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MICROPROPAGA(}AO DO POBTA-ENXERTO DE MACIEIRA ‘Selecéo 69’
TOLERANTE A PODRIDAO DO COLO ( Phytophthora cactorun

MICROPROPAGATION OF ‘Selecéo 69' APPLE ROOTSTOCK TOLERANT
THE ROTTING ( Phytophthora cactorum

Claudete Santa-Catarind Scheila da Conceigéo Maciel Frederico Denard? Enio Luiz Pedrotti*

RESUMO

A utilizacdo de porta-enxertosndes, tolerantes a
problemas fitossanitarios da cultura da macieira, compoalri-
déo do colo RPhytophthora cactoruny pode aumentar o rendi-
mento e reduzir os custos de producédo. Com o presente trabalho,
objetivou-se estabelecer um protocolo de micropropagacdo do
porta-enxerto ‘Selecéo 69’, tolerante a podriddo do colo. Apices
meristematicos foram cultiosin vitro em meio de cultura MS,
suplementado com 4/M de 6-Benzilaminopurina (BAP), 248!
de Acido indolbutirico (AIB), 08V de Acido giberélico (G4,
3% de sacarose e 0,6% de agar. Foram testados o efeito da
concentracéo de BAP (2,2 e 4M) e o efeito dos meios de
cultura (MS, Cheng e Quoirin & Lepoivre) na multiplicacdo das
brotacdes. No alongamento das brota¢des, foram testados os
efeitos do GA(0; 0,5; 1,0 e 1,6M) e AIB (0; 0,5 e 1,0M). Para
a fase de enraizamentx vitro e aclimatizacdo, foram testadas
diferentes concentraces de AIB (0; 1 e 2 IA taxa de desen-
volvimento dos apices meristematicos calfiesin vitro foi de
30%. Para estimular a brota¢do, a melhor concentracdo de BAP
foi 2,2uM, a qual proporcionou 2,6 brotages por explante. O
meio MS proporcionou 0 maior nimero de brotagbes por ex-
plante (2,5), porém néo diferiu estatisticamente do meio Cheng
(2,0 brotacdes por explante). Para a fase de alongamento, o meio
MS suplementado com 24 de BAP e 1,0M de AIB, proporci-
onou a maior altura das brotagbes (23mm). Na fase de enraiza-
mentoex vitro e aclimatizac&o, as concentracdes de 0, 1 e 2g L
de AIB possibilitaram em média, 77,3% de enraizamento das
microestacas.

Palavras-chave apices meristematicos, cultuia vitro, enrai-
zamenteex vitro, aclimatizagéo.

SUMMARY

The wuse of tolerant apple rootstocks to

phytossanitary problems as the rottifféhytophthora cactorum
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is able to increase the production with cost reduction. The
objective of the present study is to establigh vitro
micropropagation protocol of the '69 Selection' rootstocks
tolerant to the rotting. Meristems was cultivatedvitro on MS
medium supplemented with g4M of 6-Benzilaminopurine (BAP),
2.5uM of Indol Butiric Acid (IBA), 0.BM of Giberilic Acid (GA),

3% of sucrose and 0.6% of agar. The effect of BAP concentration
(2.2 and 4.4M) and the effect of culture media (MS, Cheng and
Quoirin & Lepoivre) were tested in the shootlfiplication. In

the shoot elongation phase, the effects of @4 0.5; 1.0 and
1.5uM) and IBA (0; 0.5 and 1/M) were tested. During the
rooting ex vitro and acclimatization phase, ifitrent IBA
concentrations (0; 1 and 2g™) were tested. The rate of acme
meristems development was 30% of the meristeiitisated in
vitro. For the shoot number, the best BAP concentration was
2.2uM that provided 2.6 shoots/explant. The MS medium
provided the largest shoot number for explant (2.5), however it
was not differing of Cheng medium (2.0 shoots/explant). For the
shoot elongation phase, the MS medium supplementgiVl106

IBA provided the largest height of shoots (23mm). Inetheitro
rooting and acclimatization phase, the 0, 1.0 and 2.8g@LIBA
concentrations, were able to achieve on average of 77,3% of
microcuttings rooting.

Key words: meristem culturein vitro culture, ex vitro rooting,
acclimatization.
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1999). A producdo atual, em torno de 800 mil porta-enxerto ‘Selecdo 69, mantidas em casa de
toneladas, j4 esta suprindo a demanda nacional, comvegetacédo. A assepsia foi realizada através da imer-
50 toneladas do produto exportadas na safra de 1999sdo das gemas apicais em etanol 70% (v:v) por 1
(CENTELLAS et al, 1999; ASSOCIACAO minuto e hipoclorito de sédio 1% por 20 minutos,

BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MACA, seguido de 3 lavagens em agua destilada e autocla-
1999). Entretanto, persistem ainda problemas de vada em camara de fluxo laminar. As gemas apicais
qgualidade e os custos de produgdo ainda s&o foram mantidas em solugdo de &cido ascorbico a
elevados. Dentre os fatores responsaveis pelo custo1,5% durante 15 minutos, e posteriormente, foram

de producdo, o controle fitossanitario representa
mais de 30% do total, visto que os produtores vém
empregando  porta-enxertos  suscetiveis  aos
principais organismos fitopatogénicos do solo, como
a podriddo do colo Rhytophthora cactorumy
podriddo-branca Rosellinia necatriy e pulgéo
lanigero Eriosoma lanigerumn).
Com o objetivo de selecionar novos porta-

obtidos os apices meristematicos.

Os apices meristematicos foram inocula-
dos em meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), suplementado comdide BAP
(6-benzilaminopurina), 2i8V de AIB (acido indol-
butirico), 0,3M de GA; (4cido giberélico), 3% de
sacarose e 0,6% de agar. As culturas foram transfe-
ridas para a sala de crescimento e mantidas na tem-

enxertos resistentes a estes Organismos, a Empresaperatura de 25 + 1°C, na auséncia de luz durante 5
de Pesquisa Agropecuaria e Extensao Rural de Santagias. Posteriormente, foram colocados em presenca

Catarina S.A. (Epagri) tem desenvolvido trabalhos
de introducdo de novos gendtipos. Dentre 0s novos
porta-enxertos introduzidos, alguns sdo promissores
por apresentarem resisténcia simultanea a podridao
do colo e ao pulgdo lanigero (DENARDI &
BERTON, 1995), dentre eles a ‘Selecdo 69’. Por
esta razdo, poderdo substituir os atuais porta-
enxertos das séries ‘M’ e ‘MM’, todos suscetiveis a
um ou mais desses organismos.

A possivel substituicdo dos porta-enxertos
por novas opc¢des, requer, entretanto, a disponibili-
dade de grande quantidade de material propagativo.
A micropropagacao via cultura de meristemas é uma
técnica viavel para a propagacdo massal, pois apre-

senta elevadas taxas de multiplicacdo comparada aos
métodos convencionais de propagacgao. Para a maci-

eira, RIBAS & ZANETTE (1992) e YUlet al.
(1993) desenvolveram protocolos de micropropaga-
¢éo a partir da cultura de meristemas, e NUNES
al. (1999) e DIAZ-PEREZt al. (1995) estabeke-

ram protocolos para o enraizamento e aclimatizagao
de plantas de macieira micropropagadas. Com isto,

abrem-se perspectivas para o uso desta técnica em

programas de producdo comercial de clones geneti-
camente superiores.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer
um protocolo de micropropagacdo do porta-enxerto
de macieira ‘Selecao 69’ a partir de apices meriste-
maticos.

MATERIAL E METODOS

Obtencéo, assepsia e cultivo dos apices meriste-
maticos

Os apices meristematicos de 2 a 4mm,
contendo 2 a 3 primérdios foliares adjacentes, foram
retirados de gemas apicais de plantas matrizes do

de luz com intensidade de#ol m?s® e fotoperi-
odo de 16 horas.

Indug&o de brotacdes

Para quantificar o efeito do BAP sobre a
taxa de multiplicacdo das brotacbes, segmentos
nodais de 8 a 10mm de altura foram inoculados em
meio de cultura MS, suplementado com 3% de saca-
rose e 0,6% de agar, na presenca de 2,2 piVidié
BAP. As culturas foram mantidas em sala de cres-
cimento com temperatura de 25 + 1°C, intensidade
luminosa de 4@mol m? s* e fotoperiodo de 16
horas de luz. Apés 40 dias de cultivo foram avalia-
dos o numero de brotagbes maiores de que 5mm de
altura. O delineamento experimental utilizado foi o
completamente casualizado, composto por cinco
repeti¢bes contendo cinco explantes cada.

Multiplicagéo das brotagcbes em diferentes com-
posi¢des salinas

Para quantificar o efeito de diferentes
composicdes salinas dos meios de cultura sobre a
taxa de multiplicacdo das brotacbes, segmentos
nodais de 8 a 10mm de altura foram inoculados nos
seguintes meios de cultura: 1) MS; 2) Cheng
(CHENG, 1978) e 3) QL (QUOIRIN & LEPOIVRE,
1977). A estes meios de cultura, foram adicionados
2,2uM de BAP, 3% de sacarose e 0,6% de &gar. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com
as mesmas caracteristicas do experimento anterior.

Ap6s 50 dias de cultivo, foram avaliados o ndmero

de brotaces maiores do que 5mm e a altura das
brotacbes. O delineamento experimental utilizado
foi o completamente casualizado, composto por
cinco repeticdes contendo cinco segmentos nodais
cada.
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Alongamento das brotagfes para o estabelecimento e crescimeintositro dos
Para testar o efeito de fitorreguladores de @&pices meristematicos. Neste meio, 30% dos apices
crescimento sobre o alongamento das brotagdes, meristematicos se desenvolveram, dando origem a
segmentos nodais de 8 a 10mm, foram inoculados eixos caulinares, 30% oxidaram e necrosaram, e
em meio de cultura MS, suplementado com 3% de 40% deles apresentaram contaminagfes por bactéri-
sacarose, 0,6% de &gar, na presenca de BAP e/ouas. Resultados que corroboram os obtidos por
variando a concentracdo de AIB e $As trata- RIBAS & ZANETTE (1992), que obtiveram o esta-

mentos foram: 1) 2M de BAP; 2) 2,2M de BAP belecimento de &pices meristeméticos da cultivar
+ 0,5uM de GA; 3) 2,21M de BAP + 1,M de ‘Gala’ em meio de cultura na presenca dos mesmos
GAg; 4) 2,21IM de BAP + 1,5M de GA; 5) 2,uM fitor_reguladores € nas mesmas concentrag_c”)es. @]
de BAP + 0,5M de AIB; 6) 2,2iM de BAP + conjunto destes resultados reforca a premissa de
1,0uM de AIB; 7) 2,21M de BAP + 1,@M de AIB GEORGE (1996), segundo o qual, as citocininas, as

+ 1,51M de GA, As culturas foram mantidas em auxinas e o qmdo glberellco,~ admmna@o_s conjunta-
mente ao meio de cultura, sdo necessarios para pro-

sala de crescimento com as mesmas caracteristicas ; X o
supracitadas. Apés 50 dias de cultivo, foram avalia- MOVer O crescimento e o desenvolvimento de apices
dos 0 nimero e a altura das brotacdes maiores do Meristematico vitro.

gue 5mm e o numero de gemas por brotacdo. O . .

delineamento experimental utilizado foi o comple- nducao de brotacoes

tamente casualizado, composto por cinco repeticdes O meio de cultura MS, contendo )2
contendo cinco segmentos nodais cada. de BAP, promoveu a producdo de 2,6 brotagoes por
meristema inoculado, os quais apresentaram uma

Enraizamentoex vitroe aclimatizac&o altura média de 13mm. Este tratamento foi superior
Para quantificar o efeito de concentraces @0 tratamento com 4 de BAP (Tabela 1). Os

de AIB sobre o enraizamengx vitro, foram utiliza- resultad_os obtidos neste trabalho sdo semelhantes

das microestacas de 10 a 15mm de altura, oriundas20S obtidos por YUlkt al. (1993). Com o porta-

do cultivoin vitro. As bases das microestacas foram €nxerto ‘M-7’, os autores obtiveram o maior numero

imersas nas solucées de AIB de 0, 1 e 2gbr 10 de brotacbes com altura superior a 10mm quando

segundos e transferidas para bandejas alveoladasutilizaram 2,22M BAP no meio de cultura. Possi-

contendo substrato composto de solo argiloso (terra Velmente, a maior concentracdo de BAP utilizada

roxa estruturada) e casca de arroz carbonizada, naPara o porta-enxerto ‘Selecao 69’ inibiu a formacao

proporcéo de 1:1 (v:v). As bandejas foram colocadas de novos meristemassKOOG et al (1965) dao

em caixas plasticas e cobertas com placas de vidro Suporte a esta hipétese, pois observaram que a divi-

transparente. Apés, foram transferidas para sala de S&0 celular € dependente da concentracéo de citoci-

aclimatizac&o, com intensidade luminosa dgrd@l nina no meio, do genotipo e das condicdes de cultu-

m? s, fotoperiodo de 16 horas de luz e umidade fa. Para o porta-enxerto ‘Sele¢éo 69', as altas con-

relativa de 100%, conforme metodologia utilizada

por PEDROTTI (1993). A percentagem de enraiza-

mento, a altura da parte aérea, 0 nimero e Compri_TabeIa 1 - Efeito de diferentes concentracbes de BAP (6-

Benzilaminopurina) sobre o nimero e o compri-

mento an ra|z_es €0 numero de f(?lhas foram ava“"f" mento das brotagdes do porta-enxerto de macieira
dos ap6s 30 dias de cultivo. O delineamento experi- ‘Selegéo 69', apés 40 dias de cultiirovitro, em
mental utilizado foi o completamente casualizado, meio de cultura MS. CCA/UFSC, 1998/99.

composto por cinco repeticbes contendo cinco mi-
croestacas cada.

Concentragdes Numero de Altura das
de BAP brotagbes brotagdes (mm)
Andlise dos dados
Os resultados dos experimentos foram
. \ £\ A . 2,2uM 26a* 13a

submetidos a andlise da variancia e ao teste de sepa-

~ o . 4,41M 1,9 b 10 b
racdo de médias de Duncan ao nivel de 5% de pro-
babilidade de erro. Média 2,3 11,5
RESULTADOS E DISCUSSAO C.V. (%) 24,9 26,4

Cultivo dos apl(,:es meristematicos *Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem
O meio MS, suplementado com @M de significativamente, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade de

BAP, 2,5M de AIB e 0,3IM de GA; foi eficiente erro.

Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, 2001.
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centracbes de BAP podem ter diminuido as taxas de que as plantas utilizam preferencialmente no meta-

divisdo celular e provocado um menor efeito sobre o
numero e a altura das brota¢fes produzidas.

Multiplicacdo das brotacbes em diferentes com-
posicdes salinas

O meio de cultura MS promoveu a indu-
¢do de 2,5 brotagbes por explante inoculado, nao
diferindo do meio de cultura Cheng, que induziu 2,0
brotacdes por explante. No entanto, o0 meio de cultu-
ra MS foi superior ao meio QL, que induziu 1,4
brotacdes por explante (Tabela 2). O ndmero de

bolismo celular (GEORGE, 1996).

Alongamento das brotagdes

Nao foram observados aumentos na altura
das brotacbes em funcdo da presenca de @A
meio de cultura (Tabela 3). Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por RIBAS & ZANETTE
(1992), os quais observaram que, apesar do efeito
deste promotor de crescimento sobre a elongacao
das plantas, 0 GAadicionado ao meio de cultura
ndo proporcionou aumento na altura das brotacfes

das cultivares ‘Golden Delicious’ e ‘Gala’. Para o
porta-enxerto ‘Sele¢do 69’, em alguns tratamentos, a
presenca de GAteve efeito inibitério no alonga-
mento das brota¢bes. Possivelmente, a autoclavagem
do meio de cultura pode ter reduzido o efeito do
Além disso, no meio de cultura QL, as GAs. Esta hipotese esta baseada nas constatagoes de
folnas das plantas do porta-enxerto ‘Selecdo 69 YUI et al. (1993) e PEDROTTEt al. (1994). Para
apresentaram coloracdo verde clara, ao passo queestes autores, algumas substancias orgéanicas s&o
nos meios de cultura MS e Cheng, contendo maiores parcialmente degradadas pela autoclavagem, o que
concentragdes de alguns nutrientes, as folhas apre-reduz a sua atividade biolégica. Nesta condigéo, o
sentaram colorac&o verde intensa. A principal varia- GAs, deve ser filtroesterilizado e adicionado ao meio
¢ao entre os meios de cultura é a fonte de nitrogénio. de cultura apo6s sua autoclavagem.
Este resultado pode estar relacionado com a pequena Para o porta-enxerto ‘Sele¢do 69’, a adi-
qguantidade de nitrogénio na forma de ion aménio no ¢do de 1,QM de AIB, combinado com 2 de
meio de cultura QL. O meio de cultura QL apresenta BAP proporcionou aumento na altura das brotagdes,
4,2% do nitrogénio na forma do ion aménio (YH guando comparado com o meio de cultura contendo
e 95,8% na forma do ion nitrato (MY enquanto 2,2uM de BAP combinado com 0,5, 1,0 e i\ de
que os meios de cultura MS e Cheng apresentam GA; (Tabela 3). Estes resultados estdo de acordo
34,4% do nitrogénio na forma do ion amdnio € com os obtidos por DUSTAM:t al. (1985), que
65,6% na forma do ion nitrato. Comparado com 0 aumentaram a altura das brotacdes do porta-enxerto
ion nitrato, o qual € a forma de nitrogénio altamente ‘M-4' com a adicdo de 1M de AIB no meio de
oxidada, o ion aménio € a forma de nitrogénio alta- cultura e corroboram a premissa de GEORGE
mente reduzida sendo esta, a forma de nitrogénio (1996) segundo o qual, as auxinas estdo envolvidas
na promog¢do do alongamento celular em algumas
Tabela 2 - Efeito de diferentes concentragdes salinas dos meios de €SPecies. Em funcédo destes resultados, o meio de
cultura sobre o nimero e a altura das brotagdes do cultura MS, contendo aJM de BAP e 1,QM de
porta-enxerto de macieira ‘Selecdo 69, apés 50 dias  A|B, foi adotado para as fases de multiplicacéo e
de cultivoin vitro. CCA/UFSC, 1998/99. ~
alongamento das brotacdes deste porta-enxerto.

brotacdes obtido no meio de cultura QL, para o
porta-enxerto ‘Sele¢do 69’, foi menor que o obtido
por FERRADINI et al. (1996) para o porta-enxerto
de macieira ‘M-26’. A diferenca entre estes resulta-
dos pode ser atribuida ao efeito do gendtipo.

Meios de cultivo Numerode  Altura das Enraizamento ex vitroe aclimatizagdo
brotagdes  brotagSes (cm) N&o foram observadas diferencas estatis-
ticas no enraizamen®x vitro das microestacas em
MS 25 a* 20 a funcéo das concentragbes de AIB utilizadas (Tabela
Cheng 2,0 ab 17 a 4). A taxa de sobrevivéncia das plantas do porta-
Quoirin & Lepoivre (QL) 14 b 12 a enxerto ‘Selecéio 69’, ap6s 30 dias de cultivo na sala
Média 1.9 16 de aclimatizagdo foi em média 77,3%. Este resultado
indica que, em virtude das condi¢des fornecidas pelo
C.V. (%) 308 436 conjunto de fatores envolvidos no enraizameso

vitro deste porta-enxerto, ndo é necesséria a aplica-
¢ao de AIB para a indugdo de raizes, reduzindo os
custos de méo-de-obra para o preparo das microesta-
cas. Além disso, o sistema de enraizamerteitro

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna
ndo diferem significativamente, pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade de erro.

Ciéncia Rural, v. 31, n. 5, 2001.
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Tabela 3- Efeito de fitorreguladores de crescimento (BAP, AIB es3sdbrea  em programas de micropropagagéo massal
altura, nUmero brota¢des e o niUmero gemas por brotagdo do porigs, _
enxerto de macieira ‘Selecdo 69’, apos 50 dias de cuhiwdtro. WReste porta-enxerto, em acordo com aqueles

CCAIUFSC, 1998/99. obtidos por PEDROTTI & VOLTOLINI
(1997), com o porta-enxerto ‘M-9’.

Fitorreguladores de crescimento  Alturadas Nudmero Numero de CONCLUSOES

(UM) brotacbes de gemas/
(mm) brotagbes brotacdo
a) o protocolo testado proporciona
T1-BAP2.22 18 ab * 19 be 6.2 b resultados adequ_ados a producéo m‘assal ~de
T2-BAP 2,22 + GAO,5 14 ¢ 14 ¢ 52 b mudas de macieira do porta-enxerto ‘Selecao
T3-BAP 2,22+ GA1,0 17 bc 2,2ab 95a 69’ isentas de viroses; b) para a multiplicagéo,
T4-BAP222+GAL15 15 bc 26a 107a  os melhores resultados foram obtidos com a
T5-BAP 2,22 + AIB0,5 19 ab 2,0 be 94a tilizacdo d i de cultura MS supl tad
T6-BAP 2.22 + AIB 1.0 232 18 bo 99a Utilizacdo do meio de cultura suplementado
T7-BAP222+AIB10+GAL5 2la 20 b 112a com de 2,AM de BAP; c) O alongamento das
o brotacbes foi promovido com a adicdo de
Média 18,1 1,9 8,9

1,0uM de AIB ao meio de cultura MS; d) Para
C.V. (%) 18,8 219 32,8 0 enraizamento de microestacas vitro €

aclimatizacéo, as concentracdes de AIB utiliza-

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna néo diferem significati(\:/{szti-S ndo diferiram entre si quanto a percentagem

mente, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade de erro. de enraizamento, numero e comprimento das
raizes, numero de folhas e altura da parte aérea

N i das plantas.
permitiu que as raizes éeer rubrum, Betula nigra
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