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EFEITO DE AUXINAS SINTETICAS NO ENRAIZAMENTO
IN VITRO DA MACIEIRA'

ALBERTO QUEZADA CENTELLAS? GERSON RENAN DE LUCES FORTES?, NILVANE TEREZINHA GHELLAR MULLER?,
GENI CARMEN ZANOL?, REJANE FLORES* e ROSETE APARECIDA GOTTINARI?

RESUMO - Brotagdes de macieira (Malus domestica, Borkh), cv. Fred Hough, oriundas do processo de
multiplicag@o in vitro, foram inoculadas em meio MS e MS/2, testando-se os reguladores de crescimen-
to: acido indol-3-acético (AIA); acido indolbutirico (AIB) e 4cido naftaleno acético (ANA), nas concen-
tragdes de 0, 1, 3 e 5 uM com o objetivo de observar o efeito dessas auxinas sobre o enraizamento da
cultivar. Foram acrescentadas aos meios as vitaminas MS mio-inositol (100 mg/L) e sacarose (30 g/L)
emmeio de 4gar (6 g/L). O pH do meio foi ajustado para 5,8 e a cultura foi incubadaa 25+ 2°C e 16 horas
de fotoperiodo a 2.000 lux, permanecendo por 30 dias. Os tratamentos foram repetidos cinco vezes e
cadarepeticdo constou de cinco explantes inoculados em frasco de 250 mL contendo 40 mL do meio. O
meio MS/2 em todas as concentragdes testadas foi melhor que o MS. O ANA e o AIB, ambos na
concentracdo de 3 uM, em meio MS/2, tiveram comportamento semelhante na porcentagem de
enraizamento e no numero de raizes produzidas; no entanto, 0 ANA provocou efeitos indesejaveis na
qualidade destas, havendo formagdo de calo na base das brotagdes e raizes grossas. O AIA obteve
melhor resposta nas altas concentracdes, mas ndo foi melhor que o AIB e ANA.

Termos para indexagdo: micropropagacdo, reguladores de crescimento, acido indol-3-acético, acido
indolbutirico, 4cido naftaleno acético, Malus domestica.

EFFECTS OF SYNTHETIC AUXINS ON THE /N VITRO ROOTING OF APPLE TREE

ABSTRACT - Apple shoots (Malus domestica, Borkh), cv. Fred Hough derived from in vitro multipli-
cation process were inoculated in MS and MS/2 basal media added by growth substances indol acetic
acid (IAA); indol butiric acid (IBA) and naphtalene acetic acid (NAA) at 0, 1, 3 and 5 pM. The media
also included: MS vitamins, myo-inositol (100.0 mg/L); sucrose (30.0 g/L); agar (6.0 g/L). The pH was
adjusted to 5.8 before autoclaving. The treatments were incubated in a growth room at 254+2°C,
16 hours photoperiod under light intensity of 2,000 lux during 30 days. The treatments were replicated
five times. Each replicate was composed by a 250 mL flask containing 40 mL medium with five
explants. The medium MS/2 in all the tested concentrations was better than MS. The NAA and IBA,
both at 3.0 pM on MS/2 showed similar effects as percentage of rooting and number of roots are
concerned. However, NAA treated explants presented a higher callus incidence at the base of shoots
along with thicker roots. IAA had a better response when used in higher concentrations but it did not
achieve the performance of IBA ou NAA.

Index terms: micropropagation, growth substances, indol acetic acid, indol butiric acid, naphtalene
acetic acid, Malus domestica.
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1997). Mesmo assim esse volume ndo ¢ suficiente
para atender a demanda interna, fazendo-se neces-
séria a importag@o de magd, principalmente da Ar-
gentina e do Chile.

A cv. Fred Hough foi lancada em 1994 no Brasil,
pela EPAGRI - Estacdo Experimental de Cagador, e
caracteriza-se por apresentar produtividade maior
que a cv. Gala, com frutas maiores; requer menos frio
hibernal; ¢ imune a sarna; e a maturacdo dos frutos
ocorre entre trés a quatro semanas apos a cv. Gala
(Denardi & Camilo, 1994). A sarna (Venturia
inaequalis) é considerada a mais freqiiente doenga
da macieira no mundo (Westwood, 1982). No Brasil,
ela ocorre em todos os Estados produtores, mas nas
regides mais altas e frias suas conseqiiéncias sé@o
mais prejudiciais (Bleicher, 1986).

Para atender as demandas por material vegetativo
de uma nova cultivar de macieira € requerida grande
quantidade de material propagativo, cujas técnicas
convencionais de propagagdo ndo possibilitariam
alcancar tal objetivo em curto prazo. As possibilida-
des aumentam com o uso da técnica da micro-
propagagdo (Margara, 1988; Zimmerman, 1988).

O propésito da rizogénese € a formagao de raizes
adventicias nas partes aéreas obtidas no estagio de
multiplicago, que permite a constituicdo de plantas
completas, para posterior aclimatagéo as condi¢des
ex-vitro. No caso da maioria das espécies lenhosas,
o enraizamento € a etapa mais dificil, principalmente
quando se usa material na fase adulta (Hu & Wang,
1983).

Auxinas sdo substincias quimicamente relacio-
nadas com o acido indol-3-acético (AIA), que ¢ a
auxina principal de vérias plantas. Essas substan-
cias tém em comum a capacidade de atuar na expan-
s&o e no alongamento celular, ajudando também na
divisdo celular em cultura de tecidos, principalmente
no enraizamento (Krikorian, 1991). Entre outras subs-
tancias usadas para o enraizamento in vitro estdo
o acido naftaleno acético (ANA), o acido
2-4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e o acido indol-
butirico (AIB) (Ross, 1992).

Na maioria das vezes, os explantes ndo iniciam o
processo de enraizamento em meios com concentra-
¢des altas de sais, apesar das auxinas presentes. Altas
concentragdes de sais tendem a inibir todas as fases
do enraizamento, particularmente o crescimento de
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raizes. Concentra¢des de sais no meio diminuidas
para 1/2, 1/3 ou 1/4, possibilitam melhor enraizamento
(Hu & Wang, 1983).

Os componentes que, quando em excesso, ini-
bem o enraizamento sdo os macronutrientes. Os
micronutrientes, em virtude de sua baixa concentra-
¢do original, ndo requerem diluicdo. No entanto, as
dilui¢des excessivas dos macronutrientes podem le-
var a deficiéncias minerais da parte aérea enraizada
(Grattapaglia & Machado, 1990).

Com este trabalho objetivou-se avaliar a influén-
cia das auxinas AIA, AIB e ANA, no enraizamento
in vitro da macieira (Malus domestica, Borkh),
cv. Fred Hough, utilizando-se duas concentracdes
de meios MS (Murashige & Skoog, 1962).

MATERIALE METODOS

Brotagdes oriundas do processo de multiplicag@o
in vitro foram inoculadas em meio basico de sais de MS
completo e diluido a metade com os reguladores de cresci-
mento acido indol-3-acético (AIA), acido indolbutirico
(AIB) e acido naftaleno-acético (ANA), nas concentra-
¢desde0, 1,3 ¢ 5 uM. Foram colocadas também vitaminas
MS acrescidas de 100 mg/L. de mio-inositol, 30 g/L. de
sacarose ¢ 6 g/L. de 4gar. O pH foi ajustado para 5,8 antes
da autoclavagem. Apds a inoculagdo, os frascos de 250 mL
contendo 40 mL de meio foram levados para sala de cres-
cimento sob temperatura de 254+2°C e 16 horas de
fotoperiodo a 2.000 lux, onde permaneceram por 30 dias.

O delineamento utilizado foi o de blocos ao acaso, em
esquema fatorial (2x3x4), com cinco repeti¢cdes. Cada re-
peti¢do constou de um frasco (unidade experimental) con-
tendo cinco explantes (unidade de observagdo). As varia-
veis observadas foram: percentagem de enraizamento, na-
mero de raizes, comprimento de raizes e intensidade de
formagdo de calo na base das brotagdes. Esta ultima foi
avaliada visualmente, atribuindo-se notas de 0 a 3, sendo
0=auséncia, 1 =pouca, 2=média e 3 = alta intensidade de
formacdo de calo.

Os resultados foram submetidos a andlise de variancia.
A comparagdo entre médias dos tratamentos foi realizada
pelos testes de Duncan e teste de F (o0 = 0,05). Os dados
de ntimero de raizes foram transformados segundo +/x +1,
os dados de percentagem segundo arco seno /% , e os
dados de formacgao de calo (notas) segundo a transforma-
¢do logaritmica.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os resultados obtidos com os diferentes
reguladores apresentaram diferenca significativa nos
meios MS e MS/2. No entanto, de maneira geral, o
meio MS/2 foi melhor que o MS para quaisquer dos
reguladores testados. O AIB e o ANA n#o apresen-
taram diferenga significativa nos dois meios. O AIA,
porém, apresentou a menor percentagem de
enraizamento, principalmente no meio MS
(Tabela 1). Os meios das formula¢des basicas dilui-
das para 50%, tém possibilitado melhor enraizamento
na cultura da macieira e também em outras culturas
(Skriskandarajah & Mullins, 1981; Zimmerman &
Broome, 1981; Zimmerman & Fordham, 1985;
Damiano etal., 1991).

Nas diferentes concentragdes testadas, a respos-
ta dos reguladores na percentagem de enraizamento
foi similar no ANA e no AIB, e a melhor concentra-
¢do foi de 3 uM, obtendo-se perto de 90% de
enraizamento. O AIA obteve resposta crescente de
acordo com a concentracdo, mas sé atingiu 66% de
enraizamento com 5 uM. Na auséncia dos regulado-
res de crescimento, houve cerca de 5% de formagao
de raizes (Fig. 1), provavelmente em virtude do
acumulo de auxinas enddgenas provenientes das
folhas ou gemas. Tal acumulo resulta em aumento da
atividade metabdlica do tecido e, conseqiientemen-
te, na formagdo de raizes (Wareing & Phillips, 1981).

No caso das concentragdes do AIB, diversos
autores conseguiram bons resultados utilizando en-
tre 1 e 3 mg/L (5 a 15 uM) para o enraizamento da

TABELA1. Interacio entre meios de cultura e regu-
ladores de crescimento (AIA, AIB e ANA)
no enraizamento de explantes da cv. de
macieira Fred Hough em cultura de te-
cidos'.
Meios Reguladores

AlA AlIB ANA
MS 5,7bB 45,6bA 56,9bA
MS/2 60,7aB 83,28A 77,88A
CV (%) 38,25

I Médias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e maitiscula nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p > 0,05).
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macieira (Jones et al., 1977; Snir & Erez, 1980;
Skriskandarajah & Mullins, 1981; Mattos, 1982).

Embora o ANA tenha induzido a formagdo de
raizes em porcentagens similares ao AIB, provocou
efeitos indesejaveis na qualidade destas, principal-
mente no aumento da formag&o de calo e na produ-
¢do de raizes grossas. O AIA, por ser uma auxina
instavel, degradando-se facilmente pela agéo da luz
ou pela atividade microbiana, é considerada fraca,
comparada as demais auxinas sintéticas (Caldas
etal., 1990). O que vem explicar, em parte, as melho-
res respostas de concentragdes mais altas da auxina.

Houve maior formagéo de raizes quando se em-
pregou o meio MS/2, com 3 uM de auxina, indepen-
dentemente dos reguladores de crescimento utiliza-
dos, atingindo a média de 5,9 raizes por explante
(Fig. 2).

Mattos (1982) conseguiu resposta similar no
enraizamento in vitro das cvs. de macieira Golden
Delicious e Gala, utilizando o meio MS/2 com adigéo
de 1 mg/L (5 uM) de AIB.

Na Tabela 2 tem-se o efeito da interacéo
meio x regulador de crescimento sobre o comprimen-
to de raizes. O meio MS/2 foi melhor em relagdo ao
MS. No meio MS/2, o AIA e o AIB ndo mostraram
diferenca, porém o ANA apresentou menor compri-
mento de raizes.

Na Fig. 3 tem-se a interagdo do tipo x concentra-
¢do do regulador de crescimento para comprimento

Enraizamento (%)

0 1 3 5

c 30 (M) dos
Porcentagem média de enraizamento das
brotacdes da cv. de macieira Fred Hough sob
diferentes concentrac¢des das auxinas AlA,
AIB e ANA.

FIG. 1.
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das raizes. Na concentragdo de 1 pM, o AIB foi su-
perior ao ANA e AIA, produzindo um comprimento
de raizes médio de 23 mm. J4a nas concentracdes de 3
e 5 uM, o AIB e o AIA ndo mostraram diferencas, € o
comprimento foi menor. Nas concentra¢des mais ele-
vadas, o ANA produziu raizes menores. O cresci-
mento de raizes € afetado por altas concentra¢des de
sais, que inibem o desenvolvimento das brotacdes
(Caldasetal., 1990).

Nao houve formagdo de calo na auséncia de re-
guladores de crescimento. Porém, a medida que se

A.Q. CENTELLAS et al.

aumentou a concentragdo de reguladores de cresci-
mento, houve também um aumento na intensidade
de formacdo de calo. No entanto, a quantidade de
calo formado foi menor na presenga de AIA e maior
na presenca de ANA; o AIB ocupou uma posigéo
intermediaria (Fig. 4). Segundo Welander (1983), a
composicao dos elementos minerais afeta a forma-
¢do de calo no processo de enraizamento. Para
Fachinello et al. (1994), o aumento da concentragéo
de auxinas aplicadas nos brotos provoca efeito
estimulador de raizes até um certo valor, a partir do

Namero de raizes

0 1 3 5
Concentragao (uM) média dos trés fitoreguladores

FIG.2. Numero médio de raizes nas brotacdes da cv.
de macieira Fred Hough nos meios de cultivo
MS e MS/2 sob diferentes concentracdes da
média das trés auxinas.

TABELA2. Interacéo entre tipo de meios de cultura
e reguladores de crescimento (AIA, AIB
e ANA) no comprimento de raizes de
explantes da cv. de macieira Fred Hough
em cultura de tecidos'.
Meios Reguladores
AlA AlIB ANA
MS 4,9bB 12,8bA 6,77bB
MS/2 21,8aA 20,3aA 14,4aB
C.V. (%) 47,70

! Médias seguidas da mesma letra mintiscula nas colunas e maitscula nas
linhas, ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p > 0,05).
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Comprimento de raizes (mm})

Ci tragdo (uM) dos

FIG.3. Comprimento médio das raizes nas brotacdes
da cv. de macieira Fred Hough sob diferentes
concentracdes das auxinas AIA, AIB e ANA.

Intensidade de formagé&o de calo

C 40 (uM) dos

FIG.4. Intensidade média de formacio de calo nas
brotacdes da cv. de macieira Fred Hough sob
diferentes concentrac¢des das auxinas AlA,
AIB e ANA.
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qual acréscimos maiores tém efeito inibitorio. A con-
centracdo adequada depende da espécie e do teor
da auxina existente nela.

Grattapaglia & Machado (1990) salientam que
quantidades excessivas de auxina estimulam a pro-
ducdo de calo. Embora o ANA possa induzir a for-
magcdo de raizes, em algumas espécies por vezes até
melhor que o AIB, pode também provocar efeitos
indesejaveis por ser mais toxico aos tecidos vege-
tais (Weaver, 1976).

CONCLUSAO

O meio de cultura MS com a concentragdo de sais
reduzida para 50% e com a adi¢do de 3 uM de AIB
proporciona melhor enraizamento in vitro da maciei-
ra cv. Fred Hough.
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