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1RESUMO

Ege trabdho teve como objetivo avdiar o potencid de enraizamento
de estacas de cultivares de pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) aravés da aplicacéo
exdgena do &cido indokbutiico (IBA) e do 26-di-hidroxiacetofenona (26-DHAP) e do uso
do gene ARRO-1. As edtacas foram coletadas das cultivares Ddicioso Precoce, Joia 1 e
Okinawa em trés épocas em 2001 (expeimentos 1, 2 e 3): junho (estecas lenhosas), setembro
(estacas herbaceas) e dezembro (estacas semi-lenhosas). Em todos 0s experimentos, as estacas
foram submetidas aos tratamentos com IBA: imersio rdpida (0, 1.250, 2500 e 3.750mg L™
por 5 segundos e imersio lenta (0, 100, 200 e 300mg L) por 24 horas. Os tratamentos com
26-DHAP (0 e 300mg L™) alicado previamente a0 IBA (200 e 2500mg L) e os estudos
moleculares foram redizados somente com estacas semi-lenhosas. Apds serem submetidas aos
tratamentos, as edtacas foram plantadas e colocadas em casa de nebulizagdo por 45 dias. Com
edeacas lenhosas, 0 maor percentud de enraizamento (6,1%) foi obtido com o méodo de
imersfo rgpida. Nas edacas herbéoeas, foi obtido com a cultivar Joia 1 utilizando-se 0 méodo
de imersdo rpida (37,3%). Nas estacas semi-lenhosas, com a cultivar Okinawa (29,0%) e com
0 méodo de imersio répida (90%). A gplicaci do 26-DHAP + 200mg L' de IBA em
estacas semildenhosas da cultivar Okinawa promoveu o0 maor enraizamento (41,6%). Na
golicacdo do 2,6-DHAP + 2500mg L™ de IBA, néo foi observado efeito no enraizamento. Na
cultivar Okinawva, 0 méodo de imersio rgpida e o 26DHAP + 200mg L' de IBA =

destacaram nos resultados obtidos nas variaveis de maior relevancia para a producdo de mudas



aravés de edacas. A metodologia utilizada para verificar a presenga do gene ARRO-1 nos

pesseguUe ros precisa ser otimizada.



INDOLEBUTYRIC ACID, 2,6-DIHYDROXYACETOPHENONE AND ARRO-1 GENE ON
THE ROOTING OF PEACH CUTTINGS. Botucau, 2002. 83p. Tese (Doutorado em
AgronomigHorticultura) — Faculdede de Ciéncias Agrondmicas, Universdade Egtadud
Pauligta.

Author: MAURO BRASIL DIAS TOFANELL|
Adviser: JOAO DOMINGOS RODRIGUES
Co-adviser: CELSO LUISMARINO

2SUMMARY

This work amed to evduae rooting potentid of peech (Prunus
persica (L.) Basch) cultivas cuttings through indolebutyric acid (IBA) and 26
dihydroxyacetophenone (2,6-DHAP) exogenous gpplication and use of the ARRO-1 gene. The
cuttings were taken from the cultivars Ddicioso Precoce, Joia 1 and Okinawa in three periods
in 2001 (experiments 1, 2 and 3): June (hardwood cuttings), September (herbaceous cuttings)
and December (semihardwood cuttings). All the cuttings were trested with IBA using two
goplication methods quick immersion (0, 1250; 2500 and 3750mg L™Y) for 5 seconds and dow
immerson (0, 100, 200 and 300mg L) for 24 hours. The 2,6-DHAP trestments (0 and 300mg
L%), which were gpplied previoudy to the IBA (200 and 2500mg L'1), and molecular studies
were redized only with semihardwood cuttings. The cuttings were planted and put into the
greenhouse during 45 days. The higher rooting percentage (6,1%) was showed with quick
immergon in the hardwood cuttings With cultivar Joia 1 and quick immerson (37,3%) in the
herbaceous cuttings With cultivar Okinawa (29,0%) and with quick immerson (9,0%) in the
semihardwood cuttings 2,6-DHAP + 200mg L™ IBA on the cultivar Okinawa showed the best
results of rooting (41,6%). 2,6-DHAP + 2500mg L™ IBA showed no effect on rooting. In the
cultivar Okinawa, the quick immerson method and the 26:DHAP + 200mg L IBA showed
the best reaults for propagetion by cutting. The methodology used in the molecular dudies
needs to be optimised in order to verify ARRO-1 gene presence.



Keywords. Prunus persica, Rosacese, vegetative propagation, plant grownth regulaor, dr
hydroxyphenal, auxin conjugation, gene presence.



3INTRODUCAO

Dentre as frutiferas de clima temperado, o pessegueiro (Prunus persica
(L.) Batsch) se destaca na fruticultura mundid, principdmente, pelas propriedades nutritivas e
pela goreciacdo da paatabilidade de seus frutos O maor produtor mundid nos Ultimos anos
tem ddo a China (FAO, 2000). No Bradl, a producéo em 2000 foi de 1.824.643.000 frutos de
péssego, tendo como 0 maior produtor o estado do Rio Grande do Sul (IBGE, 2000).

A propagacdo do pessgueiro no Brasl basdiase na enxetia de
borbulhas de cultivares-copa em porta-enxertos propagados por sementes. Porém, este método
goresenta dguns inconvenientes, como maor tempo e custo para a producdo das mudas e risco
de segregecdo entre oS porta-enxertos por vérias geragdes, que poderiam s atenuados peda
propagecéo por edacas. A edagquia em plantas frutiferas € praticada com sucesso em vaias
epécies No entanto, para 0 pessegueiro ndo vem sendo utilizado com freqliéncia, devido,
principdmente, & baxa capecidade de formar raizes adventicias em edacas e a caréncia de
estudos e de novas técnicas de propagacdo para esta epécie. A Uutilizacdo da estaquia para a
propagecéo do pessegueiro auxiliaria em programas de cetificacdo de mudas e na producéo
em massa de mudas de qudidade. Além diso, possibilitaria a donagem de plantas mehoradas
sem correr 0 risco de perder as caracterigticas agrondmicas desgavels por geracOes, 0 que néo
€ gaatido no cao da propagecdo por sementes utilizada para 0s portaenxertos e
pesssgueiro no Brasl. Em solos epecias, como agueles livres da infestacdo com nematoides,



a edaguia para a producdo de mudas de cultivares-copa, sem a necessdade da enxertia, seria
umatécnicafacil, rgpida e barata para ser utilizada na composicdo de novos pomares.

O pessegueiro, dém da baixa cgpacidade de formar raizes adventicias
em edacas, goresenta também muita variacd no potencid de enraizamento, devido ans muitos
fatores que os influenciam. Por conseguinte, agumas técnicas vém sendo utilizadas com o
objetivo de maximizar o percentud de enraizamento, mas os resultados, muitas vezes, ndo S0
saisfadrios. Uma das principais técnicas € a agplicacdo exdgena de reguladores vegetas,
destacando-se as auxinas e, dentre das, 0 &ido indol-butirico (IBA). Porém, os resultados
obtidos com a utilizacdo dedta técnica tém Sdo bedante diferenciados. Entre tantas dlvides
remanescentes, citase quad saria 0 méodo (forma) ided de agplicacdo do regulador vegetd
paa uma determinada Stuacdo (espécie, cultivar, tipo de edtaca, tipo de regulador e outros
fatores).

A utilizacdo de outras técnicas mais ousadas na tentativa de maximizar
0 enraizamento em edacas também é estudada, como, por exemplo, a gplicacdo exdgena de di-
hidroxifendis em edacas para prevenir a inativagdo de promotores do enraizamento aravés da
interac80 destes com outros compogtos. Além disso, ha 0 estudo dos mecanismos moleculares
envolvidos na inducdo do enraizamento adventicio para a caracterizacdo e identificacdo de
possivels regides gendmicas €lou genes envolvidos no processo, bem como, a confecgdo de
marcadores moleculares cgpazes de auxiliar na excolha de plantas com fecilidade de formar
raizes em estacas.

O edudo de novas técnicas de propagecdo por etaca e de aspectos
fidologicos, bioguimicos e gendicos envolvidos no processo de formecdo de raizes
adventicias, contribuiria para melhor entendimento do enraizamento de estaces e sarviria de
informacdo para a maximizacdo da capacidade de formagdo de raizes em edtacas de ramos de
pesseguero.

Ege trabdho teve como objetivo avdiar o €feto do &cido indok
butiico e do 2,6-d-hidroxiacetofenona no enraizamento de estacas de ramos de cultivares de
pessegueiro e estudar a posshilidade da utilizacdo do gene ARRO-1 na delerminagéo do
potencia genético dos pessegueiros aformacdo de raizes em estacas.



4REVISAO DE LITERATURA
4.1 O pessegueiro

4.1.1 Botanica

O pesseguero petence a familia Rosaceae, subfamilia Prunoides, tribo
Amigdaacese, género Prunus e subgénero Amygdalus sendo, P. persica variedade wvulgaris, a
principa variedade botanica explorada comercidmente (Sachs & Campos, 1998).

A grande maoria dos génaos deda familia etd nas regides
temperadas do hemisfério norte e no Brasil, € representada por goenas cinco  géneros
digribuidos principdmente na regido SUl (Antunes e d., 1997). Gragcas a introducio e a
criacdo de novaes cultivares, redizadas principdmente pdo Indituto Agrondmico de Campines
(IAC), exigem cultivares adgptadas as regides mas quentes, exigindo nimero de horas de frio
bem menor do que as cultivares plantadas nas regides de inverno rigoroso (Kluge et d., 2001)

4.1.2 Biologia

E uma platta vigorosa que pode dingir aé 8m de dtura e inida sua
producdo em torno dos trés anos de idade (Chdfun & Hoffmann, 1997). Como todas as



frutiferas de clima temperado, 0 pessegueiro tem a caracteristica de perder suas folhas durante
0 outono e ficar em repouso vegetadivo no inverno. No find do inverno e inido da primavera,
dependendo da exigéncia de horas de frio paa a quebra da dorméncig, a planta reinicia o
cexcimento e desenvolvimento vegetativo, sendo que, a floragdo e poderior frutificacéo,
ocorrem nos ramos do Ultimo surto de crescimento (Antunes et d., 1997).

As rdzes s, a principio, pivotantes pogteriormente, ramificamse
laterdmente, tornando-se numerosas, extensas e pouco profundas. Possuem lenticdas e a zona
de exploracdo va muito dém da projecdo da copa, podendo aingir aé o dobro dessa
superfide Os ramos S0 iniddmente verdes, passando a ter, a medida que envehecem,
coloracdo marrom (Sachs & Campos, 1998).

As folhas sfo oblongas lanceoladas, com peciolo curtos A cada nd
corresponde uma folha, mas em ramos muito vigorosos podem ser encontradas duas ou trés
folhas por nd. As gemas so formadas nas axilas dos peciolos das folhas foliares durante todo
0 periodo de crescimento dos ramos, podendo s de lenho (gema vegetetiva) ou de flor (gema
reprodutiva). E freqliente a presenca de uma gema vegetdiva franquesda por  duas
reprodutivas (Sachs & Campos, 1998).

As flores sfo pefetas autoférteis, hermafroditas, de sSmetria radid,
possuindo pdlen de dto poder germinativo e gparecem antes das folhas gpds a quebra da
dorméncia Para que ocorra a floragdo, a planta necessta ainda passy por um periodo de
temperaturas inferiores a 7,2C para superar a fase de repouso, seguido de um acimulo de
temperaturas amenas, gpds 0 qua ocorrera a antese (Sachs & Campos, 1998).

O fruto é uma drupa carnosa, com fino pericarpo, mesocarpo polposo e
endocarpo lenhoso. Apresenta forma mais ou menos edférica, podendo ser redonda, cbnica,
oblata, oblonga, diptica ou ovdada A epiderme goresenta coloragdo creme-esverdeada e
anado-dao a0 dargado, podendo gparecer pigmentacdo de fundo résea a vermehada O
pericapo pode ser livre ou aderente. A polpa pode s branca ou amarda e s livre ou
aderente a0 carogo. O sabor da polpa gerdmente € doce-acidulado. O carogo pode gpresentar
duss, ou mas comumente, uma semente, com a mesma forma do carogo. E uma semente
dicotiledonea (Sachs & Campos, 1998).



4.1.3 PROPAGACAO
4.1.3.1 Método convencional

O principd mé&odo de propagecdo do pesseguero no Brasl € a
enxertia por borbulhia, sendo o portaenxerto propagado por semente (Fachindlo e d., 1984;
Tofandli & d., 1997; Bias & d., 2000; Rufao & Kergen, 2000). No entanto, ete méodo
goresenta dgumas desvantagens, como maior tempo para a obtengdo da muda, maior cugto de
producdo de muda, necessdade de méo-de-obra egpecidizada para redizacd da enxertia,
morte de plantas, fdta de adaptacdo e maor desuniformidede no pomar, jA que O pessegueiro,
mesmo goresentando baixo indice de polinizacdo cruzada (5%), apresenta risco de segregagéo
genética entre os portaenxertos oriundos de sementes (Fachindlo et d., 1982, Chdfun & 4d.,
1994; Chdfun & Hoffmann, 1997; Tonietto et d., 1997; Tofandli et d., 2001).

4.1.3.2 Estaquia

A propagacdo do pesseguero aravés de estacas € anda incipiente no
Brasil. Ja em outros paises como Edados Unidos, Igadl e Itdia, esta praica vem sendo
utilizada com mas fregiéncia (Chdfun & Hoffmann, 1997). De acordo com Rufato et d.
(2000), em Igad a maoria das cultivares gpresenta percentuas de enraizamento de estaca
satisfadrios, em torno de 90%. Porém no Brasil, os resultados ndo tém sdo téo expressvos.

Alguns faores contribuem para a obtencdo dos baixos percentuas de
edacas enraizadas demongtrados pela maioria das cultivares plantadas no Brasl e, dentre ees
destaca-se 0 baixo e diferenciado potencid genético de enraizamento das cultivares (Rufato et
d., 2000). O tipo de edaca, bdanco hormond, edtado fiSoldgico e nutriciond da planta,
sanidade, oxidacdo de compostos fendlicos na base das edtacas, temperatura, luz, umidade,
subgsrao e condiconamento também podem influenciar no enraizamento (Hatmann & 4.,
1990; Fechindlo et d., 1995).

Fechindlo e d. (1995) consderaram que as mudas de pessegueiro
obtidas por edacas ndo necesStaian s enxetadas e no  campo,  goresentam
desenvolvimento e producdo similares as plantas enxertadas.
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4.2 Algunsfator es que influenciam no enraizamento de estacas

4.2.1 Cultivar

O efdto da cultivar na capacidade de formacdo de raizes em edaca
pode s obsavado em vaias egpecies, por serem as cultivares possuidoras de  diferentes
potenciais de enrazamento. Para Fachindlo et d. (1995), a utilizacdo da estaguia € limitada a
capacidade de formar raizes das espécies e/ou cultivares utilizadas.

No cas0 do pessegueiro, eda variagdo exise, no entanto, na maoria
das cultivares, 0 enraizamento das edacas € quase sempre incipiente (Abrahd & Noguera,
1983).

Temse obsavado nos trabdhos desenvolvidos para avdiar a
cgpacidade de erazamento de edacas de pessegueiro uma fdta de repetibilidade dos
resultados.

Fechindlo & d. (1984) demondraram que a cultivar Capdeboscg foi
superior as cultivares Convénio e Diamante, goresentando, respectivamente, 69,4%; 39,3% e
38,8% de edacas enraizadas, quando edtas foram coletadas em mao e tratadas com 3.000mg
L™ de &dido inddlil-butirico (IBA).

Cowvillon & Erez (1980) aplicaram 2500mg Lt de IBA em estacas de
vaias cultivares de pessegueiro plantadas na Georgia (EUA) e também observaram diferenca
no enrazamento, onde a cultivar Lovel agoresentou menor enraizamento (70,0%) e a cultivar
Sungold o0 maior (99,7%).

Kaundd e d. (1993) demondraram grande vaiagcdo nos percentuas
de enraizamento de edacas entre as cultivares utilizadas quando estudaram o efeto do IBA
aplicado nas concentragBes de 0, 500, 1.000, 1.500 e 2.000mg L. Estes autores observaram
enraizamentos de 254 a 38,6% na cultivar Hordasun, de 154 a 432% na Shani-Punjab, de
20,6 a51,8% naHorda Red e de 21,6 a45,9% na Sharbati.
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4.2.2 Tipo deestaca

Hoffmann e d. (1996) condderaram que exigem trés tipos basicos de
edacas. radicular, caulinar (ramos) e foliar. Para as edtacas caullinares edtes autores
condderaram anda dois tipos. lenhosas e herbacess. Eles também mencionaram que o tipo de
edaca varia de acordo com seu preparo, podendo ser do tipo Smples, td&o, cruzeta, tanchdo e
gema. Para Hatmann et a. (1990), os tipos de estacas de ramos sfo: lenhosas, semi-lenhosas,
levemente lenhosas e herbécess. Etes autores destacaram que quando a espécie gpresenta
edacas de fécl enraizamento, o tipo preferido € a lenhosa, devido & smplicidade de obtencéo
e a0 baixo cugto. Ja Fachindlo & d. (1995), condderaram que o tipo ided de estaca varia com
a expécie ou, a@é mesmo, com a cultivar; entretando, 0s autores mencionaram que quanto
maior a dificuldade de formacdo de raizes adventicias, maior a necessdade da correta escolha
do tipo de edtaca Eles anda rdaaram que ha véias dassficagbes para o0 tipo de estaca,
edabdecidas por diversos autores, adotando-se diferentes critérios, no entarto, destacaram a
seguinte classificacdo de acordo com a época de coleta estacas herbéceas, semi-lenhosas e
lenhosas.

Trabdhos vém sendo desenvolvidos para avdiar a influénda do tipo
de estaca na cgpacidade de formacdo de raizes adventicias. Tofandli (1999) trabadhou com o
enraizamento de edacas lenhosas e semi-lenhosas de véaias cultivares de pessegueiro e
obsarvou que as estacas lenhosss da cultivar Diamante tratadas com 2.000mg L™ de IBA e as
estacas semi-lenhosas das cultivares Pérola de Mairinque e Tropicd tratadas com 3.000mg L™
de IBA obtiveran os mehores enrazamentos, 73,37%; 63,33% e 60,0%, respectivamente.
Este autor demonstrou que as edacas semi-lenhosas, em gead, goresentaram 0s mehores
resultados de enraizamento.

Ja Wiesman et d. (1989), dtaam trabdhos em que foran obtidos
enraizamentos insatifadrios em estacas semi-lenhosas de pesseguero cv. Maravilha e que os
indices de sobrevivéncia destas a campo foram baixos.

Dutra & Kerden (1996) estudaram o enraizamento de diferentes tipos
de estacas de ameixdra (Prunus domestica L.) da cultivar Frontier tratadas com 3.000mg L™



de IBA e obsarvaram mao enraizamento nas estacas coletadas em janeiro e margo (68,22% e
65,99%, respectivamente).

Kerden @ d. (1994) obtiveram 94,4% de enraizamento em estacas de
amexera da cultivar Frontier quando edtas foram coletadas em novembro, no entanto, quando
foran coleladas em maco e janaro, goresentaram percentuas inferiores, 34,8% e 25,8%,
respectivamente.

4.2.3 Auxinas

Os reguladores vegetas desampenham  importante  pgpd  no
crecimento e desenvolvimento das plantas, pois inibem ou edimulam procesos fisoldgicos,
bioguimicos e moleculares nos vegetlas As auxines, em especd, proporcionam variados
efeitos, dependendo da concentracdo endégena e do locd de auacdo, tendo uma grande
aplicacd comercid na agricultura Podem promover o dongamento de ramos e coledptilos,
inibir o dongamento de raizes, promover a diviso cdula em ramos e inibir em gemes
lateras, influencar no crexcimento de frutos, arasar a senexcéncia de folhas, esimular a
diferenciacdo de floema e xilema, promover a domindnca apicd, inibir ou promover a
abxtisfo de folhas e frutos (via etileno), etimular a partenocarpia, arasar 0 amadurecimento
de frutos e induzir a formacdo de raizes adventicias (Taiz & Zeiger, 1991; Davies, 1995). Para
Taz & Zeiger (1991), os edtos das auxinas anda dependem do edtadio de desenvolvimento
do tecido ou 6rgéo, da concentracdo de auxing, do tipo de auxina (naturd ou sntética), do
envolvimento de outras hormonios vegetals e do uso de tecidos intactos e incisados.

As auxines S0 ubgtéancias quimicas rdacionadas com 0 &cido indol-3
acdtico (IAA), principd e primera axina a ser identificada Sfo produzidas principadmente
nostecidos jovens e apresentam trangporte polar e basal (Fachindlo et d., 1996).

Uma das principais gplicagbes das auxinas na agricultura é na indugéo
do enraizamento de estacas e de acordo com Ono & Rodrigues (1996), edta préica vem de
longa deta, pois desde 1938 Went tinha observado, em edtacas de hipocdtilo de ervilha (Pisum
sativum L.) que o tratamento com auxina levou a aumentos no nUmero de raizes formadas. A

golicacdo exdgena de auxinas dntéticas para induzir a formagdo de raizes adventicias é
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bastante praticada para as espécies que apresentam dificuldade de enraizamento (Hoffmann et
d., 1996). Blakedey e d. (1991) citaram vaios trabadhos que estudaram o efdto da
aplicacio exdgena de auxines nO enraizamento e em vaios destes, 0 uso de auxina foi
eficente na promogcdo do enraizamento; no entanto, citaram também trabadhos em que a
auxinanéo foi suficiente parainduzir aformacéo de raizes.

Dentre as auxinas mas utilizadas para promover o enrazamento em
estacas, destaca- 0 IBA, sga pda sua maior ressténcia a degradacéo por agéo da luz, ou
pela sua maor resgténcia a inativacdo por acdo bioldgica (Hoffmann et d., 1996). Ono et 4d.
(1992) utilizaram vaios tratamentos paa a formagdo de raizes em edacas de camédia
(Camellia japonica L.) e obsarvaam que, agudes que continham IBA, foram mais eficientes
na promog2o do enraizamento.

Vé&ios o os trabdhos desenvolvidos para avdiar o efeto do IBA no
evraizamento de edacas de pessegueiro. Fechindlo e d. (1982) obtiveram os maores
percentuals de enraizamento nas edacas de pessegueiro da cultivar Diamante tratadas com
3000mg L de IBA (48%) e 2.000mg L™ de IBA (46%), quando os ramos foram dobrados
Sels meses antes da coleta das estacas.

Tonietto et d. (1997) demongraam tendéncia de melhor enraizamento
de estacas de pessegueiro cv. Diamante (38%) na concentragio de 1.752mg L de IBA.

Tofandli & d. (1997) obtiveean em edacas semi-lenhosas de
pessguero da cultivar Péola de Marinque maximo de 61,26% de evazamento € em
estacas lenhosas da cultivar Diamante, mé&imo de 51,95%, ambas tratadas com 3000mg L™
de IBA.

Conforme Fachindlo e d. (1995) e Hoffmann e d. (1996) exigem,
bascamente, trés tipos de mé&odos (formas) de gplicacdo dos reguladores vegetais na forma
de p6, na forma de solucgp diluida (aé 200mg L™ em imersfo por 2 a 24 horas, consideradas
imersfo lenta) e na forma de soluggb concentrada (de 200 a 10.000mg L™ em imersio por 1 a
5 segundos, condderadas imersio rgpida). Ono & Rodrigues (1996) também mencionaram
exidir etes méodos de gplicacdo de reguladores vegetas em edacas, no entanto, as
concentragdes nas solugBes diluidas variariam de 0 a 500mg L™ em imersdo por 24 horas e na
s0lucAo concentrada de 500 a 10.000mg L em imersio por 5 a 10 segundos
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No entanto, 0 método ided de gplicacdo do regulador para cada caso, €
quase sempre indefinido, pois varia muito com a egpécie €ou cultivar, tipo de edtaca, entre
outros fatores.

Higeshi & Concadves (2000) descreveram diversas formes  de
golicacdo do IBA para 0 enraizamento de estacas de véias espécies de Eucalyptus mes,
mesmo assm, frisssam que ndo existe uma receita ided para 0 uso do regulador para cada
espécie deste género e que estudos ainda seriam necessarios para definir a melhor dosagem e
forma de aplicacéo do regulador vegetd.

Chdfun e d. (1994) tradaan edacas de pessegueiro da cultivar
Okinawa com solugdes diluidas de IBA nas concentragbes de 0, 50, 100 e 200mg.L?t por 24
horas e demondraram edimativa de 100,0% de enraizamento na concentracdo de 130,25mg L
! delBA.

Bias e d. (2000) obtiveram em edacas de pesseguero edimdiva de
91,2% de enraizamento com 1475mg L' de IBA na cultivar Ouro e 83,7% na cultivar Cord,
bem como de 75% na cultivar Sun Red com 2000mg L de IBA, utilizando-se imersio por 5
segundos.

4.24 CONJUGACAO DAS AUXINAS

Os nivels de auxinas endogenas nas plantas sGo controlados nos
processos metabdlicos de sintese, degradac®o, conjugacéo e transporte (Taz & Zeger, 1991,
Tam et d., 2000). Véaios sfo os fatores que controlam estes nives e, dentre des, pode-se citar
a formecdo e hidrdlise de composgtos conjugados, ou sga, formacdo do IAA conjugado e do
IAA livre (Lee & Saratt, 1986; Jarvis, 1986; Normanly & Bartel, 1999).

Venis (1972) j4 demondrara que o traamento de seg0es de epicdtilos
de fejodro (Phaseolus wvulgaris L.) com auxina aumentou a sintese de IAA e NAA (&cido
naftalenoacético) conjugados com agpartao.

Gagpar & Hofinger (1988) dividiram a conjugacédo do IAA em duas
caegorias. uma representada pda conjugecd com amino-&cidos e a outra pda conjugacéo

com aglicares ou inodtol. Edes autores detacaram que a auxina conjugada, como o indol-3
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acdtilagpartato, € lagamente didribuida e produz compostos naturas em plantas que néo
receberam tratamerto exdgeno com auxing maes que, a redizacdo do traamento, induziria a
conjugacao néo-naturd.

Muitos edudos sf0 necesskios para s chegar a uma concreta
condusio sobre a importancia dos efeitos da conjugacdo das auxines na inidagdo do
enraizamento, porém, este processo normamente favorece a iniciacdo de raizes adventicias
(Hassg, 1986, Heoir & d., 1996). No entanto, a formacdo de aguns compodos conjugados
como 0 &ido N-(indo-3-acetil)-L-aspartdico (IAAsp) e o &ido N-(indo-3-acetil)-L-
glutdmico (IAGIu) regula os niveis enddgenos de auxina livre, sendo estes compostos de
dificl hidrdlise (Lee & Starat, 1986; Tam et d., 2000). Epsein et d. (19938 edtudaram a
absorcdo e metabolismo de IBA e IAA em suspensio de cultura de tecido de petinia (Petunia
hybrida) e observaam que o IBA foi rgpidamente metabolizados em dois compodos que
foram identificados como IBA aspartato (IBAasp) e IBA glicose (IBAgIU).

Nordsrom et d. (1991) aplicaram IAA e IBA em edtacas de evilha e
obsarvaram, por quaro dias que o IAA promoveu aumento nos nivas internos deste
regulador por 24 horas e de IAA por 72 horas e que o IBA promoveu aumento nos nivels
internos deste regulador e do IBAp até o Ultimo diade avdiacdo (42 dia).

Para Hassg (1986), a conjugacédo com os fendlicos pode anda auar
como uma forma de protecido do IAA da acdo da IAA-Oxidase (Ox-IAA). JA para Bartd
(1997), o IAA conjugado pode sarvir como um reservatorio de IAA indivo que poderd s
hidrolisedo para fornecer & planta o horménio na forma ativa. Odtin et d. (1998) estudaram o
metabolismo do IAA em Arabidopsis e demondraram que as formas conjugades de 1AA
(IAAsp e IAGIU) néo puderam ser hidrolisadas, permanecendo inativas.

Nordstrom et d. (1991) avdiaram os efdtos da gplicacdo de 1AA e
IBA nos niveis endogenos das respectivas auxines e da conjugacdo com &cido aspartéico
durante o enraizamento em estacas de ervilha e observaram que o aumento de IAASp coincidiu
com a diminuicdo da concentragdo interna de 1AA e que ede era muito mais metabolizado
pelo &cido aspartético do que o IBA.

Nordstrom & Elissson (1991), em estudo paa determinar 0s hivels
enddgenos de IAA e IAAS durante o0 enraizamento de edtacas de ervilha, éucidaram que a
metebolizacdo e hidrdlise da forma conjugada da auxina foi importante paa manter a
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concentracdo interna do regulador na zona de regeneracdo de raiz ided para formagdo dos
primordios radiculares. Por outro lado, Epgein e d. (1993b) mencionaram que a conjugacéo
da auxina e pogeior incgpacidade de hidrdizar 0 composto conjugado € determinante na
dificuldede de formagao de raizes em etacas.

Tam et d. (2000) quantificaram o IAA em Arabidopsis e rdlataram que
90% do IAA estava na forma conjugada com amido, 10% conjugedo com éster e 1% na forma
livre. JA Sztein et d. (1999), estudaram o metabolismo da auxina em véaias plantas inferiores e
demongtraram que em todas eas o percentud de IAA livre foi sempre menor do que O
conjugado, variando de 8 a 33%.

Vé&ios trabdhos tém ddo deservolvidos para avdiar a inibicdo da
conjugecdo do IAA com o uso de &idos fendlicos em cultura de tecido e em enraizamento de
estacas (Bandurski et d., 1995).

Cdl e d. (1992) citado por Ono & Rodrigues (1996), condderam dois
grupos de &idos fendlicos os orto-d-hidroxifendis e os tri-hidroxifendis que aumentam a
concentracdo de IAA endogeno aravés da diminuicdo da dividade da enzima IAA-oxidese
(OxIAA) e os mono-hidroxifendis que diminuem a concentracdo de IAA enddgeno araves do
aumento da dividade da OxIAA.

Epgein e a. (1993b) etudaram a utilizacéo de 1,6-DHAP em estacas
de cergera (Prunus avium L.) e obsavaam que, onde houve baixo enraizamento, o produto
néo daetou a conjugacio e onde houve aumento do enraizamento, o 1,6-DHAP diminuiu a
presenca de 1AA conjugado que poderiormente, néo sria hidrolisado, aumentando assm, a
concentracdo de IAA livree Os autores anda demonsrarlam no mesmo trabdho que o
percentual de estacas enraizadas de oliveira Olea europaea L.) cultivar Uovo de Ficcione, de
difiil enraizamento, aumentou com a aplicagio de 300mg L de 1,6-DHAP.

Lee & Sarat (1986) rdataram que a gplicacdo de 2,6-DHAP em taos
de Teucrium canadense diminuiu a formacdo de IAA em 88%, de IAGIu em 66% e de
OxIAA em 50% e aumentou, goroximadamente, em cnco vezes a concentragéo de 1AA livre
nestes talos, quando comparado com o controle.

Lee e d. (1981) demondraram que as di-hidroxiacetofenonas, dém de
inibirem a aividade da OxIAA, também <o inibidores perdstentes, pois demongraam que 0
34-DHAP permaneceu por mas de 10 minutos no tecido gods o tratamento, inibindo a
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OxIAA. Ja o &ido 34-d-hidroxifenilacético persdiu  somente aé 3 minutos
goroximadamente. Resultados semehantes foram observados por Hangater & Good (1981),
guando estudaram a liberacdo (hidrdlise) lenta de 1AAs conjugados em evilha Edes autores
demondraram lenta hidrolise do IAA-L-danina e do IAA-glicna aé 48 horas gods serem
Sntetizados, a0 passo que, o 1AA livre foi rgpidamente descarboxilado nas primeiras horas.

Klen et d. (2000) desenvolveram um trabaho para avdiar o eféto da
éoca de coleta e da aplicacib éxogena de 300mg L™ de 26-DHAP em estacas de murta
(Myrtle communis L.) e condataram que O composto nd influenciou no percentud de
enraizamento de edtacas da cultivar Rehovot e influenciou na cultivar Tzfet, aumentando em

6% 0 percentud de estacas enraizadas.

4.2.5 Fatoresmoleculares

O emazamento de edacas tem ddo, dgumas vezes, obsarvado como
um processo postivamente relacionado com a aividade emmédica ou com o metabolisno
especifico  dependentes da expressio  génica, processos que participam e desempenham
importante pgpd na iniciagio dos primordios radiculares. Porém, ese € um ramo da ciéncia
gue necessta de muitas confirmagdes, pois Nndo se sbe definitivamente se os efetos genéticos
so diretos, corrdacionados ou reguladrios e nem como des s manifetam fisiologicamente e
bioguimicamente (Hassg & Riemenschneder, 1988; Blakedey & Chddecott, 1993; Hagen,
1995, Schel e d., 1995, Lund et d., 1997). Para Abd & Theologis (1996), entender os
mecanismos moleculares da acdo das auxines € um dos grandes desdfios na hiologia de
plantas. No entanto, para Nakazawa et d. (2001), a inducdo da expressio de genes pela auxina
€ bem conhecida

Um €eto que tem sdo bastante estudado, € a agdo das auxinas na
adivacdo ou repressio de genes que codificam  polipeptideos  envolvidos nos  processos
bioguimicos reacionados com a formacdo de raizes adventidas. Guilfoyle & d. (1999)
mencionarlam gque as auxinas auam como snas para divisto, extensio e diferenciacdo durante
0 cddo de vida da planita Edtes autores esudaram como as auxinas induzem um gene e

concluiram que estes caminhos percorridos nNO processo precisam ser ducidados. Também
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Butter & Gdlagher (1999) rdataram que a expressio de genes durante a formago de raizes
em meridemas é pouco entendida e para Hagen (1995) um dos maores desdfios é determinar
a funcdo dos polipeptideos codificados por genes induzidos pda axina e definir o papd
destes no crescimento. Taiz & Zeger (1991) resumiram ese caminho da acdo da auxina

aravés de um diagrama (Figura 1).
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Figura 1. Possiveils passos na agdo da axina (1) auxina se ligando a0 seu receptor na
membrana plasméica, (2) |AA-receptor interage com outros compogtos iniciando
uma cadea de eventos biogquimicos chamados de caminho de traducdo do snd; (3)
bomba de préton da membrana plasméica € aivada, addificando e causando a
destruicdo da parede; (4) sintese e secrecdo da parede cdular sfo estimulados, (5)
proteinas regulatorias migran do citossol para 0 nlcleo; (6) proteinas regulatdrias
s ligam a0 dtio reguladrio em um gene especifico, estimulando a transcricéo; (7)
traducdo do MRNA regulado pda auxina resulta em proteinas reguerides para o
crescimento. (adaptado de Taiz & Zeiger, 1991). Botucatu, SP, 2002.
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Sobretudo, Véios trabdhos vém sendo desenvolvidos neste  sentido,
rdacionando-se a auacdo da auxina a divacdo de genes. Lund e d. (1997) utilizaaam ©os
genes HRGPnt3, iaad/5 e ¢gh3, os quas tinham ddo previamente associados com O
enraizamento  adventicio em meridema, paa estudar a diferenca de expressio génica em
resposta a0 tratamento com auxina em estacas de tabaco sdvagem (Nicotiana tabacum cv.
Xanthii) de fadl enrazamento e de tabaco mutante (rac) de dificl enraizamento, conduindo
gue houve diferenca na expressio dos genes entre os dois maeriais. Hagen (1995) também
relatou a aivacgo do gene gh3 peda auxina naformacdo de raizes adventicias.

Chen & d. (1996), em trabaho desenvolvido para caracterizar genes
regulados pela auxina em estacas de hipocdtilos de fejao-mungo (Vigna radiata (L.) Rwidz),
demongtraram que a expressfo das regides gendmicas clonadas MII3 e MII4 foram induzidas
pelaaplicacéo de IAA, 0 que correspondeu com 0 aumento do enraizamento.

Butter & Gdlagher (1999) isolaam e caracterizaram 0 gene ARRO-1
(Adventitious Rooting Related Oxygenase) em meciera (Malus domestica), determinando que
este codifica 2-oxoacido (20DD), que é dependente da dioxigenase. Os autores mencionaram
que os 2-ODDs tipicamente catdisa reegdes como a hidroxilagdo e epoxidacéo e estéo
envolvidos em uma vaiedade de diferentes caminhos biossntéticos, indusve os do
enraizamento. Baseados nos resultados obtidos no trabaho, os autores sugeriram a utilizacdo
do gene ARRO-1 como um possivdl marcador para identificar espécies lenhosas com fé&cil e
dificil enraizamento de estaca

Butter & Gdlagher (2000), baseedos em andises “Southern blot”,
relataram que o gene ARRO-1 islado em necie@ra é fortemente hibridizado com vaios
fragmentos nos genomas de pereira (Pyrus communis) e amexera, sugerindo que o ARRO-1 é
reldivamente conservado em Rosacese. Os autores demondraram no mesmo trabaho, através
de andises da expressio do gene ARRO-1 em raiz primaia de mudas de magd, que o gene é
dtamente regulado na raiz em respoda a0 IAA e ao IBA. Mencionaram também que a
expressio em raiz primaia sugere que o0 paped do ARRO-1 pode edar rdacionado com a

regulacéo intrinseca dos niveis de auxina neturd em tecidos de plantas.



5MATERIAL E METODOS

5.1INSTALACAO DOSEXPERIMENTOS

O trabdho foi redizado na Universdade Edadud Pauliga “Jilio de
Mequita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu, SP, no periodo de junho de 2001 a fevereiro
de 2002. O municipio de Botucatu locdiza-se na lditude de 22°51 S longitude 482 W Giw,
com dtitude de 786 metros, tendo seu dima dassficado como Cfa (método de Kdppen) ou
temperado chuvoso constantemente Umido, com verdes quentes.

A daboracén, digitacih e andises eddidicas foram redizadas no
Depatamento de Producdo Vegetd - Seaor Horticultura da Faculdade de Ciéncias
Agrondmicas (FCA); a inddacd e condugdp dos experimentos foram redizadas no
Depatamento de Botanica do Indituto de Biociéncias (IB) e os testes moleculares foram
realizados no Departamento de Genéticado IB.

Os expeaimentos foram redizados em trés fases Expaimento 1
(estacas lenhosas), Experimento 2 (estacas herbécess) e Experimentos 3 e 4 (edtacas semi-
lenhosas). Em todos os experimentos utilizourse, para coleta das estacas, ramos de pesseguero
das cultivarescopa Delicioso Precoce e Joia 1 e do portaenxeto Okinawa. Os ramos foram
obtidos de plantas matrizes com idade média de dez anos do pomar da Estacéo Experimentd
da Coordenadoria de Asssténcia Técnica Integrd (CATI), locdizada em Itebera SP. Edte
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municipio possui uma dtitude de 641m e dima tropicd de dtitude e estd locdizada na lditude
23’25 S e longitude 49°05 W a uma digéancia de 172Km de Botucatu. Logo ap6s coletados, os
ramos foram imediaamente trangportados para o IB/JUNESP, onde redizou-se 0 preparo, 0s
tratamentos e o plantio das estacas.

Descricéo das cultivares:

ad Ddicioso Precoce é uma cultiva-copa deservolvida pdo IAC
(Campinas, SP) que goresenta baixa exigéncia de horas de frio; ou sga, menos que 200 horas,
dta produtividede, maturacdo precoce que € indicada para 0 Sudeste do Brasil. Tem dupla
findidade, ou sga, é indicada para a indidria e mesa. Posaui frutos de tamanho médio, de 90
a 120g, polpa branca e solta, agridoce, bom sabor (13 Brix e pH 4,2), coloragio de epiderme
amareo-esverdeada com 50 a 60% de coloragdo vermehorosada e carogo aderente (Nakasu
et d., 1997; EPAGRI, 1995).

b) Jdia 1. também desenvolvida pdo IAC, esta cultivar-copa apresenta
maturacdo precoce, tamanho de fruto médio a pequeno, de sabor excdente e indicado para
mesa, carogo desprendido da polpa, polpa branca e bom sabor (13° Brix e pH 4,1), coloragéo
da epiderme amardo-creme-esverdeado e goresenta beixa exigéncia em frio (Penteado, 1986;
Stenberg, 1989; Rasdra & Nakasu, 1999).

c¢) Okinawa € originaia da llha de Ryuku em Okinava no Jgpdo,
sendo enviada por Henriz Chikasse para um programa de mehoramento da Universdade da
Hérida nos Edados Unidos, de onde foi difundida para 0 mundo, indusve para o Brasil por
volta de 1969 (Nachtigd & Pereira, 2000). Edta cultivar € o portaenxeto mais utilizado na
propagacdo  convenciond do pesseguero em S0 Paulo e em Minas Geras, devido,
principdmente, a sua ressténcia a maoria dos nematdides do género Meloidogyne (Noguera,
1983; Chdfun & Hoffmann, 1997). E também resstente & bacteriose (Finardi, 1998), cujo
agente eiologico é a Xanthomonas arboricola pv. Pruni (Fortes & Marting 1998), e sua
exigéndia de frio € esimada em 100 horas (Ressira & Naekasu, 1998). E uma planta que
goresenta boa compatibilidede com as cultivares-copa de pessegueiro, porte médio e baxa
tolerdncia a adfixia (Chdfun & Hoffmann, 1997). Eda Ultima caacteridica € uma das
principais desvantagens deste porta-enxerto, ficando edte limitado a plantios em locas néo
jatos a inundagdes (Finardi, 1995). Outra desvantagem goresentado por este porta-enxerto é
apossibilidade de produgéo de carogos com sementes duplas (Finardi, 1998).



Também em todos os expeimentos foram redizados tratamentos das
bases das estacas com &cido indol-butirico (IBA) em dois mé&odos de gplicacéo: imersio lenta
em olugdes diluidas (0, 100, 200 e 300mg Lt de IBA) por 24 horas em agracdo e imersio
rgpida em solugBes concentradas (0, 1.250, 2500 e 3.750mg L™ de IBA) por 5 segundos
Antes da imersio das estacas nas solugdes de IBA, foi redizado corte das bases das estacas em
goroximadamente 2mm para evitar os efdtos da oxidagdo. O preparo das solugbes @& IBA foi
redizado diluindo-se 0 regulador na forma de p6 em 5ml de dcool comum (98°GL) para as
concentracbes do tratamento lento e em 20ml de dcool para as concentragbes do tratamento
rgpido, sendo ambas diluigdes completadas com agua dedtilada aé 1L. Antes da redizacdo de
todos os tratamentos, cortourse goroximadamente 2mm da bese das edacas para evitar 0s
efeitos da oxidacéo dos compostos fendlicos na extremidade basd das mesmas.

O plaitio das edacas foi redizado em bandgas de poliestireno
expandido com vermiculita de textura fing introduzindose 1/3 de seu comprimento no
subgrato. As edtacas plantadas foram entdo colocadas em casa de nebulizacdo intermitente
onde pemaneceram por um periodo de 45 dias, quando foram coletedos os dados Nesta
esrutura, a umidade relaiva média foi de 80%, a temperaura de 25 + 2°C e com 50% de
sombreamento  (sombrite). Durante o0s expeimentos, foram redizadas  pulverizagbes
quinzenais com Benlate (Benomyl) a 0,06% para prevenir o aaque de patdgenos.

O ddineamento experimenta adotado foi interamente casudizado
com trés repetiches por tratamento e doze edtacas por repeticidn. O esquema fatorid dos
expaimentos foi 3 x 2, sendo condituido pelas trés cultivares de pessegueiro e pedos dois
méodos de gplicacio de IBA. No expeimento 3 foi utilizado também o faorid 3 x 2
envolvendo as trés cultivares e o tratamento com 2,6-di-hidroxiacetofenona (0 e 300mg L™ de
2,6-DHAP) gplicado previamente ao IBA (200 e 2.500mg L™Y).

As vaidves avdiadas nos experimentos faam o pecentud de
enraizamento; sendo condderada enraizada toda edtaca que apresentasse pdo menos um
primérdio radicular emitido, percentud de brotacdo, percentud de estacas mortas, percentud
de etacas com cdo, 0 nimeo médio de raizes primaias por edaca enraizada e o

comprimento médio damaior raiz por estaca enraizada.



5.1.1 Experimento 1

Neste experimento foram coletados ramos lenhosos em 25 de junho de
2001. O prepao das edacas foi redizado de manera que agoresentassem, agproximadamente,
12cm de comprimento e 7mm de didmetro, sendo cada edtaca cortada na extremidade superior
em bisd e na extremidade inferior em corte horizontd. Foram mantidas, no minimo, quetro
gemas por edaca As edacas lenhosas receberam tratamento com fungicida, mergulhedo-as
em 0lucio de Benlae a 0,06% durante 1 minuto. Em seguida, redizaramse os tratamentos
com IBA eo plantio.

5.1.2 Experimento 2

Neste expaimento foran coleados ramos hebaceos em 12 de
setembro de 2001. Durante a coleta, os ramos foram sendo colocados em bddes com &gua
paa evitar a desdratacid0 dos mesmos aé que = redizassem os traamentos e plantio. O
preparo das edtacas foi redizado de mandra que goresentassem, goroximadamente, 12cm de
comprimento, 7mm de didmero e no miNMo quaro gemas por estaca, sendo cada uma
cortada na extremidade superior em bised e na extremidade inferior em corte horizonta. Foram
mantidas duas folhas cortadas a0 meio por edaca Em seguida, redizaramse os tratamentos
com IBA e o plantio. Logo gpds o plantio, pulverizou-se as estacas com Benlate a 0,06%.

5.1.3 Experimento 3

Neste expeimento foran coletados ramos semidenhosos em 11 de
dezembro de 2001. Durante a coleta, 0s ramos foram sendo colocados em bades com &gua O
preparo das edtacas foi redizado de manera que goresentassem, gproximadamente, 12cm de
comprimento e 7mm de didmero, mantendo-s2 um minimo de quaro gemas por edaca
Devido a infetagdo excessva de ferrugem, causada pelo fungo Transchelia discolor, néo
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foram mantidas folhas nas estacas. ApOs preparadas, as edtacas foram tratadas com IBA e
depois plantadas. Depois do plantio, foi redizada uma pulverizacdo das edacas com Benlate a
0,06%.

5.1.4 Experimento 4

Neste expeimento foram redizados os tratamento das estacas com
2,6-DHAP, de acordo com metodologia utilizada por Klen e d. (2000). Em 11 de dezembro
de 2001, foram coletados ramos semiHenhosos. O preparo das edtacas foi 0 mesmo utilizado
no Experimento 3. Depois de preparadas, as estacas semi-lenhosas tiveram suas bases imersas
a 4cm em solugdes com O (controle) e 300mg L™ de2,6-DHAP por 4 horas em aeracéo, ambas
diluidas em 50% de isopropanol. Em seguida, metade das estacas foram tratadas com 200mg
L de IBA e outra metade com 2500mg L de IBA. Depois do plantio, foi redizada uma
pulverizagdo das estacas com Benlate a 0,06%.

5.2 Anélise estatistica

As andisss edatidicas foram redizadas separadamente para cada
experimento, compaando-se as médias pdo tete de Duncan com nivd de sgnificancia de
5%. Quando houve diferenca dgnificativa entre os resultados obtidos para os méodos de
aplicacdo de IBA em cada vaiéve, foi redizada andise de regressio polinomid linear para
edudo do efeito das concentragbes do regulador no méodo que goresentasse o mehor
resultado (Fimentd Gomes, 1990). Efduou-se a transformacdo dos dados segundo a equacéo

aco seno +x/100 paa os dados em porcentagem e +x+1 para os vaores quantitaivos.
Utilizou-se como ferramenta para processamento das andises edatisticas 0 “software” Sanest
(Zonta& Machado, 1991).
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5.3 Andlise molecular

5.3.1 EXTRACAO DO DNA

As andlises moleculares foram redlizadas para verificar a presenca e a

expressio  diferencid do gene ARRO-1 nas trés cultivares de pessegueiro de  dificil

enraizamento e na amoreira (Morus ) de fadl enrazamento. Para td, DNA gendmico foi
extraido de folhaes frescas, utilizando-se 0 méodo adeptado de extracdo de DNA — “Méodo
CTAB” (Ferrera& Gratapaglia, 1996), adotando-se 0s seguintes passos.

utilizourse tubaos (eppendorfs) de 1,7mL;

coloocou-se nos tubos, em média, amodras de 150mg de folhas jovens congdadas de cada
planta;

as folhas foram maceradas individud mente em nitrogénio liquido (N,);

adidonorse imedigdamente em capda de exaustd 700uL de s0lucdo de extracdo com
palivinilpirrdidona (PVP) e 2-mercaptoetanol (2uL/mL de solugio de extracdn). Midurow
Se com uma espatula para que toda a solucdo entrasse em contato com o materia macerado;

as amodtras foram colocadas entdo em banho-maria a 6°C por 60 minutos;

J0s ede periodo, dexouse os tubos edfrialem e em cgpda de exaustdo, redizouse a
primeira extragdo com 600uL de doroférmio-dcool isoamilico, na proporcéo de 24:1 (CIA
24:1). Midurou-s2 bem a solucdo com o auxilio de  um agitador do tipo “Vortex”, a fim de
que o CIA atuasse em todo o tecido macerado;

em seguida, centrifugou-se a 12000 rpm por 5 minutos a 10°C;

0s tubos foram removidos da centrifuga sem que des fossem agitados. Das trés fases
formadas, retirou-se a fase superior para outro tubo de 1,7mL austoclavado. Retirou-se entéo
gproximadamente 450uL desta fase

adidonorse 100uL de brometo de cetiltimetilambénio 5% (CTAB) em cada tubo e
homogenaizou-se levemente cadatubo;

adicdonou-se entéo, em capda de exaudtdo, mas 600uL de CIA 24:1 e homogeneizou-se
em um agitador do tipo “Vortex”;

centrifugou-se novamente nas mesmas condi gies anteriores,
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- go6s centrifugado, removeurse o0s tubos sem agitélos e tranderiu-se 0s sobrenadantes
(*500pL) paratubos de 1,7mL autoclavados,

- adidonou-se nestes tubos 400uL de NaCl 5M;

- centrifugourse novamente nas condigdes anteriores,

- gobs centrifugado, os tubos foram removidos sem agitar e trandferiv-se 0s sobrenadantes
(*500L) paratubos de 1,7mL novos e autod avados;

- adicionou-se * 400uL de &cool isopropilico, que deve estar atemperatura préximaa 4°C;

- nesse ponto, as amodtras foram incubadas “over-night” a-20°C;

- no diaseguinte, centrifugou-se nas condigdes anteriores,

- gpbs centrifugado, retirou-s2 0s Sobrenadantes vertendo os tubos em um descarte, tomando-
Se 0 cuidado para ndo descartar os “pellets’ depositados no fundo dos tubos,

- lavouse uma vez cada “pdle” com "S00uL de etanol 95% por 3 minutos € gpds a
lavagem, retirou-se 0 etanol vertendo os tubos em um descarte;

- 0s“pelets’ forament&o secados em centrifuga a vacuo durante 5 minutos;

- 0s mesmos foran resuspensos em 50Ul de tampéo TE (TrissHCI 10mM, pH 80; EDTA
1mM) contendo 10mg/uL de RNAse

- incubou-2 os “pdles’em banho-maria a 37°C durante 40 minutos paa a digestéo do
RNA;

- e findmente, os DNAs extraidos foram conservados em -20°C para futuros testes.

5.3.2 QUANTIFICACAO

Para a quantificacdo do DNA foram gplicados 3nm das amodtras de DNA e
5M. de slucdo de caregamento (TE acrescido de 0,25% de azul de bromofenol, 40%
sacarose e 21/mL de brometo de eideo) em g de agaroe a 0,8%, acompanhadas por
marcador molecular (I DNA - Gibco) de concentracdo conhecida. O tempo de corrida foi de
40 minutos a 80 volts O tamp&o utilizado para preparo do gd e para corrida foi o Tris-Borato-

EDTA (TBE) 1X pH 80. Foram obtidos cerca de 30ng de DNAML de solugdo para cada
amostra
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5.3.3REACAO DE PCR

A presenca ou ndo do gene foi avdiada aravés de teste de PCR

(Reecdo de Polimerizacdo em Cadea — Mullis & Fdoona, 1987) e paa iso, foram
desenhados e confeccionados "primers’ degenerados, com base na seqiiéncia de nucleotideos
do gene ARRO-1, ja digoonives no banco de dados (http:/Avww.nchi.nimnihgov). Os
“primers’ desenhados foram:

forward 1: ° TGG GGN TGY TTY CG ;
forward 2: ° TGG GGN TGY TTY AG ;
forward 3: ° TGG GGN TGY TTY AC :
reveesel: >GCRTCNACRAA YTC e
revee 2. ° GG RTCNACRAA YTC .
A combinacdo dedtes “primers’ foi entdo utilizada no tete PCR para o

DNA gendmico extraido de cada cultivar de pessegueiro e da amoreira. Para as reagdes 0s
DNAs-m& foram diluidos em tampéo TrisEDTA (T.E) pH 80 aé a concentracdo de

5ng/i. Pogteriormente foi feita uma corrida de quantificacgo para confirmar adiluicéo.

Para cada amodtra foi preparado um coquetedl de resgentes para a reacéo

baseado no proposto pela Invitroger®, contendo:

(Concentracdo find)
Tampdo 10x 1x
Coquetd de nuclectideos 02mM
Primer (cada) 05MM
Cloreto de Magnésio 15mM
Tag DNA polimerase 1u
DNA diluido 10ng
AguamiliQ autodavada completar para’50 |

Dessa forma, para cada espécie edtudada havia sais reagbes, que totdizavam

as possivels combinacOes entre 0s primers Sintetizados.



Cada amodra com coquetd foi gplicada em um tubo de 0,2 mL, compativel
com o temocdador MJ Researc/moddo PTC 100TM. Posteriormente, as mesmas foram
levadas a um termociclador (MJ ResearcVmoddo PTC 100TM) previamente programado para
as condigles ideais de temperatura e tempo para a duplicacdo do DNA in vitro. As condighes
de amplificacéo forma as seguintes.

- 45 segundos a 94°C (desnaturagio);
- 30 segundos a40°C (andlamento) e
- 130" a72°C (extensio).

A tempeaura de andamento foi baseada na sugerida pdo fabricante dos
“primers’  (Gibed®). Apds 30 repetigdes desse cido o DNA foi submetido a um periodo de
extensdo de 10 minutosa 72 °C.

A visudizagcdo dos resultados das reecles foi feta em gd de agarose 1,5%
com tampdo Trisborao (TBE) 1x pH 80. Foran midurados 10uL de tampé de
caregamento com 10uL de cada reecéo e agolicados em pocos sepaados no gd. Os
fragmentos foram separados através da técnica de eetroforese, a5 volts'em de gdl.

ApGs trés horas, 0 resultado da corrida eetroforética foi visudizado aravés
de incidénca de luz Ultra Violeta e os dnas cgpturados pdo programa computeciond
EagleSight v.3.2, da Stratagene®.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 METODO DE APLICACAO DO IBA

6.1.1 Estacaslenhosas

No Quadro sfo demondrados os resultados da Andise de Vaiancia
paa os dados das vaidves avdiades no Experimento 1. Para as vaiaves enrazamento,
brotacdo e edacas mortas, ndo foi condatado efeito Sgnificativo nem da cultivar, nem da
interacdo entre os faores cultivar e mé&odo de aplicacdo do IBA. Todavia, houve efeito do
méodo de gilicacio nedtas varidvels. Paa as vaidvels percentud de estacas com cdo e
nimero de raizes houve efeito dgnificativo em todas as causss de vaiagdo, ja na vaiavd

comprimento de raiz néo houve efeito em nenhum dos fatores e nem dainteracéo.



Quadro 1. Resumo da andie de vaiancia para 0s paametros andisados no Experimento 1

com estacas lenhosas de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002,

Vaiaves Causas da Variacac Graus de Liberdade QM.

Cultivar 2 1144ns
Enraizamento Método IBA 1 31573 *

Cul x IBA 2 56,96 s
CV (%) 6806

Cultivar 2 1055 s
Brotacéo Método IBA 1 307,68 *

Cul x IBA 2 47,73 ns
CV (%) 1648

Cultivar 2 1055ns
Estacas mortas Método IBA 1 307,68 *

Cul x IBA 2 47,73 ns
CV (%) 122

Cultivar 2 436,77+ *
Formacéo de cdo Méodo IBA 1 1120,44* *

Cul x IBA 2 27417 *
CV (%) 51,20

Cultivar 2 026 *
NUmero deraizes Méodo IBA 1 0,64* *

Cul x IBA 2 053 *
CV (%) 1858

Cultivar 2 002ns
Comprimento deraiz Méodo IBA 1 059 ns

Cul x IBA 2 027 ns
CV (%) 2456

** tege F sgnificativo (P<0,01)
*  teste F dggnificativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Em funcdo dos resultados obtidos, redizou-se os testes de médias em

todas varidvels (Quadro 2). O maor percentud de estacas enraizadas (7,4%) foi obtido com as
slugdes concentradas. Conforme Hatmann & d. (1990) e Feachindlo e d. (1995), as
lugdes diluides podem ter sua eficiéncia comprometida e conseqUentemente, perder sua
dividade, pea influincia das variagbes ambientals durante o tralamento, e issO pode ter
ocorrido no presente experimento, pois 0 ambiente (casa de vegetacdo) aonde as edtacas

permaneceram  durante o tratamento com as solugdes diluides somente possuia dstema de

ventilacdo. Antunes e d. (1996) também observaram maores percentuais de estacas semi-
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lenhosas enraizadas de pereira (Pyrus calleryana) quando utiliza’an 0 méodo de imesio
rgpida.

Quadro 2 Enrazamento, brotaco, mortdidade, formecdo de cdos nimeo de raizes e
comprimento de raz em edacas lenhosas de pessegueiros tratadas com &cido
indol-butirico em diferentes métodos de aplicacio. Botucatu, SP, 2002.(Y

Vaiave Cultivar Método de aplicacéo do IBA Médias
Imersdo lenta Imersio rgpida

Ddlicioso Precoce 33 64 49
Enraizamento (%) Joial 14 4,6 30

Okinawa 14 111 6,3
Médias 20B T4A

Ddlicioso Precoce 358 431 395
Brotacdo (%) Joial 39,2 487 439

Okinawa 305 555 430
Médias 3H2B 49,1A

Ddlicioso Precoce 64,2 40,0 52,1
Estacas mortas (%) Joial 53,1 495 538

Okinawa 69,5 44,6 57,0
Médias 639A 44,7B

Ddlicioso Precoce 0,828 29,25A 150
Formaco de caos (%) Joial 358 1320A 83

Okinawa 0,0aA 0,7cA 04
Médias 14 14,3

Delicioso Precoce 1,0aA 0,70A 09
NUmero deraizes Joial 0,38A 0,70A 05

Okinawa 0,2aB 3,68A 19
Médias 05 17

Delicioso Precoce 12 13 12
Comprimento deraiz (cm)  Joial 09 16 12

Okinawa 03 28 15
Médias 08 19

M édias observadas seguidas por letras mindsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si
pelo teste Duncan (P<0,05).

Devido a0 fato do méodo de imersio rgpida ter proporcionado maor
enraizamento, foi redizada andise de regressio polinomid para as dosagens das solugbes
concentradas utilizadas neste experimento (Quadro 3).



Quadro 3 Regressio polinomid para 0s niveis do traamento imersio rgpida no enraizamento

de edacas lenhosas de pessegueiros tratadas com solugbes concentradas de IBA.
Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagéo Graus de Liberdade QM.

IBA 3 43946 *

Cul x IBA 6 17311 ns
Regressfo quadréatica 1 650,38 *

CV (%) 104,93

*  teste F dggnificativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Observa-2 na Figura 2 a tendéncia de um maximo 16,4% de edtacas
enraizadas com 2.3936mg L™ de IBA. Rufato & Kersten (2000) estudando o enraizamento de
estacas de pessegueiro, conduiram que a concentragio de 2.700mg L de IBA proporciona os
mel hores percentual's de estacas enraizadas da cultivar Esmerada.
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FHoura 2 Efdto do &dido indol-butirico no enraizamento de estacas lenhosas de pessegueiro.
Médias das cultivares Delicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa. Botucatu, SP, 2002.

Na varidved brotacdo a <solugbes concentradas demonstraram
percentud superior (49,1%) a0 das solugbes diluidas (352%) (Quadro 1). Levando-se em



conta os baixos percentuas de enraizamentos e 0S percentuais mas acentuados de brotacdo
obtidos no Experimento 1, ha indicacd que a formacdo de brotos contribuiu na obtencdo das
baixas porcentagens de estacas enraizadas. No entanto, esta relacdo ndo pdde ser comprovada
peda andise de corrdacdo (Quadro 4). Conforme Fachindlo et d. (1995) citados por Norberto
et d. (2001), a brotacdo € indesgavel quando esta ocorre antes da formacdo das raizes nas
edtacas, porque provocaria perda de umidade da estaca sem absor¢do de &gua Além disso,
paa Chauhan e d. (1997), a emissfo de brotos consome resarvas, prgudicando o
enraizamento.

Quadro 4: Coeficientes de corrdacdo dmples entre as variavels enrazamento e brotacdo em
estacas lenhosas de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaves Cosficiente de corrdacio Probabilidede > t
Enraizamento x brotacdo 042 008
“TP>0,05.

N& houve efdto dgnificativo das dosagens das solugbes concentradas
de IBA naformacéo de brotos nas estacas herbéceas (Quadro 5).

Quadro 5. Andi de vaidnda para regressio polinomid dos niveis do traamento imerso
rgpida na brotacéo de estacas |lenhosas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagac Graus de Liberdade QM.

IBA 3 58212 ns
Cul x IBA 6 206,11 ns
CV (%) 4448

ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Na Figura 3 é demondrada uma estaca enraizada e com brotos da
cultivar Okinawa tratada.com 2.500mg L™ de IBA.



Figura 3. Edaca lenhosa enraizada e com brotacdo de pessegueiro cv. Okinawa submetida ao
tratamento com 2.500mg L% de IBA. Botucatu, SP, 2002.

Os maores percentuas de estacas mortas (63,9%) foram observados
com as solugbes diluidas (Quadro 1). Verificase que as solugbes concentradas promoveram
maor enraizamento e brotacd e menor morte des estacas. A andise de regressio para os
niveés de IBA (solugbes diluidas) demondgrou efeito dgnificativo do IBA e da interacéo
cultivar © 1BA (Quadro 6).



Quadro 6. Regressfo polinomid para 0s niveis do traamento imesfo lenta na mortdidede de
estacas |enhosas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagéo Graus de Liberdade QM.
IBA 3 285303 * *
Cul x IBA 6 84067 * *
Regressdo quadrética (Okinawa) 1 9U,09 *
Regressdo linear (Delicoso Precoce) 1 5197,15* *
CV (%) 27,64

*  teste F sgnificativo (P<0,05)
** teste F significativo (P<0,01)

Obsarva-s2 na Figura 4 que a cultivar Ddicioso Precoce gpresentou
tendéncia de maior mortdidade (84,29%) na concentracio de 300mg L' de IBA e a cultivar

Okinawa um méximo de 85,7% na cancentragzo de 267,3mg L de IBA.
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Fgura 4. Efdto do addo indol-butiico na porcentagem de estacas lenhosas de pessegueiro
mortas das cultivares Ddlicioso Precoce e Okinawa. Botucatu, SP, 2002,

Houve efeito dos faores cultivar, méodo de aplicacdo e da interacdo
dos fatores na formacdo de cao (Quadro 1). A maor formacdo de estacas com cao (29,2%)

ocorreu na cultivar Ddlicioso Precoce quando das foram tratadas com solugbes concentradas



(Quadro 2). Redizou-s= andise de regressfo para 0s nivels do méodo imerséo rgpida e néo
congtatou-se efeito das concentragbes de IBA e nem da interacdo cultivar x IBA. A formagdo
de cdo é muitas vezes, condderada indesgavd quando se quer enraizar estacas, devidos aos
promotores do enraizamento serem dedocatbs em beneficio da cdogénese. Por outro lado, a
presenca de cado pode sr um indicio de rizogénese em estaca, pois conforme Hatmann et d.
(1990), raizes adverticias podem surgir a patir do cdo. Pacheco et a. (1998) estudaram
agpectos anatdbmicos do eraizamento da videra muscadinia (Vitis rotundifolia) e destacaram
a importancia da cadogénee na propagecdo dravés de edacas, no entanto, demonstraram que
& raizes adventidas sempre surgiram das proximidades do cambio vascular e ndo dos
meristemas nedormados.

Obsarvou-s2 no experimento que a edacas mortas, normamente,
gamn agudas que ndo enraizaram, ndo brotaram €lou ndo formaram cdo. No entanto, pea
andise de corrdagdo, condatou-se que a relacdo negativa entre brotacdo x mortdidade e
caogénee x mortdidade foram sSgnificativas (Quadro 7), ou sga, quanto maior a brotagdo e a
formacao de calos, menor foi o percentud de estacas mortas.

Quadro 7: Coeficientes de corrdacdo smples entre as vaiaveis enraizamento, brotacZo,
formecéo de cdos e mortdidade em estacas lenhosas de cultivares de pesseguero.

Botucatu, SP, 2002.
Vaiaves Coficiente de corrd agio Probabilidede > t
Enrazamento x mortalidade -019 04
BrotagZo x mortdidade -0,71 0,001
Cdogénese x mortaidade -0,62 0,049

7 P>0,05.

Paa a vaiavd nimero de raizes observou-se que as estacas da
cultivar Okinawa tratadas com as solugdes concentradas de IBA goresentaram maior nimero
de raizes (3,6 raizes) (Quadro 2). Através da andise de regresso efetuada para as solucgdes
concentradas, verificou-s2 que houve efeto dgnificativo das concentragbes de IBA do méodo
de imersdo rdpida, porém ainteracdo cultivar © IBA néo foi sgnificativa (Quadro 8).
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Quadro 8 Regressio polinomid paa os niveis do traamento imersfo rgdda na vaiave
numero de raizes em estacas |lenhosas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagéo Graus de Liberdade QM.
IBA 3 105**
Cul x IBA 6 038ns
Regressio quadrdica 1 199**
CV (%) 3319

** teste F significativo (P<0,01)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Na Figura 5 é demondrado o efeito das dosagens de IBA tilizadas nas
solugdes concentradas. Obsarva-se que houve tendéncia de um maximo de 1,8 raiz/letaca com
2.310,7/mg L™ deIBA.
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Fgura 5 Efdto do addo indd-butiico no nimero de raizes por estaca lenhosa enraizada de
pessegueiro. Médias das cultivares Delicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa. Botucatu,
SP, 2002.

Comparando as Hguras 2 e 5, verificase que houve comportamento
semehante entre 0 enraizamento e nimero de raizes quanto a0 efeto das concentragbes de
IBA do méodo de imersio rgpida Nyomora & Mnzana (1982) também demondraram
comportamento Smilar entre enraizamento e NUmero de raizes em edtacas de pesseguero, pois

obtiveram maior nimero de raizes onde houve maior percentud de estacas enraizades.



IBA e nem dainteragdo dos fatores no comprimento deraiz.

6.1.2 Estacas her baceas

das varidves avdiadas no Experimento 2.

Né houve efeito dgnificaivo da cultivar, do mé&odo de golicacdo do

No Quadro 9 sfo demondrados os resultados da andise de variancia

Quadro 90 Resumo da andie de vaidncia paa os pardmetros andisados no Experimento 2
com estacas herbéceas de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaves Causas da Variacdo Graus de Liberdade QM.

Cultivar 2 92,64 ns
Enraizamento Méodo IBA 1 1452 90* *

Cul x IBA 2 17784 *
CV (%) 30,00

Cultivar 2 15257 *
Brotacdo Méodo IBA 1 510,52 *

Cul x IBA 2 3762ns
CV (%) 28,80

Cultivar 2 374,12%*
Estacas mortas Méodo IBA 1 111945+ *

Cul x IBA 2 12235ns
CV (%) 958

Cultivar 2 7643 *
Formacdo de cdo Méodo IBA 1 265,25 *

Cul x IBA 2 175,18 *
CV (%) 3BA

Cultivar 2 038 *
NUmero deraizes Méodo IBA 1 14,61**

Cul x IBA 2 046 *
CV (%) 13,40

Cultivar 2 0,24ns
Comprimento deraiz Méodo IBA 1 4,07**

Cul x IBA 2 06l *
CV (%) 18,05

** tegte F significativo (P<0,01)
*  teste F sgnificativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)



Na vaiavd emrazanento néo houve influencia dgnificativa da
cultivar, mas houve €feito do método de alicacdo e da interacdo cultivar © méodo de
aplicacdo naformaco de raizes nas estacas herbéceas de pessegueiro.

De acordo com os resultados obtidos, foram redizados os testes de
médias em cada variavel (Quadro 10).

Quadro 10: Enraizamento, brotacdo, mortdidede, formacdo de cdo, nimero de raizes e
comprimento de raiz em estacas herbécess de pessegueiros tratadas com &cido

indol-butirico em diferentes méodos de aplicacgo. Botucatu, SP, 2002.%

Variavel Cultivar Método de aplicacéo do IBA Médias
Imersdo lenta Imersdo rgpida

Delicioso Precoce 3,5aB 1600A 9,7
Enraizamento (%) Joial 2,88 37,58A 20,2

Okinawa 1058A 2080A 157
Médias 56 24,8

Delicioso Precoce 35 70 52b
Brotacgo (%) Joal 4,2 215 128a

Okinawa 7,6 188 132a
Médias 51B 157A

Ddlicioso Precoce 938 813 875a
Estacas mortas (%) Joial 9,5 64,6 805a

Okinawa 75,0 618 684b
Médias 884A 69,2B

Ddlicioso Precoce 0,70B 104aA 56
Formacéo de cdo (%) Joia 1 358 15.32A 94

Okinawa 5,6aA 21bA 38
Médias 33 93

Ddlicioso Precoce 04aB 5,0cA 2,7
NUmero deraizes Joial 03B 11,38A 58

Okinawa 058 820A 44
Médias 04 81

Ddlicioso Precoce 138A 250A 19
Comprimento deraiz (cm)  Joial 04B 7,08A 3,7

Okinawa 1,7aB 5,2ebA 34
Médias 11 49

() Médias observadas seguidas por letras mintsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre s
pelo teste Duncan (P>0,05).



Obsava-e que a cutivar Joia 1 apresentou mehor  enrazamento
(37,5%) quando as edtacas de ambas as cultivares foram tratadas com solugbes concentradas
deIBA.

Redizou-s2 regressfo polinomid para as solugbes concentradas  de
IBA (Quadro 11). Observando-s= que houve efeto sgnificativo das concentragbes de IBA no
enraizamento de estacas das cultivares Ddlicioso Precoce e Okinawa.

Quadro 11: Andie de vaianda para regressso polinomid dos niveis do tratamento imersio
rdpida no enraizamento de estacas herbaceas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Vaiagéo Graus de Liberdade QM.

IBA 3 31484 ns
Cul x IBA 6 734,11 *
Regressdo quadrética (Delicioso Precoce) 1 126144 *
Regressio quadrética (Okinawa) 1 126144+ *
CV (%) 4923

** tege F sgnificativo (P<0,01)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Conforme demondrado na Fgura 6, a cultivar Okinawa apresentou
tendéncia de mé&imo enraizamento (36,6%) na concentragdo de 1.7351mg L de IBA. JA a
cultivar Delicioso Precoce obteve minimo de 1,3% de estacas enraizadas na concentracdo de
9988mg L' de IBA, voltando a incrementar o ewaizamento a patir deste ponto aé a
concentracd de 3.750mg L™ de IBA, onde demonstrou 437% de estacas enraizades A
cultivar Joia 1 ndo obteve regressio sgnificativa o nivel de 5% de probabilidede.
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FHgura 6. Efeto do &ido indol-butirico no enraizamento de edtacas herbaceas de pessegueiro
das cultivares Okinawa e Delicioso Precoce. Botucatu, SP, 2002.

As concentragdes ideais de auxina nas solugdes utilizadas para
golicacdo exdgena em edtaca visando aumentar 0 enraizamento S0 badante varidvels e um
dos fatores que contribui para esta variagdo, € a cultivar. |0 pode ser observado na Figura 6,
onde as concentraghes que proporcionam maiores percentuas de edtacas enraizadas variaram
de acordo com a cultivar. Tofandli (1999) também observou resultados diferenciados quanto a
concentracédo de IBA que proporcionou 0s malores percentuals de enraizamento em edacas de
pessegueiros, pois demondrou que as cultivares Ouromd, Péola de Marinque e Tropicd
apresentaram méimos de enraizamento com 3000mg L de IBA (3533%, 69,0% e 56,67%,
repectivamente) e a cultivar Biuti com 2.026,53mg Lt de IBA (36,78%).

Na Figura 7 é demongrada uma estaca herbécea enraizada e brotada da
cultivar J6ia 1 tratada. com 3.750mg L'* de IBA.
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Figura 7. Edaca herbécea enraizada e brotada de pessegueiro cv. Okinawa submetida a0
tratamento com 3.750mg L de IBA. Botucatu, SP, 2002.

Nas vaiaveis brotacdo e morte de estacas, O ndo houve €feto
dgnificativo dainteracéo cultivar © método de aplicacéo de IBA (Quadro 9).

A maor brotacdo de edacas foi obsarvada nas cultivares Okinawa
(132%) e Jia 1 (12,8%) e a solucdo concentrada (15,7%) foi superior a solucdo diluida
(51%) (Quadro 10). Condderando 0 méodo de agolicacdo do IBA, obsavou-se que houve
comportamento  semelhante entre as  porcentagens de enraizamento e brotagdo, pois, em
ambas, obteve-se aumento nos resultados com 0 méodo de imersio rgpida (Quadro 10). A
andise de corrdacdo confirmou a reacdo poditiva entre as duas variaves (Quadro 12).



Quadro 12: Codficientes de corrdacdo smples entre as vaidvels enrazamento e brotacdo em
estacas herbéacess de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaveis Cosficiente de corrdlacio Probabilidede > t ¥
Enraizamento x brotacdo 0,72 0,001
T P>0,05.

Bias e d. (2000) estudaram a formacdo de raizes em edacas de
cultivares de pessegueiro e nectaringra (P. persica var. nucipersica) e obsarvaran que as
edacas brotadas, gerdmente, foram as que enrazaramn. Também, Antunes & d. (2000)
obtiveram resultados dmilares em amordra-preta (Rubus sp). Os resultados obtidos no
presente trabaho et em concordancia com estes autores, pois se observou que, para o fator
cultivar, aguda que agoresentou 0 maor enrazamerto (Jia 1), foi também umas das que
demongrou maior brotacdo. A relacdo entre formagdo de raizes e brotos em edtacas € bagtante
discutida. Alves et d. (1991) mencionaram que as brotagbes podem ocorrer antes ou gpds 0
enraizamento das edacas e Hatmann & Kergem (1990) citados por Antunes e d. (1996)
reladaram que é importante ocorrer 0 enraizamento antes da brotacdo, pois a brotagdo
antecipada, prejudicaria aformacéo de raizes em estacas pelo consumo de reservas.

A andise de regressio para os niveis do mé&odo de imersto rgpida na
vaiavd brotacdo demondgrou que nédo houve efdto dgnificativo nem do faor IBA nem da
interacdo cultivar © IBA (Quadro 13).

Quadro 13: Andie de vaianda para regressso polinomid dos niveis do tratamento imersio
rdpida na brotacdo de estacas herbaceas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagdo Graus de Liberdade QM.

IBA 3 17210 ns
Cul x IBA 6 409,73 ns
CV (%) 71,38

ns teste F ndo significativo (P>0,05).

Para a morte de estacas, as cultivares Delicioso Precoce (87,5%) e Joia
1 (80,5%) apresentaram maior porcentagem de estacas mortas e a imersto lenta foi a que



goresentou maior porcentagem de estacas mortas (88,4%) (Quadro 10). O causa para a maor
morte de estacas herbéceas goresentada peo méodo de imersio lenta pode ter Sdo também
devido a0 €feito do ambiente sobre as solugdes diluidas de IBA e sobre as edtacas durante o
periodo de tratamento das mesmas.

As 0lugbes diluidas proporcionaramn maor morte de estacas € menor
enraizamento (Quadro 10), ou sga, as edacas ndo enraizadas, normamente, morreram. Assm,

amaior morte de estacas esteve relacionada com menor enraizamento (Quadro 14).

Quadro 14: Coeficientes de corrdacdo smples entre as vaiavels enraizamento e mortaidade
de estacas herbaoess de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaves Coficiente de corrd agio Probabilidede > t
Enrazamento x mortalidade -0,38 0,00002
' P<0,05.

As estacas herbécess, por srem mas tenras, devem possuir maior
snshilidede & exposicito em solugdes auxinicas durante maior tempo. E provavd que o
tratamento das estacas nas solugdes diluidas de IBA por um periodo de 24 hores foi prgudicid
a vbrevivéncia das mesmas, pois, durante o tratamento, as edtacas ndo estavam em condigdes
de dta umidade e iss0 pode ter contribuido com a perda de &gua, inibindo a formagdo de raizes
e, pogeriormente, levando as estacas a morte.

Para 0s nivels do mé&odo de imesio lenta, houve efdto Sgnificativo
tanto do fator IBA quanto da interac@o cultivar ~ IBA na variave percentud de estacas mortas
(Quadro 15).



Quadro 15. Andise de vaiancia para regressso polinomid dos niveis do traamento imersfo
rdpida na mortaidade de estacas herbaceas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagéo Graus de Liberdade QM.

IBA 3 338312 *
Cul x IBA 6 381 *
Regresso linear (Joial) 1 63346 *
Regresséo quadrdtica (Ddlicioso Precoce) 1 474,60+ *
Regressdo quadrética (Okinawa) 1 4661,49" *
CV (%) 1228

*  teste F dggnificativo (P<0,05)
** tegte F sgnificativo (P<0,01)

O efdto das s0lugdes diluidas no percentua de estacas mortas pode ser
observado na Figura 8. Nas cultivares Okinawa e Ddicioso Precoce houve tendéncia de
comportamento  quadr&ico, demondgrando, as respectivas cultivares, maximos de 97,2% com
2005mg L™t e 939% com 2100mg L de IBA. J4 a cultivar J6ia 1 apresentou comportamento
linear obtendo maior porcentagem de morte na concentraggo de 300mg L de IBA (94,3%).
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Fgua 8 FEfdto do &ido indolbutiico na porcentagem de estacas herbéceas mortas de

pessegueiro das cultivares Okinawa, Dedicioso Precoce e Joia 1. Botucatu, SP,
2002



A formagdo de cdo e nimeo de raizes foram influenciados pea
cultivar, pdo méodo de gplicacio e pea interacio destes fatores e 0 comprimento de raiz peo
méodo de aplicacdio e pea interacdo (Quadro 9). As cultivares Joia 1 (15,3%) e Ddicioso
Precoce (10,4%) gpresentaram as maores porcentagens de estacas com cados quando foram
tratadas com as s0lugbes concentradas de IBA (Quadro 10). Edtecas da cultivar Joia 1
goreentaram maor  porcentagem  de  eraizamento e também, maor porcentagem de
cdgamento. No Quadro 16 é demondrada a corrdacdo podtiva dgnificativa entre a formacéo

deraizesede caos.

Quadro 16: Codficientes de corrdacd smples entre as variavels enrazamento e formacéo de
caos em estacas herbécesas de cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaves Cosficiente de corrdacio Probabilidede > t
Enraizamento x cadogénese 0,64 0005
T P<0,05.

Antunes et d. (2000) observaram 0 mesmo comportamento em estacas
de amorapreta quando obtiveram padréo smilar entre enraizamento e formagéo de cdos e
mencionaram que edes dois processos se completam. Ja Ono & d. (1992) afirmaram gque a
cdogénese ndo € interessante, pois demongraram que, os cdos formados em edacas de
cafeairo (Coffea arabica) ndo se diferenciaram em raizes.

Obsava-2 no Quadro 17 que somente a cultivar Ddicioso Precoce
obteve efeito Sgnificativo dos nivels do tratamento imersdo rgpida

Quadro 17: Regressio polinomid para os nivels do tratamento imersdo rgpida na formacdo de
caos em estacas herbéceas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causas da Variagac Graus de Liberdade QM.
IBA 3 530,94* *
Cul x IBA 6 31882 *
Regresséo quadrética (Ddlicioso Precoce) 1 117435 *
CV (%) 87,51

** tegte F significativo (P<0,01)
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Na Fgura 9 é demondrado o efeito das concentragdes das solugdes
concentradas de IBA na formagdo de cdos Obsarvase que as edacas da cultivar Delicioso
Precoce ndo obtiveram formagio de calos na concentragido de 1.407,4mg L de IBA. No
entanto, a partir deste ponto voltaram a incrementar os percentuas a@é a concentragcdo de
3.750mg L do regulador vegetd (33,7%).
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Fgura 9. Efdto do &ido indo-butirico na porcentagem de estacas herbacess de pessegueiro
com caos da cultivar Delicioso Precoce. Botucatu, SP, 2002.

Para a vaiave nimero de raizes, houve eféto da cultivar, do méodo
de aplicacdo de IBA e da interacdo (Quadro 9). O mehor resultado de nimero de raizes (11,3
raizes) foi obtido com a cultivar Joia 1 quando as suas estacas foram tratadas com as solugBes
concentradas de IBA (Quadro 10).
Pda andise de regressio pbde-se observar que ndo houve eféto
sgnificativo nem dos niveis do tratamento imersio rdpida e nem da interacdo destes com o
fator cultivar no nimero de raizes (Quadro 18).



Quadro 18: Regressio polinomid para os nivels do tratlamento imersdo rgpida no nimero de
raizes de estacas herbéceas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002,

Causas da Variacdo Grausde Liberdede QM.
IBA 3 237ns
Cu x IBA 6 080ns
CV (%) 40,90

ns teste F ndo significativo (P>0,05)

Para a vaidavd comprimento de raiz, ndo houve eeito da cultivar, mes
houve do mé&odo de gplicacdo de IBA e da interacdo (Quadro 9). O maior comprimento de
raz (7,0cm) foi observado na cultivar Joia 1, embora eda tenha sSdo edatiicamente
equivdente a cultivar Okinawa (5,2cm), quando foram tratadas com as solugdes concentradas
de IBA (Quadro 10).

Como tinha acontecido para a varidvel nimero de raizes, também néo
houve efdto das concentragbes de IBA do méodo imersio rdpida e da interacdo cultivar x
IBA no comprimento de raiz (Quadro 19).

Quadro 19: Regressio polinomiad para os niveis do traamento imersdo rgpida no comprimento
de raizes de estacas herbéceas enraizadas de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Causasda Vaiacéo Graus de Liberdade Q.M.
IBA 3 033 ns
Cu xIBA 6 065ns
CV (%) A,73

ns teste F ndo significativo (P>0,05)

A cultivar Joia 1 gpresentou 0 melhor resultado para 0 enraizamento, 0
maior nimero de raizes e 0 maor comprimento de raiz quando Suas estacas foram tratadas
com solugbes concentradas. Assm, obsarvou-se que um maor nimero de raizes e maor
comprimento de raz ediveram rdacionados com um mehor enrazamento. Td rdacéo foi
condatada com a andise de corrdacdo redizada entre as trés vaidvels (Quadro 20). Sharma
& Aier (1989) demondraram que entre as cultivares de amexera (Prunus spp) Santa Rosa,
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Beauty, Greengage e Ealy Trangpaent Gage, foi a primera que apresentou 0 maor

enrazamento, nimero e comprimento de raiz.

Quadro 20: Coeficientes de corrdacdo smples entre as vaidves enrazamento, nimero e
comprimento de raizes em edacas herbéceas de cultivares de pessegueiro.

Botucatu, SP, 2002.
Vaiaves Coeficientedecorrdlagio ~ Probabilidede>t '
Enraizamento x nlimero de raizes 0383 0,0001
Enraizamento x comprimento de raiz 082 0,0001
NUmero de raizes x comprimento deraiz 0,90 0,00001

+ P<0,05.

Tofandli & d. (20028 também demongraram a rdacdo dSgnificativa e
podtiva entre enraizamento, nUmero de raizes e comprimento de raiz quando estudaram o
enraizamento de edacas lenhosas e semi-lenhosas de cultivares de ameixeira com Vé&ias
concentragdes de &cido indol-butirico.

E importante ressdtar que, para as estacas herbécess, observou-se no
expeimento, em andise visud, que a mortdidade de edacas esteve rdacionada com o menor
enraizamento, menor brotacdo, menor formagdo de cdos menor nimero de raizes e menor
comprimento de raz. Eda reacdo negativa pdde ser comprovada aravés da andise de
corrdlacén, embora a corrdacdo entre mortdidade x formagdo de cdos néo fol Sgnificaiva
(Quadros 14 e 21).

Quadro 21: Codficientes de corrdacdo smples entre as varidveis percentud de estacas mortas,
brotedas, nimero de raizes e comprimento de raz em estacas herbacess de
cultivares de pessegueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaveis Coeficientedecorrdlacio ~~ Probabilidade >t '
Mortdidade x brotacéo -0,79 0,0003
Mortdidade x formacéo de caos -0,46 0,06
Mortdidade x nimero de raizes -0,74 0,001
Mortaidade x comprimento de raiz -081 0,0001

+ P<0,05.



6.1.3 Estacas semi-lenhosas

No Quadro 22 sfo demondrados os resultados da andise de vaiancia
nes vaiaves avdiadas no Experimento 3. Em todas as variaveis, com excecdo da variave
percentud de estacas mortas, houve efeito da cultivar e do mé&odo de aplicacdo do IBA. No
entanto, ndo houve efeito da interacdo. Para a  porcentagem de estacas mortas, houve efeto
da cultivar e dainteraco.

Quadro 22 Resumo da andlise de vaiancia para os paameros andisados no Experimento 3
paa avdiar a golicacdob do &cido indol-butiico em edacas semi-lenhosss de
cultivares de pessegueiro. Botucatu, P, 2002

Vaiaves Causas da Variagac Graus de Liberdade QM.

Cultiver 2 1689,77**
Enraizamento Méodo IBA 1 249,92+ *

Cul x IBA 2 10,60 ns
CV (%) 3000

Cultivar 2 502, 55* *
Brotacdo Méodo IBA 1 47959+ *

Cul x IBA 2 95,35ns
CV (%) 2421

Cultiver 2 3416,02* *
Estacas mortas Méodo IBA 1 24,21ns

Cul x IBA 2 211,96+ *
CV (%) 1056

Cultivar 2 1712,32%*
Formacdo de cdos Méodo IBA 1 24753 *

Cul x IBA 2 10,65ns
CV (%) 290

Cultivar 2 0,001**
NUmero deraizes Méodo IBA 1 022 *

Cul x IBA 2 0,01 ns
CV (%) 1412

Cultiver 2 0,61**
Comprimento deraz Méodo IBA 1 0,23**

Cul x IBA 2 0B s
CV (%) 930

** teste F significativo (P<0,01)
*  teste F significativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)
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De acordo com os resultados obtidos, redizou-se os testes de médias
para cada variave (Quadro 23).

Quadro 23: Enraizamento, brotacdo, mortdidede, formacdo de cdo, nimero de raizes e
comprimento de raz em edacas sEmi-lenhosas de pessegueiros tratadas com
&ddo indol-butirico em diferentes métodos de aplicagzo. Botucatu, SP, 2002.(9

Vaiavd Cultiver Método de aplicacéo do IBA Médias
Imersdo lenta Imersio rgpida

Ddicioso Precoce 0 21 11b
Enraizamento (%) Joial 0 35 18b

Okinawa 250 34 2.2a
Médias 838 130A

Ddlicioso Precoce 410 375 39,2c
Brotacdo (%) Joial 63,7 375 52,80

Okinawa 785 61,3 69,8a
Médias 625A 4548

Ddlicioso Precoce 77,1aA 64,608 70,8
Estacas mortas (%) Joial 50,70B 76,78A 63,2

Okinawa 6,3cA 6,30A 6,3
Médias 447 489

Ddlicioso Precoce 0 21 11b
Formacgo de cdo (%) Joial 0 35 170

Okinawa 264 34,6 306a
Médias 888 134A

Ddlicioso Precoce 0 07 0,3b
NUmero deraizes Joial 0 06 0,3b

Okinawa 20 24 22a
Médias 0,78 12A

Ddicioso Precoce 0 01 0,1b
Comprimento deraiz (cm)  Joial 0 06 0,3b

Okinawa 12 23 1,7a
Médias 04B 10A

Y Médias observadas seguidas por letras mintsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre si
pelo teste Duncan ao nivel de 5% de significancia.

A cultivar Okinawa apresentou maor enraizamento (29,2%), brotacdo
(69,8%), formacdo de cdos (30,6%), nUmero de raizes (2,2 raizes) e comprimento de raiz
(1,7cm). Para 0 méodo de aplicacdo, gpenas na brotacdo houve superioridade do tratamento
de imesio lenta A maor formacdo de brotos obtida nas edacas tratadas com solugdes
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diluides, pode também ter d9do uns dos fatores que contribuiu para 0 menor enrazamento
demongrado neste tratamento. Conforme Hartmann & Kerden (1990) citados por Antunes et
d. (1996), a brotacdo antes do enraizamento € prgudicid a formacdo de raizes nes estacas
devido a0 consumo de resarves. A maior mortdidade de estacas ocorreu na cultivar Delicioso
Precoce com 0 méodo de imersio lenta (77,1%) e na cultivar Joia 1 com o método de imersio
rpida (76,7%) (Quadro 23). Verificase anda que, a cultivar Okinawa apresentou as menores
taxas de mortdidade, fao este que pode ser explicado pdo maor evazamento e maor
brotacéo obtido por esta cultivar.

A diferenca da capacidade de enraizamento de edtacas entre cultivares
de pessegueiro € mencionada em diversos trabahos, como o desenvolvido por Fachindlo et d.
(1984), que demongdraam serem as cultivares Cgpdebosg e Convénio superiores a cultivar
Diamante quanto a formacdo de raizes em edacas lenhosss. Como também Okie (1984),
demongrou ser a cultivar de pessegueiro Sherian C (80,0%) superior as cultivares Hdford
(56,0%) e Lovel (64,0%) quanto a cgpacidade de enraizamento de estacas retiradas de mudas
jovens aos 79 diass Para Rufato & Kersten (2000), o potencid genético de enraizamento de
cada cultivar € a principd explicacdo para a diferenca de percentuas de edtacas enraizedas
entre as cultivares BR2 e Esmeralda obtida no trabalho. Discordando desses resultados, Dutra
e d. (1999) ndo encontraram diferencas dgnificativas nos percentuas de edacas semi-
lenhosas enraizadas entre as cultivares de pessegueiro BR-2, Capdebosg e Diamante,

Embora a gplicacdo exdgena do IBA em edacas utilizando-se
concentragdes diluidas sga recomendada, 0 méodo de imerso rdpida das estacas em solughes
concentradas pode proporcionar mehores resultados. Antunes et d. (1996) também obtiveram
maor enraizamento quando utilizaram solugbes concentradas de IBA em edacas de perera
(Pyrus calleryana), em comparacdo as solugbes diluides. Uma das explicagbes para estes
resultados pode ser 0 efeito do ambiente durante o tratamento de imerséo lenta

Na Figura 10 é demonstrada uma estaca enraizada e brotada da cultivar
Okinawa que recebeu o tratamento com 2.500mg L de IBA.



Figura 10: Estaca herbacea enraizada e brotada de pessegueiro da cultivar Okinawa submetida
a0 tratamento com 3.750mg L* de IBA. Botucatu, SP, 2002.

Através da andise de regressfo, redizada para verificar o efeto das
concentragdes nas solugdes de IBA no enraizamento, na brotacdo, na caogénese, no ndmero
de raizes e no comprimento de raiz, obsavou-e efeito do IBA e efeito ndo dgnificativo da
interaco cultivar ~ IBA (Quadro 24). Para a porcentagem de estacas com brotos, néo houve
efdto dos nives do fator IBA (concentragbes das soluges diluidas), porém a interacdo foi

sgnificativa



Quadro 24: Regressio polinomid dos niveis do tratamento imersdo rdpida e imerséo lenta nas
vaiaveis avdiadas no expeimento 3 com edacas sami-lenhosas de pessegueiro.
Botucatu, SP, 2002.

Variave Causas da Variacdo Graus de Liberdade QM.
IBAWY 3 671,48 *
: Cul x IBA 6 24011ns
Enrazemento Regresso linear 1 159525+ *
CV (%) 28
IBA' 3 8280ns
Brotach Cu x IBA 6 26152 *
rotaceo Regressio linear (Okinawa) 1 50180 *
CV (%) 21
IBAW 3 800 ns
Formacdo de calos Cul x IBA 6 13350 ns
CV (%) 67,61
IBAW 3 049 *
NUmero deraizes Qu X IBA 6 01915
Regressto linear 1 122 *
CV (%) 2866
IBAY 3 048+ *
. . Cul x IBA 6 023 ns
Comprimento e raiz Regresso quadrética 1 045 *
CV (%) 280

7 concentragoes de IBA do método de aplicacao imersao rapida.
) concentracBes de IBA do método de aplicagéo imersio lenta.
** teste F significativo (P<0,01)

*  teste F dggnificativo (P<0,05)

ns teste F ndo significativo (P>0,05)

O maor enrazamento (231%) e o maor nimeo de raizes (1,7 raz)
foram obtidos com 3750mg L™ e o maior comprimento de raiz (153 cm) foi obtido com
2757Amg Lt de IBA (Figuras 11, 12 e 13 respectivamente). Na vaiave percentud de
formacéo de calo, néo houve efeito nem do IBA e nem dainteracéo.
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Fgua 11. Efdto do &ido indo-butiico no emvrazamento de edacas semi-lenhosss de

pessegueiro. Médias das cutivares Ddicoso Precoce, Joia 1 e Okinawa
Botucatu, SP, 2002,
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FHgua 120 Efdto do &ddo indol-butiico no nimero de raizes por edaca semidenhosa de
pessegueiro enraizada. Médias das cultivares Delicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa
Botucatu, SP, 2002
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Fgura 13: Eféto do &ddo indol-butiico no comprimento de raizes por etaca semi-lenhosa de
pessegueiro enraizada. Médias das cultivares Ddicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa
Botucatu, SP, 2002.

Obsava-e nas Figuras 11 e 12 que houve incremento linear do
enraizamento e do nimero de raizes com 0 aumento das concentragdes de IBA. Tofandli et d.
(2002b) também obtiveram aumento liner do enraizamento e do nimero de raizes aé a
concentragdo de 3.000mg L' de IBA nas cultivares de pessegueiro Pé&ola de Mairinque,
Ourome e Tropicd.

Paa a vaiavd edacas com brotacdo, gpenas a cultivar Okinawa
obteve efato dgnificativo das concentragbes de IBA, tendendo a goresentar um maximo de
73,0% de brotacio na concentracio de 1400mg L™ de IBA (Figura 14).
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Figura 14: Efeto do IBA na brotacdo em edacas semi-lenhosas de pesseguero cv. Okinawa
Médias das cultivares Delicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa. Botucatu, SP, 2002.

De um modo gerd, os mdhores resultados, para as variaveis de maior
relevancia para produco de mudas por estaquia avdiadas no experimento com edacas semi-
lenhosas, foram observados com estacas da cultivar Okinava com 0 méodo de imersto
rgpida. Antunes et d. (1996) também demondraram em estacas de pereira mehores resultados
de enrazamento com o méodo de imersfo rgpida em comparacdo com 0 méodo de imerséo
lenta.

6.2 APLICACAO DE 2,6-di-hidr oxiacetofenona

6.2.1 ANTES DA APLICACAO DE 200mg L™ de IBA

No Quadro 25 sfo apresentados os resultados da andise de vaiancia
das varidvels avdiadas no Experimento 3.



Quadro 25 Resumo da andise de vaidnda para as vaidves andisadas no Experimento 3
paa avdia a aplicacdo prévia do 26-drhidroxiacetofenona a0 &cido indol-
butico (200mg L) em estacas semi-lenhosas de cultivares de pessegueiro.

Botucatu, SP, 2002.
Vaiaves CausassdaVaiacdo  Grausde Liberdade QM.
Cultivar 2 184593 *
Enraizamento 2,6-DHAP 1 597,68* *
Cult” 26-DHAP 2 597,68* *
CV (%) 57,9
Cultivar 2 8356,32* *
Brotacdo 26-DHAP 1 374,73 *
Cult” 26-DHAP 2 A48 s
CV (%) 2150
Cultivar 2 12927,86* *
Estacas mortas 2,6-DHAP 1 323 ns
Cult” 26-DHAP 2 R332
CV (%) 10,14
Cultiver 2 242901* *
Formacéo de cado 26-DHAP 1 4704 s
Cult” 26-DHAP 2 4704 s
CV (%) 53,86
Cultivar 2 0,72x*
NUmero deraizes 26-DHAP 1 043 *
Cult” 26-DHAP 2 043+ *
CV (%) 1712
Cultivar 2 019 *
Comprimento deraiz 2,6-DHAP 1 006 *
Cult” 26-DHAP 2 006 *
CV (%) 981

** tege F ggnificativo (P<0,01)
*  teste F dggnificativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

De acordo com os resultados obtidos, foi redizado o teste de médias
em cadavariave (Quadro 26).
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Quadro 26 Enraizamento, brotacdo, mortdidede, formacdo de cdo, nimero de raizes e
comprimento de raz em estacas sami-lenhosas de pesseguero tratadas com 2,61
d-hidroxiacetofenona aplicado  previamente a0 &dido indol-butirico (200mg L™Y).
Botucatu, SP, 2002

Vaiave Cultivar 26-DHAP (mgL™) Médias
0 300

Ddlicioso Precoce 0aA A 0
Enraizamento (%) Joial 02A CkA 0

Okinawa 2,88 41,7aA 22

Médias 09 139

Ddicioso Precoce 16,7 55 11,1b
Brotagéo (%) Joial 0 0 Oc

Okinawa A5 80,6 875a

Médias 371A 28,/B

Ddlicioso Precoce 100,0 100,0 100,0a
Estacas mortas (%) Joial 1000 100,0 100,0a

Okinawa 83 28 5,5b

Médias 67,6 694

Ddlicioso Precoce 0 0 Ob
Formacéo de cdo (%0) Joial 0 0 Ob

Okinawa 4,7 250 3B3a

Médias 139 83

Ddlicioso Precoce A A 0
NUmero deraizes Joia 1 A A 0

Okinawa 0,32B 348A 19

Médias 01 11

Ddlicioso Precoce 02A A 0
Comprimento deraiz (cm)  Joial (0727 LA 0

Okinawa 0,328 1,2aA 038

Médias 01 04

' Médias observadas seguidas por letras mindsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre s
pelo teste Duncan ao nivel de 5% de significancia

Veificase que o erazamento fo influenciado pda cultivar, pdo 26
DHAP e pda interacdo cultivar ©~ 26-DHAP (Quadro 25). Através do desdobramento da
interacdo, pdde-se observar que 0 maor erazamento foi obtidoss com a cultivar Okinawa
utilizaxdose 300mg L™ de 2,6-DHAP anttes da aplicagio de 200mg L' de IBA (41,7%).
Epgein e d. (1993b) obtiveram aumento de 30% de edacas enraizadas de dlivaira de baixa



capacidade de formagZo de raizes, quando aplicaram 1,6-DHAP (300mg L) e de IBA 0,8%,
contra 15% de aumento no enraizamento nas etacas que foram tratadas somente com IBA.

Na Figura 15 é demondrada uma estaca semi-lenhosa enraizada e
brotada de pessegueiro da cultivar Okinawa submetida ao tratamento com 2,6-DHAP e IBA.

FHgura 15. Edaca semi-lenhosa enraizada e brotada de pessegueiro da cultivar Okinawa
submetida ap tratamento com 300mg LY de 26-DHAP e 200mg L™ de IBA.
Botucatu, SP, 2002.

Epsein e d. (1993b) tanbém edudaram o0 enraizamento em edtacas
de cergera traadas com 1,6-DHAP + IBA e mencionaam que a baixa capacidade de
formacdo de raizes obtida na cultivar com dificuldade de enraizamento, edtava relacionada a
lenta taxa de absorcdo de IBA, o0 que prgudicou a concentragdo endogena do regulador e a
formacdo do IBA conjugado (reservatdrio de auxing), € com a incapacidade em hidrolizar a
auxina conjugada. Os auttores observaram que, tanto a cultivar de fédl quanto a de dificil



61

enraizamento, metabolizaram IBA conjugado até 2 dias gpds o traamento e, gpds o quarto dia,
goenas na de fé&al enraizamento houve hidrdlise, fornecendo IBA e favorecendo a formagéo de
raizes. Estes autores observaram que, gpds 2 dias do tratamento com IBA, ndo se detectou
presenca visivel de IBA nas edtacas, voltando a regparecer no quarto dia nas estacas de fécil
enraizamento

Conforme Klerk et d. (1995), que estudaram as fases do enraizamento
em edacas de mecieira, a formagdo de raizes adventicias em edtacas € dividida em trés fases
desdiferenciacéo, a qua ocorre de 0 a 24 horas apés 0 tratamento com auxing;, inducéo, de 24
a 72 ou 96 horas e diferenciacdo, gpds 72 ou 96 horas. Sendo assm, a baixa média gerd de
enraizamento, obtida no presente trabaho, pode esar relacionada com a pouca quantidade de
IBA absorvido pelas edtacas, prgudicando a desdiferenciagdo, e com a pouca formecéo de
IBA conjugado e poderior, incgpacidade hidralitica, prgjudicando a indugéo e diferenciacéo.
Uma explicagdo paa 0 aumento do enraizamento observado na cultivar Okinawa, obtido
quando gplicou-s2 0 26-DHAP, pode s que O produto inibiu a conjugecdo da auxina,
digoonibilizando maior nivd enddgeno de IBA livre consqlentemente, induzindo e
favorecendo o enraizamento.

Para a vaidved brotacdo obsavouse efeto dos fatores cultivar e do
26-DHAP, porém nd houve efeito da interacdo (Quadro 25). A cultivar Okinawa (87,5%) foi
a que gpresentou maior percentua de estacas brotadas e as estacas que ndo foram tratadas com
2,6-DHAP demongraram maior brotacéo (37,1%) (Quadro 26). A agplicacéo de 2,6-DHAP nédo
favoreceu aformagéo de brotagoes.

Nas vaidves porcentagem de edtacas mortas e com cado, somente
houve efato da cultivar, onde houve morte de todas as edacas das cultivares Ddicioso
Precoce e Jiia 1 e maor formacdo de cdos na cultivar Okinawa (33,3%). A menor
mortaidade obtida na cultivar Okinawa pode ser explicado pdo maor enrazamento, maor
brotacdo e formacdo de cdos demondrados por eda cultivar, ja que edes fenbmenos
desencadelam processos fisol dgicos e metabdlicos, mantendo as estacas vivas.

Observa-2 nos Quadros 25 e 26 que as vaiaves nimeo e
comprimento de raizes demondraram comportamento semdhate a0 do enraizamento, pois
houve efdto ggnificativo da interacdo e foi também a cultivar Okinawa que gpresentou maior
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nimero de raizes (34 raizes) e maor comprimento (1,2cm). Eda rdacdo pode s

demonstrada pela correl acdo significativa entre as varidvels (Quadro 27).

Quadro 27: Coeficientes de corrdacdo smples entre as vaiavels percentud de edacas
enraizadas, nUmero de raizes e comprimento de raz em estacas semi-lenhosas de
cultivares de pessagueiro. Botucatu, SP, 2002.

Vaiaves Coeficientedecorrdlagio ~ Probabilidede>t '
Enraizamento x nlimero de raizes 093 0,000001
Enraizamento x comprimento de raiz 082 0,000001
nUmero de raizes x comprimento de raiz 0,86 0,000001

1 P<0,05.

Tonietto & d. (2001) também observaram em esudo do enraizamento
de edacas de amexdra, que a cultivar Pluma 7 demondrou maor percentud de estacas
enrazadas, maor nimero de raizes e maor comprimento de raiz em comparacdo com a
cultivar Reubennd.

6.2.2 ANTES DA APLICACAO DE 2.500mg L™ de I BA

No Quadro 28 sio demongtrados os resultados da andise de vaiancia
das variaveis avdiadas no Experimento 3. Obsava-£ que nas vaiaves enraizamento, morte
de edacas, formacdo de cdos nimero de raizes e comprimento de raz houve somente
influéncia do faor cultivar. O efdto ndo Sgnificaivo nes variaves do 2,6-DHAP + 2500mg
L™ de IBA, pode ser explicado pelo fato de que o tratamento com solugBes concentradas de
IBA, mesmo sem a alicacdo de 2,6-DHAP, foi suficiente para induzir o enraizamento,
igudando edtatisticamente os dois tratamentos.



Quadro 28: Resumo da andise de vaiancia para as vaiaveis avdiadas no Expeimento 3 para

avdiar a icacdo prévia de 26-di-hidroxiacetofenona a0 &cido  indol-butirico
(2500mg L™) em edacas semi-lenhosas de cultivares de pessegueiro. Botucatu,
SP, 2002.
Vaiaves CausassdaVaiacdh  Grausde Liberdade QM.
Cultiver 2 221308 *
Enraizamento 26-DHAP 1 8781ns
Cut” 26-DHAP 2 2359ns
CV (%) 57,29
Cultivar 2 2772,06**
Brotacdo 26-DHAP 1 67,04ns
Cut” 26-DHAP 2 312,32 *
CV (%) 1923
Cultiver 2 11655,27* *
Estacas mortas 2,6-DHAP 1 357,62ns
Cut” 26-DHAP 2 1301 ns
CV (%) 7n
Cultivar 2 535885 *
Formacéo de cdo 26-DHAP 1 211,80ns
Cut” 26-DHAP 2 7,36ns
CV (%) B34
Cultiver 2 1,09%*
NUmero deraizes 26-DHAP 1 030ns
Cut” 26-DHAP 2 008ns
CV (%) 1936
Cultivar 2 087%*
Comprimento deraiz 26-DHAP 1 017ns
Cut” 26-DHAP 2 0,07ns
CV (%) 24,72

** tege F sgnificativo (P<0,01)
*  teste F dggnificativo (P<0,05)
ns teste F ndo significativo (P>0,05)

No Quadro 29 sfo gpresentados os resultados obtidos aravés do teste

de médias redlizado paratodas as variavel's avdiadas baseando-se naandise de variancia



Quadro 29: Enraizamento, brotacdo, mortdidade, formagdo de cdo, nimeo de raizes e
comprimento de raiz em estacas semi-lenhosas de pessegueiro tratadas com 2,6-dr
hidroxiacetofenona aplicado  previamente a0 &cido indol-butitico (2500mg L™).
Botucatu, SP, 2002.(V

Vaiave Cultivar 26-DHAP (mgL™) Médias
0 300

Ddicioso Precoce 0 28 Ob
Enraizamento (%) Joial 0 0 Ob

Okinawa 278 389 333

Médias 93 139

Ddicioso Precoce 1950A 25,00A 222
Brotacgo (%) Joial 195bA 2,8cB 111

Okinawa 66,7aA 75,00A 708

Médias A3 35,2

Ddlicioso Precoce a7 97,2 HA5a
Estacas mortas (%) Joia 1 839 97,2 931a

Okinawa 0 28 14b

Médias 65,7 60,2

Ddlicioso Precoce 09 0 14b
Formacgo de cdo (%) Joial 09 0 14b

Okinawa 722 58,3 653a

Médias 259 194

Ddicioso Precoce 0 10 0,5b
NUmero deraizes Joial 0 0 Ob

Okinawa 15 31 23a

Médias 14 05

Ddicioso Precoce 14 0 0,7b
Comprimentoderaiz (cm)  Joial 0 0 Ob

Okinawa 24 18 21a

Médias 06 13

7' Médias observadas seguidas por letras minlsculas na coluna e maitsculas na linha, diferem entre s
pelo teste Duncan ao nivel de 5% de significancia.

A cutivar Okinawva obteve os mehores resultados de enraizamento
(33,3%), de estacas mortas (1,4%), de formacdo de cdo (65,3%), de nimero de raizes (2,3
raizes) e de comprimento de raiz (2,1cm). Paa a vaiaved brotagdo, o desdobramento da
interacB0 demongtrou maior percentud de edtacas brotadas na cultivar Okinawa tratadas com
26-DHAP (750%), embora tenha sSdo edaigticamente equivdente as edtacas ndo tratadas
(66,7%).



Klen & d. (2000) ndo obtiveram aumento de enraizamento quando
trataram estacas de murta com 306,32mg Lt de 26-DHAP por 4 horas em agracio e depois
com 8% de IBA em tdco e mencionaram que 0 tempo de exposicio a solugdo de 2,6-DHAP
pode ter 9do inadequado para 0 subgtancid aumento de enraizamento.

Com os resultados obtidos neste experimento, obsarvou-se que a
golicacdo do 2,6-DHAP nédo foi uma praica adequada quando s utiliza 0 méodo de imersto
rgpida de edacas em solugbes concentradas de IBA, pois ndo foi eficiente na promogdo do

enraizamento adventicios nas estacas semi-lenhosas.

6.3 Testesmoleculares

O DNA das diferentes amodras foi extraido apresentando concentracdo entre
10 e 30 ng/ul de DNA, conforme pode ser visto na Figura 16. As regdes de PCR das amosiras
estudadas com os diferentes “primers’ testados foram feitas seguindo o protocolo proposto.
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Figura 16. Quantificacdo das amostras de DNA extraides de maeid vegetd (folhes) de
pessegueiro das cultivares Ddicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa e de amorera

Botucatu, SP, 2002
A patir do DNA extrado foran redizados os testes de PCR

utilizando-se os “primers’ desenhados. Nenhum fragmento fol gerado nas reagles testades.



Fatores como a baixa qudidade do DNA extraido e problemas quanto a0 ciclo das reegbes de
PCR podem judificar tas resultados (Ferreéra & Grategpaglia 1996). Diante disso, foram
utilizados protocolos de purificacdo do DNA gendmico e foram dteradas as temperaturas de
andamento. Mesmo asim, ndo foram obtidos os fragmentos com o tamanho especificado,
goroximadamente 700bp. O Unico resultado foi com a temperatura de andamento a 36°C,
onde gpareceram bandas inespecificas (Figura 17).

FOEW1REV] FORWIREVZ FORWIREV]1 FORWIREVZ FORWIREV]1 FORW3IVERZ

1| 1 1 11 1 1 | | I
OADJOADJOADJIOADJIOADJIO

TLadder 100hp
Ladder 100hp

Figura 17: Bandas inespecificas resultantes da reacdo de PCR utilizando-se a combinagéo dos
“primers’ (FORW e REV) de pessegueros para as amodras de DNA da amorera
(A) e das cultivares Delicioso Precoce (D), Joia 1 (J) e Okinawa (O). Botucatu, SP,
2002.

Os realtados obtidos pdo edudo molecular no presente trabaho,
ugerem  a continuacdo dos tedes utilizando novos gustes como, por exemplo, outras
temperaiuras de andamento, a fim de s otimizar a reacd de PCR paa obtencdo dos
fragmentos especificos.
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7 CONSIDERAGOESFINAIS

Baseados nos resultados obtidos no presente trabdho, consderase a
posshilidade de incrementar ainda mas os percentuas de enraizamento, bem como também,
mehorar as caracteridticas agrondmicas das estacas a serem utilizadas para a propagacéo do
pessegueiro, aravés da otimizacdo das técnicas de propagacdo por edaca, 0 que pode
vidiilizar ete méodo de propagacdn. Para isso, consderando o0 presente trabaho, pode-se
utilizar outras épocas de coleta das edtacas, quando, por exemplo, o baangco hormona
intrinseco dedtas pudesse edar adequado para promover maor enraizamento. Outra tentativa
paa medhorar 0 enrazamento, pode s a utilizacgdo de solugdes de IBA em maores
concentracles, tanto para O tratamento por imersfo lenta quanto para o tratamento por imersio
rgpida Uma condicdo ambientd mais adequada ou mehor controlada (umidade, temperatura e
luminosdade) durante o periodo de tratamento des estacas com solugles diluides de IBA,
pode ser importante para aumentar 0s percentuas de enraizamento. Outros fatores também
devem s lembrados quando se pretende aumentar a capacidade de formar raizes em edtacas,
como a padronizacdo das edacas em tamanho, tipo, sanidade, condicdo fisologica e
nutriciond, e que podem auxiliar na obtenc2o de resultados mais Sgnificativos.

A gilicacdo prévia do 26:DHAP a0 IBA foi uma técnica auxiliar para
0 aumento da capacidade de enraizamento de edtacas de pessegueiros, no entanto, estudar
outras técnices de utilizagcdo dese produto, como, por exemplo, testar vaias dosagens do



DHAP glicadas durante variados tempos de tratamento, poderd proporcionar resultados mas
satidfatorios.

Quanto a0 estudo molecular, s a metodologia utilizada para detectar a
presenca ou néo do gene ARRO-1 for gustada para 0 pesseguero, novas hipdteses poderéo ser
lancadas, baseando-as na expressio do gene durante o processo de formacdo de raizes nas
edacas. A partir dai, conclusdes mais concisas poderédo ser daboradas para determinar s 0
referido gene pode s redmente utilizado como um marcador molecular para  detectar
pessegueiros com fadilidede e dificuldade de enraizamento de estacas e, aé mesmo, eucidar
s a baixa capacidade de enraizamento das estacas desta frutifera € um problema de expressto
génomica ou, causado por problemas anatdbmico, anbientd, de baango hormond, etc.
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8 CONCLUSOES

Nas condigdes em que os experimentos foram conduzidos e com base
nos resultados obtidos e nas andises redizadas no presente trabaho, pode-se conduir que
paa as cultivares de pessegueros utilizadas (Ddicioso Precoce, Joia 1 e Okinawa), ndo
recomenda a propagacéo dedtas utilizando-se estacas lenhosas, nem mesmo com a aplicacéo
do &dido indal-butirico nos dois métodos de aplicaco.

Os resultados com estacas herbécess B0 mas satisfatorios para a
propagacao dos pessegueiros por estaguia

Para as estacas semi-lenhosas, a cultivar Okinawa demonsra melhores
resultados quando as estacas Ao tratadas com solugBes concentradas de IBA.

A glicacdo de 26-di-hidroxiacetofenona em  edacas  semi-lenhosas
dos pessegueiros antes do tratamento destas com 200mg L de &cido indol-butiico é uma
técnica complementar e auxilia na obtencd de maores percentuas de enraizamento,
principamente, em estacas da cultivar Okinawa.

N& s recomenda a aplicacdo de 2,6-d-hidroxiacetofenona em estacas
sami-lenhosas dos pessegueiros antes do tratamento com 2.500mg L de &cido indal-butirico.

A metodologia utilizada para os testes moleculares precisa ser
otimizada paa veificar a presenca e poderiormente, a expressso do gene ARRO-1 nos
pessegueiras.
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