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Enraizamentoin vitrodemarmeleirocv. M C como porta-enxertoparaapereirae
aclimatizacdo dasmicr oestacasenr aizadas

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

Alan CristianoErigt MarciaWulff Schuch?

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi determinar o tipo e a
concentracao 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’, &cido naftalenoacético
‘ANA’ e acido 3-indolacético ‘AlA’), utilizadas em cinco
diferentes concentracdes (0, 5, 10, 15 e 20uM). Inicialmente
as microestacas foram cultivadas, durante sete dias, em meio
de cultura constituido pelos sais de MS reduzidos a metade de sua
concentracao 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 condic¢Ges
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 formacdo de calo aumentou
com a concentracdo de auxina, sendo maior com o AlB e o
ANA; e ao fim de 30 dias de aclimatizag&o, 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 IAA) 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 IAA) 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
expansdo, adificuldade de obtencao de porta-enxertos,
afalta de materia vegetal sadio para a producdo de
mudas (PASQUAL etdl., 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 e retardando aentradaem
producéo, contrariando os principios da fruticultura
moderna (BIANCHI et al., 2002). Em vista disto, o
marmeleiro tem merecido atencdo especial devido ao
interesse em obter plantas de pereira com dimensdes
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reduzidas (LORETI & MASSAI, 1998). Entre as
vantagens de sua utilizac&o, destaca-se o efeito
ananizante sobre a pereira, induzindo o baixo vigor, a
precocidade de producdo (ERMEL et d., 1999) eaboa
qualidade de fruta.

A cultura de tecidos tem se gpresentado como
umadternativa vidvel de clonagem de espécies lenhosas,
paraformacdo de pomares clonais ou producéo comercia
demudas (ASSIS & TEIXEIRA, 1998). A rizogénese, na
micropropagacdo, € o fendmeno formador de raizes
adventicias nas partes aéreas obtidas no estédio de
multi plicacdo, congtituindo plantascompl etasparapogterior
aclimatizacBo as condigdes ex vitro. Para a maioria das
epécies lenhosas, 0 enraizamento é a etgpa mais dificil,
principa mentequando seusamaterid nafaseadulta(HU &
WANG, 1983), eaadimatizacdo éumadasmaisimportantes
(FORTESetd., 1998). Muitasvezes asraizesformadasnéo
apresentam caracteristicas adequadas as funcdes de
absorcdo, determinando, dentre outros fatores, amorte das
mudas, quando transferidas para o solo.

As auxinas sdo substancias quimicamente
relacionadas com o &cido 3-indolacético (AlA), que éa
principa auxinade vérias plantas. Essas substénciastém
em comum a capacidade de atuarem na expansio e no
dongamento cdular, favorecendo tambémadivisdo cdular
em cultura de tecidos, principdmente, no enraizamento
(KRIKORIAN, 1991). Entreoutrassubsténciasusadaspara
0 enraizamento in vitro est8o o &cido naftalenoacético
(ANA), o&cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) eo &cido
indolbutirico (AIB) (ROSS, 1992).

Nosmeiosdeculturaparaenraizamento, tipos
econcentragdesde auxinassdo asvaridveisque, emgera,
maisinfluenciamepodemvariar tanto entreespéciesquanto
entre populagdes ou clones. Quando a concentragéo de
auxinano meio € excessiva, ocorre formacao 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 inducéo e,
posteriormente, sfo transferidas para meio sem auxing,
esimulando assim arizogéneseeo crescimento dasraizes.
Egteprocesso tem sido adotado com freqiiénciaem espécies
lenhosasflorestaisefrutiferas(FETT NETO et d., 1992). O
enraizamentoin vitro do porta-enxertodemarmeleiro‘ A’
foi obtido por DOLCET-SANJUAN et d. (1991) cultivando
0s brotos em meio de cultura contendo 5uM de ANA
durante uma semana, e em sequida, transferindo-os para
mei o de culturasem auxinadurante quatro semanas.

O objetivo deste trabalho foi determinar o
tipo e a concentracdo de auxina que promova o
enraizamentoin vitro demarmeleiro cv. MC como porta
enxerto para a pereira e avaiar a sobrevivéncia das

microestacas enraizadas durante a aclimatizacdo as
condigdes ex vitro.

MATERIAL E METODOS

O trabaho foi realizado no Laboratério de
Culturade Cdulas e Tecidos de Plantas do Departamento
de Botanica do Instituto de Biologia, e no telado
pertencente ao Departamento de Fitotecniada Faculdade
de Agronomia Eliseu Maciel, ambos da Universidade
Federd de Pelotas, RS, no periodo entre 1° de setembro e
10denovembro de2003.

Os explantes, constituidos de
microestacas apicais com duas ou 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 (acido
indolbutirico‘AIB’, acido 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
pelossaisde MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
reduzidos a metade de sua concentracdo original,
acrescido de 100mgL de mio-inositol, 30gL* de
sacarose, e de auxina, conforme o tratamento. Apds
este periodo, as microestacas foram transferidas para
um novo meio de cultura de mesma constituicao,
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?, fornecido por lampadas
fluorescentes brancas-frias. O pH, de ambos os meios
decultura, foi ajustado para 5,7 antesdainclusao do
agar na concentracdo 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 repeticdes por tratamento. Cada repeticéo
se constituiu de um frasco com cinco explantes.

Aos 35 dias apbs o inicio dostratamentos,
avaliou-se apercentagem de enraizamento, o nUmero
médio deraizes, o comprimento médio dasraizesea
intensidade de formacéo de calo na base dos
explantes. Paraestaultimavariavel, foram atribuidas
notas de 0 a 3, sendo 0 = auséncia, 1 = pouca, 2 =
médiae 3 = altaintensidade de cal o, conforme padrdo
apresentado nafigura 1la. Os dadosforam submetidos

CiénciaRural, v.34, n.5, set-out, 2004.



Enraizamento in vitro de marmeleiro cv. MC como porta-enxerto para a pereira e aclimatizacéo...

1445

|

LY

j."'||||

= FusencE i o

¥

]

b

1
&

-

Figura 1 — Intensidades de formagéo de calo observadas na base dos explantes (notas de 0 a 3) (@), 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 estatisticamente pelo teste de Duncan e
analisados por regressdo polinomial, através do uso
do pacote estatistico SANEST (ZONTA &
MACHADO, 1987). Os dados da percentagem de
enraizamento foram transformados em arco seno da
raiz quadrada de x/100, e os dados do nimero médio
deraizes segundo raiz quadradadex + 0,5, onde x foi
0 numero obtido. Os dados da intensidade de
formacéao de calo foram transformados segundo log
X + K, sendo x anotaatribuidaeK = 1.
Apbsasavdiagies, 43 microestacasenraizadas
oriundas de Vé&rios tratamentos indigtintamente, foram
transferidas para copos de polietileno (com capacidade
para50mL) com trés pequenos furos nabase, contendo o
substrato para aclimatizagdo (mistura solo + substrato
comercid Plantmax®, napropor¢cdodel: 1) previamente
edterilizedo através de autoclavagem a121°C e 1,5atm por
40 minutos. Os copos contendo as plantas foram
acomodadosem umabandgjapl sticatampadacom vidro

(para manter a umidade relativa do ar devada), que foi

mantidaem salade crescimento durante dez dias, com 16
horasdefotoperiodo, temperaturade 25 + 2°C edensidade
de fluxo de fétons do periodo de luz de 42pmol mr2s?.

Transcorrido este periodo a bandeja contendo os copos
comasplantasfoi levadaparao telado (com sombreamento
de30%), sendo destampadaapésdez dias, e permanecendo
assim durante mais dez dias. No fina de cada um destes
periodos (bandeja tampada durante dez dias em sda de
crescimento, bandgjatampadadurante dez diasemtelado,
e bandegja destampada durante dez dias em telado),
registrou-se 0 nUMero de microestacas que sobreviveram
paradeterminar-se a percentagem de sobrevivéncia

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

tiposdeauxinautilizados (Al1B, ANA eAlA) (Tabdal).
NaFigura 1b, 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 fungo do tipo e da concentracdo de auxina

UFPel, Pelotas, RS. 2003.

Concentragéo (UM)
Variavel Auxina Média
0 5 10 15 20
% de AlA 0,00 1,34 19,57 10,20 24,59 7,83
enrai zamento* AlIB 0,00 33,68 29,50 10,20 23,71 15,55
ANA 1,34 39,52 23,71 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
deraizes* 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 2,5%
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
formacgdo de AlB 0,09aD 0,78aC 1,23aB 1,66aAB 2,062A 1,04
calo (0 al3)* ANA 0,00aC 0,84aB 0,97aAB 1,33aA 1,32bA 0,81
Média 0,03 0,63 0,81 1,17 1,29

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

probabilidade de erro.

enrai zadas e ndo enraizadas. No enraizamento in vitro
de macieira cv. Fred Hough também nado foram
constatadas diferencas entre o AIB e o0 ANA
(CENTELLASet dl., 1999). Jano enraizamentoin vitro
declonesdemarmeleiro, MORINI & SCIULTI (1991)
obtiveram a maior percentagem de enraizamento no
clone Ct.S.212 comAIB (3,44uM) eno clone Ct.S.214
comANA (3,76uM). Segundo ZANOL et al. (1997),
existem diferencas entre gendtipos e sensibilidade para
com aauxinano enraizamento de plantasfrutiferas.
Verificou-se um comportamento quadrético
para a percentagem de enraizamento em relagdo a
concentracdo de auxina no meio de cultura (Figura
2a), obtendo-seamaior média(24,15%) com 10uM de
auxina (o ponto de méximacal culado pelaequacdo foi
de 23,75% com 12,6uM de auxina). Este resultado
reforca a afirmativa de GRATTAPAGLIA &
MACHADO (1998), de que quando a concentragéo
deauxinano meio de enraizamento é excessiva, ocorre
0 comprometimento darizogénese. FACHINELLO et
al. (1995) também relatam que o aumento da
concentracdo de auxinaexogena, aplicadaem estacas,
provoca efeito estimulador de raizes até um valor
maximo, apartir do qual qua quer 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 reducdo na percentagem
de enrai zamento com aumento da concentracdo destes
fitorreguladores (de 0,5uM a 100uM). No presente
trabalho, quando néo se utilizou auxina no meio de
cultura (OpM) obteve-se 0,14% de enraizamento,
provavelmente, devido ao acumulo de auxinas
enddgenas provenientes das folhas ou gemas. Tal
acumulo resulta em aumento da atividade metabdlica
dotecido e, conseglientemente, naformacdo deraizes
(WAREING & PHILLIPS, 1981). O nimero médio de
raizes foi diretamente relacionado a concentracdo 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 concentragéo de
ANA ouAlB no meio de cultura.

O maior comprimento médio dasraizesfoi
obtido utilizando-seaauxina ANA (2,59cm), seguida
pelo AIB (1,86cm) e por udltimo pelo AIA (1,22cm)
(Tabela 1). Em relacdo a concentragcdo 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 para a percentagem de enraizamento
como para o comprimento médio das raizes, foram

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

obtidos com concentragdes intermediérias aguelas
utilizadas, reforcando a idéia de que o aumento da
concentracdo de auxina exdgena provoca efeito
estimulador deraizes até um valor méximo, apartir do
qgual qualquer acréscimo de auxinas tem efeito
inibitorio.

Na auséncia de auxinas, aintensidade de
formag&o decalofoi nula. Porém, com 5, 10 e 15uM, a

maior intensidade de formag&o de cal o foi obtidacom
0AIB eo ANA, seguido pelo AlA. Jacom 20uM, a
formacéao de calo foi maior com 0 AIB, seguido pelo
ANA epor tltimo peloAlA (Figura2d). ComoAIB e
0ANA, observou-se um comportamento quadrético
para aintensidade de formagado de calo em relagéo a
concentracdo de auxina, obtendo o ponto de méxima
(notasde 2,06 e 1,33, respectivamente, sendo 1=baixa
e 2=dtaintensidade de formagao de calo) com 20uM
e17,4uM destas aLixinas, respectivamente. Utilizando-
se 0 AlA, a intensidade de formagdo de calo foi
diretamente proporcional a sua concentragcdo, com
notade 0,69 (sendo 1=baixaintensidade de formacgao
decalo) utilizando-se 20uM.

A formago decalo nazonadeenraizamento é
indesgjavel, poiselapode afetar aqualidade dasraizes,
principalmente no que se refere a conexdo vascular
comaplanta(FACHINELLO et al., 1995). A diferenca
observada entre as auxinas, no presente trabal ho, pode
estar relacionadaamaior degradacéo e menor taxade
absorcdo de AIA em relac8o as outras duas auxinas
(ANA eAlB). Segundo NISSEN & SUTTER (1990), o
AlA é foto-oxidado rapidamente no meio de cultura
(50% em 24 horas), 0AlB levemente (10% em 24 horas),
sendo 0 ANA muito mais estavel que os outros dois.
Além dafoto-oxidacdo, 0 AIA é degradado pelaAlA-
oxidase, podendo também se ligar a outras moléculas
na planta produzindo conjugados e perdendo sua
aividadeauxinica(ROSS, 1992). | sto explicariaamenor
intensidade de formacgdo 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
gue o AlB ocupou uma posi¢do intermediéria.

Trintadias apds o inicio da aclimatizagéo,
depoisdas plantasterem permanecido durante 10 dias
em bandeja tampada na sala de crescimento, 10 dias
em bandeja tampada no telado, e 10 dias em bandeja
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
pléstica aberta e caixa pléstica coberta com vidro,
respectivamente.

A reducdo no numero de plantas
sobreviventes ocorreu apés 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, & mudanca das
condic¢Bes ambientais as quais as plantas estavam
submetidas, principalmente, a temperatura, que na
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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 aclimatagdo &s condigdes ex vitro, ao longo de 30 dias. UFPdl,

Pelotas, RS. 2003.

Estédios de aclimatagéo as condigdes ex vitro

NUmero de plantas sobreviventes/total de % de sobrevivéncia*

plantas aclimatadas

Apobs 10 dias em bandeja tampada mantida na sala de crescimento

Apos 10 dias em bandgja tampada mantida no telado
Apobs 10 dias em bandeja destampada mantida no telado

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

* Médias seguidas pela mesmaletra 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 proliferacdo de fungos nas folhas das
microestacas, causando a morte de algumas plantas.
A altaumidade relativa que se faz necessaria paraa
sobrevivéncia das plantas e a alta temperatura, sdo
extremamente favoraveis ao répido desenvol vimento
detodo tipo de microrganismo (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). Aliada a essa condicdo, a
fragilidade dos tecidos, pouco lignificados e
desprovidos de camada cuticular, deixa a planta
suscetivel ainvasdo de microrganismos saprofiticos
e ao ataque de patégenos.

CONCLUSDES

Parao enraizamentoin vitro de marmeleiro
cv. MC o &cido indolbutirico (AlB), naftalenoacético
(ANA) ou 3-indolacético (AlA), quando utilizado na
concentracdo de 10uM no meio de cultura, promovea
maior percentagem de enraizamento.A mudanca
gradativa do ambiente durante a aclimatizag@o das
plantas possibilita uma sobrevivéncia de 65,12% das
plantasao fim de 30 dias.
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