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USO DE AGAR, AMIDO E ACIDO INDOLBUTIRICO NO ENRAIZAMENTO
IN VITRO DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA MM 111

THE USE OF THE AGAR, STARCH AND IBA ON THE IN VITRO
ROOTING OF APPLE ROOSTOCK MM 111

Valdecir Carlos Ferri' Alberto Quezada Centellas’
Vilson Eduardo Helbig’® Gerson Renan de Luces Fortes*

RESUMO

O dgar é um dos componentes mais caros do meio
de propagacdo in vitro. Visando a reduzir custos, os estudos
foram desenvolvidos no Laboratorio de Cultura de Tecidos da
EMBRAPA/CPACT, Pelotas RS, objetivando-se testar a a¢do do
dgar e da sua substitucdo parcial pelo amido de mandioca na
composicao do agente solidificante (AS) do meio MS, associados
as concentragées de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10uM de dcido indolbutiri-
co (AIB). Os dois AS de meio de cultivo testados: AS,; - 6g/l de
dgar e; AS; - combinagdo de 3g/l de dgar mais 508/l de amido de
mandioca (fécula), tiveram reducdo de %2 dos sais de MS e acrés-
cimos de 100mg/l de mio-inositol e 308/l de sacarose, juntamente
com pH ajustado em 5,9 antes da autoclavagem. Os explantes
foram mantidos por 30 dias em sala de crescimento sob condi-
¢bes de 2542°C, 16 horas de fotoperiodo e #2000 lux de intensi-
dade luminosa. O AS,, além de apresentar o maior niimero de
raizes, e maximizd-las na presenca de SpuM de AIB, antecipou em
cerca de 10 dias o surgimento destas e apresentou consisténcia
semelhante ao AS,, sendo apenas menos transparente.

Palavras-chave: micropropagagdo, agente solidificante, auxina,
Malus.

SUMMARY

The agar is one of the most expensive componnts in
a tissue culture medium when vitro propagation is concerned.
This work was carried out in the tissue culture laboratory at
EMBRAPA/CPACT, Pelotas RS. The objective of this work was to
test the agar action and its partial substitution for cassava starch
in the composition of the solidifying agent in the MS basal
medium associated winth 0; 2.5; 5.0; 7.5 and 10.0uM indolyl
butyric acid (IBA). The solidifying agents were as fallows: agar

(6g.L'); agar (3g.L"') + cassava starch (50¢.L"). The MS basal
medium was reduced to half strength and added to myo-inositol
(100mg.L’); sucrose (30g.L') and the pH adjusted to 5.9 before
autoclaving. The explants were kept for 30 days in the growth
room under 2512°C, 16-hour photoperiod and about 2000 Ilux
light intensity. The use of agar + starch promoted a higher
number of roots, and a maximization was observed in the
presence of SUM IBA. It also antecipated the new roots in about
10 days. The consistency of the agar/starch was quite the same as
agar e it appeared less transparent.

Key words: micropropagation, gelling agent, auxin, Malus.

INTRODUCAO

A cultura da macieira (Malus domestica,
Borkh), no sul do Brasil, atinge uma irea cultivada
de aproximadamente 30 mil hectares. Sua produgéo
amplia-se a cada ano, alcancando na safra 95/96, a
produg¢do de 524 mil toneladas (ABPM, 1997).

A produgdo de mudas para estes pomares
¢ tradicionalmente realizada por mergulhia de cepa,
o que leva, fregiientemente, a uma redugio na capa-
cidade de enraizamento das estacas a medida que as
matrizes envelhecem e as doengas se estabelecem.
Além disso, este processo é demorado e pouco efici-
ente, rendendo aproximadamente quatro porta-
enxertos/ano/planta matriz (FACHINELLO et al.,
1988).
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Atualmente, os porta-enxertos mais utili-
zados s3o os do tipo ando e semi-ando. O porta-
enxerto semi-ando MM 111 ndo apresenta rebrotes,
resiste ao pulgdo lanigero e a seca, por possuir um
amplo sistema radicular e adaptar-se a solos de dife-
rentes texturas (DENARDI, 1986).

A micropropagag@o comercial de frutife-
ras incrementou-se a partir da década de 70. Os
procedimentos foram desenvolvidos para diversas
espécies, inclusive para a macieira, a mais pesquisa-
da neste campo. Este processo possibilita a obtengdo
de porta-enxertos e também de cultivares comerciais
ja enraizados, evitando problemas de incompatibili-
dade da enxertia e de disseminacfo de virus e outros
patégenos durante a propagacao (GRATTAPAGLIA
& MACHADO, 1990).

Para a maioria das espécies lenhosas, o
enraizamento € a etapa mais dificil, principalmente,
quando se usa material menos jovem. A formagéo de
raizes adventicias permite obter plantas para posteri-
or aclimatagio as condigdes de casa de vegetagdo
(HU & WANG, 1983). Além disso, os fatores gené-
ticos da espécie/cultivar afetam o processo
(MULLINS 1985) e, no enraizamento in vitro de
macieiras, o 4cido indolbutirico (AIB) pode influir
de forma decisiva (WERNER & BOE, 1980).

A respeito dos meios de cultivo, a solidi-
ficagdo ou semi-solidificagdo é dependente da con-
centragdo de dgar utilizada, do pH, da concentra¢io
de sais e da presenga de substincias que interferem
na gelatinizagdo, como o carvdo ativado (CALDAS
et al., 1990). Sabe-se que o dgar é um dos ingredi-
entes mais caros do meio, pela quantidade utilizada,
sendo de dificil substitui¢do. Visando a reduzir o
custo de produgio tém-se testado substitutos para o
dgar, como amido de milho ou de mandioca e saca-
rose. Estes tém apresentado interessantes resultados,
principalmente na fase de enraizamento (FORTES et
al., 1994 ¢ FERRI & NACHTIGALL, 1996). O
amido, entre os polissacarideos, é a substincia de
maior importincia fisiolégica, abundantemente en-
contrado na natureza, de ficil obtengdo e de baixo
custo.

Dentro desse contexto, testou-se a a¢io do
dgar e da sua substitui¢do parcial pelo amido de
mandioca, na composi¢io do meio MS, no enraiza-
mento do porta-enxerto de macieira MM 111, bem
como concentragdes do AIB nos meios de cultivo.

MATERIAIS E METODOS

Os explantes que provieram de brotagtes
do porta-enxerto de macieira MM 111, obtidas da
casa de vegetacio do Setor de Cultura de Tecidos da
EMBRAPA/CPACT, com trés pares de folhas (20 a

25mm), foram inoculados em tubos de ensaio (150 x
20mm), contendo 10ml de meio de cultivo, com as
concentragdes de 0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10uM de 4cido
indolbutirico (AIB). Os dois agentes solidificantes
(AS) de meio de cultivo testados foram: AS, - com-
posto por 6g/1 de dgar, e AS, - composto pela com-
binacdo de 3g/l de dgar mais 50g/l de amido de
mandioca (fécula de mandioca).

Para os meios utilizaram-se, também, sais
de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), reduzidos
a metade, acrescidos de vitaminas, 100mg/l1 de mio-
inositol e 30g/l de sacarose. O pH foi ajustado para
5,9 antes da autoclavagem. Apds a inoculagdo, os
tubos, com um explante cada, foram transferidos
para sala de crescimento sob condigbes de 25 + 2°C,
16 horas de fotoperiodo e intensidade luminosa de +
2000 lux, onde permaneceram por um periodo de 30
dias. O experimento fatorial (5 doses de AIB x 2
tipos de AS) foi conduzido seguindo o delineamento
de blocos ao acaso com nove repeti¢cdes. A unidade
experimental constou de um tubo com um explante.

As varidveis observadas foram ndmero de
raizes, percentagem de enraizamento, comprimento
das raizes e intensidade de formagao de calo na base
das brotacdes. A esta ultima, atribuiram-se notas de
0 a 3, sendo 0 = auséncia, 1 = pouca, 2 = médiae 3 =
alta intensidade de calo.

Os resultados foram submetidos a andlise
de varidncia. Para comparacdo das médias, usou-se o
teste de Duncan (o = 0,05), e a regressdo polinomial
para verificar o comportamento das varidveis em
relagdo as concentragoes testadas. Os dados de per-
centagem de enraizamento foram transformados em
arco-seno, os dados de nimero de raizes e compri-

mento de raizes em v X + 1 e, os dados da intensi-
dade de calo, em logaritimo. As equagdes relacio-
nam-se com os dados transformados, porém, todas
as discussdes foram feitas em fun¢do dos dados
originais.

RESULTADOS E DISCUSSOES

As concentracdes de AIB influenciaram
as varidveis ndmero de raizes, percentagem de en-
raizamento, comprimento das raizes e intensidade de
calo. Entretanto, os agentes solidificantes (AS, e
AS,) influenciaram as varidveis ndmero de rafzes,
comprimento de rafzes e intensidade de calo. As
interagdes de AS com AIB foram significativas para
todas as varidveis, exceto na intensidade de calo.

O nimero de raizes foi influenciado pelo
tipo de AS e pelas concentra¢des de AIB. As curvas
de regressdo polinomial para esta varidvel encon-
tram-se na Figura 1. O nimero de raizes apresentou
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vamente. J& WERNER & BOE
(1980), para obterem um enraiza-
mento  satisfatério no  porta-
enxerto M 7 (88%), necessitaram
utilizar concentragdes superiores a
1,0mg/l de AIB, demonstrando
haver diferencas de sensibilidade a
[ auxina entre genotipos, pois ocor-
reram resultados significativos na
auséncia de AIB.

Os resultados obtidos
sdo concordantes com os relatos
de ZIMMERMAN & BROOME,

Figura 1 - Comportamento do niimero de raizes em fung¢@o das concentragdes do dcido indol-
butirico, do porta-enxerto de macieira MM 111, para dgar (yl) e para dgar mais

amido (y2) .

um comportamento quadratico, em ambos os AS,
atingindo os pontos de maximo (6 raizes/explante)
nas combinacdes de AS, com 5,7uM de AIB e, AS,
com 4,9uM de AIB (3,5 raizes/explante). Segundo
DEBERGH (1987), estes resultados podem ser atri-
buidos as condi¢des do meio, resultantes da intera-
¢cdo entre material vegetal, recipiente de cultivo e
condi¢des da sala de cultivo, que proporcionam
grande influéncia sobre o sistema de cultivo de teci-
do.

A resposta das concentragdes de AIB, em
relac@o a percentagem de enraizamento, encontra-se
na Figura 2. O ponto de méaximo enraizamento
(89%) ocorreu na concentragdo de 5,7uM de AIB,
no AS, e, 5,1uM de AIB (80%), no AS,. Estes re-
sultados sdo bastante proximos aos encontrados por
CORREA (1990), que ao utilizar 1,0mg/l de AIB
obteve aproximadamente 100% e 84% de enraiza-
mento para os porta-enxertos M 7 e M 793, respecti-

(1981) que, na auséncia ou em
baixas concentracdes de AIB
(0,1mg/1), a promocdo do enrai-
zamento de muitas cultivares de
macieira foi ineficaz. No entanto,
com o incremento de AIB,

houve uma melhora no desenvolvimento do sistema
radicular. OCHATT & CASO (1983) conseguiram o
enraizamento de diferentes cultivares de macieira
usando de 1 a 3mg/l de AIB, ndo obtendo respostas
positivas na auséncia deste regulador.

O comprimento das raizes também foi
afetado pelas concentracdes do AIB, sendo que em
ambos os AS esta varidvel apresentou uma curva
ascendente com um ponto de maximo para o AS,
(8,7mm), na concentragio de 5,0uM de AIB. O AS,
estabeleceu seu ponto de maximo rendimento
(14,8mm) na presenca de 4,7uM de AIB (Figura 3).
Segundo MARGARA (1988), a auxina possui papel
central no desencadeamento hormonal da rizogéne-
se, sendo considerada um fator primordial no pro-
cesso de enraizamento de estacas de plantas lenho-
sas, que contém nas proprias células do caule, os
locais potenciais para a formagdo de raizes adventi-
cias.

O  comportamento
do AIB sobre a intensidade de
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calo, foi semelhante nos dois AS
A testados (Figura 4). Segundo
WELANDER (1983), a compo-
sicdo dos elementos minerais
afeta a formacdo de calo no
enraizamento. Para
FACHINELLO et al. (1994), o
aumento da concentracdo de
auxinas provoca um efeito esti-
mulador de raizes até um certo
valor, a partir do qual esta tem
efeito inibitério; a concentrag@o

7,5 10

Figura 2 - Comportamento da percentagem de enraizamento em fungdo das concentragdes do
dcido indolbutirico, para o porta-enxerto de macieira MM111, para agar (yl) e para

dgar mais amido (y2).

adequada depende da espécie e
do teor da auxina.
GRATTAPAGLIA & MACHA-
DO (1990) salientam que quan-
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mais amido apresenta maior
nimero de raizes por microesta-
cas, maior comprimento de rai-
zes, maior intensidade de calo; e
antecipa em cerca de 10 dias o
surgimento das raizes. A con-
centragdo de 5,0uM de dacido
indolbutirico € a mais eficiente
no enraizamento dessas micro-
10 estacas.
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O uso de AS, nao diferiu na consisténcia
do meio em relagdo ao AS,. A diferenca se fez ape-
nas pela transparéncia, que foi menor no AS,, po-
rém, isto ndo impediu a induc¢do dos explantes e o
subseqiiente desenvolvimento radicular. Além disso,
este permaneceu bastante consistente, levando-se a
deduzir que o porta-enxerto MM 111 ndo tenha
liberado amilase, um composto que degradaria o
amido. Os resultados obtidos sinalizam para futuros
trabalhos com estes agentes solidificantes de meio
de cultivo in vitro.

CONCLUSOES
No processo de enraizamento in vitro de

microestacas do porta-enxerto de macieiras MM
111, 0 uso de agente solidificante composto por dgar
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