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EFEITOS DA SACAROSE E DO FOTOPERIODO NA PROPAGAGAO
IN VITRO DO PORTA-ENXERTO DE MACIEIRA “MM.111"

Moacir Pasqual ", Gladyston Rodrigues Carvalho *, Valtemir Gongalves
Ribeiro *, Marcelo José Scarante * e Guilherme Rodrigues Carvalho

RESUMO. Objetivou-se, com esse trabalho, estudar os efdai®svarias
concentracdes de sacarose, combinadas com difefemeeriodos, sobre a taxa
de brotacdesn vitro dos segmentos caulinares do porta-enxerto de im@acie
“MM.111". Para instalacdo do experimento, brotac@sn aproximadamente
1,5 cm de comprimento, foram inoculadas em tubosrdaio, contendo 10 ml
do meio MS, suplementado com 5 concentra¢fes deosac(0,0; 15; 30; 45 e
60 g/L). Posteriormente, esses tubos foram disttdsuem camaras para B.O.D.,
com fotoperiodo ajustado para 8/16, 10/14, 14/888 horas luz/escuro, com
temperatura de 26 e intensidade luminosa de 1.500 lux. O delineamen
experimental utilizado foi inteiramente casualizagto esquema fatorialx8.
Apés o periodo de 30 dias, foram realizadas asiaadals, registrando-se o
ndmero total de brotos e o nimero de bratod cm de comprimento. Os
resultados foram interpretados estatisticamentenmo de andlise de variancia
e de regressao. A melhor combinacao, para o nito&rode brotos e 0 nimero
de brotos> 1 cm para o porta-enxerto de macieira “MM.111%,de 60 g/L de
sacarose com fotoperiodo de 8 horas.
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EFFECTS OF SUCROSE AND PHOTOPERIOD ON IN VITRO
PROPAGATION OF “MM.111" APPLE ROOTSTOCK

ABSTRACT. The aim of this work was to investigate the effeotsdifferent
concentrations of sucrose, combined with differphbtoperiods, orin vitro
sprouting rate of “MM.111" apple rootstock. To sep the experiment,
sproutings of about 1.5 cm in length were inocwlatetest tubes containing 10
ml of “MS” medium and supplied with five concentoats of sucrose (0.0, 15,
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30, 45 and 60 g/L). Afterwards, these tubes welecaled to B.O.D. chambers
with photoperiods adjusted to 8/16, 10/14, 14/18 &6/8 light/dark hours, at
25°C temperature and at light intensity of 1500 luke Experimental design was
completely randomized in &8 factorial scheme. At the end of a 30-day period,
the experiment was evaluated by registering thed taimber of sprouts and the
number of sprouts 2.0 cm in length. The results were interpretedubh a
variance and regression statistical analysis. Tést bombination for the total
number of sprouts and the number of sproutd,6 cm in length for the
“MM.111" apple rootstock was 60 g/L with an 8-hqlrotoperiod.

Key words: apple tree, micropropagation, rootstock, sucrose.

INTRODUGAO

O interesse que a fruticultura vem despertanddraéme, como uma
alternativa viadvel de produgdo, sustentada pelasipbdade de
desencadear um processo de desenvolvimento iradusrisocial,
aumento de oferta de frutas, melhoria da dietaegtar, faz com que
novas tecnologias e novas areas sejam exploradassta atividade.

Entretanto, na formacdo de pomares, tém-se vatdicafeitos
desastrosos, face a utilizacdo de mudas obtidaartd ple material
propagativo ndo selecionado, de baixa produtividaxen frutos de
gualidade inferior e com problemas de doencascipalmente viroses,
gue vao se agravando nas sucessivas geracfegsattavpropagacao
vegetativa.

Dentro deste contexto, as técnicas de cultura delo® vegetais
revestem-se de fundamental importancia, permitipelecionar e obter
plantas com alta potencialidade qualitativa, comu@gas caracteristicas
varietais, isentas de viroses e em grandes qudesdam curto espaco de
tempo.

Em inimeras espécies de frutiferas, que apresetifeouldade de
multiplicacdo pelos métodos convencionais, utiiza-com sucesso, a
micropropagacao (Fasolet al 1989), permitindo a obtencdo de um
grande numero de plantas, geneticamente idéngoasurto periodo de
tempo e com possibilidades de obtencéo de plamtas be viroses. Mas,
ao iniciar programas de micropropagacdo e parazindumorfogénese,
devem ser considerados os tipos e o tamanho ddaneeq pois as
reacoes sdo variadas entre os diversos tecidizmadtk. Além disso, a
concentragdo de sacarose no meio de cultura, aetetup e o
fotoperiodo exercem grande influéncia sobre a ag&o “in vitro”.
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Os explantes mais indicados na multiplicacédo cldmalitro” séo
apices caulinares, gemas axilares e meristemasajo@lmente mantém
a fidelidade genotipica da planta matriz. SegundoniO(1988), o
tamanho, 0 nimero médio e o vigor dos novos bradiosinfluenciados
pelo tipo, pela localizagdo e pelo tamanho do ewelautilizado na
cultura.

O meio de cultura utilizado nas diversas fases gtaopropagacao
deve sustentar as necessidades para um Otimo roceggoi € uma
diferenciacdo dos tecidos “in vitro” (Caldat al 1990). O meio
Murashige e Skoog (1962) “MS” completo ou com ré&mscdos sais,
suplementado com vitaminas, principalmente tiamiaa)-se mostrado
satisfatorio para o desenvolvimento de inUmerasiad; contudo tem-se
verificado que os tecidos e os érgdos cultivanowitro apresentam
pouca ou nenhuma capacidade fotossintética, deévjmtoporcdo de CO
absorvido e fixado ser menor do que nas plantasigemin vivo (Kozai
e lwabuchi, 1991). Logo, requerem uma fonte extegaarbono para o
fornecimento da energia metabdlica e um esquelatbboico para a
biossintese dos compostos organicos, como celul®@moacidos e
proteinas, necessarios para 0 crescimento dasasélibeorge e
Sherrington, 1984).

Como fonte de carboidratos na propagagéwitro (Caldas et al,
1990), tem-se como padrdo a sacarose, que posausaulbilidade,
rapida metabolizacéo, suporta as mais altas taxasedcimento, além de
ser 0 aclcar mais transportado pela maioria datasél

De acordo com Gamborg (1984), a assimilagdo dogdétrio, para o
crescimento “in vitro” da planta, € dependente damcentracdo de
sacarose, fornecida de forma exdgena.

Porém, varias tentativas tém sido realizadas parduzir
fotoautotrofismo, ou seja, producéo da propria gingpela fotossintese,
com omissdo da sacarose no meio de cultura, adnjetv aumentar a
sobrevivéncia das plantas na aclimatizacdo, redsziustos de producao
e contaminacoes. Entretanto, Drew e Miller (1989)ficaram que, com
auséncia de sacarose no meio de cultivo, houvednastica reducédo na
porcentagem de enraizamento do mamoeiro. Langfolfasmwright
(1987) cultivaram brotos de rosas em diferentescemmacdes de
sacarose (0 a 40 g/L) e observaram que 0 cres@nmET ocorreu em
meio sem a sacarose. Segundo esses mesmos aetoraglacdo a
capacidade fotossintética, foi verificado um aumesignificativo,
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guando a concentragao de sacarose foi reduzidalpagd. no meio de
cultura.

A exigéncia da sacarose varia com a espécie e tvatule as
concentracdes de 10 a 30 g/L tem sido utilizada® sbicesso na
propagacao de macieira (Ochatt e Caso, 1983)

Concentracbes de sacarose abaixo desse inter@ab 30 g/L, tém
provocado clorose e morte de explantes em maci€rasny smith
(Sriskandarajah e Mullins, 1981).

Chong e Pua (1985), utilizando diferentes fontegatboidratos no
cultivo in vitro, conseguiram 100% de enraizamento e maior nunero d
brotos (4,1 brotos) em porta-enxerto de macieitavi 3, com 30-40
g/L de sacarose. No entanto, Zimmerman (1983) néAcorgrou
influéncia da concentracdo de sacarose entre 150 eg/B, no
enraizamennto de brotos micropropagados de macieira

A temperatura € outro fator que exerce grande énflia sobre a
propagacaan vitro, e a faixa ideal para a maioria das espécies séua-
entre 20 e 2C.

Para o cultivo de brotos de macieira, a melhor tzatpra é de
aproximadamente 26 (Abbott e Whiteley, 1976).

Trabalhando com brotos apicais Bgrus communjsWang (1992)
observou que a melhor porcentagem de enraizamedt® rimero de
raizes, ocorreram durante um periodo de 4 a 7ndiasuséncia de luz,
com uma temperatura de 25 2C, enquanto com a amora preta a
propagacdo foi bem sucedida a temperatura € 2JBroome e
Zimmerman, 1978).

Juntamente com a temperatura, a luz exerce impertancdo no
processo de regulacdo fotomorfogénico, emborafe@o ea fotossintese
in vitro seja menor que nas plantawivo (George e Sherrington, 1984).

Yae et al (1987) relataram que o fotoperiodo de 16 horadyzia
mais brotos em macieira do que o fotoperiodo deh@ds para as
cultivares Mcintosh, Empire, Delicious, Triple Rdklicious. Esses
mesmos autores registraram a maior proliferacéoro®s, para o porta
enxerto de macieira M.26, em fotoperiodo de 16 i@ que em 12
horas.

Contudo, Sriskandarajah e Mullins (1982) verificarque brotos de
macieira, com iluminacdo continua, enraizaram nellguando
comparados com o cultivo com fotoperiodo de 16sora

Korban et al (1992) observaram aumento significativo na
regeneragdo de brotos adventicios, através daag@aese de folhas de
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importantes gendtipos delalus, desenvolvidos em baixa intensidade
luminosa. Elliott (1987), citado pelos mesmos agprelata que a baixa
intensidade de luz estimula a organogénese pel@rgondo nivel do
acido indolacético (AlA), hormbénio que influi navidido celular e na
diferenciacéo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliareiteetle diferentes
concentracdes de sacarose e o fotoperiodo na ¢éakeothcdo do porta-
enxerto de macieira “MM.111".

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no Laboratoério de Cultdea Tecidos do
Departamento de Agricultura da Universidade Fedatal Lavras
(UFLA), Lavras-MG.

Utilizaram-se segmentos nodais do porta-enxerto nocieira
“MM.111", com aproximadamente 1,5 cm de comprimeptatidos pelo
Centro Nacional de Fruteiras de Clima Temperado d&R&)antidosin
vitro, no laboratorio de Cultura de Tecidos da UFLA, pacessivas
repicagens.

O meio de cultura utilizado foi (Murashige e Skoob962)
solidificado com 7.0 g/L de &gar, suplementado sacarose (0, 15, 30,
45 e 60 g/L) e os reguladores de crescimento BAP rfy/L) e ANA
(0,1 mg/L). O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da adicdo do
agar, utilizando-se NaOH 1,0 N e HCI 1,0 N. Postenente, foram
distribuidos 15 ml de meio para cada tubo de en&siax 150 mm) e
fechado com tampas de polipropileno.

Em seguida, os tubos foram autoclavados em tenpardé 123C e
pressdo 1,05 Kg/cindurante 20 minutos. Ap6s a inoculacdo dos brotos
(1 por tubo), em camara de fluxo laminar, os tulooam distribuidos e
mantidos em estufas para B.O.D., com fotoperiodstajio para 8/16;
10/14; 14/10 e 16/8 horas de luz/escuro, com teatpexr de 2% e
intensidade luminosa de 1500 lux.

O delineamento experimental utilizado foi inteirant@ecasualizado,
em esquema fatorial 5 x 4 (5 concentragfes de csea 4 niveis de
fotoperiodo), totalizando 20 tratamentos com 3 tiefes, sendo cada
parcela constituida por 3 tubos de ensaio.

As avaliacdes foram realizadas aos 30 dias aposcasilacoes,
registrando-se o numero total de brotos e o numerorotos >a 1,0 cm
de comprimento.
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Para analise estatistica, os dados do nimero raétlinado do total
de brotos e de brotosa>1 cm de comprimento foram transformados em

7 X+ 05, sendo X = nimero médio de brotacgdes.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nota-se, através da analise de variancia (Tabelagdg para a
variavel numero total de brotos do porta-enxertondeieira “MM.111",
ocorreu apenas diferenga significativa para o fs@rarose e para a
interacdo deste fator com o fotoperiodo.

Pelas analises de regressao representadas na Eigardfica-se que
0 aumento na concentracdo de sacarose, proporcionauendéncia de
aumento no numero médio estimado do total de bpotogduzidos. Esse
resultado confirma a importancia da sacarose, domie de carbono e
energia para 0 aumento na producdo de proteinasnivoacidos
necessarios as novas brotagfes, sendo que o mesmiosérvado por
Oliveira (1994), que verificou, em crisdntemo, ueradéncia de aumento
no nimero de gemas brotadas, a medida que se aung&obncentracdo
de sacarose no meio.

Pela Figura 1, observa-se, na producéo de bratospomportamento
diferente entre os fotoperiodos , para as varinsertracoes de sacarose.
Para o fotoperiodo de 8 e 14 horas, 0 niumero nestimado do total de
brotos aumentou de forma linear. Nesses fotopesjalooncentracéo de
60 g /L de sacarose foi a que apresentou a madtifgpacéo de brotos,
dentro do intervalo estudado. Pelas equacdesiceeri§e que, ao usar 60
g/L de sacarose, a producdo média estimada foi3ge € 24,0 novos
brotos para os fotoperiodos de 8 e 14 horas, ridsa@ente.

Por outro lado, a curva de regressdo do fotoperttald O horas
apresentou 0 ponto maximo na concentragdo de 4fl08e sacarose
guando espera-se uma produc¢do média de 17,95 .b@8xoyportamento
semelhante foi apresentado pelo fotoperiodo deotéishque atingiu o
ponto maximo na concentracdo de 56,7 g/L de sasam@mm uma
producdo média estimada em 19,5 brotos (Figura 1).

Nota-se ainda que, na auséncia de sacarose, o0 mideebrotos
induzidos foi baixo para todos os fotoperiodos desios, com médias
variando de 0,2 a 3,9 brotos, demonstrando que @a@ta-enxerto de
macieira “MM.111" o fotoautotrofisman vitro foi mal sucedido. Esse
comportamento foi observado também por Langford ainWtight
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(1987) e por Drew e Miller (1989), que verificaranfalta de brotagtes
em rosas e reducdes no enraizamento de mamoeiemtew cultivo em
meio isento de sacarose.

Tabela 1. Resumo da andlise de variancia para o nimero nestimado do total de
brotos e de brotos $,0 cm de comprimento do porta enxerto de macisid.111", em
diferentes concentragdes de sacarose e fotopetléd@\-Lavras-MG, 1996.

Fontes de Variagdo Quadrados Medios

GL Numero Total de Brotds Nimero de Brotos % cm’
Fotoperiodo 3 0,269 0,588*
Sacarose 4 17,696** 11,706**
Fotoperiodo x Sacarose 12 0,583** 0,315*
Residuo 40
CV(%) 12,58 18,25

" Significativo a nivel de 5% e 1% de probabilidaglepectivamente pelo teste F
Y Dados transformados para raiz de X + 0,5

Fotoperiodo
|t8 Horas (Y1) #-10Horas (Y2) =~14Horas(Y3) <+r16Horas (Y4)

T Y1=2,1188 +0,0463X ‘R= 0,888

Y2=1,0668 + 0,1433X - 0,00158% = 0,933
¢ Y53=1,9515 + 0,05002X = 0,844
Y4=1,6879 + 0.0983X - 0,000866 X% = 0,835

Valor transformado do nimero médio estimado do tot

de brotos raiz x +0,5
P

0 15 30 45 60
Sacarose (g/L)
Figura 1. Nimero médio estimado do total de brotos em fundao diferentes

concentragdes de sacarose dentro de cada nivekajeifiodo para o porta-enxerto de
macieira “MM.111"”, UFLA-Lavras-MG, 1996.
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Figura 2. Namero médio estimado de brotosa>1 cm em funcdo de diferentes
concentragdes de sacarose dentro de cada nivebtolgefiodo para o porta-enxerto
macieira “MM.111", UFLA-Lavras-MG, 1996.

Em relacdo a varidvel niumero de brotoa ,0 cm de comprimento,
nota-se, pela Figura 2, que houve tendéncia dergonde forma linear
no numero médio estimado de brotoa * cm, para os fotoperiodos de 8,
10 e 14 horas a medida que se aumentou a condmtda;sacarose.
Pelas equacbes, verificou-se que, ao usar a coaca&at 60 g/L de
sacarose, obteve-se a producdo média de 12,1]14.8 érotos >a 1 cm,
para os fotoperiodos de 8, 10 e 14 horas, respeatinte. Ja Zimmerman
(1983) nédo encontrou influéncia da sacarose nozamanto de brotos
de macieira, quando variou a concentracdo de sscdl5 a 60 g/L.

Para o fotoperiodo de 16 horas, verificou-se pelsagio cubica de
regressédo (Figura 2) que a producdo maxima de sreta 1,0 cm
estimada em 8,6 brotos foi obtida com a concentralgf 52,3 g/L de
sacarose. Esta producdo foi superior ao valor obtids condicbes
normalmente utilizadas em macieira (30 g/L de smeae fotoperiodo de
16 horas) por Lane (1979) e Ochatt e Caso (1983).

Nota-se, ainda, que na auséncia de sacarose, Hegntks
fotoperiodos testados, ndo ocorreram brotacdesresague 1,0 cm de
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comprimento. Esse resultado demonstra que a duda;feriodo de luz,
independente da sacarose, tem baixa eficiénciappadaucédo de energia
metabdlica, necessaria para o0 desenvolvimento eescimento do
explante. Segundo George e Sherrington (1984), utiiva in vitro,
devido a baixa eficiéncia da luz e condi¢des lidatade trocas gasosas
(CO,), a habilidade fotossintética do explante ficadiefite, tornando-se
necessaria uma fonte exdégena de energia e carbono.

CONCLUSAO

- As combinagdes entre sacarose e fotoperiodnfefecientes no
processo de multiplicacdo de brotos do porta-eaxd@tmacieira
“MM.111", sendo que 60 g/L de sacarose com fotaukride 8
horas proporcionaram os melhores resultados naugéodtotal
de brotos e no numero de brotos em.
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