MULTIPLICACAO IN VITRO DOS PORTA-ENXERTOS DE Prunus sp. ‘BARRIER’ E
‘CADAMAN’!
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RESUMO - Este trabalho foi realizado com o objetivo de estabelecer a melhor concentracdo de sais do meio MS e da citocinina BAP para a
multiplicagdo dos porta-enxertos de Prunus sp. ‘ Barrier’ e Cadaman’. Segmentos nodai s foram introduzi dos em tubos de ensai o contendo 10 mL de
mei o de culturacom variagBes naconcentracdo de sais (M S; ¥2M S; e 2/3M S) combinadas com cinco concentragBesde BAP (0; 1,5; 2,5; 3,5e4,5 uM).
Utilizou-seum fatorial 2x3x5, distribuido em blocos casualizados, compostos por quatro repeti ¢ées contendo cinco tubos de ensai 0 cadauma, sendo
inoculado um segmento nodal por tubo. As avaliagBesforam realizadas ap0s cinco semanas de cultivo em ambiente com intensidade luminosa de 20
uE m?s?, fotoperiodo de 16 horas etemperaturade 24 + 4°C. Verificou-se maior nimero médio de gemas e de brotagdes paraacultivar Barrier. A medida
gue se reduziu a concentracdo de sais do meio de cultura, obteve-se maior nimero de brotacfes, porém com menor tamanho. As regressdes
polinomiais das variaveis nimero de gemas, brotacbes por explante e comprimento das brotagcdes apresentaram um gjustamento quadratico para
niveisde BAP, atingindo os pontos de maximo 31,2 gemas/explante; 4,6 brotacdes por explante, e 8,1 mm de comprimento nas concentragdes 3,3; 3,1,
€3,1 uM de BAP respectivamente.

Termos paraindexacdo: 6-benzilaminopuring, culturade tecidos, micropropagagdo, pessegueiro.

IN VITRO MULTIPLICATION OF ‘BARRIER’ AND ‘CADAMAN’ Prunus sp. ROOTSTOCKS

ABSTRACT - The objective of this work was to establish the best salt and BAP concentration in MS medium for multiplication of ‘Barrier’ and
‘Cadaman’ Prunus sp. rootstocks. Nodal segments were introduced in test tubes with 10 mL of MS medium supplemented with different salt
concentrations (MS; ¥2M S; and 2/3M S) arranged with five BAP concentrations (0; 1.5; 2.5; 3.5; and 4.5 uM). It was applied afactorial 2x3x5, ina
complete randomized block design with four replications composed by fivetest tubeseach one. It wasinocul ated one nodal segment for each test tub.
The evaluationswas carried out after five weeksin room culturewith light intensity of 20 uE m? s?, photoperiod of 16 hours and temperature of 24 +
4°C. It wasverified that cultivar ‘Barrier” showed the higher average number of buds and shoots. The reduction of the salt concentration of the culture
medium increased the number of shoots, although with smaller size. The polynomial regressions of the variables number of buds, shoots per explant,
and length of shoots presented aquadratic behavior to BAP levels, presenting the maximum points 31.2 buds per explant; 4.6 shoots per explant; and
8.1 mm of length at BAP concentrationsof 3.3; 3.1; e 3.1 uM, respectively.

I ndex ter ms: 6-benzilaminopurine, tissue culture, micropropagation, peach tree

INTRODUCAO

No Brasil, anualmente, sdo produzidas 150 mil toneladas de
péssego em umaéreade 22 mil ha, sendo o Estado do Rio Grande do Sul
responsavel por 60% daproducdo (Agrianual, 2003). A producdo destina-
se a0 mercado de frutas frescas e aindustrializacéo, sendo fregliente a
realizacdo de importacfes para atender a demandainterna (Chalfun &
Hoffmann, 1997). Um dos principaisfatoreslimitantes aculturano Pais
refere-se a falta de mudas de alta qualidade genética, fitossanitaria e
fitotécnica

A propagagéo do pessegueiro vem sendo realizadapor meio de
enxertia, utilizando porta-enxertos produzidos principal menteapartir de
sementes, 0 que acarreta constante variabilidade genética do pomar
(Fachinello et al., 1994). As principais cultivares utilizadas no Sul do
Brasil sdo o ‘Capdeboscq’ e o ‘Aldrighi’, os quais sdo altamente
suscetiveis ao nematdide Meloidogyne incognita (Mauch, 1991). Ha
varios anos, pesquisadores da Embrapa Clima Temperado e da
Universidade Federal de Pelotas vém dedicando-se a introducéo,
melhoramento genético, propagacéo e avaliacdo de diferentes porta-
enxertos para Prunus. Dentre as cultivaresintroduzidas, destacam-se a
‘Barrier’ e a‘Cadaman’, ambas hibridas provenientes do cruzamento
Prunus persica x P. davidiana. A cv. Barrier apresenta toleréncia a
nemati des do género Meloidogyne edasfixiadasraizes (Finardi, 1998),
enquanto a cv. Cadaman apresenta sistema radicular profundo,
adaptando-se adiferentestipos de sol o e condi¢ces de umidade (Felipe,
1994).

A multiplicagdo de porta-enxertos de Prunus por meio de
estaquiararamente tem sido empregada em funcéo da baixa capacidade
de enraizamento da maioria das cultivares de importéancia econémica
(Chalfun & Hoffmann, 1997).

1 (Trabalho 147/2003). Recebido: 08/10/2003. Aceito para publicagdo: 16/01/2004.

A producdo in vitro de porta-enxertos vem sendo realizada de
forma comercial em varios paises, principalmente na Itdia (Loreti &
Massai, 1995), ndo sendo utilizadano Brasil em funcdo dainexisténcia
de um método economicamente vidvel. A micropropagacdo apresentaas
vantagens de possibilitar a produgdo massal de mudas livres de
patégenos e com uniformidade genética em pegueno espaco fisico e
curto periodo de tempo, de forma a atender as exigéncias das entidades
fiscalizadoras e as necessidades dos produtores de mudas de qualidade
(Oliveiraet d., 2001).

A micropropagacdo de espécies de Prunus tem apresentado
problemas de oxidagdo, contaminagdo por bactérias provavelmente
endofiticas, dificuldade de enraizamento e, principalmente, baixataxade
multiplicagéo dos explantes, havendo a necessidade de maiores estudos
(Chalfun & Hoffmann, 1997). Além disso, existe umarespostadiferencia
em rel acao aos gendtipos (Parfitt & Almehdi, 1986).

Este trabalho teve por objetivo estabelecer a melhor
concentracdo de sais do meio MS (Murashige & Skoog, 1962) e da
citocininaBAP (6-benzilaminopurina) paraamultiplicacdoin vitro dos
porta-enxertosde Prunus sp. ‘ Barrier’ e Cadaman’.

MATERIAL EMETODOS

O material vegetal utilizado foi composto de segmentosnodais
(5 @10 mm) de plantulas dos porta-enxertos de Prunus sp. ‘Barrier’ e
‘Cadaman’ cultivadasin vitro, por cinco subcultivosde 30 dias, em meio
1/2M S suplementado com 0,3mg L* de BAP.

O meio de cultura bésico usado no experimento foi 0 MS
suplementado com 10 mg L* de &cido ascérbico; 0,5 mg L* de &cido
citrico; 1 mg L™ de &cido nicotinico; 2mg L* deglicina; 0,5 mg L™ de
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TABELA 1 - Resumo da andlise da variagdo e testes de significancia para as varidveis nimero de gemas, nimero de brotagdes e comprimento das

brotagdes (mm).

GL

Quadrados médios

Causas da Variacao Numero de gemas

Numero de brotagdes Comprimento das brotacdes

Blocos 3 - - -
Porta-enxerto (A) 1 7,5 ** 1,0 * 0,0 ns
Meio de cultura (B) 2 1,9 ns 1,6 ** 0,9 **
BAP (C) 4 37,3 ** 4,6 ** 0,8 **
AxB 2 0,9 ns 0,2 ns 0,1 ns
AxC 4 0,6 ns 0,3 ns 0,2 ns
BxC 8 1,2 ns 0,3 ns 0,1 ns
AxBxC 8 1,3 ns 0,2 ns 0,1 ns
Residuo 87 0,8 0,2 0,1
CV (%) 18,9 21,2 44,7

ns - ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste F.

* e** gignificativo pelo teste F, aos niveis de 5 e 1% de probabilidade, respectivamente.

piridoxina; 0,5mg L detiamina; 100 mg L* demio-inositol; 30gL*de
sacarose, e 6 g L de agar, com pH ajustado para 5,8 antes da
autoclavagem a121°C, por 15 minutos.

A multiplicacdo in vitro dos explantes dos doi s porta-enxertos
(‘Barrier’ e*Cadaman’) foi estudada sob variagdes na concentracdo de
sais (MS; ¥2MS; e 2/3MS) combinadas com cinco concentragdes de
BAP (0; 1,5; 2,5; 3,5 e4,5 uM). O delineamento experimental foi um
fatorial 2x3x5, distribuido em blocos casualizados, compostos por quatro
repeti¢des, contendo cinco tubos de ensaio (20 x 150 mm) cada uma,
sendo inoculado um segmento nodal por tubo, contendo 10 mL demeio
de cultura. A cultura dos explantes foi realizada em ambiente com
intensidade luminosa de 20 uE m? s?, fotoperiodo de 16 horas e
temperaturade 24 + 4°C. Ap6scinco semanas, foram avadiadasasvariavels
ndmero de gemas, nimero e comprimento das brotacbes (mm). A andise
estatistica dos dados para os fatores porta-enxerto e variacBes do meio
MSfai redlizadapor meio de comparacdo demédias, pel o teste de Duncan,
eparaosniveisde BAP, por meio de regressdo polinomial, utilizando o
programa SANEST - Sistema de Andlise Estatistica para
Microcomputadores (Zonta & Machado, 1984). O nivel minimo de
significncia adotado foi de 5%, sendo os dados das varidveis nimero
de gemas e de brotagdes transformados para (X + 1)* e (X + 0,5) *,
respectivamente.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Osporta-enxertos‘ Barrier’ e* Cadaman’ apresentaram diferencas
significativas quanto ao potencial de multiplicacdo in vitro, o que foi
guantificado pela avaliacdo do nimero de gemas e de brotacdes
produzidas por explante (Tabela 1). A cv. Barrier apresentou o melhor
desempenho, com média de 3,6 brotacBes por explante durante o
subcultivo de cinco semanas avaliado (Tabela 2). Desenvolvimento in
vitro diferencia entrecultivaresjahaviasido relatado entre outros porta-
enxertosde Prunus por Hammerschlag (1982), Parfitt & Almehdi (1986) e
Zimmerman (1988). Ao comparar-se com outras espécies perenes, ataxa
de multiplicagdo de 2,9 obtida inclusive para a cv. Cadaman também
pode ser considerada satisfatoria.

Independentemente da cultivar e da quantidade de citocinina
adicionada a0 meio de cultura, observou-se efeito da concentracdo de

TABELA 2 - Nimero médio de gemas e de brotacBes por explante dos
porta-enxertos de Prunus sp. ‘Barrier’ e ‘Cadaman’ e
resultados do teste de comparacdo de médias.

Porta- Numero médio Numero médio
enxertos de gemas/explante de brotagdes/explante
‘Barrier’ 24,2 a 3,6a
‘Cadaman’ 19,4 b 29b

M édias seguidas de letras diferentes nas colunas diferem entre si, pelo teste de
Duncan ( p < 0,05).

TABELA 3 - NUmero médio de brotagdes por explante e comprimento
médio das brotacdes (mm) dos porta-enxertos de Prunus
sp. ‘Barrier’ e* Cadaman’, em diferentes concentragBes dos
sais do meio MS e resultados dos testes de comparacéo

demedias.
Concentragdes Numero médio Comprimento médio
do meio MS de brotagdes/explante das brotagdes (mm)
1 2,6b 8,7a
2/3 30b 73 a
Vs 4,1a 57b

Médias seguidas de letras diferentes na coluna diferem entre si, pelo teste de
Duncan ( p < 0,05).

saisdo meio MSnamulltiplicagdo dosexplantes (Tabelal). O maior nimero
médio de brotagdes por explante (4,1) foi obtido no meio¥2M S, enquanto
0 maior comprimento médio de brotagdes (8,7 mm) no meio MS com
concentracdo original desais. Segundo Parfitt & Almehdi (1986), taxasde
multiplicag@o préximas a 5,0 sdo bastante satisfatorias para espécies de
Prunus. Conforme se pode observar naTabela3, um maior desenvolvimento
dos explantes quanto ao nimero de brotos implica menor comprimento
das brotacOes e vice-versa. No presente trabalho, demonstrou-se que a
regul acdo dessaresposta pode ser realizada por variagdes naconcentragdo
de sais do meio MS. Isto é importante para controlar o processo de
multiplicag@o in vitro dos explantes ao longo dos subcultivos durante a
micropropagagdo dos porta-enxertos‘ Barrier’ e* Cadaman’.

As regressdes polinomiais das variaveis nimero de gemas,
brotacBes por explante e comprimento das brotacdes apresentaram um
gjustamento quadrético para niveis de BAP, atingindo os pontos de
maximo 31,2 gemas por explante; 4,6 brotacbes por explante, 8,1 mmde
comprimento nas concentrag@es 3,3; 3,1 e 3,1 uM de BAP,
respectivamente (Figuras 1, 2 e 3). Destaforma, ousode 3,1 uM deBAP
pode ser recomendado paraa multiplicagdo in vitro de ambos os porta-
enxertos de Prunus estudados. Embora esta mesma concentragéo tenha
sido também definidacomo amaisindicada paraamicropropagacdo dos
porta-enxertos‘Marianna, ‘Mr.S2/5 e‘Gx N, (Silveiraetal., 2001),
‘Hansen 2168’ e ‘Hansen 536’ (Martinelli, 1985), ndo podem ser feitas
generalizagBes. Parfitt & Almehdi (1986) obtiveram taxas diferentesde
multiplicagdo ao trabal harem com 56 cultivares de pessegueiro.

Mesmo no meio de cultura sem adi¢cdo de BAP, houve
multiplicac8o dosexplantesde’Barrier’ ede’ Cadaman’ (Figura2), oque
pode ser atribuido a um efeito residual do meio utilizado nos cinco
subcultivos anteriores. O uso de 4,5 uM de BAP proporcionou
desenvolvimento de um menor nimero de gemas e de brotagdes em
ambas as cultivares em relacdo a 3,5 uM de BAP, sugerindo ser uma
concentrac8o excessiva desse regulador de crescimento. Chiariotti &
Antondli (1988) jahaviam demonstrado reducéo nataxade multiplicacgo
deexplantes de pessegueiro, porém somente ao utilizar-se concentragcdes
superioresa20 uM de BAP.
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FIGURA 1 - NUmero médio de gemas por explante de cultivares de porta-
enxerto de Prunus sp. em fungdo de concentragcdes de

BAP
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FIGURA 2 - Nimero médio de brotagdes por explante de cultivares de
porta-enxerto de Prunus sp. em funcéo de concentragctes
deBAP.
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FIGURA 3 - Comprimento médio das brotactes (mm) de cultivaresde

porta-enxerto de Prunus sp. em funcéo de concentragctes

de BAP.
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Durante o experimento, ndo foram observadas plantulas com
sintomas de vitrificagdo, oxidagdo, encarquilhamento ou clorose das
folhas, sugerindo desenvolvimento normal dos explantes.

CONCLUSDES

1) A cv. Barrier apresenta maior potencial genético para
multiplicac8o invitro emrelacdo &' Cadaman’.

2 A concentracdo de sais do meio de cultura pode ser
utilizadaparacontrolar o desenvolvimento eamultiplicaco de explantes

de porta-enxertos de Prunus durante a micropropagagéo.

3 A suplementacdo do meio de culturaMScom 3,1 uM de
BAP érecomendada paraamultiplicagdo in vitro dos porta-enxertos de
Prunus‘Barrier’ e Cadaman'.
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