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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo determinar o melhor material de suporte, tipo de vedagéo dos frascos e concentragéo de
sacarose, visando o enraizamento in vitro do porta-enxerto de macieira M-9. O meio de cultura usado foi 0 MS, acrescido de acido
indolbutirico-AIB (5 ?M). Os tratamentos consistiram-se no uso de dois tipos de material de suporte (agar e vermiculita); vedacéo de
frascos (algodao e papel aluminio) e da presenga ou auséncia de sacarose no meio de cultura. Constatou-se que o 4gar promoveu
o melhor desempenho para a percentagem de enraizamento, sendo superior a vermiculita em meio de cultivo com sacarose. A
vedagao dos frascos com algoddo promoveu maior nimero médio de raizes e porcentagem de enraizamento em meio de cultivo com
adicdo de sacarose.

Palavras-chave: micropropagacgao, agar, vermiculita, algodao, papel aluminio, Malus domestica.

ABSTRACT

The objective for this study was to evaluate two supportand twoof flask covers and the effect of sucrose on thein vitro
rooting of M-9 apple rootstock. The culture medium used was MS, added of indole-3-butyric acid-IBA (5 uM). The treatments consisted
of two support (agar or vermiculite); flask cover (cotton-wool or aluminum foil) and with or without addition of sucrose to the culture
media. In culture medium with sucrose, it was observed higher rooting percentage with agar than that of vermiculite. The flasks
covered with cotton-wool had higher average of root number per plantlet as well as higher rooting percentage in the culture medium
withsucrose.
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INTRODUCAO

A micropropagacdo é uma tecnologia
bastante interessante no setor de producao de mudas
frutiferas, principalmente na obtencédo de porta-
enxertos. O porta-enxerto M-9 é o mais utilizado na
regido Sul do pais em pomares de alta densidade,
devido ao efeito ananizante sobre a cultivar copa, o
que facilita o manejo (PEDROTTI e VOLTOLINI,
2001). Desta forma, protocolos de micropropagag¢éao
definidos, eficientes e de menor custo para este porta-
enxerto sdo necessarios. O desenvolvimento de
sistemas de micropropagacao fotoautotroficos, isto
€, sem adi¢cdo de sacarose no meio de cultura e sob
condi¢gBes ambientais que promovam a fotossintese
na planta, surgem como possibilidades, de grande
potencial a fim de aumentar a eficiéncia e reduzir os
custos, viabilizando a micropropagacédo dessa
espécie em ambito comercial.

Durante as fases de cultivo in vitro, as
plantas crescem sob condi¢des especiais, em
ambientes fechados, sem trocas gasosas, com alta
umidade do ar, baixa intensidade luminosa e
utilizando agucares do meio como fonte de carbono
e energia (PREECE e SUTTER, 1991; SCIUTTI e
MORINI, 1993; POSPISILOVA et al., 1999). O
desenvolvimento fotoautotréfico de espécies de
plantas clorofiladas pode ser promovido através do
aumento da concentracdo de CO, e intensidade
luminosa, através da diminuigdo da umidade relativa
dentro do frasco e através do uso de material de
suporte poroso ou fibroso (KOZAI e KUBOTA, 2001).
Dentre os principais fatores que irdo determinar a
qualidade do microambiente dentro dos frascos, o
tipo de tampa utilizado é um deles, pois ird determinar
o nivel de troca gasosa com 0 ambiente externo.

Nafase de enraizamento, a planta necessita
de energia, que pode ser oriunda da fotossintese ou
da fonte de acgucar presente no meio. O carbono
adicionado ao meio de cultura serve como fonte de
energia e vai influenciar na fisiologia da planta,
diferenciagéo e crescimento de tecidos e 6rgaos
(CALVETE et al., 2002). Por outro lado na
micropropagacao fotoautotréfica, a formagéo, o
desenvolvimento e o crescimento de raizes in vitroé
fisiologicamente e morfologicamente normal. O
cultivo em meio sem sacarose apresenta a vantagem
do baixo risco de contaminag¢do e o cultivo com
material de suporte poroso permite que as plantas
sejam aclimatizadas juntamente com o material de
suporte, diminuindo o dano as raizes (KOZAI e
KUBOTA, 2001; KUBOTA e TADOKORO, 1999). A
utilizacao mais ampla da micropropagacao tem sido
limitada pela freqiiéncia de danos e perdas de
plantas, quando sao transferidas das condi¢6es in
vitro para ex vitro, sendo necesséario aperfeicoar as
fases de cultivoin vitro, como a fase de enraizamento,
para obtencdo de sucesso na aclimatizacao
(CALVETE et al., 2002; ROGALSKI et al., 2003). O
uso de substratos alternativos para o enraizamento,
visando a obtencdo de um sistema radicular mais
apropriado para a adaptacdo da planta em casa de
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vegetacao, ja foi testado em diversos trabalhos e pode
ser (til em sistemas intensivos de micropropagacao.
GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998) mencionam
que avermiculita, perlita ou espumas de poliuretano
embebidas com meio liquido podem ser alternativas
mais baratas e dar melhores resultados que o agar.

Este trabalho teve como objetivo avaliar o
enraizamento in vitro de porta-enxerto de macieira
M-9, em meio com diferentes materiais de suporte,
napresencaou auséncia de sacarose e sob diferentes
formas de vedacao dos frascos.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de
Micropropagagdo de Plantas Frutiferas,
Departamento de Fitotecnia da Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel, da Universidade Federal
de Pelotas, RS. Microestacas de 3 a 4 cm do porta-
enxerto M-9, extraidos de material cultivado in vitro,
foram utilizados como explantes. Os tratamentos
constituiram-se de dois tipos de material de suporte
(4gar e vermiculita), dois tipos de vedacéo dos frascos
(algodé&o e papel aluminio) e presenca ou auséncia
de sacarose no meio de cultivo.

O meio de cultura utilizado foi o MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), acrescido de 100
mg L de mio-inositol, 30 g L de sacarose e 5 ?M
de AIB, sendo o pH ajustado para 5,8 antes da
inclusao do agar (Vetec®) na concentracdode 6 g L-
! ou da vermiculita (granulometria média) 12 g L*
sendo, posteriormente, autoclavado a 121 °Ce 1,5
atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos de 250
mL com 30 mL de meio de cultura. Apés ainoculagéo,
0s explantes permaneceram em sala de crescimento
com fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25?2
°C e densidade de fluxo de fétons do periodo de luz
de 27 ?mol m2s-,

Utilizou-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado em esquema fatorial (2 x 2
x 2), totalizando 8 tratamentos, com quatro repeticdes
de cinco explantes. Aos 40 dias de cultivo, avaliou-
se a porcentagem de enraizamento, comprimento
médio da maior raiz, nimero médio de raizes e a
massa fresca das plantas. Os dados foram
submetidos & andlise de variancia e as médias dos
tratamentos comparadas pelo teste de Duncan em
nivel de 5% de probabilidade de erro.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a variavel porcentagem média de
enraizamento houve diferenca estatistica para o tipo
de material de suporte e para a interacdo entre tipo
de vedagéo dos frascos e presenca ou auséncia de
sacarose no meio (Tabela 1). O teste de Duncan
evidenciou que o agar foi superior a vermiculita,
apresentando porcentagem de enraizamento de 67,8
e 37,4, respectivamente. A vedagédo dos frascos com
algodédo promoveu resultados superiores em relagéo
aos obtidos com a vedacgéo com papel aluminio. Isso
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ocorreu provavelmente devido a maior troca gasosa
proporcionado pela vedacio com algodéo, resultando
na reducdo da umidade relativa e na menor
concentracdo de etileno no frasco de cultivo,
proporcionando, desta forma melhores condi¢des
para realizacao da fotossintese, possibilitando de
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certa forma o desenvolvimento autotrofico (KOZAI
e KUBOTA, 2001). Resultados semelhantes, com
relagdo ao material de suporte, foram encontrados
por HOFFMANN et al. (2001), onde foi observado
que ainducgdo do enraizamento nos porta-enxertos
Marubakaido e M-26 foi mais eficiente em agar,
seguido da mistura vermiculita + agar.

TABELA 1 - Percentagem de enraizamento do porta-enxerto de macieira M-9, apos 40 dias de cultivoin vitroem
meio MS na presenca e auséncia de sacarose e diferentes formas de vedacéo dos frascos.

UFPel, Pelotas, RS. 2007.

Tipo de vedacéo Porcentagem de enraizamento*
dos frascos Com sacarose Sem sacarose
Algodéo 88,88a A 60,98 a B
Papel Aluminio 76,72 a A 0,34 bB
CV (%) 36,78

Para a variavel nimero médio de raizes
observou-se que o tipo de vedacéo dos frascos e a
interacdo do tipo de material de suporte versus
presenca ou auséncia de sacarose no meio foi
significativa. A vedacao com algodao proporcionou
melhores resultados em relagdo ao aluminio,
apresentando numero médio de raizesigual a 3,3 na
vedacgdo com algodao e 1,4 com papel aluminio. Os
resultados promovidos pelo agar foram superiores

aos obtidos com a vermiculitaem meio suplementado
com sacarose (Tabela 2). Testando diferentes
concentragdes de sacarose no enraizamentoin vitro
de morangueiro CALVETE et al. (2002) observaram
gque o aumento da concentracdo de sacarose
promoveu um incremento de biomassa, tanto na parte
aérea como no sistema radicular, das mudas de
morangueiro.

TABELA 2 — Numero médio de raizes do porta-enxerto de macieira M-9, apos 40 dias de cultivoin vitroem meio
MS na presenca e auséncia de sacarose e sob diferentes materiais de suporte. UFPel, Pelotas,

RS. 2007.

Tipo de solidificante

Com sacarose

NUmero médio de raizes*
Sem sacarose

Agar 7,85a A 0,91aB
Vermiculita 1,69b A 0,50aB
CV (%) 31,79

*Médias seguidas de mesma letra miniscula nas colunas e mailscula nas linhas ndo diferem entre si pelo teste

de Duncan ao nivel de 5%.

Para as variaveis comprimento médio daraiz
e massa fresca das plantas houve diferenca
significativa na interacao entre o tipo de material de
suporte e a presencga ou auséncia de sacarose no
meio, sendo que 0 &gar promoveu respostas
superiores a vermiculita, em meio de cultivo acrescido
de sacarose (Tabela 3). A presenca do agar
provavelmente tenha disponibilizado uma maior
quantidade de sacarose ao explante, devido ao maior
contato das raizes com o meio, em relagcdo a
vermiculita. A massa fresca da parte aérea e do
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sistema radicular foi maior quando utilizaram agar
na concentracdo de 3e 6 gL *como suporte no meio
de cultivo, sendo que a vermiculita promoveu os
piores resultados (PASQUAL et al., 2000). A
vermiculita foi o substrato que apresentou menor
eficiéncia no desenvolvimento in vitro de raizes de
dois porta-enxertos de macieira, atribuindo esse fato
aos grandes espagos porosos existentes na
vermiculita, o que dificulta a aderéncia dos explantes
(HOFFMANN et al., 2001).
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TABELA 3 — Comprimento médio da raiz e massa fresca das plantas do porta-enxerto M-9, apds 40 dias de

cultivo in vitroem meio MS na presenca e auséncia de sacarose e sob diferentes materiais de
suporte. UFPel, Pelotas, RS. 2007.

P Comprimento médio da miz mais Massa fresca
Variaveis desenvolvida (cm)* das plantas (g)*
Com verdar 4,10 a 1,84 a
sacarose 0,32 b 0,9 b
Sem vergar 0,37 a 0,48 a
sacarose 0,07 a 0,46 a
CV (%) 91,36 49,75

*Letras distintas dentro de cada tratamento, na coluna, diferem entre si pelo teste de Duncan ao nivel de 5%.

CONCLUSOES

O agar possibilitou maior porcentagem de enraizamento e promoveu maior nUmero e comprimento

médio das raizes e maior massa fresca das plantas quando associado a presenca de sacarose, sendo que a
vedacdo dos frascos com algodéo favoreceu o enraizamento em meio com adicao de sacarose.
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