DIFERENTES MEIOS DE CULTIVO NO ENRAIZAMENTO in vitro DE PORTA-
ENXERTOS DE Prunus sp.

DIFERENTS CULTIVATION MEDIA ON in vitro ROOTING OF Prunus sp. ROOTSTOCKS

TIBOLA, Casiane S.": RADMANN, Elizete B.?; RODRIGUES, 5Alexandre C.%: FORTES, Gérson R. de L.* Fachinello,
José C.

RESUMO

A cultura do pessegueiro vem se destacando na fruticultura
brasileira, e a utilizagdo de mudas com caracteristicas desejaveis de
copa, sdo importantes para o sucesso do pomar. A micropropagagao,
constitui-se em técnica alternativa para produgdo de mudas com
qualidade. Neste contexto, objetivou-se testar combinagbes de meios
de cultura (agar 5,5 g L, vermiculita 10 miffrasco e &gar 55 g L™ +
vermiculita 10 ml/ffrasco), no enraizamento in vitro de porta-enxertos
de Prunus sp. (Mr.S 2/5 e Marianna comum). Como explantes,
utilizou-se brotagbes terminais, com aproximadamente 1,0 cm de
comprimento, com 6-8 folhas, oriundas da multiplicagdo in vitro.
Como meio basico, foi utilizado o meio MS com % dos sais, vitaminas,
30¢g L de sacarose e 100 mg L de mio-inositol, acrescido de 10 mg
L' de acido ascérbico e 1,5 mg L™ de &cido indolbutirico (AIB), com pH
ajustado para 5,8. Apés a inoculagdo dos explantes, os frascos foram
transferidos para cédmara de crescimento, com fotoperiodo de 16
horas, densidade de fluxo luminoso de 31,41 w m?e temperatura de
25 + 3°C, por um periodo de 30 dias. Posteriormente, as plantas foram
aclimatizadas em casa de vegetacdo, em bandejas com substrato
comercial ‘plantmax’. As avaliagbes compreenderam: percentagem de
enraizamento, numero de raizes, comprimento de raiz, aspecto geral
das raizes e percentagem de sobrevivéncia na aclimatizagdo. O meio
agar + vermiculita proporcionou maior percentagem de enraizamento
(99,78%). Os tratamentos vermiculita e &gar + vermiculita
apresentaram maior numero de raizes (4,94 e 3,33), respectivamente.
Ambos os porta-enxertos emitiram raizes mais longas nos tratamentos
com &agar: 2,46cm e 1,32cm, respectivamente. Plantas enraizadas em
meios com &agar + vermiculita e vermiculita apresentaram maiores
taxas de aclimatizag@o.
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INTRODUCAO

No Sul do Brasil plantam-se anualmente em torno de
500 mil mudas de pessegueiro. A obtengao dos porta-enxertos
€ realizada por sementes, e as mudas obtidas ndo atendem a
demanda tanto em quantidade quanto em qualidade. Portanto,
necessita-se ndo s6 de um grande volume, mas de porta-
enxertos compativeis com as cultivares copa e adaptados a
diversas condi¢gdes como cultivos adensados, ocorréncia de
pragas e doengas de solo, solos encharcados e outras
caracteristicas (SILVEIRA, 2000).

A oferta de porta-enxertos de origem clonal, tais como o
Mr.S 2/5, proporciona a possibilidade de contengédo do vigor
da planta, podendo ser utilizado em cultivos adensados. Além
desses aspectos, este porta-enxerto tem demonstrado boa
resisténcia a asfixia radicular (LORETI & MASSAI, 1998).

A propagacao vegetativa constitui-se em importante
método para a multiplicagéo de plantas lenhosas (ASSIS &
TEIXEIRA, 1998), tendo em vista que, por meio da
propagagdo sexuada, ocorre segregacado genética gerando
desuniformidade entre as plantas. Neste sentido, a
micropropagagéo constitui-se em técnica alternativa, pois
possibilita o desenvolvimento de plantas sob condigbes
assépticas e controladas, visando maior rapidez de
proliferagdo e da capacidade de enraizamento, assim como
maiores indices de sobrevivéncia na fase de aclimatizagio.
Através desta técnica é possivel obter mudas sadias quando
associada ao cultivo de meristemas, independente da época
do ano e diminuir a possibilidade de disseminagdo de
patégenos (HARTMANN, et al. 1997). Além disso, garante a
manutengado de caracteristicas desejaveis como resisténcias a
pragas e doengas e tolerancia as condigdes de solo e clima,
sendo, portanto, de grande importancia para a viabilizagdo
econdmica no processo de produgdo de mudas de frutiferas.

Em explantes de Prunus ssp., as maiores limitagdes ao
uso da micropropagagdo tém sido o baixo enraizamento das
partes regeneradas in vitro. Diferentemente das plantas
herbaceas, na maioria das espécies lenhosas, o processo de
rizogénese ndo foi ainda elucidado (ASSIS & TEIXEIRA,
1998).

OQutro fator limitante a aplicagdo comercial da
micropropagacao é a baixa taxa de sobrevivéncia das mudas
apos o transplante, na fase de aclimatagdo, devido as
caracteristicas proprias das raizes formadas nos meios
solidificados com agar (LEITE, 1995), ndo possuirem pélos
radiculares devidamente desenvolvidos, pela falta de oxigénio.

O uso de substratos inertes como a vermiculita, a perlita
ou espumas de poliuretano, embebidos com meio nutritivo,
podem ser alternativas eficientes e mais baratas do que o
agar. No meio de cultivo in vitro, tem sido indicado o uso da
vermiculita pela propriedade de melhorar a aeragdo do
substrato e favorecer o desenvolvimento das raizes
adventicias (LEITE, 1995). As raizes desenvolvidas em
vermiculita possuem estrutura semelhante as raizes de
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plantas obtidas através de sementes, como pélos absorventes,
cortex mais compacto e espacos intercelulares menores
(SIMOES, 1988).

Com base nestas informagdes, realizou-se o presente
trabalho com o objetivo de estudar o efeito da substituicdo do
agar pela vermiculita, bem como a interagdo dos mesmos, no
meio de enraizamento in vitro dos porta-enxertos Marianna
comum e Mr.S 2/5.

MATERIAL E METODOS

No trabalho, conduzido no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Embrapa Clima Temperado, Pelotas, RS, Brasil,
foram utilizados explantes de brotagdes terminais, com
aproximadamente 1,0cm de comprimento, com 6-8 folhas,
oriundos da multiplicagdo in vitro, de duas ameixeiras
utilizadas como porta-enxertos de Prunus sp.; a) ‘Mr.S 2/5’,
clone obtido de polinizagdo aberta do porta-enxerto
Mirabolano (Prunus cerasifera Ehrh), b) ‘Marianna comum’

hibrido obtido pelo cruzamento de Prunus cerasifera com
Prunus munsoniana.

Como meio basico, foi utilizado o MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962) (Tabela 1) com % dos sais, vitaminas, 30 g L
de sacarose e 100 mg L™ de mlo -inositol, acrescido de 10 mg
L de acido ascorbico e 1,5 mg L™ de acido indolbutirico (AIB),
com pH ajustado para 5,8. Junto a este meio de cultura, foram
adicionados os tratamentos a) 40 ml de meio de cultura por
frasco e 5,5 g L de agar; b) 30 ml de meio de cultura e 10 ml
de vermiculita; e c) 30 ml de meio de cultura, 5,5 g L" de agar
+ 10 ml de vermiculita. A vermiculita utilizada foi a n° 2, de
granulometria média. Distribuiram-se 30 ml de meio de cultura
em cada frasco com capacidade para 250 ml, vedados com
papel aluminio, sendo esterilizados, em autoclave a pressao
de 1,5atm, na temperatura de 121°C por 20 minutos.
Posteriormente, sob condicdes assépticas, ou seja, em
camara de fluxo laminar os explantes dos porta-enxertos
foram inoculados nos diferentes tratamentos de enraizamento
in vitro.

Tabela 1 - Composi¢cdo do meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)

Solugao Nutrientes Concentragéo solugéo Concentragéo final Concentragdo no meio de
estoque estoque cultura
A NH4 NO; 82,59 L 1,650g L™ 20mi L™
B KNO; 95,0g L 1,900g L™ 20mi L™
C MgSQ4.7H.0 74,09 L 0,370g L 5,0ml L
MnS0O4.H20 3,38¢g L 0,0017g L
ZnS04.7H0 1,729 L 0,0086g L™
CuS0,.5H0 5,009 L 0,025mg L
D CaCly. 2 H,0 88,0g L 440,0mg L™ 5,0ml L
E H3BO3 1,249 L 6,200mg L 5,0ml L
KH2PO,4 34,09 L 170,0mg L
Ki 0,169 L 0,830mg L
Na;Mo04.2H,0 0,05g L™ 0,250mg L
CaCl,.6H20 0,005g L 0,025mg L’
F Na;EDTA 7,450g L 37,25mg L 5,0ml L
FeS04.7H,0 5,570g L1 27,85 mg L1
G Tiamina 0,050g L 0,500mg L 5,0ml L
Piridoxina 0,050g L 0,500mg L
Acido nicotinico 0,050g L 0,500mg L
Glicina 0,200g L 2,000mg L

Ap6s a inoculagdo dos explantes, os frascos foram
transferidos para camara de crescimento, com fotoperlodo de
16 horas, densidade de fluxo luminoso de 31,43 w m? e
temperatura de 25+3°C por um periodo de 30 dias.

O delineamento experimental adotado foi o de blocos
ao acaso, em esquema fatorial (2x3), com cinco repeticoes,
sendo cada repeticdo composta por cinco explantes. Os
fatores testados foram: as cultivares: ‘Mr.S 2/5 e ‘Marianna
comum’ e os meios de cultivo: agar, vermiculita e agar +
vermiculita, perfazendo um total de seis tratamentos.

Foram analisados os seguintes parametros:
percentagem de brotagdes enraizadas; numero de raizes por
explante, comprimento de raiz e aspecto geral das raizes
(presenca de raizes secundarias e pélos radiculares).

Apés o enraizamento in vitro, as plantas foram
transplantadas para casa de vegetacdo, onde foram
aclimatizadas em bandejas de isopor, contendo substrato
comercial ‘plantmax’. Antes da transferéncia das plantas,
retirou-se o meio de cultura aderido as raizes, lavando-as sob

agua corrente. Com 30 a 40 dias de aclimatizagéo, avaliou-se
a percentagem de sobrevivéncia das plantas.

A analise estatistica foi realizada utilizando-se o
Sistema de Anadlise Estatistica para Microcomputadores -
SANEST (ZONTA & MACHADO, 1984). A variavel
percentagem de enraizamento e de sobrevivéncia, foi
transformada segundo arco seno V x/100 e o numero de raizes
por explante segundo V(x + 0,5). Os resultados foram
submetidos a andlise de varidncia, sendo utilizados a
comparagao de médias pelo Teste de Duncan ao nivel de 5%
de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com a andlise estatistica, quanto a
percentagem de enraizamento das brotagdes, apenas houve
diferenca significativa para o fator meio de cultivo. No meio de
cultivo composto por vermiculita + agar, ocorreu maior
percentagem de explantes enraizados (99,78%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Percentagem média de enraizamento de brotagbes
e numero médio de raizes por brotagdo de porta-
enxertos de Prunus sp., em diferentes meios de
cultivo in vitro. Embrapa - Pelotas, 2002.

NUmero médio de

Meio de cultivo .
raizes por explante

Enraizamento (%)

Agar + Vermiculita 99,78 a' 3,33 b
\/ermiculita 92,26 b 4,94 a
Agar 60,42 c 2,56 c

obtidos nesta fase, observa-se que as maiores taxas de
sobrevivéncia, ocorreram com as plantas oriundas dos meios
compostos por agar + vermiculita, para o porta-enxerto ‘Mr.S
2/5° e dos meios agar + vermiculita e vermiculita para
‘Marianna comum’ (Tabela 5).

Tabela 5 - Percentagem de sobrevivéncia de plantas de dois
porta-enxertos de Prunus sp., apés 30-40 dias de
aclimatizacdo em substrato comercial ‘Plantmax’.
Embrapa - Pelotas, 2002.

"Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Duncan, ao nivel de significancia de 5%.

Quanto ao numero de raizes por explante, houve
diferenca significativa para o fator meio e para o fator cultivar,
mas nao houve significancia da interagéo entre os dois fatores.
No meio contendo apenas vermiculita verificou-se maior
niamero de raizes por explante (4,94), diferindo
estatisticamente dos demais (Tabela 2). Dentre as cultivares
testadas, a ‘Marianna comum’ apresentou melhor resposta,
com 4,05 raizes/explante comparativamente a cultivar ‘Mr.S
2/5’ (2,70 raizes/explante) (Tabela 3).

Tabela 3 - Numero médio de raizes por brotacdo enraizada de
dois porta-enxertos de Prunus sp. mantidos em
diferentes meios de cultivo in vitro. Embrapa -
Pelotas, 2002.

Enraizamento dos porta-enxertos (%)

Meio de cultivo

‘Mr.S 2/5’ ‘Marianna comum’
Agar 07,69 00,00
Agar + Vermiculita 57,14 100,00
Vermiculita 09,09 75,00

Porta-enxerto NuUmero de raizes

‘Marianna comum’ 4,05a"
‘Mr.S 2/5° 2,70 b

"Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo
Teste de Duncan, ao nivel de significancia de 5%.

Para o comprimento de raiz, houve interagdo entre os
fatores, meio de cultivo e cultivar. Na comparagédo entre os
meios de cultivo, o porta-enxerto ‘Mr.S 2/5’ respondeu melhor
guando os explantes foram cultivados em meio composto por
agar, alcangando em média 2,46 cm. No entanto, para o porta-
enxerto ‘Marianna comum’, a composi¢cdo do meio ndo afetou
o comprimento das raizes. Comparando-se os porta-enxertos,
no cultivo in vitro com agar, explantes de ‘Mr.S 2/5
apresentaram maior comprimento do sistema radicular.
Entretanto, para os demais meios de cultivo (agar + vermiculita
e vermiculita), ndo houve diferenga significativa entre os porta-
enxertos (Tabela 4).

Tabela 4 - Comprimento de raizes por broto enraizado de dois
porta-enxertos de Prunus sp. mantidos em
diferentes meios de cultivo in vitro. Embrapa -
Pelotas, 2002.

Porta-enxerto

Meio de cultivo

‘Mr.S 2/5’ ‘Marianna comum’
Agar 246a' A’ 1,32a B
Agar + Vermiculita 1,50 bA 1,06 a A
Vermiculita 1,07 bA 1,52 a A

"Médias seguidas por letras mintsculas distintas na vertical, e
maisculas distindas na horizontal, diferem entre si para pelo
Teste de Duncan, ao nivel de significancia de 5%.

Para a percentagem de sobrevivéncia de plantas na
fase de aclimatizagcdo, dos porta-enxertos ‘Mr.S 2/5 e
‘Marianna comum’, ndo foi realizada analise estatistica em
funcdo dos dados obtidos (muita variagdo entre os
tratamentos), sendo esta varidvel mensurada através da coleta
das médias dos tratamentos. De acordo com os resultados

Pelo bom desempenho das brotagbes nos diferentes
meios de enraizamento, quanto a percentagem de brotos
enraizados, niUmero de raizes por explante e comprimento de
raizes, considera-se que €& possivel substituir o agar pela
vermiculita, com ganhos importantes na qualidade das raizes.
A concentragdo de agar, pode influenciar no cultivo in vitro,
pois de acordo com LANE (1979), brotagcdes de Prunus
cistena Ehrh ndo enraizaram bem quando o &gar estava
presente no meio de cultura. HAMMENCHLAG (1982),
também  observou comportamento  semelhante em
pessegueiros, verificando maior taxa de multiplicagdo na
auséncia de agar. Em contrapartida, ZECCA (1995), testando
trés tipos de suportes fisicos (agar, vermiculita e liquido
utilizando ponte de papel), ndo observou diferencas
significativas no percentual de enraizamento nas cultivares de
marmeleiro Champion, BA-29 e macieira. Ja na cv. Smyrna,
de marmeleiro, o meio com agar foi significativamente
superior. Estes dados mostram uma influéncia do agar nos
meios de cultivo, podendo ser téxico para algumas espécies,
principalmente quando apresenta baixo grau de pureza
(CALDAS et al. 1990).

Outro aspecto relevante, segundo DAMIANO &
PALOMBI (2000), é que o meio liquido permite a obtencao de
explantes mais uniformes, com a multiplicacdo mais rapida e
uma sincronia na divisdo celular, porque a formagédo de
gradiente hormonal e nutricional é reduzida. Entretanto, o meio
liquido favorece a ocorréncia de vitrificagdo dos brotos,
requerendo portanto, a utilizagdo de um suporte sélido. Sendo
assim, substratos inertes como a vermiculita, a perlita ou
espumas de poliuretano utilizados para arranjos florais,
embebidos com meio liquido, podem ser alternativas mais
econbmicas comparativamente ao &gar (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). De acordo estdgo ZIMMERMAN &
BROOME (1979), utilizando a mistura de vermiculita, perlita e
areia no enraizamento de diversas variedades de macieira,
obtiveram também, resultados superiores ao agar.

As raizes crescidas em vermiculita emitiram pélos
absorventes em toda sua extensdo, mas o mesmo nao foi
verificado em meio com agar, nas quais o comprimento médio
foi maior. HOFFMANN et al. (2001), também constataram a
formacédo de raizes mais curtas e com maior densidade de
pélos radiculares em macieira, nos meios com vermiculita e
em ‘Plantmax’. A presenga de pélos radiculares, favoreceu o
percentual de sobrevivéncia de plantas na fase de
aclimatizagdo em casa de vegetacao.

Pela analise conjunta dos resultados, o porta-enxerto
‘Marianna comum’ é superior ao ‘Mr.S 2/5. Esta diferenca
pode estar relacionada a diversidade genética que existe entre
as espécies e até mesmo entre as cultivares (LORETTI &
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PIASANI, 1982). Sendo assim, a quantidade de auxina
colocada no meio de cultivo, foi adequada para o porta-
enxerto ‘Marianna comum’. Provavelmente, para o ‘Mr.S 2/5’,
necessita-se elevar a quantidade de auxina, para aumentar o
enraizamento, ou diminuir sua concentragcdo, pois esta
quantidade pode estar sendo téxica. Segundo SALISBURY
(1991), cada espécie requer um nivel de auxina enddégena, o
qual pode ser suficiente para estimular o enraizamento. Neste
caso, as partes aéreas em rapido crescimento sdo fontes de
intensa produgéo de auxina, o qual é translocado para a base,
estimulando a rizogénese. De acordo com RODRIGUES et al.
(2003), também em trabalho com as cultivares ‘Marianna
comum’ apresentou maior nimero de segmentos nodais na
fase de estabelecimento in vitro, mas, a maior taxa de
multiplicagdo foi obtida com o ‘Mr.S 2/5. Segundo
ANTONELLI & CHIAROTTI (1988), no enraizamento in vitro de
pessegueiro existe uma forte resposta do genétipo ao meio,
devido as diferentes exigéncias nos niveis hormonais.

A aclimatizagdo das plantas foi bem sucedida, quando
oriundas dos meios compostos por agar mais vermiculita e
vermiculita, obtendo altas taxas de sobrevivéncia,
principalmente com relagdo ao porta-enxeto ‘Marianna
comum’. Esta ocorréncia, provavelmente esta relacionada com
a boa qualidade da parte aérea e do sistema radicular,
formado durante o enraizamento in vitro. Pois, segundo
GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998) o sucesso desta etapa
depende da qualidade das plantas provenientes da fase
anterior. Um fator importante que contribuiu para a maior
percentagem de sobrevivéncia de plantas provenientes de
meios com vermiculita, foi o desenvolvimento de pélos
absorventes nas raizes. Em contrapartida, o mesmo néo
ocorreu com as plantas oriundas dos meios compostos com
agar, obtendo desta forma, baixas taxas de aclimatizacao.
Estes resultados estdo de acordo com LEITE (1995), o qual
cita que a baixa taxa de sobrevivéncia deve-se em parte, pela
pouca formagdo de pélos absorventes na raizes, de mudas
enraizadas em meios solidificados com agar, devido a falta de
oxigénio, comprometendo desta forma a fase de
aclimatizacao.

De modo geral, plantas de ‘Marianna comum’
apresentaram melhores respostas comparativamente ao ‘Mr.S
2/%, isto pode ser explicado pelo maior niumero de raizes
formadas durante o enraizamento in vitro, o qual foi superior
em aproximadamente 70%.

Algumas plantas oriundas do enraizamento in vitro
mesmo estando bem enraizadas, inclusive com raizes
ramificadas, ndo sobreviveram, quando transplantadas para
condicbes ex vitro. Provavelmente, isso deve-se ao longo
comprimento das raizes na ocasido do transplante. Este fato
explica em parte, a baixissima ou n&o sobrevivéncia de
plantas oriundas de meios com agar, as quais emitiram as
raizes mais longas. Raizes mais curtas ou na forma de
primoérdios radiculares aceleram o pegamento da planta, e
evita o enovelamento. Além disso, estas sdo mais desejaveis,
pois facilitam a lavagem e retirada do meio de cultura aderido,
bem como a introducdo da planta no substrato. Isso pode
explicar em parte o pegamento daquelas plantas que nao
tinham suas raizes visiveis durante o cultivo in vitro (ASSIS &
TEIXEIRA, 1998). Mesmo plantas com aspecto normal,
podem sofrer e/ou ndo sobreviver nesta fase, em fungdo do
estresse pelo qual as plantas sofrem, por causa da subita
mudanc¢a de umidade relativa, que ocorre na passagem das
condigdes in vitro para ex vitro. Outros fatores limitantes nesta
fase, ocorrem em fungdo das plantas nas condi¢cdes ex vitro
passarem para um estado autotréfico, necessitando fazer

fotossintese para sobreviver, precisam rapidamente
incrementar a absorcdo de sais e estdo sujeitas ao ataque de
microorganismos. Plantas que n&o sobreviveram, ja na
primeira semana, apresentaram sinais de debilidade, ou seja,
murchamento inicial, com posterior escurecimento da parte
aérea e morte da planta.

CONCLUSOES

Nas condicbes em que foi realizado este trabalho,
pode-se concluir que:

1 - A vermiculita substitui com vantagens o agar como
substrato, no enraizamento in vitro dos porta-enxertos de ‘Mr.S
2/5’ e ‘Marianna comum’;

2 - ‘Marianna comum’ tem maior facilidade de
enraizamento e de sobrevivéncia na aclimatizacao.

ABSTRACT

The peach crop plays an important role in the Brazilian fruit
growing, and the use of healthy plants are important for the orchard
sucess. The micropropagation is an alternative technique for the
production of high quality cuttings. The purpose of this study was to
test the some combinations of different culture media (agar 5.5 g/L),
vermiculite 10 mL/flask and agar 5.5 g/L + vermiculite 10 mL/flask for
in vitro rooting of Prunus sp. rootstock (Mr.S 2/5 and Marianna
Comum). Terminal shoots with approximately 1.0cm length and with 6-
8 leaves derived from in vitro multiplication. Were used as nutrient
medium with 3/4 of its salt concentration and vitamins, sucrose (30g/L),
myo-inositol (100 mg/L) , ascorbic acid (10 mg/L) , indolbutyric acid
(1.5 mg/L). After inoculation the flasks were transferred to a growth
room under 16-hour photoperiod, temperature at 25+/- 3°C and
31,41W/m2 radiation for a period of 30 days. The plantlets were then
acclimatized in a glasshouse in trays filled with commercial substrate
(plantmax). The evaluation took into consideration the rooting
percentage, root length and general aspect of roots and percentage of
survival in the acclimatized plantlets. The treatment agar + vermiculite
led to higher rooting percentage (99.78%). The treatments vermiculite
and agar + vermiculite showed higher root numbers (4.94 and 3.33),
respectively. Both rootstocks presented longer roots when treated with
agar (2.46 cm and 1.32 cm), respectively. Rooted plantlets in agar +
vermiculite alone presented the highest rates for acclimatization.

Key words: Micropropagation, agar, vermiculite.
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