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1. INTRODUCAO

Ao clone Malus 31 foi dado o nome de Fred Hough, em homenagem
ao pesquisador americano da Universidade de Nova Jersey, pioneiro na
criacio de cultivares de macieira com resisténcia genética a sama
(Venturia inaequalis). No Brasil, a sama ocorre em todos os estados
produtores, nas regides mais altas e frias e a doen¢a tem maior importancia
(/). Este cultivar, langado em 1994 pela EPAGRI/Estagdo Experimental de
Cacador, apresenta frutos e produtividade maior que o cv. Gala, requerendo
menos frio, é imune a sama, ¢ a maturag¢do ocorre de trés a quatro semanas
apos o cv. Gala (2). |

A divulgagdo e liberagdo de um novo cultivar requerem grande
quantidade de material propagativo, e, com o emprego das tecnicas
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convencionais de propagacao, nao se atingiria este objetivo em curto tempo.
As possibilidades aumentam quando se faz uso da técnica da
micropropagacao (26).

A formagdo de plantas completas para posterior aclimatagdo as
condigOes ex-vitro requer o desenvolvimento de raizes adventicias nas
partes aéreas obtidas no estagio de multiplicacdo. Na maioria das espécies
lenhosas, o enraizamento € dificil, quando n3o se usa material juvenil (9).
Brotagdes de ramos maduros precisam sofrer mudangas do balanco
hormonal, isto é, diminuir as citocininas e aumentar as auxinas exogenas
(21). As citocininas geralmente inibem a formacao de raizes (J).

Os tipos e as concentracoes de auxinas sdo as variaveis que, em
geral, mais influenciam o enraizamento. As auxinas tém em comum a
capacidade de atuar na expansiao e no alongamento celular, ajudando,
também, na divisao celular na cultura de tecidos (/4). O acido naftaleno
acetico (ANA) e o acido indolbutirico (AIB) sdo os mais conhecidos (/9).
Muttos autores conseguiram o enraizamento de diferentes cultivares de
macieira usando de 1 a 3 mg/l de AIB, n3o obtendo respostas positivas na
ausencia deste regulador (11, 15, 17, 24).

Auxinas e citocininas, endogenas e exogenas, sdo exigidas em
propor¢oes adequadas para a formacdo de brotos e raizes adventicias, as
quais variam com as diversas espécies vegetais. O aumento na concentragao
de auxina favorece a iniciagcao radicular, enquanto um aumento nos niveis
de citocininas induz a multiplicagdo de brotos (/6).

A formagao de raizes nas brotagoes pode ser afetada pelas condigoes
de ambiente, as quais as culturas sao submetidas. O periodo de preé-
acondicionamento no escuro confere maior habilidade de enraizamento, pelo
fato de a luz ativar a formag¢io do complexo AlA-fendis, que esta
diretamente ligado a nizogenese (3, 20).

Os compostos fenolicos, particularmente o floroglucinol, mfluenciam
também esta fase, estimulando o enraizamento e desenvolvimento de brotos
na cultura de tecidos de espécies lenhosas. O papel deste composto seria o
de auxiliar na manutenciao de elevados teores endogenos de AIA, agindo
como substrato alternativo para a AIA-oxidase, além de estimular a sintese
dessa auxina ou atuar como uma substincia sinérgica na iniciagdo radicular
(6). Também reduz a formagao de calo, que ocorre com o aumento da

concentracao de auxina, no enraizamento in vifro de algumas variedades de
macieira (275).

O presente trabalho teve como objetivo estudar o efeito do AIB '

associado ao floroglucinol na presenca e auséncia de luz no enraizamento in
vitro da macieira (Malus domestica, Borkh cv. Fred Hough).
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2. MATERIAL E METODOS

BrotagOes provenientes do processo de multiplicagao in vitro da
macieira cv. Fred Hough foram moculadas em meio contendo vitammas e
sais de MS, com a concentracdo deste ultimo reduzida a metade, ambos
acrescidos de 100 mg/l de mio-inositol, 30 g/l de sacarose e 6 g/l de agar.O
pH fo1 ajustado para 5,9 antes da autoclavagem.

O delinecamento utilizado foi o de blocos ao acaso, em fatorial
(2x2x5) com dez repeti¢cOes, sendo cada uma constituida por um frasco
(unidade experimental) de 250 mi, com 40 ml do meio, com cinco explantes
de 10 mm de comprimento cada uma ( unidade de observacao). O fator AIB
foi testado nos niveis (0 ¢ 3 uM); o fator floroglucinol constou de dois
niveis (0 e 162 mg/l). Apos a inoculacdo, os explantes permaneceram em
diferentes tempos (0, 2, 4, 6 e 8 dias) no escuro e, em seguida, foram
transferidos para a sala de crescimento, sob condigdes de 25 + 2° C, 16
horas de fotoperiodo ¢ 2.000 lux de intensidade luminosa. A avaliagdo foi
ferta aos 30 dias apos a instalagdo do experimento. As variaveis observadas
foram percentagem de enraizamento, numero médio de raizes, comprimento
meédio de raizes ¢ mtensidade de formacao de calo na base das brotacoes.
Esta ultima foi avaliada subjetivamente pela aparencia visual, atribuindo-se
notas de 0 a 3, sendo 0 = auséncia; 1 = pouca; 2 = meédia e 3 = alta -
intensidade de calejamento.

Os resultados foram submetidos a analise de wvarnancia. A
comparagao entre meédias dos tratamentos foi realizada pelos testes de
Duncan e de F (o = 0,05), os quais estdo representadas nas figuras com
letras diferentes. Os dados do numero de raizes foram transformados em
~Jx+1, os de percentagem em arco seno v% e os de formagdo de calo
(notas) sofreram transformacio logaritmica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenca do AIB foi importante para atingir alta percentagem de
enraizamento e maior comprimento de raizes. Na auséncia deste regulador
houve pouca resposta ao enraizamento (Figuras 1 e 2).

Zimmerman e Broome (2J) mostraram que na auséncia de AIB ou em
concentracoes baixas (0,1 mg/l) o enraizamento de muitos cultivares de
macieira foi ineficaz. No entanto, com o incremento de AIB, houve melhora
do desenvolvimento do sistema radicular. Para JAMES (/0), a concentragdo
da auxina exégena tambem afeta o enraizamento, que € fungdo da espécie e
do cultivar, havendo inclustve grande numero de espécies no qual o AIB é
eficaz na concentragao de 5 uM .
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FIGURA 1 - Percentagem média de enraizamento de brotagBes de macieira cv. Fred Hough cultivadas
in vitro na presenga € auséncia de AIB. Médias seguidas pela mesma letra mindscula nio
diferem entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade.
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FIGURA 2 - Comprimento médio de raizes em brotagdes de macieira cv. Fred Hough cultivadas in
vitro na presenga e auséncia de AIB. Médias seguidas pela mesma letra mintscula ndo
diferem entre si pelo teste de F a 5% de probabilidade,
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O numero de raizes ndo foi afetado pela adigdo de floroglucinol,
porém, a presenca deste polifenol diminuiu a incidéncia de calo na base das
brotagoes enraizadas (Figuras 3 e 4). O melhor desempenho do
floroglucinol em diminuir a mtensidade de calo também foi observado por
HAMMATT (7), e este produto reduziu sensivelmente a formacdo de calo
em Prunus avium. RODRIGUES er alii (18) mostraram também que o
floroglucinol melhorou o enraizamento do cv. Gala pela diminuicdo da
intensidade de formacao de calo.

—

BAB 0 yMm HAB 3 M

NUMERO MEDIO DE RAIZES

0 1
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FIGURA 3 - Numero medio de raizes em brotacoes de macieira cv. Fred
Hough cultivadas in vitro na presenca e auséncia de AIB e
I floroglucinol. Médias seguidas pela mesma letra minuscula

na mesma concentragao nao diferem entre si pelo teste de F
a 5% de probabilidade.

Por outro lado, WELANDER e HUNTRIESIER (23), trabathando
com o porta-enxerto A2, demonstraram efeitos sinergéticos do AIB com
floroglucinol na indug¢ido do enraizamento, e indicaram que isto ndo so
dependeria das concentragoes destas, mas também eram afetadas pela idade
da fonte do matenal, dos quais os brotos eram onginados. Mencionaram,
também, que a melhora do enraizamento com o uso de fendis resultava da
imbicao deste componente a AlA-oxidase, prevenindo a destruicdo da
auxina.



414 REVISTA CERES

[mAB 0 yMBAB 3 M

INTENSIDADE DE CALEJAMENTO

FLOROGLUCINOL (mM)

FIGURA 4 - Intensidade media de calejamento em brotagdes de macieira
cv. Fred Hough cultivadas in vitro na presenca e auséncia
de AIB e floroglucinol. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na mesma concentracdo ndo diferem entre si
pelo teste de F a 5% de probabilidade.

JONES e HATFIELD (12) ja haviam mostrado que o floroglucinol
foi ineficiente quando aplicado na auséncia de auxinas. JAMES (J/0)
também observou que quando as raizes ficavam em contato prolongado com
o floroglucinol, a auxina exégena causava-lhe um efeito inibitorio.

A mfluencia da permanéncia no escuro e o efeito do AIB na
intensidade de calo sdo apresentados na Figura 5. Observa-se que o periodo
de escuro aumentou a formagao de calo quando comparado com a presencga
de luz, ndo havendo diferenga significativa entre os diversos periodos de
escuro. FORTES e LEITE (4), testando o cv. Gala em diversos periodos de
escuro, também notaram que o numero de calo na base das brotacdes
também aumentou com os periodos de escuro.

WELANDER (22), trabalhando com o porta-enxerto M26, indica
que houve mcremento do enraizamento quando a fase de iniciacdo dos
diversos tratamentos ocorreu no escuro. No entanto, esta situagio nio foi
evidenciada para a melhor concentra¢do de AIB (1uM).
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FIGURA 5 - Intensidade média de calejamento em brotagdes de macieira cv. Fred Hough cultivadas in
vifro na presencga e auséncia de AIB, em cinco periodos de escuro. Médias seguidas pela
mesma letra minQscula nos diversos periodos de escure niio diferem entre si pelo teste de
Duncan a 5% de probabilidade.

Nos trabalhos realizados por KORNOVA e MICHAILOVA (/3), na
cultura de Rosa damascena, explantes colocados 10 dias no escuro, durante
o periodo de enraizamento, nao estimularam significativamente o processo
de enraizamento.

A luz tem diferentes efeitos no enraizamento, que variam segundo a
espécie, parecendo inativar a formacdo do complexo essencial AIA-fendis.
No entanto, 0 mecanismo desta inibicdo nao esta claro (20). HANSEN (8)
menciona que em muitas espécies estudadas os efeitos da luz ocasionaram
desde mnibigdo ate estimulacdo na formacdo de raizes. O beneficio do
tratamento no escuro € todavia duvidoso e muitos outros trabalhos terdo que
ser desenvolvidos para que este processo possa ser entendido.

4. RESUMO E CONCLUSOES

Brotagdes da macieira (Malus domestica, Borkh.) cv. Fred Hough,

com aproximadamente 10 mm de comprimento da por¢io apical , foram
cultivadas em meio contendo sais MS/2 e vitaminas de MS, acrescidos de
mio-mositol (100 mg/l), sacarose (30 g/l), e agar (6 g/l). Testaram-se o
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acido indolbutirico (AIB) (0 e 3) uM, o floroglucinol (0 e 1) mM ¢ a
permaneéncia das brotagdes no escuro por (0, 2, 4, 6 , 8 ) dias. O pH do
mei1o0 foi ajustado para 5,9, sendo os tratamentos repetidos cinco vezes €
colocados em sala de incubacdo a temperatura de 25 + 2° C, com
intensidade lummosa de 2.000 lux ¢ 16 horas de fotoperiodo. Cada
repeticdo constou de um frasco de 250 ml, com 40 ml do meio e cinco
explantes. O AIB afetou significativamente a percentagem, o comprimento
e o numero de raizes. A presenga de floroglucinol no meio de enraizamento
diminuiu a formac3o de calo na base dos explantes, nio influenciando,
poréem, na percentagem de enraizamento, no numero de raizes e
comprimento destas. A auséncia de luz induz maior formacio de calo na
base das brotacdes deste cultivar.

5. SUMMARY

* (INFLUENCE OF INDOLYL BUTIRIC ACID, PHLOROGLUCINOL AND
LIGHT ON THE IN VITRO ROOTING OF APPLE cv. FRED HOUGH)

Shoots of the apple tree (Malus domestica, Borkh.) cv. Fred
Hough, of approximately 10 mm in length from the apical portion, were
cultivated in the MS half strength basal medium added to MS vitamins,
myo-mositol (100 mg/l), sucrose (30 g/l), agar (6 g/l) n order to evaluate
the mfluence of 3-indolebutiric acid (IBA), phloroglucinol and light on the
in vitro rooting of apple, cv. Fred Hough. IBA (0 and 3 uM),
phloroglucinol (0 and 1 mM) and exposure to darkening period were tested
(0, 2, 4, 6 and 8 days) prior to placement in growth room at 2512 °C, 16
hour photoperiod and 2000 lux. Five shoots per treatment were inoculated
in a 250 ml flask with 40 ml medium. The IBA had a significant effect on
the rooting percentage, length and number of roots. The presence of
phloroglucinol in the root media decreased the callus formation although 1t
had no effect on the percentage of rooting and length of roots. The lack of
light during the first days of the rooting process induced a higher callus
formation on the base of the shoots.
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