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MULTIPLICACAO IN VITRO DE PORTA-ENXERTOS DO GENERO PRUNUS SOB
BAIXAS CONCENTRACOES E DIFERENTES TIPOS DE AUXINAS

CARLOS AUGUSTO POSSER SILVEIRA2, GERSON RENAN DE LUCES FORTES?, JOSE CARLOS FACHINELLO?,
ALEXANDRE COUTO RODRIGUES?, IDEMIR CITADIN2, ALBERTO CENTELLAS QUEZADA?,
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RESUM O - Experimentostestando otipo deauxina(AlB, AIA e ANA) econcentragdo (0; 0,01; 0,1 e 1,0 mM) foram realizados paracadaum dos quatro
porta-enxertos utilizados (G x N,,, Mr.S2/5, Mariannae Mirabolano). Cada porta-enxerto constitui u-se num experimento, umavez que, apesar de ser
0 mesmo meio bésico, MS ¥, com excecdo de Marianna, onde o meio foi 0 MS, as concentracfes da citocinina BAP foram diferentes. A cadameio,
foram adicionados os tipos e as concentracdes das auxinas a serem testadas. Os porta-enxertos apresentaram comportamentos distintos quanto ao
tipo e concentracdo das auxinas. O AIB e 0 AIA foram superiores ao ANA nas varidveis analisadas. Na fase de multiplicagdo, o ‘Mirabolano’ ndo
respondeu a concentragdes de auxinasde at€ 1,0 mM. O ‘G x N, apresentou as mel hores respostas na concentracéo de 0,01 uM de AIB ou AIA. O
porta-enxerto Marianna respondeu positivamente a concentragfes de auxinas entre 0,01 e 1,0 pM. O ANA ndo proporciona bons resultados na
multiplicacdo in vitro de porta-enxertos do género Prunus, sendo muitas vezes superado pela testemunha.

Termos par aindexacao: auxinas, pessegueiro; culturadetecidos; cultivoin vitro

IN VITRO MULTIPLICATION OF PRUNUS ROOTSTOCKS UNDER LOW CONCENTRATIONS
AND DIFFERENT AUXINS

ABSTRACT - Theexperimentswere carried out by testing thetype of auxin (IBA, IAA and NAA) at four concentrations (0; 0.01; 0.1 and 1.0 uM) for
each one of thefour used rootstocks (G x N,,,, Mr.S 2/5, Mariannaand Mirabolano). Each rootstock performed atrial with the same basic medium (MS
¥2) except for Marianna, which was carried out with MS; the BAP concentrations were differents. To each medium, the different types and auxin
concentrations were added to be tested. The rootstocks performed differently in relation to the type and auxin concentrations. The auxins IBA and
IAA provided higher values than NAA for all the analyzed parameters. IBA or |AA provided the best responses at 0.01 mM for al the analyzed
parameters of therootstock G x N,,,. Mariannashowed the best responses at 0.01— 1.0 M. Mirabolano rootstock, had no significantly responseto the
type and auxin concentration. NAA, did not provide good resultsfor in vitro multiplication of Prunus rootstocks, and it was overcome as awhol e by

the control.
Index terms: IBA; IAA; NAA; peach, tissue culture, invitro culture

INTRODUCAO

Na multiplicagdo in vitro, além de determinar qual o melhor
mei o, tipo e concentracdo de citocinina, € necessario também estudar a
interacdo desses Ultimos com as auxinas, afim de melhorar os protoco-
lose otimizar osresultados. Quoirin & Lepoivre (1977) constataram que,
emboranem sempre as auxinas sgjam necesséarias no meio de multiplica
¢do, estes reguladores de crescimento sdo usados com o intuito de
estimular o crescimento das partes aéreas. De acordo com Lundergan &
Janick (1979), apresencade umaauxinano meio de multiplicagdo anula
o efeito inibitério das citocininas sobre o a ongamento dos explantes.
Dentre as auxinas mais usadas nos meios de multiplicagcdo, destacam-se
ANA, AIB e AIA (Hu & Wang, 1983). Nos Ultimos anos, vérios traba-
Ihos vém sendo feitos com diversas espécies do género Prunus, princi-
palmente porta-enxertos, natentativa de otimizagdo dos protocolos de
propagacdo in vitro. Dentre estes trabal hos destacam-se aqueles reali-
zados por Dimassi-Theriou (1998), com o porta-enxerto Mr.S 2/5, e aque-
les realizados por Rodrigues et a. (1999), com diversas espéecies de
Prunus, principal mente hibridosinterespecificos.

Estetrabalho teve como objetivo determinar qual o tipo e con-
centragdo de auxinaque, combinadacom acitocininaBAP, proporciona
mel hores resultados na multiplicagdo in vitro de porta-enxertos do gé-
nero Prunus.

MATERIAL EMETODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Culturade Te-
cidos da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS. Quatro porta-enxertos

1 (Trabalho 059/2002). Recebido: 23/03/2002. Aceito para publicacdo: 24/10/2002.

foramutilizados: Gx N,, Mr.S2/5, Mirabolano e Marianna. Osexplantes
usados foram segmentos nodais, originados de subcultivos anteriores
do mesmo laboratdrio. O tamanho do explante variou de acordo com o
porta-enxerto, ficando em torno de 5,0 mm e/ou 5 gemas. Paracadaum
dos porta-enxertos, foi usado um meio especifico. Assim, paraosporta-
enxertosGx N, eMr.S2/5, foi usado o meio MS (Murashige & Skoog,
1962) com sais reduzidos a ¥ da concentragdo normal e adicionado 0,7
mg.L-*deBAP Parao“Mariannad’, usou-se o meio M S completo com0,7
mg.Lt de BAP, e para“Mirabolano”, o meio usado foi o MS ¥ da con-
centracdo normal com 0,5 mg.L? de BAP. Em todos os meios, foram
acrescidos 30 g.L* de sacarose, 6,5 g.L ! de agar e 100 mg.L* de
mioinositol. O pH foi gjustado para 5,8 antes da colocacdo do &gar. Os
meiosforam distribuidosem frascosde 250 ml com 8 cm de didmetro, nos
quais colocou-se 30 ml de meio/frasco. Apds, os mesmos foram
autoclavados a temperatura de 121 °C durante 15 minutos. Posterior-
mente, foram colocados 5 (cinco) explantes em cada frasco. Apés a
colocagdo destes, os frascos foram levados para sala de crescimento
sob condi¢des de luz fluorescente com intensidade de 20 pE.m2.s?,
fotoperiodo de 16 horas etemperaturade 25+2°C, permanecendo nestas
condicdes por periodo de 35 dias. Cada um dos porta-enxertos consti-
tuiu-se em um experimento, onde foram testados ostiposde auxinase as
concentracBes. O delineamento experimental, em blocos casualizados
com 4 (quatro) repeticBes, foi 0 mesmo para todos 0s experimentos,
sendo cada unidade experimental constituida de um frasco contendo 5
(cinco) segmentos nodais. O delineamento detratamento foi um fatorial
3x4, sendo osfatores Tipo deauxina(AlB, AIA e ANA) e Concentracéo
deauxina(0,0; 0,01; 0,1 e 1,0 uM). A andlise estatistica dos dados foi
feitaatravésdaandlise davariacdo e discriminacdo davariagdo detrata
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mento pela comparacdo de médias através do teste de Duncan (a =
0,05), paraosfatorestipo de auxinae Concentragcdo. Optou-se por reali-
zar o teste de médias para o fator concentragéo, mesmo este sendo um
fator quantitativo, e que normalmente é analisado pela regressédo
polinomial, visto que o objetivo do experimento n&o foi descobrir qual a
concentracdo 6tima de auxina, mas, sim, dentre aquel as concentractes
testadas, qual aque possibilitariaos melhoresresultados. O nivel mini-
mo de significancia adotado em todos os testes foi de 5%.

Asvariaveisandisadasforam: nimero degemasede brotagdes,
transformadas segundo +/x + 1 e +/x+ 05 respectivamente, e tamanho das
brotagdes (em mm). Asandlises estatisticas foram executadas pel o pro-
grama SANEST - Sistema de Analise Estatisticas para
Microcomputadores (Zonta& Machado, 1984).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Experimento1- Porta-enxertoGxN,,

Na Tabela 1, encontram-se os resultados da comparacéo de
médias davariavel nimero de gemas do porta-enxerto G x N,,. Demodo
geral, aconcentracdo de 0,01uM foi amelhor paraasauxinasAlB eAlA,
sendo aquela que possibilitou o maior nimero de gemas. Tais resulta-
dos est8o de acordo com aqueles obtidos por Ruzic et a. (1984). A
auxina AlA apresenta instabilidade no meio de cultura, aliada a sua
inativagdo ou destruicdo nas células, tornando-a uma auxina relativa-
mente fraca, o que explica os melhores resultados serem obtidos em
doses maiores do que aquelas das auxinas AIB e ANA, asquais, geral-
mente, s0 adicionadas nos meios de cultura em concentrages abaixo
de0,5mg.L ! (Grattapaglia& Machado, 1998). Tais hipiteses possibili-
tam compreender por que o AlA foi melhor que as outras auxinas tam-
bém namaior concentragéo testada (1,0 uM) (Tabelal).

TABELA 1- NUmero médio degemasdo porta-enxerto Gx N, en dife-
rentes tipos e concentragtes de auxina. FAEM/UFPel -
EmbrapaClimaTemperado, Pelotas-RS, 1999.

Concentragao (CM)

Tipo de auxina
0,00 0,01 01 1,0
AB 12,38a B 1523a A 120a B 73 b C
AIA 13,38a AB 1549a A 10,03a C 11,38a BC
ANA 1283a A 1117 b A 1264a A 645 bB

M édi as seguidas de mesmaletramintscula, nas colunas, e maitscula, naslinhas,
néo diferem entre s, pelo teste de Duncan (a = 0,05).

NaTabela 2, pode-se observar que o tipo de auxinateve com-
portamento diferente nas diversas concentragdes usadas, para o tama-
nho das brotagBes. Parao ANA, amaior concentragdo mostrou-seinfe-
rior as demais; estas, no entanto, ndo diferiram entre si. A partir destes
resultados, pode-se notar que, para o AIB e o ANA, concentrages
maioresque 0,01 uM interferiram negativamente nas variaveis nimero
de gemas e tamanho das brotagdes, umavez que apenas esta concentra-
¢80 (0,01 uM) otimizou osresultados. Segundo Ruzic et al. (1984), con-
centragBes de auxinas maiores que 0,01 mM influenciam negativamente
na taxa de multiplicacdo de hibridos de Prunus. Segundo Quoirin &
Lepoivre (1977), as auxinas podem ser necessarias para a obtencdo de
melhores resultados na fase de multiplicagdo. Sendo elas necessérias
nessa fase, suas concentragdes devem ser muito baixas. Os resultados
obtidos nesse experimento permitem afirmar que, dentre as concentra-
cOestestadas, independentemente do tipo de auxina, aconcentracédo de
0,01 uM foi superior asdemais. No entanto, em alguns casos, aconcen-
tracdo de 0,01 uM ndo diferiu datestemunha, o que permite supor queo
porta-enxerto G x N, possui uma concentracéo endogena de auxina
capaz de suprir suas necessidades durante a fase de multiplicacdo, ne-
cessitando de concentragdes extremamente baixas para otimizar os re-
sultados. Lundergan & Janick (1979) afirmam que as auxinas ajudam a
aumentar o tamanho das brotagbes, diminuindo os efeitos de
‘rosetamento’ ou ‘ entufamento’ causados pelas citocininas. No presen-
te experimento, os dados de tamanho das brotagdes (Tabela 2) indicam

gue a menor concentracdo possibilitou melhores respostas para essa
varidvel. No entanto, de modo geral, ndo foram observadas diferencas
significativas em relago a testemunha, reforgando a hip6tese de que o
‘GxN,, apresentaum contelido endogeno de auxinasatisfatorio paraa
fase de multiplicagdo.

TABELA 2 -Tamanho médio das brotagcbes (mm) do porta-enxerto G x
N,, em diferentestipos e concentragdes de auxina. FAEM/
UFPe - EmbrapaClimaTemperado, Pelotas-RS, 1999.

Concentragéo (M)

Tipo de auxina
0,00 0,01 0,1 1,0
AIB 10,00a AB 1222 b A 7MbB 632bB
AIA 1032a B 1625a A 979ab B 11,13a B
ANA 197a A 935 bAB  1302a A 650 b B

M édias seguidas de mesmaletraminuscula, nas colunas, e mailscul g, naslinhas,
ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (a = 0,05).

Experimento2- Porta-enxertoMr.S2/5

Para este porta-enxerto, as auxinas AIB e AIA ndo diferiram
entre si, sendo ambas superiores a0 ANA (Tabela 3). Rodrigues et al.
(1999), trabalhando com o0 *Mr.S 2/5’, conseguiram em torno de 30 ge-
mas/explante. No presente experimento, o niimero médio de gemas obti-
das foi muito baixo no melhor tratamento (10,35 gemas/explante). Tal
comportamento parece estar relacionado com a fase anterior, de onde
foram retirados os explantes. Estes explantes foram obtidos a partir de
material que vinha sendo intensivamente subcultivado na presenca de
concentragdes moderadas (0,7 mg.L ) e sucessivasde BAP. Essacondi-
¢éo podeter provocado um efeito toxico sobre os explantes, impedindo,
dessaforma, o seu desenvolvimento em cultivos subseqiientes. Segun-
do Grattapaglia & Machado (1998), o efeito das citocininas ndo se res-
tringe a um Unico subcultivo, j& que por vezes, se observa um efeito
residual de um subcultivo paraoutro. N&o foi encontradanenhumarefe-
rénciasobre o niimero maximo de subcultivos parao Mr.S 2/5. Entretan-
to, para outras espéci es essainformacdo existe; € o caso do moranguei-
ro, o qual, segundo Boxus (1986) ndo deve ser multiplicado por maisde
cinco subcultivos consecutivos na presenca de citocininas, sob o risco
de as plantas apresentarem distirbios fisiol6gicos. E possivel que os
resultados obtidos possam estar rel acionados com o elevado nimero de
subcultivos (mais de 10) a que vinha sendo submetido o porta-enxerto
Mr.S2/5, jaque, segundo Dimassi-Theriou (1998), este porta-enxerto é
bastante usado na Europa, apresentando bons resultados no processo
demultiplicacgoin vitro.

TABELA 3- NUmero médio degemasdo porta-enxerto Mr.S2/5emtrés
tiposde auxinas FAEM/UFPel - Embrapa Clima Tempera-
do, Pelotas-RS, 1999.

Tipo de auxina Numero médio de gemas

AlB 10,35 a
AlA 9,50 a
ANA 8,06 b

Média seguida de mesma letra, na coluna, ndo difere entre si, pelo teste de
Duncan (a= 0,05).

Experimento 3- Porta-enxertoMarianna

Nas Tabelas4 e 5, encontram-se os dados do nimero de gemas
ede brotagdes, respectivamente, para o porta-enxerto Marianna. Anali-
sando a Tabela 4, constata-se que as auxinas AIB e AIA néo diferiram
entre si, sendo ambas superiores ao ANA, 0 mesmo ocorrendo para a
varidvel nimero de brotages (Tabela5). Apenasatestemunhafoi signi-
ficativamente inferior as demais concentracfes. No atual experimento,
os explantes foram retirados de material propagativo que fora
subcultivado por maisde 10 vezes. Rodrigues et al. (1999), trabalhando
com este porta-enxerto, obtiveram melhores resultados; no entanto, o
nuimero de subcultivos ndo passou de 5 (cinco). Boxus (1986) observou
que, aém dareducdo naconcentracdo de BAP no meio de multiplicagdo,
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é interessante limitar o nimero de subcultivos entre o isolamento do
meristema e a producéo da muda.

Experimento4- Porta-enxertoMirabolano

Em observagdes preliminares, testando tipos de meios e con-
centracdes de BAP, observou-se que ‘Mirabolano’ ndo demonstrou
diferencas nas diversas combinagdes desses dois fatores. No entanto,
esperava-se que, no caso do atual experimento, isto ndo ocorresse, ja
que as doses de auxina usadas foram desde zero (auséncia de auxina)
até concentragBesatas (1,0 uM) paraafase de multiplicacdo. Comisso,
pretendia-se encontrar o melhor balango auxina/citocinina. Quoirin &
Lepoivre (1977) afirmam que, emboranem sempre as auxinas sgjam ne-
cessarias no meio de multiplicagdo, elas so usadas para estimular o
crescimento das partes aéreas. Os resultados obtidos com esse porta-
enxerto indicam que mais estudos na fase de multiplicagéo devem ser
feitos, baseados princi pal mente no bal anco auxina/citocinina, visto que,
para os tipos e concentragdes usados, ndo houve resposta no desen-
volvimento dos explantes. Ao que parece, as concentracfes de auxina
aserem testadas, mesmo nafase de multiplicacdo, dever&o ser maiores
do que as usadas neste experimento para o sucesso namultiplicagdo do
‘Mirabolano’.

TABELA 4 - Nimero médio de gemas do porta-enxerto Mariannaem
tréstiposde auxinas. FAEM/UFPd - EmbrapaClimaTem-
perado, Pelotas-RS, 1999.

Tipo de auxina NuUumero médio de gemas

AlB 12,64 a
AlA 12,04 a
ANA 10,15 b

M édi as seguidas de mesmal etraminuscul a, nacoluna, ndo diferem entresi, pelo
teste de Duncan (a = 0,05).

TABELA 5- NUumero médio debrotagdes do porta-enxerto Mariannaem
diferentestipos e concentracfes de auxinas. FAEM/UFPe
- Embrapa ClimaTemperado, Pelotas-RS, 1999.

Concentragao (CM)

Tipo de auxina
0,00 0,01 0,1 1,0 Média
AIB 1,08 1,58 1,77 1,64 152a
AlIA 1,20 1,18 1,59 1,30 132a
ANA 1,00 1,09 1,30 1,25 116 b
Média 1,098 1,28 AB 1,55A 140A 1,33

M édi as segui das de mesmal etramaiGiscul a, nalinha, e mindscul a, nacoluna, ndo
diferem entre si, pelo teste de Duncan (a = 0,05).

CONCLUSDES

a) Asauxinas AIB e AIA s8o superioresa ANA nas varidveis analisa-
das (nimero de gemas e de brotagdes, tamanho das brotacdes).

b) Nafase de multiplicacdo, ‘Mirabolano’ néo responde as concentra-
¢desdeauxinasdeaté 1,0 mM.

¢) O*GxN,," apresentamel horesrespostas naconcentragéo de 0,01 mM
deAlIB ou AlA.

d) O ‘Marianna’ responde positivamente a concentracdo de auxina en-
tre0,01e1,0mM.

€) A auxina ANA ndo proporcionabons resultados na multiplicagéo de
porta-enxertos de Prunus.

f) NUmero de subcultivos elevados (mais de 10) afetam negativamente a
multiplicagéo in vitro de porta-enxertos do género Prunus.
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