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RESUMO

Foram efectuados ensaios para o estudo da indugdo da formaggo de raizes adventicias em estacas
de nogueira (Juglans nigra L.) micropropagadas. Foi utilizado o protocolo de enraizamento
proposto por Ripetti et al., (1994) tendo sido estudada a duragdo do periodo de indugdo da
rizogénese (entre trés a sete dias) para uma concentragio de 3 mg 1" de IBA; o efeito de varias
concentragdes de fluoroglucinol (PG) (0,5; 1; 1,5 ¢ 2 mg 1") como co-factor da acgdio do IBA e
ainda o efeito da administragdo liquida (contacto por imers3o com a base da estaca) de diferentes

concentragdes de IBA (de 8 a 140 mg .

Os resultados obtidos mostram que a adigdo de 3 mg 1" de IBA ao meio de cultura, conduziu &
obtencao de Taxas ¢ SNTMZEMEDIo N2 videm dus 0% pain D ¢ & dizs & indigie, 1 administiagio
liquida de IBA ndo induziu rizogénese para qualquer das concentragdes utilizadas. Obtiveram-se
taxas de enraizamento de 100% para cinco dias de indugdo, na presenga de 3 mg I'de IBAe2mg

I'" de PG incorporados no meio de indugio.
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ABSTRACT

Experimentation was made to induce adventitious root formation in micropropagated walnut

(Juglans nigra L.). The protocol used was proposed by Ripetti et al, (1994) and it was studied the
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duration of the rooting induction period (between 3 to 7 days) to a single concentration of IBA
(3 mg I'); the effect of several concentrations of phluoroglucinol (PG) as a co-factor of the rooting
effect of the IBA; and the effect of the liquid administration of several concentrations of IBA

(from 8 to 140 mg 1").

The obtained results showed the best rooting rate (100%) for 5 days of induction in the presence of
3 mg I'' IBA and 2 mg 1" of PG when added to the culture medium. The presence of 3 mg I of
IBA induce only 40% rooting for 3 and 4 days of induction. Liquid administration of hormones

and co-factors didn’t give positive results in adventitious root formation.

Key Words: walnut; micropropagation; root formation; in vitro culture.
1-INTRODUCAO

A micropropagacdo da nogueira continua a ser objecto de investigacdo (Kevers et al., 1997,
Sanchez-Olate et al., 1997; Chenevard et al., 1997), sobretudo nos aspectos ligados & indugdo do
desenvolvimento de raizes adventicias (Navatel & Bourrain, 1994; Ripetti ef al., 1994; Kevers et
al., 1997). A utilizagdo de compostos fendlicos inibidores da oxida¢fio de auxinas exdgenas esta
documentado como co-factor indutor da proliferagdio ¢ da rizogénese para inumeras espécies
(James & Thurbon, 1981; Zimmerman & Broome, 1981; Berardi et al., 1991; Ponchia & Tonon,
1993; Hammatt, 1994; Nandi et al., 1996). Na nogueira, a sua utilizacdo no enraizamento tem
dado origem a resultados contraditérios, uma vez que Loewe (1990) refere uma marcada
influéncia do PG no enraizamento de J. regia L., enquanto que Ponchia & Tonon, (1993) referem

a sua ndo eficacia no enraizamento da mesma espécie.

Neste trabalho apresentam-se os resultados do estudo de enraizamento de J. nigra L. in vitro.
Averiguou-se a eficacia da administragdo liquida de varias concentragdes de auxinas, a influéncia
da variag@o do periodo de indugdo e a acgdo de diferentes concentragbes de fluoroglucinol como

co-factor da ac¢do do IBA.

2 - MATERIAL E METODOS
Foram utilizadas estacas uninodais de J. nigra L. provenientes da rebenta¢io de sementes. O
material vegetal foi desinfectado por imersdo numa solugdo com HgCl, a 0,1% (p/v) durante 15

minutos, 1% PVP (p/v) e 0,01% de Tween 20 (v/v). O estabelecimento das culturas foi efectuado
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em DKW sem reguladores de crescimento e modificado (DKWJ) pela adigio de 200 mg I'' de
FeEDDHA , contra a redugdo da composicdo inicial de ferro para metade. O material foi mantido
em proliferagdo in vitro em DKW]J, suplementado com 4,5 uM de BAP e 5 nM de IBA durante
trés anos, em camara climatizada, com temperatura diurna de 26 °%C e 50 mmol m? s de
intensidade luminosa. Na ultima sub-cultura antes da passagem para o meio de enraizamento o

meio de cultura foi suplementado com 1,25 uM de BAP ¢ 1,25 nM de IBA.

Delinearam-se dois blocos experimentais, o primeiro para testar a influéncia do PG na actividade
rizogénica do IBA, suplementando o meio de indugdo com varias concentragdes de PG (0 a2 mg
I'"} para uma concentragdo fixa de 3 mg I"' de IBA ¢ o segundo para estudar a eficicia da aplicagdo
liquida de IBA por contacto directo com a estaca, testando-se, em ambos os blocos, 10 plantas por

modalidade.

No primeiro bloco experimental, as plantas foram introduzidas em DKWJ com redugéo a ', dos
macronutrientes, permanecendo a 26 %C em condi¢des de obscuridade. As plantulas foram
repicadas para o meio de expressdo, segundo o protocolo proposto por Jay-Allemand, ef al.,
(1992), a 26 °C, com 16 horas de fotoperiodo e 50 mmol. m? s de intensidade luminosa. No
segundo bloco experimental, apds a indugdo por imersdo basal numa solugio de IBA, as estacas
forma colocadas em meio de expressdo (Jay-Allemand, er al., 1993), em idénticas condigdes de

crescimento. Contabilizaram-se o niimero de estacas enraizadas e o niimero de raizes produzidas.
3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Da andlise dos resultados apresentados na Quadro I, verifica-se que houve produgdo de raizes
adventicias para todas as modalidade em que o meio de cultura foi suplementado com auxina, com
e sem fluoroglucinol. A suplementagdo do meio de cultura apenas com IBA conduziu a melhores
resultados de enraizamento, relativamente a modalidade com 0,5 mgl'1 de PG. Para 1 e 1,5 mg I'!
de PG, as percentagens de enraizamento foram idénticas (Fig.1), manifestando-se no entanto a
inducdo da rizogénese num periodo indutivo mais alargado, entre 4 e sete dias. Nas nossas
condigdes, a adigdo 2 mg I de fluoroglucinol a0 DKWJ suplementado com 3 mgl”' de IBA

conduziu a taxas maximas (100%) de enraizamento para 5 dias de indugdo (Quadro I).
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Quadro 1 — Percentagem de enraizamento e nimero médio de raizes nas diferentes modalidades.

Reguladores de erescimento (mgl-1)
Periodo
de JIBA JIBA JIBA 31BA JIBA
indugiio 10G 0,5 PG 10 PG 15 PG 207G
(dias)
N* N N N N
iy madio |- bt | widio | % widio | . midio
mizes | mizes | S raizes mizes T e s inlzes
3 40 1 0 0 0 0 0 0 [ 0
4 40 | [ 0 40 15 40 1.5 50 23
5 20 3 40 3 40 15 st 56 100 L
6 20 1 20 i 40 3 60 3 [ |
7 0 0 0 0 20 1 20 1 0 [T

3 dias de indugdo

—a— % anraizamneto

% enraiz.

—@-- 1" médio de
raizes

% Enraizamento

0 05 1 15 2 0 05 1 15 2

Cong. PG (mg 11} Cong, PG (mgl-1)

Fig. 1 - Percentagem de enraizamento e nimero médio de raizes produzidas para um periodo de 4 ¢ 3 dias de
indugiio, respectivamente, em meio de cultura suplementado com virias concentragdes de PG ¢ 3 mg | de
IBA.

Nos registos de utilizagdo do fluoroglucinol como co-factor da acgiio no IBA na nogueira (Ponchia
& Tonon, 1993; Loewe, 1990), as metodologias de enraizamento sdo distintas, uma vez que se
utilizam 30 e 14 dias respectivamente para a indugdo com resultados de 0% de enraizamento para
30 dias e 13% para 14 dias.

Quanto & duracio do perfodo de indugdo, 3 dias sdo insuficientes para a indugiio & rizogénese para
qualquer das modalidade, enquanto que o periodo de 7 dias, pelas baixas percentagens de

enraizamento induzidas, parece ser excessivo.

Um periodo de indugdo entre os 4 e os 6 dias ¢ assim o que apresenta os melhores resultados, quer

em nimero de estacas enraizadas, quer na qualidade das raizes produzidas (Fig. 2; 3 ¢ 4).
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Fig. 2 - Enraizamento Fig 3 — Enraizamento em meio Fig. 4 « Enraizamento em meio suplementado

em meio suplementado suplementado com 1,5 mg |-1 de PG com 3 mg |-1 de IBA, para 5, 6 e 7 dias de
com0,5mgl-l dePGe3 e 3 mg I-1 de IBA, para 5 dias de indugio respectivamente.
mg |-1 de IBA, para 4 indugiio.

dias de indugio.

A qualidade das estacas parece ndo ser factor decisivo para o sucesso da indugdo ao enraizamento,
dado que foi possivel obter a formagdio de raizes nas modalidades com 1, 1,5 ¢ 2 mg I”' de PG, em

estacas pequenas e desprovidas de folhas (Fig. 3).

As raizes produzidas em meios suplementados com 0,5 mg I'' de PG siio de baixa qualidade (Fig
2), enquanto que nas outras modalidades o sistema radical se apresenta bem formado, nio existido
aparentemente qualquer diferenga qualitativa entre as diferentes modalidades testadas, De referir
no entanto que na modalidade suplementada com 2 mg -1 de PG, para 7 dias de indugo, existe

excessiva formagdo de calli na base da estaca (Fig. 4).
A metodologia de indugdo por imersio da base da estaca mostrou ser ineficiente na produgio de

raizes adventicias, para qualquer dos periodos e das concentragdes hormonais estudados, i

semelhanga do referido por outros autores.
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