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ESTABELECIMENTO E MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE PRUNUS sp. EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTIVO 1

ALEXANDRE COUTO RODRIGUES2, CARLOS AUGUSTO POSSER SILVEIRA3, GÉRSON RENAN DE LUCES
FORTES4, JOSÉ CARLOS FACHINELLO5, JOÃO BAPTISTA DA SILVA6

RESUMO: O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar diferentes meios de cultivo no estabelecimento e multiplicação in vitro de espécies do
gênero Prunus. Os segmentos nodais de 1,0 cm foram mantidos sob luz fluorescente com radiação de 20 mE.m-2.s-1, fotoperíodo de 16 horas e
temperatura de 25±2ºC. No estabelecimento, testaram os meios MS, MS ¾, SH e Villegas, e na multiplicação: SH e MS ¾. O meio MS ¾ foi testado em
diferentes concentrações de ágar (4,5; 5,5; 6,5 g.L-1). Avaliaram-se as percentagens de estabelecimento dos explantes, contaminação, oxidação e
segmentos não brotados. O meio Villegas apresentou menor oxidação durante o período de estabelecimento in vitro. Com o meio MS ¾, verificou-se
maior percentagem de estabelecimento dos explantes. Na fase de multiplicação, avaliaram-se a percentagem de crescimento, a taxa de multiplicação e
o número de brotações. O meio MS ¾, com 5,5 g.L-1 de ágar, apresentou os melhores resultados.
Termos para indexação: Pessegueiro, ameixeira, micropropagação.

ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION IN VITRO OF PRUNUS sp. IN DIFFERENT CULTURE MEDIA

Abstract: The work was performed aiming to evaluate different media for the establishment and in vitro multiplication of some rootstocks species of
Prunus. Microcutings of 1,0cm long were incubated under 20 mE.m-2.s-1 radiation provided by white fluorescent lamps, 16-hour photoperiod and
temperature of 25±2ºC. The establishment media used were as follow: MS, ¾ MS, SH and Villegas, and the multiplication media used were: SH and ¾
MS. The ¾ MS medium was also tested with different agar concentrations (4.5; 5.5; 6.5 g.L-1). The percentage of establishment, contamination,
oxidation and growing of the explants were evaluated. The Villegas medium provided low oxidation during the period of in vitro establishment. The
¾ MS medium provided higher percentage of establishment of explants. In the multiplication phase, the highest growth percentage, multiplication rate
and bud number, were found in ¾ MS medium with 5.5 g.L-1 agar.
Index terms: peach, plum, micropropagation.
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INTRODUÇÃO

O uso de mudas com qualidade sanitária e genética é de funda-
mental importância na implantação de um pomar comercial. No Sul do
Brasil, os porta-enxertos de frutíferas de caroço são propagados por
sementes. Porém, nem sempre se conseguem sementes em quantidade e
qualidade para satisfazer as necessidades. Portanto, para atender a essa
demanda, é interessante o uso da micropropagação. Esta técnica envol-
ve o uso de diferentes meios de cultura que variam de acordo com a
espécie, com a cultivar que se deseja trabalhar e, também com o estádio
de desenvolvimento da planta (Grattapaglia & Machado, 1998). Com o
gênero Prunus, vários trabalhos, com os mais diferentes objetivos, têm
sido realizados nos últimos anos (Theriou, 1998; Loreti & Massai, 1995;
Morini et al.,1990). Theriou (1998), utilizou o meio MS para a multiplica-
ção do porta-enxerto Mr.S 2/5, com adição de  cloreto de sódio (NaCl2)
ou cloreto de cálcio (CaCl2) ao meio, e concluiu que a presença desses
sais incrementa a produção in vitro. Morini et al. (1990), também testa-
ram o meio MS para a multiplicação dos porta-enxertos Mr.S 2/5 e GF
677, obtendo bons resultados. Apesar disso, esta técnica, quando apli-
cada em espécies do gênero Prunus, apresenta alguns problemas, tais
como oxidação e contaminação dos explantes durante a fase de estabe-
lecimento e também pequena taxa de desenvolvimento durante a fase de
multiplicação, necessitando mais estudos. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar o estabelecimento e a multiplicação de cultivares de
Prunus sp., em diferentes meios de cultura.

MATERIAL   E  MÉTODOS

O trabalho foi realizado no Laboratório de Cultura de Tecidos
da Embrapa Clima Temperado, Pelotas-RS.

Experimento I: Fase de estabelecimento
 As cultivares estudadas na fase de estabelecimento in vitro

foram os porta-enxertos: Marianna Comum, GF677, Aldrighi, Okinawa,
Nemaguard, Mirabolano e as cultivares-copa: Eldorado, Diamante e Santa
Rosa. Os meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), MS ¾, V
(Villegas et al., 1992) e SH (Schenck & Hildebrandt, 1972) foram utiliza-
dos para o estabelecimento dos explantes. Aos sais de macro e
micronutrientes e vitaminas dos meios citados, foram adicionados AIB
(0,01 mg.L-1) e BAP (0,7 mg.L-1). Os meios foram acrescidos de sacarose
(30 g.L-1), ágar (6,5 g.L-1), mioinositol (100 mg.L-1), ácido ascórbico (10
mg.L-1), tiamina (1,0 mg.L-1) e o pH foi ajustado para 5,8.

Os ramos das diferentes cultivares foram pulverizados a cada
dois dias com Benomil (1,0 mg.L-1) e Agrimicina (2,4 mg.L-1), por duas
semanas, para a desinfestação dos mesmos. Na coleta das brotações
terminais (dezembro), as plantas estavam em desenvolvimento
vegetativo. No laboratório, fez-se a desinfestação com álcool etílico 70%
por 10 segundos, seguida de tratamento em solução de hipoclorito de
sódio a 1,5%, adicionada de uma gota de tween, onde os ramos perma-
neceram imersos durante 15 a 20 minutos. Os segmentos nodais foram
cortados com 1,0 cm de comprimento e individualizados em tubos de
ensaio, com 10 ml de meio de cultura. Os segmentos nodais foram culti-
vados in vitro, sob luz fluorescente com radiação de 20 mE.m-2.s-1,
fotoperíodo de 16 horas e temperatura de 25±2ºC.

Nesta fase, avaliaram-se, após 35 dias, a percentagem de esta-
belecimento (% de explantes que brotaram isentos de patógenos), con-
taminação e oxidação das cultivares estudadas. O delineamento experi-
mental adotado foi o de blocos casualizados, com nove tratamentos e
três repetições, sendo cada repetição constituída de cinco segmentos
nodais. A comparação entre as médias dos tratamentos foi realizada pelo
teste de Duncan (a=0,05).
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Experimento II: Fase de multiplicação
 Na primeira fase de multiplicação, testaram-se os meios SH e

MS ¾, com as mesmas concentrações hormonais, vitaminas, ágar, açú-
car e pH citados no estabelecimento. Utilizaram-se brotações inferiores
a 0,5 cm de comprimento. Após 35 dias, avaliaram-se a taxa de multiplica-
ção, calculada através da diferença entre o número final e o número
inicial de gemas, dividido pelo número final multiplicado por 100; a per-
centagem de crescimento calculada pelo comprimento final e o inicial
(medido com régua), expresso em percentagem, e o número de brotações
obtido pela média do número final de brotações. As cultivares dos por-
ta-enxertos em estudo foram: Mr.S 2/5, Mirabolano, Hansen 2168,
Marianna Comum, Hansen 536, Okinawa, GF 677, Aldrighi e a cultivar
copa Eldorado.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente
casualizado, com o experimento fatorial A (9 cultivares) x B (2 meios de
cultivo), com três repetições. Cada repetição constou de um frasco de
250 ml, com 30 ml de meio e quatro explantes. A comparação entre as
médias dos tratamentos foi realizada pelo teste de Duncan (a=0,05).

Experimento III: Fase de multiplicação
Na segunda multiplicação, após 35 dias, avaliaram-se as mesmas

variáveis citadas no experimento II. As cultivares dos porta-enxertos em
estudo foram: Marianna Comum, Mirabolano, Mr.S 2/5 e GF 677. Utilizou-
se o meio MS 3/4 com diferentes concentrações de ágar (4,5; 5,5; 6,5 g.L-

1), adicionado de AIB (0,05 mg.L-1), BAP (0,6 mg.L-1) e AG3(0,2 mg.L-1). O
experimento foi um fatorial com quatro cultivares e três concentrações de
ágar, sendo o delineamento inteiramente casualizado, com três repetições.
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan (a=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Experimento I: Os resultados do estabelecimento das cultiva-
res podem ser observados na Figura 1. Esses resultados foram superio-
res àqueles obtidos por Rodrigues et al. (1999) que estabeleceram in
vitro os porta-enxertos GF 677, Marianna Comum e Mirabolano. Essas
diferenças podem ser atribuídas à época de coleta do material
propagativo. As altas percentagens agora obtidas devem-se ao estado
fisiológico da planta que, na época em que o material foi coletado (ve-
rão), se encontravam em pleno desenvolvimento vegetativo, enquanto,
no trabalho desenvolvido por Rodrigues et al. (1999), as plantas de onde
foram coletados os explantes, encontravam-se em início de dormência
(outono). Esse fato provavelmente dificultou a circulação da seiva e de
produtos sistêmicos, impedindo a desinfecção dos tecidos. Em função
do que foi exposto, é importante observar a influência da época de coleta
dos explantes sobre a capacidade de estabelecimento dos mesmos. Ob-
servou-se ainda que a maior percentagem de estabelecimento ocorreu
no meio MS ¾, não diferindo dos meios SH e MS (Figura 2). O meio
Villegas proporcionou a menor percentagem de estabelecimento e nú-
mero de explantes oxidados (Figura 2 e Tabela 2). Esse meio apresenta
menor concentração de sais que os demais meios testados, o que influ-
enciou na menor oxidação dos explantes.

FIGURA 1- Percentagem de estabelecimento in vitro de nove cultivares
de Prunus sp. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-RS. 1999.

FIGURA 2- Percentagem de estabelecimento in vitro de Prunus sp. em
quatro meios de cultivo. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-
RS, 1999.

TABELA 1-Percentagem de contaminação e oxidação dos segmentos
nodais de nove cultivares de Prunus sp., na fase de estabe-
lecimento in vitro. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-RS.
1999.

Médias seguidas das mesmas letras não diferem entre si, pelo teste de Duncan
(a = 0,05)

As cultivares Mirabolano, Okinawa, Nemaguard, Diamante e
Aldrighi apresentaram maior percentagem de contaminação, enquanto a
cultivar Santa Rosa teve maior percentual de oxidação que as demais
(Tabela 1). Segundo Rodrigues (2000), a cultivar Santa Rosa apresenta
altas concentrações de compostos fenólicos totais. Os diferentes tipos de
fenóis presentes nos tecidos, ao entrarem em contato com o oxigênio,
sofrem reações de oxidação, cujos produtos resultantes são tóxicos, cau-
sando escurecimento e necrose do tecido vegetal. O uso de substâncias
antioxidantes, tais como ácido ascórbico, PVP (polivinilpirrolidona), ácido
cítrico e DIECA (dietilditiocarbamato), tem propiciado bons resultados no
controle da oxidação no cultivo in vitro. Quanto à variação da percenta-
gem de contaminação, no estabelecimento in vitro das diferentes cultiva-
res em estudo, atribui-se às condições fitossanitárias do material vegetal
coletado, visto que as plantas são mantidas em pomares e não sob condi-
ções controladas (telados e casas de vegetação).

TABELA 2- Percentagem de segmentos nodais oxidados de nove cultivares
de Prunus sp., em quatro meios diferentes, na fase de estabe-
lecimento in vitro. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-RS. 1999.

Experimento II: Em relação aos experimentos, na primeira fase
de multiplicação, observou-se que o meio MS ¾ foi melhor do que o SH
nas três variáveis (Tabela 3). O porta-enxerto Mr.S 2/5 apresentou a
maior taxa de multiplicação, diferindo dos demais (Tabela 3), confirman-
do a performance deste porta-enxerto cultivado in vitro, conforme mos-
traram Theriou (1998) e Morini et al. (1990). Para as variáveis número de

ESTABELECIMENTO E MULTIPLICAÇÃO IN VITRO DE PRUMUS SP.
Es

ta
be

le
ci

m
en

to
 %



133

Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal - SP, v. 25, n. 1, p. 131-133, Abril 2003

brotações e percentagem de crescimento, as cultivares Mirabolano e
Mr.S 2/5 destacaram-se das demais (Tabela 3).

TABELA 3- Taxa de multiplicação, número de brotações e percentagem
de crescimento dos explantes de nove cultivares de Prunus
sp. multiplicadas in vitro, nos meios SH e MS 3/4. Embrapa
Clima Temperado. Pelotas-RS. 1999.

Médias seguidas das mesmas letras, nas colunas, não diferem entre si, pelo
teste de Duncan (a = 0,05).

CONCLUSÕES

1) O meio Villegas proporciona menor percentual de oxida-
ção dos explantes durante o período de estabelecimento in vitro.

2) Com o meio MS ¾, verificou-se maior percentagem de
estabelecimento dos explantes de diferentes espécies do gênero
Prunus.

3) Na multiplicação, o meio MS ¾, contendo 5,5 g.L-1 de
ágar, proporciona os melhores resultados para todas as variáveis
estudadas.
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Experimento III: Na segunda fase de multiplicação, em que se
avaliaram diferentes concentrações de ágar no meio MS ¾, observou-se
que a concentração de 5,5 g.L-1 propiciou maiores percentagens de cres-
cimento, taxa de multiplicação e número de brotações (Tabela 4). Além
dos diferentes meios básicos e fitorreguladores utilizados, a concentra-
ção de ágar também pode influenciar no cultivo in vitro. O ágar pode ser
tóxico para algumas espécies, principalmente quando apresenta baixo
grau de pureza (Caldas et al., 1990). Os explantes de Marianna Comum
cresceram mais do que aqueles das cultivares Mirabolano e Mr.S 2/5,
enquanto ‘Mirabolano’ apresentou maior taxa de multiplicação e núme-
ro de brotações (Tabela 4). As percentagens de crescimento foram mai-
ores do que as do primeiro experimento de multiplicação devido à utiliza-
ção de AG3 (0,2 mg.L-1) e maior concentração de AIB (0,05 mg.L-1).

TABELA 4- Taxa de multiplicação, número de brotações e percentagem
de crescimento dos explantes de quatro cultivares de
Prunus sp. multiplicadas in vitro, no meio MS ¾, em três
concentrações de ágar (4,5; 5,5; 6,5 g.L-1). Embrapa Clima
Temperado. Pelotas-RS. 1999.

Médias seguidas das mesmas letras, nas colunas, não diferem entre si, pelo teste
de Duncan (a = 0,05).


