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RESUMO: Objetivou-se avaliar a multiplicacéo in vitro do porta-enxerto de macieira
G.202, através da utilizacdo de diferentes meios de cultura e uso de diferentes
concentracbes de BAP. O experimento foi realizado no Laboratorio de
Micropropagagédo Vetegal da Universidade do Estado de Santa Catarina
(CAV/UDESC) em Lages/SC, 2017. No primeiro experimento foram estudados trés
meios de cultura (Adams, QL modificado e MS) e analisadas as variaveis
comprimento meédio de brotacbes, numero de folhas, numero de brotacbes e
comprimento da maior brotagdo. No segundo estudo foram testadas quatro
concentracées de BAP (0; 0,25; 0,5 e 1,0 mg.L™) e as variaveis analisadas foram
namero de brotacbes e numero de raizes. As maiores meédias para comprimento
meédio de brotacbes (2,37 cm), numero de folhas (117,8), nimero de brotacbes
(29,2) e comprimento da maior brotagéo (3,8 cm) foram obtidas com a utilizagcdo do
meio Adams. No entanto, para as variaveis numero de brotacdes e comprimento da
maior brotagdo, o uso do meio Adams néo diferiu estatisticamente do meio MS. A
dose de BAP que proporcionou o maior nimero de brotacdes foi 0,25 mg.L™ (11,25).
Para a multiplicacéo do porta-enxerto de macieira G.202 recomenda-se o cultivo em
meio Adams ou MS acrescido de 0,25 mg.L™ de BAP.

Palavras-chave: micropropagacao, meio de cultura, citocinina

IN VITRO MULTIPLICATION OF APPLE ROOTSTOCK G202

ABSTRACT: The objective was to evaluate the in vitro multiplication of the G.202
apple tree rootstock, through the use of different culture media and the use of
different BAP concentrations. The experiment was carried out at the Vetegal
Micropropagation Laboratory of the State University of Santa Catarina (CAV /
UDESC) in Lages / SC, 2017. In the first experiment three culture media (Adams, QL
modified and MS) were studied and the analyzed variables average length of shoots,
number of leaves, number of shoots and length of greatest shoot. In the second
study four concentrations of BAP (0; 0,25; 0,5 and 1,0 mg.L™) were tested and the
variables analyzed were number of shoots and number of roots. The highest
averages for mean shoot length (2,37 cm), number of leaves (117,8), number of
shoots (29,2) and shoot length (3,8 cm) were obtained with the use of medium
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Adams. However, for the number of shoots and length of the highest shoot, the use
of the Adams medium did not differ statistically from the MS medium. The BAP dose
which provided the highest number of shoots was 0,25 mg.L? (11,25). For the
multiplication of the apple tree rootstock G.202 the cultivation in Adams or MS
medium plus 0,25 mg.L™ of BAP is recommended.

Keywords: micropropagation, culture medium, cytokinin

INTRODUCAO

A producdo brasileira de macds expandiu-se de forma consideravel nas
Ultimas duas décadas. Os fatores que levaram a esse crescimento significativo estao
ligados a producé@o de variedades modernas, porta-enxertos de elevada qualidade
fitossanitaria e pomares de alta densidade. Houve um aumento da producdo em
torno de um milhdo de toneladas, onde o estado de Santa Catarina é responsavel
por 59% da producao nacional (BITTENCOURT, 2011).

O municipio de Sdo Joaquim, responsavel por aproximadamente 38% do total
de macas produzidas no estado de Santa Catarina (SINTESE, 2013) apresenta
condicBes de solos rasos e pedregosos, e apesar da baixa densidade de plantas por
hectare, o porta-enxerto Marubakaido é o mais utilizado devido ao seu elevado vigor
(DENARDI et al., 2015). A combinacdo desse porta-enxerto com interenxerto (filtro)
do ananizante M.9 tem possibilitado maior adensamento dos pomares, entretanto,
essa combinacdo apresenta algumas desvantagens, como suscetibilidade do
interenxerto ao pulgdo-lanigero, maior custo das mudas e desuniformidade do
pomar (PASA et al., 2016). Portanto, € essencial que se identifiquem porta-enxertos
alternativos aos tradicionalmente utilizados.

De acordo com Denardi et al (2015), dentre todos o0s porta-enxertos
desenvolvidos no mundo, os pertencentes a série americana Geneva sao 0S mais
completos em termos de aspectos agrondmicos. Destacam-se pela resisténcia ao
pulgéo lanigero, melhor ramificacdo e angulo de abertura dos ramos, acréscimo de
produtividade e tolerancia a doenca de replantio (FAZIO et al., 2013).

O porta-enxerto G.202 é um hibrido interespecifico entre Malus domestica x
Malus robusta, considerado um porta-enxerto semi-ando que confere vigor a cultivar

copa semelhante ao M.26. As cultivares copas quando enxertadas sobre G.202,
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crescem 35 a 40 % em relacdo a uma planta oriunda de sementes (CUMMINS et al.,
2006).

Devido as vantagens citadas, os porta-enxertos desta série poderdo substituir
os tradicionalmente utilizados na regido Sul do Brasil. Porém, a possivel substituicao
dos porta-enxertos comumente utilizados por outras opcdes, requer a disponibilidade
de uma grande quantidade de material vegetal. Sendo assim, a técnica da
micropropagacao torna-se uma alternativa quando se tem uma limitagdo no namero
de plantas matrizes ou quando se necessita de uma grande quantidade de material
vegetal com uniformidade e qualidade (ALBERT, et al., 2009).

A composicdo do meio de cultura tem func&o importante nas respostas de
crescimento de células e tecidos, j& que plantas ou explantes cultivados in vitro tém
exigéncias nutricionais especificas e requerem meios nutritivos compostos por
minerais, vitaminas e fontes de energia (BRAGA et al., 2009). Os meios de cultura
geralmente utilizados no cultivo in vitro de porta-enxertos de macieira sdo o MS e o
QL (MENEGUZZI et al., 2017; AMIRI; ELAHINIA, 2011).

Além da composi¢do de sais do meio de cultura, o crescimento in vitro de
plantas exige a adicdo de reguladores de crescimento, que Sao essenciais para o
desenvolvimento dos explantes e estdo intimamente relacionados com a divisdo
celular e o crescimento (REIS et al., 2008). Entre as citocininas comercialmente
disponiveis, a 6-benzilaminopurina (BAP) é a que geralmente proporciona 0s
resultados mais satisfatérios na micropropagacdo de porta-enxertos de macieira
(AMIRI; ELAHINIA, 2011).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar diferentes meios de cultura e distintas
concentracbes de BAP na etapa de multiplicacdo in vitro do porta-enxerto de

macieira G.202.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa se constituiu de dois experimentos, ambos na etapa de
multiplicacdo in vitro, realizados no Laboratério de Micropropagacdo Vegetal, na
Universidade do Estado de Santa Catarina - Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(UDESC/CAV), em Lages, no ano de 2017.
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No primeiro experimento, explantes de porta-enxerto de macieira, G.202,
previamente estabelecidos e multiplicados, foram cultivados em trés diferentes
meios de cultura: Adams (1974); MS (Murashige; Skoog, 1962) e QL modificado
(Leblay, 1991). Os meios de cultura foram suplementados com 1,0 mg L™ de BAP, 30
g L* de sacarose, 100 mg L™ de inositol e o pH ajustado para 5,6 antes da adicdo de
6,0 g L™ de &gar. Utilizaram-se frascos, contendo 30 mL de meio de cultura.

No segundo experimento, explantes de porta-enxerto de macieira, G.202,
previamente estabelecidos e multiplicados, foram cultivados em meio Adams, com
base nos resultados do experimento anterior, contendo 30 g L™ de sacarose, 100 mg
L* de inositol e o pH ajustado para 5,6 antes da adicédo de 6,0 g L™ de agar. O meio
foi suplementado com diferentes concentracées de BAP (0; 0,25; 0,5 e 1,0 mg.L™).
Cada frasco incluiu 30 mL de meio de cultura.

Nos dois experimentos em estudo, os frascos contendo o meio de cultura
foram autoclavados a 121°C e 1,5 atm por 20 minutos e posteriormente 0s explantes
foram inoculados em camara de fluxo laminar e mantidos em sala de crescimento,
sob um fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C por 45 dias.

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi inteiramente
casualizado, com trés tratamentos no primeiro experimento e com quatro
tratamentos no segundo, com cinco repeticdes constituidas de trés explantes. No
primeiro estudo, foram feitas avaliacdes apés 45 dias, através da contagem do
namero de brotacdes e do numero de folhas e medicdo, com auxilio de uma régua,
do comprimento médio e comprimento da maior brotagdo (cm). No segundo estudo,
as avaliagGes foram contagem do numero de brotacdes e de raizes.

Os dados do primeiro experimento foram submetidos a analise de variancia e
comparados pelo teste de Tukey a 5% de significancia. No segundo experimento, 0s
dados foram submetidos a andlise de variancia, e quando significativos pelo teste F,
foi efetuada a analise de regressdo. Para as analises estatisticas dos dois

experimentos foi utilizado o programa estatistico Sisvar.
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Observou-se que todas as variaveis analisadas foram afetadas de forma

significativa de acordo com o meio de cultura em que os explantes do porta-enxerto

de macieira G.202 foram cultivados (Figura 1).

As maiores médias para comprimento médio de brotacdes e numero de folhas

foram obtidas com a utilizacdo do meio de cultura Adams. Tanto para a variavel

namero de brota¢des quanto para comprimento da maior brotacdo, o meio de cultivo

mais satisfatério foi o Adams, porém, ndo diferindo estatisticamente do meio MS
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Figura 1. Numero de brotacdes, comprimento médio e comprimento da maior brotagdo (cm) e o nimero de folhas

de explantes de porta-enxerto de macieira G.202 cultivados em diferentes meios de cultura.

Figure 1. Number of shoots, mean length and largest bud (cm) and number of leaves of apple tree rootstock

explants G.202 grown in different culture media.

Revista Cientifica Rural, Bagé-RS, volume 20,
Submetido 23/05/2018. Aceito 25/06/2018. Doi: https://doi.

n°2, ano 2018
0rg/10.30945/rcr-v20i2.338



270

Experimento 2

O numero de brotacBes respondeu as doses de BAP, sendo a curva de
regressdo polinomial verificada através da Figura 2. A maior média para esta
variavel, foi obtida através da adi¢édo de 0,25 mg.L™ da citocinina ao meio de cultura.
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Figura 2. Numero de brotac¢des do porta-enxerto de macieira G.202 em funcéo da adigcao de diferentes
concentracbes de BAP ao meio de cultura.
Figure 2. Number of shoots of apple rootstock G.202 on the basis of the addition of different concentrations of
BAP to the culture medium.

Os resultados obtidos para a variavel numero de raizes podem ser
observados por meio da Figura 3, onde apenas na auséncia de BAP houve

desenvolvimento do sistema radicular.
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Figura 3. Numero de raizes do porta-enxerto de macieira G.202 em funcéo da adicdo de diferentes
concentragbes de BAP ao meio de cultura.
Figure 3. Number of roots of apple rootstock G.202 on the basis of the addition of different concentrations of BAP
to the culture medium.
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DISCUSSAO
Experimento 1

O meio de cultura QL modificado ndo compartiha do mesmo teor de
macronutrientes presente nos demais meios analisados (Tabela 1), e este fator, pode
estar relacionado com as menores médias obtidas para as variaveis namero de
brotacdes e comprimento da maior brotacéao.

A principal variagdo sdo as concentragdes dos ions nitrato e amonio, sendo
gue os meios MS e Adams possuem altas concentracdes de nitrato de amonio
(NHsNO3) e nitrato de potassio (KNOs) enquanto que o QL modificado possui baixa
concentracdo de nitrato de aménio. Em adicdo, o meio QL modificado utiliza nitrato
de célcio (Ca(NOs)..4H,0) como uma fonte de nitrogénio (Tabela 1). Os resultados
indicam que o numero de brotacdes formadas, bem como o comprimento da maior
brotacdo, foram beneficiados quando utilizada a combinacéo de altas concentracdes
de nitrato de amobnio e nitrato de potassio. Respostas semelhantes foram
encontradas por Grattapaglia; Machado (2004) e Araudjo et al. (2009) que
comprovaram que a combinacdo de altas concentragdes de amonio e nitrato
estimulam o crescimento in vitro de varias espécies.

Na cultura de tecidos de plantas, as vitaminas glicina, tiamina, &cido
nicotinico, piridoxina e mio-inositol encontradas no meio de cultura MS, sdo as mais
frequentemente utilizadas, sendo que, a adicdo de outras vitaminas essenciais ao
meio possuem incertezas quanto aos seus beneficios e devem ser estudadas para
justificar sua adicdo (ABRAHAMIAN; KHANTARAJAH, 2011). Porém, as respostas
encontradas neste estudo em relacdo as vitaminas presentes no meio de cultura
Adams foram satisfatérias para a obtencdo do maior comprimento médio de
explantes e maior numero de folhas, evidenciando, que cada espécie possui uma

necessidade especifica.
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Tabela 1. Composi¢do dos meios de cultura utilizados para a micropropagacao de porta-enxerto de macieira
G.202

Table 1. Composition of culture media used for micropropagation of apple rootstock G.202

Meio de Cultura

Macronutrientes MS (mg.L?) Adams (mg.L™) QL modificado
(mg.L™)
NH4NO; 1650 1650 600
KNO; 1900 1900 1800
CaCl,.2H,0 440 440 -
Ca(NOs),.4H,0 - - 1133
MgS0,.7H.0O 370 370 355
KHPO, 170 170 405
Micronutrientes
MnSO,.H.0O 22,3 22,3 0,76
ZnS0,4.7H0 8,6 8,6 8,6
H3:BO; 6,2 6,2 6,2
Kl 0,83 0,83 0,08
Na;Mo00,.2H,0 0,25 0,25 0,25
CuS0,4.5H,0 0,025 0,025 0,025
CoCl,.6H,0O 0,025 0,025 0,025
FeSO,..7H,O 27,8 - 27,8
Na,EDTA.2H,0O 37,3 40 37,3
Vitaminas
Glicina 2 - 2
Acido Nicotinico 0,5 5 0,5
Piridoxina 0,5 1 0,5
Tiamina 0,5 1 0,5
Mio-Inositol 100 100 100
Pantotenato de - 5 -
Célcio
Biotina - 0,01 -
Acido Félico - 0,1 -
Cloreto de Colina - 1 -

Experimento 2

Para a variavel numero de brotacGes, se observa um comportamento de
curva de regressédo polinomial, onde a concentragdo que proporcionou a maior
multiplicacdo dos explantes (11,25 brotacdes) foi 0,25 mg.L™* de BAP. Os resultados
encontrados nesta pesquisa corroboram com os de Meneguzzi et al. (2017), onde
para a multiplicacéo in vitro de porta-enxerto de macieira G.814, o maior nimero de
brotacdes foi obtido com a adicdo de 1 mg.L" de BAP. Essa resposta distinta
evidencia a diferenca existente entre os materiais genéticos de macieira e enfatiza a

necessidade do ajuste da melhor concentracdo de BAP para cada porta-enxerto.
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Resultados semelhantes aos encontrados neste presente estudo também
foram verificados por Castillo et al (2015) onde observaram que as menores taxas
de multiplicagéo para o porta-enxerto de macieira CG.41 foram obtidas quando nao
houve adigcdo de citocininas ao meio de cultivo, destacando a dependéncia da
utilizacdo deste regulador de crescimento nesta etapa do cultivo in vitro para a
inducéo de novas brotacdes.

As concentracdes de BAP agiram de forma negativa na formacéo do sistema
radicular, sendo que, a presenca de raizes foi verificada apenas na auséncia do
regulador de crescimento. Os mesmos resultados encontrados neste estudo em
relacdo a formacdo do sistema radicular, foram também verificados por Costa et al.
(2015), onde, na auséncia de BAP os explantes de manjericdo formaram raizes e a
medida em que se aumentaram as concentragdes da citocinina no meio de cultura a
porcentagem de emissédo de raizes diminui. Da mesma forma que o porta-enxerto de
macieira G.202, o porta-enxerto de videira “VR043-43" enraiza facilmente in vitro na
auséncia de BAP (MACHADO, 2007). Isto indica que ndo h& necessidade da adicédo
de regulares de crescimento para desenvolvimento do sistema radicular,
consequentemente, reduzindo o custo por muda produzida.

Multiplas vias de sinalizacdo de fito-horménios interagem para controlar o
crescimento radicular, dentre elas, a do horménio etileno que inibe o surgimento de
raizes (MOUBAYIDIN et al., 2009 ; PETRICKA et al., 2012 ; VANSTRAELEN E
BENKOVA, 2012 ). A utilizac&o de citocininas impede o desenvolvimento do sistema
radicular através da sinalizacdo do etileno, sendo que, o alongamento radicular
inibido pela citocinina é parcialmente bloqueado pela a¢do dos inibidores de etileno
ou nos mutantes insensiveis a este hormoénio (STREET, 2015). Zd ’arska (2013)
identificaram que todas as enzimas da rota de biossintese do etileno sédo reguladas

positivamente pelo BAP.

CONCLUSOES

Recomenda-se o cultivo dos explantes de porta-enxerto de macieira G.202
em meio Adams para obter maior nimero de folhas e maior comprimento médio de
brotacdes e em meio Adams ou MS para alcancar a maior taxa de multiplicagéo e

comprimento superior da maior brotagao.
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A concentracdo de BAP que induziu a maior taxa de multiplicacdo foi 0,25
mg.L™.

Nao h& necessidade da adicdo de regulares de crescimento no meio de
cultura para formacao do sistema radicular.
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