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RESUMO

Objetivou-se estudar a composicéo de diferentes meios de cultura, concentragdes de BAP e tipos de explante, na
multiplicagéo in vitro do porta-enxerto ‘GxN-9’, como também a influéncia desses fatores na ocorréncia de vitrificagéo.
Explantes basais cultivados em meio QL e WPM apresentaram as melhores respostas para porcentagem de brotacédo (80%).
O numero de brotagdes por explante também foi maior com explantes basais, porém apenas aqueles cultivados no meio QL
(3 brotagdes por explante). Os meios QL e WPM permitiram obter o melhor desempenho de crescimento das brotagdes
formadas, para ambos os tipos de explante. Contudo, explantes basais cultivados em meio QL, apresentaram 55% de
vitrificagdo, ao passo que explantes provenientes do meio WPM, ndo apresentaram esta anormalidade. Concluiu-se que a
redugéo na concentragéo de sais com adigdo de 0,5 mg dm- de BAP reduz a vitrificagdo, promovendo aumento no crescimento
das brotagdes, sem influenciar na formacdo das mesmas.

Palavras-chave: Producdo de mudas; pessegueiro, in vitro, citocinina; vitrificagao.

ABSTRACT

The objective of the present work was to study the composition of different culture medium, BAP concentration and
explants types on in vitro multiplication of the rootstock ‘GxN-9’, like the influence of this factors in the vitrification. Basal
explants cultivated in QL and WPM medium had the better results regarding shooting percentage (80%). The shoot number per
explants was also higher with basal explants when cultivating in QL medium (3 shoot a explant). The medium QL and WPM
allowed better growth performance of formed shoots to both explants types. Nevertheless, basal explants cultivated in QL
medium had 55% of vitrification, whereas explants from WPM medium did not show this abnormality. The lower level of salt
concentration with 0.5 mg dm= BAP reduced vitrification, promoting an increase in shoot growth without affecting formation
rates.
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INTRODUGAO

A propagacgao vegetativa in vitro viabiliza a
clonagem de varias espécies, permitindo a formagao
de individuos idénticos a partir de pequenas partes
ou células isoladas de uma planta matriz (Souza et
al., 2006). Porém, a utilizagdo desta técnica para o
género Prunus, pode apresentar algumas
dificuldades na fase de multiplicagdo, como o
reduzido numero de brotagbes formadas por
explante e o baixo crescimento das mesmas.

Além disso, alguns gendétipos podem
apresentar disturbios fisiolégicos ou morfoldgicos,
conhecidos como vitrificagao ou hiperhidricidade. Os
explantes vitrificados caracterizam-se por
apresentarem folhas translucidas, turgidas e com
aspecto encharcado, apresentando brotagées mal
formadas e alongadas, de modo que se cultivados
em meio de enraizamento apresentam baixo
percentual. Adicionalmente, plantas vitrificadas nao
sobrevivem ao transplante para o solo porque, dentre
outros fatores, possuem menor teor de massa seca
que as normais e sao menos lignificadas. Sendo
assim, este fendbmeno pode causar perdas
significativas no processo de propagacao in vitro,
inviabilizando um programa comercial de produgéo
de mudas (Hazarika, 2006).

Dentre os fatores que contribuem para a
vitrificacdo dos explantes cultivados in vitro pode-se
destacar as altas concentragbes de citocinina no
meio de cultura, baixa concentragdo do agente
solidificante, excesso de fatores nutricionais e baixa
densidade de fluxo luminoso. Entretanto, varios
autores indicam que esta anomalia ocorre com maior
freqiéncia em meio liquidos ou com baixa
concentracdo de agar, com altas concentragdes de
ions de aménia e elevadas concentragbes de
citocinina (Debergh, 1983; Pasqual et al., 1991).

Diante deste contexto, este trabalho
objetivou avaliar diferentes meios de cultura,
concentracdo de BAP e tipo de explante para o
melhor desenvolvimento das brotagdes, como
também avaliar a ocorréncia de vitrificagdo durante
a micropropagacao do porta-enxerto ‘GxN-9’ (Prunus
persica x Prunus dulcis).

MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no
Laboratério de Cultura de Tecidos da Embrapa Clima
Temperado, sendo o mesmo composto por dois
experimentos.

Experimento 1

Explantes apicais com aproximadamente
0,5 cm (sem excisdo do apice) do porta-enxerto
‘GxN-9’, isolados de plantas pré-estabelecidas in
vitro, provenientes do terceiro subcultivo em meio
de cultura MS com 0,5 mg dm= de BAP foram
utilizados como explantes iniciais. Esses foram
inoculados em meio MS e MS% (com reducgéo de
25% da sua concentragao plena), suplementados
com 100 mg dm de mio-inositol, 30 g de sacarose,
7 g de agar Vetec®, 0,01 mg dm de AIB, combinados
com diferentes concentragdes de BAP (0,0; 0,25; 0,5;
0,75 e 1,0 mg dm?3), e pH ajustado para 5,9. Apos a

inoculagao, os frascos contendo os explantes foram
transferidos para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 h, densidade de fluxo luminoso
de 25 umol m?s™ e temperatura de 25 + 2 °C, onde
permaneceram durante 30 dias de cultivo.

Experimento 2

Devido a ocorréncia de vitrificagdo durante
0 primeiro experimento e no subcultivo seguinte,
conduziu-se o segundo ensaio com objetivo de
controlar esta anomalia. Para tal, avaliou-se a
multiplicag&o in vitro do porta-enxerto ‘GxN-9’ a partir
da composicao de diferentes meios (MS, MS?2N, QL
e WPM), suplementados com as vitaminas do meio
MS. Sendo combinados a estes, dois tipos de
explante (apical) explante sem excisdo do apice, e
(basal) explante com excisdo do apice. Cada meio
basico foi constituido com 100 mg dm= de mio-
inositol, 30 g de sacarose, 7 g de agar Vetec®, 0,01
mg dm= de AIB e 0,5 mg dm= de BAP, com pH
ajustado para 5,9 antes da adigdo do agar. Apds a
esterilizacdo dos meios, explantes basais e apicais
foram inoculados sob condigdes assépticas, nos
diferentes meios de cultura. Sendo esses
provenientes do sexto cultivo em meio MS sem
regulador de crescimento. Apds a inoculagao, o
material vegetal foi mantido em sala de crescimento
nas mesmas condigdes do experimento anterior.

Delineamento experimental, variaveis analisadas
e analise estatistica

Ambos os experimentos foram conduzidos
seguindo-se o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, sendo a
unidade experimental um frasco contendo cinco
explantes. As avaliagdes foram realizadas ao final
de 30 dias da instalagdo dos experimentos, sendo
mensuradas a porcentagem de brotacdo de
explantes, numero de brotagdes por explante,
porcentagem de crescimento das brotagdes,
comprimento das brotagdes formadas, com adi¢édo
da variavel porcentagem de vitrificacdo no segundo
experimento. Os dados experimentais foram
avaliados em esquema fatorial, composto pelos
fatores, meio de cultura com dois niveis (MS e MS%)
e concentragdo de BAP com cinco niveis (0,0; 0,25;
0,5; 0,75 e 1,0 mg dm?) para o primeiro experimento
e os fatores meio de cultura (MS, MS¥:2N, QL e WPM)
e tipo de explante (apical e basal) no segundo
experimento. Os dados obtidos foram submetidos
a analise de variancia, a 5% de significancia, sendo
aplicado teste de Duncan para a comparagao de
médias para os fatores meio de cultura e tipo de
explante, e regressdo polinomial para o fator
concentragdo de BAP (Zonta & Machado, 1984).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Experimento 1

A analise de varidncia dos dados
apresentou interagdo significativa para as variaveis
porcentagem de brotagcées e numero de brotagdes
por explante, sendo o meio MS superior ao MS% em
todas as concentragbes testadas, a excegao da
concentracdo de 0,25 mg dm=® de BAP para
porcentagem de brotagéo (Figura 1A e 1B).
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FIGURA 1 - Porcentagem média de brotagdes por explante (A), niumero médio de brotacdes por explante (B),
porcentagem média crescimento das brotagdes (C) e comprimento médio das brotagdes (D),
obtidas com o porta-enxerto ‘GxN-9’, em meio MS e MS%, com diferentes concentragées de BAP.
Regresséo polinomial ao nivel de 5% de significancia.
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A regressédo entre as concentragcbes de BAP
demonstrou comportamento quadratico para ambas
as variaveis nos meios testados (Figura 1A e 1B).
Pela estimativa da equacgéo de regresséo, observou-
se maior resposta na adi¢cdo de 0,8 mg dm= de BAP
para porcentagem de explantes brotados em meio
MS (82%), e de 0,91 mg dm= de BAP no meio MS¥%
(53%) (Figura 1A). Com relagdo ao numero de
brotagdes, verificou-se um incremento na
multiplicagé@o dos explantes até 0,77 mg dm- de BAP
(4,3 brotagbes por explante) quando os explantes
foram cultivados em meio MS, enquanto que no meio
MS?% a adigédo de 1,0 mg dm=de BAP, resultou em
melhor resposta, obtendo 3,81 brotagbes por
explante (Figura 1B).

Embora a resposta quadratica para
porcentagem de explantes brotados e numero de
brotagcdes, em ambos os meios, inferiu pontos de
maxima de 0,77 a 1,0 mg dm* de BAP, observa-se
que 0,5 mg dm= de BAP apresenta valores similares
aos verificados aos pontos de maxima. Observagao
similar foi constatada por Sczepanski (2001) e
Ponchia & Gardiman (1993) que indicaram a
concentragdo de 0,5 mg dm= de BAP para a
multiplicagéo in vitro do porta-enxerto ‘Mirabolano’ e
de P. laurocerasus L., respectivamente.

Couto et al. (2004), estudando as variagdes
na concentragdo de sais, constataram maior
multiplicagéo de ‘Barrier’ e ‘Cadaman’ com 50% de
redugdo dos sais do meio MS, independente da
concentracdo de BAP. Da mesma forma, o porta-
enxerto GxN-22 apresentou respostas superiores,
quando explantes foram cultivados em meio MS %,
comparativamente ao meio na sua concentragéo
plena (Silveira et al., 2001).

Embora no presente trabalho, o meio MS
foi o que proporcionou os melhores resultados para
a porcentagem de brotacbes e numero de brotagbes
por explante, os explantes apresentaram com maior
freqiéncia sintomas iniciais de vitrificagdo, em
comparagao ao MS reduzido. A ocorréncia dessa
anormalidade, provavelmente, esta associada a
maior concentragcdo salina no meio MS. Pois,
segundo Debergh (1983), um dos fatores que
desencadeia a vitrificagdo é a concentracao de sais
presente no meio de cultura. No que concerne ao
crescimento das brotagbes formadas, também
houve interacdo significativa entre os fatores meio
de cultura e concentragéo de BAP.

Na comparagao entre a concentragao de
sais, ndo se verificou efeito significativo sobre o
crescimento das brotagdes para ambos os meios
com adicéo de 0,25 mg dm de BAP e a testemunha
(Figura 1C e 1D). O meio MS foi superior ao MS%
em ambas as variaveis, a excegédo da concentracdo
de 1,0 ou 0,5 mg dm para as variaveis porcentagem
de crescimento das brotagbes e comprimento das
brotacdes, respectivamente (Figura 1C e 1D).

Quanto as concentragbes de BAP, a sua
adicdo ao meio de cultura influenciou o crescimento
das brotacbes, sendo que sua porcentagem no
meio MS respondeu positivamente com incremento
da citocinina até 0,96 mg dm=, com uma média de
37,2% (Figura 1C). Porém, nos tratamentos com

MS% observou-se comportamento linear (Figura
1C). Para a variavel comprimento das brotagdes, o
aumento da concentragao de BAP no meio MS% foi
positivo até 0,74 mg dm= e a partir desta
concentragédo ocorreu inibicdo de crescimento das
brotacdes (Figura 1D). Entretanto, verificou-se uma
tendéncia linear quando explantes foram cultivados
em meio MS (Figura 1D).

Comparando-se a tendéncia quadratica e
os valores numéricos para o meio MS na variavel
porcentagem de crescimento das brotagdes,
verificou-se que a concentragado de 0,5 mg dm™ de
BAP apresentou valor similar ao ponto de maxima
(0,96 mg dm3). Para o comprimento das brotagdes,
a concentragdo de 0,5 mg dm? de BAP também
apresentou valores similares ao ponto de maxima
(0,74 mg dm). Este resultado esta condizente com
Channuntapipat et al. (2003) que verificaram
acréscimo no crescimento das brotagbes até a
concentragdo 0,67 mg dm=de BAP, e a partir desta
ocorreu inibicdo no crescimento das brotagdes de
amendoeira (Prunus dulcis) cv. Nonpareil. Segundo
Grattapaglia & Machado (1998), concentragdes
crescentes de citocinina podem reduzir ou inibir o
crescimento das brotagdes. Isso ocorre, pois, esse
regulador de crescimento é eficaz na indugéo de
brotagdes, porém quando em excesso € toxico,
caracterizando-se principalmente pela falta de
alongamento das culturas, engrossamento do caule
e vitrificagcdo generalizada.

Apesar da obtengdo de bons resultados na
formacao de brotagbes para o porta-enxerto ‘GxN-
9’, o crescimento observado destas é pouco
expressivo e ndo adequado para a fase de
enraizamento. Todavia, este fato parece ser uma
caracteristica comum para muitas espécies e
cultivares do género Prunus, obtendo, na maioria
dos trabalhos, altura inferior a 1,0 cm (Matias, 1995;
Sczepanski, 2001; Channuntapipat, et al., 2003;
Couto et al., 2004; Silva, 2004; Rocha, 2006). No
entanto, Leontiev-Orlov et al. (2000) conseguiram
brotagdes de até 6,8 cm para cultivares de
ameixeira. Este resultado reforga os relatos
encontrados na literatura, ou seja, que cultivares de
pessegueiro apresentam maior dificuldade para o
cultivo in vitro, quando comparadas com as
ameixeiras.

Além da influéncia do genétipo, o tipo de
explante inicial utilizado para a formacgao das
brotagbes, também, pode estar relacionado com o
baixo crescimento obtido no atual trabalho. Visto que,
nos explantes apicais pode estar ocorrendo uma
dominéancia da gema apical em relagc&o as axilares,
0 que contribuiu para um baixo porcentual de
crescimento. Silveira et al. (2001), estudando o
comportamento de varios porta-enxertos de Prunus,
a partir de segmentos nodais, obtiveram brotagbes
de ‘GxN-22’ com 1,5 cm de altura. Por outro lado,
Matias (1995), usando explantes sem a excis&o do
apice, obteve brotagdes com 0,52 e 0,37 cm de altura
para as cultivares Flordaprince e Diamante,
respectivamente, resultado este, similar ao
encontrado no presente trabalho.
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Além do baixo crescimento das brotagdes
obtidas no presente trabalho e devido a ocorréncia
de alguns explantes vitrificados, principalmente no
meio MS, torna-se necessario estudar o efeito de
outros fatores envolvidos na multiplicagdo do porta-
enxerto ‘GxN-9’, pois, anomalias, como vitrificagdo
e baixo tamanho de brotagdes s&o caracteristicas
indesejaveis e determinantes na qualidade do
material destinado a fase de enraizamento. Portanto,
conduziu-se o segundo experimento com o proposito
de avaliar o efeito de meios com diferentes
concentragdes salinas combinadas com dois tipos
de explante.

Experimento 2

Verificou-se interagéo significativa dos
fatores para as variaveis porcentagem de brotagéo,
de vitrificagcdo e de crescimento das brotacgdes
formadas, bem como para o comprimento médio
destas. No entanto, o numero de brotagdes por
explante foi influenciado dentro de cada fator isolado.

Com relagdo ao numero de brotagdes, os
explantes basais originaram maior resposta
quando comparado com o explante apical, com 3,03
e 2,67 brotagdes, respectivamente (Tabela 1).
Resultados similares foram encontrados em
macieira cv. Marubakaido, onde explantes basais
formaram maior numero de brotacdes em
comparagao aos explantes apicais (Pereira & Fortes,
2001). Diferentemente, para macieira cv. MM-111 e
pereira cv. Carrik, ndo se observou efeito significativo
entre explantes com e sem excisdo do apice (Leite,
1995; Pereira & Fortes, 2001). Essas observagbes
estdo de acordo com Santos-Serejo et al. (2006) o
qual descreve que, além da adigao de citocinina no
meio de cultura basico para estimular maior
proliferagao, tratamentos aplicados ao explante,
como a excisdo do apice, podem contribuir
significativamente para a multiplicagdo. Porém, de
acordo com os resultados obtidos neste trabalho e
em comparagdo com os demais estudos citados o
efeito do tipo de explante é dependente do gendtipo.

TABELA 1 - Numero médio de brotagdes por explante obtidos com o porta-enxerto ‘GxN-9’ a partir de diferentes

tipos de explante.

Tipo de explante

Numero de brotagbes por explante

Basal 3,03A
Apical 2,67 B
C.V.(%) 20,21

" Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, ndo diferem significativamente entre si, ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Duncan.

Entre as concentragdes de sais, verificou-
se maior indice para esta variavel nos meios QL e
MS, com 3,37 brotagdes por explante, sendo estes
superiores em 18,1% em relagdo ao WPM e 42,43%
ao MS':N (Tabela 2). De forma semelhante, Rocha
(2006) nao constatou efeito significativo entre os
meios QL e MS para os porta-enxertos de Prunus
Mr. S. 2/5 e Sirio. Por outro lado, em pesquisas
conduzidas com videira na comparagdo de

diferentes meios basicos, os autores verificaram
que o meio QL foi superior para numero de brotagbes
e altura destas em relagéo ao MS e WPM (Machado
et al., 2007). Em contrapartida, o meio de cultura MS
promoveu maior indugdo de brotagbes (2,5
brotagdes por explante) quando comparado com os
macro e micronutrientes do meio QL, que induziu
1,4 brotagdes por explante, para o porta-enxerto de
macieira ‘selegdo 69’ (Santa-Catarina et al., 2001).

TABELA 2 - Numero médio de brotagdes por explante obtidos com o porta-enxerto ‘GxN-9’ a partir de diferentes

meios de cultura.

Meio de cultura

Numero de brotagdes por explante

QL 3,37 A
MS 337A
WPM 2,76 B
MS1/2N 194 C
C.V.(%) 20,21

"Médias seguidas de mesma letra mailscula, na coluna, nao diferem significativamente entre si, ao nivel de 5% de

probabilidade, pelo teste de Duncan.

Com relagédo a porcentagem de brotagéao,
os resultados foram semelhantes aos obtidos para
o numero de brotagdes por explante. Na comparagéao
entre os tipos de explante, observou-se maior
resposta para os explantes basais em todos os
meios, com excegdo do meio QL, onde explantes
apicais foram superiores aos basais, mas apenas

em 10% (Tabela 3). Quando comparamos os
diferentes meios, a adicdo de macro e
micronutrientes do meio QL resultaram em maior
porcentagem de brotacdo em relacdo aos demais,
sendo, porém néo diferente do meio WPM, quando
utilizado o explante de origem basal (Tabela 3).
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TABELA 3 - Porcentagem de brotacéo, de vitrificacdo, de crescimento e comprimento das brotagdes obtidos
com o porta-enxerto ‘GxN-9’ em diferentes meios de cultura, com explantes apical e basal.

Tipo de explante

Brotacgéo (%)

MS MS. QL WPM
Apical 40Bc' 40Bc 90Aa 50Bb
Basal 70ADb 65AcC 80Ba 80Aa
C.V.(%) 8,87
Vitrificacao (%)
Apical 65Ba 65Aa 0 Bb 0Ab
Basal 70Aa 40Bc 55Ab 0Ad
C.V.(%) 20,00
Crescimento das brotacdes (%)
Apical 45Ac 36 Ad 78 Bb 89Aa
Basal 0Bc 0 Bc 100Aa 48Bb
C.V.(%) 33,31
Comprimento das brotagdes (cm)
Apical 025Ac 025Ac 0,76Bb 0,80 Aa
Basal 0,00Bc 0,00Bc 1,10Aa 0,70Bb
C.V.(%) 26,34

T Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna, nao diferem significativamente entre si, para o fator explante,
dentro do fator meio e mindscula na linha, ndo diferem entre si, para o fator meio dentro do fator tipo de explante, ao nivel

de 5% de probabilidade, pelo teste de Duncan.

Quanto ao crescimento das brotagdes
formadas, constatou-se que composi¢gdes mais
diluidas em macronutrientes (QL e WPM) tiveram
melhor desempenho, tanto para porcentagem de
crescimento, como para comprimento médio das
brotagdes, para ambos os tipos de explante (Tabela
3). Entretanto, as respostas apresentaram-se
melhor quando os explantes foram provenientes do
meio QL, obtendo um crescimento de 100% das
brotagdes, com uma média de 1,10 cm, utilizando
explantes basais (Tabela 3). Diferentemente,
Chevreau & Leblay (1993) obtiveram maior altura
das brotagdes de pereira, cv. Crassane, com os
explantes apicais.

Em uma anaélise conjunta dos dados
obtidos para as variaveis relatadas acima, verificou-
se que o meio QL apresentou os melhores
resultados com explantes basais. No entanto,
confrontando-se este tratamento com a
porcentagem de vitrificagdo, constatou-se que 55%
dos explantes inoculados estavam vitrificados, ao
passo que na utilizagdo de explantes apicais nao
se observou esta anormalidade (Tabela 3). Este fato,
possivelmente, esteja atribuido a superagédo da
dominéncia apical realizada nos explantes basais.
Assim, estes necessitariam de uma menor
concentragdo de BAP para a indugéo de brotagoes,
sendo a concentragdo utilizada toéxica, levando
consequentemente a vitrificagcdo das mesmas.
Santos-Serejo et al. (2006) relatam que a ocorréncia
de vitrificacdo esta associada a diversos fatores,
entre eles a presenga de BAP no meio de cultura.

De forma analoga, no meio MS, a vitrificagdo
foi mais acentuada nos explantes basais (Tabela
3). Diferentemente, a porcentagem de explantes
vitrificados no meio MS com a redugédo das fontes
de nitrogénio (MS':N), foi superior com explantes
apicais, em 15%, em relacdo aos basais (Tabela 3).

Isto, provavelmente, ocorreu devido a um efeito
residual no explante do subcultivo anterior. Contudo,
de forma geral, as maiores anormalidades
ocorreram no meio MS com sua concentragéo plena,
seguido do MS'%N e QL. Este resultado,
provavelmente, esta associado a maior
concentragdo de nitrogénio na forma amoniacal no
meio MS, seguida do MS":N e do QL. Grattapaglia &
Machado (1998) relataram que a redugédo da
concentragdo da fonte de nitrogénio, principalmente
na forma amoniacal, tem sido utilizada para
combater a vitrificagdo. Entretanto, mesmo com a
redugédo de 50% das fontes de nitrogénio no meio
MS¥:N, essa anormalidade continuou bastante
expressiva, representando 65% e 40% de
vitrificacdo. De forma semelhante, o meio QL, que
contém metade da concentracdo de nitrogénio
(NH,NO,) em comparagéo ao MS'2N, ainda se
constatou alta porcentagem de vitrificagdo, porém,
apenas nos explantes basais, onde metade destes
vitrificaram. Portanto, apenas no WPM, nao foi
observada esta anomalia (Tabela 3). Este resultado
evidencia mais uma vez que a ocorréncia de
vitrificacdo esta relacionada com a concentragéo de
nitrogénio, o qual esta presente na composicédo no
meio WPM, em uma concentragao total mais baixa
que nos demais meios estudados.

CONCLUSAO

Nas condigdes experimentais adotadas,
pode-se concluir que explantes basais cultivados
em meio de cultura com maior redugdo de sais e
concentragdo de BAP até 0,5 mg dm3, favorecem a
multiplicagao in vitro do porta-enxerto ‘GxN-9’, porém,
explantes basais também contribuem para a
ocorréncia de vitrificagao.
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