boro ppm 1,05 -
Zinco ppm 8,5 -
Cobre pPpm 59,7 -
Ferro ppm 25,8 -
Manganés ppm 17,7 -
Enxofre ppm 23,8 -
H+ Al meq/100 cc 1,5 Baixo
Soma de bases trocaveis (S) meq/100 cc 10,5 Alto
CTC efetiva (t) meq/100 cc 10,5 Alto
CTCapH 7,0(T) meq/100 cc 12,0 Alto
Saturagio de Al da CTC % 0,0 Baixo
efetiva (m)

Saturagdo de bases da CTC a % 87,0 Alto
pH7 (V)

Carbono % 3,1 Alto
Matéria organica % 5,4 Alto
Areia % 50 -
Silte ou Limo % 26 -
Argila % 24 -

Foi adotado o delineamento experimental inteiramente ao acaso, com 3
repeticdes e 7 mudas por repeticio. Apos analise da variancia, os tratamentos
foram comparados através da analise de regressdo para o fator AIB e através do
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teste de Tukey a 5% para o fator substrato. Para as varidveis analisadas
sequencialmente, foi adotado o esquema de parcelas subdivididas no tempo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1 - Crescimento de mudas de macieira “Marubakaido’ durante a
aclimatizac3o sob efeito de duas formas de enraizamento in

vitro

Somente houve efeito do tempo sobre a altura das mudas, sendo que as
formas de enraizamento ndo afetaram esta variavel (Tabela 1.E - Anexo). A
altura das mudas apresentou comportamento quadritico, com aparente
estagnacdo até os 45 dias apos a repicagem e aumento a partir desta avaliagio
(Figura 6.1).

H

Altura da muda (cm)
N (7]
v ow
. >
. (. d
- >

2 |
1,5 |
0 15 30 45 60
Periodo de aclimatiza¢do (dias)
Equagdo:
Y =2,518 - 0,030 x + 0,0008 x*  =0,8310

FIGURA 6.1. Evolugdo da altura de mudas de macieira “Marubakaido’ durante a
aclimatizagdo. Médias de duas formas de enraizamento in vitro.
Lavras, UFLA, 1999,
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Isto ocorreu porque é comum que, na regido apical das mudas, ocorra
necrose nos primeiros dias de aclimatizagio, pois € a regido mais sensivel ao
dessecamento. Conforme mencionado por Silva et al. (1995b), o crescimento em
extensio € muito sensivel a condi¢des ambientais adversas, especialmente em
tecidos jovens e tenros. Isto acarreta redu¢do na altura média das mudas. Além
disso, conforme citam Marin e Gella (1988), é necessario ocorrer, durante o inicio
da aclimatizagdo, a troca do metabolismo do carbono, o que atrasa o crescimento.
Conforme apresentado na Figura 6.1, com o avan¢o do periodo de aclimatizagdo,
a altura passou a ter incrementos crescenmtes, aproximando-se da tendéncia
sigmotde, caracteristica das curvas classicas de crescimento de plantas (Mohr e
Schopfer, 1995).

A sobrevivéncia das mudas ndo foi afetada pelo tratamento e pelo tempo
(Tabela 1.E), apresentando média de 92,67%. Embora a partir dos 15 a 30 dias
tenha havido redugdo no total de plantas sobreviventes, atingindo 86,67% aos 45
dias, ndo houve ajuste a uma regressdo quadratica. Valores acima de 90% de
sobrevivéncia ou estabelecimento de plantas de macieira oriundas do
enraizamento in vitro sio mencionados por Welander (1983), Simmonds (1983) e
Kunneman e Albers (1992). Durante a aclimatiza¢iio de mudas de macieira cv.
Greensleeves, Diaz Perez, Shackel e Sutter (1995) constataram que a redu¢io na
condutancia devido 3 aclimatizagio foi o fator que mais contribuiu para a
reduzida transpiragdo sob condi¢des de elevada demanda evaporativa. As raizes
formadas in vitro foram associadas com uma elevada condi¢do hidrica, sugerindo
que as raizes sdo funcionais na absor¢do de agua. Os autores concluiram que as
mudas micropropagadas possuem comportamento como unidades hidraulicamente
integradas, nas quais deve haver coordenagio entre a perda de agua pela parte
aérea e a absor¢do de agua pela raiz, de modo a manter o balango hidrico

favoravel.
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A area foliar das mudas foi afetada pelo tratamento e pelo tempo, sendo
significativa a interacdo entre os fatores tempo (Tabela 2.E). Conforme é
demonstrado na Figura 6.2, a area foliar das mudas em ambos os tratamentos
evoluiu linearmente em fungdo do tempo, sendo que, com a manutenc¢io do AIB
no meio de cultura, os incrementos foram superiores em relagdo ao tratamento
das brotagdes durante 15 segundos em solugiio de AIB. A condigio em que as
mudas enraizadas deixam o ambiente in vitro quando sio destinadas a
aclimatizagdo afeta o seu desenvolvimento posterior (Stimart e Harbage, 1993 e
Cuzzuol, 1993). Isto é demonstrado neste trabalho, pois embora a area foliar das
mudas, em ambos os tratamentos, tenha partido de valores semelhantes entre si,
especialmente a partir dos 30-45 dias de aclimatizagdo, as mudas enraizadas em
meio com AIB apresentaram maior incremento da area foliar.

35 ‘!
-g 28 1 |~ & Meiocom AIB
«g 21 ~" OAIB/1S seg e
£ 14
£
g 7
0 - - ‘ :
0 15 30 45 60
Periodo de aclimatizagdo (dias)
Equag¢des:
Yheio comam = 3,787 + 0,419 x = 0,8953
Yamns seg = 4,006 + 0,294 x r = 0,9898

FIGURA 6.2. Evolugdo da area foliar de mudas de macieira ‘Marubakaido’
durante a aclimatizagio, sob efeito de duas formas de
enraizamento in vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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E possivel, portanto, que as caracteristicas das raizes, principalmente de
conexdo do sistema vascular, fossem superiores no tratamento com AIB no meio
de cultura (1,0 mg/L), devido a disponibilidade constante do fitorregulador aos
explantes.

O mesmo comportamento foi observado com a matéria seca da parte
aérea (Tabela 2.E), como seria de se esperar, pois a area foliar geralmente
apresenta estreita relagio com a matéria seca da parte aérea. Conforme ¢
apresentado na Figura 6.3, também a partir dos 45 dias passou a haver maior
incremento na matéria seca da parte aérea das mudas enraizadas em meio com
AIB durante todo o periodo de enraizamento. A partir dos 45 dias, também
comecou a haver maior diferenca entre os tratamentos. Neste tratamento, a
tendéncia de evolucdo foi quadratica, enquanto no tratamento com AIB durante

15 segundos, esta tendéncia foi linear.
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Equacdes:
Yeiocomam = 23,269 — 1,714 x + 0,089 x* r =0,9915
Yamnsse = -1,833 42,279 x r =0,9494

FIGURA 6.3. Evolugdo da matéria seca da parte aérea de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizacdo, sob efeito de duas formas
de enraizamento in vitro. Lavras, UFLA, 1999,
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O nimero de raizes primarias foi afetado por ambos os fatores, sendo
significativa a interagdo entre eles (Tabela 2.E). Somente no caso das mudas
enraizadas em meio com AIB, houve efeito do tempo, sendo constatada tendéncia
linear (Figura 6.4).
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Periodo de aclimatizagdo (dias)

Equagdo e Média:
Yeio comam = 2,0703 + 0,997 x r =0,8613
YAIB/lSseg = 10,36 raizes/muda

FIGURA 6.4. Evolugdo do numero de raizes primarias de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizagio, sob efeito de duas formas
de enraizamento in vitro. Lavras, UFLA, 1999.
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Quando o enraizamento in vitro foi induzido em meio contendo AIB, o
percentual de enraizamento foi significativamente inferior ao do enraizamento
com o tratamento com imers3o rapida (83,33 e 100%, respectivamente). A auxina
¢ importante como indutor do enraizamento, mas ndo deve estar presente durante
o desenvolvimento das raizes (Fett Neto, 1991; Fortes, 1992 e George, 1993).
Isto se manifesta claramente com o que foi observado no numero de raizes
primarias, embora o percentual de enraizamento nio tenha sido muito
comprometido. Em média, as mudas enraizadas em meio contendo AIB
apresentaram 2,6 raizes/muda, significativamente inferior ao numero das
enraizadas da outra forma (10,36 raizes/muda).

Por outro lado, as mudas enraizadas em meio contendo AIB aumentaram
o numero de raizes primarias durante a aclimatizagdo, o que ndo ocorreu com as
mudas enraizadas com uso de AIB em tratamento com imersdo rapida,
provavelmente porque neste caso ja havia sido atingido o limite potencial de
emissdo de raizes adventicias. Stimart e Harbage (1993) citam que o
enraizamento ndo é confinado ao periodo imediato ao tratamento com AIB, de
modo que o AIB influencia o0 enraizamento a curto e a longo prazo apds a
aplicagdo. Ja ao serem enraizadas mudas em meio com AIB, houve efeito
compensatorio para atingir este limite ao longo do periodo de aclimatizagdo, de
modo que, em ambas as formas de enraizamento in vitro, pode-se atingir este
numero maximo desde que sejam proporcionadas condigdes adequadas ao
desenvolvimento radicular durante a aclimatiza¢do. O numero de raizes primarias
€ importante para o aumento da sobrevivéncia durante a aclimatizagdo. Stimart e
Harbage (1993) constataram relagdo linear positiva entre a contagem inicial e
final de raizes, bem como forte correlagdo entre elevada emissdo de raizes e o
subsequente crescimento durante a aclimatizagdo. As raizes, por serem fontes de
citocininas, nutrientes e agua, tém papel muito importante na aclimatizagdo
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(Marin e Gella, 1988). E importante considerar também que as raizes emitidas ex
vitro (durante a aclimatizac80), tendem a ser mais funcionais do que as emitidas
in vitro (Pierik, 1988). Zimmerman (1988) menciona que, devido 4 pouca
funcionalidade das raizes emitidas in vitro, estas sdo substituidas por outras, mais
eficientes, durante a aclimatizagio. Smith et al. (1992) compararam o
enraizamento in vitro e ex vitro em diversas espécies lenhosas e herbaceas. Em
espécies lenhosas, os autores observaram que ha relagio mais elevada entre o
sistema vascular e a area da secgdo de raizes quando o enraizamento ocorre ex
vitro, indicando a ocorréncia de crescimento secundario. Isto fez com que o
crescimento das mudas em area foliar e matéria seca da parte aérea fosse maior, a
partir dos 30-45 dias, com o tratamento com enraizamento em AIB no meio de
cultura, quando ja haviam sido emitidas mais raizes. H4, portanto, necessidade de
maior emiss3o de raizes para que o crescimento da muda seja favorecido.

O numero de raizes secundirias foi afetado pelo tempo, sendo
significativa a interagdo tratamento x tempo (Tabela 3.E). Nos dois tratamentos,
houve evolugio quadritica no nimero de raizes secundarias, com leve
superioridade do tratamento com enraizamento sob efeito do AIB adicionado ao
meio de cultura (Figura 6.5). Assim, pode-se observar que ha pouco efeito da
forma como ¢é feito o enraizamento in vitro sobre este padrio de ramificacio
radicular.

Assim como observado com o numero de raizes secundarias, a matéria
seca da raiz foi afetada pelo tempo e a interagdo tratamento x tempo foi
significativa (Tabela 3.E). Na Figura 6.6, é apresentada a evolugdo desta variavel
em fun¢do do tempo de aclimatizagdo.
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FIGURA 6.5. Evolugiio do nimero de raizes secundarias de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizagdo, sob efeito de duas formas
de enraizamento in vitro. Lavras, UFLA, 1999,
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FIGURA 6.6. Evolugio da matéria seca das raizes de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizagdo, sob efeito de duas
formas de enraizamento in vitro. Lavras, UFLA, 1999,
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Inicialmente, a matéria seca das raizes foi inferior no enraizamento com
AIB no meio de cultura, devido a0 menor niimero de raizes primarias e ao menor
comprimento das raizes, apesar das raizes emitidas com o tratamento com AIB
por imersdo rapida serem mais finas, o que acarretaria menor matéria seca por
unidade de raiz. Nos primeiros periodos da aclimatizagiio, houve certa estagnacio
ou queda na matéria seca das raizes, em relagio a avaliagdo inicial, o que pode
ser atribuido a injiiria provocada no sistema radicular quando da repicagem. Com
o avango do tempo de aclimatizagio, entretanto, esta queda inicial foi
compensada. Como nas mudas enraizadas em meio com AIB houve maior
emissdo de raizes primarias, a matéria seca do sistema radicular, neste caso,
acabou superando o valor encontrado nas mudas enraizadas com o tratamento
com AIB por imersdo rapida.

Sobre o comprimento da maior raiz, somente houve efeito dos fatores
isolados (Tabela 3.E). Conforme é apresentado na Figura 6.7, houve ajuste a uma
regressdo quadratica, manifestando tendéncia a incrementos crescentes com o
avango do periodo de aclimatizagdo.

Observa-se, ainda, que nos periodos iniciais de aclimatizag¢io, nio houve
reducdo nos valores da varidvel, como ocorreu na matéria seca da raiz, pois
somente se considerava a maior raiz para a avaliagdo e como o dano no momento
da repicagem foi provocado principalmente sobre as raizes de 2* ordem ou mais,
nio foi observado este resultado. Somente houve diferenca entre as duas formas
de enraizamento no final do periodo de aclimatizagio, quando as mudas
enraizadas em meio com AIB apresentaram, em média, raizes com 14,67 cm,
significativamente superior & outra forma de enraizamento, no qual a média
obtida foi de 11,85%.
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FIGURA 6.7. Evolugio do comprimento da maior raiz de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizagdo. Médias de duas formas de
enraizamento in vitro. Lavras, UFLA,1999.

Experimento 2 - Avaliacio do crescimento de mudas do porta-enxerto de
macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro

A altura das mudas, avaliada no momento da repicagem, foi afetada
apenas pelo substrato de enraizamento (Tabela 4.E), sendo que, com Plantmax, a
altura foi significativamente superior a obtida utilizando-se a espuma fenolica
(1,50 e 0,66 cm, respectivamente). O uso de matenais sintéticos para
enraizamento, semelhantes 3 espuma fendlica utilizada neste trabalho, ¢é
mencionado por Avery e Beil (1991), Brochard (1987) e George (1993), mas ha
poucas informagdes sobre o seu efeito no crescimento das mudas. As
caracteristicas fisicas e quimicas do Plantmax proporcionaram melhores
condic3es para o crescimento da muda apés a emissdo das raizes adventicias. Isto

ndo ocorreu com a espuma fendlica, indicando a importancia deste substrato
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altenativo apenas para o inicio do desenvolvimento das raizes, pois em caso
contrario, o crescimento ¢ a qualidade da muda podero ser prejudicados. A area
foliar, também avaliada no momento da repicagem, apresentou o mesmo
comportamento (Tabela 4.E). As mudas enraizadas em Plantmax apresentaram,
em média, 11,04 cm*muda, enquanto que, quando o enraizamento foi efetuado
em espuma fendlica, esta média foi de 8,89 cm’/muda. Estas médias diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%.

Sobre a altura das mudas, avaliada ao longo de 150 dias apés a
repicagem no substrato de enraizamento, houve efeito de todos os fatores, exceto
do AIB (Tabela 6.E). O efeito do AIB se manifesta sobre o percentual de
enraizamento e sobre a qualidade do sistema radicular (Gray e Klein, 1989 e
Moucosin, 1991). Neste caso, estes efeitos ndo causaram diferengas no
crescimento em altura das plantas, como também foi observado por Stimart e
Harbage (1993). Além disso, a interagdo substrato x AIB x tempo foi
significativa (Tabela 6.E), caracterizando a interdependéncia entre os efeitos dos
fatores. Nas Figuras 6.8 ¢ 6.9, é apresentada a evolugdo da altura das mudas em
funcdo do tempo e das concentragSes de AIB das mudas enraizadas em espuma
fenodlica e em Plantmax, respectivamente.
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FIGURA 6.8. Evolugio da altura das mudas de macieira ‘Marubakaido’

enraizadas ex vitro, em bandejas de espuma fentlica, sob efeito
de quatro concentragdes de AIB, durante a aclimatizagdo.
Lavras, UFLA,1999.
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FIGURA 6.9. Evolugdo da altura das mudas de macieira ‘Marubakaido’

enraizadas ex vitro, em Plantmax, sob efeito de quatro
concentragdes de AIB, durante a aclimatizagio. Lavras,
UFLA,1999.
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Na maioria das concentragdes, houve ajuste a uma regressio quadratica,
com tendéncia a incrementos crescentes com o avango do tempo, de acordo com a
curva classica de crescimento de plantas (Mohr e Schopfer, 1995). Quando o
enraizamento ocorreu em espuma fenélica, observou-se que o maior crescimento
em altura ocorreu com a concentracdo de 300 mg.L™" de AIB, com as curvas das
demais concentragdes apresentando valores e tendéncias proximos entre si, exceto
na concentragio “zero”, cujo crescimento foi bastante inferior ao dos demais
tratamentos. Ja quando utilizado o Plantmax, o maior crescimento foi observado
com a concentragdo “zero” de AIB. A facilidade de enraizamento do porta-
enxerto ‘Marubakaido’ (Zanol, 1996) pode ter contribuido para a obtengio de
elevado crescimento das mudas neste substrato, apds a repicagem, sem a
utilizacdo do AIB. A espuma fendlica, de modo geral, proporcionou valores em
altura inferiores aos observados com o Plantmax, pois as condi¢des fisicas e
quimicas deste substrato sio mais favoraveis ao desenvolvimento inicial das
mudas, em relac¢do as bandejas de espuma fendlica.

O percentual de sobrevivéncia das mudas foi afetado apenas pelo tempo,
sem efeito dos demais tratamentos (Tabela 6.E), concordando com Silva et al.
(1995b), os quais mencionam que a sobrevivéncia das mudas durante a
aclimatizagiio ndio é afetada pelo substrato. E importante considerar que, neste
caso, a sobrevivéncia diz respeito ao estabelecimento de mudas enraizadas ex
vitro, portanto sem ocorrer um estresse t3o intenso quanto é observado quando
mudas enraizadas in vitro sdo transferidas para a casa de vegetagdo (Ziv, 1986 e
McClelland, Smith e Carothers, 1990). Assim, é de se esperar elevada
sobrevivéncia e pouca resposta a tra7tamentos de indugiio do enraizamento sobre

esta variavel. Houve ajuste a uma regressdo linear decrescente ao longo do

periodo pos-repicagem (Figura 6.10).
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FIGURA 6.10. Evolugiio da sobrevivéncia de mudas de macieira ‘Marubakaido’
enraizadas ex vitro durante a aclimatizagio. Médias de dois
substratos e quatro concentragdes de AIB. Lavras, UFLA,1999.

Apesar disso, pode-se observar que, especialmente a partir dos 105 dias
ap6s a aclimatizagiio, os percentuais de mudas sobreviventes mantiveram-se
constantes. Como o estresse devido a repicagem foi relativamente brando, a morte
das mudas em percentuais de até 8,40 % (91,6% de sobrevivéncia) foi devida,
provavelmente, a baixa quantidade de raizes em algumas plantas, bem como a
injurias provocadas durante a repicagem.

Ap6s 150 dias da repicagem das mudas enraizadas ex vitro, a altura final
das mudas foi afetada pela concentragdo de AIB, sendo significativa a interagdo
substrato x AIB (Tabela 5.E). Como ¢ apresentado na Figura 6.11, houve efeito
linear positivo do AIB quando o enraizamento ocorreu em espuma fendlica, e

negativo, quando ocorreu em Plantmax.
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FIGURA 6.11. Efeito do AIB e do substrato de enraizamento ex vitro na altura
de mudas de macieira ‘Marubakaido’ aos 150 dias apés a
repicagem. Lavras, UFLA,1999,

A area foliar foi afetada apenas pelo substrato de enraizamento (Tabela
5.E), sendo que mudas enraizadas em Plantmax apresentaram, em média, 144
cm*muda, enquanto as mudas enraizadas em espuma fendlica apresentaram
103,3 cm’/muda, médias significativamente diferentes entre si pelo Teste de
Tukey a 5%. A espuma fendlica ja havia proporcionado, inicialmente, area foliar
inferior a0 Plantmax quando da repicagem. Este efeito prolongou-se até os 150
dias, manifestando a importéncia de serem dadas as melhores condigdes para o
desenvolvimento inicial das mudas, pois havera reflexos sobre o crescimento
posterior ¢ a qualidade das mesmas (Stimart e Harbage, 1993). As melhores
condi¢des foram proporcionadas utilizando-se o Plantmax como substrato de

enraizamento.
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A matéria seca das raizes nio foi afetada pelos fatores isolados, embora
tenha sido significativa a interagdo substrato x AIB (Tabela 5.E). Somente
quando utilizado o Plantmax, houve ajuste a uma regressao quadratica, sendo o
maior valor obtido com 0 mg.L™” de AIB (Figura 6.12).

Comportamento semelhante foi observado com a matéria seca da parte
aérea. Porém, neste caso, quando utilizado o Plantmax como substrato, houve
decréscimo linear em fungio do aumento da concentragio de AIB (Figura 6.13).

Na Figura 6.14, sdo representados graficamente os valores de altura e de
area foliar obtidos nas avalia¢des inicial (na repicagem) e final (aos 150 dias apos
a repicagem) nos dois substratos utilizados. Observa-se que a maior diferenga de
valores entre os substratos foi obtida com a area foliar, enquanto que com a
altura, ndo houve diferenca significativa entre os valores nos dois substratos.
Porém, a altura teve maiores incrementos do que a area foliar, como é
apresentado na base da Figura 6.14. Este resultado pode ser devido ao fato de que
as mudas encontravam-se em casa de vegetagio onde, embora n3o houvesse
cobertura com tela de sombreamento, a luminosidade era parcial em relagdo ao
ambiente externo, causando alongamento maior das mudas, comparativamente a

emissio de novas folhas.

189



A Espuma Fenélica

3 4 (emmee O Plantmax

MS das raizes (g/muda)
~

0 100 200 300
Concentragio de AIB (mg.l.")

Equagio e Média:
Média Espums Feadlica — 1,61 g/muda
Ypteatmex = 3,467 — 0,021 x + 0,00005 x> r = 0,9041

FIGURA 6.12. Efeito do AIB e do substrato na matéria seca (MS) das raizes de
mudas de macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro aos 150
dias apds a repicagem. Lavras, UFLA,1999.
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FIGURA 6.13. Efeito do AIB e do substrato na matéria seca da parte aérea de
mudas de macieira ‘Marubakaido’, enraizadas ex vitro, aos 150
dias apés a repicagem. Lavras, UFLA,1999.
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FIGURA 6.14. Altura (cm) e area foliar (cm*muda) de mudas de macieira
‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro, em espuma fendlica (EF) ou
em Plantmax (PL) no momento da repicagem (Inicial) e 150 dias
apos (Final). Lavras, UFLA,1999,

Na Figura 6.15, ¢ representada graficamente a distribui¢do das raizes
dentro do recipiente onde as mudas foram mantidas durante 150 dias, nos
tratamentos com 100 e 300 mg.L"' de AIB, nos dois substratos. Observa-se que,
em ambas as concentragées de AIB, o Plantmax possibilitou o maior
aprofundamento do sistema radicular, Utilizando-se o Plantmax como substrato
de enraizamento ex vitro, obtiveram-se 66,47% da matéria seca das raizes até os
14 cm de profundidade (100 mg.L™) e 64,45% (300 mg.L™). J4 com a espuma
fenolica, estes percentuais foram de 71,68 e 90,90%. Quanto maior o percentual
de raizes na camada superficial, menor o aprofundamento do sistema radicular e
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maior a suscetibilidade a estresse hidrico ao serem repicadas as mudas para o
viveiro (Rom, 1987). Uma das caracteristicas de mudas produzidas através da
propagacdo vegetativa, como é o caso da estaquia, é a emissdo do sistema
radicular com pouca profundidade, causando maior sensibilidade a estresse
hidrico e a danos por herbicidas, bem como menor ancoragem da planta no pomar
(Hartmann, Kester e Davies, 1990). Embora este efeito tenha sido causado
durante o enraizamento ex vitro, prolongou-se mesmo apés 150 dias (5 meses) da
repicagem em substrato. A resisténcia mecénica, a baixa drenagem, a presenca de
residuos de fendis e a permanéncia de um fragmento de espuma apés a repicagem
da muda foram os principais fatores que causaram baixo valor de altura na
repicagem, bem como menor crescimento do sistema radicular e de alguns
parametros da parte aérea da muda apés 150 dias.

00-7 cm
B7-14cm
B14-2lcm

0 0.2 04 0,6 03 1 12
MS de raizes (2/929,12 an3 de solo)

FIGURA 6.15. Distribui¢do de raizes de mudas do porta-enxerto Marubakaido
no interior da embalagem.Lavras, UFLA, 1999,
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Consideracgdes gerais

Comparando-se as duas formas de enraizamento, observam-se diferengas
quanto ao crescimento e sobrevivéncia das mudas durante e ap6s a aclimatizagdo.

Tomando-se os melhores resultados obtidos nestes experimentos, pode-se
verificar estas diferengas com base em trés critérios: a) rendimento de mudas
(propor¢do do total inicial de explantes que originou mudas completas e com
caracteristicas adequadas para comercializa¢do); b) tempo para produg¢do da
muda e c¢) altura média das mudas. Na Tabela 6.2, sio apresentados estes
resultados para compara¢do entre as formas de enraizamento.

TABELA 6.2. Comparagio entre duas formas de enraizamento de brotagdes de
macieira ‘Marubakaido’ com rela¢do ao rendimento, tempo para
produgdo e altura média das mudas. Lavras, UFLA, 1999.

Critério Fase In vitro Ex vitro
Rendimento Enraizamento 100,00 72,40
de mudas (%) Sobrevivéncia 86,67 95,50
Estande final ' 86,67 69,14 >
Tempopara | Précondicicnamento . ST T
produ¢do da Enraizamento 45 42
muda (dias) Crescimento da muda 60 60
Total 105 132
Aturada Apés o enraizamento | 2527 T .71
muda (cm)  Apés 60 dias da repicagem 3,60 15,81

! Obtido aos 60 dias apés a repicagem
2 Valores estimados com base nas regressdes ajustadas aos resultados.
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O rendimento de mudas foi superior quando o enraizamento ocorreu in
vitro, pois o porta-enxerto ‘Marubakaido’, por ser de relativamente facil
enraizamento, possibilita a obtengio de elevado percentual de explantes
enraizados, os quais, na aclimatizagio, tendem a apresentar sobrevivéncia
superior 2 80%, pois ji possuem raizes. Estas raizes, embora apresentem
funcionalidade parcial, contribuem para o estabelecimento durante a
aclimatizacdo. Ja o enraizamento ex vitro ¢ limitado pela elevada sensibilidade
das brotagdes micropropagadas ao estresse hidrico e nutricional, de modo que
apenas 72,4% das brotagbes enraizaram. Porém, neste caso, por ocorrerem
simultaneamente o enraizamento e a aclimatizagio, a sobrevivéncia é mais
elevada do que quando o enraizamento ocorre in vitro.

Observou-se, também, que o enraizamento in vitro requer tempo mais
curto para produgio da muda, cerca de 30 dias a menos em relagio ao
enraizamento ex vitro. Estes periodos, entretanto, podem ser reduzidos a cerca de
20 dias para o pré-condicionamento e 20-25 dias para o enraizamento. O pré-
condicionamento torna-se necessario para que a brotagdo seja menos sensivel ao
estresse provocado quando da retirada do ambiente in vitro.

A maior diferenga entre as duas formas de enraizamento é manifestada ao
se comparar a altura das mudas aos 60 dias apds o enraizamento/repicagem. As
mudas enraizadas ex vitro, por aclimatizarem-se 3 medida que enraizam, bem
como por possuirem raizes mais funcionais em relagdio 4s mudas enraizadas in
vitro, crescem mais vigorosamente e originam mudas de melhor qualidade.
Porém, ha que se considerar que as mudas enraizadas i vitro foram mantidas
durante 60 dias em bandejas com volume limitado de substrato, do qual foram
lixiviados parte dos nutrientes devido a nebulizagdio, o que desfavorecen o

crescimento das mesmas. Esta limitagio, porém, pode ser minimizada ao se
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repicarem as mudas para o solo, tio logo ocorra a adaptagdo ao ambiente
externo.

4 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que:

a) o crescimento das mudas durante e apés a aclimatizagdo é afetado
pelas condi¢des de enraizamento in vitro ou ex vitro;

b) a permanéncia das brotagdes em meio com AIB proporciona
melhores resultados em relagdo a imersdo solugdo durante 15
segundos;

c) o Plantmax, como substrato para enraizamento ex vifro proporciona
a obtengdo de mudas mais vigorosas e com raizes mais aprofundadas

em relagdo a espuma fenolica.
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TABELA 1.A. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: °

‘Substratos no _enraizamento in vitro e

aclimatizacio de mudas do porta-enxerto de macieira_‘Marubakaido® * (Fase apos o enraizamento in
vitro). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Enraizamento Altura da muda Numero de raizes primarias
Variacao QM Prob >F oM Prob >F QM Prob >F
Substrato 1 5.208,33 0,00001 0,90 0,0039 60,14 0,0102
Proporgio 5 3.645,83 0,00003 0,34 0,0093 55,03 0,0003
Substrato x Propor¢io 5 1.333,33 0,00009 0,47 0,0016 26,34 0,0173
Residuo 36 355,90 - 0,09 - 8,26 -

Total 47 - - - - - -
Média Geral - 66,67 % 1,50 cm 6,43 raizes/muda

Coef. Variaciio - 28,30 % 20,33 % 44,69 %

TABELA 2.A. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento: “Substratos no enraizamento in vitro e
aclimatizacio de mudas do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido™ (Fase apés a aclimatizagdo).

Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Sobrevivéncia Altura damuda Nam. Rzs. Primdrias Mat. Seca P. Aérea  Mat. Seca Raizes
Variagdo QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F
Substrato 1 25.519,58 0,00001 9,49 0,00007 15,10 0,3207 186,02 0,00001 450,00 0,0066
Propor¢iio 5 243762 0,0007 2,07 0,00003 87,06 0,0001 66,00 0,00001 991,14 0,00001
Substr. x Prop. 5 1.102,00 0,0396 1,07 0,00001 38,24 0,00007 12,21 0,00002 447,82 0,00009
Residuo 36 419,77 - 0,11 - 4,53 - 1,08 - 54,05 -
Total 47 - - - - - - - - - -
Média Geral - 66,04 % 2,08 cm 7,66 rzs / muda 6,28 mg/muda 14,90 g/muda
Coef. Variaciio - 31,03% 16,10 % 27,78 % 20,33 % 49,34 %




TABELA 3.A. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento:

¢,

Substratos na inducio e desenvolvimento de raizes
adventicias em brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-
26" (Primeira Fase / Avaliagdes sequenciais durante o
enraizamento in vitro). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Enraizamento in vitro
Variacdo QM Prob>F
Repeticio 3 - -
Porta-enxerto 1 62.585,85 0,00001
Substrato 2 24.430,74 0,00002
Porta-enxerto x Substrato 2 13.893,03 0,00010
Residuo (A) 15 619,98 -
Parcelas 23 - -
Tempo 7 4.560,87 0,00001
Porta-enxerto x Tempo 7 2.468,67 0,00001
Substrato x Tempo 14 1.397,27 0,00001
P.enxerto x Substrato x Tempo 14 672,09 0,00001
Residuo (B) 126 69,01

Total 191 - -
Média Geral - 23,56 %

Coef. Variagio (A) - 37,36 %

Coef. Variacio (B) - 35,26 %

TABELA 4.A. Resumo do quadro de anilise de variincia. Experimento:

[1

‘Substratos na inducfio e desenvolvimento de raizes

adventicias_em brotacSes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-
26" (Primeira Fase / Avaliagio apés o enraizamento in vitro).

Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL  Enraizam. in vitro Alturadamuda Num. Rzs. Prim.
Variacdo QM Prob>F QM  Prob>F QM  Prob>F
Porta-enxerto 1 18517,03 0,00001 1,53 0,00002 39,32 0,00007
Substrato 2 6.327,41 0,00001 1,54 0,00001 25,51 0,00006
P.enx. x Subs. 2 3.050,41 0,00011 0,10 0,0774 11,05 0,00172
Residuo 18 160,62 - 0,03 - 1,14 -
Total 23 - - - - - -
Média Geral - 37,30% 0,94 cm 2,11 raizes/muda
Coef, Variacdo - 33,98 % 19,38 % 50,61 %

202



TABELA 5.A. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Substratos na indugdo e desenvolvimento de
raizes adventicias em brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26" ** (Primeira Fase / Avaliagdo apos a

aclimatizagfo). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Sobrevivéncia Alturadamuda Num. Rzs. Prim. Mat. Seca P. Aérea Mat. Seca Raizes

Variagéo QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM  Prob>F QM Prob>F
Porta-enxerto 1 3.631,70 0,0067 1,88 0,0959 267,73 0,00001 1,60 0,5306 1,00 0,5038
Substrato 2 437,27 073461 087 0,2701 59,05 0,00029 6,00 0,1476 6,60 0,0604
Penx.xSubs. 2 1514,18 0,0380 0,31 0,6181 31,09 000366 1,00 0,9505 1,00 0,6321
Residuo 18 387,33 - 0,62 - 3,92 - 2,80 - 2,00 -
Total 23 - - - - - - - - - -
Média Geral - 43,25 % 1,78 cm 6,44 rzs / muda 6,90 mg/muda 4,00 mg/muda
Coef Variagio - 45,50 % 44,20 % 30,75 % 76,33 % 113,64 %

0T

“> TABELA 6.A. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Substratos na inducdo e desenvolvimento de
raizes adventicias em brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26 ” (Segunda Fase / Avaliagdo apds o

enraizamento in vitro). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Alturadamuda  Numero de raizes Enraizamento Morte de brotagGes
Variagdo QM Prob>F QM  Prob>F QoM Prob>F QM Prob >F
Porta-enxerto 1 3,46 0,00001 16,28 0,00011 463,11 0,15166 4.251,63 0,00301
Substrato 2 1,83 0,00001 112,41 0,00001 14.743,07 0,00001 2.904,90 0,00304
P.enx. x Subs. 2 0,15 0,1032 45,72 0,00001 233545  0,00067 2.537,43 0,00524
Residuo 24 0,06 - 0,62 - 214,71 - 380,96 -
Total 29 - - - - - - - -
Média Geral - 1,77 cm 3,30 raizes/muda 43,93 % 13,81 %

Coef. Variagdo - 14,04 % 23,77 % 33,36 % 141,33 %
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TABELA 7.A. Resumo do quadro de analise de variancia. Experimento; “Substratos na inducdo e desenvolvimento de

raizes adventicias em brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26’ ” (Segunda Fase / Avaliagdo apos a

aclimatizagdo). Lavras, UFLA, 1999,

Sobrevivéncia  Altura da muda Num. de raizes Mat.Seca Mat. Seca
Causas da GL primarias P. Aérea Raizes
Variagdo QM Prob QM Prob> QM Prob> QM Prob QM Prob

>F F F >F >F

Porta-enxerto 1 175,26 0,5869 0,30  0,1337 1.291,14 0,00002 0,0055 0,0033 0,0049 0,00033
Substrato 2 255849 0,0008 1382 0,0002 850,88 0,00001 0,0095 0,0006 0,0086 0,00001
P.enx. x Subs. 2 171,52 0,5139 0,33 0,0925 173,94 0,01063 0,0018 0,04224 0,0015 0,00746
Residuo 18 24748 - 0,13 - 31,51 - 0,0005 - 0,0002 -
Total 23 - - - - - - - - - .
Média Geral - 29,77 % 2,06 cm 16,05 rzs/muda 0,049 g/muda 0,042 g/muda
Coef. Variagdo - 52,85% 17,26 % 3497 % 45,76 % 37,60 %
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TABELA 8.A. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Substratos na aclimatizacdo de mudas do porta-
enxerto_‘Marubakaido’ enraizadas in vitro” (Avaliagdes sequenciais durante a aclimatiza¢do). Lavras,

UFLA, 1999,
Causas da GL Sobrevivéncia Altura da muda
Variacdo QM Prob>F QM Prob>F
Repeti¢do 3 - - - -
Substrato 4 276,04 0,72679 1,05 0,03119
Residuo (A) 12 533,59 - 0,27 -
Parcelas 19 - - - -
Tempo 5 2.651,19 0,00001 0,97 0,00001
Substrato x Tempo 20 48,78 0,64360 0,03 0,14338
Residuo (B) 75 57,15 - 0,02 -
Total 119 - - - -
Média Geral - 73,71 % 1,75cm
Coef. Variagfo (A) - 12,79 % 12,19%
Coef. Variacdo (B) - 10,26 % 7,81 %

TABELA 9.A. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Substratos na aclimatizagio de mudas do porta-
enxerto ‘Marubakaido’ enraizadas in vitro™ (Avaliagiio apds a aclimatizagdo). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Altura da muda Nitm. de rzs. prim. Mat. Seca Paric Aérea Matéria Seca Raizes
Variagfio QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F
Substrato 4 0,08 0,3992 11,29 0,0485 0,00011 0,36147 0,00003 0,14421
Residuo 15 0,07 - 3,67 - 0,00010 - 0,00001 -
Total 19 - - - - - - - -
Média Geral - 2,10cm 12,01 raizes/muda 0,0429 g/muda 0,0174 g/muda

Cocf, Variagio - 12,79 % 15,95% 22,82 % 20,61 %
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TABELA 1.B. Resumo do quadro de andlise de varidncia. Experimento:
“Influéncia do teor de sacarose na multiplicacdo, enraizamento
in vitro e aclimatizaciio de mudas de macieira ‘Marmbakaido’ ”
(Fase de multiplicadio in vitro). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Matéria seca das microestacas Rendimento de

microestacas
Variagio QM Prob >F QM Prob >F
Sacar. multip. 2 0,42 0,06800 4,02 0,02927
Residuo 6 0,58 - 0,59 -
Total 8 - - - -
Média Geral - 3,21 mg/microestaca 3,4 1microestacas/brot.axilar
Coef. Variagdo - 9,66 % 22,64%

TABELA 2.B. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento:
“Influéncia do teor de sacarose na multiplicacio, enraizamento
in vitro e aclimatizacio de mudas de macieira ‘Marubakaido’ ”
(Avaliagdes sequenciais durante o enraizamento in Vvitro).
Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Enraizamento in vitro
Variacio QM Prob > F
Repeticdo 2 - -
Sac. Multiplic. 2 110,55 0,80922
Sac. Enraizam. 3 3.996,94 0,00127
Sac. Mult.x Sac. Enraiz. 6 1.049,24 0,10111
Residuo (A) 22 - -
Parcelas 35 - -
Tempo 7 50.166,03 0,00001
Sac. Mult. x Tempo 14 101,55 0,17449
Sac. Enraiz. x Tempo 21 357,32 0,00001
Sac.Muit x Sac.Enr x Tempo 42 148,87 0,00129
Residuo (B) 168 74,34 -
Total 287 - -
Meédia Geral - 45,04 %

Coef, Variacdo (A) 17,76 %

Coef. Variacdo (B) - 19,14 %
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TABELA 3.B. Resumo do quadro de anlise de varidncia. Experimento: “Influéncia do teor de sacarose na multiplicagio,
enraizamento in vitro e aclimatizaciio de mudas de macieira ‘Marubakaido’ ” (Fase apdés enraizamento in

vitro). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Enraiz.in vitro Alturadamuda Num.Rzs. Prim. Numero de folhas % Mat.Seca

Variagdo QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F
Sacar. Multip. 2 216,08 0,5269 0,108 0,5019 541 0,5504 7,46 0,04567 20,75 0,08455
Sacar. Ennaiz. 3 792,27 0,0876 0,117 0,5213 21,96 0,0339 6,55 0,04671 330,29 0,00001

Sac. Multip. x 6 360,02 10,3854 0,096 0,7013 146 09635 0,95 0,84269 18,07 0,06078
Sac. Enraiz.

Residuo 24 324,07 - 0,150 - 6,49 - 2,14 - 7,62 -
Total 35 - - - - - - - - - -
Média Geral - 84,26 % 2,24cm 6,06 raizes/muda 9,34 folhas/muda 23,66 %
Coef. Variacio - 21,37 % 17,35 % 42,06 % 15,65 % 11,67 %

TABELA 4.B. Resumo do quadro de anlise de varincia. Experimento: “Influéneia do teor de sacarose na multiplicacéio,

enraizamento in vitro e aclimatizacio de mudas de macieira ‘Marubakaido® " (Fase apés aclimatizagdo).

Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Sobrevivéncia Num.Rzs.Prim. Alturadamuda MS Parte Aérea MS Raizes
Variagdo QM  Prob>F QM Prob>F QM Prob>F QM  Prob>F QM  Prob>F
Sacar. Multip. 2 461,76  0,00236 1848 0,52660 1,02 0,00220 0,0010 0,32120 0,0002 0,59588
Sacar. Enraiz. 3 2.465,08 0,00001 74,17 0,04355 0,84 0,00219  0,0019 0,09734 0,0011 0,04567
Sac. Multip. x 6 375,42 0,00049 23,20 0,53869 0,50 0,00644 0,0009 0,37020 0,0003 0,52721
Sac. Enraiz.

Residuo 24 56,36 - 23,68 - 0,12 - 0,0008 - 0,0004 -
Total 35 - - - - - - - - - -
Média Geral - 40,32 % 8,03 rafzes/muda 2,12cm 0,0402 g/muda 0,0247 g/muda

Cocf. Variagio - 18,62 % 60,61 % 16,60 % 75,59 % 11,67 %




TABELA 5B. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento:

“Influéncia do teor de sacarose na muiltiplicacio. enraizamento
in vitro e aclimatizacio de mudas de macieira ‘Marubakaido’ ”
(Fase ap6s subcultivo para meio sem sacarose). Lavras, UFLA,

1999,
Causas da GL Matéria fresca das mudas
Variacdo oM Prob > F
Fase (inicial/final) 1 0,1349 0,00010
Sacarose na multiplicagdo 2 0,0268 0,01758
Sacarose no enraizamento 3 0,0411 0,00098
Fase x Sacar, Multiplicago 2 0,0001 0,98413
Fase x Sacar. Enraizamento 3 0,0053 0,53065
Sacar. Mult. x Sacar. Enraiz. 6 0,0103 0,14430
Fase x Sac.Multip. x Sac. Enr. 6 0,0093 0,18885
Residuo 48 0,0061 -
Total n - -
Meédia Geral - 0,37 g/muda
Coef. Variagio - 21,40 %

TABELA 6.B. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Efeito

de concentracées de sacarose e do selamento do recipiente de
cultivo sobre o enraizamento in vitro ¢ aclimatizacdo de mudas
de macieira ‘Marubakaido’” (Fase apés enraizamento in vitro).

Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Enraizamento Nim. rzs. prim. Altura da muda
Variagéo QM Prob>F QM Prob>F QM  Prob>F
Selamento 1 175,72 0,14518 10,0055 0,91856 0,061 0,31853
Sacarose 3 8989,84 0,00001 11,481 0,060001 0,573 0,00039
Selam.xSacar. 3 1.02649 0,00010 11,2293 0,11252 0,477 0,00091
Residuo 24 7884 - 0,5573 - 0,059 -
Total 31 - - - - - -
Meédia Geral - 77.34% 3,64 raizes/munda 2,40 cm
Coef. Variagdo - 11,48 % 20,52 % 10,10 %
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TABELA 7.B. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Efeito de concentracSes de sacarose e do
selamento do recipiente de cultivo sobre o enraizamento in vitro e aclimatizacio de mudas de macieira

‘Marubakaido’ ™ (Fase ap6s aclimatizagdo). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Sobrevivéncia Altura da muda MS Parte Aérea Num, Rzs. Prim. MS Ralzes
Variagdo QM Prob QM Prob QM Prob QM  Prob oM Prob
>F >F >F >F >F
Selamento 1 105,68 007698 3,001 0,00568 13.029,41 001512 24,50 0,02932 727,90 0,02845
Sacarose 3 458,42 025121 1,587 0,00862 9.370,47 0,00902 2,78 062818 47275 0,03182
Selam. x Sac. 3 241,17 0,52737 1,127 0,03098 6.642,44 0,03231 283 0,62028 340,47 0,08398
Residuo 24 315,23 - 0,324 - 1.933,29 - 4,67 - 136,97 -
Total 31 - - - - - - - - - -
Média Geral - 43,80 % 2,13 cm 93,48 mg/muda 7,34 rzs/muda 21,63 mg/muda
Cocf. Variagio - 40,54 % 26,79 % 47,04 % 29,42 % 54,10 %
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TABELA 1.C. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento: “Pré-aclimatizacio ¢ poda de raizes na

L8]

aclimatizagio de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’ ” (1° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Altura da muda Sobrevivéncia Comprimento de Raizes  Niimero de Rzs. Primdrias
Variagio oM Prob>F oM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F
Perfodo Pré-Acl. 3 1,83 0,00720 1.742,97 0,00332 0,89 0,00966 54,36 0,00424
Poda Rafzes 1 0,47 0,26153 333,53 0,28965 19,84 0,00001 0,11 0,91219
Periodo x Poda 3 0,38 0,38785 1.539,25 0,00570 0,33 0,17636 3,99 0,73941
Residuo 24 0,36 - 284,39 - 0,19 - 9,38 -
Total 31 - - - - - - - -
Média Geral - 3,10cm 79,06 % 2,81cm 11,28 rafzes/muda
Coef. Variacdo - 19,26 % 21,33% 15,38 % 27,16 %

TABELA 2.C. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Pré-aclimatizacfio e poda de raizes na
aclimatizag¢dio de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’ ” (2° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Nimero de raizes secundirias Mat. Seca P. Aérea Mat. Seca Raizes
Variacflo QM Prob > F QM Prob > F QM Prob > F
Periodo Pré-Acl. 3 8.622,64 0,11776 448,88 0,15427 7,25 0,85224
Poda Rafzes 1 242,99 0,80219 266,27 0,29835 16,50 0,54745
Perlodo x Poda 3 633,17 0,92241 140,19 0,62740 18,49 0,58126
Residuo 24 3987,00 - 235,26 - 27,55 -
Total 31 - - - - - -
Média Geral - 48,62 raizes/muda 1,51 g/muda 0,40 g/muda

Coef. Variacdo - 129,87 % 32,16% 41,41%
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TABELA 3.C. Resumo do quadro de andlise de varidncia. Experimento: “Uso do acido giberslico e do frio na quebra de
dorméncia de gemas durante a aclimatizacdo de mudas de macieira ‘Marubakaido’ (1° parte). Lavras,

UFLA, 1999.
Causas da GL Altura da muda Sobrevivéncia Area Foliar Mudas + de 1 internédio
Variagilo QM Prob > F QM Prob>F QM Prob>F oM Prob>F
Frio 1 3,70 0,00022 6.057,26 0,00008 422,06 0,00169 - -
Acido Giberélico 3 0,68 0,01308 658,31 0,02916 48,92 0,20167 1.207,20 0,03233
Frio x Ac. Giber. 3 0,69 0,01240 517,96 0,05859 109,42 0,02945 - -
Residuo 16 0,14 - 0,0006 - 28,38 - 246,99 -
Total 23 - - - - - - - -
Média Geral - 2,96 cm 62,01 % 17,22 em*/muda 34,75 %
Coef. Variagio - 12,60 % 21,04 % 15,38 % 45,22 %

TABELA 4.C. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento: “Uso do acido giberélico e do frio na quebra de
dorméncia de gemas durante a aclimatizacio de mudas de macieira ‘Marubakaido’ (2° parte). Lavras,

UFLA, 1999.
Causas da GL _ Compr.intemédios Mat. Seca Parte Aérea Numero de raizes primdrias Mat. Scca Raizes
Variagio QM Prob>F oM Prob>F QM Prob > F QM Prob>F
Frio 1 - - 0,0033 0,03283 33,42 0,07345 0,00001 0,74257
Acido Giberélico 3 0,198  0,00968 0,0017 0,07152 10,59 0,36429 0,00017 0,14523
Frio x Ac. Giber. 3 - - 0,0016 0,08680 12,29 0,30244 0,00015 0,18532
Residuo 16 0,025 - 170,22 - 9,31 - 0,00008 -
Total 23 - - - - - - - -
Média Geral - 0,45cm 0,08 g/muda 12,60 rzs/muda 0,03 g/muda

Coef. Variagio - 35,30 % 32,22% 24,23% 32,52 %




TABELA 5.C. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Formas de pré-aclimatizacio de mudas de

macieira_‘Marubakaido’ no_final do periodo de enraizamento in vitro”

(Avaliagdo apds a pré-

aclimatizagdo). Lavras, UFLA, 1999.

Causasda GL Sobrevivéncia Altura da muda Area Foliar Niimero de raizes primirias
Variagiio QM Prob > F QM Prob>F QM Prob>F QM Prob>F
Tratam. Pré-Aclim. 3 626,31 0,00070 0,73 0,00356 16,36 0,01102 0,60 0,73397
Residuo 16 59,94 - 0,11 - 2,59 - 1,38 -

Total 19 - - - - - - - -
Média Geral - 94,40 % 1,89 cm 6,14 cm*/muda 5,82 rafzes/muda
Coef. Variacao - 8,20% 17,20 % 26,18 % 20,21 %

L1T

12 parte). Lavras, UFLA, 1999.

TABELA 6.C. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento: “Formas de pré-aclimatizacdo de mudas de
macieira ‘Marubakaido’ no final do periodo de enraizamento in vitro™ (Avaliagdo apos a aclimatizagio —

Causas da GL Sobrevivéncia Altura da muda Numero de Raizes Primarias
Variacdo QM Prob >F QM Prob > F QM Prob > F
Trat. Pré-Acl. 3 7.408,59 0,00014 9,91 0,00001 125,87 0,00001
Residuo 16 471,64 - 0,10 4,06 -
Total 19 - - - -
Média Geral - 94,40 % 2,1l em 7,47 raizes/muda
Coef.Variagio - 8,20 % 14,77 % 29,97 %
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TABELA 7.C. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Formas de pré-aclimatizacio de mudas de

macieira ‘Marubakaido’ no final do periodo de enraizamento in vitro” (Avaliagdo apds a aclimatizagdo —
2° parte). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Area Foliar Matéria Seca da Parte Aérea Matéria Seca das Raizes
Variacdo QM Prob™> F QM Prob > F QM Prob > F
Trat. Pré-Acl. 3 160,98 0,00202 0,0033 0,00174 0,0003 0,00224
Residuo 16 20,02 - 0,0004 - 0,00004 -
Total 19 - - - -
Média Geral - 1,89 cm”/muda 0,04 g/muda 0,01 g/muda
Coef.Variagdo - 52,66 % 51,61 % 53,74 %

TABELA 8.C. Resumo do quadro de anélise de varidncia. Experimento: “Efeito da permanéncia sob baixa temperatura

na aclimatizacfio de mudas micropropagadas de macieira ‘Marubakaido’ . Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL  Sobrevivéncia  Altura da muda Area Foliar Mat.Seca P. Aérea Mat. Seca Raizes
Variacdo QM Prob>F QM Prob>F QM  Prob>F QM Prob>F QM  Prob>F
Perlodo Frio 4 67000 000754 023 054775 18,50 0,04928 0,0078 0,0022 0,002 0,14650
Residuo 15 126,67 - 0,24 - 6,84 - 0,0011 - 0,0001 -
Total 19 - - - - - - - - - -
Média Geral - 71,00% 2,17cm 24,98 cm*/muda 0,13 g/muda 0,04 g/muda

Coef.Variagio - 15,85 % 22,37% 10,47 % 25,27 % 27,98 %
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TABELA 1.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Influéncia do AIB no enraizamento ex vitro de
brotacSes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ em bandejas de espuma fenélica™ (1° parte).
Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Enraizamento Altura da muda’ Sobrevivéncia Altura da muda *
Variagio QM Prob>F QM Prob>F oM Prob>F QM Prob>F
AIB 4 164,13 0,03313 0,011 091933 56,09 0,88412 0,266 0,25710
Residuo 10 126,01 - 0,051 - 200,78 - 0,170 -
Total 14 - - - - - - - -
Média Geral - 63,44 % 1,32 cm 87,34 % 3,03cm
Coef. Variagdo - 17,69 % 17,06 % 16,22 % 13,58 %
Legenda:
! Altura da muda apés o enraizamento ex vifro 2 Altura da muda aos 60 dias apés a repicagem

TABELA 2.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Influéncia do AIB no enraizamento ex vitro de

brotacSes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ em bandejas de espuma fenélica” (2° parte).
Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Numero de raizes primarias  Matéria Seca Parto Aérea Matéria Seca Raizes
Variago QM Prob>F oM Prob>F oM Prob>F
AIB 4 8,69 0,01725 0,0011 0,09637 0,0012 0,24777
Residuo 10 1,71 - 0,0004 - 0,0007 -
Total 14 - - - - - -
Média Geral - 10,03 raizes/muda 0,14 g/muda 0,11 g/muda

Coef Variagdo - 13,06 % 14,92 % 24,08 %
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TABELA 3.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento; “Efeito do substrato, AIB e lesionamento no

enraizamento ex vitro_de brotagdes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido® ” (1° parte). Lavras,

UFLA, 1999.

Causas da GL Enraizamento Altura da muda " Area foliar !
Variagio QM Prob>F oM Prob >F QM Prob > F
Substrato 1 508,63 0,16537 10,010 0,00001 133,90 0,00001
AlB 3 1.279,03 0,00617 0,208 0,28104 10,09 0,03228
Lesionamento 1 137,53 0,52420 0,001 0,93427 9,32 0,08704
Subs. x AIB 3 699,60 0,05925 0,201 0,29522 20,66 0,00148
AlIB x Lesion, 3 2.906,63 0,00010 0,211 0,27393 13,51 0,01050
Subs. x Les. 1 183,11 0,59102 0,059 0,55041 16,53 0,02511
Subs.x AIB x Les. 3 1815,05 0,00116 0,206 0,28492 34,11 0,00011
Residuo 32 256,35 - 0,156 - 3,06 -
Total 47 - - - - - -
Média Geral - 41,02 % 1,07 cm 9,53 cm“muda
Coef. Variagio - 39,04 % 36,82 % 18,36 %
Legenda:

! Altura ou érea foliar da muda apods o enraizamento ex vitro
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TABELA 4.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: *

enraizamento ex vitro de brotacdes do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido

~

r»

‘Efeito do substrato, AIB e lesionamento no

(2° parte). Lavras,

UFLA, 1999,
Causas da GL Altura da muda ' Area foliar ' Sobrevivéncia
Variacdo QM Prob > F QM Prob > F QM Prob > F
Substrato 1 657,416 0,00001 133,34 0,25090 3.132,45 0,00001
AIB 3 5,288 0,18145 78,55 0,50498 238,81 0,00040
Lesionamento 1 11,544 0,05849 102,09 0,31620 0,91 0,85042
Subs. x AIB 3 15,211 0,00640 114,04 0,33912 326,56 0,00008
AIB x Lesion. 3 11,365 0,02129 22,61 0,87477 97,76 0,02416
Subs. x Les. 1 46,808 0,00073 83,58 0,63438 423,05 0,00068
Subs.x AIBxLes. 3 14,858 0,00711 38,04 0,76535 54,76 0,13240
Residuo 32 3074 ; 98,04 ] 2736 ;
Total 47 -
Meédia Geral - 5,44 cm 31,07 cm*/muda 08,81 %
Coef. Variagao - 32,24 % 16,83 % 10,23 %

Legenda:

! Altura ou area foliar da muda aos 60 dias apés a repicagem
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TABELA 5.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Efeito do agar, clcio e zinco no pré-

condicionamento_visando o enraizamento ex vitro de brotacdes de macieira ‘Marubakaido® a*

etapa/Agar — 1° parte). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Enraizamento Altura damuda ' Altura da muda ’
Variacdo QM Prob > F QM Prob > F QM Prob > F
Sacarose 1 796,63 0,04950 0,151 0,0234 3,465 0,07057
Agar 3 411,37 0,11851 0,032 0,32503 0,344 0,79347
Sacar. x Agar 3 421,39 0,11213 0,076 0,05505 0,457 0,71571
Residuo 24 190,74 - 0,026 - 0,991 -
Total 31 - - - - - -
Média Geral - 34,82% 0,68 cm 2,33cm
Coef. Variagio - 39,67 % 23,95 % 42,69 %
Legenda: ' Altura da muda apés o enraizamento ex vitro 2 Altura da muda aos 60 dias apds a repicagem

TABELA 6.D. Resumo do quadro de anélise de varidncia. Experimento: “Efeito do agar, cdlcio e zinco no pré-

condicionamento visando o enraizamento ex vitro de brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ ae
etapa/Agar — 2% parte). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Sobrevivéncia Numero de raizes primarias Area foliar
Variacdo QM Prob >F QM Prob > F oM Prob >F
Sacarose 1 18,06 0,84929 9,32 0,20214 85,22 0,05301
Agar 3 441,49 0,50787 49,66 0,00054 52,99 0,08158
Sacar. x Agar 3 69,49 0,94005 30,65 0,00495 50,29 0,09320
Residuo 24 530,93 - 5,48 - 21,08 -
Total 31 - - - - - -
Média Geral - 78,36 % 7,11 raizes/muda 9,66 cm*/muda

Coef. Variacdo - 29,41 % 3291% 47,54 %




TABELA 7.D. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Efeito do agar, célcio e zinco no pré-

condicionamento visando o enraizamento ex vitro de brotacdes de macieira ‘Marubakaido’ " (2°
etapa/Calcio e Zinco — 1° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Enraizamento Altura da muda ° Altura da muda *
Variagdo QM Prob > F QM Prob >F QM Prob > F
Nutriente 1 1.146,49 0,01494 0,226 0,01149 2,442 0,00395
Concentragdo 3 105,14 0,61193 0,017 0,65173 0,125 0,67188
Nutr. x Conc. 3 161,50 0,56759 0,068 0,11099 0,300 0,30816
Residuo 24 169,39 - 0,031 - 0,237 -
Total 31 - - - - - -
Meédia Geral - 26,87 % 0,66 cm 1,20

Coef. Variacio - 48,45 % 26,64 % 40,52 %
Legenda: ' Altura da muda apos o enraizamento ex vitro 2 Altura da muda aos 60 dias apos a repicagem

TABELA 8.D. Resumo do quadro de anilise de varidncia. Experimento: “Efeito do agar, clcio e zinco no pré-

condicionamento visando o enraizamento ex vifro de brotagdes de macieira ‘Marubakaido’ ™ (2°
etapa/Calcio e Zinco — 2° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Sobrevivéncia Numero de raizes primérias Area foliar
Variacdo QM Prob > F QM Prob > F QoM Prob > F
Nutriente 1 789,04 0,16502 4,46 0,06521 35,89 0,01077
Concentragiio 3 2.037,17 0,00666 6,57 0,00587 10,18 0,11971
Nutr. x Conc. 3 176,59 0,72168 0,75 0,61555 6,29 0,2889%4
Residuo 24 390,62 - 1,22 - 4,74 -
Total 31 - - - - - -
Média Geral - 79,06 % 3,85 rafzes/muda 4,63 cm*/muda

Coef. Variacdo 25,00 % 28,73 % 47,04 %
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TABELA 1.E. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Crescimento de mudas de macieira

‘Marubakaido’ durante a aclimatizacdo sob efeito de duas formas de enraizamento in vitro” (Avaliagdes
sequenciais). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Altura da muda Sobrevivéncia

Variacdo QM Prob >F QM Prob > F
Repetigdo 2 - - - -
Tratamento 1 0,021 0,69427 13,33 0,42384
Residuo (A) 2 0,104 - 13,33 -
Parcelas 5 - - - -
Tempo 4 1,883 0,00001 213,33 0,07830
Tratamento x Tempo 4 0,133 0,15034 13,33 0,95324
Residuo (B) 16 0,068 - 83,33 -
Total 29 - - - -
Média Geral - 2,67 cm 92,67 %

Coef. Variagao (A) - 5,40 % 1,76 %

Coef, Variacdo (B) - 9,79 % 9,85 %
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TABELA 2.E. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Crescimento de mudas de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizacfio sob efeito de duas formas de enraizamento in vitro” (1* parte).
Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Area foliar Matéria Seca Parte Aérea Numero de Raizes Primarias
Variacdo QM Prob > F QM Prob > F QM Prob>F
Tratamento 1 93,63 0,00500 4.935,70 0,01013 210,73 0,00001
Tempo 4 449,38 0,00001 33.012,74 0,00001 10,19 0,00666
Tratam. x Tempo 4 28,35 0,04117 2.963,76 0,00724 12,10 0,00314
Residuo 20 9,35 - 617,85 - 2,08 -
Total 29 - - - - - -
Média Geral - 14,59 cm*/muda 79,36 mg/muda 7,71 raizes/muda
Coef. Variacdo - 20,96 % 31,32 % 18,71 %

TABELA 3.E. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Crescimento de mudas de macieira

‘Marubakaido’ durante a aclimatizacéio sob efeito de duas formas de enraizamento in vitro” (2° parte).

Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL _Numero de Raizes Secundarias  Comprimento da maior raiz MS Raizes
Variacdo oM Prob >F QM Prob > F QM Prob > F
Tratamento 1 62,21 0,65401 45,53 0,00003 71,80 0,24534
Tempo 4 16.891,55 0,00001 90,20 0,00001 5.841,72 0,00001
Tratam, x Tempo 4 189,16 0,05007 0,96 0,52999 877,13 0,00002
Residuo 20 66,25 - 1,17 - 50,40 -
Total 29 - - - - - -
Média Geral - 47,91 raizes/muda 8,15cm 35,70 mg/muda

Coef. Variagio - 16,99 % 13,29% 19,89 %
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TABELA 4.E. Resumo do quadro de analise de variancia. Experimento: “Avaliacio do crescimento de mudas do porta-
enxerto de macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro” (1° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Altura da muda’ Area foliar' Altura da muda®
Variagio QM Prob > F QM Prob > F QM Prob > F
Substrato 1 4,267 0,00066 27,74 0,01728 2741 0,55789
AlB 3 0,068 0,81908 2,72 0,57950 266,30 0,03657
Substrato x AlB 3 0,001 0,99902 5,86 0,26100 1.169,90 0,00014
Residuo 16 0,219 - 4,00 - 74,14 -
Total 23 - - - - - -
Média Geral - 1,08 cm 9,96 cm‘/muda 34,87 cm

Coef. Variagio - 43,39% 20,09 % 24,70 %
Legenda: ' Avaliagdo apés o enraizamento ex vitro 2 Avaliagdo aos 150 dias apos a repicagem

TABELA 5.E. Resumo do quadro de analise de varidncia. Experimento: “Avaliacdo do crescimento de mudas do porta-
enxerto de macieira ‘Marubakaido’ enraizadas ex vitro™ (2° parte). Lavras, UFLA, 1999.

Causas da GL Area foliar' Mat. Seca Parte Aérea Mat. Seca Raizes
Variacdo QM Prob>F QM Prob > F QM Prob >F
Substrato 1 10.030,33 0,00209 3,99 0,24552 1,39 0,20488
AlB 3 1.115,92 0,23924 3,38 0,33286 0,99 0,33018
Substrato x AIB 3 1.075,36 0,25318 22,05 0,00208 6,39 0,00214
Residuo 16 0,219 - 2,76 - 0,81 -
Total 23 - - - - - -
Média Geral - 123,74 cm*/muda 3,89 g/muda 1,85 g/muda

Coef. Variagio - 21,67 % 42,74 % 48,55 %

Legenda: ' Avaliagdio aos 150 dias apds a repicagem
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TABELA 6.E. Resumo do quadro de analise de variincia. Experimento: “Avaliaciio do crescimento de mudas do porta-
enxerto de macieira ‘Marubakaido® enraizadas ex vitro > (AvaliagGes sequenciais). Lavras, UFLA, 1999,

Causas da GL Sobrevivéncia Altura da muda
Variacdo oM Prob > F oM Prob > F
Repeticdo 2 - - - -
Substrato 1 149,04 0,77387 1.858,77 0,00213
AlIB 3 1.684,81 0,54940 254,66 0,15871
Substrato x AIB 3 680,07 0,77236 1.637,80 0,00044
Residuo (A) 14 1.797,07 - 126,91 -
Parcelas 23 - - - -
Tempo 10 219,39 0,00011 2.556,30 0,00001
Substrato x Tempo 10 56,75 0,37703 96,60 0,00001
AIB x Tempo 30 49,01 0,56599 32,14 0,00006
Substrato x AIB x Tempo 30 49,01 0,56608 146,04 0,00001
Residuo (B) 160 52,33 - 11,43 -
Total 263 - - - -
Média Geral - 94,63 % 13,52 cm

Coef. Variagdo (A) - 13,51 % 25,12 %

Coef. Variacdo (B) - 7,65 % 25,01 %
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PROPOSTA DE UM PROTOCOLO GERAL DE MICROPROPAGACAO
DOS PORTA-ENXERTOS DE MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO’ E ‘M-26’

Com base nas técnicas e resultados obtidos nos experimentos que
compuseram o presente trabalho, apresenta-se a seguir o presente protocolo de

micropropagagao, a partir da fase de multiplicagdo das brotagdes.

TABELA 1.F. Protocolo para multiplicagdo de brotagdes do porta-enxerto de
macieira ‘Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999.

Meio de cultura MS (100% dos sais), acrescido de vitaminas (1,5
mg.L™), glicina (2,0 mg.L™"), mio-inositol (100
mgL"), BAP (1,0 mg.L"), agar (7,0 gL™),
sacarose' (45 g.L") e pH 5,7

Propagulo brotagdes apicais e medianas, com 2,0 cm de
comprimento com 4 folhas no apice

Periodo necessario 40 dias

Resultado obtido 4,71 brotagdes (microestacas) por brotacao

Legenda:
! Sacarose utilizada na forma de agticar comum comercial, ndo-refinado
¢
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TABELA 2.F. Protocolo para enraizamento in vitro de brotagdes e aclimatizagio
de mudas dos porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’ e ‘M-26’,
com relagdo ao substrato. Lavras, UFLA, 1999.

-exo:de’cultura e MS (SO%dos sals) ﬁcresc1£lo
de vitaminas (1,5 mgl™),| . .
glicina (2,0 mgl"), mio-| Marubakaido
inositol (100 mg.L™"), AIB (1,0
mg.L™"), sacarose' (30 gL' e
pH 5,7
Propagulo brotagdes apicais, com 1,5 a 2,0 idem
cm de comprimento, com 2 a 3| A
pares de folhas no apice Marubakzido
Substrato para Alternativas: nao testado
. . " e meio solidificado com agar
enrmzamefno (indugdo e (7.0 517
desenvolvimento) e mistura de 2,4 g/frasco de
vermiculita + 5,6 gL' de
agar
e mistura de 29,6 g/frasco de
areia + 5,6 g L' de agar
e vermiculita (12 g/frasco)
umedecida com meio de
cultura liquido
Substrato para indu¢do  |e meio solidificado com agar idem
-1
do enraizamento (em (7.0gL%) ‘Marubakaido’
meio de cultura com AIB
durante 7 dias)
Substrato para Altemativas: idem
desenvolvimento das | "0 ;°]‘J‘_?)‘ﬁ°ad° com 38ar| Marubakaido’
raizes (em meio de e Plantmax (48 g/frasco)
cultura sem AIB durante
49 dias)
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-Ambiente

casa de vegetagdao com sistema

para
SR de nebulizagdo intermitente| . s
aclimatizagdo (URar  ~  90%), e Marubakaido
sombreamento usando-se dupla
camada de Sombrite
Substrato para|e Plantmax ndo testado
aclimatizacdo
Periodo necessario o Enraizamento in vitro: 56 idem
dizs ‘Marubakaido’

Aclimatizagdo: 35 dias

e Total: 91 dias
Resultados obtidos e Enraizamento in vitro: 80 a|e Enraizamento
100% de brotagdes invitro : 20 a
enraizadas 70% de
e Aclimatizagdo: 40 a 90% de brotagdes
sobrevivéncia enraizadas
e Aclimatizagdo:
40% de
sobrevivénci
a
Legenda:

! Sacarose utilizada na forma de agticar comum comercial, nio-refinado
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TABELA 3.F. Protocolo para enraizamento in vitro de brotagdes e aclimatizagao
de mudas do porta-enxerto de macieira ‘Marubakaido’, com
relagdo a sacarose no meio de cultura. Lavras, UFLA, 1999.

i e

.MEIO de cu}tura T g “MS (50% dos Sals) acrescxdolde‘vrtammas (1 5.
mg.L"), glicina (2,0 mgL"'), mio-inositol (100
meg L), AIB (1,0 mg.L™), 4gar (7,0 g L") epH 5,7

Propagulo brotagdes apicais, com 1,5 a 2,0 cm de comprimento,

s com 2 a 3 pares de folhas no apice

Teor de sacarose no |Altemnativas:

e 10230 g.L" de sacarose' (favorece a formagio de
raizes)

enraizamento e45 a 60 gL' de sacarose' (favorece a

sobrevivéncia e a aclimatizacdo)

meio de cultura de

Selamento selamento com chumago de algodao, com redugdo

g do teor de sacarose para 20 g L’
durante o enraizamento =ep &

Ambiente para|casa de vegetagdo com sistema de nebulizagao
intermitente (URar ~ 90%), com sombreamento
usando-se dupla camada de Sombrite

Periodo necessario o Enraizamento in vitro: 42 a 49 dias

e Aclimatizacdo: 42 a 61 dias

e Total: 84 a 110 dias

aclimatizagao

Resultados obtidos e Enraizamento in vitro: 60 a 90% de brotagGes
enraizadas
Aclimatizagdo: 40 a 75% de sobrevivéncia

Legenda:

! Sacarose utilizada na forma de agiicar comum comercial, ndo-refinado

[Re]
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TABELA 4.F. Protocolo para pré-aclimatizagdo de mudas enraizadas in vifro do

porta-enxerto de macieira “Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999.

e T s e e Sl

I wf%?;. %:-’n 4.‘_?':,.' e A 2 v{%‘;‘?&&ﬁy‘}*ﬁw@:

Meio de cultura MS (50% dos sais), acrescido de vitaminas (1,5
mgL?), glicina (2,0 mgL™), mio-inositol (100
mg L"), AIB (1,0 mg L"), agar (7,0 gL, sacarose'
(30 gL epHS5,7

Propagulo brotagdes apicais, com 1,5 a 2,0 cm de comprimento,
com 2 a 3 pares de folhas no apice

Técnicas de  pré- | Altemativas: :

P e-poda de 50% do volume do sistema radicular sem
aclmatzReR0 abertura antecipada dos frascos
e manutencio das mudas nos frascos de cultivo a
5°C em BOD com fotoperiodo de 16 horas
durante 96 a 192 horas (4 a 8 dias)
o manutengdo das mudas nos frascos de cultivo a
5°C em BOD com fotoperiodo de 16 horas
durante 120 horas (5 dias), combinada com a
aplicagdo de acido giberélico na concentragdo de
28-33 mg.L" por imersdo da parte aérea das
n . mudas durante 2 minutos, imediatamente antes
‘: da repicagem para o substrato de aclimatiza¢do
Ambiente para|casa de vegetagdo com sistema de nebulizagdo
- intermitente (URar ~ 90%), com sombreamento
fclinatizagio usando-se dupla camada de Sombrite

Periodo necessario e Enraizamento in vitro: 25 a 51 dias
e Pré-aclimatizacdo: 2 a 10 dias
e Aclimatizagdo: 28 a 56 dias
e Total: 55 a 117 dias

Resultado obtido 75 a 100% de sobrevivéncia

Legenda:

1 ays , . ~
Sacarose utilizada na forma de agiicar comum comercial, ndo-refinado
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TABELA 5.F. Protocolo para enraizamento ex vitro de brotagdes do porta-
enxerto de macieira ‘Marubakaido’. Lavras, UFLA, 1999.

Propagulo a7 -

brotaes apicais, com 2 ‘2 0- a 3. 0 om de.
comprimento, com 2 a 3 pares de folhas no dpice

Pré-condicionamento |Manuten¢do das brotagoes em meio MS (100% dos
u sais e com concentragio de 605 mglL’ de
das brotagdes CaCl,.H,0), acresc:do de vitaminas (1,5 mgL 5
glicina (2, 0 mg.L"), mio-inositol (100 mgL ", AIB
(1,0 mg L"), agar (10,2 g.L'"), sacarose' (30 gl e
pH 5,7
Preparo das brotagdes | retirada da porgdo basal (1-2 mm) das brotagdes, sem
lesionamento
Substrato para | Altemativas:
] e Plantmax
t
P ey e Bandejas de espuma fenolica

Tratamento com acido

Altemativas:
e imersdo lenta (16 horas) com 36,17 mg L' de AIB,

enraizamento ex Vitro

mdofbudirico (AIEB) em bandejas de espuma fendlica
e imersdo rapida (15 segundos) com 134,67 mg.L™
de AIB (Plantmax)
e imersdo rapida (15 segundos) com 300 mg.L" de
AIB (espuma fendlica)
Ambiente para|casa de vegetagdo com sistema de nebulizagdo

intermitente (URar =~ 90%), com sombreamento
usando-se dupla camada de Sombrite

Periodo necessario

e Pré-condicionamento; 23 a 29 dias
Enraizamento ex vifro: 21 a 42 dias
Aclimatizagdo: 60-70 dias

Total: 104 a 141 dias

L]

Resultados obtidos e 32 a 80% de enraizamento
e 70 a 96% de sobrevivéncia
Legenda:

! Sacarose utilizada na forma de agiicar comum comercial, ndo-refinado
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