INFLUENCIA DA LOCALIZACAO DA GEMA NO RAMO SOBRE O
ESTABELECIMENTO IN VITRO DE PORTA-ENXERTOS DE Prunus spp.
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RESUMO

No Brasil, os porta-enxertos para fruteiras de carogo, em sua
grande maioria, sdo propagados através de sementes, as quais s&o
provenientes de fabricas de conservas e ndo apresentam garantias de
origem genética e sanitaria. Por isso, este trabalho teve como objetivo
estabelecer in vitro porta-enxertos de pessegueiro e identificar a
melhor regido do ramo para isolamento dos explantes. Os porta-
enxertos Flordaguard, Mr. S. 2/5, Nemaguard e Nemared, mantidos
em casa de vegetagdo, foram utilizados para isolamento de
segmentos de ramos com 15 cm de comprimento, separados em dois
grupos, de 0-15 cm e de 15-30 cm, a partir do apice do ramo. Os
explantes (segmentos nodais) foram desinfestados em alcool 70% e
hipoclorito de sodio 1,5%, e em seguida foram cortados com
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, os quais foram inoculados
em tubos com 8 mL de meio MS acrescidos de 30 g L' de sacarose,
100 mg L' de mio-inositol, 0,75 mg L™ de BAP, 0,5 mg L de GAs, 7,0
g L7 de agar e pH 5,8. Os quatros porta-enxertos inoculados no meio
de estabelecimento iniciaram a brotagdo a partir do décimo dia de
cultivo. Verificou-se que a regido de coleta dos explantes nao
influenciou o percentual de estabelecimento, com exceg¢do da cv.
Nemaguard. As maiores porcentagens de estabelecimento com 0s
explantes retirados da porgdo apical do ramo (100% e 63,11%)
ocorreram com as cvs. Mr. S. 2/5 e Nemared. As porcentagens de
estabelecimento das. cvs. Mr. S. 2/5, Nemared e Nemaguard (98,3%,
80,55% e 80,54%), obtidas a partir dos explantes da por¢do basal,
foram iguais entre si e superiores a cv. Flordaguard (37,29%). A
percentagem de contaminagdo dos explantes durante a fase de
estabelecimento foi reduzida, sendo de 1% para a contaminacdo
bacteriana e 2% para flngica. Entretanto, ndo existiu diferenga entre a
regiéo de coleta do explante.
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A cultura do pessegueiro possui uma grande importancia
sécio-econdmica nas regides Sul e Sudeste do Brasil, a qual
apresenta uma producgéo estimada de 150 mil t. Nos Estados
do Rio Grande do Sul e Santa Catarina estéo localizados os
maiores plantios de pessegueiro do pais, o0s quais
representam, juntos, uma area de aproximadamente 16,4 mil
ha (SILVA et al., 2003).

A utilizacdo de mudas de boa qualidade € de grande
importancia para a implantacdo de pomares comerciais.
Entretanto, a forma de propagacédo de porta-enxertos
utilizados na regido é através de sementes, a qual ndo é a
mais adequada e nem atende as exigéncias basicas,
principalmente devido ao nimero insuficiente de sementes das
cultivares desejadas pelos produtores de péssego e a falta de
qualidade genética e sanitaria das mesmas (RODRIGUES et

al., 2003). Outras formas de propagagdo para os porta-
enxertos de pessegueiro podem ser realizadas, tais como a
estaquia e a cultura de tecidos.

Na multiplicagdo por estaquia, um dos pontos de
estrangulamento é a baixa capacidade de enraizamento que
ocorre com a maioria das cultivares de pessegueiro (RUFATO
& KERSTEN, 2000). Por outro lado, o potencial da técnica de
cultura de tecidos para obtencdo de porta-enxertos de
pessegueiro ja foi confirmado por alguns autores
(HAMMERCHLAG, 1982; RADICE et al., 1999; SILVEIRA et
al., 2001; RODRIGUES et al., 2003; SILVA et al., 2003).
Apessar disso, no Brasil o numero de trabalhos com
micropropagacao de porta-enxertos para Prunus spp. ainda
sao incipientes e carecem de mais estudos para que se possa
permitir a micropropagacgao dos mesmos em larga escala.

Um dos problemas apresentados pela micropropagagao
de pessegueiro tem sido a alta taxa de contaminagéo dos
explantes na fase de estabelecimento in vitro (RODRIGUES et
al.,, 2003) e a reduzida taxa de multiplicacdo dos explantes
estabelecidos (SILVEIRA et al., 2001).

Com isso, este trabalho teve como objetivo estabelecer in
vitro quatro porta-enxertos de pessegueiro e identificar a
melhor por¢do do ramo para isolamento dos explantes, a fim
de obter material livre de contaminacdo e maior porcentagem
de estabelecimento in vitro para posteriores experimentos de
multiplicagéo.

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas do Departamento de Botanica/lnstituto de
Biologia da Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS, em
dezembro de 2003.

Plantas dos porta-enxertos Flordaguard, Mr. S. 2/5,
Nemaguard e Nemared, mantidas em casa de vegetacao,
foram pulverizadas semanalmente com Terramicina (2,4 g L'1)
e Benomyl (1,0 g L'1) antes da coleta das brotagdes.

De cada porta-enxerto foram coletados ramos com 30
cm de comprimento, os quais foram separados em dois
grupos. O primeiro grupo foi retirado do apice do ramo (0-15
cm — porgcao apical) e o segundo logo abaixo do ponto do
corte (15-30 cm — porgéo basal). Os ramos coletados foram
desfolhados e levados para camara de fluxo laminar onde
procedeu-se a desinfestacdo com &lcool 70%, por 1 min, e
hipoclorito de sédio 1,5%, durante 15 min. Apds a
desinfestacdo, o material foi enxaguado trés vezes com agua
destilada autoclavada e procedeu-se os isolamento dos
segmentos nodais com aproximadamente 1 cm de
comprimento.
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Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio com
8 mL de meio MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), acrescido
de 30 g L' de sacarose, 100 mg L™ de mio-inositol, 0,75 mg L™
' de BAP, 0,5 mg L de GAs e 7,0 g L' de agar. Antes da
adicédo do agar o pH do meio foi ajustado para 5,8. Depois de
inoculado, o material foi mantido durante sete dias em
ambiente escuro com temperatura de 25 + 1°C. Apds este
periodo, foi transferido para sala de crescimento com
temperatura de 25 t 1°C, 16 h de fotoperiodo e luminosidade
de 25 pmol.m"z. s,

O delineamento experimental adotado foi em blocos
casualizados com quatro repetigdes por tratamento, sendo a
unidade experimental, em cada repeticdo, composta por seis
tubos de ensaio contendo um explante por tubo. As variaveis
analisadas ao final de 30 dias de cultivo foram: porcentagem
de contaminagdo bacteriana e fungica, porcentagem de
estabelecimento e porcentagem de oxidagao.

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de
varidncia e as médias dos tratamentos comparadas
estatisticamente pelo teste de Duncan a 5%, através do
Programa Estatistico Sanest (ZONTA & MACHADO, 1987). Os
dados de porcentagem foram transformados em arco seno
v\ (x+100).

Observou-se que os explantes iniciaram a brotagdo a
partir do décimo dia de cultivo. Esse rapido inicio da brotagao
provavelmente esteja relacionado a época de coleta, ou seja,
verao, periodo em que a planta matriz se encontrava em ativo
crescimento vegetativo. Este resultado esta de acordo com
RODRIGUES et al. (2003), que compararam o efeito da época
de coleta (verdo e outono) e também verificaram que o
porcentual de estabelecimento e de brotagdes dos explantes
dos porta-enxertos Marianna e GF 677 foram maiores quando
coletadas no verao.

Verificou-se que os segmentos nodais retirados da
porcdo basal dos ramos do porta-enxerto cv. Nemaguard
apresentaram uma porcentagem de estabelecimento superior
aos segmentos obtidos da porgéo apical da brotagao da planta
matriz (Tabela 1). Possivelmente, na época de coleta (verdo)
as gemas da porcdo apical do ramo n&o estavam
completamente formadas e, deste modo, interferiram
negativamente na formagdo da brotacdo durante o
estabelecimento in vitro dos porta-enxertos.

Tabela 1 - Porcentagem de estabelecimento in vitro dos
explantes provenientes de duas diferentes
porcdes de ramos de porta-enxertos de Prunus

Spp.

Porta-enxerto Porg¢ao do ramo

Apical (0-15 cm) Basal (15-30 cm)

Mr. S. 2/5 100,00 aA 98,30 aA
Nemared 63,11 bA 80,55 aA
Flordaguard 19,80 cA 37,29 bA
Nemaguard 2,01 cB 80,54 aA

Médias seguida de mesma letra, mindscula na coluna e maiuscula na
linha, ndo diferem significativamente pelo teste de Duncan ao nivel de
5% de probabilidade.

De acordo com VILLALOBOS & THORPE (1991), o
estado fisiolégico da planta influencia a capacidade
morfogenética, de modo que o requerimento nutricional e
hormonal também ¢ diferente em tecidos provenientes de
diferentes idades fisiologicas da planta. Outro fator importante
é a posicdo relativa da gema. BRESSAN et al. (1982)
observaram que as gemas axilares de roseiras, obtidas da

parte média do ramo, se desenvolveram mais rapidamente do
que aquelas da porcao apical.

Comparando-se o percentual de estabelecimento entre
os porta-enxertos observou-se que a cv. Mr. S. 2/5 apresentou
a maior percentagem de brotacdes estabelecidas,
independente da porgado do ramo de onde foram retirados os
segmentos (Tabela 1). Isto ocorreu provavelmente porque a
formacdo e a maturagdo das gemas axilares foram mais
precoces e uniformes, para a mesma época de coleta dos
ramos, em relagdo as demais cultivares avaliadas,
contribuindo desta forma na maximizagéo do estabelecimento
in vitro das brotagdes, ndo havendo interferéncia da porgéo do
ramo.

Os resultados obtidos mostram que a cv. Mr. S. 2/5
apresenta um excelente potencial para micropropagagéo in
vitro. Resultados semelhantes aos obtidos com Mr. S. 2/5
foram observados nas cvs. Nemared e Nemaguard quando se
utilizou os explantes retirados da porgbes basal do ramo
(Tabela 1).

Os explantes da cv. Nemaguard, retirados da regido
apical, tiveram um baixo porcentual de estabelecimento (2%)
quando comparado com os explantes da porgéo basal (80%).

A menor percentagem média de estabelecimento entre
as cultivares foi obtida com a cv. Flordaguard, fazendo
excecdo apenas o explante da cv. Nemaguard retirado da
porcdo apical (Tabela 1). Nas condicbes em que se
desenvolveu este experimento, pode-se afirmar que os porta-
enxertos estudados possuem diferentes potenciais para
micropropagacao. Além disso, a melhor regido de coleta do
ramo pode variar para cada porta-enxerto.

A contaminagdo dos explantes durante a fase de
estabelecimento foi baixa, sendo \verificado 1% de
contaminagéo causada por bactéria e 2% causada por fungo.
Estes resultados s&o inferiores aos obtidos por RODRIGUES
et al. (2003), que trabalhando com os porta-enxertos
Mirabolano, Okinawa e Nemaguard, coletados de plantas
mantidas no campo, verificaram perdas por contaminagéo de
76%, 66% e 63%.

O reduzido porcentual de contaminagdo comprova que o
método utilizado neste experimento (plantas mantidas em
casa de vegetacdo e realizacdo de controle fitossanitario
sistematico) é eficiente para obter maior porcentual de
explantes estabelecidos in vitro dos porta-enxertos
Flordaguard, Mr. S. 2/5, Nemaguard e Nemared. De acordo
com GRATTAPAGLIA & MACHADO (1998), a planta mantida
em casa de vegetagao e/ou telado permite o maior controle de
microorganismos e insetos, além de faciltar a
descontaminagéo dos explantes.

Nao foi observado oxidagdo nos explantes dos porta-
enxertos utilizados. A concentracdo de hipoclorito de sédio
utilizada e o tempo de desinfestacdo, provavelmente
permitiram obter baixo porcentual de contaminacdo e nao
causaram a morte dos explantes por oxidagcdo. RODRIGUES
et al. (2003), trabalhando com dez porta-enxertos de
pessegueiro, obtiveram elevados porcentuais de oxidacao, de
modo que em algumas cultivares as perdas por oxidagdo nos
segmentos nodais foram de 40%.

Nas condi¢des em que foram desenvolvidas o trabalho,
pode-se concluir que as porcentagens de estabelecimento in
vitro dos porta-enxerto Mr. S. 2/5, Nemared e flordaguard nao
sdo influenciadas pelo local de coleta do explante no ramo.
Para o porta-enxerto Nemaguard a melhor regido do ramo
para coleta do explante é a basal. Além disso, é possivel obter
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o estabelecimento das brotagbes a partir das duas regides de
coleta dos ramos, com excecdo da cv. Nemaguard.

ABSTRACT

In Brazil, the rootstocks for stone fruit, in the majority, are
propagated through seeds, which come from tinned cannery and
hasn’t shown guaranties of sanity and genetic origin. In this sense,
this work had the aim of establishing rootstocks in vitro of peach tree
and identify the best branch region for the explants isolament.
Rootstocks Flordaguard, Mr. S. 2/5, Nemaguard and Nemared,
maintained in greenhouse, were used for the isolation of branch
segments with 15 cm of length, separated in two groups, one of 0-15
cm and another of 15-30 cm, from the branch apices. The explants
(nodal segments) were desinfestated in alcohol 70% and sodium hypo
chloride 1.5%, then were cut with nearly 1 cm of length, which were
inoculated in tubes with 8 mL of media MS added by 30 g L of
sucrose, 100 mg.L™" of mio-inositol, 0.75 mg L™ of BAP, 0.5 mg L' of
GA; 7 g L7 of agar and pH 5.8. The four rootstocks inoculated in
media of establishment started the shooting from the tenth day of
cultivation. It was observed that the reaping region had no influence in
establishment percentage, exception done to the cv. Nemaguard. The
highest establishment percentage, with the explants taken from the
apices portion of the branch (100% and 63.11%), has occurred with
the cvs. Mr. S 2/5, and Nemared and Nemaguard (98.3%, 80.55% and
80.54%), obtained from the explants of the base portion, were equal to
se and higher than the cv. Flordaguard (376.29%). The contamination
percentage of the explants during the establishment phase was
reduced, being of 1% for the bacterial contamination and 2% fungal,
however there was no difference between the reaping regions of the
explant.

Key words: peach tree, rootstocks, tissue culture
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