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ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE PRUNUS sp. EM DIFERENTES
MEIOS DE CULTIVO'!

ALEXANDRE COUTO RODRIGUES?, CARLOS AUGUSTO POSSER SILVEIRA®, GERSON RENAN DE LUCES
FORTES?, JOSE CARLOS FACHINELLO?, JOAO BAPTISTA DA SILVAS

RESUMO: O trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar diferentes meios de cultivo no estabelecimento e multiplicag@o in vitro de espécies do
género Prunus. Os segmentos nodais de 1,0 cm foram mantidos sob luz fluorescente com radiagdo de 20 mE.m™2.s™!, fotoperiodo de 16 horas ¢
temperatura de 254+2°C. No estabelecimento, testaram os meios MS, MS %, SH e Villegas, ¢ na multiplicacdo: SH e MS %. O meio MS % foi testado em
diferentes concentragdes de dgar (4,5; 5,5; 6,5 g.L') Avaliaram-se as percentagens de estabelecimento dos explantes, contaminagdo, oxidagdo e
segmentos ndo brotados. O meio Villegas apresentou menor oxidag@o durante o periodo de estabelecimento in vitro. Com o meio MS %, verificou-se
maior percentagem de estabelecimento dos explantes. Na fase de multiplicacdo, avaliaram-se a percentagem de crescimento, a taxa de multiplicagio e
o niimero de brota¢des. O meio MS %, com 5,5 g.L! de agar, apresentou os melhores resultados.

Termos para indexacio: Pessegueiro, ameixeira, micropropagagao.

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™.s™! radiation provided by white fluorescent lamps, 16-hour photoperiod and
temperature of 25+2°C. The establishment media used were as follow: MS, 3% MS, SH and Villegas, and the multiplication media used were: SH and %
MS. The % MS medium was also tested with different agar concentrations (4.5; 5.5; 6.5 g.L'!). 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
% 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 % MS medium with 5.5 g.L"! agar.
Index terms: peach, plum, micropropagation.

INTRODUCAO

O uso de mudas com qualidade sanitaria e genética ¢ de funda-
mental importincia na implantagdo de um pomar comercial. No Sul do
Brasil, os porta-enxertos de frutiferas de carogo sdo propagados por
sementes. Porém, nem sempre se conseguem sementes em quantidade e
qualidade para satisfazer as necessidades. Portanto, para atender a essa
demanda, ¢ interessante o uso da micropropagacdo. 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 estadio
de desenvolvimento da planta (Grattapaglia & Machado, 1998). Com o
género Prunus, varios trabalhos, com os mais diferentes objetivos, t€ém
sido realizados nos ultimos anos (Theriou, 1998; Loreti & Massai, 1995;
Morini et al.,1990). Theriou (1998), utilizou 0 meio MS para a multiplica-
¢do do porta-enxerto Mr.S 2/5, com adigdo de cloreto de sodio (NaCl,)
ou cloreto de célcio (CaCl,) ao meio, € concluiu que a presenga desses
sais incrementa a producao in vitro. Morini et al. (1990), também testa-
ram o meio MS para a multiplicagdo dos porta-enxertos Mr.S 2/5 e GF
677, obtendo bons resultados. Apesar disso, esta técnica, quando apli-
cada em espécies do género Prunus, apresenta alguns problemas, tais
como oxidacdo e contaminacdo dos explantes durante a fase de estabe-
lecimento e também pequena taxa de desenvolvimento durante a fase de
multiplicagdo, necessitando mais estudos. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar o estabelecimento e a multiplicagdo de cultivares de
Prunus sp., em diferentes meios de cultura.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratorio 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 %, 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'") e BAP (0,7 mg.L"). Os meios foram acrescidos de sacarose
(30 g.L'"), agar (6,5 g.L'"), mioinositol (100 mg.L"), acido ascorbico (10
mg.L"), tiamina (1,0 mg.L") 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") e Agrimicina (2,4 mg.L"), por duas
semanas, para a desinfestagdo dos mesmos. Na coleta das brotagdes
terminais (dezembro), as plantas estavam em desenvolvimento
vegetativo. No laboratorio, fez-se a desinfestagdo com alcool etilico 70%
por 10 segundos, seguida de tratamento em solucdo de hipoclorito de
sodio 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 radiacdo de 20 mE.m2.s",
fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25+2°C.

Nesta fase, avaliaram-se, apos 35 dias, a percentagem de esta-
belecimento (% de explantes que brotaram isentos de patdogenos), con-
taminacdo e oxidagdo das cultivares estudadas. O delineamento experi-
mental adotado foi o de blocos casualizados, com nove tratamentos e
trés repeti¢des, sendo cada repeticdo constituida de cinco segmentos
nodais. A comparagdo entre as médias dos tratamentos foi realizada pelo
teste de Duncan (a=0,05).
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Experimento II: Fase de multiplicacio

Na primeira fase de multiplicagdo, testaram-se os meios SH e
MS %, com as mesmas concentragdes hormonais, vitaminas, agar, agu-
car e pH citados no estabelecimento. Utilizaram-se brotagdes inferiores
a0,5 cm de comprimento. Apos 35 dias, avaliaram-se a taxa de multiplica-
¢do, calculada através da diferencga entre o nimero final e 0 nimero
inicial de gemas, dividido pelo nimero final multiplicado por 100; a per-
centagem de crescimento calculada pelo comprimento final e o inicial
(medido com régua), expresso em percentagem, e o nimero de brotagdes
obtido pela média do niimero final de brotagdes. 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 trés repeti¢cdes. Cada repetigdo constou de um frasco de
250 ml, com 30 ml de meio e quatro explantes. A comparagdo entre as
médias dos tratamentos foi realizada pelo teste de Duncan (a=0,05).

Experimento III: Fase de multiplicacio

Na segunda multiplicagdo, apos 35 dias, avaliaram-se as mesmas
variaveis 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 concentragdes de agar (4,5; 5,5; 6,5 g.L”
"), adicionado de AIB (0,05 mg.L"), BAP (0,6 mg.L") e AG,(0,2mg.L"). O
experimento foi um fatorial com quatro cultivares e trés concentragdes de
agar, sendo o delineamento inteiramente casualizado, com trés repeti¢oes.
As médias foram comparadas pelo teste de Duncan (a=0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento I: Os resultados do estabelecimento das cultiva-
res podem ser observados na Figura 1. Esses resultados foram superio-
res aqueles obtidos por Rodrigues et al. (1999) que estabeleceram in
vitro os porta-enxertos GF 677, Marianna Comum e Mirabolano. Essas
diferencas podem ser atribuidas a época de coleta do material
propagativo. As altas percentagens agora obtidas devem-se ao estado
fisioldgico da planta que, na época em que o material foi coletado (ve-
rdo), 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 inicio de dorméncia
(outono). Esse fato provavelmente dificultou a circulagdo da seiva e de
produtos sistémicos, impedindo a desinfecg¢do dos tecidos. Em fungéo
do que foi exposto, ¢ importante observar a influéncia 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 %, ndo diferindo dos meios SH ¢ MS (Figura 2). O meio
Villegas proporcionou a menor percentagem de estabelecimento e nu-
mero de explantes oxidados (Figura 2 e Tabela 2). Esse meio apresenta
menor concentragdo de sais que os demais meios testados, o que influ-
enciou na menor oxidagao dos explantes.
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FIGURA 1- Percentagem de estabelecimento in vitro de nove cultivares
de Prunus sp. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-RS. 1999.
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FIGURA 2- Percentagem de estabelecimento in vitro de Prunus sp. em
quatro meios de cultivo. Embrapa Clima Temperado. Pelotas-
RS, 1999.

As cultivares Mirabolano, Okinawa, Nemaguard, Diamante e
Aldrighi apresentaram maior percentagem de contaminagdo, enquanto a
cultivar Santa Rosa teve maior percentual de oxidagdo que as demais
(Tabela 1). Segundo Rodrigues (2000), a cultivar Santa Rosa apresenta
altas concentragdes de compostos fenolicos totais. Os diferentes tipos de
fendis presentes nos tecidos, ao entrarem em contato com o oxigénio,
sofrem reagdes de oxidagdo, cujos produtos resultantes sdo toxicos, cau-
sando escurecimento e necrose do tecido vegetal. O uso de substancias
antioxidantes, tais como acido ascorbico, PVP (polivinilpirrolidona), acido
citrico e DIECA (dietilditiocarbamato), tem propiciado bons resultados no
controle da oxidagdo no cultivo in vitro. Quanto a variagdo da percenta-
gem de contaminagio, no estabelecimento in vitro das diferentes cultiva-
res em estudo, atribui-se as condi¢des fitossanitarias do material vegetal
coletado, visto que as plantas s3o mantidas em pomares e nao sob condi-
¢oes controladas (telados e casas de vegetagdo).

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

Cultivares Contaminacio % Oxidac¢ido %

Mirabolano 76,60 a 1,67 ¢
Okinawa 66,66 ab 3,33 be
Nemaguard 63,33 abc 0,00 ¢
Diamante 58,33 abed 11,67 be
Aldrighi 50,00 abed 3.33 be
Eldorado 28,33 bed 3,33 be

GF 677 21,66 bed 16,67 b

Santa Rosa 1333 «od 40,00 a
Marianna Comum 333 d 11,66 be

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

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.

Meios Oxidacao %
MS 133a
SH 10.4 ab
MS 11,8 ab
Villegas 37 b

Experimento II: Em relagdo aos experimentos, na primeira fase
de multiplicacdo, observou-se que o meio MS % foi melhor do que o SH
nas trés variaveis (Tabela 3). O porta-enxerto Mr.S 2/5 apresentou a
maior taxa de multiplicacdo, 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 variaveis nimero de
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brotagdes e percentagem de crescimento, as cultivares Mirabolano e
Mr.S 2/5 destacaram-se das demais (Tabela 3).

TABELA 3- Taxa de multiplicacdo, nimero de brotagdes 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.

Meios Taxa multiplicacio N° de brotacdes Crescimento %
MS 3/4 3,93 a 348a 58,40 a
SH 2,78 b 284 b 2530 b
Cultivares
Mr.S 2/5 6,12 a 591 a 82,10 ab
Mirabolano 438 b 6,93 a 104,73 a
Hansen 2168 383 b 2.72 be 64,38 b
Marianna Comum 343 be 340 b 31,90 cd
Hansen 536 3,32 bed 2156::be 58,53 be
Okinawa 236 cd 2,16 ¢ 747 d
GF 677 234 cd 208 ¢ 1205 d
Eldorado 224 od 208 ¢ 11,97 d
Aldrighi 212 d 2,00 ¢ 348 d

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

Experimento III: Na segunda fase de multiplicacdo, em que se
avaliaram diferentes concentragdes de a4gar no meio MS %4, observou-se
que a concentragdo de 5,5 g.L"' propiciou maiores percentagens de cres-
cimento, taxa de multiplicacdo e nimero de brotagdes (Tabela 4). Além
dos diferentes meios basicos e fitorreguladores utilizados, a concentra-
¢do de agar também pode influenciar no cultivo in vitro. O agar pode ser
toxico 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 multiplicacdo e niime-
ro de brotagdes (Tabela 4). As percentagens de crescimento foram mai-
ores do que as do primeiro experimento de multiplicagio devido a utiliza-
¢do de AG, (0,2 mg.L"") e maior concentragdo de AIB (0,05 mg.L™").

TABELA 4- Taxa de multiplicagdo, nimero de brotagdes e percentagem
de crescimento dos explantes de quatro cultivares de
Prunus sp. multiplicadas in vitro, no meio MS %, em trés
concentragOes de agar (4,5; 5,5; 6,5 g.L'!). Embrapa Clima
Temperado. Pelotas-RS. 1999.

Concentracio Taxa de Nimero de % de
de dgar (g.L") multiplicagio  brotagdes crescimento
4,5 3,46 ab 4,13 ab 151,52 ab
5,5 374 a 4.65a 164,95 a
6,5 297 b 392 b 120,44 b
Cultivares
Mirabolano 498 a 5,78 a 161,80 b
Mr.S 2/5 324 b 391 b 133,12 b
GF 677 266 b 2,10 ¢ 61,62 ¢
Marianna Comum 2,66 b 5,62a 226,02 a

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

CONCLUSOES

1) O meio Villegas proporciona menor percentual de oxida-
¢do dos explantes durante o periodo de estabelecimento in vitro.

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

3) Na multiplicagdo, o meio MS %, contendo 5,5 g.L! de
agar, proporciona os melhores resultados para todas as variaveis
estudadas.
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