ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE CULTIVARES DE Pyrus

SpPpP.

ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION OF “IN VITRO” Pyrus spp. CULTIVARS

DANTAS, Adriana C. de M.:; NESI, Adriano N.}; MACHADO, Lilia B.', HAERTER, Janni ', FORTES, Gerson Renan de L.2

RESUMO

O cultivo de meristemas, apices caulinares e gemas axilares, é o
método de estabelecimento “in vitro”, mais seguro para obtengdo de
“copias uniformes”, isentas de variacdes e viroses indesejaveis. Este
trabalho objetivou estabelecer e multiplicar “in vitro” cinco cultivares de
pereira, Housui, Carrick, Século XX (Nijisseiki), Packham’s Triumph e
Red Bartlet. Foram utilizadas 25 gemas e 25 meristemas de cada
cultivar, nas quais foram realizadas desinfestacdo com imersdo de
alcool etilico 70% por 20 segundos, seguida em solugdo de hiplocorito
de sddio a 1%, durante 20 minutos. Os explantes foram inoculados em
meio MS, suplementados com mio-inositol (100,0 mg.L™ ), sacarose
(30,0 g.L™), 4gar (6,0 g.L™), BAP (1,0 mg.L™), AG; (0,1 mg.L™) e ANA
(0,01 mg.L™). Para a fase de multiplicacéo, utilizou-se trés cultivares:
Século XX, Red Bartlett e Housui. Microestacas de 0,5 cm de
comprimento, obtidas do estabelecimento “in vitro”, foram inoculadas
em meio MS, com N; reduzido a %, suplementado de BAP (1,6 mg.L™)
e ANA (0,16 mg.L™). Observou-se maiores contaminacées nas gemas
(71,5%), aos sete de cultivo “in vitro”. Todas as -cultivares
apresentaram acima de 70% de contaminacdo nas gemas. Nos
meristemas, observou-se oxidacdo nas cultivares Carrick e
Packham’s. Em relagdo a multiplicacao, a cv. Red Bartlett mostrou-se
superior em todas as varidveis analisadas, seguida da cv. Século XX.
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INTRODUCAO

O género Pyrus pertence a subfamilia Maloideae da
familia Rosaceae. Nas regifes de clima temperado sdo
cultivadas duas espécies principais, Pyrus communis L., a
pereira européia, mais comumente cultivada na Europa e
América e Pyrus pyrifolia (Burn) Nak., a pereira asiatica ou
Nashi, que é tradicionalmente cultivada no Japao, China,
Corea e Twain e estd em expansdo nos Estados Unidos e
Europa (CHEVREAU & SKIRVIN, 1992).

Comercialmente, pode-se dividir as peras em dois tipos:
européias e asiaticas. As asiaticas possuem frutos com polpa
crocante, formato arredondado, achatado ou mesmo piriforme,
sendo as mais plantadas, as cultivares Século XX, Suisei,
Shinsui, Housui, Shinseiki, entre outras. As peras européias
possuem polpa macia, amanteigada, e os frutos sao
piriformes. As mais cultivadas s&o: Bartlett, Red Bartlet,
Packham’s Triumph, Beurré Bosc, Carrick entre outras
(FAORO, 1991). A cultura da pereira tem grande potencial de
expansao no sul do Brasil, podendo aproveitar a infra-estrutura

de processamento e armazenagem ja instaladas para a cultura
da macieira, sendo portanto, uma opcao para a diversificagdo
da fruticultura (RIBEIRO et al., 1991). Desta forma, a producgdo
de mudas assume papel imprescindivel na melhoria destes
fatores, considerando que h& grande deficiéncia no Brasil, e
um dos maiores problemas esta na falta de mudas sadias
sobre porta-enxertos promissores, para melhorar a produgéo
fruticola. Assim, a producdo de mudas através da
micropropagacao constitui-se num dos métodos de produgéo
de mudas com uma série de vantagens sobre os métodos
tradicionais (GEORGE & SHERRINGTON, 1984). Segundo
LEE & KO (1984) a cultura in vitro possibilita a propagacgéo de
cultivares livres de doencgas em curto periodo de tempo.

Segundo MOSELLA & ASCUI (1991), a regeneragéo de
plantas a partir de cultivo in vitro de certos vegetais lenhosos
exige a busca de técnicas complexas e seu emprego acertado.
Essas técnicas devem possibilitar aos explantes sobreviver as
freqientes dificuldades de oxidagdo, a heterogeneidade de
respostas, a presenca de inibidores de crescimento e,
sobretudo, a sobrevivéncia ao transplante para condigbes
autotroficas. Cultura de tecidos em muitas espécies e
cultivares de pereira tem sido estudadas e por diversos
autores, o0s quais tem observado diferengas entre os
genotipos, quanto a composicdo basica do meio de cultura e
reguladores de crescimento (CHENG, 1978; STIMART &
HARBAGE, 1989; DOLCET-SANJUAN et al, 1990;
BERNARDI et al., 1993).

O cultivo de meristemas, apices caulinares (MARGARA,
1988), e gemas axilares (PIERIK, 1990), resultam nos
métodos de multiplicagdo in vitro mais facilmente utilizados e
mais seguros para obtencdo de “cOpias uniformes ou
semelhantes”, isentas de variagdes indesejaveis (MARGARA,
1988). Estes métodos também tém sido utilizados com éxito
na superacdo de contaminacdo patogénica (CALDAS et al.,
1990), na recuperagdo de plantas livres de virus ou na
conservacao e intercambio de germoplasmas. Em resumo, o
apice meristematico € uma estrutura organizada, que pode
desenvolver-se diretamente da parte aérea em meio de cultura
adequado, sem passar pela fase de calo (TORRES et al.,
1998).

Com isso, este trabalho objetivou estabelecer e
multiplicar in vitro cinco cultivares de pereira e obter material
sadio para posterior enraizamento e aclimatizacao.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas plantas de pereira (Pyrus spp.) das
cultivares Housui, Carrick, Século XX (Nijisseiki), Packham'’s
Triumph, Red Batlett, fornecidas pelo pesq. Darcy Camelatto,
do Centro de Pesquisa Agropecuaria de Clima Temperado, da
Embrapa, em Pelotas. O trabalho foi conduzido no Laboratério
de Cultura de Tecidos da Embrapa de Clima Temperado.

Tratamento a campo e desinfestagcdo do material

As plantas foram identificadas e pulverizadas duas
semanas antes da coleta dos ramos, fazendo-se uma
pulverizagdo intercalada com fung|C|da benomil (1 mg.L ) e
bactericida agrimicina (2,4 mg.L ) a cada dois dias, cobrindo
0s ramos com sacos pretos furados, da metade dos ramos
que foram utilizados de cada uma das cultivares em estudo,
para diminuigdo de agentes contaminantes nos ramos.

Dos ramos cortados com duas gemas, foram retiradas as
folhas e colocados em frascos protegidos com papel aluminio.
No laboratério de Cultura de Tecidos da EMBRAPA, Pelotas,
realizou-se a desinfestagdo dos ramos com imersédo em alcool
etilico 70% por 20 segundos, seguida em imersdo em solugdo
de hipoclorito de sédio & 1%, durante 20 minutos. Durante este
processo o frasco foi mantido sob agitagdo continua.
Posteriormente, retirou-se o hipoclorito de sédio, enxaguando-
se 0s explantes trés vezes em agua esterilizada.

Estabelecimento in vitro

Utilizou-se 25 gemas (0,5 cm) e 25 meristemas (0,5 mm)
para cada cultivar testada. O isolamento de gemas e
meristemas tanto apicais como axilares efetuado com ajuda de
estereomicroscopio.

Os explantes foram transferidos para tubos de ensaio
(2,5 x 15,0 cm) contendo 5,0 ml de sais e vitaminas MS
(MURASHIGE & SKOOG 1962), m|o -inositol (100 mg.L )
sacarose (30 gL) agar (6 gL) suplementados com
ben2|lam|nopur|na (BAP) (1,0 mg.L™), acido giberélico (AG3)
(0,1 mg.L" ) e acido naftaleno acético (ANA) (0,01 mg.L ) (0]
pH foi ajustado para 5,9 antes da colocagéo do agar.

O material foi mantido no escuro por 48 horas e, apés
este periodo, foi conduzido para sala de crescimento sob
fotoperlodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C, e 19
HE.m?%s? de radiacdo luminosa fornecidas por lampadas
fluorescentes branca fria. Apos 30 dias os explantes foram
avaliados quanto a percentagem de contaminagéo,
percentagem de oxidacdo e ndmero de gemas iniciais, e
recultivados para meio de multiplicacéo.

Multiplicag&o in vitro

Utilizou-se brotacBes de trés cultivares, Século XX, Red
Bartlet e Housui, de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, com um explante por tubo de ensaio. Os
explantes foram inoculados em meio de cultura de sais e
vitaminas MS, com concentragao de N redu2|do a 3/4, mlo-
inositol (100 mg.L ) sacarose (30 g.L ) agar (6 gL )
suplementados com BAP (1,6 mg.L ) e ANA (0,16 mg.L ) (0]
pH foi ajustado para 5,8 antes da colocagdo do agar.

O material permaneceu em sala de crescimento sob
fotoperlodo de 16 horas e temperatura de 25 + 2°C, e 19
HE.m?Zs™? de radiacio luminosa, fornecidas por lampadas
fluorescentes branca fria. Apds 30 dias, os explantes foram
avaliados quanto ao ndmero e comprimento de brotagdes,
namero de gemas e taxa de multiplicagao.

Delineamento experimental

Para o estabelecimento in vitro, o delineamento
utilizado foi de blocos casualizados, com 4 (quatro) repeti¢des,
sendo a unidade experimental composta por 5 (cinco) tubos de
ensaio, cada um contendo 1 (um) explante. Os dados foram
analisados pelo teste de Duncan com nivel de significancia
5%, para os fatores tipos de explante (A) e cultivares (B).

Para o ensaio de multiplicacdo, o delineamento foi
completamente casualizado, com 20 repeticdes, sendo a
unidade experimental composta por 1 (um) tubo de ensaio,
cada um contendo 1 (um) explante. Os dados foram
analisados pelo teste de Duncan com nivel de significancia
5%, para o fator cultivares (A).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Cultivo de gemas e meristemas

Observou-se que as contaminacdes in vitro foram,
principalmente, por bactérias e a maior percentagem ocorreu
em gemas (71,5%), ja nos primeiros sete dias de cultivo. Em
15 dias, as gemas ja apresentavam aproximadamente 100%
de contaminagédo (Figura 1). Neste mesmo explante, todas as
cultivares apresentaram contaminagfes. Destacando a cv.
Red Bartlett, que apresentou a maior percentagem de
contaminacdo (95,7%) (Figura 2). JA& o mesmo ndo foi
observado para os explantes provenientes de meristemas
(Figura 2).
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Figura 1 - Percentagem de contaminacao in vitro em gemas e
meristemas apicais aos 7 e 15 dias ap0s
inoculacdo. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
1999. (Médias seguidas da mesma letra mindscula
comparagbes para explantes e mailsculas para
dias de cultivo, ndo diferem significativamente pelo
Teste F [0=0,05).

WILKINS & DODDS (1983), relataram que para o
sucesso do cultivo de meristemas e gemas em Aarvores
frutiferas de clima temperado, é necessario estar atento a
muitos fatores, entre eles; a esterilizagdo de gemas e
meristemas e as condi¢bes de cultivo in vitro, devendo-se
preocupar com as condi¢des do material oriundo do campo.
VESCO & GUERRA (1999) observaram em estabelecimento
in vitro de goiabeira serrana, uma forte relagcdo entre a
procedéncia do material e a ocorréncia de altas taxas de
contaminacdes, onde explantes provenientes de plantas

20 R. bras. Agrociéncia, v.8 n. 1, p. 19-23, jan-abr, 2002



DANTAS et al. Estabelecimento e Multiplicag&o /n Vitro de Cultivares de Pyrus spp

mantidas a campo apresentaram maiores contaminacdes e
oxidacdes. O mesmo também foi observado por RODRIGUES
et al. (1999), em estabelecimento de porta-enxertos de
pessegueiro.
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Figura 2 - Percentagem de contaminagao in vitro em gemas e
meristemas apicais em cinco cultivares de pereira.
Embrapa Clima Temperado, Pelotas, 1999. (Médias
seguidas da mesma letra mindscula, dentro de cada
explante, ndo diferem significativamente pelo teste
F 0=0,05).

A maior percentagem de oxidacdo foi observada nos
explantes meristematicos, nas cvs. Carrick (80,4%) e
Packham’s (39,2%). Os explantes oriundos das gemas,
praticamente ndo apresentaram oxidacdo, exceto para as cvs.
Housui (3,4%) e Packham’s (3,4%) (Figura 3).
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Figura 3 - Percentagem de oxidacdo in vitro de gema e

meristema apical em cinco cultivares de pereira
apds 30 dias de inoculagdo. Embrapa Clima
Temperado, Pelotas, 1999. (Médias seguidas
da mesma letra minlscula, dentro de cada
explante, ndo diferem significativamente pelo
teste F 0=0,05).

Provavelmente, a contaminagdo in vitro ocorreu devido
ao estadio fenolégico das plantas matrizes, na época da coleta
do material. Uma vez que as mesmas, encontravam-se em
inicio de dorméncia, época em que o baixo metabolismo
dificulta a circulacdo da seiva e de produtos sistémicos,

impedindo desta forma, a desinfestacéo dos tecidos. Também
foi observado que, em explantes meristematicos, as
contaminacdes foram menores quando comparados aos
explantes de gemas. Segundo BONGA (1987), quanto menor
o tamanho do explante isolado, ou quanto mais isolado das
regibes subjacentes vasculares, maior a chance de sucesso
no estabelecimento in vitro. O tamanho do explante também
determina suas possibilidades de sobrevivéncia e sua
capacidade de crescimento. O que de fato ocorreu no
presente trabalho, onde a principio, observou-se que no cultivo
com explante de gemas, maior proliferacdo de novas gemas
iniciais foram desenvolvidas do que no meristematico.

As cultivares Housui , Século XX e Red Bartlett
apresentaram maior nimero de gemas iniciais (3,2; 2,6 e 2,0,
respectivamente). Conseqiientemente, a proliferacdo inicial
destas gemas, contribuiram para o estabelecimento definitivo
destas trés cultivares in vitro (Figura 4). Ja para os explantes
meristematicos, as cvs. Housui e Século XX, apresentaram
menor proliferacdo de gemas, com 1,5 e 1,0 gema/explante,
respectivamente (Figura 4). Ja as cvs. Carrick e Packham’s
apresentaram oxidacgao neste tipo de explante.

De forma geral, os explantes de gemas apresentaram
maior numero de brotagGes que 0s explantes meristematicos.
Assim sendo, meristemas oxidados apresentaram reduzido
crescimento de brotos. O mesmo havia sido observado antes,
por BHOJWANI et al. (1987) em cultivo in vitro de Feijoa
sellowiana.
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Figura 4 - Numero de gemas desenvolvidas nos explantes
gemas e meristemas em cinco cultivares de
pereira. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
1999. (Médias seguidas da mesma letra
mindscula, dentre de cada explante, ndo diferem

significativamente pelo teste F [0=0,05).

Multiplicac@o das microestacas

Na concentracéo utilizada de BAP e ANA, a cultivar Red
Bartlett mostrou-se superior em todas as variaveis analisadas,
mostrando bom desenvolvimento de brotacbes e de gemas
(Figura 5), seguidas das cultivares Século XX e Housui (Figura
6). Entretanto, para as varidveis numero de brotagGes e taxa
de multiplicagdo, as cvs. Século XX e Housui apresentaram
valores aproximados, ndo diferindo estatisticamente (Figura 6).

De uma forma geral, observou-se um baixo rendimento
qguanto ao numero de brotacdes (0,9 a 2,2) nas trés cultivares
testadas. A cv. Housui se destaca, por apresentar pouco
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desenvolvimento dos brotos, com pouco comprimento, além
de tornarem-se vitrificados e/ou necrosados (Figura 6).

Este baixo rendimento havia sido observado
anteriormente por SHEN & MULLINS (1984), em pereira, onde
observaram de 4 a 6 brotagdes por explante, considerando um
baixo rendimento, comparado com 12 ou mais brotos/explante
que sdo obtidos em macieira. Entretanto, PASQUAL et al.
(1987) obtiveram melhores resultados, de 9,9 a 12,9 brotos em
média, para cada gema cultivada, apés 40 dias de subcultivo.
Assim como, MARINO (1984), com a cv. William, obteve
aumento nas taxas médias de multiplicagdo de quase 400%
correspondendo a um aumento na concentracdo de BAP no
meio de 0,5 a 2,0 mg.I™.

O uso excessivo de reguladores de crescimento é a
primeira hipétese para explicar a ocorréncia de vitrificacéo
(BEAUCHESNE, 1981). O surgimento de plantas vitrificadas e
com caracteristicas anormais, segundo LESHEM & SACHS
(1985), é devido a um desbalanco entre auxinas e citocininas.
Fato este, observado neste trabalho.

Resultados promissores ja haviam sido realizados no
estabelecimento in vitro de outras cvs. de pereira, através da
cultura de meristemas, tais como cvs. Bartlett (LANE, 1980),
Seckel (SINGHA, 1982) e com porta-enxerto Old Home x
Farmingdale 97 (LEITE et al., 1997).

Embora o maior objetivo na fase de multiplicacéo in vitro seja
produzir o maior nimero de plantas possivel, no menor
espaco de tempo, alguns aspectos qualitativos importantes
devem ser considerados. Nao basta conseguir altas taxas
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Taxa de multiplicagdo

multiplicativas em alguns explantes, e sim obter uma taxa
média satisfatoria com o minimo de variagdo de explante para
explante, assim como a qualidade, a homogeneidade das
partes aéreas produzidas, pois vai determinar 0 sucesso na
fase de enraizamento.

Figura 5 - Proliferacdo de brotos na cv. Red Bartlett, obtidas
do estabelecimento in vitro de explantes de
gemas. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,

1999.
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Figura 6 - Variaveis analisadas na fase de multiplicagao in vitro nas cvs. Red Bartlet, Século XX e Housui. a) nimero de brotacgoes,
b) nimero de gemas, c) taxa de multiplicagdo e d) comprimento das brotagdes. Embrapa Clima Temperado, Pelotas,
1999. (Médias seguidas da mesma letra mindscula, dentro de cada variavel, ndo diferem significativamente pelo teste F

[=0,05).

Desta forma, este trabalho sugere um conjunto de
variaveis a serem manipuladas, para o desenvolvimento de
protocolos dirigidos para cada cultivar em particular, com o
intuito de otimizacdo nesta fase de estabelecimento in vitro.
Estas varidveis a serem exploradas, podem ser em relagdo a
composicdo do meio de cultura, balanceamento de
fitorreguladores, assim como o tamanho ideal de explante, o
qual esteja livre de microorganismos e ao mesmo tempo,

consiga se estabelecer e crescer em condic¢des in vitro. Além
disso, investigar uma melhor metodologia de desinfesta¢gédo do
material a campo e em laboratdrio. Por fim, as condi¢bes
6timas de crescimento e proliferagcdo de cultivo de éapices
meristematicos e de gemas é primordial para que se obtenha
um sistema rapido de multiplicagéo in vitro em cvs. de pereira.
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CONCLUSOES

1. A manutengdo do cultivo asséptico foi mantido com a
utilizagéo dos explantes oriundos de meristemas;

2. A resposta morfogenética in vitro das cvs. de pereira €
dependente do genotipo;

3. Ascvs. Carrick e Packham’s apresentaram suscetibilidade
a oxidacdo in vitro, mostrando-se cvs. de dificil
estabelecimento in vitro;

4. As cvs. Red Bartlet, Século XX e Housui apresentaram
bom estabelecimento in vitro;

5. A cv. Red Bartlett mostrou-se superior as demais
cultivares, em todas as variaveis analisadas na fase de
multiplicagéo.

ABSTRACT

The culture of meristems, shoot tips and axillary buds leads to
the method of in vitro multiplication which is easily used and safe to
obtain uniform copies with no undesirable variations. This work aimed
to propagate five in vitro pear cultivars: Housui, Carrick, Nijisseiki,
Packham’s Triumph and Red Bartlett. The shoots were then cut with
two buds with no leaves and desinfested with alcohol 70% for 10
seconds and 1% sodium hypochloride for 20 minutes. 25 buds and 25
meristems, were then inoculated to test tubes containing medium MS,
myo-inositol (100.0 mg/l), sucrose (30.0 g/l), agar (6.0 g/l), added to in
mg/l : BAP (1.0), GA3( 0.1) and NAA (0.01). Three pear cultivars were
used for in vitro multiplication (Nijisseiki; Red Bartlett and Housui) by
using the medium MS with N to % strength , added to in mg/l:
BAP(1.6), NAA(0.16). The material was kept in growth room under 16-
hour photoperiod, 25 +/- 2°C and 19 EU./m2/s of flux radiation. The in
vitro contaminations were mainly due to bacteria derived from the bud
material (71.5%). Higher oxidation for meristem material was observed
for Carrick and Packham’s. Red Bartlett showed the best results for all
the variable studied.

Key words: Pear, tissue culture, meristem, bud
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