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RESUMO

A utilização de porta-enxertos anões, tolerantes a
problemas fitossanitários da cultura da macieira, como a podri-
dão do colo (Phytophthora cactorum), pode aumentar o rendi-
mento e reduzir os custos de produção. Com o presente trabalho,
objetivou-se estabelecer um protocolo de micropropagação do
porta-enxerto ‘Seleção 69’, tolerante à podridão do colo. Ápices
meristemáticos foram cultivados in vitro em meio de cultura MS,
suplementado com 4,4µM de 6-Benzilaminopurina (BAP), 2,5µM
de Ácido indolbutírico (AIB), 0,3µM de Ácido giberélico (GA3),
3% de sacarose e 0,6% de ágar. Foram testados o efeito da
concentração de BAP (2,2 e 4,4µM) e o efeito dos meios de
cultura (MS, Cheng e Quoirin & Lepoivre) na multiplicação das
brotações. No alongamento das brotações, foram testados os
efeitos do GA3 (0; 0,5; 1,0 e 1,5µM) e AIB (0; 0,5 e 1,0µM). Para
a fase de enraizamento ex vitro e aclimatização, foram testadas
diferentes concentrações de AIB (0; 1 e 2g L-1). A taxa de desen-
volvimento dos ápices meristemáticos cultivados in vitro foi de
30%. Para estimular a brotação, a melhor concentração de BAP
foi 2,2µM, a qual proporcionou 2,6 brotações por explante. O
meio MS proporcionou o maior número de brotações por ex-
plante (2,5), porém não diferiu estatisticamente do meio Cheng
(2,0 brotações por explante). Para a fase de alongamento, o meio
MS suplementado com 2,2µM de BAP e 1,0µM de AIB, proporci-
onou a maior altura das brotações (23mm). Na fase de enraiza-
mento ex vitro e aclimatização, as concentrações de 0, 1 e 2g L-1

de AIB possibilitaram em média, 77,3% de enraizamento das
microestacas.

Palavras-chave: ápices meristemáticos, cultura in vitro, enrai-
zamento ex vitro, aclimatização.

SUMMARY

The use of tolerant apple rootstocks to
phytossanitary problems as the rotting (Phytophthora cactorum)

is able to increase the production with cost reduction. The
objective of the present study is to establish in vitro
micropropagation protocol of the '69 Selection' rootstocks
tolerant to the rotting. Meristems was cultivated in vitro on MS
medium supplemented with 4.4µM of 6-Benzilaminopurine (BAP),
2.5µM of Indol Butiric Acid (IBA), 0.3µM of Giberilic Acid (GA3),
3% of sucrose and 0.6% of agar. The effect of BAP concentration
(2.2 and 4.4µM) and the effect of culture media (MS, Cheng and
Quoirin & Lepoivre) were tested in the shoot multiplication. In
the shoot elongation phase, the effects of GA3 (0; 0.5; 1.0 and
1.5µM) and IBA (0; 0.5 and 1.0µM) were tested. During the
rooting ex vitro and acclimatization phase, different IBA
concentrations (0; 1 and 2g L-1) were tested. The rate of acme
meristems development was 30% of the meristems cultivated in
vitro. For the shoot number, the best BAP concentration was
2.2µM 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 supplemented 1.0µM of
IBA provided the largest height of shoots (23mm). In the ex vitro
rooting and acclimatization phase, the 0, 1.0 and 2.0g L-1 of IBA
concentrations, were able to achieve on average of 77,3% of
microcuttings rooting.

Key words: meristem culture, in vitro culture, ex vitro rooting,
acclimatization.

INTRODUÇÃO

O Estado de Santa Catarina destaca-se
como o maior produtor de maçãs, totalizando em
torno de 60% da produção nacional (ASSOCIAÇÃO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MAÇÃ,
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1999). A produção atual, em torno de 800 mil
toneladas, já está suprindo a demanda nacional, com
50 toneladas do produto exportadas na safra de 1999
(CENTELLAS et al., 1999; ASSOCIAÇÃO
BRASILEIRA DE PRODUTORES DE MAÇÃ,
1999). Entretanto, persistem ainda problemas de
qualidade e os custos de produção ainda são
elevados. Dentre os fatores responsáveis pelo custo
de produção, o controle fitossanitário representa
mais de 30% do total, visto que os produtores vêm
empregando porta-enxertos suscetíveis aos
principais organismos fitopatogênicos do solo, como
a podridão do colo (Phytophthora cactorum),
podridão-branca (Rosellinia necatrix) e pulgão
lanígero (Eriosoma lanigerum).

Com o objetivo de selecionar novos porta-
enxertos resistentes a estes organismos, a Empresa
de Pesquisa Agropecuária e Extensão Rural de Santa
Catarina S.A. (Epagri) tem desenvolvido trabalhos
de introdução de novos genótipos. Dentre os novos
porta-enxertos introduzidos, alguns são promissores
por apresentarem resistência simultânea à podridão
do colo e ao pulgão lanígero (DENARDI &
BERTON, 1995), dentre eles a ‘Seleção 69’. Por
esta razão, poderão substituir os atuais porta-
enxertos das séries ‘M’ e ‘MM’, todos suscetíveis a
um ou mais desses organismos.

A possível substituição dos porta-enxertos
por novas opções, requer, entretanto, a disponibili-
dade de grande quantidade de material propagativo.
A micropropagação via cultura de meristemas é uma
técnica viável para a propagação massal, pois apre-
senta elevadas taxas de multiplicação comparada aos
métodos convencionais de propagação. Para a maci-
eira, RIBAS & ZANETTE (1992) e YUI et al.
(1993) desenvolveram protocolos de micropropaga-
ção a partir da cultura de meristemas, e NUNES et
al. (1999) e DIAZ-PÉREZ et al. (1995) estabelece-
ram protocolos para o enraizamento e aclimatização
de plantas de macieira micropropagadas. Com isto,
abrem-se perspectivas para o uso desta técnica em
programas de produção comercial de clones geneti-
camente superiores.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer
um protocolo de micropropagação do porta-enxerto
de macieira ‘Seleção 69’ a partir de ápices meriste-
máticos.

MATERIAL E MÉTODOS

Obtenção, assepsia e cultivo dos ápices meriste-
máticos

Os ápices meristemáticos de 2 a 4mm,
contendo 2 a 3 primórdios foliares adjacentes, foram
retirados de gemas apicais de plantas matrizes do

porta-enxerto ‘Seleção 69’, mantidas em casa de
vegetação. A assepsia foi realizada através da imer-
são das gemas apicais em etanol 70% (v:v) por 1
minuto e hipoclorito de sódio 1% por 20 minutos,
seguido de 3 lavagens em água destilada e autocla-
vada em câmara de fluxo laminar. As gemas apicais
foram mantidas em solução de ácido ascórbico a
1,5% durante 15 minutos, e posteriormente, foram
obtidos os ápices meristemáticos.

Os ápices meristemáticos foram inocula-
dos em meio de cultura MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), suplementado com 4,4µM de BAP
(6-benzilaminopurina), 2,5µM de AIB (ácido indol-
butírico), 0,3µM de GA3 (ácido giberélico), 3% de
sacarose e 0,6% de ágar. As culturas foram transfe-
ridas para a sala de crescimento e mantidas na tem-
peratura de 25 + 1ºC, na ausência de luz durante 5
dias. Posteriormente, foram colocados em presença
de luz com intensidade de 40µmol m-2 s-1 e fotoperí-
odo de 16 horas.

Indução de brotações
Para quantificar o efeito do BAP sobre a

taxa de multiplicação das brotações, 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 ágar, na presença de 2,2 ou 4,4µM de
BAP. As culturas foram mantidas em sala de cres-
cimento com temperatura de 25 + 1ºC, intensidade
luminosa de 40µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16
horas de luz. Após 40 dias de cultivo foram avalia-
dos o número de brotações maiores de que 5mm de
altura. O delineamento experimental utilizado foi o
completamente casualizado, composto por cinco
repetições contendo cinco explantes cada.

Multiplicação das brotações em diferentes com-
posições salinas

Para quantificar o efeito de diferentes
composições salinas dos meios de cultura sobre a
taxa de multiplicação das brotações, 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
2,2µM de BAP, 3% de sacarose e 0,6% de ágar. As
culturas foram mantidas em sala de crescimento com
as mesmas características do experimento anterior.
Após 50 dias de cultivo, foram avaliados o número
de brotações maiores do que 5mm e a altura das
brotações. O delineamento experimental utilizado
foi o completamente casualizado, composto por
cinco repetições contendo cinco segmentos nodais
cada.
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Alongamento das brotações
Para testar o efeito de fitorreguladores de

crescimento sobre o alongamento das brotações,
segmentos nodais de 8 a 10mm, foram inoculados
em meio de cultura MS, suplementado com 3% de
sacarose, 0,6% de ágar, na presença de BAP e/ou
variando a concentração de AIB e GA3. Os trata-
mentos foram: 1) 2,2µM de BAP; 2) 2,2µM de BAP
+ 0,5µM de GA3; 3) 2,2µM de BAP + 1,0µM de
GA3; 4) 2,2µM de BAP + 1,5µM de GA3; 5) 2,2µM
de BAP + 0,5µM de AIB; 6) 2,2µM de BAP +
1,0µM de AIB; 7) 2,2µM de BAP + 1,0µM de AIB
+ 1,5µM de GA3. As culturas foram mantidas em
sala de crescimento com as mesmas características
supracitadas. Após 50 dias de cultivo, foram avalia-
dos o número e a altura das brotações maiores do
que 5mm e o número de gemas por brotação. O
delineamento experimental utilizado foi o comple-
tamente casualizado, composto por cinco repetições
contendo cinco segmentos nodais cada.

Enraizamento ex vitro e aclimatização
Para quantificar o efeito de concentrações

de AIB sobre o enraizamento ex vitro, foram utiliza-
das microestacas de 10 a 15mm de altura, oriundas
do cultivo in vitro. As bases das microestacas foram
imersas nas soluções de AIB de 0, 1 e 2g.L-1 por 10
segundos e transferidas para bandejas alveoladas
contendo substrato composto de solo argiloso (terra
roxa estruturada) e casca de arroz carbonizada, na
proporção de 1:1 (v:v). As bandejas foram colocadas
em caixas plásticas e cobertas com placas de vidro
transparente. Após, foram transferidas para sala de
aclimatização, com intensidade luminosa de 40µmol
m-2 s-1, fotoperíodo de 16 horas de luz e umidade
relativa de 100%, conforme metodologia utilizada
por PEDROTTI (1993). A percentagem de enraiza-
mento, a altura da parte aérea, o número e compri-
mento das raízes e o número de folhas foram avalia-
dos após 30 dias de cultivo. O delineamento experi-
mental utilizado foi o completamente casualizado,
composto por cinco repetições contendo cinco mi-
croestacas cada.

Análise dos dados
Os resultados dos experimentos foram

submetidos à análise da variância e ao teste de sepa-
ração de médias de Duncan ao nível de 5% de pro-
babilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Cultivo dos ápices meristemáticos
O meio MS, suplementado com 4,4µM de

BAP, 2,5µM de AIB e 0,3µM de GA3 foi eficiente

para o estabelecimento e crescimento in vitro dos
ápices meristemáticos. Neste meio, 30% dos ápices
meristemáticos se desenvolveram, dando origem a
eixos caulinares, 30% oxidaram e necrosaram, e
40% deles apresentaram contaminações por bactéri-
as. Resultados que corroboram os obtidos por
RIBAS & ZANETTE (1992), que obtiveram o esta-
belecimento de ápices meristemáticos da cultivar
‘Gala’ em meio de cultura na presença dos mesmos
fitorreguladores e nas mesmas concentrações. O
conjunto destes resultados reforça a premissa de
GEORGE (1996), segundo o qual, as citocininas, as
auxinas e o ácido giberélico, adicionados conjunta-
mente ao meio de cultura, são necessários para pro-
mover o crescimento e o desenvolvimento de ápices
meristemáticos in vitro.

Indução de brotações
O meio de cultura MS, contendo 2,2µM

de BAP, promoveu a produção de 2,6 brotações por
meristema inoculado, os quais apresentaram uma
altura média de 13mm. Este tratamento foi superior
ao tratamento com 4,4µM de BAP (Tabela 1). Os
resultados obtidos neste trabalho são semelhantes
aos obtidos por YUI et al. (1993). Com o porta-
enxerto ‘M-7’, os autores obtiveram o maior número
de brotações com altura superior a 10mm quando
utilizaram 2,2µM BAP no meio de cultura. Possi-
velmente, a maior concentração de BAP utilizada
para o porta-enxerto ‘Seleção 69’ inibiu a formação
de novos meristemas. SKOOG et al. (1965) dão
suporte a esta hipótese, pois observaram que a divi-
são celular é dependente da concentração de citoci-
nina no meio, do genótipo e das condições de cultu-
ra. Para o porta-enxerto ‘Seleção 69’, as altas con-

Tabela 1 - Efeito de diferentes concentrações de BAP (6-
Benzilaminopurina) sobre o número e o compri-
mento das brotações do porta-enxerto de macieira
‘Seleção 69’, após 40 dias de cultivo in vitro, em
meio de cultura MS. CCA/UFSC, 1998/99.

Concentrações
de BAP

Número de
brotações

Altura das
brotações (mm)

2,2µM 2,6 a * 13 a
4,4µM 1,9  b 10  b

Média 2,3 11,5

C.V. (%) 24,9 26,4

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna não diferem
significativamente, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade de
erro.
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centrações de BAP podem ter diminuído as taxas de
divisão celular e provocado um menor efeito sobre o
número e a altura das brotações produzidas.

Multiplicação das brotações em diferentes com-
posições salinas

O meio de cultura MS promoveu a indu-
ção de 2,5 brotações por explante inoculado, não
diferindo do meio de cultura Cheng, que induziu 2,0
brotações por explante. No entanto, o meio de cultu-
ra MS foi superior ao meio QL, que induziu 1,4
brotações por explante (Tabela 2). O número de
brotações obtido no meio de cultura QL, para o
porta-enxerto ‘Seleção 69’, foi menor que o obtido
por FERRADINI et al. (1996) para o porta-enxerto
de macieira ‘M-26’. A diferença entre estes resulta-
dos pode ser atribuída ao efeito do genótipo.

Além disso, no meio de cultura QL, as
folhas das plantas do porta-enxerto ‘Seleção 69’
apresentaram coloração verde clara, ao passo que
nos meios de cultura MS e Cheng, contendo maiores
concentrações de alguns nutrientes, as folhas apre-
sentaram coloração verde intensa. A principal varia-
ção entre os meios de cultura é a fonte de nitrogênio.
Este resultado pode estar relacionado com a pequena
quantidade de nitrogênio na forma de íon amônio no
meio de cultura QL. O meio de cultura QL apresenta
4,2% do nitrogênio na forma do íon amônio (NH4

+)
e 95,8% na forma do íon nitrato (NO3

-), enquanto
que os meios de cultura MS e Cheng apresentam
34,4% do nitrogênio na forma do íon amônio e
65,6% na forma do íon nitrato. Comparado com o
íon nitrato, o qual é a forma de nitrogênio altamente
oxidada, o íon amônio é a forma de nitrogênio alta-
mente reduzida sendo esta, a forma de nitrogênio

que as plantas utilizam preferencialmente no meta-
bolismo celular (GEORGE, 1996).

Alongamento das brotações
Não foram observados aumentos na altura

das brotações em função da presença de GA3 no
meio de cultura (Tabela 3). Estes resultados estão de
acordo com os obtidos por RIBAS & ZANETTE
(1992), os quais observaram que, apesar do efeito
deste promotor de crescimento sobre a elongação
das plantas, o GA3 adicionado ao meio de cultura
não proporcionou aumento na altura das brotações
das cultivares ‘Golden Delicious’ e ‘Gala’. Para o
porta-enxerto ‘Seleção 69’, em alguns tratamentos, a
presença de GA3 teve efeito inibitório no alonga-
mento das brotações. Possivelmente, a autoclavagem
do meio de cultura pode ter reduzido o efeito do
GA3. Esta hipótese está baseada nas constatações de
YUI et al. (1993) e PEDROTTI et al. (1994). Para
estes autores, algumas substâncias orgânicas são
parcialmente degradadas pela autoclavagem, o que
reduz a sua atividade biológica. Nesta condição, o
GA3, deve ser filtroesterilizado e adicionado ao meio
de cultura após sua autoclavagem.

Para o porta-enxerto ‘Seleção 69’, a adi-
ção de 1,0µM de AIB, combinado com 2,2µM de
BAP proporcionou aumento na altura das brotações,
quando comparado com o meio de cultura contendo
2,2µM de BAP combinado com 0,5, 1,0 e 1,5µM de
GA3 (Tabela 3). Estes resultados estão de acordo
com os obtidos por DUSTAN et al. (1985), que
aumentaram a altura das brotações do porta-enxerto
‘M-4’ com a adição de 1,0µM de AIB no meio de
cultura e corroboram a premissa de GEORGE
(1996) segundo o qual, as auxinas estão envolvidas
na promoção do alongamento celular em algumas
espécies. Em função destes resultados, o meio de
cultura MS, contendo 2,2µM de BAP e 1,0µM de
AIB, foi adotado para as fases de multiplicação e
alongamento das brotações deste porta-enxerto.

Enraizamento ex vitro e aclimatização
Não foram observadas diferenças estatís-

ticas no enraizamento ex vitro das microestacas em
função das concentrações de AIB utilizadas (Tabela
4). A taxa de sobrevivência das plantas do porta-
enxerto ‘Seleção 69’, após 30 dias de cultivo na sala
de aclimatização foi em média 77,3%. Este resultado
indica que, em virtude das condições fornecidas pelo
conjunto de fatores envolvidos no enraizamento ex
vitro deste porta-enxerto, não é necessária a aplica-
ção de AIB para a indução de raízes, reduzindo os
custos de mão-de-obra para o preparo das microesta-
cas. Além disso, o sistema de enraizamento ex vitro

Tabela 2 - Efeito de diferentes concentrações salinas dos meios de
cultura sobre o número e a altura das brotações do
porta-enxerto de macieira ‘Seleção 69’, após 50 dias
de cultivo in vitro. CCA/UFSC, 1998/99.

Meios de cultivo Número de
brotações

Altura das
brotações (cm)

MS 2,5   a * 2,0  a
Cheng 2,0   ab 1,7  a
Quoirin & Lepoivre (QL) 1,4   b 1,2   a

Média 1,9 1,6

C.V. (%) 30,8 43,6

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna
não diferem significativamente, pelo teste de Duncan, a 5% de
probabilidade de erro.
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permitiu que as raízes de Acer rubrum, Betula nigra
e Malus x domestica, induzidas nesta condição,
apresentaram maior sobrevivência do que aquelas
induzidas nos sistemas tradicionais in vitro
(McCLELLAND et al., 1990). Este é um fator im-
portante, visto que o sistema radicular pode rapida-
mente fornecer água e nutrientes, que são essenciais
à retomada de crescimento das plantas após sua
transferência para a casa de vegetação. Os dados
obtidos neste trabalho abrem boas perspectivas para
o uso da técnica de indução do enraizamento ex vitro

em programas de micropropagação massal
deste porta-enxerto, em acordo com aqueles
obtidos por PEDROTTI & VOLTOLINI
(1997), com o porta-enxerto ‘M-9’.

CONCLUSÕES

a) o protocolo testado proporciona
resultados adequados à produção massal de
mudas de macieira do porta-enxerto ‘Seleção
69’ isentas de viroses; b) para a multiplicação,
os melhores resultados foram obtidos com a
utilização do meio de cultura MS suplementado
com de 2,2µM de BAP; c) O alongamento das
brotações foi promovido com a adição de
1,0µM de AIB ao meio de cultura MS; d) Para
o enraizamento de microestacas ex vitro e
aclimatização, as concentrações de AIB utiliza-
das não diferiram entre si quanto à percentagem
de enraizamento, número e comprimento das
raízes, número de folhas e altura da parte aérea
das plantas.
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Fitorreguladores de crescimento
(µM)

Altura das
brotações

(mm)

Número
 de

brotações

Número de
gemas/

brotação

T1 - BAP 2,22 18 ab * 1,9   bc 6,2  b
T2 - BAP 2,22 + GA3 0,5 14     c 1,4     c 5,2  b
T3 - BAP 2,22 + GA3 1,0 17   bc 2,2 ab 9,5 a
T4 - BAP 2,22 + GA3 1,5 15   bc 2,6 a 10,7 a
T5 - BAP 2,22 + AIB 0,5 19 ab 2,0   bc 9,4 a
T6 - BAP 2,22 + AIB 1,0 23 a 1,8   bc 9,9 a
T7 - BAP 2,22 + AIB 1,0 + GA3 1,5 21 a 2,0   b 11,2 a

Média 18,1 1,9 8,9

C.V. (%) 18,8 21,9 32,8

*Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna não diferem significativa-
mente, pelo teste de Duncan, a 5% de probabilidade de erro.

Tabela 4 - Efeito das concentrações de AIB (0, 1 e 2g L-1) sobre a percentagem de
enraizamento, número de folhas, altura das plantas, número e compri-
mento das raízes do porta-enxerto de macieira ‘Seleção 69’, 30 dias após
a indução ao enraizamento realizado ex vitro e a aclimatização em subs-
trato contendo solo argiloso e casca de arroz carbonizada na proporção
de 1:1 (v.v). CCA/UFSC, 1998/99.

AIB
(g L-1)

Percentagem
de enraiza-

mento

Número
de

folhas

Altura da
parte aérea

(mm)

Número
de

raízes

Comprimento
das

raízes (mm)

0 84 a* 5,8 a 23 a 5,1  a 27 a
1 72 a 5,6 a 23 a 5,4  a 27 a
2 76 a 6,1 a 21 a 5,9  a 21 a

Média 77,3 5,8 22,3 5,5 25

C.V. (%) 10,8 29,3 25,6 62,3 48,9

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