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RESUMO - Verificou-se o efeito de varias concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP), acido
naftalenoacético (ANA) e 4cido giberélico (GA;) na multiplicagdo in vitro do porta-enxerto de
macieira M-7. Foram testadas diversas combinagdes entre BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0; € 4,0 mg/f) e
GA, (0,0, 0,01, 0,1 e 1,0'mg/€), BAP (0,0; 0,5, 1,0; 2,0 e 4,0 mg/¢) e ANA (0,0; 0,001; 0,01 e
0,1 mg/f), GA, (0,0, 0,01; 0,1 e 1,0 mg/f) e ANA (0,0, 0,001; 0,01 e 0,1 mg/?). Os explantes
consistiram de segmentos de brotos com aproximadamente 1,0 cm de comprimento, € foram
incubados em sala de crescimento sob temperatura de 27 £ 2°C, fotoperiodo de 16 horas ¢
intensidade luminosa de 3000 lux. Avaliou-se o experimento apos 28 dias de cultivo, registrando-
-se o nimero total de brotos e o nimero de brotos superiores a 1,0 cm. A multiplicagdo in vitro
pode ser realizada com sucesso utilizando-se, tanto para proliferagéo total de brotos, quanto para
brotos superiores 1,0 cm, 0 BAP em concentragdes entre 0,5 a 2,0 mg/¢. A adigdio de ANA e GA,
¢é dispensavel.

Termos para indexagdo: cultura de tecidos, micropropagagdo.

IN VITRO EFFECTS OF GROWTH REGULATORS
ON PROLIFERATION OF SHOOTS OF M-7 APPLE ROOTSTOCK

ABSTRACT - The objective of this work was to research the effect of different concentrations of
6-benzylaminopurine (BAP), naphthalene acetic acid (ANA) and gibberellic acid (GA,;) on the in
vitro multiplication of apple tree rootstock M-7. In this experiments, al} possible combinations
between BAP (0.,0; 0,5; 1,0; 2,0; and 4,0 mg/¢) and GA, (0,0, 0,01; 0,1 and 1,0 mg/¢), between
BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 and 4,0 mg/¢) and ANA (0,0; 0,001; 0,01 and 0,1 mg/?), and between
GA, (0,0, 0,01; 0,1 and 1,0 mg/¢) and ANA (0,0, 0,001; 0,01 and 0,1 mg/¢) were tested. The
explants (segments of shoots with 1,0 cm of length) were inoculated (one/tube) and cultured at
27 +£2°C, 16 hr photoperiods and 3000 lux light intensity. The evaluation was made after 28 days
through total number of branchs higher than 1,0 cm. The in vitro multiplication can be made

successfully using 0,5 and 2,0 mg/? of concentration. The ANA and GA,; are dispensable.

Index terms: tissue culture, micropropagation.

INTRODUCAO
A macieira se propaga vegetativamente através
da enxertia, ¢ os porta-enxertos sdo obtidos utili-
zando-se da "amontoa de cepa”. Tal técnica apre-
senta, porém, um rendimento baixo, e isso tem
contribuido para a elevagdo do custo das mudas.
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Os métodos de propagagdo in vitro, de relevan-
te importancia para o desenvolvimento da cultura,
sdo bastante eficientes na multiplicagdo, tanto das
matrizes como dos porta-enxertos, oferecendo
maior seguranga no aspecto fitossanitario das
mudas produzidas.

Lane (1978) verificou para a cultivar McIntosh
a ndo-necessidade da aplicagdo de auxina exogena
para proliferagdo de brotos. Entretanto, alguns
autores, como Dunstan et al. (1985), observaram
que a aplicagdo de pequenas doses de AlIB (0,2
mg/¢) pode estimular a produgdo de brotagoes. A
adigdo de ANA ao meio de cultura pode provocar
inibi¢do da proliferagdo de brotagdes, quando en-
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tre as doses de 0.1 e 0.2 mg/¢, segundo Abbott &
Whiteley (1976) e Lane (1978). ‘

Em outros trabalhos. Jones et al. (1979). Lun-
dergan & Janick (1980) e Dunstan et al. (1985)
verificaram que a citocinina mais eficiente a pro-
pagacdo in vitro da macieira foi a 6-benzilamino-
purina (BAP); mas em concentragdes mais cleva-
das, acima de 3.0 mg/{, pode afetar a qualidade
dos brotos, produzindo-os de modo atrofiado.

Pesquisando varios niveis de BAP. Barbosa et
al. (1986) verificaram que para as cultivares Rai-
nha, Gala. selegdes IAC 1381-22, IAC 3881-8 ¢
IAC 4881-11. as melhores concentragdes estio
proximas de 1.12 ¢ 1.68 mg/!.

A adi¢3o de BAP (1.0 mg/() ao meio de cultu-
ra constituido de sais MS ¢ fundamental para o
crescimento e desenvolvimento dos meristemas ¢
também para o desenvolvimento de gemas axila-
res da cultivar de macieira McIntosh (Lane 1978).

Em cultura nodal. sobre meio MS utilizando
explantes do porta-enxerto KSC-3. Hicks & Nair
(1986) verificaram que ao aplicar BAP entre 0.1 a
1.0 mg/¢ houve aumento rapido no tamanho das
brotagdes no peso da matéria fresca e seca.

Varios autores. entre os quais Lane (1978).
Lundergan & Janick (1980). Cheema & Sharma
(1983) ¢ Ochatt & Caso (1983). verificaram que a
adi¢do de giberelina a0 meio MS, em doses que
variam entre 0.1 ¢ 1.0 mg/¢. ndo apresentam
efeitos significativos sobre a proliferagdo de bro-
tagdes de macieira para os porta-enxertos EMLA-
25 ¢ M-4 ¢ para as cultivares Golden Delicious ¢
Mclntosh.

Para o cultivo in vitro da macieira. normal-
mente as giberelinas sdo aplicadas em concentra-
¢Oes baixas. cerca de 0.1 mg/(. Quando o objetivo
da cultura ¢ a obtengdo de brotos alongados.
apropriados para a fase de enraizamento, torna-se
necessaria a utilizagdo de concentragdes mais ele-
vadas (Snir & Erez 1980).

Objetivou-se. neste trabalho, verificar o efeito
de vérias concentragdes de BAP, ANA ¢ GA, na
multiplicagdo /m vitro do porta-enxerto de maciei-
ra M-7.

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Cultura de Tecidos do Departamento de Agricultura
da Escola Superior de Agricultura de Lavras - ESAL -,
em Lavras, MG.
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Os explantes do porta-enxerto de macieira M-7
consistiram de brotos com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, obtidos anteriormente por cultura de
meristemas e inoculados em meio MS (Murashige &
Skoog 1962), com pH ajustado para 6 e solidificado
com agar 6,0 g/¢.

Pesquisaram-se as seguintes combinagdes de regu-
ladores de crescimento: a) BAP nas concentragdes de:
0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/? ¢ GA, 0,0; 0,01; 0,1 ¢
1,0 mg/f, com acréscimo de 0,01 mg/¢ de ANA; b)
BAP 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/¢, e ANA 0,0, 0,001;
0,01 € 0,1 mg/¢, com acréscimo de 0,1 mg/¢ de GA; e ¢)
GA, 0,0, 0,01; 0,1 e 1,0 mg/f e ANA 0,0, 0,001; 001 e
0,1 mg/¢ com acréscimo de 1,0 mg/¢ de BAP. Apos a
inoculagdo de um broto por tubo, manteve-se o material
em sala de crescimento com temperatura variando entre
22 e 26°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade lumi-
nosa cerca de 3000 lux.

As avaliagdes foram efetuadas apos 28 dias de cul-
tivo, através do nimero total de brotos e nimero de
brotos superiores a 1,0 cm. O delineamento experimen-
tal utilizado para todos os ensaios foi inteiramente ca-
sualizado, composto de 20 tratamentos e 20 repetigdes.
A analise estatistica foi efetuada em esquema fatorial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Efeitos de benzilaminopurina combinada com
4cido naftaleno acético

Houve significincia ecstatistica para nimero
total de brotos cm ambos os fatores e inclusive na
interagdo. No entanto. o niimero de brotos maio-
res que 1.0 cm mostrou significancia estatistica
apenas para BAP.

A melhor concentragdo dc BAP utilizada na
proliferagio total de brotos foi de 1.0 mg//. inde-
pendentemente. dos niveis de ANA. com produ-
¢d0 em média dc 5.58 brotagdes por explante cul-
tivado. A aplicagdo de ANA também apresentou
efeito significativo. sendo que a melhor dosc foi
de 0.01 mg/(. produzindo. em média. 4.42 novas
brotagdes por explante. Para proliferagio total de
brotos, a interagdo entre BAP ¢ ANA foi signifi-
cativa estatisticamente. sendo que para a dosc de
1.0 mg/¢ de BAP o melhor nivel de ANA foi de
0.01 mg/(. que produziu 6.1 novas brotagdes por
explante (Tabela 1 e Fig. 1 € 2).

Para o nimero de brotos superiores a 1.0 cm.
os melhores niveis de BAP utilizados foram de
0.0; 0,5 ¢ 1,0 mg/(. independentemente do ANA.
produzindo, em média. 1.11: 1.00 e 0.92 novas
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TABELA 1. Média do niimero total de brotos por
explante do porta-enxerto M-7, nas dife-
rentes concentragies de BAP e ANA
(mg/l). ESAL. Lavras, MG, 1990.

BAP (mg/i")
ANA
(mgAH) 0 05 10 20 40 Média
0 28 44  49abcd43 29  389AB
0001 33 42  55abc 49 39  438AB
001 35 41 6la 44 41  442A
01 29 49 58ab 30 29 389AB

Média 3,11C 442B 558A 4,17B 344C

As médias seguidas de mesma letra néo diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%. As letras maiisculas sio referentes as
comparagdes entre niveis, € as minitsculas, a interagio BAP
x ANA.

TOTAL DE BROTOS (n?)

0 0.5 1 2 4

BAP (mg/¢)
FIG. 1. Média do numero total de brotos por ex-
plante do porta-enxerto M-7 nas diferentes
concentracées de BAP. Lavras, MG, 1990.

brotagdes por explante. Ndo foi observado efeito
significativo na aplicagdo de ANA (Tabela 2 e
Fig. 3).

Ffeitos de benzilaminopurina combinada com
4cido giberélico

Houve diferengas significativas a 1%. tanto em
nimero total de brotos como em niimero de brotos
superiores a 1,0 cm apenas para BAP; para GA;,
na interagdo entre estes dois fatores, ndo houve
significdncia estatistica.
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TOTAL DE BROTOS POR EXPLANTE (n%)

Y] 0,001 0,01 0,1

ANA (mg/t)

FIG. 2. Média do numero total de brotos por ex-
plante do porta-enxerto M-7 nas diferentes
concentragoes de ANA. Lavras, MG, 1990.

TABELA 2. Média do nimero de brotos superiores a
1,0 cm por explante do porta-enxerto
M-7 nas diferentes concentracoes de
BAP e ANA (mg/l). ESAL. Lavras, MG,

1990.
BAP (mg/I™)

ANA

(mgNH) 0 0,5 10 20 40 Média
0 10 09 11 05 02 074A
0001 11 10 1,0 03 03  074A
0001 12 10 08 04 02 072A
01 11 1,1 08 02 02 O068A

Média 1,11A 1,00A 092A 039B 025B

As médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%.

Com relagdo ao namero total de brotos. os
melhores niveis de BAP aplicados foram de 1.0 ¢
2,0 mg/¢ (Tabela 3 e Fig. 4).

Para niimero de brotos superiores a 1 cm o
melhor resultado foi conseguido com aplicagio de
0,5 mg/¢ de BAP (Tabela 4 ¢ Fig. 5).

Efeitos de icido naftaleno acético combinado
com Acido giberélico

Houve significincia estatistica a 1% em GA;.
para o nimero total de brotos, € a 5% para niime-
ro de brotos superiores a 1.0 cm. Em ANA. nio
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FIG. 3. Média do numero de brotos superiores a
1,0 cm de comprimento por explante do
porta-enxerto M-7 nas diferentes concen-
tragoes de BAP. Lavras, MG, 1990.

TABELA 3. Média do niimero de brotos superiores a
1,0 cm por explante do porta-enxerto

M-7 nas diferentes concentragies de
BAP e ANA (mg/l). ESAL. Lavras, MG,

1990.
BAP (mgn')

GA,

(mg*) 0 0,5 1,0 20 40 Média
0 36 56 56 67 51 532A
001 27 61 72 63 62 S5T0A
01 33 61 55 60 46  510A
10 27 60 6l 60 43  502A

Média 3,13C 597 AB6,13A 628A 509B

As médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%.

houve significincia estatistica na interagdo entre
GA; e ANA.

As melhores taxas de multiplicagdo foram ob-
tidas na auséncia e na presenga de 0.1 mg// de
GA; (Tabela 5 e Fig. 6). ’

Em relagdo ao numero de brotos superiores a
1,0 cm, a adi¢do de GA; a 0.1 mg/¢ proporcionou
a melhor taxa de multiplicagdo (Tabela 6 Fig. 7).

De modo geral, o BAP mostrou-se necessario a
multiplicagdo de brotos em concentragdes mais
clevadas para o numero total de brotos do que
para numero de brotos superiores a 1,0 cm. Esta
observagdo estd de acordo com a expectativa de
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TOTAL DE BROTOS POR EXPLANTE (n?)

o
f

0 05 1 2 4
BAP (mg/?)
FIG. 4. Média do numero total de brotos por ex-
plante do porta-enxerto M-7 nas diferentes
concentragoes de BAP. Lavras, MG, 1990.

TABELA 4. Média do niimero de brotos superiores a
1,0 cm por explante do porta-enxerto
M-7 nas diferentes concentragdes de
BAP e GA; (mg/l). ESAL. Lavras, MG,

1990.
BAP (mg/"")

GA,

(mgY) o 05 1,0 20 4,0 Média
0 1,4 12 07 04 04 082A
001 07 12 07 0.5 04  070A
0,1 0,7 1,5 1,1 00 02 070A
1,0 1,0 1,5 09 07 02 086A

Média 097B 138A 083A 041C 031C

As médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%.

que maiores concentragdes de BAP promovam a
formagdo de grande numero de brotos. em detri-
mento. porém. de seu desenvolvimento. Desta
forma. se o objetivo é produzir brotos maiores
para posterior enraizamento. pode-se trabalhar
com doses mais baixas de BAP.

Estes dados confirmam citagdes de Lane
(1978). de que a adigiio de BAP a 1.0 mg/( é fun-
damental para o crescimento e desenvolvimento
de meristemas ¢ gemas de macieira. Corrobo-
ram, ainda. com as afirmagdes de Hicks & Nair
(1986) de que ha um efeito benéfico de BAP a 0.1
¢ 1,0 mg/¢ sobre a proliferagdo de brotagdes em
diversos porta-enxertos de macieira. € com Barbo-
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> TOTAL DE BROTOS SUPERIORES (n?)

1,0cm

05 1 2 4
BAP (mg/¢)

FIG. 5. Média do numero de brotos superiores a
1,0 cm de comprimento por explante do
porta-enxerto M-7 nas diferentes concen-
tracdes de BAP. Lavras, MG, 1990.

TABELA 5. Média do nimero de brotos superiores a

1,0 cm por explante do porta-enxerto
M-7 nas diferentes concentragoes de
GA; e ANA (mg/l). ESAL. Lavras, MG,
1990.

GA3 (mg/™)

001 01 10 10,0 Média

ANA
(mgn’) ©
0 34
0001 30
001 33
01 38

36 33 2,6 27 3,12A
3,0 33 30 24 294 A
31 34 3,0 24 304 A
29 36 27 24 3,08A

Média 338A 3,15AB340A 283BC248C

As médias seguidas de mesma letra nao diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%.

sa et al. (1986), que identificaram melhores resul-
tados em algumas cultivares e selegdes de maciei-
ra quando da aplicagdo de 5.0 a 7.5 mg/( de BAP.

Os efeitos significativos da citocinina no meio
de cultura sobre a multiplicagfo in vitro da maci-
eira podem ser explicados através da agdo das ci-
tocininas na quebra da dominancia apical. que
apresenta como consegiiéncia a inducdo de brota-
¢Oes adventicias. Estes efeitos provenientes da
aplicagdo da citocinina sobre a proliferagdo de
brotos pode ocorrer também devido ao baixo nivel
endogeno em que o BAP se encontra nos explan-

tes.

TOTAL DE BROTOS POR EXPLANTE (n?)

0,01 0,1 1 10
GA3 (mg/t)

FIG. 6. Média do numero total de brotos por ex-
plante do porta-enxerto M-7 nas diferentes
concentragdes de GA,. Lavras, MG, 1990.

TABELA 6. Média do niimero de brotos superiores a

1,0 cm por explante do porta-enxerto
M-7 nas diferentes concentragbes de
GA5 (mg/l). ESAL. Lavras, MG, 1990.

GA3 (mght)

001 01 1,0 10,0 Média

ANA

(mgn’) 0
0 0,6
0,001 09
001 09
01 09

09 1,0 1,0 0,9 0,88 A
1,0 1,0 1,0 1,0 098 A
1,0 1,1 1,0 09 098 A
1,0 1,0 1,0 1,0 098 A

Média 0,83B 0,98 AB1,03A 1,00 AB0,95 AB

As médias seguidas de mesma letra nio diferem entre si pe-
lo teste Tukey a 5%.

2

0,5

TOTAL DE BROTOS SUPERIORES

0

>

1,0cmy

0,01 0,1 1 10
GAj3 (mglt)

FIG. 7. Média do numero de brotos superiores a
1,0 cm de comprimento por explante do
porta-enxerto M-7 nas diferentes concen-
tragdes de GA,. Lavras, MG. 1990.
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Os resultados obtidos com GA; discordam, em
parte, das afirmagdes de Lane (1978), Lundergan
& Janick (1980) ¢ Cheema & Charma (1983). de
ser 0 GA; dispensavel na multiplicagdo de brota-
¢des da macieira, ¢ estdo concordantes com Snir
& Erez (1983), que afirmam ser o GA; indicado
para obten¢do de brotagdes alongadas, apropria-
das para enraizamento.

Os poucos efeitos observados sobre a prolifera-
¢do de brotagdes no porta-enxerto testado, podem
também estar relacionados ao fato de que as gibe-
relinas. quando submetidas 4 autoclavagem, per-
dem cerca de 90% de sua atividade bioldgica.
Desta forma. haveria necessidade de concentra-
¢des mais elevadas. ou entdo. fazer a esterilizagio
do GA; a frio, evitando os danos causados pelo
calor. ao qual as giberelinas sdo altamente sensi-
veis.

O ANA mostrou efeitos positivos para o M-7
apenas para nimero total de brotos. o que concor-
da com varios autores. entre os quais Dunstan et
al. (1985). que observaram estimulo a produgio
de brotagdes com a aplicagio de pequenas doses
de AIB.

Apesar das divergéncias com relagdo a utiliza-
¢do do ANA na multiplicagdo. varios trabalhos
(Snir & Erez 1980, Cheema & Sharma 1983, en-
tre outros) mostraram que a aplicagdo de peque-
nas concentragdes de auxina combinadas com
BAP induzem a proliferagio de brotos, o que
confirma os dados obtidos neste trabalho para o
porta-enxerto M-7. onde houve interagio signifi-
cativa entre BAP ¢ ANA para nimero total de
brotos.

CONCLUSOES

1. A citocinina € essencial para a multiplicagdo
in vitro do porta-enxerto de macieira M-7.

2. Melhores resultados foram obtidos tanto
para produgio total de brotos como para produgdo
de brotos superiores a 1,0 cm, com a utilizagio de
BAP nas concentragdes de 0,5 a 2,0 mg/¢.

3. Ndo h4 necessidade de se adicionar GA; ao
meio de cultura em associagdo a0 BAP para mul-
tiplicagdo de brotagdes.
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4.0 ANA ¢ dispensavel durante a fase de
multiplica¢dode brotagdes.
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