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Resumo — Este trabalho objetivou avaliar o efeito da aplicagdo de baixa temperatura (4+1°C) sobre o
crescimento das brotagdes micropropagadas de um porta-enxerto de macieira (Malus prunifolia Borkh.),
cv. Marubakaido, durante o processo de aclimatizagdo. Durante as duas primeiras semanas de
aclimatizag8o, as plantulas foram transferidas para uma cadmara de crescimento, ¢ submetidas a tempe-
ratura de 4+1°C por 0, 240, 480, 720, 960, 1.200 e 1.440 horas, sob fotoperiodo de 16 horas e radiacéio
de 5 uE m? s'. Em seguida, foram conduzidas para casa de vegetagdo e avaliadas por um periodo de
90 dias. Ao final do experimento, avaliou-se, ainda, o comprimento dos entrends, o nimero de gemas
¢ o peso da matéria seca da parte aérea e das raizes das plantas. A porcentagem de sobrevivéncia
também foi avaliada ap6s um més de permanéncia das plantas em casa de vegetagdo. Houve aumento
na altura das plantas e no comprimento dos entrenos, proporcional ao tempo de sua permanéncia sob
baixa temperatura. O frio provocou decréscimo no peso seco das raizes, porém ndo afetou a sobrevi-
véncia das plantas, o nimero de gemas e o peso da matéria seca da parte aérea.

Termos para indexagdo: Malus prunifolia, propagagio vegetativa, micropropagagdo, dorméncia, cultu-
ra de tecidos, frio.

Effects of low temperature application on apple plants
over plant growth during acclimatization

Abstract — The present work aimed to evaluate the growth of shoots of a rootstock of the plant growth
of the apple (Malus prunifolia Borkh, cv. Marubakaido) tree during the acclimatization process. After
two weeks of acclimatization, the plantlets were transferred to a growth room and kept under tempera-
ture of 4+1°C, 16-hour photoperiod at 5 uE m? s of radiation for 0, 240, 480, 720, 960, 1,200 and
1,440 hours. So, the plantlets were transferred to the greenhouse where their growth was evaluated
every two weeks during 90 days. Internode length, bud number and dry matter weight of aerial part and
roots were also evaluated at the end of the experiment. The percentage of plant survival was evaluated
after a month in greenhouse. An increase was verified in the plant height and internode length propor-
tional to the time kept under low temperature. Chill did not affect the plant survival, the bud number
and the dry weight of aerial part, but it did affect the root dry weight.

Index terms: Malus prunifolia, vegetative propagation, micropropagation, dormancy, tissue culture,
cold.

Introducio

A propagacdo da macieira por meio do cultivo
in vitro tem sido descrita por diversos autores
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(Werner & Boe, 1980; Malavasi & Predieri, 1990).
Além de proporcionar uma elevada taxa de multipli-
cacdo, o método permite uma rapida propagacao de
material vegetativo, com a possibilidade de produ-
¢a0 durante todos os meses do ano. Contudo, como
técnica de propagagao, ¢ necessario que scja adapta-
da conforme as necessidades de cada espécie e culti-
var, pois estas diferem geneticamente entre si. Por-
tanto, ¢ de fundamental importancia o conhecimento
de todas as ectapas envolvidas no processo
(Debergh, 1988).

Entre as diferentes etapas da micropropagacgao, a
aclimatizacdo ¢ uma das mais importantes. Durante
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as etapas in vitro, as plantas desenvolvem-se sob con-
digdes controladas de crescimento, tornando-se
heterotroficas, com baixa ou nenhuma atividade
fotossintética, ¢, quando sofrem o processo da
aclimatizacio, estdo sujeitas a um forte estresse
ambiental, podendo ocorrer sua morte. Desta forma,
para muitos autores, este processo, compreendido
entre o transplante das plantulas produzidas in vitro
¢ o total restabelecimento em casa de vegetagao, ¢
complexo, e, para algumas espécies, fator limitante
na micropropagacdo (Wardle et al., 1983;
Huylenbroeck & Debergh, 1996). Poucos pesquisa-
dores tém investigado a transferéncia das plantulas
de condicdes in vitro para a casa de vegetagao. Além
disso, em algumas variedades de macieira — entre clas
a cultivar Marubakaido —, as plantas, quando trans-
plantadas para casa de vegetacdo apresentam uma
parada de crescimento, que pode perdurar por varios
meses, chegando a formar gemas terminais
escamosas, tipicas de dorméncia, mesmo sob condi-
¢des controladas de crescimento em casa de vegeta-
¢ao (Ribas & Zanette, 1992; Fortes et al., 1998).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da
aplicacao de baixa temperatura (4+£1°C), sobre o cres-
cimento das brotagdes micropropagadas de um
porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido, durante
o0 processo de aclimatizacao.

Material e Métodos

O trabalho foi realizado na Embrapa-Centro de Pes-
quisa Agropecuaria de Clima Temperado, em Pelotas, RS,
nos meses de novembro de 1997 a abril de 1998. Brotagdes
do porta-enxerto de macieira Marubakaido (Malus
prunifolia Borkh.), oriundos do cultivo in vitro, com dois
a trés pares de folhas, e com 1,0 a 1,5 cm de comprimen-
to, foram enraizadas, de acordo com o método proposto
por Zanol et al. (1998), e transplantadas para casa de ve-
getacfio, em bandejas de semeadura, com substrato com-
posto de terra de mato, vermiculita e esterco bovino, na
proporgdo de 1:1:1, previamente esterilizado com brometo
de metila.

Durante as duas primeiras semanas de aclimatizagio,
as plantas foram mantidas sob duplo sombrite e irrigadas
diariamente, procurando-se manter as folhas sempre umi-
das. Apos este periodo, as plantas foram entio transferidas
para uma camara de crescimento, modelo Percival I-60,
com temperatura de 4+1°C e radiagdo de 5 uE m2 71, du-

Pesq. agropec. bras., Brasilia, v. 36, n. 1, p.89-95, jan. 2001

rante sete periodos distintos: 0, 240, 480, 720, 960, 1.200
¢ 1.440 horas. O delineamento experimental utilizado foi
em blocos casualizados. Cada tratamento foi repetido seis
vezes, ¢ cada unidade experimental, constituida por
dez plantas.

Apos cada tratamento, as plantas retornaram para casa
de vegetagdo, onde se avaliou, a cada duas semanas, o seu
tamanho, compreendido entre a regido do colo ¢ a inser-
¢do da ultima folha, por um periodo de 90 dias. Ao final
do periodo estudado, avaliou-se também o niimero de ge-
mas, o comprimento dos entrends e o peso da matéria seca
das raizes e da parte aérea das plantas. A sobrevivéncia
das plantas também foi avaliada apos 30 dias de perma-
néncia em casa de vegetacao.

Os resultados obtidos foram avaliados estatisticamen-
te com o auxilio do Sistema de Analise
Estatistica para microcomputadores (SANEST)
(Zonta & Machado, 1984).

Resultados e Discussio

O transplante das plantulas das condicoes in vitro
para a casa de vegetacdo, seguido dos respectivos
tratamentos a baixa temperatura, nao afetou signifi-
cativamente (0e<0,05) sua sobrevivéncia, apds 30 dias
de aclimatizagio. A taxa média de sobrevivéncia ob-
servada foi de 72.64% nos diferentes tratamentos.
Embora taxas acima de 90% ja tenham sido observa-
das com a cultivar Marubakaido (Schuch, 1989), as-
pectos como tipo de substrato, alta umidade relativa
¢ temperaturas amenas podem determinar a
otimizagao desta fase (Grattapaglia & Machado,
1990). Além disso, a época do ano parece influen-
ciar o sucesso desta pratica. Segundo Werner & Boe
(1980), os melhores resultados sdo alcangados no
outono ¢ no inverno.

A relagio entre o crescimento das plantas e os tra-
tamentos a baixa temperatura foi linear (Figura 1),
com tendéncia de aumentar as diferencas de ganho
em tamanho das plantas com o aumento do tempo de
exposicdo a baixa temperatura. Assim, nas plantas-
testemunhas, o aumento de tamanho, verificado en-
tre o inicio ¢ o final do experimento, foi de cerca de
18%. Ja nas plantas submetidas a 240 até 1.440 ho-
ras de frio, o aumento médio em altura foi de,
aproximadamente, 55% a 269%, respectivamente
(Figura 1).

O cfeito das baixas temperaturas por um periodo
mais prolongado (2.500 horas) ja havia sido revela-
do por Nichols et al. (1974), ocasionando maior
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brotacdo ¢ crescimento das mudas de macieira da
cultivar Granny Smith. Ribas & Zanette (1992) tam-
bém observaram os efeitos positivos das baixas tem-
peraturas sobre o crescimento de mudas de macicira
durante a aclimatizagio. Temperaturas de 2 a 4°C por
720 ¢ 1.440 horas foram os tratamentos que propor-
cionaram os melhores resultados na eliminacdo das
inibi¢des do crescimento das plantas micropro-
pagadas e cultivadas em casa de vegetago. Petri et al.
(1996) mostraram que a exposicao de mudas de ma-
cieira a temperaturas de 2 a 6°C durante periodos de
30 dias (720 horas) a 45 dias (1.080 horas), além de
permitir uma brotacdo mais uniforme, proporciona
maior crescimento das plantas. Estes mesmos auto-
res afirmam que tratamentos acima de 30 dias sdo
normalmente os mais recomendados, por proporcio-
narem maior crescimento das mudas de macieira e,
conseqiientemente, melhorarem o vigor das plantas.

Diferencas significativas para a altura das plantas
em relagdo as horas de frio s6 comegaram a ser evi-
denciadas a partir dos 30 dias da avaliagdo, quando
a curva referente ao tamanho das plantas apresentou
um comportamento quadratico, nitidamente ascen-
dente, para as plantas expostas a periodos prolonga-
dos de baixas temperaturas (Figura 2). Nas demais
épocas as regressoes ajustadas foram lineares ¢ o
acréscimo na altura das plantas foi de, aproximada-
mente, 0,2% em relagdo a cada aumento unitario das
horas de frio (Figura 2).
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Figura 1. Porcentagem final de crescimento das plantas
do porta-enxerto de macieira Marubakaido, em razdo de
diferentes periodos de exposi¢do a temperatura de 4+1°C.
Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Tem-
perado, Pelotas, RS.

Parece bastante evidente que o crescimento ini-
cial deficiente das mudas de macieira provenientes
do cultivo in vitro seja resultante das condi¢des ad-
versas que estas encontram no momento do trans-
plante. Além do mais, questiona-se o estado funcio-
nal das raizes no que diz respeito a nutri¢ao
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Figura 2. Efeito da temperatura de 4+1°C sobre a altura
das plantas em razdo do periodo de frio, em cada periodo
de avaliagcdo. Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria
de Clima Temperado, Pelotas, RS.
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das plantas logo apos o transplante. Conforme
Debergh & Maene (1981), raizes formadas in vitro
sdo pouco funcionais, por ndo apresentarem pélos
radiculares, além de propiciarem conexao vascular
pobre com a parte aérea das plantas, resultando numa
restrita transferéncia de agua e nutrientes para a par-
te aérea. Istambouli & Neville (1977) observaram
que mudas de oliveira sdo facilmente induzidas a
pararem o crescimento em casa de vegetaco, se hou-
ver caréncia em sais minerais. No momento em que
estas plantas voltam a ser supridas com solug¢do nu-
tritiva, retornam ao crescimento. Embora nio se te-
nha testado outro tipo de tratamento, ¢ possivel que
um suplemento mineral possa melhorar o crescimento
delas em casa de vegetagao.

Nas plantas-testemunhas, nao se observou ajuste
significativo quando se estudou a altura das plantas
em razao das épocas de avaliagio, nos diferentes tra-
tamentos com frio. No que diz respeito as plantas
submetidas a 240 e 480 horas de frio, o ajuste indi-
cou regressdes lineares crescentes, em que o acrésci-
mo no tamanho das plantas foi de 0,8% ¢ 0,94%,
respectivamente; nas plantas submetidas a 720 ¢ 960
horas de frio, o0 acréscimo no tamanho das plantas,
em fungao da época de avaliagao, foi de 3,3% ¢ 3,6%,
respectivamente. Finalmente, nas plantas tratadas
com 1.200 ¢ 1.440 horas de frio, houve ajuste para
as regressdes quadraticas em que se observa, em
ambos tratamentos, uma desaceleragio no crescimen-
to a partir dos 60 dias de avaliacdo (Figura 3).

Além de proporcionar um maior crescimento das
plantas, o frio afetou significativamente o alongamen-
to dos entrends. Entretanto, tais diferencas nio fo-
ram observadas (a<0,05) quanto ao niimero de ge-
mas formadas, em relagdo ao periodo de avaliagao
final (Tabela 1).0 aumento no comprimento dos
entrends com o aumento da permanéncia das plantas
sob baixa temperatura foi linecar (Figura 4).
Nas plantas-testemunhas ¢ nas que receberam
240 horas de frio, observou-se a formagio de uma
estrutura de roseta de folhas, sintoma caracteristico
de deficiente alongamento de entrends. Nos demais
tratamentos, houve maior alongamento, proporcio-
nando melhor distribuicdo das folhas ao longo das
plantas. Crabb¢ & Barnola (1996) citam que um ra-
pido acamulo de folhas jovens apresenta um efeito
inibitorio, sobre o alongamento dos entrends, que
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Figura 3. Efeito da temperatura de 4+1°C sobre a altura
das plantas em razdo dos periodos de avaliagdo, em cada
tratamento de frio. Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado, Pelotas, RS.
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pode anular a organogénese e, conseqiientemente,
provocar uma parada por completo no crescimento
da planta. Neste trabalho, observou-se, nas plantas-
testemunhas, este comportamento. Tal fato pode ser
uma indicacio de que as folhas formadas durante a
aclimatizagio apresentam algum efeito inibitorio
sobre o crescimento. Pelo fato de nao se terem reali-
zado testes bioquimicos para detectar possiveis subs-
tancias inibidoras envolvidas, ¢ impossivel afirmar
que estas folhas, em forma de rosetas, poderiam ser
a causa da inibicdo do crescimento das plantas em
casa de vegetagao.

De acordo com Champagnat (1992), baixas tem-
peraturas, além de provocarem a mobilizagio de re-
servas, sio responsaveis pelo aumento dos niveis
enddgenos de giberelinas nas plantas. Um aporte na
concentracdo de giberelinas poderia ser a causa do
retorno ao crescimento das plantas, apos determina-
do periodo de dorméncia (Pereira et al., 1999). Em-
bora existam controvérsias sobre o aumento dos ni-
veis de giberelinas ser um efeito ou uma causa da
quebra de dorméncia, é bastante evidente a agao deste
regulador sobre o crescimento das plantas. Confor-
me Metivier (1985) os efeitos mais pronunciados das
giberelinas aparecem no crescimento, especialmen-
te no alongamento do caule. Segundo este mesmo
autor, plantas submetidas a baixas temperaturas apre-
sentam aumento nos niveis endégenos de giberelinas,
causando maior alongamento dos entrends. Esses
resultados poderiam explicar o fato de plantas trata-
das com baixas temperaturas terem apresentado maior
alongamento nos entrends, sugerindo, assim, que o

Tabela 1. Nimero médio de gemas formadas em plantas
da cultivar de macieira Marubakaido, em razdo de dife-
rentes tratamentos com temperatura de 4+1°C, apds 90 dias
em casa de vegetagdo. Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado, Pelotas, RS.

Exposi¢éo (horas) Gemas’ln

0 12,08:1,08

240 11,35:1,18

480 13,25:1,39

720 12,821,221

960 13,091,52

1.200 11,99:1,18
1.440 12,750,56

frio atua sobre a sintese deste regulador na planta.

Se para alguns autores (Young & Werner, 1985;
Arnould & Young, 1990) o tratamento das plantas
com baixas temperaturas afeta positivamente o cres-
cimento do sistema radicular, no presente trabalho
observou-se uma diminuigao no peso seco das raizes
com o aumento do tempo de permanéncia das plan-
tas sob baixa temperatura. Entretanto, os tratamen-
tos ndo afetaram significativamente (a<0,05) o peso
da matéria seca da parte aérea das plantas ao final
dos 90 dias de avaliacdo (Figura 5).

Na literatura nio ha dados significativos provan-
do a existéncia de dorméncia em raizes. Entretanto,
as extremidades radiculares podem cessar o cresci-
mento quando sdo expostas a condigdes desfavora-
veis, como baixas temperaturas ou deficiéncia hidrica
(Cottignies, 1987). Contudo, o crescimento ¢
reativado logo que as condi¢des tornam-se novamente
favoraveis. Arnould & Young (1990) afirmam que o
tratamento de plantas com temperatura de 5°C, se-
guido da sua transferéncia para condigdes de tempe-
ratura mais elevada (20°C), promove maior cresci-
mento do sistema radicular. Para estes autores, um
dos efeitos do frio ¢ a mobilizagcdo de reservas das
plantas, que pode estar relacionada ao crescimento
das plantas no final do periodo dormente. Para
Aspuria & Fujime (1995), um aumento no peso seco
das raizes, seguido de diminuigao da taxa de cresci-
mento da parte aérea, ¢ normalmente observada quan-
do as plantas estdo entrando em dorméncia. Por outro
lado, uma indicac¢ao da saida do estado dormente de
uma planta ¢ quando ocorre aumento na taxa de cres-
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Figura 4. Comprimento dos entrends de plantas do por-
ta-enxerto de macieira Marubakaido, em razio de dife-
rentes periodos de exposi¢do a temperatura de 4+1°C.
Embrapa-Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Tem-
perado, Pelotas, RS.
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Figura 5. Peso da matéria seca das raizes (#) e parte aé-
rea(O) de plantas do porta-enxerto de macieira ‘Maru-
bakaido’ em razo de diferentes periodos de exposi¢io a
temperatura de 4+1°C. Embrapa-Centro de Pesquisa
Agropecuaria de Clima Temperado, Pelotas, RS.

cimento da parte aérea, seguido por uma diminuigao
no peso seco das raizes. Como as plantas deste expe-
rimento apresentaram diminuicdo no peso seco das
raizes com relagio ao aumento do periodo sob baixa
temperatura, apos 90 dias de permanéncia em casa
de vegetagao, sugere-se que tenham se utilizado das
reservas mobilizadas durante os tratamentos com ftio,
nos seus diferentes 6rgaos, inclusive das raizes, para
promover o crescimento da parte aérea, em detrimen-
to do sistema radicular. Entretanto, outras pesquisas
s30 necessarias para melhor compreender este com-
portamento.

Conclusoes

1. A sobrevivéncia do porta-enxerto de macieira
Marubakaido, durante a aclimatizacdo, nio ¢ afeta-
da pelo tratamento com baixa temperatura.

2. O aumento médio da altura e do comprimento
dos entrenos das plantas do porta-enxerto de maciei-
ra Marubakaido recém-aclimatizadas e mantidas a
4+1°C ¢ proporcional ao tempo do tratamento.

3. Baixa temperatura em plantas do porta-enxerto
de macieira Marubakaido proporciona diminui¢io no
peso da matéria seca das raizes, sem afetar o peso da
matéria seca da parte-aérea ¢ o numero de gemas
destas plantas, apés 90 dias em casa de vegetacio.
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