EFEITO DO ACIDO GIBERELICO E DO FRIO NA SOBREVIVENCIA E
CRESCIMENTO INICIAL DE PLANTULAS MICROPROPAGADAS DE
MACIEIRA ‘MARUBAKAIDO’, DURANTE A ACLIMATIZACAO!

RESUMO — Com este trabalho objetivou-se avaliar o
efeito do &cido giberdlico (GA3) e do frio na
sobrevivéncia e crescimento inicid de mudas
micropropagadas do portaenxerto de macieira
‘Marubakaido’ durante a aclimatizag&o. O trabalho foi
realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos e na
casa-de-vegetacdo do Pomar Didatico da UFLA
(Lavras, MG). Foram utilizadas mudas enraizadas em
meio de cultura com os sais de MS, acrescido de
glicing, vitaminas, mio-inositol, agar, sacarose e é&cido
indolbutirico  (AIB). Foram testadas  quatro
concentracbes de GA; (0, 20, 40 e 60 mg.L™),
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combinadas ou ndo com a permanéncia sob frio durante
120 horas a 5°C. Ap6s o tratamento, as mudas foram
transferidas para casa-de-vegetacdo com nebulizagdo
intermitente. As avaliacbes foram realizadas antes e
apos o tratamento com frio, bem como ao fina do
periodo de aclimatizagdo. A manutencédo das mudas sob
baixa temperatura proporcionou maior sobrevivéncia e
crescimento das mudas. A aplicacdo de GAz; em
concentragdes de 28 a 33 mgl? favoreceu o
crescimento das mudas, especialmente por aumentar o
comprimento dos internédios.

TERMOS PARA INDEXACAOQ: Malus, mag4, cultura de tecidos, pré-aclimatizacdo

EFFECT OF GIBBERELIC ACID AND COLD ON SURVIVAL AND
INITIAL GROWTH OF MICROPROPAGATED ‘MARUBAKAIDO’
APPLE ROOTSTOCK PLANTLETSDURING ACCLIMATIZATION

ABSTRACT - Thiswork aimed at evauating the effect of
gibberdic acid (GA3) and cold on survival and initia
growth of micropropagated ‘Marubakaido’ apple rootstock
plantlets during acclimatization. The work was carried out
in the Tissue Culture Laboratory and Didactic Orchard
Greenhouse of UFLA (Lavras, MG, Brazil). Were utilized
plantlets rooted in MS culture medium additioned with
glicing, vitamins, mio-inostol, agar, sucrose and
indolebutyric acid (IBA). Four gberdlic acid
concentrations were evaluated (0, 20, 40 and 60 mg.L™)

and they were associated or not with chilling mantainance
(5°C during 120 hours). After pre-acclimatization
treatments, rooted plantlets were transferred to greenhouse
with intermittent mist. The evaluations were accomplished
before and after cold treatment, as well as, a the end of
acclimatization period. The plantlets maintained under low
temperature provided better survivd and growth of
plantlets. Use of GA; in concentrations of 28-33 mg.L™
favored the plantlets growth, especialy for increasing the
length of the internodes.

INDEX TERMS: Malus, Apple, Tissue Culture, Pre-acclimatization

INTRODUCAO

Para tornar a micropropagacdo uma técnica
eficiente na produgdo de mudas em sistemas
comercias, é

necessaria a definicio de um protocolo, que
inclui a fase de aclimatizacdo. Conforme Howard e
Oehl (1981), para a efetiva exploragdo das
técnicas de
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micropropagacdo, os problemas associados a transferéncia
para 0 ambiente natural devem ser superados, bem como
deve ser obtido um répido crescimento, similar ao de
plantas propagadas por métodos convencionais.

A préaclimatizacdo consiste de técnicas que
permitem tornar o ambiente in vitro mais semelhante
ao ambiente natural, bem como manusear a muda para
favorecer a sua sobrevivéncia e crescimento (George,
1993). A pré-aclimatizagéo &, portanto, um instrumento
gue pode ser utilizado para aperfeicoar os protocolos de
micropropagagcdo €, por conseqiiéncia, aumentar o
rendimento na producéo de mudas.

A aplicacdo de giberelinas, associada ou ndo
a0 uso de baixas temperaturas no processo da
aclimatizac8o, foi testada por Howard e Oehl (1981) em
Prunus insititia; por Druart e Gruselle (1986) em P.
domestica, e por Ponchia e Gardiman (1993) em P.
laurocerasus, obtendo-se aumento da sobrevivéncia e
do crescimento, em razéo da quebra da dorméncia
inicial das gemas em mudas micropropagadas e do
aumento do crescimento dos internddios (Mohr e
Schopfer, 1995). lIsutsa, Pritts e Mudge (1998)
obtiveram efeito favoravel a aclimatizagdo de mudas de
porta-enxertos de macieira ao utilizarem o tratamento
com frio (3,3°C durante 4 semanas) e do &cido
giberélico. Esses autores mencionam que a dorméncia
das gemas apds o enraizamento de brotagbes € um
problema que ocorre com freqiiéncia na aclimatizacao
das mudeas.

O objetivo dos autores deste trabalho foi avaliar
o efeito do uso do é&cido giberdlico (GA3) e do frio,
como técnicas de pré-aclimatizacdo, visando ao
aumento da sobrevivéncia e do crescimento inicia
durante a aclimatizacdo de mudas do porta-enxerto de
macieira‘Marubakaido’ produzidasin vitro.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi redizado no Laborat6rio de
Cultura de Tecidos e na casa-de-vegetacdo do Pomar
Didético, vinculados a0 Departamento de Agricultura da
Universdade Federa de Lavras (Lavras, MG). Foram
avaliados os efeitos das concentracdes (0, 20, 40 e 60
mg.L™) de 4cido giberdico (GA3), combinados ou néo
com a permanéncia em frio (5°C durante 120 horas)
antes da aclimatizacdo em pléantulas micropropagadas
de macieira (Malus prunifolia L. ‘Marubakaido’).
Brotagdes apicais, com 2 pares de folhas, e meristema

apical, com 2 a 3 cm de comprimento, foram repicadas
para meio de cultura com metade da concentracdo dos
sais de MS, acrescido de vitaminas (1,5 mg.L™?), glicina
(2,0 mg.L™), mio-inositol (100 mg.L™Y), 4gar (7 g.L ™),
sacarose (30 g.L ™) e AIB (1,0 mg.L™).

Foram repicadas sete brotacfes por frasco de 250
cm®, as quais foram colocadas em sala de crescimento
durante 45 dias. ApGs o periodo de enraizamento,
metade dos frascos foi colocada em camara do tipo
BOD, com temperatura de 5°C e fotoperiodo de 16
horas, durante 120 horas (5 dias), correspondendo a
120 unidades de frio (Escobar, 1988). O restante dos
frascos foi levado diretamente para aclimatizacdo em
casade-vegetacdo com sSistema de nebulizacdo
intermitente, sendo retiradas as mudas e lavadas as
raizes com agua destilada, avaliando-se, a seguir, a
altura, &rea foliar, matéria seca da parte aérea, nUmero
de raizes primarias e matéria seca das raizes das
mudas, tomando-se por base uma amostra de 2 mudas
por repeticdo. A &ea foliar foi determinada pelo
método das fotocdpias (Benincasa, 1988). Em seguida,
as mudas foram tratadas com GAj, nas concentracfes
de 0, 20, 40 e 60 mg.L™. Esse tratamento foi efetuado
apenas na parte aérea, pela imersdo na solugdo do
fitorregulador durante 2 minutos. Para melhor
eficiéncia do tratamento, a parte aérea das mudas foi
previamente seca com papel toalha, para retirar o
excesso de agua. ApGs o periodo de frio, as mudas
foram manuseadas da mesma forma que as mudas sem
frio e, entdo, tratadas com GA;. A repicagem das
mudas foi feita em substrato comercial (Plantmax)
acondicionado em bandgjas de I sopor com 72 células de
50 cm® cada.

O periodo de aclimatizagéo foi de 42 dias. ApOs
esse periodo, foram avaliadas as seguintes variavels:
altura, sobrevivéncia, &rea foliar, percentual de mudas
com mais de um internddio, comprimento médio dos
internédios, matéria seca da parte aérea, niUmero de
raizes primérias e matéria seca das raizes das mudas,
sendo a area foliar determinada pelo méodo das
fotocopias.

Foi adotado o0 delineamento experimental
inteiramente ao acaso, com 4 repeticdes e 8 plantas por
repeticdo, em esquema fatoria 2 x 4. As médias dos
tratamentos relacionados ao efeito do frio foram
analisadas pelo Teste de Tukey e o efeito das
concentracbes de é&cido giberdlico, pela andise de
regressao.
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RESULTADOSE DISCUSSAO

Na Tabela 1, estéo os valores iniciais, medidos
nas plantas ao serem retiradas do cultivo in vitro,
obtidos com base em uma amostra de 5 mudas por
tratamento.

TABELA 1 - Vdoresiniciais de parametros do crescimento de mudas de macieira ‘Marubakaido' quando da sua

retirada do cultivo in vitro. Lavras, MG, UFLA, 1999.

Parametro Valor médio
Altura da muda (cm) 3,14
Areafoliar (cm?/muda) 30,61
Matéria seca da parte aérea (g/muda) 0,022
NUmero de raizes primarias (raizes'/muda) 9,39
Matéria seca das raizes (g/muda) 0,021

Apb6s 42 dias de aclimatizacdo, foi efetuada a
avaliagcdo final do experimento. Com relagdo a atura
das mudas, houve efeito dos fatores frio e &cido
giberélico e aiinteracdo foi significativa, o que pode ser
atribuido ao efeito fisiolégico da giberelina, que
provoca aumento da elongagéo dos internddios (Davies,
1987 e Mohr e Schopfer, 1995). Porém, sem frio, a
altura diminuiu linearmente com o aumento da
concentragdo do é&cido giberélico (Figura 1), embora
essa diminuicdo tenha sido pouco marcante, indicando
pequena resposta ao fitorregulador na auséncia de frio.
As baixas temperaturas aumentaram a biossintese de
giberelinas nas gemas (George, 1993) e isso favoreceu a
resposta a0 aumento das concentragBes do GAs;. Druart
e Gruselle (1986) mencionam que a quebra da
dorméncia das gemas de Prunus domestica pode ser
obtida apenas com uso do frio (3 semanas a 2°C),
embora Rugini (1986) tenha obtido essa quebra da
dorméncia somente pulverizando GA; (300 mg.L™) em
mudas de oliveira. Kanavagh et al. (1993), aplicando o
GA; por pulverizacdo (100 mg.L™) em mudas de
cergieira durante a aclimatizacdo, obtiveram efeito

positivo do tratamento associado ao frio na quebra da
dorméncia da gema apical e no alongamento do caule.

Entretanto, utilizando-se o frio, o valor maximo
para essa variavel foi obtido com a concentracdo de
28,24 mg.L™ de GA;. Como os fitorreguladores atuam
em concentragbes muito baixas, € provavel que a
concentragdo de 60 mg.L ™ estivesse acima daideal para
as plantas, nessa condicdo de aplicagdo. Conforme é
mencionado por Pasqual et a. (1997), os melhores
resultados in vitro sdo obtidos com uso de 0,1 a 2,0
mg.L ™. Como a aplicagdo, nesse caso, foi efetuada ex
vitro, a concentracdo ideal é superior as utilizadas no
presente experimento.

A sobrevivéncia das mudas apls a
aclimatizacdo foi afetada pelo frio e peo GAs,
conforme é apresentado na Figura 2.

A permanéncia das mudas sob baixa
temperatura durante 5 dias proporcionou um percentual
médio de sobrevivéncia de 77,9%, a0 passo que, sem
esse tratamento, a sobrevivéncia foi de 46,13%, sendo
esses percentuais diferentes entre si pelo Teste de Tukey
a0 nivel de significancia de 5%. Os percentuais de
sobrevivéncia puderam ser gjustados a uma regresséo
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quadratica significativa em fungéo dos niveis de GA3,
sendo o menor valor observado na concentracdo de
22,89 mg.L™

Com relacdo a area foliar, as mudas
transferidas diretamente para a casa-de-vegetacdo

apresentaram  uma area foliar média de 13,03
cm?/muda, sem efeito significativo do GA;. JA com as
mudas pré-aclimatizadas, houve gjuste a uma regressao
quadrética (Figura 3), estando o valor maximo na
concentracdo de 30,3 mg.L™ de GA..
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FIGURA 1 - Efeito da concentragdo de &cido giberélico (GAz), com e sem frio, sobre a altura de mudas de
macieira‘Marubakaido' apds 42 dias de aclimatizacdo. Lavras, MG, UFLA, 1999.
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FIGURA 2 - Efeito da concentracdo de &cido giberélico (GA3) no percentua de mudas sobreviventes de macieira
‘Marubakaido’ apos 42 dias de aclimatizacdo. Média de duas condicfes de temperatura para pré-aclimatizagéo.

Lavras, MG, UFLA, 1999.
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FIGURA 3 - Efeito da concentracéo de &cido giberélico (GA3), com e sem frio, sobre a area foliar de mudas de
macieira‘Marubakaido’ apds 42 dias de aclimatizacdo. Lavras, MG, UFLA, 1999.

As mesmas causas apontadas para O
comportamento da altura da muda podem explicar a
tendéncia observada com a drea foliar, pois sfo varidvels
afetadas pelos mesmos fatores Como o frio auou na
quebra da dorméncia das gemas (Rugini, 1986 e Mohr e
Schopfer, 1995), isso facilitou a brotacdo e, por
consequéncia, aumentou a area foliar. Howard e Oehl
(1981) observaram que mudas de Prunus ingtitia
produzidas in vitro tiveram o crescimento estimulado apds
0 armazenamento das mesmas por 2 meses a 0°C antes da
transferéncia ou apds serem tratadas com 200 mg.L™ de
acido giberdico.

No presente experimento, entretanto, houve um
efeito complementar entre o frio e o0 GAs,
provavelmente porque a concentracdo empregada do
fitorregulador foi inferior a utilizada por esses autores,
indicando que a biossintese de giberelinas nas gemas,
favorecida pelas baixas temperaturas (Mohr e Schopfer,
1995), contribuiu para que os niveis enddgenos
alcangassem valores proximos da concentracdo ideal.
Kanavagh et al. (1993) observaram que, mesmo com a
aplicacdo de solventes orgénicos, o tratamento com
GA; ndo substituiu completamente o frio na
aclimatizagdo de mudas de cerejeira micropropagadas.

Somente quando utilizou-se o frio, o
percentual de mudas com mais de um internédio foi
afetado pela concentracdo de GA;. Os valores dessa
variavel apresentaram agjuste significativo a uma
regressdo quadratica em fungdo dos nivels de GA;
(Figura 4), sendo o maior valor encontrado quando
utilizada a concentragdo de 33,47 mg.L™, o que esta de
acordo com o observado na atura e com a érea foliar,
pois as causas que dafetam essas variaveis S0
semelhantes. O mesmo comportamento foi observado
com o comprimento médio dos internédios (Figura
45), obtendo-se 0 méaximo comprimento com a
aplicacdo de 33 mg.L™ de GA..

Um dos principais efeitos fisiolégicos das
giberelinas é o aumento do crescimento e, portanto, da
distdncia dos internddios (Davies, 1987 e Mohr e
Schopfer, 1995) e essa influéncia foi constatada no
presente trabalho. Em geral, as mudas durante o
processo de aclimatizagdo apresentam-se  sem
internédios perceptivels, sendo comum o aspecto de
“roseta’. Essa condi¢do, com freqiiéncia, permanece
nas mudas ap0s a aclimatizagdo, prejudicando o
crescimento e a obtencdo de uma muda de boa
qualidade.
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Howard e Oehl (1981) observaram que mudas de
Prunus insititia submetidas ao frio e ndo tratadas com
GA; apresentavam maior formacdo de ramos laterais.
Esse resultado ndo foi observado no presente
experimento, em nenhum dos tratamentos. A formacdo
de um Unico ramo por planta € desgjavel, especialmente
em se tratando de porta-enxertos. Os resultados obtidos

neste trabalho sdo ratificados por Ponchia e Gardiman
(1993), os quais observaram que, apOs o inicio da
aclimatizagdo, a pulverizagdo das folhas de Prunus
laurocerasus com GA; (145 pM) e a fertirrigagéo
com nitrogénio foram (teis para 0 aumento do
crescimento inicial.
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FIGURA 4 - Efeito da concentragéo de acido giberélico (GA3) sobre o percentual de mudas pré-aclimatizadas de
macieira‘Marubakaido' com mais de um internddio apds 42 dias de aclimatizagdo. Lavras, MG, UFLA, 1999.
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FIGURA 5 - Efeito da concentracdo de écido giberélico (GA3) sobre o comprimento médio dos internddios de
mudas pré-aclimatizadas de macieira‘Marubakaido' apos 42 dias de aclimatizacdo. Lavras, MG, UFLA, 1999.
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A matéria seca da parte aérea foi afetada apenas
pelo tratamento com frio, o que pode ser explicado,
assim como para a &ea foliar, pelo aumento da
brotagdo e, por consequéncia, da matéria seca da
planta. As mudas que permaneceram sob frio
apresentaram, apds a aclimatizagdo, em média, 0,0888
g de matéria seca/lmuda, enquanto as transferidas
diretamente da sala de crescimento para a casa-de-
vegetacdo apresentaram 0,0654 g/muda (médias
diferentes entre si pelo Teste de Tukey a0 nivel de 5%).
Isso representa um incremento de 303,64% na
acumulacdo de matéria seca em mudas pré
aclimatizadas e de 197,27% em mudas sem pré-
aclimatizacdo, em relagcdo aos valores obtidos quando
da retirada das mudas do ambiente in vitro. O &cido
giberélico ndo teve efeito sobre essa variavel, indicando
gue, embora afete o crescimento, esse fitorregulador
pode n&o acarretar um incremento direto da
acumulagcdo de matéria seca, pois seu efeito fisiolégico
relaciona-se com o aongamento celular, ocasionado
principalmente pelo aumento da vacuolizag&o e do teor
relativo de &gua. Esse resultado esta de acordo com
0 obtido por lsutsa, Pritts e Mudge (1998), que
avaliaram o efeito do frio e do acido giberélico sobre
a quebra da dorméncia apds o enraizamento de
brotacbes de macieira. Segundo o0s autores, o0
tratamento com frio proporcionou aumento da
acumulacdo de matéria seca, mas o efeito do
tratamento com GA; foi de curta duragéo.

Com relacdo as variaveis reacionadas a0 sstema
radicular, ndo houve efeito dos fatores estudados, sendo a
média gera, apos a aclimatizacdo, de 12,6 raizesmuda
(nimero de raizes primarias) e de 0,028 g/muda (matéria
seca das raizes). E de se esperar pequeno efeito do GAs e
do frio sobre o crescimento de raizes, pois ambos atuam
principalmente sobre o crescimento da parte aérea, o que
pode explicar os resultados obtidos. Kanavagh et a. (1993)
observaram que o &cido giberédlico retardou o crescimento
das raizes em concentragBes superiores a200 mg.L ™

E de interesse prético o aumento do tamanho da
muda proveniente da cultura de tecidos, pois, em razéo
do seu porte restrito, 0 manuseio torna-se mais dificil e
o tempo para a producdo comercial da muda é
prolongado. O uso do GA; favoreceu o crescimento da
muda, em concentracdes entre 28 a 33 mg.L™, desde
gue combinado com a manutencdo das mudas sob baixa
temperatura (5°C durante 120 horas).

CONCLUSDES

Com base nos resultados obtidos

experimentos, conclui-se que:

nos

a) a pré-aclimatizacdo favorece a sobrevivénciae
0 crescimento das mudas de macieira ‘Marubakaido’
durante a aclimatizaco;

b) a manutengdo das mudas sob baixa
temperatura proporciona aumento da sobrevivéncia e
do crescimento inicial das mudas na aclimatizac&o;

c) a aplicagdio de GA; (28 a 33 mg.L™) em
mudas mantidas durante 5 dias a 5°C favorece a
sobrevivéncia, bem como induz o aongamento dos
internddios das mudas.
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