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Enraizamentoin vitrodemarmeleirocv. MC como porta-enxertoparaapereirae
aclimatizacdo dasmicr oestacasenraizadas

Invitrorooting of quincecv. M C asrootstock for pear and acclimatization of the
rooted microcuttings

Alan CrigtianoErigt MérciaWulff Schuch?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo e a
concentracdo de auxina que promova 0 enraizamento in vitro
de marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.) cv. MC como porta-
enxerto para a pereira (Pyrus spp) e avaliar a sobrevivéncia
das microestacas enraizadas durante a aclimatizagdo as
condigdes ex vitro. Os tratamentos consistiram de trés tipos de
auxina (&cido indolbutirico ‘AlB’, acido naftalenoacético
‘ANA’ e acido 3-indolacético ‘AlA’), utilizadas em cinco
diferentes concentracfes (0, 5, 10, 15 e 20uM). Inicialmente
as microestacas foram cultivadas, durante sete dias, em meio
de cultura congtituido pelos sais de MS reduzidos a metade de sua
concentracdo original, acrescido de mio-inositol (100mgL?),
sacarose (30gL), agar (6gL*) e de auxina. Apds, as
microestacas foram transferidas para um novo meio de cultura
sem auxina. Microestacas enraizadas oriundas de varios
tratamentos, indistintamente, foram aclimatizadas as condicGes
ex vitro. O AIB, o ANA e o AlA apresentaram 0 mesmo efeito
sobre a percentagem de enraizamento, obtendo-se o melhor
resultado com 10uM; o ANA favoreceu o maior comprimento
médio das raizes; a intensidade de formagdo de calo aumentou
com a concentracdo de auxina, sendo maior com o AlB e o
ANA,; e ao fim de 30 dias de aclimatizacdo, 65,12% das plantas
sobreviveram.

Palavras-chave: micropropagacdo, reguladores de
crescimento, auxina, porta-enxerto,
Cydonia oblonga.

ABSTRACT

The objective of this work was to determine auxin
type and concentration to promote in vitro rooting of quince
(Cydonia oblonga Mill.) cv. MC as rootstock for pear (Pyrus spp)
and to evaluate the survival of the rooted microcuttings during
acclimatization in ex vitro conditions. The treatments consisted
of three auxin types (IBA, NAA and 1AA) and five different
concentrations (0, 5, 10, 15 and 20uM). Initially the microcuttings
were cultivated for seven days in culture medium constituted by

salts of MS reduced to half of its original concentration and
added myo-inositol (100mg L), sucrose (30g L*), agar (6g L)
and auxin. Microcuttings were then transferred to a new medium
without auxin. Rooted microcuttings originating from several
treatments faintly, were acclimatized in ex vitro conditions. Auxins
(IBA, NAA and 1AA) had the same effect on rooting percentage
with the best result obtained with 10uM. NAA favored the largest
mean length of the roots. Callus formation increased with auxin
concentration, being larger with IBA and NAA. Survival of
65.12% of the plants was obtained after 30 days of
acclimatization.

Key words: micropropagation, plant growth regulators,
auxin, rootstock, Cydonia oblonga.

INTRODUCAO

O marmeleiro (Cydonia oblonga Mill.)
surge, no Brasil, como umaalternativade porta-enxerto
para a producdo de mudas de pereira (Pyrus spp),
cultura esta, que tem como maiores entraves para sua
expansao, adificul dade de obtencao de porta-enxertos,
afalta de material vegetal sadio para a producéo de
mudas (PASQUAL etal., 1990; LEITE, 1992; LEITE,
1995) e a falta de adaptacdo de cultivares e porta-
enxertosutilizados(NAKASU & LEITE, 1992).

Os porta-enxertos comumente utilizados,
sdo P. calleryana e P. betulaefolia, porém estes,
induzem vigor excessivo na cultivar copa, tornando
dificil o manejo das plantas eretardando aentradaem
produgdo, contrariando os principios da fruticultura
moderna (BIANCHI et al., 2002). Em vista disto, o
marmeleiro tem merecido atengéo especial devido ao
interesse em obter plantas de pereira com dimensdes
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reduzidas (LORETI & MASSAI, 1998). Entre as
vantagens de sua utilizacdo, destaca-se o efeito
ananizante sobre a pereira, induzindo o baixo vigor, a
precocidade de producéo (ERMEL et al., 1999) eaboa
qualidade de fruta.

A cultura de tecidos tem se gpresentado como
uma aternativaviavel de clonagem de espécies lenhosss,
paraformacdo de pomares clonais ou produgéo comercia
de mudas (ASSIS& TEIXEIRA, 1998). A rizogénese, na
micropropagacdo, € o fendmeno formador de raizes
adventicias nas partes aéreas obtidas no estadio de
multiplicaco, condtituindo plantascompletasparapogterior
aclimatizacdo s condigdes ex vitro. Para a maioria das
espécies lenhosas, 0 enraizamento € a etgpa mais dificil,
principad mentequando seusamaterid nafaseadulta(HU &
WANG, 1983), eaadimatizacdo éumadasmasimportantes
(FORTESet d., 1998). Muitasvezes, asraizesformadasndo
apresentam caracteristicas adequadas as funcgdes de
absorcao, determinando, dentre outrosfatores, amorte das
mudas, quando transferidas para o solo.

As auxinas sdo substancias quimicamente
relacionadas com o &cido 3-indolacético (AIA), que éa
principa auxinade varias plantas. Essas substanciastém
em comum a capacidade de atuarem na expansdo e no
aongamento cdular, favorecendotambémadivisio cdular
em cultura de tecidos, principalmente, no enraizamento
(KRIKORIAN, 1991). Entreoutrassubsténciasusadaspara
0 enraizamento in vitro est8o o acido naftalenoacético
(ANA), 0 &ido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) eo &cido
indolbutirico (AIB) (ROSS, 1992).

Nosmeiosde culturaparaenraizamento, tipos
econcentragdesdealxinassdo asvariaveisque, engera,
maisinfluenciam epodemvariar tanto entre espéciesquanto
entre populagBes ou clones. Quando a concentragdo de
auxinano meio € excessiva, ocorre formagéo de calo na
base do explante, comprometendo a rizogénese e o
crescimento da parte aérea. Por esta razéo €, as vezes
recomendada, autilizacdo de doismeiosde culturaparaa
rizogénese. Primeiramente, as partes aéreas permanecem
em meio com auxina, favorecendo a inducao e,
posteriormente, sfo transferidas para meio sem auxing,
estimulando assim arizogéneseeo crescimento dasraizes.
Esteprocesso tem sido adotado com freqiiénciaem espécies
lenhosasflorestasefrutiferas(FETT NETOet d., 1992). O
enraizamentoin vitro do porta-enxertodemarmeleiro‘ A’
foi obtidopor DOLCET-SANJUAN et d. (1991) cultivando
0s brotos em meio de cultura contendo 5uM de ANA
durante uma semana, e em seguida, transferindo-os para
mel o de culturasem aLixinadurante quatro semanas.

O objetivo deste trabalho foi determinar o
tipo e a concentragdo de auxina que promova o
enraizamentoin vitrodemarmeleiro cv. MC como porta-
enxerto para a pereira e avaliar a sobrevivéncia das

microestacas enraizadas durante a aclimatizagdo as
condigdes ex vitro.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi redlizado no Laboratério de
Culturade Céulas e Tecidos de Plantas do Departamento
de Boténica do Instituto de Biologia, e no telado
pertencente a0 Departamento de Fitotecniada Faculdede
de Agronomia Eliseu Maciel, ambos da Universidade
Federad dePelotas, RS, no periodo entre 1° de setembro e
10denovembro de2003.

Os explantes, constituidos de
microestacas apicais com duasou trésfolhase 1,5 a
2cm de comprimento, foram obtidos de brotos de
marmeleiro cv. MC cultivados in vitro, em fase de
multiplicacdo, 40 dias apds a repicagem. Os
tratamentos consistiram de tréstipos de auxina (&cido
indolbutirico ‘ AIB’, &cido naftalenoacético ‘ ANA' e
acido 3-indolacético ‘AlA’), utilizadas em cinco
diferentes concentragdes (0, 5, 10, 15 e 20uM),
totalizando 15 tratamentos.

Inicialmente, as microestacas foram
cultivadas no escuro, a temperatura de 25 + 2°C,
durante sete dias, em meio de cultura constituido
pelos saisde MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
reduzidos a metade de sua concentragdo original,
acrescido de 100mgL* de mio-inositol, 30gL* de
sacarose, e de auxina, conforme o tratamento. Apos
este periodo, as microestacas foram transferidas para
um novo meio de cultura de mesma constituicéo,
porém sem auxina, e mantidas em salade crescimento
com 16 horas de fotoperiodo, temperatura de 25 +
2°C e densidade de fluxo de fétons do periodo de luz
de 42umol m2s?t, fornecido por lampadas
fluorescentes brancas-frias. O pH, de ambos osmeios
de cultura, foi ajustado para 5,7 antes daincluséo do
agar na concentragdo de 6g L e, posteriormente,
autoclavadosa121°C e 1,5atm por 20 minutos. Foram
utilizados frascos de 200mL com 30mL de meio de
cultura.

O delineamento experimental utilizado foi
ointeiramente casualizado, em esquemafatorial 3x 5,
com quatro repeticoes por tratamento. Cadarepeticdo
se constituiu de um frasco com cinco explantes.

Aos 35 dias apds o inicio dos tratamentos,
avaliou-se a percentagem de enrai zamento, o0 nimero
médio de raizes, o comprimento médio dasraizesea
intensidade de formacdo de calo na base dos
explantes. ParaestaUltimavariavel, foram atribuidas
notas de 0 a 3, sendo 0 = auséncia, 1 = pouca, 2 =
médiae 3 = ataintensidade de calo, conforme padréo
apresentado nafigura la. Os dadosforam submetidos
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Figura 1 — Intensidades de formag&o de calo observadas na base dos explantes (notas de 0 a 3) (a), e aparéncia dos explantes com
enraizamento e sem enraizamento (b), em marmeleiro cv. MC, aos 35 dias de cultivo in vitro. UFPel, Pelotas, RS. 2003.

a andlise de variancia e as médias dos tratamentos
comparadas estati sticamente pel o teste de Duncan e
analisados por regresséo polinomial, através do uso
do pacote estatistico SANEST (ZONTA &
MACHADO, 1987). Os dados da percentagem de
enraizamento foram transformados em arco seno da
raiz quadradade x/100, e os dados do nimero médio
deraizes segundo raiz quadradade x + 0,5, onde x foi
0 numero obtido. Os dados da intensidade de
formagao de calo foram transformados segundo log
X + K, sendo x anotaatribuidaeK = 1.
Apbdsasavaiagdes, 43 microestacasenraizadas
oriundas de vérios tratamentos indistintamente, foram
transferidas para copos de polietileno (com capacidade
para50mL) com trés pequenos furos nabase, contendo o
substrato para aclimatizacdo (mistura solo + substrato
comercia Plantmax®, naproporgdo del: 1) previamente
esterilizado atravésde autoclavagema121°C e 1,5atm por
40 minutos. Os copos contendo as plantas foram
acomodadosem umabandgaplésticatampadacomyvidro

(para manter a umidade relativa do ar elevada), que foi
mantidaem salade crescimento durante dez dias, com 16
horasdefotoperiodo, temperaturade 25 + 2°C edensidade
de fluxo de f6tons do periodo de luz de 42umol m?s?.
Transcorrido este periodo a bandeja contendo os copos
comasplantasfoi levadaparao telado (com sombreamento
de 30%), sendo destampadaapésdez dias, e permanecendo
assim durante mais dez dias. No final de cadaum destes
periodos (bandgja tampada durante dez dias em sdla de
crescimento, bandejatampadadurante dez diasemtelado,
e bandeja destampada durante dez dias em telado),
registrou-se o nlimero de microestacas que sobreviveram
paradeterminar-se a percentagem de sobrevivéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Para a percentagem de enraizamento e
ndmero médio de raizes, ndo houve diferenca entre os

tiposdeauxinautilizados (AIB,ANA eAlA) (Tabelal).
NaFigura1b, observa-se a aparénciadas microestacas

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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Tabela 1 — Percentagem de enraizamento, nimero médio de raizes, comprimento médio das raizes (cm) e intensidade de formag&o de calo
(notas) em microestacas de marmeleiro cv. MC, aos 35 dias de cultivo in vitro, em func&o do tipo e da concentracéo de auxina.

UFPd, Pelotas, RS. 2003.

Concentragdo (UM)
Variavel Auxina Média
0 5 10 15 20
% de AlA 0,00 1,34 19,57 10,20 24,59 7,83
enraizamento* AIB 0,00 33,68 29,50 10,20 23,71 15,55
ANA 1,34 39,52 2371 33,01 11,61 19,14
Média 0,14B 20,64A 24,15A 16,68A 19,58A
NUmero médio AlA 0,00 0,20 1,46 0,62 1,82 0,72
de raizes* AIB 0,00 1,66 1,95 0,90 3,07 1,36
ANA 0,50 2,33 1,44 2,71 0,90 1,49
Média 0,15B 1,27A 1,61A 1,31A 1,85A
Comprimento AlA 0,00 1,12 1,62 0,43 2,90 1,22b
médio dasraizes AIB 0,00 1,08 3,55 2,10 2,57 1,86ab
(cm)* ANA 0,42 2,83 2,60 4,99 2,09 2,59
Média 0,14B 1,68A 2,59A 2,51A 2,52A
Intensidade de AlA 0,00aC 0,33bB 0,34bB 0,66bA 0,69cA 0,38
formag&o de AlIB 0,09aD 0,78aC 1,23aB 1,66aAB 2,06aA 1,04
cao (0a3)* ANA 0,00aC 0,84aB 0,97aAB 1,338A 1,32bA 0,81
Média 0,03 0,63 0,81 1,17 1,29

* Médias seguidas pelas mesmas letras, mailsculas na linha e mindscula na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de

probabilidade de erro.

enraizadas e ndo enraizadas. No enraizamento in vitro
de macieira cv. Fred Hough também nao foram
constatadas diferencas entre o AIB e o ANA
(CENTELLASetd., 1999). Jano enraizamentoin vitro
declonesdemarmeleiro, MORINI & SCIULTI (1991)
obtiveram a maior percentagem de enraizamento no
clone Ct.S.212 comAIB (3,44uM) enoclone Ct.S.214
comANA (3,76uM). Segundo ZANOL et a. (1997),
existem diferengas entre gendtipos e sensibilidade para
com aauxinano enraizamento de plantasfrutiferas.
Verificou-se um comportamento quadratico
para a percentagem de enraizamento em relagdo a
concentragdo de auxina no meio de cultura (Figura
2a), obtendo-se amaior média(24,15%) com 10uM de
auxina (o ponto de maximacal culado pelaequagao foi
de 23,75% com 12,6uM de auxina). Este resultado
reforca a afirmativa de GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1998), de que quando a concentracdo
de auxinano meio de enraizamento € excessiva, ocorre
o comprometimento darizogénese. FACHINELLO et
al. (1995) também relatam que o aumento da
concentragdo de auxinaexégena, aplicadaem estacas,
provoca efeito estimulador de raizes até um valor
méximo, apartir do qual qualquer acréscimo deauxinas
tem efeito inibitério. RADMANN et al., (2002)
verificaram que as maiores percentagens de
enraizamento do porta-enxerto de macieira ‘M-9',

ocorreram nas concentragdes mais baixas de AIB e
ANA, observando-se uma redugdo na percentagem
de enraizamento com aumento da concentracdo destes
fitorreguladores (de 0,5uM a 100uM). No presente
trabalho, quando ndo se utilizou auxina no meio de
cultura (OuM) obteve-se 0,14% de enraizamento,
provavelmente, devido ao acimulo de auxinas
endogenas provenientes das folhas ou gemas. Tal
acumul o resulta em aumento da atividade metabdlica
dotecido e, conseqlientemente, naformagao deraizes
(WAREING & PHILLIPS, 1981). O nimero médio de
raizes foi diretamente relacionado a concentragéo de
auxina, obtendo-se a maior média (1,85 raizes) com
20uM (Figura2b). Resultados que, foram obtidos por
LEONARDI et al. (2001) que, trabalhando com
Grevillea rosmarinifolia, obtiveram aumento no
nimero de raizes em brotos com a concentracdo de
ANA ouAIB no meio de cultura.

O maior comprimento médio dasraizesfoi
obtido utilizando-se aauxina ANA (2,59cm), seguida
pelo AIB (1,86cm) e por dltimo pelo AIA (1,22cm)
(Tabela 1). Em relagdo a concentragdo de auxina,
observou-se um comportamento quadrético, obtendo-
se 0 méximo comprimento de raizes (2,73cm) com
14,8uM deauxina(Figura2c). Verifica-sequeresultados
superiores, tanto paraa percentagem de enraizamento
como para 0 comprimento médio das raizes, foram

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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Figura 2 — Percentagem de enraizamento (&), nimero médio de
raizes (b), comprimento médio das raizes (c) e in-
tensidade de formag&o de calo (d), em marmeleiro
cv. MC, aos 35 dias de cultivo in vitro, em funcéo da
concentragdo de auxina. UFPel, Pelotas, RS. 2003.

obtidos com concentragfes intermediérias aquelas
utilizadas, reforgando a idéia de que o aumento da
concentragdo de auxina exdgena provoca efeito
estimulador deraizes até um valor maximo, apartir do
qual qualquer acréscimo de auxinas tem efeito
inibitério.

Na auséncia de auxinas, aintensidade de
formag&o decalofoi nula. Porém, com5,10e15uM, a

maior intensidade de formag&o de calo foi obtidacom
0AIB e 0 ANA, seguido pelo AIA. Jacom 20uM, a
formagéo de calo foi maior com 0 AlB, seguido pelo
ANA epor tltimo peloAlA (Figura2d). ComoAIB e
0ANA, observou-se um comportamento quadratico
paraaintensidade de formagdo de calo em relagéio a
concentragdo de auxina, obtendo o ponto de maxima
(notasde 2,06 e 1,33, respectivamente, sendo 1=baixa
e 2=dtaintensidade de formag&o de calo) com 20uM
e17,4uM destas auxinas, respectivamente. Utilizando-
se 0 AlA, a intensidade de formag&o de calo foi
diretamente proporcional a sua concentragdo, com
notade 0,69 (sendo 1=baixaintensidade de formacdo
de calo) utilizando-se 20uM.

A formagdo deca o nazonadeenraizamento é
indesgavel, poiselapode afetar aqualidade dasraizes,
principalmente no que se refere a conexdo vascular
comaplanta(FACHINELLO et al., 1995). A diferenca
observadaentre as auxinas, no presente trabal ho, pode
estar relacionadaamaior degradacdo e menor taxade
absorcdo de AIA em relagdo as outras duas auxinas
(ANA eAIB). Segundo NISSEN & SUTTER (1990), o
AlA é foto-oxidado rapidamente no meio de cultura
(50% em 24 horas), 0AlIB levemente (10% em 24 horas),
sendo o ANA muito mais estavel que os outros dois.
Além dafoto-oxidagao, o Al A é degradado pelaAlA-
oxidase, podendo também seligar aoutras moléculas
na planta produzindo conjugados e perdendo sua
aividadeauxinica(ROSS, 1992). |sto explicariaamenor
intensidade de formac&o de calo observada com a
utilizagdo deAlA. Umamenor intensidade deformagéo
de calo no enraizamento in vitro de macieiracv. Fred
Hough foi observadapor CENTELLASet a. (1999) na
presencadeAlA, emaior napresencade ANA, sendo
gque 0 AlB ocupou umaposi¢ao intermediéria.

Trintadias apds o inicio da aclimatizagéo,
depoisdas plantas terem permanecido durante 10 dias
em bandeja tampada na sala de crescimento, 10 dias
em bandeja tampada no telado, e 10 dias em bandegja
destampada no telado, obteve-se 65,12% de
sobrevivéncia (Tabela 2). Utilizando vermiculita na
aclimatizacdo do porta-enxerto de macieira
‘Marubakaido’, NUNESet a. (1999) obtiveram 64% e
90% de sobrevivéncia mantendo as plantas em caixa
plastica aberta e caixa plastica coberta com vidro,
respectivamente.

A reducdo no numero de plantas
sobreviventes ocorreu apds elas terem sido
transferidas da sala de crescimento para o telado (a
sobrevivénciadecresceu de 100% para 74,42%). Este
fato se deve, em grande parte, a mudanca das
condi¢bes ambientais as quais as plantas estavam
submetidas, principalmente, a temperatura, que na

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.
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Tabela 2 — Numero de plantas sobreviventes do total de plantas aclimatadas, e percentagem de sobrevivéncia de microestacas de marmeleiro
cv. MC, enraizadas in vitro, durante os diferentes estadios de aclimatag@o as condi¢des ex vitro, ao longo de 30 dias. UFPd,

Pelotas, RS. 2003.

Estadios de aclimatacdo as condicOes ex vitro

NuUmero de plantas sobreviventes/total de % de sobrevivéncia®

plantas aclimatadas

Apbs 10 dias em bandeja tampada mantida na sala de crescimento

Apbs 10 dias em bandeja tampada mantida no telado
Ap6s 10 dias em bandeja destampada mantida no telado

43/43 100,00a
32/43 74,42b
28/43 65,12b

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan em nivel de 5% de probabilidade de erro.

sala de crescimento era controlada (25 + 2°C). No
telado, a alta temperatura associada a alta umidade
relativa do ar no interior da bandeja tampada,
favoreceu a proliferagdo de fungos nas folhas das
microestacas, causando a morte de algumas plantas.
A altaumidade relativa que se faz necessaria para a
sobrevivéncia das plantas e a alta temperatura, séo
extremamente favoravei s ao rapido desenvol vimento
detodo tipo de microrganismo (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Aliada a essa condicao, a
fragilidade dos tecidos, pouco lignificados e
desprovidos de camada cuticular, deixa a planta
suscetivel ainvasdo de microrganismos saprofiticos
e ao ataque de patégenos.

CONCLUSOES

Parao enraizamentoin vitro demarmeleiro
cv. MC o &cido indolbutirico (A1B), naftal enoacético
(ANA) ou 3-indolacético (AlA), quando utilizado na
concentragdo de 10uM no meio de cultura, promovea
maior percentagem de enraizamento.A mudanca
gradativa do ambiente durante a aclimatizacdo das
plantas possibilita uma sobrevivéncia de 65,12% das
plantas ao fim de 30 dias.
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