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ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE PORTA-ENXERTOS DE
Prunust

APARECIDO LIMA DA SILVA?2, MARCELO ROGALSKI?, LIZIANE KADINE ANTUNES DE MORAES*, CLAUDIA
FESLIBINO®, LEANDRO CRESTANI®, MIGUEL PEDRO GUERRA’

RESUM O — A qualidade genética e sanitériadas mudas € de fundamental importancia para o sucesso dafruticulturamoderna. Para o pessegueiro, a
micropropagagéo vem permitindo aproducdo clonal massal de plantas, com matrizes e mudas de qualidade genéti ca-sanitériacomprovada. O presente
trabal ho objetivou avaliar ataxade sobrevivénciade explantes no estabel ecimento in vitro, bem como avaliar o potencial de multiplicacoinvitro de
porta-enxertos de Prunus. Explantes constituidos por 4pices caulinares e gemas |l aterai s dos porta-enxertos Capdeboscq e GF677 e daselecdo VPA11
foram estabel ecidos e multiplicadosin vitro em mei o de culturade L epoivre suplementado com BAP (0,5 mg.L™?). A taxamédiade sobrevivénciapara
os porta-enxertos foi 62,9% para épices caulinares e 58,8% para gemas | aterais. Apices caulinares e gemas | aterais apresentaram 14,8% e 29,8% de
contaminacdo, respectivamente. O gendtipo afetou significativamente as taxas de multiplicagdo in vitro. Quanto ao nimero de brotos por explantes,
0 porta-enxerto Capdeboscq e aselecdo VP411 foram superioresao porta-enxerto GF677, resultando em 14,7; 16,0 e 10,5 brotos, respectivamente. Para
aaturamédiados brotos, os porta-enxertos Capdeboscq e GF677 foram superioresaselecdo VP411 com 9,3; 8,9 e 7,8 mm, respectivamente. O porta-
enxerto Capdeboscq foi superior ao porta-enxerto GF677 easelegdo VP411 navaridvel nimero de brotos>20 mm com 2,0; 1,3 e 1,0 brotos, respecti-
vamente.

Termosparaindexacdo: Pessegueiro, porta-enxertos, BA P, micropropagacéo, mudas.

IN VITRO ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION OF PRUNUS ROOTSTOCKS

ABSTRACT - The success of the modern fruit production depend on the genetic and sanitary quality of plants. For the peach tree culture,
micropropagation techniques allow a mass clonal production with high genetic quality plants. The present study aimed to evauate the explant
survival rate during in vitro establishment period, aswell asto evaluate thein vitro multiplication potential of Prunusrootstocks. Apexesand lateral
buds of the rootstocks Capdeboscq and GF677 and of the selection VP411 wereintroduced in vitro in the Lepoivre’s medium supplemented with BAP
(0.5mg.L™). Themean valuesof explant survival for the rootstockswere 62.9% and 58.8%, for apexesand lateral buds, respectively. Cultures of apexes
and lateral buds showed 14.8% and 29.8% of contamination, respectively. The genotype significantly affected thein vitro multiplication rates. The
rootstocks Capdeboscq and GF677, and the selection V P411 showed multiplication rates of 14.7, 10.5 and 16.0 shoots/explant, respectively. Asmean
valuesfor shoot height of the rootstocks Capdeboscq and GF677 and of the selection VP411, it was observed 9.3, 8.9 and 7.8 mm, respectively. The
rootstock Capdeboscq showed superior values asregarded to the number of shoots>20mm as compared to rootstock GF677 and selection VP411 with
valuesof 2.0, 1.3 and 1.0 of shoots, respectively.

Index terms:. Peach tree, rootstock , BAP, micropropagation, plant stock.

INTRODUCAO

No Brasil e principalmente nasregifes Sul e Sudeste, acultura
do pessegueiro apresentaumagrande i mportancia socioecondmica, ocu-
pando uma&rea superior a20 mil hectares, com uma produggo estimada
em 150 mil toneladas (Sachs & Campos, 1998). Os Estadosdo Rio Gran-
de do Sul e Santa Catarina destacam-se como 0s mai ores produtores do
Paiscom éreasde 11,9 e4,5 mil hectares, respectivamente (Epagri, 2001).

Naculturado pessegueiro, um sistemamoderno etecnificado é
determinante para a qualidade dos frutos e para a obtencéo de umaalta
produtividade dos pomares. Neste contexto, amudaé um insumo bésico
de fundamental importancia para 0 sucesso na atividade (Fachinello,
2000).

Contudo, o sistema de producdo de mudas de pessegueiro no
Sul do Brasil aindarepousa sobre 0 emprego de porta-enxertos obtidos
de sementes da industria de conserva, aspecto este que permite a ocor-
réncia de misturas varietai s e conseqiiente desuniformidade de plantas,
amorte precoce de plantas eafaltade uniformidade genética (Fachinello,
2000).

Napropagacdo vegetativa, viaestaquia, aprincipa limitagdo é
a baixa capacidade de enraizamento para a maioria das cultivares de
pessegueiro, aliada ao forte efeito do gendtipo, com resultados vari&
veisdeacordo com ascultivares utilizadas (Fachinello et d ., 1995; Rufato
& Kersten, 2000).

1 (Trabalho 158/2002). Recebido: 26/09/2002. Aceito para publicagdo: 18/07/2003.

A tecnologiade culturain vitro tem permitido propagar espéci-
es de dificil multiplicagdo, com obtencdo de materia de alta qualidade
genética através da captura e fixagdo de ganhos genéticos a partir de
gendtipos superiores. Para 0 género Prunus, 0 sucesso no estabeleci-
mento e na multiplicagdo in vitro foi descrito pbr vérios autores
(Hammerschlag, 1982; Pérez -Tornero & Burgos, 2000).

No Brasil, ostrabal hos de micropropagacdo do género Prunus,
especiamente para 0 pessegueiro, sdo relativamente escassos. Recen-
temente, Rodrigueset al. (1999) e Silveiraet al. (2001) demonstraram as
dificuldades em estabelecer e multiplicar in vitro porta-enxertos de
Prunus.

No presente trabalho, foram estudados os fatores associados
ao estabelecimento e multiplicagdo in vitro dos porta-enxertos
Capdeboscq e GF677 edasele¢do VP411, visando apropagagéo clonal .

MATERIAL EMETODOS

Material vegetal

Os porta-enxertos sel ecionados foram: a) Capdeboscq - Prunus
persica (L.) Batsch é a cultivar mais utilizada no Sul do Brasil paraa
producdo de mudas de pessegueiro e ameixeirg; cultivar deciclotardio
apresenta uma boa germinacdo das sementes; b) GF677 - Prunus
amygdalus x Prunus persica possui como caracteristica a robustez de-
correntedo vigor hibrido, bem como boa compatibilidade com ambasas
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espécies e tem demonstrado étimo potencial paraapropagacdo comer-
cial através da micropropagacdo; c) VP41l - é uma selecdo de
Capdeboscq, obtidapela Vitroplanta— Biotecnologia Vegetal Ltda (Vi-
deira/SC), e encontra-se em testes como porta-enxerto paraareducdo do
porte e melhor qualidade dosfrutosem ameixeira.

As plantas-matrizes destes porta-enxertos foram mantidas em
casa de vegetacdo do Departamento de Fitotecniad CCA/UFSC e na
Vitroplantaem Videira(SC).

Estabelecimentoin vitro

Os experimentos de culturain vitro foram conduzidos no La
boratério de Morfogénese e Bioguimica Vegetal do Departamento de
Fitotecniadl CCA/UFSC. Das plantas-matrizesforam col etados brotos com
crescimento ativo, que foram seccionados em segmentos de trés a qua-
tro gemas e posteriormente submetidos ao seguinte processo de
desinfestagdo: lavagem em aguae detergente (10 gotas.L  de Tween 20)
€, posteriormente, sob agitacdo por 1 minuto em etanol 70%, 15 minutos
em hipoclorito de sodio (1,25%) e, findmente, em cBmaradefluxo laminar,
os explantes foram submetidos a trés lavagens com égua destilada
autoclavada.

Os apices caulinares e gemas laterai s foram inoculados em tu-
bos de ensaio (25x150mm) contendo 10 mL de meio de culturacomposto
desaisevitaminasdeLepoivre (Quoirinet al., 1977), suplementado com
sacarose (20g.L %), &gar (79.L ) e6-benzilaminopurina(BAP) (0,5mg.L ™).

Ap0s 30 dias, apices caulinares e gemas lateraisforam avalia-
dos quanto ao indice de sobrevivéncia e contaminago.

Multiplicacdoin vitro

O material vegetal foi multiplicado, com subculturasacada 21
dias, através de segmentos nodais com 1-2cm, desprovidos dos dpices
caulinares, no mesmo meio de cultura citado anteriormente nafase de
estabel ecimento.

Na terceira subcultura in vitro, apds 28 dias de cultivo, os
dados referentes amultiplicagdo in vitro dos porta-enxertos Capdeboscq
eGF677, edasdecdo VP411 foram avaliados quanto ao nimero de bro-
tos por explante, altura média das brotagcGes (mm) e nimero de brotos
>20mm por explante.

Condi¢Besdeculturain vitro

Para as diferentes fases, o pH do meio de culturafoi ajustado
para5,2-5,3 e todos os componentes do meio foram adicionados antes
daautoclavagem a121°C, durante 15minutos. O material vegetal foi man-
tido em cABmarade crescimento com temperaturade 25+2°C, fotoperiodo
de 16 horas e intensidade luminosa de 40-45umol.m2.s, fornecidas por
I&mpadas fluorescentes brancas frias.

Andlises estatisticas

Nafase de estabel ecimento in vitro, os dados foram avaliados
guanto as porcentagens de sobrevivéncia e contaminagdo. Para a fase
demultiplicag8o invitro, utilizou-se 0 delineamento experimental intei-
ramente ao acaso, com cinco explantes por repeticao e cinco repeticoes
por tratamento. Os dados de nimero de brotos por explante, alturameé-
diadas brotacfes (mm) e nimero de brotos >20mm por explante foram
submetidosaAndlisede Varidncia (ANOVA) e ao teste de separacéo de
médias SNK (5%), de acordo com Sokal e Rohlf (1995).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Estabelecimentoin vitro

Osvalores observados para os diferentes explantes no estabe-
lecimento in vitro dos trés porta-enxertos estdo apresentados na Tabela
1. As percentagens médias de sobrevivéncia de épices caulinares e ge-
mas lateraisforam, respectivamente, de 62,9% e 58,8%. Estesresultados
podem ser considerados eficazes para introducdo in vitro de porta-en-
xertos de Prunus e est8o entre os limites de sobrevivéncia (27% a 93%)
obtidos por Hammerschlag (1982), no estabelecimento in vitro de 11
cultivares de pessegueiro.

Osexplantesde &pices caulinares e gemas |l aterai s apresentaram
taxas de 14,8% e 29,8% de contaminagdo, respectivamente (Tabela 1).
Verifica-se que estes indices foram inferiores a outros estudosja redliza-
dos. Rodrigueset a. (1999) obtiveram taxas de 50% a 95,8% de contamina-
¢80 no estabelecimento in vitro de seis porta-enxertos de Prunus. Estes
autores constataram maior contaminacdo de gemas laterais e um efeito
significativo do genétipo na fase de estabelecimento in vitro.
Hammerschlag (1982) observou maior ocorrénciade contaminagdo (70%)
em gemasdormentes, enquanto, parabrotos com crescimento ativo, ataxa
de contaminagdo foi de 27%, no estabel ecimento in vitro de pessegueiro.

Pode-se destacar que a metodol ogia usada heste trabalho para
introducdo e estabel ecimento in vitro com explantes originarios de plan-
tas-matrizes mantidas em casa de vegetacdo, com controle sanitério e
nutricional, permitiu bons resultados no estabel ecimento in vitro parao
material estudado, apresentando baixos indices de contaminagdo por
agentes patogénicos (Figuras laeb).

FIGURA 1 - Aspectos morfogenéticos no estabel ecimento e multiplica
¢do in vitro de porta-enxertos de Prunus. a) gemalateral.
b) épice caulinar. c) primeira subcultura. d) segunda
subcultura. e) explante em multiplicacdo. UFSC,
Florian6polis-SC, 2002.

Multiplicacdoin vitro

Ja no primeiro subcultivo, observou-se que as culturas apre-
sentaram alto potencial de multiplicag@oin vitro (Figural). O gendtipo
apresentou efeito altamente significativo em rel agéo ao nimero de bro-
tos, alturamédiados brotos e a0 niimero de brotos >20mm por explante.

Osporta-enxertos Capdeboscq e GF677 easelecéo VP411 pro-

TABELA 1 — Porcentagens de sobrevivéncia e contaminag&o observadas no estabel ecimento in vitro dos porta-enxertos Capdeboscq e GF677, eda

selecio VPA11. UFSC, FHoriantpolis-SC, 2002.

Total Total Sobrevivéncia (%) Contaminacao (%)
Porta—enxertos Apices caulinares Gemas laterais Apices caulinares Gemas laterais Apices caulinares Gemas laterais
Capdeboscq 9 30 55,5 63,3 11,1 6,6
GFe677 5 17 100,0 58,8 0,0 41,2
VP411 3 24 33,3 54,2 33,3 41,6
Total 17 71 62,9 58,8 14,8 29,8
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duziram vaoresmédiosde 14,7; 10,5 e 16,0 brotos por explantes, respec-
tivamente. O porta-enxerto Capdeboscq e aselecdo VP411 ndo apresen-
taram diferencas significativas entre si para este parémetro, mas foram
significativamente superiores ao porta-enxerto GF677 (Figura 2). Estes
resultados foram superiores aos obtidos por Parfitt e Almehdi (1986),
queavaliaram amultiplicagdoin vitro de 56 cultivares e observaram uma
variacdo de 1,3 a 9,9 brotos por explante, com a utilizagdo do meio de
cultura AP suplementado com 6,0mg.L'de BAP e 0,01mg.L* de &cido
indolbutirico.
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FIGURA 2 - NUmero de brotos por explante para os porta-enxertos
Capdeboscq e GF677, easelecdo VPA411, apés28 diasde
culturaem meio de culturade L epoivre suplementado com
BAP(0,5mg.L ). UFSC, Floriandpolis-SC, 2002.

No presentetrabal ho, autilizacdo do meio de culturade L epoivre
mostrou-se adequada para a multiplicacdo dos gendtipos estudados.
Sabe-se que a constituic&o basal do meio de cultura, o tipo e a concen-
trac&o dos reguladores de crescimento sdo fatores determinantes paraa
obtencdo de dtastaxasde multiplicacdo in vitro, em diferentes gendtipos
do género Prunus(Arena& Caso, 1992; Pérez-Tornero & Burgos, 2000;
Pérez-Tornero et a., 2000).

Para a aturameédia dos brotos, os porta-enxertos Capdeboscq
e GF677, com altura de 9,3 e 8,9 mm, respectivamente, apresentaram
maior crescimento, diferindo significativamente daselecdo VP411 com
aturade 7,8mm (Figura 3). A atura média dos brotos é uma variavel
determinada principal mente pela concentracdo e tipo do regulador de
crescimento (Harada& Murai, 1996; Leontiev-Orlov et al., 2000), meios
decultura(Arena& Caso, 1992; Pérez-Tornero & Burgos, 2000; Pérez-
Tornero et ., 2000) e gendtipo (Arena& Caso, 1992; Pérez-Tornero &
Burgos, 2000).
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FIGURA 3 - Altura média dos brotos (mm), para os porta-enxertos
Capdeboscq e GF677, easelecdo VPAL1, apds28 diasde
culturaem meio de culturade L epoivre suplementado com
BAP(0,5mg.L™). UFSC, Floriandpolis-SC, 2002.

Em relagéo ao nimero de brotos mai ores que 20mm por explante,
0 porta-enxerto Capdeboscq resultou em 2,0 brotos, sendo significati-
vamente superior ao porta-enxerto GF677 easdecdo VP411com1,3e1,0
brotos, respectivamente (Figura4). Estavaridvel éde grandeimportan-
cia para a préxima fase da micropropagacdo, o enraizamento in vitro.
ParaHarada& Murai (1996) e eontiev-Orlov et d. (2000), aobtencéo de
brotos aptos para o enraizamento, maiores que 20mm, tem sido dificil
para algumas espécies do género Prunus. Entretanto, com resultados

similares a0 observado neste trabalho, Arena & Caso (1992) e Pérez-
Tornero et a. (2000) conseguiram obter com sucesso brotos com com-
primentos adequados para 0 enraizamento in vitro de Prunus.
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FIGURA 4 - NUmero debrotos>20 mm paraos porta-enxertos Capdeboscq
eGF677, easdecdo VPAL1, apds28 diasemmeio decultura
de L epoivre suplementado com BAP (0,5mg.L ). UFSC,
Florian6polis-SC, 2002.

Os resultados obtidos no presente trabal ho também confirma-
ram uma resposta dependente do gendtipo de porta-enxertos de pesse-
gueiro, com respeito ao meio de cultura, como demonstraram Parfitt &
Almehdi (1986), Arena& Caso (1992) e Pérez-Tornero & Burgos (2000)
para diversas prunéceas. Isto poderia ser atribuido a necessidade de
diferentes niveis de regul adores de crescimento suplementadosao meio
de cultura, bem como a possiveis interagdes entre os reguladores de
crescimento e os sais presentes no meio de cultura (Pérez-Tornero &
Burgos, 2000, Pérez-Tornero et al., 2000). Observa-se que agumas culti-
vares podem apresentar biossintese diferencial de horméniosenddgenos
elou eficiénciadiferencial na absorgéo e metabolizagdo dos compostos
presentes no meio de cultura (Parfitt & Almehdi, 1986). Associado a
estes aspectos, 0s resultados obtidos no presente trabalho mostraram
gue os porta-enxertos Capdeboscq e GF677 e a selecdo VP411 podem
ser eficientemente estabel ecidos, multiplicados e mantidos in vitro no
meio deculturaLepoivre.

CONCLUSDES

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir
gue o estabelecimento e a multiplicacdo in vitro dos genotipos
selecionados de Prunus pode ser eficientemente realizado a partir de
apices caulinares e gemas laterais inoculados em meio de cultura de
Lepoivre, suplementado com BAP (0,5mg.L ). A taxademultiplicagdoin
vitro foi de 14,7; 10,5 e 16,0 brotos/explante para os porta-enxertos
Capdeboscq e GF677, easelecdo VP411, respectivamente. O porta-en-
xerto Capdeboscq foi superior paraaturamédiadas brotagdes e niimero
de brotos >20mm por explante Estes valores sdo considerados
satisfatdrios parao estabel ecimento de um protocol o de micropropagacéo
dos gendtipos mencionados.
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