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RESUMO

A cultura do pessegueiro apresenta uma substancial importancia na economia
agricola das regides Sul e Sudeste, produzindo mais de 150 mil toneladas em uma area
superior a 20 mil hectares. Para acompanhar o crescimento do mercado de frutas, cada vez
mais surge a necessidade de pomares produtivos e frutos de qualidade. Desta maneira, a
producao de mudas com controle genético-sanitario ¢ essencial para obtencdo de pomares
uniformes e livres de patégenos. Neste contexto, as técnicas de cultura in vitro e de
marcadores moleculares auxiliam na sele¢do varietal, propagacdo clonal, controle e
certificacdo genético-sanitaria. Este trabalho objetivou desenvolver metodologias para
propagacao in vitro de sele¢des do porta-enxerto de Prunus ‘Capdeboscq’, principalmente a
selegdo ‘Carelle’e contribuir para caracterizagdo genética de 11 selecdes de porta-enxertos
de Prunus,. Foram usados como explantes gemas axilares e dpices caulinares, introduzidos
em meio de cultura de Lepoivre suplementado com BAP (0,5 mg.L"), que apresentaram
60,0% e 50,0% de sobrevivéncia, respectivamente. O porta-enxerto ‘Carelle’ foi comparado
com outras sele¢des do porta-enxerto ‘Capdeboscq’ quanto a diferentes concentragdes de
BAP no potencial de multiplicagdo in vitro. Ocorreu efeito significativo da interagdo do
genotipo X concentragdo de BAP no numero de brotos por explante e tamanho das
brotagdes. Concentragdes de BAP maiores que 2,0 mg.L™' promoveram hiperhidricidade e
redugdo no tamanho dos brotos. Na fase de enraizamento in vitro a presenga de AIB foi
determinante e a concentracao AIB que apresentou o maior numero de raizes por explante e
maior percentagem de enraizamento foi de 4,0 mg.L'l, com 1,75 raizes/explante e 75 % de
enraizamento, porém resultou na formacao de calos na base dos explantes. As selegdes de
porta-enxertos foram analisados com 12 primers SSR, sendo que o grau de polimorfismo
detectado pelos marcadores SSR confirma o potencial da técnica na analise de
“fingerprinting” e sua utilidade na estimativa da variabilidade genética entre porta-enxertos
de pessegueiro. A analise de agrupamento realizada com o método UPGMA produziu um
dendograma que permitiu uma clara separagdo dos porta-enxertos em trés grupos

diferentes.

Termos para indexacdo: Pessegueiro; micropropagacdo; microssatélites, figerprinting

mudas; porta-enxerto



ABSTRACT

The peach tree culture presents great agricultural economic importance in South and
Southeast brazilian regions, he total production overcomes 150 thousand tons in more than
20 thousand hectares cultivated area. The increasing growth of the market is related with
the need of fruits with quality, competitive prices and high productivity. Thus, the
production of planting with genetic and sanitary control is essential for the establishment of
uniform orchards, free from pathogens and productive. Nowadays, the plant stock
production is done by grafting the rootstocks obtained from seeds, causing problems as lack
of genetic uniformity. Technique of in vitro culture and molecular markers may help in the
varietal selection, the clonal propagation and the control of genetic-sanitary certification.
This work aimed at to develop methodologies for in vitro propagation of Prunus rootstocks
‘Carelli’, selection of ‘Capdeboscq’ rootstocks and to contribute for genetic
characterization of 11 Prunus rootstocks,. It was used as explants lateral buds and
vegetative buds established in culture medium of Lepoivre’s supplemented with BAP
cytokinins (mg.L™), that showed 60,00 and 50,00 % of survival, respectively. The ‘Carelli’
rootstock was compared with other selections of ‘Capdeboscq’ regarding different
concentrations of BAP. There was significant effect of interation BAP concentration X
genotype for number of buds/explant and bud height. BAP concentrations higher than 2,0
mg.L"' resulted in a reduction in height of buds and a increment in the hyperhydricity of
shoots. In the in vitro rooting phase, the presence of IBA was decisive and IBA
concentration that showed the highests number of roots/explant and rate of rooting was 4,0
mg.L'l, with 1,75 roots/explant and 75 % of rate rooting, but showed the formation of basal
callus in the explant. The rootstocks were analyzed with 12 SSR primers. The degrre of
polymorphism detected by SSR markers confirmed the potential of technique in
fingerprinting analysis and is usefulness in the estimate of the genetic variability among
peach rootstocks. The cluster analysis made with UPGMA method produced a dendogram

allowing a clear separation of rootstocks in three different groups.

Index terms: peach tree, micropropagation, microsatellite, fingerprinting, seedlings,

rootstock



INTRODUCAO

A fruticultura nacional pode ser vista como alternativa de crescimento e
desenvolvimento econdmico, apresentando um enorme potencial ainda a ser explorado.
Deve-se levar em consideracdo que essa atividade ¢ geradora de renda e emprego, além de
contribuir com um importante papel social, na distribuicdo de riquezas e de terra,
permitindo a permanéncia do agricultor no campo e melhorando sua qualidade de vida
(Gongalves e Souza, 1998; Epagri, 2003 e IBRAF, 2004).

A cultura do pessegueiro, assim como toda a fruticultura de clima temperado, tem
uma relevante importancia econdmica centrada nas regides Sul e Sudeste, ocupando uma
area superior a 22.000 hectares e uma producdo de cerca de 200 mil toneladas nestas
regides (Epagri, 2003). Apesar do potencial dessas regides, a producdo nacional de frutas
de carogo ¢ insuficiente para abastecer o mercado interno. Assim, ha necessidade da
importagdo de frutos que acabam contribuindo negativamente para a balanga comercial.

O pessegueiro (Prunus persica (L.) Batsch) é uma espécie nativa da China, sendo
introduzido no Brasil em 1532 por Martin Afonso de Souza. No sul do Brasil, maior
importancia foi dada a esta fruteira a partir da década de 60. Nesta época, um agricultor
notou que uma planta oriunda de carogos jogados no solo apresentava boa adaptacdo e
producdo. Essa planta foi multiplicada, recebendo o nome de ‘Aldrighi’, cultivar que deu
grande impulso a expansdo da cultura (Sachs e Campos, 1998).

A produgao nacional tem como destaque o Estado do Rio Grande do Sul como o
maior produtor, com uma area de 13,8 mil hectares e uma producao superior a 105 mil
toneladas de frutos, seguido pelos Estados de Santa Catarina, Sdo Paulo e Parana. Em Santa
Catarina, a safra de 2001/02, apresentou uma area de 3,7 mil hectares e uma produgdo de
36,6 mil toneladas de frutos (Epagri, 2003).

Dentre os principais problemas encontrados na produgdo de plantas frutiferas de
carogo estao a falta de mudas com qualidade genética-sanitaria comprovada e uso de porta-
enxertos clonal (Fachinello, 2000). As mudas comerciais de Prunaceas, especialmente o
pessegueiro, sdo obtidas através da enxertia sobre porta-enxertos originarios de sementes de
qualquer cultivar de maturacdo tardia, que apresente boa adaptacdo. Essas sementes sao

oriundas da industria de conserva, onde geralmente ocorrem misturas varietais e segregagao



varietal, causando a desuniformidade genética e conseqiientemente a desuniformidade de
plantas e morte precoce (Fachinello, 2000).

Nesse contexto, produgdo de mudas certificadas ¢ de fundamental importancia para
a obtencao de pomares uniformes, livres de patégenos e com alta produtividade.

No sul do Brasil, a maioria dos porta-enxertos utilizados na producao de mudas de
pessegueiro, ameixeira e nectarineira ¢ originaria da cultivar Capdeboscq (Prunus persica
(L.) Batsch), cultivar de ciclo tardio, com boa germinacao e cultivada para fins industriais
(Fachinello et al., 1995). Essa cultivar ¢ originaria da Estacdo Experimental de Pelotas,
obtida por poliniza¢do livre de um cruzamento entre ‘Lake City’ e uma selecdo local
chamada ‘Intermediario’ (Finardi, 1998).

Portanto, sdo necessarias novas alternativas de porta-enxertos para substituir os
utilizados atualmente, que sejam de origem clonal, permitindo a captura e fixacdo de
ganhos genéticos (Fachinello, 2000; Rogalski, 2002).

Trabalhos de selegdo de novas cultivares de porta-enxertos ¢ métodos de
propagacao clonal sdo fundamentais para a producdo de mudas, alta produtividade,
qualidade de frutos e principalmente a sustentabilidade das Prunaceas (Fachinello, 2000;
Silva et al., 2003 e Rogalski et al., 2003).

Neste trabalho os materiais vegetais denominados de selecdes, sdo na verdade
plantas provenientes de ‘seedlings’ de pessegueiro originarios de empresas de conserva de
Pelotas (RS) e utilizados como porta-enxertos para produ¢ao de mudas de prunaceas, sendo
estes possivelmente da cultivar ‘Capdeboscq’.

A selegdo ‘Carelle,” alvo principal deste trabalho, foi selecionado através de uma
coleta de um rebento de porta-enxerto de uma planta de menor porte e frutos de melhor
qualidade em relacdo as demais plantas de um pomar de ameixeira da cultivar América, no
municipio de Videira/SC. Este material ¢ origindrio da regido de Farroupilha/RS, sendo
pessegueiro do tipo conserva, presumivelmente oriundo de um carogo de ‘Capdeboscq’.

Assim, diferentes selecdes de porta-enxertos, tais como: ‘Carelle’, “VP 411° ¢ ‘“VP
417’ apresentam grande interesses para estudos de propagagdo in vitro e producdo de
mudas, devido suas possiveis caracteristicas de induzir baixo vigor (ananizante) em
ameixeira, o que permite a implantacdo de pomares adensados facilitando o manejo e

aumentando a produtividade da area.



Segundo, Salim (1998), pode ocorrer acdo do porta-enxerto sobre o enxerto
alterando o comportamento deste em relacdo ao seu desenvolvimento, produtividade, época
de maturacao, qualidade, resisténcia a baixas temperaturas e a patégenos.

Além disso, a utilizagdo de marcadores moleculares com o intuito de caracterizar e
estimar divergéncias genéticas cada vez mais tem se mostrado apropriado para a analise de
gendtipos de diferentes espécies. Nesse contexto os marcadores moleculares microssatélites
ou SSR (simple sequence repeats) possuem grande aplicabilidade. Atualmente, varios
primers microssatélites tém sido relatados para pessegueiro (Cipriani et al., 1999; Sosinski
et al., 2000; Testolin et al., 2000; Aranza et al., 2001; Dierlewanger et al., 2002) e
utilizados na caracterizagdo e discriminagdo de genotipos de prunaceas (Testolin et al.,
2000; Sosinski et al., 2000; Hormaza, 2001; Aranza et al., 2001; Hormaza, 2002; Wiinsch e
Hormaza, 2004)

A tecnologia de cultura in vitro aliada ao o uso de gendtipos adequados vem
demonstrando grande importancia nas pesquisas basicas e aplicadas, principalmente em
relacdo a genética, fisiologia, fitossanidade e propagagdo de espécies do gé€nero Prunus
(Pérez-Tornero et al., 1999; Pérez-Tornero e Burgos, 2000; Silva et al., 2003; Rogalski et
al., 2003)

Entretanto, as diferengas genotipicas manifestam-se no comportamento in vitro,
fazendo-se necessario determinar as condigdes ideais de propagacdo in vitro para cada
gendtipo. Assim, procura-se conhecer as concentracdes e os reguladores de crescimento
(Leontiev-Orlov et al., 2000; Pérez-Tornero et al., 2000; Silva et al., 2003; Rogalski et al.,
2003 ab), intervalo e numero de subculturas (Marino et al., 1985; Rogalski, 2002),
potencial genético de multiplicagdo e enraizamento in vitro (Pérez-Tornero et al., 1999;
Pérez-Tornero e Burgos, 2000; Rogalski, 2002; Silva et al., 2003; Rogalski et al., 2003 ab)
e aclimatizacdo (Preece e Sutter, 1991; Rogalski et al., 2003 c).

No contexto deste trabalho o objetivo foi estabelecer, avaliar e otimizar
metodologias para propagacdo in vitro, em suas diferentes fases: estabelecimento,
multiplicagdo, enraizamento de porta-enxertos de Prunus, principalmente para a sele¢ao
‘Carelle’ e identificar geneticamente diferentes sele¢des de porta-enxertos de Prunus
utilizando para isso, marcadores moleculares do tipo microssatélites desenvolvidos para

Prunus persica (L.) Batsch.
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ESTABELECIMENTO E MULTIPILICACAO in vitro DE SELECOES DE PORTA-
ENXERTOS DE Prunus

RESUMO - Na fruticultura tecnificada, a qualidade genética e sanitdria das mudas ¢ de
fundamental importancia para o sucesso da atividade. Para a cultura do pessegueiro, a
micropropagagdo tem permitido a producdo clonal de plantas matrizes e mudas de
qualidade genética-sanitaria comprovada. Este trabalho teve como objetivo avaliar a taxa de
sobrevivéncia de explantes na fase de estabelecimento, bem como avaliar o potencial de
multiplicagdo In vitro dos porta-enxertos ‘Carelle’, VP 411 ¢ VP 417 sob efeito de
diferentes concentragdes de citocininas 6-benzilaminopurina (BAP). O material vegetal foi
introduzido in vitro empregando-se apices caulinares ¢ gemas laterais como explantes em
meio de cultura de Lepoivre suplementado com BAP (0,5 mg.L"). Verificou-se que a
percentagem média de sobrevivéncia para o porta-enxerto sele¢do ‘Carelle’ foi de 50 %
para apices caulinares e 60 % para gemas laterais. Os apices caulinares apresentaram 20 %
e as gemas laterais 35 % de contaminagdo. Segmentos nodais com 0,5 cm de comprimento
foram inoculados em meio de cultura de Lepoivre, suplementados com 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0 mg.L"' de BAP. As avalia¢des para numero de brotos por explante, altura média das
brotagdes foram realizadas apds 21 dias de cultura in vitro. Os resultados mostraram que as
selegoes‘Carelle’, VP 411 e VP 417 apresentaram diferencas significativas entre si, quando
submetidos a diferentes concentragdes de BAP, para a varidvel niimero de brotos por
explante. A concentragiode BAP que promoveu os melhores resultados foi de 1,0 mg.L™”
com 3,40; 6,25; 6,19 brotagdes/explante para os porta-enxertos ‘Carelle’, ‘VP 411’ ¢ ‘VP
417°, respectivamente. A altura média dos brotos foi significativamente afetada pela
concentracdo de BAP, pelo genoétipo e pela interacdo concentragdo de BAP x gendtipo. O
genoétipo que se mostrou superior foi o VP 417, que apresentou brotos com 23,42 e 21,20
(mm), quando submetidos as concentragdes de 0,5 ¢ 1,0 mg.L™" de BAP, respectivamente.
Concentragdes de BAP superiores a 1,0 mg.L'de BAP reduziram o comprimento das

brotagdes e promoveram a hiperhidricidade.

Termos para indexacao: Pessegueiro; micropropagacao; mudas; porta-enxerto



In vitro ESTABELISHMENT AND MULTIPLICATION OF SEEDLING Prunus
ROOTSTOCKS

ABSTRACT - In the modern fruit production, genetic and sanitary quality is very
important to the success of the activity. For the peach tree culture, the micropropagation
techniques allow the clonal production of plants with high genetic quality. The present
study aimed at to evaluate the explant survival rate during in vitro establishment period, as
well evaluate the potential of in vitro multiplication of ‘Carelle’, 411 VP and 417 VP
rootstocks under the effect of different concentrations of 6-benzylaminepurine (BAP).
Nodal segments of 0,5 cm length were inoculated in Lepoivre’s culture medium,
supplemented with BAP 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 and 4,0 mg.L'l. The estimation of the numbers of
buds/explant, and height of the shoots were done after 21 days in culture The plant material
was introduced in vitro using as explants apexes and lateral buds, and Lepoivres’ medium
supplemented with BAP (0,5 mg.L'l). The mean values of explant survival for the
rootstocks ‘Carelle’ were 50 % e 60 % for apexes and lateral buds, respectively. Cultures of
apexes showed 20 % and lateral buds 35 % of contamination. The results showed that
Prunus spp. rootstocks ‘Carelle’, 411 VP and 417 VP have presented significantly
difference amongst each other when submitted to different concentrations of BAP to the
variable number of buds/explant. The BAP concentration that promoted the best results was
1,0 mg.L'1 with 3,40; 6,25 and 6,19 buds/explant to ‘Carelle’, 411 VP and 417 VP
rootstocks, respectively. The height of the shoots was significantly affected by the BAP
concentration, the genotype and the interation BAP concentration X genotype. The 417 VP
genotype showed with 23,42 and 21,20 mm, when submitted to BAP concentrations of 0,5
and 1,0 mg.L", respectively. BAP concentrations superior than 1,0 mg. L™ reduced the

length of the shoots and promoted hiperhydricity.

Index terms: peach tree, micropropagation, seedlings, rootstock

INTRODUCAO

A perscicultura nacional concentra sua producdo principalmente nas regides Sul e

Sudeste, estimando-se uma producao superior a 220 mil toneladas de frutos. O Estado do



Rio Grande do Sul ¢ o maior produtor brasileiro, com uma produ¢do de 105 mil toneladas
de frutos e uma area de 13,8 mil hectares. O Estado de Santa Catarina apresenta atualmente
uma area de 3,7 mil hectares e uma producdo de superior a 36 mil toneladas de frutos

((Sachs e Campos, 1998; Epagri, 2003).

Na busca de um sistema de produgdo mais tecnificada visando a alta produtividade
dos pomares e a producao de frutos de qualidade, a muda torna-se um insumo de grande
importancia, principalmente na implantacao de pomares uniformes (Fachinello, 2000).

Atualmente, no Brasil, os porta-enxertos sao obtidos de sementes remanescentes da
industria de conserva, proporcionando a desuniformidade genética das mudas, devido as
possiveis misturas varietais, € também a conseqiiente desuniformidade dos pomares
(Fachinello, 2000).

Quanto a propagagdo vegetativa por estaquia, as principais limitagdes sdo a baixa
capacidade de enraizamento da maioria das cultivares de pessegueiro (Chalfun e Hoffmann,
1997) e o efeito do genotipo, dependendo das cultivares utilizadas (Fachinello et al., 1994;
Rufato e Kersten, 2000).

Portanto, existe a necessidade de novas alternativas de porta-enxertos para substituir
os utilizados atualmente, que sejam de origem clonal, permitindo a captura e fixa¢do de
ganhos genéticos (Fachinello, 2000). Assim, as selegdes da cultivar Capdeboscq, ‘Carelle’
(Epagri), ‘VP411° e “VP417’ (Vitroplanta — Biotecnologia Ltda) tem apresentados grande
interesse para a propagagdo in Vvitro e produgdo de mudas, devido suas possiveis
caracteristicas de induzir baixo vigor (ananizante) em ameixeira, o que poderd permitir a
implantagdo de pomares adensados, facilitando no manejo e aumentando a produtividade da
area.

Nos ultimos anos, varios trabalhos vém sendo realizados com diversas espécies do
género Prunus, principalmente para porta-enxertos, na tentativa de otimizacdo de
protocolos regenerativos in vitro. Dentre estes trabalhos destacam-se os de Hammerschlag
et al. (1982), Radice et al. (1999), Perez-Tornero e Burgos (2000) e Silva et al. (2003 ab)
que apresentaram sucesso no estabelecimento e multiplicagao in vitro de Prunus.

Entretanto, outros autores demonstraram dificuldades ao estabelecer e multiplicar in
vitro diferentes porta-enxertos de Prunus, como Pérez-Tornero et al. (1999), Rodrigues et

al. (1999) e Silveira et al. (2001). Para estes autores, a micropropagagdo de espécies do



género Prunus apresentam alguns problemas, tais como oxidacdo e contaminagdao dos
explantes durante a fase de estabelecimento e também uma menor taxa de desenvolvimento
durante a fase de multiplicagao.

Entretanto, as diferengas genotipicas manifestam-se no comportamento in vitro,
tornando-se necessario determinar as condigdes ideais de propagagdo in vitro para cada
gendtipo. Neste sentido, ¢ imperativo conhecer as concentragdes e reguladores de
crescimento (Leontiev-Orlov et al., 2000; Pérez-Tornero et al., 2000), intervalo e nimero
de subculturas ( Marino et al., 1985), potencial genético de multiplicacao.

Na multiplicac@o in vitro do género Prunus, o tipo e a concentracdo de citocinina
sdo fatores determinantes relacionados com a taxa de multiplicagao (Pérez-Tornero et al.,
2000), alongamento de brotagdes (Leontiev-Orlov et al., 2000) e hiperhidricidade
(Ambrozic-Turk et al., 1991).

O BAP tem sido a citocinina mais eficaz para promover a quebra de dominancia
apical e indugdo de proliferacdo de gemas axilares em diversas espécies, inclusive as do
género Prunus (Leontiev-Orlov et al., 2000 a e b, Pérez-Tornero e Burgos 2000; Pérez-
Tornero et al., 2000; Channuntapipat et al., 2003; Silva et al., 2003 b; Rogalski et al.,
2003).

O objetivo deste trabalho foi desenvolver metodologias de estabelecimento e
multiplicagdo in vitro, visando a propagac¢ao clonal de selegdes de porta-enxertos de Prunus
e avaliar o efeito de diferentes concentragdes de 6-benzilaminopurina (BAP) na
multiplicacdo in vitro dos porta-enxertos de Prunus spp: selecdes ‘Carelle’, ‘VP 411’ ¢ “VP
417.

MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Os porta-enxertos ‘Carelle’, “VP 411” ¢ “VP 417’ (Prunus persica (L.) Batcsh) sdo
selecdes do porta-enxerto ‘Capdeboscq’, o primeiro ¢ originario da Estacdo Experimental
de Videira (Epagri).e os outros sdo oriundos da empresa Vitroplanta Biotecnologia Vegetal
de Videira/SC. Plantas matrizes destas selecdes sao mantidas com controle sanitario e

nutricional em casa de vegetagdo no Departamento de Fitotecnia do CCA/UFSC.



Estabelecimento in vitro

Os experimentos de cultura in vitro foram conduzidos no Laboratorio de
Morfogénese e Bioquimica Vegetal do Departamento de Fitotecnia/CCA/UFSC. Das
plantas matrizes foram coletados brotos em crescimento ativo, que foram seccionados em
segmentos de trés a quatro gemas e posteriormente submetidos ao seguinte processo de
desinfestagio: lavagem em 4gua e detergente (10 gotas.L™' de Tween 20), e posteriormente,
sob agitacao por 1 minuto em etanol 70%, 15 minutos em hipoclorito de sodio (1,25%) e,
finalmente, em camara de fluxo laminar, os explantes foram submetidos a trés lavagens
com agua destilada autoclavada. Os apices caulinares e gemas laterais foram inoculados em
tubos de ensaio (25x150mm) contendo 15 mL de meio de cultura composto de sais de
Lepoivre (Quoirin et al., 1977) e vitaminas MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado
com 20g.L™" de sacarose, 7g.L" de agar ¢ 0,5mg.L" de 6-benzilaminopurina (BAP).

Ap6s 25 dias, para a selegdo ‘Carelle’ os explantes de apices caulinares e gemas

laterais foram avaliados quanto ao indice de sobrevivéncia e contaminagao.

Multiplicagéo in vitro

O material vegetal foi multiplicado através de segmentos nodais de 4-5 gemas (1-
2cm), desprovidos dos apices caulinares. Foram testadas diferentes concentragdoes de BAP
(0; 0,5; 1,0; 2,0 € 4,0 mg.L'l). Apds um periodo de cultura in vitro de 21 a 25 dias foram

avaliados o numero de brotos por explante e a altura média das brotagdes (mm).

Condigoes de cultura in vitro

Para as diferentes fases, o pH do meio de cultura foi ajustado para 5,2-5,3 e todos os
componentes do meio foram adicionados antes da autoclavagem a 121°C durante 15
minutos. O material vegetal foi mantido em camara de crescimento com temperatura de
2542°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade luminosa de 40-45umol.m™.s™, fornecidas

por lampadas fluorescentes brancas frias.



Analise Estatistica

O delineamento experimental utilizado € o inteiramente casualizado (IC), com cinco
explantes por repeticdo e cinco repetigdes por tratamento. Os dados foram transformados
para raiz quadrada (x+1) e submetidos a Andlise de Variancia (ANOVA) e ao teste de

separacao de médias SNK (5%), de acordo com Sokal e Rohlf (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as diferentes fontes de explantes no estabelecimento in vitro da selegdo de
Prunus ‘Carelle’, foi observada uma percentagem de sobrevivéncia de 60,0% para gemas
axilares e de 50,0% para apices caulinares (Tabela 1). Segundo Hammerschlag et al.
(1982), estes resultados podem ser considerados satisfatorios, pois, estdo dentro de uma
ampla faixa de sobrevivéncia (27% a 93%) observada por estes autores no estabelecimento
in vitro de 11 cultivares de pessegueiro. Silva et al. (2003 a) encontrou taxas médias de
sobrevivéncia de 62,9 % para gemas axilares e de 58,8 % para apices caulinares,

trabalhando com trés porta-enxertos de Prunus.

TABELA 1. Valores observados na porcentagem de sobrevivéncia e contaminagdo no
estabelecimento in vitro da sele¢do de Prunus ‘Carelle’ apo6s 25 dias de
cultura in vitro. LMBV/CCA/UFSC, Floriandpolis, 2004.

Total Total Sobrevivéncia (%) Contaminagao (%)
Apices Gemas Apices Gemas Apices Gemas
caulinares laterais caulinares Laterais  Caulinares Laterais
8 42 (4,0) (25) (1,0) (15)

50,00 60,00 25,00 35,00

As taxas de contaminacdo observadas foram de 35% e 20% para gemas axilares e
apices caulinares, respectivamente (Tabela 1). Estes resultados foram semelhantes aos
observados por Silva et al. (2003) na contaminacdo de gemas axilares e apices caulinares de
diferentes porta-enxertos de Prunus. Ja& Rodrigues et al. (1999) obtiveram taxas de

contaminagdo superiores variando de 50% a 95,8% no estabelecimento in vitro de seis



porta-enxertos de Prunus. Estes autores concordam que ha um efeito significativo do
gendtipo no estabelecimento in vitro do género Prunus e que gemas laterais apresentam em
geral, uma maior taxa de contaminagdo quando comparados aos dapices caulinares.
Hammerschlag et al. (1982), obtiveram uma maior taxa de contaminagao (70%) em gemas
dormentes que em brotos em crescimento ativo (27%) no estabelecimento in vitro de
pessegueiro.

Apos o estabelecimento in vitro, verificou-se que o material vegetal apresentou
contaminacdo nas duas primeiras subculturas. Demonstrando, possivelmente uma
contaminac¢do microbial endogena mesmo sendo explantes originarios de plantas matrizes,
mantidas em casa de vegetacdo, com controle sanitario e nutricional.

Segundo Kamoun et al. (1998) a contaminacdo microbial endégena ¢ um dos
problemas responsaveis pelas perdas nas diferentes etapas do processo de
micropropaga¢do, até chegar ao produto final (mudas em casa de vegetagdo ou viveiros
comerciais). Estes autores observaram e identificaram, através de testes bioquimicos,
contaminagdes endogenas em mudas de Prunus cerasus assepticamente micropropagadas,
as quais podem persistir em forma latente e se manifestar em qualquer etapa da
micropropagacdo. Pérez-Tornero et al. (1999) relatam ser quase impossivel estabelecer
material vegetal in vitro de damasco (Prunus armeniaca L.) via cultura de gemas axilares,
principalmente pela alta contamina¢do, ndo somente depois de iniciada a cultura (83% -
média na introdu¢do de brotos), mas também pelos contaminantes internos de muitos
explantes que permaneceram latentes inicialmente.

O mesmo protocolo também foi utilizado com a adicdo de oxitetraciclina
(terramicina) + estreptomicina (Agri-Micina® - Pfizer) na concentragdo de 0,3 g.L por uma
hora. As gemas axilares introduzidas in vitro com a presenga de estreptomicina
apresentaram uma taxa de contaminagdo de 10 %, mas nao sobreviveram ao tratamento e
também foi observado a oxidacao dos tecidos.

O meio de cultura de Lepoivre (Quoirin et al., 1977), que apresenta menor
concentragio total de Nitrogénio, pela redugdo dos ions NH,', auséncia de ions CI e
aumento de fons Ca”", mostra resultados promissores para a cultura in vitro de espécies do

género Prunus, proporcionando um aumento na taxa de multiplicaggo in vitro e reduzindo a



hiperhidricidade dos brotos ( Pérez-Tornero et al., 1999; Pérez-Tornero e Burgos, 2000;;
Silveira et al,. 2002; Silva et al., 2003 a Rodrigues et al., 2003).

Para Pérez-Tornero e Burgos (2000) o meio de Lepoivre (Quoirin e Lepoivre, 1977)
foi 0 mais produtivo para quatro cultivares de damasco (Prunus armeniaca L.), propiciando
um incremento no numero de brotos produzidos pelo explante inicial. Silva et al. (2003 a)
revelou em ensaios preliminares com porta-enxertos de Prunus que a formulacao salina de
Lepoivre (Quoirin et al., 1977) mostrou-se superior ao meio MS (Murashige e Skoog,
1962) no estabelecimento e multiplicagdo in vitro.

Silveira et al. (2002) obtiveram resultados semelhantes na multiplicagdo in vitro dos
porta-enxertos de Prunus GxNj;, e Mr.S 2/5 utilizando meio de cultura MS com % da
concentragio de sais e adicionado de 0,7 mg.L-' de BAP e para o porta-enxerto
‘Mirabolano’ adicionado de 0,5 mg.L-' de BAP.

Rodrigues et al. (2003) observaram menor porcentagem de oxidacdo de segmentos
nodais de nove cultivares de Prunus spp. utilizando a concentracdo de sais de Villegas
(Villegas et al., 1992) no meio de cultura. Para estes autores o meio MS com % da
concentragdo de sais foi superior na taxa de multiplicacao in vitro desta cultivares.

O intervalo de subcultura utilizado variou entre 21 e 28 dias. A referencia de base
foi outros autores que estudaram esta varidvel em espécies do género Prunus (Grant e
Hammatt, 1999; Silva et al., 2003 a). Grant e Hammatt (1999) obtiveram bons resultados na
multiplicagdo in vitro de cerejeira (Prunus avium L.) cultivar F12/1, com um intervalo de
subcultura de 28 dias. Para Silva et al. (2003 b) o niimero de brotos e a porcentagem de
explantes hiperhidricos foram significativamente afetados pelo intervalo, numero de
subculturas e pela interagao intervalo X nimero de subculturas, sendo que os melhores
resultados foram encontrados nos intervalos de 14 e 21 dias.

O ntmero de brotos por explantes foi afetado significativamente pela concentracio
de BAP, pelo gendtipo e pela interagdo concentracdo de BAP x genotipo. Os genotipos VP
411 e VP 417 apresentaram maior nimero de brotacdes que a selecao‘Carelle’ e nao
apresentaram diferencas significativas entre si. (Tabela 1). De um modo geral, o tratamento
na auséncia de 6-benzilaminopurina apresentou um menor numero de brotagdes (Tabela 1).

Para o porta-enxerto ‘Carelle’ os tratamentos com BAP adicionado no meio de

cultura ndo apresentaram diferengas significativas entre si (Tabela 2). Para o gendtipo VP



417 a concentragao de BAP que proporcionou o maior numero de brotos por explante foi de
1,0 mg.L", com 6,25 brotagdes. J4 o gendtipo VP 411 regenerou 7,06 brotagdes na
concentragdo de 4,0 mg.L™"' (Tabela 2).

A Figura 1 apresenta para o intervalo de 0 a 4,0 mg.L'1 de BAP, as distribui¢cdes dos
pontos médios, suas respectivas equagdes e os coeficientes de determinagdo (R?). Segundo
as proje¢odes infere-se que o maior numero de brotos por explante seriam obtidos nas
concentracdes 1,5;4,0 e 1,3 mg.L'1 de BAP para os genoétipos ‘Carelle’, VP 411 ¢ VP 417,
respectivamente.

A concentragdo de BAP que apresentou melhor desempenho foi de 4,0 mg.l" com

5,4 brotacdes, seguida pela concentracio de 1,0 mg.I"! com 5,28 brotacdes (Figura 2).

TABELA 2. Efeito de cinco concentracdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 € 4,0 mg.L'l) sobre 0
numero de brotos por explante na multiplicagdo in vitro dos porta-enxertos
de Prunus: selecdes 'Carelle', VP 411 e¢ VP 417. UFSC/CCA/LMBYV,
Florianopolis, 2003.

Nimero de brotos por explante

BAP (mg.L")

Genotipo 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 Média
Carelli 1,00 a 3,40 abc 3,30 abe 3,40 abc 3,30 abec 2,88 A
VP411 1,06 a 2,88 ab 6,19 cd 5,88 bed 7,06 d 4,61 B
VP417 1,44 a 4,56 bed 6,25 cd 3,94 abc 5,75bed 4,39B
Média 1,17 a 3,58b 5,28 ¢ 4,37 be 5,40 ¢

CV (%) 17,28
F (Gendtipo) 11,32
F (BAP) 21,02
F (Genétipo X BAP) 2,58

Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha (fator nivel de BAP) e interacdo entre fatores e
maiudsculas na coluna (gen6tipo) ndo diferem significativamente pelo teste SNK (5%). P<0,05

Esses resultados foram semelhantes aos citados na literatura para as diferentes
espécies do género Prunus (Harada e Murai, 1996; Pérez-Tornero et al., 2000; Silveira et

al. 2001; Channuntapipat et al., 2003). Variedades de Prunus domestica e Prunus cerasus



resultaram em taxas de multiplicagdo in vitro de 9,8 a 22,6 brotos por explante (Leontiev-
Orlov et al., 2000b).

Silveira et al. (2001) obtiveram os melhores resultados para cinco porta-enxertos de
Prunus, com concentragoes de 0,5 ¢ 0,7 mg.L'l, com um numero médio de brotos por
explante de 1,7. Channuntapipat et al. (2003) trabalhando com um porta-enxerto hibrido de
Prunus encontrou um 6timo numero médio de brotos por explante (36,0) com a
concentragio de BAP de 5 uM (1,125 mg.L™"). Silva et al. (2003 a) observaram maior
namero de brotos (25,9) na concentragio de BAP de 1,5 mg.L”, trabalhando com o
pessegueiro ‘Capdeboscq’. Arena e Caso (1992), obtiveram uma variagdo de 5,0 a 37,0
brotos por explantes utilizando concentrag¢des de 0,5 a 1,0 mg.L'1 de BAP, na multiplicagado
in vitro de porta-enxertos de prunus.

Silva et al. (2003 a) ndo observaram diferenca significativa entre os porta-enxertos
‘Capdeboscq’ ¢ VP 411, quando avaliaram a multiplicagdo in vitro destes, quando

submetidos a concentracdo de 0,5 mg.L"' de BAP.
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FIGURA 1. Efeito de diferentes concentracdes de BAP no nimero de brotos por explante

dos porta-enxertos de Prunus: selegcdes ‘Carelle’, VP 411 e VP 417, ap6s 21

dias em cultura in vitro em meio de lepoivre (Quoirin et al., 1977).

UFSC/CCA/LMBYV, Florianopolis, 2003.

Rogalski et al. (2003) trabalhando com ameixeira Santa Rosa, também nao

encontraram diferencas significativas para a variavel nimero de brotos por explante,

testando diferentes concentragdes de BAP. Entretanto, o maior nimero de brotos por

explante (3,6) encontrado foi na concentragdo de 2,0 mg.L™.

As concentragdes de 2,0 ¢ 4,0 mg.L"' de BAP apresentaram hiperhidricidade dos

explantes. Isso pode ser explicado, ja que a hiperhidricidade ¢ um desequilibrio fisiologico

freqiientemente relacionado a altas concentragdes de citocininas, menor intensidade

luminosa, composicao salina do meio de cultura, alta umidade relativa na atmosfera do

frasco, acimulo de gases na atmosfera dos frascos, entre outros (Quoirin et al., 1977; Arena

e Caso, 1992; Debergh et al., 1992; Pérez-Tornero et al., 2001; Silva et al., 2003 a).
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FIGURA 2. Valores médios totais do efeito de diferentes concentragdes de BAP no
numero de brotos por explante dos porta-enxertos de Prunus ssp, apos 21 dias

em cultura in vitro em meio de lepoivre (Quoirin et al., 1977).

A altura média dos brotos foi significativamente afetada pela concentragdo de BAP,
pelo gendtipo e pela interacdo concentracdo de BAP x genotipo. O genotipo superior foi o
VP 417, que apresentou brotos com 23,75 e 21,25 (mm), quando submetidos as
concentragdes de 0,5 ¢ 1,0 mg.L"' de BAP, respectivamente (Tabela 3).

O genotipo ‘Carelle’ apresentou a maior altura das brotagdes na auséncia de BAP no
meio de cultura, 16,00 mm, e as concentragdes que proporcionaram o maior tamanho de
brotagdes foram de 0,5 ¢ 1,0 mg.L'1 de BAP, com 10,96 e 10,80 mm, respectivamente
(Figura 3). J& o gendtipo VP 411 apresentou os menores tamanhos de brotacdes e a
concentra¢do de BAP com melhor desempenho foi de 0,5 mg.L”, com 15,00 mm (Figura

3).



TABELA 3. Efeito de cinco concentragdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 € 4,0 mg.L'l) sobre o
altura das brotagdes (mm) na multiplicagdo in vitro dos porta-enxertos de
Prunus: selegdes 'Carelle’, VP 411 e VP 417. UFSC/CCA/LMBYV,
Floriandpolis, 2003.

Altura das brotacdes (mm)

BAP (mg.L")

Genotipo 0,0 0,5 1,0 2,0 4,0 Média
Carelli 16,00 d 10,96 bed 10,80 bed 7,49 abc 6,65abc 10,38 B
VP411 12,50 cd 15,00d 5,25 ab 5,00 ab 3,00 a 8,15 A
VP417 11,25 bed 23,75 e 21,25 e 7,75 abe 5,00 ab 13,80 C
Média 13,25b 16,57 ¢ 12,43 b 6,74 a 4,88 a

CV (%) 8,40
F (Genotipo) 14,74
F (BAP) 27,16
F (Gendtipo X BAP) 7,89

Médias seguidas de mesma letra mintscula na linha (fator nivel de BAP) e interag@o entre fatores e
maiusculas na coluna (gendtipo) ndo diferem significativamente pelo teste SNK (5%). *P<0,05

A concentragio de BAP que apresentou melhor desempenho foi de 0,5 mg.L™
(16,57 mm), seguida pela auséncia de BAP no meio de cultura e a concentragdo de 1,0
mg.L™', com brotos de 13,25 e 12,43mm, respectivamente (Figura 4).

Rogalski et al. (2003) observaram o mesmo comportamento com a ameixeira Santa
Rosa, encontrando uma correlagdo negativa entre altura de brotos e concentracdo de BAP,
revelando que o aumento nos niveis de BAP reduziu o crescimento dos brotos, e a
concentragdo 6tima testada foi de 0,5 mg.L", proporcionando uma altura de 6,0 mm por
broto. Silva et al. (2003 b) também observaram este comportamento para porta-enxerto de
Prunus spp ‘Capdeboscq’, pois um incremento nas concentragdes de citocininas
proporcionou uma reduc¢ao no tamanho médio das brotagdes.

Resultados semelhantes também foram encontrados por Leontiev-Orlov et al. (2000
ab), Pérez-Tornero e Burgos (2000) e Pérez-Tornero et al. (2000), que observaram que
concentracdes crescentes de citocininas inibiram o alongamento das brotacdes em

Pruniceas.
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FIGURA 3. Efeito de diferentes concentracdes de BAP na altura das brotagdes (mm) dos
porta- enxertos de Prunus ‘Carelle’, VP 411 e VP 417, apo6s 21 dias em

cultura in vitro em meio de lepoivre (Quoirin et al., 1977).

Para Leontiev-Orlov et al. (2000 a) concentragdes superiores a 0,1 mg.L"' de BAP
inibiram o tamanho das brotagdes em ameixeira. Harada e Murai (1996), em Prunus mume,
observaram que o tamanho médio das brota¢des nao foi influenciado pela concentracao de
BAP, quando utilizada até 1,125 mg.L™".

Silva et al. (2003 a) observaram maior niimero de brotos superior a 20 mm com a
concentragio de 0,8 mg.L™' de BAP. Para Arena ¢ Caso (1992) o maior numero de brotos
superior a 15 mm foi observado na concentragdo de 0,5 mg.L" de BAP. Channuntapipat et
al. (2003) trabalhando com um porta-enxerto hibrido de pé€ssego X améndoa observou o
maior numero de brotos superior a 10 mm com 3 uM de BAP (0,675 mg.L™).

Silva et al. (2003 a), também observaram diferengas significativas entre os porta-

enxertos ‘Capdeboscq’ e VP 411, quando avaliaram a altura média dos brotos. Sendo esta



variavel determinada principalmente pela concentragdo e o tipo de regulador de
crescimento (Harada e Murai, 1996; Leontiev-Orlov et al., 2000; Rogalski, 2002), meios de
cultura (Arena e Caso, 1992; Pérez-Tornero e Burgos, 2000; Pérez-Tornero et al., 2000) e

genotipo (Arena e Caso, 1992; Pérez-Tornero e Burgos, 2000; Silva et al., 2003 a).
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FIGURA 4. Valores médios totais do efeito de diferentes concentragdes de BAP na altura
das brotacdes (mm) dos porta-enxertos de Prunus spp, apds 21 dias em cultura
in vitro em meio Lepoivre

Altas concentra¢des de BAP podem induzir a reducao de alongamentos de brotos e
hiperhidricidade em prundceas (Ambrozic-Turk et al., 1991; Arena e Caso 1992; Pérez-

Tornero e Burgos 2000).



FIGURA 5. Aspectos morfologicos na multiplicagdo in vitro de pessegueiro selegdo

‘Carelle’. a) Brotagdes cultivadas em meio de Lepoivre suplementado com 0,5
mg.L"' de BAP b). Segmentos nodais apos 21 dias in vitro em meio Lepoivre
suplementado com 0,5 mg.L" de BAP.c).Dissecacio da cultura anterior com
detalhe das brotagdes. d). Culturas depois de 25 dias em meio de Lepoivre
dupla-fase e e). Dissecagdo de segmentos nodais 25 dias no meio de Lepoivre

dupla-fase LMBV/CCA/UFSC, 2003.



CONCLUSOES

A introdugdo in vitro da sele¢do ‘Carelle’ foi possivel através de apices caulinares e
gemas laterais. O meio de cultura de Lepoivre mostrou-se eficaz para as fases de
estabelecimento e multiplicagdo in vitro.

A multiplicagdo in vitro das sele¢des do porta-enxerto ‘Capdeboscq’ mostrou
resultados promissores visando a produgdo de mudas. As concentracdes de BAP mais
eficientes para a multiplicagdo in vitro destes porta-enxertos foram de 0,5 ¢ 1,0 mg.L™". O
genotipo VP 411 foi superior para a variavel nimero de brotos por explante e o VP 417 foi
superior para a altura média dos brotos.

As concentragdes maiores que 1,0 mg.L”' de BAP inibiram o alongamento das
brotagdes e promoveram a hiperhidricidade, assim houve necessidade de se utilizar uma
etapa intermedidria entre a fase de multiplicagdo e enraizamento in vitro, para o

alongamento das brotacdes, através do meio de cultura dupla-fase.
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ENRAIZAMENTO in vitro DO PORTA-ENXERTO DE Prunus SELECAO
‘CARELLE’

RESUMO A rizogénese ¢ uma fase critica da micropropagacao, pois determina o sucesso
na sobrevivéncia das plantas na etapa de aclimatizagdo. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito de diferentes concentra¢des de AIB no enraizamento in vitro do porta-enxerto de
Prunus ‘Carelle’, selegdo do porta-enxerto ‘Capdeboscq’. A multiplicacdo e alongamento
das brotagdes foram realizadas em meio de cultura dupla-fase constituido de sais e
vitaminas de Lepoivre suplementado com sacarose (20 g.L™), agar (7 g.L™") ¢ 0,5 mg.L" de
6-benzilaminopurina (BAP), na fase solida. Para o enraizamento in vitro, brotos com 2 a 3
cm foram introduzidos em meio de Lepoivre suplementado com acido indolbutirico (AIB)
nas concentra¢des de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg.L'l. Os resultados demonstram que a
percentagem enraizamento in Vitro e o numero de raizes por explante foram afetados
significativamente pelas concentracdes de auxinas (AIB). A concentracdo de AIB que
apresentou o maior nimero de raizes por explante e maior percentagem de enraizamento foi

de 4,0 mg.L"!, com 1,75 raizes por explante ¢ 75 % de enraizamento.

Termos para indexacio: Pessegueiro, micropropagacao, rizogénese, mudas.

In vitro ROOTING OF Prunus ‘CARELLE’ ROOTSTOCKS
ABSTRACT - The rooting phase is critical for he micropropagation as it establishes the
successful in the survival of the plants in the stage of acclimatization. The objective of this
work was to evaluate the effect of different IBA concentrations in the in Vvitro rooting of
‘Carelle’ Prunus rootstocks, selection of ‘Capdeboscq’ rootstock. The multiplication of the
shoots were done in double phase cultive medium consisted of Lepoivre’s salts and
vitamines (Quoirin et al., 1997) supplemented with sucrose (20g.L™), agar (7 g.L"") and 0,5
mg.L" of 6-benzylaminepurine (BAP) in the solid phase. Concerning the in vitro rooting,
the buds with 2 to 3 cm length were reoculated in Lepoivre’s medium (Quoirin et al., 1997)
supplemented with indolbutyric acid (IBA) at the concentrations 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0
mg.L"'. The in vitro rooting and the number of roots by explant were significantly affected

by the IBA concentrations. The presence of auxins was fundamental for the in vitro rooting



and the IBA concentration most efficient was 4,0 mg.L'l, with 1,75 roots/explants and 75%

of rooting.

Index terms: Peach tree, in vitro micropropagation, rhizogenesis, seedling

INTRODUCAO

A cultura do pessegueiro ocupa, no Brasil, uma éarea superior a 22 mil hectares,

produzindo anualmente mais de 200 mil toneladas (Sachs e Campos, 1998; Epagri, 2003).

A producdo de mudas de prunaceas ¢ realizada pela enxertia sobre porta-enxertos
obtidos de sementes provenientes da industria de conserva. Assim, devido a falta de
controle ocorrem misturas varietais, originando desuniformidade de plantas, morte precoce
e falta de identidade genética (Fachinello, 2000).

Para a fruticultura comercial, a qualidade genética e sanitaria das mudas ¢ um fator
determinante para o aumento da produtividade e o sucesso da atividade. Entdo, a definigdo
de porta-enxertos torna-se prioridade, principalmente para a producao de mudas livres de
doengas e pragas, com variedades adaptadas as condi¢des de solo e clima, de vigor definido
e crescimento uniforme. Sendo fundamental o desenvolvimento de novos porta-enxertos
para substituir os tradicionais, de preferéncia de origem clonal, permitindo a captura e
fixagdo de ganhos genéticos (Rufato e Kersten, 2000; Rufato et al., 2000; Fachinello,
2000).

Assim, a selecao ‘Carelle’, possivelmente originaria da cultivar ‘Capdeboscq’ e
selecionada na regido de Videira (SC), apresenta um grande interesse para estudos de
propagagao in vitro e produgido de mudas para avaliagdes posteriores, devido suas possiveis
caracteristicas de induzir baixo vigor (ananizante) em ameixeira, 0 que permite a
implantacdo de pomares adensados, facilitando no manejo do pomar e aumentando a
produtividade da area.

A micropropagag¢do em prunaceas ¢ uma técnica empregada para a produgdo clonal
de porta-enxertos e também auxilia a indexa¢do de matrizes (Hammerschlag, 1982;

Campana et al., 1994; Pérez-Tornero et al., 2000; Rogalski et al., 2003).



Na micropropagacao, a rizogénese ¢ uma fase critica, pois determina o sucesso na
aclimatizagdo, fase em que ocorre a transicdo das condi¢des in vitro para ex vitro. A
indugdo e a iniciagdo de raizes adventicias sdo afetadas pela interacdo de varios fatores: o
genotipo (Caboni et al., 1997); o meio de cultura (Skirvin et al., 1982) e os reguladores de
crescimento, dentre 0s quais as auxinas sao determinantes para o sucesso no enraizamento
in vitro (Magalhaes e Peters, 1991; Caboni e Damiano, 1993; Campana et al., 1994; Pérez-
Tornero et al., 2000; Pruski et al., 2000; Channuntapipat et al., 2003; Rogalski et al., 2003).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do 4cido indolbutirico (AIB) no

enraizamento in vitro do porta-enxerto de Prunus: selecdo ‘Carelle’.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

O porta-enxerto ‘Carelle’ (Prunus persica (L.) Batcsh) ¢ uma selecdo do porta-
enxerto ‘Capdeboscq’ obtida na regido de Videira-SC. Este foi estabelecido e multiplicado
in vitro através de plantas-matrizes mantidas em casa de vegetagdo no Departamento de
Fitotecnia, CCA/UFSC. Os experimentos de cultura in vitro foram conduzidos no
Laboratorio de Morfogénese e Bioquimica Vegetal, Departamento de Fitotecnia,

CCA/UFSC.

Multiplicagdo e alongamento in vitro

Para a multiplicagdo e alongamento das brotagdes utilizou-se o meio de cultura
dupla-fase, (geleificado-liquido) constituido de sais e vitaminas de Lepoivre (Quoirin et al.,
1977) suplementado com 20 gL' sacarose, 7 gL' de agar ¢ 0,5 mgL' de 6-
benzilaminopurina (BAP), na fase solida. Apés 15 dias de cultura in vitro, foi adicionado o
meio liquido de composicao igual o citado anteriormente, porém isento de BAP. O pH do
meio de cultura foi ajustado para 5,2-5,3 antes da autoclavagem a 121°C durante 15

minutos.



Enraizamento in vitro

Apo0s 25 dias de cultura in vitro, brotos com 2 a 3 cm foram introduzidos em meio
de enraizamento contendo sais e vitaminas de Lepoivre (Quoirin et al., 1977) suplementado
com sacarose (20 g.L™), agar (7 g.L") e acido indolbutirico (AIB) nas concentragdes de 0;
0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mg.L'l. Durante um periodo inicial de 10 dias as culturas foram
mantidas no escuro como técnica de indu¢do ao enraizamento.

Apds 30 dias de cultura, o experimento foi avaliado quanto a percentagem de

enraizamento e ao niumero de raizes por explante.

Condicoes de cultura in vitro

O experimento foi conduzido em camara de crescimento com temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 16 horas ¢ intensidade luminosa de 40-45pmol.m™.s”, fornecidas
por lampadas fluorescentes brancas frias, sendo estas as mesmas condigdes de incubagao

utilizadas na fase de multiplicagdo.

Analise estatistica

O delineamento experimental adotado foi inteiramente casualizado, com quatro
explantes por repeticdo e quatro repeti¢cdes por tratamento. Os dados referentes aos efeitos
das diferentes concentragdes de reguladores de crescimento foram transformados para raiz
quadrada (x+1) e submetidos a andlise da varidncia (ANOVA) e ao teste de separagdo de

médias SNK (5%) de acordo com Sokal e Rohlf (1995).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A porcentagem de enraizamento e o nimero de raizes por explantes foram afetados
significativamente pelas concentra¢des de auxinas (AIB). A porcentagem de enraizamento
variou de 0 a 73 % e o numero de raizes por explante de 0 a 1,75 (Tabela 1).

A variavel nimero de raizes por explantes apresentou um comportamento linear
proporcional as doses de AIB testadas (Figura 1). A concentracdo de auxina que apresentou
maior niimero de raizes por explante foi de 4,0 mg.L™' de AIB (1,75 raizes), que diferiu

significativamente das demais concentragdes de AIB. As concentragdes de 1,0; 2,0 e 3,0



mg.L" de AIB nio diferiram significativamente entre si, mas apresentaram um numero de
raizes significativamente maior que a concentragio de 0,5 mg.L" de AIB.

O tratamento sem inclusdo de auxina no meio de cultura ndo proporcionou a
formacao do sistema radicular nos explantes (Tabela 1).

Estes resultados sobre a micropropagacdo e enraizamento de Prunus sao
semelhantes aos observados por diferentes autores, entre eles, Magalhaes e Peters (1991),
Pruski et al. (2000), Rogalski et al. (2003) e Channuntapipat et al. (2003). Magalhaes ¢
Peters (1991) trabalhando com a ameixeira Santa Rosa (Prunus salicina) observaram que as
concentracdes mais baixas de AIB proporcionaram um menor numero de raizes/brotos.
Para Rogalski et al. (2003), a concentrago 6tima de AIB foi de 2,0 mg.L"' com a formacio
de 5.4 raizes por explante. Channuntapipat et al. (2003) observaram os melhores resultados
para o numero de raizes por explante nas concentragdes entre 2,4 ¢ 7,3 uM de AIB (2,4 —
3,4 raizes/explante) para um porta-enxerto hibrido de Prunus. Entretanto, as concentragdes

superiores proporcionaram o declinio do crescimento radicular.

TABELA 1. Numero médio de raizes por explante e porcentagem média de enraizamento
do porta-enxerto de Prunus selegdo ‘Carelle’ avaliado 30 dias de cultura in
vitro, (n=16). LMBV/CCA/UFSC, 2003.

Concentracoes de AIB Numero de raizes por % enraizamento "
(mg.Ll) explante*
0,0 0,00d 0,00 ¢
0,5 0,426 ¢ 14,63 b
1,0 0,936 b 48,34 ab
2,0 1,015b 59,09 ab
3,0 1,203 b 61,88 ab
4,0 1,744 a 72,88 a
5,4584 8,6754
F Teste
C.V. (%) 14,518 33,241

*M¢édias obtidas de quatro explantes por repeti¢ao e de quatro repeticdes por explante.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (a0 = 0,05), dados
transformados (raiz quadrada X+ 1).



A Figura 2 apresenta para o intervalo de 0 a 4,0 mg.L™" de AIB, as distribui¢cdes dos
pontos médios, a equacio de regressio e o coeficiente de determinagio (R?). A
concentracdo de AIB que apresentou a maior porcentagem de enraizamento foi de 4,0
mg.L'1 (73 %), mas nao diferiu significativamente das concentragdes de 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L"
! de AIB (Tabela 1).

Rogalski et al. (2003), encontraram a maior porcentagem de enraizamento na
concentragio de 1,4 mg.L™" de AIB, com 75,3 %. Channuntapipat et al. (2003) observaram
as melhores porcentagens de enraizamento nas concentragdes entre 2,4 ¢ 7,3 uM de AIB
(88,0 —96,0%).

O processo de rizogénese mostrou-se lento, pois apos a retirada dos explantes do
periodo de 10 dias de escuro, ainda foram necessarios 7-10 dias para se visualizar as

protuberancias na base dos explantes e/ou pequenas raizes.
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FIGURA 1. Efeito do AIB no numero de raizes por explante no enraizamento in vitro do
porta-enxerto de Prunus ‘Carelle’, 30 dias de cultura in vitro, (n=16). UFSC,
Florian6polis-SC, 2003.

O processo de enraizamento ndo se mostrou uniforme no decorrer do tempo para o
porta-enxerto avaliado. Alguns explantes formaram raizes mais precocemente que outros.
Entretanto, verificou-se que as concentragdes de AIB (1,0; 2,0 e 3,0 mg.L'l) aceleraram a
emissdo do sistema radicular. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por
Rogalski et al. (2003), que trabalhando com diferentes porta-enxertos de Prunus
observaram emissao mais rapida das raizes nas concentragdes de 0,5; 1,0; e 2,0 mg.L'1 de
AIB. Segundo Gebhardt (1985), a auxina exerce seu principal efeito no estagio inicial de
formacao dos primordios; sua concentracdo e o tempo de permanéncia dos explantes no
meio determinam o numero de raizes e a velocidade de crescimento dos primordios

radiculares.
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FIGURA 2. Efeito do AIB na percentagem de enraizamento in vitro do porta-enxerto de
Prunus selegdo ‘Carelle’, 30 dias de cultura in vitro, (n=16). UFSC,
Florian6polis-SC, 2003.

O periodo de escuro (10 dias) para a inducdo ao enraizamento ¢ uma etapa
recomendada para a multiplicagdo in vitro em prunaceas (Standardi et al., 1978;
Hammerschiag, 1982; Reeves et al., 1985; Caboni e Damiano, 1993; Channuntapipat et al.,
2003).

Standardi et al. (1978), mantendo brotos de diferentes variedades de Prunus no
escuro por cinco dias e apds luminosidade conseguiram aumentar as porcentagens de
enraizamento. Hammerschiag (1982) declarou que um periodo de escuro de duas semanas
era essencial para o maximo enraizamento da ameixeira ‘Calita’, sendo que a presenga da
luz inibiu a formagdo de raiz. Reeves et al. (1985) utilizaram um periodo inicial de

incubag@o no escuro para enraizar in Vitro o porta-enxerto Prunus spp. ‘St Julien A’. Para



Caboni e Damiano (1994) a cultivar de améndoa Supernova enraizou somente com AIB e
um periodo de escuro, atingindo 58% de enraizamento. Channuntapipat et al. (2003)
observaram oOtimas porcentagens de enraizamento para um porta-enxerto hibrido de péssego
X améndoa quando as culturas foram submetidas a um periodo de incubagdo de sete dias no
escuro e posteriormente mantidas por duas semanas em um fotoperiodo de 16 horas.

A formagdo de calos na base dos explantes foi observada na concentragdao de 4,0
mg.L"' de AIB. Para Magalhdes et al. (1991) as concentragdes mais elevadas de AIB
levaram a formacao de calos na base dos brotos, retardando o enraizamento ¢ diminuindo o
comprimento das raizes. Para Filiti et al. (1987), Campana et al. (1994) e Rogalski et al.
(2003) este efeito ¢ determinado por uma excessiva concentragao de auxina no meio de
cultura. Para estes autores, a concentragdo ideal de AIB no meio de cultura previne a
formacdao de calos e promove rapidamente a formagdo e o desenvolvimento de raizes
adventicias. Sabe-se que raizes formadas na presenca de calos apresentam descontinuidade
do sistema vascular com a parte aérea e/ou falhas nas conexdes, com efeitos negativos em
sua funcionalidade (Filiti et al., 1987).

A concentracao de AIB afetou o crescimento das raizes, sendo que as concentragdes
de 0,5; 1,0; 2,0 ¢ 3,0 mg.L'1 proporcionaram um bom crescimento radicular, enquanto que
na concentragio de 4,0 mg.L"' de AIB, formaram-se raizes curtas (Figura 3). Para Tricoli et
al. (1985) e Campana et al. (1994), a auxina favorece a diferenciag¢do celular dando origem
aos primoérdios radiculares, mas, ndo sendo necessaria para o alongamento do sistema

radicular, podendo até ser inibitoria.



FIGURA 3. Aspectos morfoldgicos no enraizamento in vitro do porta-enxerto de Prunus
da selecdo ‘Carelle’ submetido a diferentes concentragcdes de AIB, apos 30
dias de cultura in vitro. a). 0,5 mg.L"' de AIB; b). 1,0 mg.L" de AIB; ¢). 2,0
mgL' de AIB; d). 3,0 mgL' de AIB; e). 40 mgL' de AIB
LMBV/CCA/UFSC, Floriandpolis-SC, 2003.



CONCLUSOES

Os resultados mostraram um aumento na porcentagem de enraizamento com o
aumento na concentragcdo de AIB, comportamento semelhante foi observado para o nimero
de raizes. Confirmando assim, a necessidade de reguladores de crescimento para a iniciacao
e formagdo de raizes adventicias do porta-enxerto de Prunus ‘Carelle’. A concentragdo de
4,0 mg.L" de AIB foi a que apresentou maior porcentagem de enraizamento e numero de
raizes por explante, porém apresentou a formacao de calos na base dos explantes, o que

pode vir a ser prejudicial na fase de aclimatizagao.
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CARACTERIZACAO MOLECULAR DE PORTA-ENXERTOS DE Prunus POR
MARCADORES MICROSSATELITES (SSR)

RESUMO Marcadores moleculares t€ém sido amplamente utilizados nas mais variadas
espécies frutiferas para analise de “fingerprinting”, para a identificacdo e certificacdo de
material vegetal, bem como uma ferramenta auxiliar em programas de melhoramento para
acessar a variabilidade genética entre gendtipos. Dada a importidncia da cultura do
pessegueiro para a regido sul do Brasil, o presente trabalho teve por finalidade contribuir
para a caracterizacdo genético-molecular de 11 selecdes de porta-enxertos de Prunus. Os
porta-enxertos foram analisados com 12 primers SSR sendo que destes, oito apresentaram
polimorfismo e produziram entre um a cinco (média 2,16) alelos/loco. O marcador UDP96-
013 foi o mais polimorfico e detectou cinco alelos distintos. A andlise de agrupamento
realizada com o método UPGMA produziu um dendograma que permitiu uma clara
separacao das selecdes de porta-enxertos em trés grupos diferentes. O grau de polimorfismo
detectado pelos marcadores SSR confirma o potencial da técnica na analise de
“fingerprinting” e sua utilidade na estimativa da variabilidade genética entre gendtipos de

pessegueiro.

Termos para indexacdo: Prunus, marcadores moleculares, identificagdo varietal,

microssatélites, figerprinting.

MOLECULAR CHARACTERIZATION OF Prunus ROOTSTOCKS ANALYZED
BY SSR MARKERS
ABSTRACT- Molecular markers have been used thoroughly in many fruit crops species
for fingerprinting analysis during the vegetal material certification process, and as an
auxiliary tool in breeding programs to access genetic variability among genotypes. The
peach is an important crop in Southern Brazil. The present paper aimed at to contribute for
the genetic-molecular characterization of 11 peach rootstocks, which were analyzed with 12
SSR primers that showed eight polymorphic primers and detected among one — five (mean
2,16) allele/loco. The UDP96-013 marker was most polymorphic producing five allele
different. The cluster analysis was represented by a dendogram using UPGMA method, and



showed a clear separation in to three groups different. A degree of polymorphism was
detected by SSR markers in the peach, confirms the potential of the technique of
fingerprinting analysis and is usefulness in the estimate of the genetic variability among

peach genotypes.

Index terms: Prunus, molecular markers, variety identification, microsatellite,

fingerprinting.

INTRODUCAO

Dentro do género Prunus existem varias espécies originadas principalmente no
Hemisfério Norte. A classificagdo botanica das espécies dentro deste género ¢ bem
controversa, em parte devido a facilidade de ocorréncia de hibridagdo interespecifica
(Dosba et al., 1994), a qual originou diversos tipos intermedidrios e diminuiu os limites
entre as espécies do género Prunus.

O péssego [Prunus persica (L.) Batsch] ¢ uma espécie frutifera de autofecundagao
com uma baixa variabilidade genética (Scorza e Okie, 1990). A estreita base genética deve-
se ao uso e propagacgdo extensiva do pé€ssego tipo “Chinese Cling”, a partir do século XIX.
Posteriormente esses genétipos foram incluidos como progenitores nos programas de
melhoramento devido as caracteristicas do fruto, como o tamanho, a polpa firme e também
a sua oOtima qualidade. Conduzindo, assim, a um alto nivel de endogamia e co-
ancestralidade entre as cultivares de péssego (Scorza et al., 1985).

No sul do Brasil, a maioria dos porta-enxertos utilizados na producao de mudas de
pessegueiro ¢ ameixeira ¢ originario da cultivar Capdeboscq [Prunus persica (L.) Batsch],
cultivar de ciclo tardio, com boa germinagao e cultivada para fins industriais (Fachinello et
al.,, 1995). Esta cultivar ¢ originaria da Estacdo Experimental de Pelotas, obtida por
poliniza¢do livre de um cruzamento entre ‘Lake City’ e uma selecdo local chamada
‘Intermediario’ (Finardi, 1998).

Portanto, ocorre a necessidade de novas alternativas de porta-enxertos para
substituir os utilizados atualmente, que sejam de origem clonal, permitindo a captura e
fixacdo de ganhos genéticos (Fachinello, 2000). Desta forma, verifica-se que trabalhos de

selecdo de novas cultivares de porta-enxertos e métodos de propagacdo clonal sdo



fundamentais para a produ¢ao de mudas e a sustentabilidade das Prunaceas (Fachinello,
2000; Rogalski, 2002; Silva et al., 2003). Uma vez que o sucesso no cultivo de plantas
frutiferas depende muito da qualidade do material vegetal, garantias de correspondéncia
genético-sanitarias sao fundamentais devido ao alto investimento de tempo e dinheiro
requeridos para implantar um pomar.

A identificag@o de cultivares realizada através de caracteristicas morfo-fenologicas e
pomoldgicas dos materiais vegetais pode ser utilizada, pois ha uma substancial variacao
intraespecifica, principalmente nas caracteristicas de folhas e frutos (Sansavini, 1998). Mas
no caso de porta-enxertos, torna-se mais dificil a observagdo dessas caracteristicas
morfologicas apos o processo de enxertia (Lu et al., 1996; Casas et al., 1999; Bianchi et al.,
2003). Adicionalmente, este tipo de analise apresenta varias limitagdes pois requer muito
tempo para ser realizada, além de ndo permite acessar todo o genoma da planta, deixando
varias duvidas quando se trata de gendtipos com caracteristicas muito similares (como
verificado em pessegueiro), e ndo pode ser realizada em qualquer periodo do ano ou ciclo
da planta.

Com o advento das técnicas de detec¢do de polimorfismo do DNA, gerou-se um
amplo alcance na identificagdo de cultivares e estudos de divergéncia genética (Rafalski et
al., 1996).

A utilizagdo de marcadores moleculares com o intuito de estimar divergéncias
genéticas cada vez mais tem-se mostrado apropriado para a analise de gendtipos de varios
organismos. Nesse contexto, os marcadores moleculares microssatélites ou SSR (simple
sequence repeats) possuem grande aplicabilidade. Os locos de SSR sdo constituidos de
pequenas seqiiéncias de um a quatro nucleotideos de comprimento, repetidas em tandem
(Litt e Luty, 1989). No genoma dos eucariotos, estas seqliéncias simples sdo mais
freqlientes, melhor distribuidas ao acaso, formam locos genéticos bem polimorficos,
parecem ser somaticamente estaveis, sdo altamente multialélicos e apresentam um padrdo
de heranga co-dominante, ou seja, ambos os alelos de um individuo heterozigoto sao
visualizados e possuem o mais elevado contetido de informagdo de polimorfismo “PIC”
(“Polymorphism Information Content”) (Morgante e Oliveira, 1993; Powell et al., 1996;
Cipriani et al., 1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000; Aranza et al., 2001).



Varios primers microssatélites foram relatados para pessegueiro (Cipriani et al.,
1999; Sosinski et al., 2000; Testolin et al., 2000; Aranza et al., 2001; Dierlewanger et al.,
2002). Estes marcadores foram utilizados com sucesso na discriminagdo de genotipos de
prunaceas por Testolin et al. (2000); Sosinski et al. (2000); Hormaza, (2001); Aranza et al.
(2001); Hormaza, (2002) e Wiinsch e Hormaza, (2004).

O presente trabalho teve por finalidade utilizar marcadores moleculares obtidos por
amplificagdo do DNA via PCR com primers de seqiiéncias simples repetidas (SSR)
desenvolvidos para Prunus persica (L.) Batsch, para detectar a similaridade genética entre

11 selecdes de porta-enxertos de Prunus spp.

MATERIAL E METODOS

Amostras foliares de plantas de 11 porta-enxertos de péssego (Tabela 1) foram
coletadas e acondicionadas em uma caixa de isopor com gelo e posteriormente transferidas
para o laboratorio de Fisiologia do Desenvolvimento e Genética Vegetal do CCA/UFSC,
onde foram mantidas a -20°C, até a extracao do DNA.

O método de extragdo de DNA vegetal foi o descrito por Doyle e Doyle, (1987)
com algumas modifica¢des. Cerca de 150 mg de tecido vegetal foi pulverizado com
nitrogénio liquido, através de maceragdo manual e colocado em microtubos de centrifuga.
Ao material macerado foram adicionados 700 uL de tampao de extracdo (2% CTAB, 1,4 M
NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCL pH 8,0, 2,0% PVP e 2% de B-mercapto-etanol).
O DNA foi purificado através de duas lavagens com 1 mL de acetato de Amonio + alcool
76% por 10 minutos ¢ uma vez com 1 mL de alcool 95% por 1 minuto. O “pellet” foi seco
na bancada a temperatura ambiente durante 10 minutos e resuspenso em 70 uL tampao TE
(10mM Tris-HCL pHS8,0 e 1| mM EDTA), contendo 10 ug/mL de RNAse.

O DNA foi quantificado e a sua qualidade avaliada através de eletroforese em
tampao TBE 1X, em gel de agarose 0,8 %, corado com brometo de etidio, através de
comparacdo com DNA de fago A nas concentragdes de 10, 20, 50 e 100 ng/uL. Apds a
quantificagdo o DNA foi diluido em TE, para concentragdao de 10 ng/uL.



TABELA 1. Identificacdo da origem, local de coleta e observagdes sobre as 11 sele¢des de

porta-enxertos de Prunus spp. utilizados no estudo.

Porta-enxertos

Numero Seleciao

01 PAL

02 VP 411

03 MAL

04 VP 419

05 GF 677

06 Baldissera 2
07 PAF 1

08 PAF 2

09 VP Enraizador
10 Carelle 1

11 Carelle 2

Local
Coleta
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Epagri/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta/
Videira
Vitroplanta
Videira
Epagri/Pinto
Preto
Epagri/
Videira

Origem
Sel. Capdeboscq

Sel. Capdeboscq
Sel. Capdeboscq
Sel. Capdeboscq
Prunus persica x
Prunus amygdalus
Sel. Capdeboscq
Sel. Capdeboscq
Sel. Capdeboscq
Sel. Capdeboscq

Sel. Capdeboscq

Sel. Capdeboscq

Observacoes
Porta-enxerto Ananizante (Leticia)

Porta-enxerto de Prunaceas
Porta-enxerto Ananizante (Leticia)
Porta-enxerto de Prunaceas
Porta-enxerto origem INRA (Franga)
Porta-enxerto Ananizante (Leticia)
Porta-enxerto Ananizante (Frontier)
Porta-enxerto Ananizante (Frontier)
Porta-enxerto de Prunaceas
Porta-enxerto Ananizante (Frontier)

Porta-enxerto Ananizante (Frontier)




TABELA 2. Iniciadores microssatélites de pessegueiro [Prunus persica (L) Batsch]

selecionados para a andlise das 11 selecdes de porta-enxertos de Prunus spp,

UFSC/CCA/LFDGV, 2004.

Iniciador Seqiiéncia (3’-5) Referéncia Fragmento  Temperatura
(bp) de anelamento
C)

AF324925 Atgtagccggtagctttcg Genebank 90-120 60
Acgacaactccaagcccc

AF324924 Gccaagttgecccacaate Genebank 60
Ataggctcgcacacagga

AF324923 Gaccagaattgtaagcacc Genebank 140-160 60
ctaagccacttggaagctta

BPPCT2 Tcgacagcttgatcttgacc Dirlewanger et al. 229 60
Caatgcctacggagataaaagac (2002)

BPPCT4 Ctgagtgatccatttgcagg Dirlewanger et al. 200 60
Agggcatctagacctcattgtt (2002)

BPPCT6 Gcttgtggcatggaage Dirlewanger et al. 117 60
Ccctgtttctcatagaactcacat (2002)

BPPCT8 Atggtgtgtatggacatgatga Dirlewanger et al. 148 60
Cctcaacctaagacaccttcact (2002)

BPPCT9 Attcgggtcgaactccct Dirlewanger et al. 171 60
Acgagcactagagtaaccctctc (2002)

UDP97-402  Tcccataaccaaaaaaaacacc Cipriani et al.(1999) 130-170 60
Tggagaagggtgggtacttg

UDP96-018  Ttctaatctgggctatggeg Cipriani et al.(1999) 210-260 60
Gaagttcacatttacgacaggg

UDP96-013  Attcttcactacacgtgcacg Cipriani et al.(1999) 200 60
Ccccagacatactgtggctt

UDP96-001  Agtttgattttctgatgcatcc Cipriani et al.(1999) 110-150 60

Tgccataaggaccggtatgt




As reacdes de amplificacdo foram realizadas com 1 U de Taq DNA Polimerase
, 2,4 mM de M,Cl,, 0,25 mM de dNTP; (desoxi-nucleotideos), 0,2 uM de cada primer,
Tampao 10X e 30 ng de DNA gendmico, num volume final de 15 uL. Os primers usados
para o microssatélite sdo apresentados na Tabela 2. O método de amplificagdo usado
consistiu de um ciclo inicial de desnaturagdo de 96°C por 3 min. e 30s. Seguido por vinte e
nove ciclos de (94°C por 1 min., 60°C por 1 min, e 72°C por 1 min.) finalizando com 72°C
por 7 minutos.

Para visualizagdo dos fragmentos amplificados foram retiradas as amostras da PCR
e adicionados 4 uL de tampao de carregamento e em seguida colocadas para desnaturar por
5 minutos a 95°C. Apds a desnaturagdo foram colocados 6 uL de cada amostra no gel de
poliacrilamida (aquecido a 60W até atingir uma temperatura de 50°C) por 1 hora. Em
seguida foi feita uma coloragdo com Nitrato de Prata.

Para as informagdes geradas pelos marcadores SSR, os seguintes parametros foram
calculados: numero de alelos por loco (A), heterozigosidade observada (Ho),
heterozigosidade esperada (He = 1 -Yp’i, onde p ¢ a freqiiéncia do alelo i™) e porcentagem
de locos polimorficos (P). As relagdes entre variedades foram representadas em forma de
dendogramas pelo processo de agrupamento de médias UPGMA (Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Average), utilizando o software NTSYS-pc 2.02 (Rohlf, 1997)
com uma matriz de similaridade genética calculada a partir do coeficiente de similaridade

de Jaccard.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de iniciadores microssatélites em reacdes de PCR possibilitou a amplificagdo
de fragmentos de DNA, contidos entre regides de DNA repetitivo, representadas por
seqiiéncias simples repetidas (SSRs). Entre os 15 iniciadores testados, 12 produziram
bandas nitidas e de boa repetibilidade (Tabela 2) e oito destes mostraram-se polimorficos
(66,67%). Os parametros de variabilidade analisados sdo apresentados na Tabela 3.
AF324925, BPPCT4, BPPCT6, BPPCT9 e UDP97-402 detectaram a presenga de um ou
mais individuos sem amplifica¢do de banda, o que sugere a presenca de alelos nulos nestes

locos.



O numero de alelos detectados foi de cinco, variando de um (BPPCT4, BPPCT®6,
BPPCT9 e UDP97-402) a cinco (UDP96-013), com uma média de 2,16 alelos por loco. A
heterozigosidade esperada (He) média foi de 0,51 e variou de 0,18 (UDP96-001) a 0,77
(UDP96-013). Um alto nivel de heterozigosidade foi observado em AF324923 (1,00) e
AF324924 (0,91) e um baixo nivel em UDP96-001 (0,10) e BPPCTS8 (0,18).

A alta proporgao de locos polimorficos (66,67%), o nimero de alelos detectados por
loco (2,16) e a alta heterozigosidade esperada (0,51), indicou que marcadores
microssatelites (SSR) podem ser utilizados para identificar os niveis de variagdo em

pessegueiro.

Estes resultados estdo de acordo com Aranza et al. (2001), que analizando 14
cultivares de pessegueiro e 11 de nectarineira encontraram nimero médio de alelos de 3,2,
variando entre 2 a 8 alelos detectados. Estes autores observaram que 69% dos locos
analisados foram polimorficos, a heterozigosidade média esperada foi de 0,41 (0,04 a 0,79)
e a heterozigosidade média observada foi de 37 % (4 a 76 %). Wiinsch e Hormaza (2003)
revelaram 42 alelos, com uma média de 3,5 (2 a 10) alelos por loco utilizando 12
iniciadores microssatélites (SSR) em cultivares locais de cerejeira da Espanha. J4 para
Sosinski et al. (2000), somente oito primers SSR mostraram-se polimoérficos em dez
utilizados, sendo que todos os locos microssatélites amplificaram para as 28 cultivares de
péssegueiro analisadas, mostrando entre um e quatro possiveis alelos e uma

heterozigosidade média observada de 0,45 (0,21 a 0,56).

Para Hormaza (2002), dos 37 iniciadores microssatelites (SSR) de pessegueiro
utilizados em damasco (Prunus armeniaca L.), 20 (64,52%) foram polimorficos e 82 alelos
foram detectados nestes locos, com 2 a 8 alelos por loco. A heterozigosidade média
observada foi de 0,51 (0,08 a 0,94). Dierlewanger et al. (2002) analisaram a diversidade
genética em pessegueiro e cerejeira (Prunus avium L.), com 41 iniciadores microssatélites
desenvolvidos para pessegueiro. Destes 13 revelaram polimorfismo em ambas as espécies,
19 foram polimorficos somente em pessegueiro € um foi polimdrfico somente em cerejeira.
O numero de alelos por loco variou de 1 a 9 (4,2) e de 1 a 6 para cerejeira (2,8),
respectivamente. A heterozigosidade média esperada variou de 0,07 a 0,79 (0,41) para

pessegueiro e de 0,39 a 0,76 (0,60) para cerejeira. A heterozigosidade observada foi menor



que a esperada para todos os alelos e trés microssatélites em péssegueiro apresentaram

alelos nulos.

TABELA 3. Parametros de variabilidade genética de 11 selegdes de porta-enxertos de
Prunus analizados com 12  iniciadores de  microssatélites.

UFSC/CCA/LFDGV, 2004.

Iniciador ou Heterozigosidade  Heterozigosidade Numero de alelos/loco
primers esperada (He) observada (Ho) (A)
AF324925 — — 2,0
AF324924 0,58 0,91 4,0
AF324923 0,50 1,00 2,0
BPPCT2 0,52 0,40 3,0
BPPCT4 — — 1,0
BPPCT6 - - 1,0
BPPCTS 0,515 0,18 2,0
BPPCT9 - - 1,0
UDP97-402 - — 1,0
UDP96-018 0,50 0,45 2,0
UDP96-013 0,77 0,77 5,0
UDP96-001 0,18 0,10 2,0
Média 0,51 0,54 2,16

O agrupamento gerado a partir dos marcadores microssatelites (SSR) mostrou a
formagao de trés grupos distintos (Figura 1), com um coeficiente de correlagdo cofenética
de 0,83. O primeiro grupo contém as selecdes de porta-enxertos de Prunus (01-PAL e 03-
MAL) que apresentaram uma similaridade genética de 100% entre elas. Ambas sele¢des
estdo sendo avaliadas e indicadas como porta-enxertos ananizantes da cultivar de ameixeira
‘Leticia’. O mesmo coeficiente de similaridade foi observado para as selegdoes 02-VP 411 e
08-PAF 2. Neste grupo também estdo as selegdes 04—VP 419 e 07-PAF1, que apresentaram
uma similaridade genética de 70%. As selegdoes 02-VP 411 e 04—VP 419 sdo utilizadas

como porta-enxerto de prunaceas e as selegoes 07-PAF1 e 08-PAF 2 sdo indicadas como



porta-enxertos da cultivar de ameixeira ‘Frontier’. Todos as selecdes sdo possivelmente
originarias do porta-enxerto ‘Capdeboscq’ e tem o mesmo local de coleta, a empresa

Vitroplanta de Videira.

O segundo grupo ¢ formado pelas selegdes 06-Baldissera 2 e 09-VP Enraizador e
10-Carelle 1 e 11-Carellie 2 que mostraram uma similaridade genética de 83,3% e 70,6%,
respectivamente. A selegdo 06-Baldissera 2 ¢ indicada como um possivel porta-enxerto
ananizante para cultivar de ameixeira ‘Leticia’ e a selecdo 09-VP Enraizador ¢ utilizada
como um porta-enxerto de pessegueiro e apresenta 6tima capacidade de multiplicagdo via
estacas herbacea na empresa Vitroplanta de Videira. Ja as sele¢des 10-Carelli 1 e 11-Carelli
2 sao indicadas como possiveis porta-enxertos ananizantes da ameixeira ‘Frontier’ e sdo

oriundas de Pinheiro Preto e Videira (Epagri), respectivamente.

O terceiro grupo foi formado somente pelo porta-enxerto 05-GF 677, com a menor
porcentagem de similaridade genética (56,2%) em relacdo as demais selecdes avaliadas. O
porta-enxerto GF 677 mostrou-se geneticamente distante dos dois outros grupos formados
pela analise de cluster, o que ja era esperado, pois este material ¢ um hibrido entre o
pessegueiro [Prunus persica (L.) Batsch] e a améndoeira (Prunus amygdalus). Assim,
confirmando a identidade varietal diferente das demais selegdes que apresentam em comum
a origem de gendtipos geneticamente proximos do porta-enxerto ‘Capdeboscq’

tradicionalmente utilizado como porta-enxerto de prunaceas.

Este material produziu trés bandas como produto da amplificacdo para alguns pares
de primers, sendo mais que o esperado de acordo com a construcdo diploide das espécies
que geraram este hibrido. Para Hormaza (2002) este fenomeno foi observado em produtos
da amplificagdo de cinco pares de primers microssatelites (SSR) em estudo entre gendtipos

de damasco (Prunus armeniaca L.).

Os resultados observados para as 11 selegdes de Prunus confirmaram a eficiéncia de
marcadores SSR para a identificacdo varietal. Para Hormaza (2001), os marcadores
microssatélites foram eficazes para distinguir diferentes acessos relatados para cultivar de
damasco ‘Moniqui’. No entanto, 13 acessos foram indistinguiveis com todos os pares de
iniciadores utilizados. Estes resultados foram confirmados com as observagdes fenotipicas

realizadas a campo. Dierlewanger et al. (2002) desenvolveram marcadores microssatélites



para pessegueiro, utilizando-os com sucesso na analise da diversidade genética em
pessegueiro e cerejeira (Prunus avium L.) e também na identificagdo varictal de

pessegueiro para a protecao de cultivares e certificagdo de mudas.

A eficiéncia na discriminagdo entre diferentes genotipos do género Prunus através
de marcadores microssatelites (SSR) desenvolvidos para Prunus persica (L.) Batsch ¢
salientada por diversos autores (Hormaza, 2001; Dierlewanger et al., 2002; Bianchi et al.,
2002; Hormaza, 2002; Wiinsch e Hormaza, 2004). Os resultados obtidos sugerem que a
distancia genética entre as espécies do género Prunus nao ¢ alta. De fato, o contetido do
DNA nuclear estimado para as espécies diploides deste género mostram um pequeno
genoma nuclear relativamente estavel. Também sdo freqiientemente relatados exemplos de
hibridagdo interespecificas e compatibilidade de combinagdes com enxertia entre espécies

do género (Baird et al., 1994).

TABELA 4. Similaridade genética observada entre 11 sele¢des de porta-enxertos de
Prunus wutilizando marcadores de DNA obtidos com iniciadores de

seqiiéncias simples repetidas, UFSC/CCA/LFDGV, 2004

Selecdes 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
1 1
2 0.764 1
3 1.000 0.764 1
4 0.700 0.700 0.700 1
5 0.562 0.700 0.700 0.562 1
6 0.644 0.644 0.644 0.644 0562 1
7 0.806 0.764 0.806 0.700 0.562 0.644 1
8 0.764 1.000 0.764 0.700 0.562 0.644 0.764 1
9 0.644 0.644 0.644 0.644 0.562 0.833 0.644 0.644 1
10 0.644 0.644 0.644 0.644 0.562 0.657 0.644 0.644 0.657 1
11 0.644 0.644 0.644 0.644 0.562 0.657 0.644 0.644 0.657 0.705 1




Bianchi et al. (2002) salientaram a eficiéncia do uso de marcadores microssatélites
para identificar seis cultivares de ameixeira (Prunus salicina). Wiinsch ¢ Hormaza (2004),
avaliando a diversidade genética de cultivares locais de cerejeiras espanhola utilizando 12
iniciadores microssatelites (SSR), verificaram a identificagdo de 26 dos 28 gendtipos
estudados. As andlises de similaridade genética realizadas pelo método UPGMA
permitiram uma clara separacdo entre as cultivares mais tradicionais e aquelas introduzidas

recentemente na regiao.

As analises mostraram que os genotipos 01-PAL e 03-MAL e 02-VP 411 e 08-PAF
2, pertencentes ao primeiro grupo, foram geneticamente idénticos. Neste caso, pode se
afirmar que para uma mesma sele¢do foi conferido dois nomes diferentes (sinonimia), mas
trata-se do mesmo genoétipo. Ja as selegdes de porta-enxertos de Prunus incluidas no
segundo grupo, principalmente 10-Carelle 1 e 11-Carelle 2 que a principio teriam a mesma
identidade genética, mas apresentaram somente 70,5% de similaridade molecular. Neste
caso, acredita-se tratar de gendtipos distintos e recomenda-se a realizacdo de novas analises
com um maior nimero de amostras e de iniciadores, a fim de verificar de maneira mais

precisa a identificacdo varietal destes genotipos.
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FIGURA 1. Dendograma de 11 selecdes de porta-enxertos de Prunus, construido a partir
dos produtos de amplificacio com primers de SSR, usando o método de

agrupamentos UPGMA, UFSC/CCA/LFDGV,2004.

CONCLUSOES

Marcadores microssatelites (SSR) foram eficientes para a caracterizagdo genética
das selecdoes de porta-enxertos de Prunus analisados neste trabalho. Resultados
significativos foram obtidos com estes marcadores, permitindo estimar a variabilidade
genética entre as selecoes e confirmando a desuniformidade genética dos gendtipos
utilizados na producdo de mudas de prunaceas no Estado de Santa Catarina. Além disso, ¢
possivel identificar geneticamente as selecdes demonstrando a presenca de diferentes

nomes ou codigos para 0 mesmo genotipo.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho objetivou aprimorar o conhecimento cientifico e tecnoldgico referente
as técnicas de propagacdo e selecdo clonal de porta-enxertos de Prunus. Neste sentido,
foram desenvolvidas metodologias para propagacao in vitro das selecdes ‘Carelle’, VP 411
e VP 417 e também para a identificacdo genética de 11 selegdes de porta-enxertos de
Prunus utilizados na producdo de mudas no Estado de Santa Catarina. Estas novas técnicas
possibilitardo um melhor conhecimento destas selecdoes de porta-enxertos e, certamente,
permitirdo um melhor controle varietal e sanitario na producdo de mudas de Pruniceas,
contribuindo para o estabelecimento de pomares uniformes geneticamente e livres de

patogenos.

A metodologia de manutencdo de plantas matrizes em casa de vegetagdao, com
controle permanente em relagdo a nutrigdo e patdgenos, foi determinante na fase de
introdugdo e estabelecimento in vitro. Apices caulinares e gemas laterais do porta-enxerto
‘Carelle’ foram utilizados como explantes e mostraram-se eficientes permitindo a

continuidade do processo de cultura in vitro.

O potencial para multiplicacdo desta selecdo de porta-enxerto ‘Carelle’ foi
comparado a outras selecoes do porta-enxerto ‘Capdeboscq’, VP 411 e VP 417,
demonstrando diferengas quando submetidos a diferentes concentracoes de BAP. A
concentracdo de BAP mais eficiente foi de 1,0 mg.L'1 e, de modo geral, a elevacdo nas
concentracdes de BAP reduziu a altura das brotagdes e provocou a hiperhidricidade dos

explantes.

A presenca de AIB foi essencial na fase de enraizamento in vitro da selegdo de
porta-enxerto ‘Carelli’. O niimero de raizes por explante e a percentagem de enraizamento
aumentaram com a elevagdo na concentracdo de AIB, sendo que as concentragdes mais

elevadas deste fitohormonio induziram a formagao de calos na base dos explantes.

O meio de cultura de Lepoivre mostrou-se eficaz para as diferentes fases estudadas,
porém hé necessidade de maiores estudos em relagdo a concentragdo mineral, visando

resolver problemas como a hiperhidricidade, presente neste trabalho.



Este estudo confirmou que a variabilidade genética é expressada in vitro e deve ser
considerada em suas diferentes fases. Assim, as 11 selecdes de porta-enxertos de Prunus,
entre eles trés selecdes do porta-enxerto ‘Capdeboscq’, VP 411, VP 419 e ‘Carelle,” foram
analisadas quanto as suas similaridades genéticas. O resultado apresentado pela analise de
agrupamento realizada pelo método UPGMA, obtido pela amplificagdo de 12 pares de
primers SSR de péssegueiro, revelou que alguns genotipos sdo geneticamente idénticos e
outros que deveriam ter tal comportamento nao o tiveram, mostrando que a propagagao de
plantas frutiferas de forma ndo controlada tem conduzido a perda de identidade genética de

inimeros genotipos.



ANEXO 01

Comunicagao cientifica publicada na Revista Brasileira de Fruticultura

(Rev. Bras. Frutic., Jaboticabal — SP, v. 26, n.2, p.377-379, agosto2004)

ANEXO 02

(Meio de Cultura QL — QUOIRIN, M.; LEPOIVRE, P.; BOXUS, P. Comptes
Rendus des Recherches Agronomiques, Gembloux, p.93-117, 1977.



MULTIPLICACAO in vitro DO PORTA-ENXERTO DE Prunus spp. 'CARELLI'

RESUMO - No Brasil a falta de porta-enxertos para as Prundceas, principalmente de
origem clonal, tem incentivado a selecao de novas variedades e o uso de técnicas de cultura
in vitro para a propaga¢do. Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de multiplicac@o in vitro do porta-enxerto ‘Carelli’ sob efeito de diferentes concentragdes
da citocinina 6-benzilaminopurina (BAP). Segmentos nodais com 0,5 cm de comprimento
foram inoculados em meio de cultura de Lepoivre, suplementado com 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0 mg.L"' BAP. Estes segmentos nodais sio oriundos de plantulas pré-estabelecidas in
vitro, apos duas subculturas em meio de cultura de Lepoivre, suplementado com 0,5 mg.L™
de BAP. As avaliagdes para nimero de brotos por explante, altura média das brotagdes
foram realizadas apds 21 dias de cultura in vitro. Os resultados mostraram que os
tratamentos com BAP ndo apresentaram diferencas significativas entre eles. A taxa média
de multiplicagdo foi de 3,3 a 3,4 brotos por explante. O tratamento sem adi¢do de BAP nao
apresentou a formagdo de brotagdes axilares, mas resultou em brotos com maior altura
média (16,2 mm). O uso de BAP afetou significativamente a altura das brotacdes e o
acréscimo nas suas concentragdes reduziu o comprimento das mesmas. Concentragdes de
BAP superiores a 1,0 mgL'de BAP reduziram o comprimento das brotagdes e
promoveram hiperhidricidade. O uso de 0,5 mg.L"' de BAP promoveu a formacdo de 3,3
brotos por explante com 11,0 mm de altura média, em condigdes adequadas para o

enraizamento.
Termos de indexacao: Pessegueiro; micropropaga¢ao; mudas

In vitro MULTIPLICATION OF Prunus spp. ROOTSTOCKS 'CARELLI'
ABSTRACT - In Brazil the lack of well adapted rootstocks in the Peach industry, mainly
of clonal origin, forces the selection of new varieties and the use of tissue culture

techniques for the mass clonal propagation. In the present work it was evaluate the in vitro

multiplication potential of “Carelli” rootstock in response to different levels of BA. Nodal

' Aceito para publicagio na RBF em: 22 de Julho de 2004.



segments (0.5 cm length) were inoculated in test tubes containing 20 ml of Lepoivre’s
culture medium supplemented with 0.0; 0.5; 1.0; 2.0 and 4.0 mg.L"' BA. This nodal
segments were originated from in vitro pre-establish plants after two subcultures in
Lepoivre’s culture medium supplemented with 0.5 mg.L™" BA. Evaluations done after 21
days in culture showed that the different levels of BA resulted in values statistically similar
for the multiplication rate and length of regenerated shoots. The values for multiplication
rate ranged from 3.3 to 3.4 shoots/explant. The treatment control did not result in multiple
shoots but gave rise to shoots with the highest lenght (16.2 mm). BA significativelly
affected the length of shoots and the increase in its levels reduced the shoot lenght. BA
levels higher than 1.0 mg.L™" reduced the shoot length and promoted vitrification. BA in the
level of 0.5 mg.L™ resulted in the induction of 3.3 shoots/explant with means values of 11.0

mm in length in adequate conditions for rooting.
Index terms: Peach; micropropagation; stocks

No Brasil, as mudas comerciais de Prunaceas, especialmente do pessegueiro, sdo
obtidas através da enxertia sobre porta-enxertos originarios de sementes de qualquer
cultivar de maturagdo tardia, que apresente boa adaptacdo as condi¢des edafoclimaticas da
regido. Essas sementes sdo oriundas da industria de conserva, onde geralmente ocorrem
misturas varietais, causando variabilidade genética e conseqiientemente a desuniformidade
nos pomares (Fachinello, 2000).

O porta-enxerto mais utilizado na producdo de mudas ¢ o ‘Capdeboscq’ (Prunus
persica (L.) Batsch), cultivar de ciclo tardio, cultivada para fins industriais, cuja sementes
apresentam boas taxas de germinagdo. Essa cultivar ¢ originaria da Estagdo Experimental
de Pelotas, obtida por polinizagdo livre de um cruzamento entre ‘Lake City’ e uma selegdo
local chamada ‘Intermediario’ (Finardi, 1998).

A necessidade de novas variedades de porta-enxertos encontra-se associada a
métodos mais eficientes de propagagdo e producdo de mudas (Fachinello, 2000). Assim, o
porta-enxerto ‘Carelli’, originario de uma selegdo da cultivar Capdeboscq, em Videira (SC),
apresenta grande potencial para estudos de multiplicagdo in vitro e clonagem em larga

escala, devido as suas caracteristicas de induzir baixo vigor (ananizante) em ameixeira, o



que pode permitir a implantagdo de pomares adensados, facilitando o manejo e aumentando
a produtividade por area.

Para o género Prunus tem se verificado grande progresso nas técnicas de cultura in
vitro, com o uso de novos genotipos associado ao avango técnico-cientifico nos métodos de
propagagdo in vitro (Pérez-Tornero et al., 2000; Silveira et al., 2001; Rogalski, 2002; Silva
et al., 2003).

Entretanto, devido as diferengas genotipicas no comportamento in vitro, faz-se
necessario determinar as condi¢des ideais de multiplicagdo para cada gendtipo. Neste
contexto, os reguladores de crescimento sdo fundamentais para o sucesso da
micropropagacdo e, dentre estes, as citocininas sdo indispensaveis para a quebra da
dominancia apical, indu¢do e proliferacdo de gemas axilares (Leontiev-Orlov et al., 2000;
Pérez-Tornero et al., 2000; Rogalski, 2002).

O BAP (6-benzilaminopurina) tem sido a citocinina mais eficaz na multiplicagao in
vitro em diversas espécies do género Prunus (Leontiev-Orlov et al., 2000; Rogalski, 2002;
Rogalski et al.; 2003). Para a multiplicacdo do pessegueiro, o BAP atua na formacdo e o
desenvolvimento de brotagdes in vitro com condi¢des adequadas para a fase de
enraizamento (Silveira et al., 2001; Rogalski, 2002; Silva et al., 2003; Channuntapipat et
al., 2003).

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial de multiplicagdo in vitro do
porta-enxerto de Prunus ‘Carelli’ sob o efeito de diferentes concentragdes de BAP.

O porta-enxerto ‘Carelli’ ¢ uma sele¢do do ‘Capdeboscq’ selecionado pela Epagri.
Plantas-matrizes desta variedade, originarias da Estacdo Experimental de Videira, sdo
mantidas em sistema de fertiirrigagdo em casa de vegetagdo para avaliacdo e experimentos
no Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias / Universidade Federal de
Santa Catarina.

Das plantas matrizes foram coletados brotos em crescimento ativo, que foram
seccionados em segmentos com trés a quatro gemas axilares e posteriormente submetidos
ao seguinte processo de desinfestacdo: lavagem em 4gua e detergente (10 gotas. L™ de
Tween 20), e posteriormente, sob agitacdo, por 1 minuto em etanol 70%, 15 minutos em
hipoclorito de sodio (1,25%). Apds a assepsia, em camara de fluxo laminar, os explantes

foram lavados com agua destilada autoclavada (3 x).



As gemas laterais foram introduzidas em tubos de ensaio (25x150 mm) contendo 20
mL de meio de cultura composto de sais e vitaminas de Lepoivre (Quoirin et al., 1977),
suplementado com sacarose (20 g.L™"), agar (7 g.L") e 6-benzilaminopurina (0,5 mg.L™).

Segmentos nodais (0,5 c¢cm) oriundo da fase de estabelecimento in vitro foram
inoculados em meio de cultura Lepoivre (Quoirin et al., 1977) suplementado com BAP
(0,0; 0,5; 1,0; 2,0 € 4,0 mg.L'l). O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,2-5,3 e todos
os componentes do meio foram adicionados antes da autoclavagem (121°C, 20 minutos). O
material vegetal foi mantido em camara de crescimento com temperatura de 25+2°C,
fotoperiodo de 16 horas de luz (40-45 pmol.m™>.s™).

Apo6s 21 dias avaliou-se o nimero de brotos por explante e a altura média das
brotagdes. A variavel altura de brotos foi determinada com auxilio de paquimetro,
avaliando-se todas as brotagdes por explante para cada tratamento e repetigdo. O
delineamento experimental utilizado foi inteiramente ao acaso, com cinco tratamentos e
cinco repetigdes, sendo cada repeticao constituida de um frasco com cinco explantes. Os
dados obtidos, ndo transformados, foram submetidos a Analise de Varidancia (ANOVA) e
ao teste de separagdo de médias SNK (5%), de acordo com Sokal & Rohlf (1995).

Os resultados para namero de brotos por explante sdo apresentados na Tabela 1. A
analise dos dados permite identificar dois grupos distintos. O primeiro, composto pelo
tratamento testemunha, sem presenca de BAP, onde ndo ocorreu a formacao de brotagdes
multiplas. O segundo grupo, composto pelos tratamentos com BAP, com o
desenvolvimento de brotagdes multiplas. Nao foi possivel detectar diferencas significativas

entre as concentracdes testadas.

Os resultados demonstram que para o porta-enxerto 'Carelli' é necessario o uso da
citocinina BAP para a proliferacdo de gemas axilares. As concentracdes de BAP usadas
(0,5 a 4,0 mgL"') demonstraram um comportamento semelhante em termos de
multiplicagdo in vitro, com taxa de 3,3 a 3,4 brotos por explante. Estes valores sdo similares
aos observados por Silveira et al. (2001), para cinco porta-enxertos de Prunus em
concentragdes de 0,5 e 0,7 mg.L"' BAP. No entanto, para trés porta-enxertos de Prunus,
Silva et al. (2003) obtiveram taxas mais elevadas de multiplicagdo in vitro, com valores
variando de 10,5 a 16,0 brotagdes, indicando que o ntimero de brotos ¢ dependente do

gendtipo. Channuntapipat et al. (2003) trabalhando com um porta-enxerto hibrido de



Prunus obteve elevado nimero médio de brotos por explante (36,0) com a concentracao de
5 uM (1,125 mg.L") de BAP. Trabalhando com o pessegueiro ‘Capdeboscq’ Rogalski
(2002) obteve o maior nimero de brotos (25,9) em resposta a concentragao de BAP a 1,5
mg.L"'. Rogalski et al. (2003) trabalhando com ameixeira Santa Rosa, também ndo
encontraram diferencas significativas para a variavel numero de brotos por explante,
testando diferentes concentracoes de BAP. Entretanto, o maior nimero de brotos por
explante (3,6) encontrado foi obtido em resposta a concentracio de 2,0 mg.L ™.

Observou-se que a maior altura média de brotos (16,2 mm) foi obtida no tratamento
testemunha (auséncia de BAP) que diferiu estatisticamente dos demais tratamentos (Tabela
1). Embora sem diferencga entre os tratamentos as menores concentracdes (0,5 e 1,0 mg.L™")
resultaram em valores médios superiores para a altura dos brotos, com 11,0 ¢ 10,8 mm,
respectivamente. Estes resultados sdo similares aos observados para o pessegueiro
(Rogalski, 2002; Silva et al., 2003) e ameixeira (Leontiev-Orlov et al., 2000; Rogalski et
al., 2003).

Neste trabalho, observou-se um decréscimo na altura dos brotos com o aumento das
concentracdes de BAP. Para Leontiev-Orlov et al. (2000) e Rogalski et al. (2003), em
ameixeira, a altura média dos brotos in vitro foi afetada pela concentracdo de BAP,
reduzindo-se com o aumento da concentragdo desta citocinina. Para estes autores,
concentragdes superiores a 0,5 mg.L"' de BAP inibiram o alongamento das brotagdes.
Channuntapipat et al. (2003), trabalhando com um porta-enxerto hibrido de pessegueiro
observaram os maiores valores para tamanho de brotos com a concentragdo de 10 uM de
BAP (2,25 mg.L™).

A citocinina BAP tem sido freqiientemente empregada na multiplicagdo in vitro de
porta-enxerto de Prunus (Silveira et al., 2001; Silva et al., 2003; Channuntapipat et al.,
2003). Entretanto, alta concentragao desse regulador de crescimento pode induzir a reducao
de alongamento de brotos e hiperhidricidade, em prunaceas (Leontiev-Orlov et al., 2000;
Rogalski 2002; Rogalski et al., 2003).

Neste presente trabalho, verificou-se que as concentragdes de 2,0 ¢ 4,0 mg.L"' de
BAP promoveram hiperhidricidade dos explantes. Esse ¢ um desequilibrio fisiologico que
pode estar relacionado a diferentes causas, entre elas, ao efeito de altas concentragdes de

citocininas (Debergh et al., 1992; Pérez-Tornero et al., 2000; Rogalski, 2002).



Em conclusao, a metodologia empregada no presente trabalho para a multiplicacao
in vitro do porta-enxerto de Prunus ‘Carelli' foi eficaz, com resultados promissores para
propagagdo em larga escala. O uso de BAP na concentragio de 0,5 mg.L™" possibilitou
regenerar 3,3 brotos/explante com condi¢cdes adequadas para enraizamento. As
concentragdes maiores que 1,0 mg.L”' de BAP inibiram o alongamento das brotacdes e

promoveram a hiperhidricidade.
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TABELA 1. Efeito do regulador vegetal BAP no numero e altura das brotagdes
desenvolvidas para o porta-enxerto de Prunus ‘Carelli’. UFSC/CCA/LMBYV,
Floriandpolis, 2003.

Concentracoes de BAP (mg.L'l) Numero de brotos por Altura média dos brotos*

explante* (mm)
0,0 1,0a 16,2 a
0,5 33D 11,0b
1,0 340 10,8 b

2,0 33b 7,5b

4,0 34b 6,6 b

13,7 5.8

F
C.V. (%) 22,1 33,5

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste SNK (0,05).



RE-FORMULACAO LEPOIVRE ( Lepoivre et al., 1977) - MODIFICADO

SOLUCAO COMPOSTO | Com.g/L da | Volume paral | Conc. Final de
solucao litro de meio 1 litro de meio
estoque (g)
A NH4NO; 4,0 100 ml 0,400
KNO; 18,0 1,800
Ca(NO3),.4H,0 12,0 1,200
KH,PO4 2,7 0,270
MgS0O47 H,O 3,6 0,360
B Na,EDTA.2 H,O 3,72 10 ml 0,03735
FeSO.4.7 H,O 2,78 0,02785
C MnSO,. H,O 0,20 S5ml 0,001
ZnS0,. 7 H,O 1,72 0,0086
H;BO; 1,24 0,0062
KI 0,016 0,00008
CuS04.5 H,O 0,005 0,000025
Na;Mo04.2 H,O 0,05 0,00025
CoCl,.6 H,O 0,005 0,000025
VITAMINAS |Tiamina 0,02 5 ml 0,0001
(MS) Piridoxina 0,1 0,0005
Ac. Nicotinico 0,1 0,0005
Glicina 0,4 0,002
Inositol 20,0 0,1
Fonte de Sacarose 20,0
Carbono
Agente Agar-agar 7,0
Geleificante
pH 52-5,3

Autoclavagem: 120 °C durante 15/20 minutos




