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ESTABELECIMENTO E MULTIPLICACAO IN VITRO DE Pyrus calleryana D-6 EM
SISTEMA DE CULTURA ‘DUPLA-FASE’!

LIZIANE KADINE ANTUNES DE MORAES?, CLAUDIA FELISBINO?®, LEANDRO CRESTANI*,
APARECIDO LIMA DA SILVA®

RESUM O - Estetrabalho objetivou estabel ecer e propagar in vitro o porta-enxerto de pereira Pyrus calleryana D-6. Os explantesforam retirados de
plantas-matrizes e submetidos a desinfestacéio com imersdo em d cool a 70% por dois minutos, seguido de solucdo de hipoclorito de sédio a1,5% +
Tween 20 por 20 minutos, e apdsinoculadosem meio MScom BAP (4,4 uM), AG, (0,3 uM) eANA (0,05 uM). Nafase de multiplicacéo, as microestacas
caulinares, contendo 2-3 gemas, foram transferidas para frascos com 50 mL de meios MS e MS1 modificado com (NH,NO,)/2 e (CaCl,,.2H,0)*2,
suplementados com sacarose (30 gL ), agar (7 gL ) ediferentes concentragdesde BAP (0e6,7 uM),AIB (0e0,5 uM),AG, (0e0,3uM). Parao sistema
‘dupla-fase’ (liquido-geleificado), ostratamentosreceberam, aos 30 diasde culturain vitro, 10 mL demeio MSliquido, sem fitorreguladores, eforam
avaliados ap6s 60 dias de cultura. Os resultados mostraram que 23,5% das gemasintroduzi das obtiveram proliferacdo, sendo que 0 maior problemano
estabelecimentoin vitrofoi aoxidacdo que afetou 44,8% das gemasintroduzidas. O sistema’ dupla-fase’ demonstrou ser muito efetivo paramultiplicacdo
invitro do porta-enxerto de pereira Pyrus calleryana D-6. A maior taxade multiplicacdo (16,8 brotos/explante) e 0 maior comprimento dos brotos (33
mm) foram obtidosno meio M S contendo BAP (6,7uM) eAlB (0,5 uM).

Termospar aindexacdo: Pereira, porta-enxerto, meio de cultura, micropopagacdo

IN VITRO ESTABLISHMENT AND MULTIPLICATION OF Pyrus calleryana D-6 ON DOUBLE-PHASE
CULTURE SYSTEM

ABSTRACT - The present work aimed to establish aprotocol for the micropropagation of pear rootstock Pyruscalleryana D-6. Explantswere excised
from mother plants, disinfected with alcohol 70% (2 minutes), sodium hypocloride 1.5% and Tween 20 (10 drops L %) during 20 minutes. The explants
weretransferred to M S medium supplemented with BAP (4.4 uM), GA,, (0.3 uM) and NAA (0.05 uM). For the multiplication phase the microcuttings
(2-3buds) weretransferred to flasks containing 50 mL of MSand M SL [culture mediamodified (NH,NO,)/2 and 2x(CaCl.,2H,0)] media. These media
were supplemented with sucrose (30 gL %), agar (7 gL ™) and BAP (0and 6.7 uM), IBA (0 and 0.5 uM) and GA, (0 and 0.3uM). In the ‘ double-phase’

system (liquid gelling) 10 mL growth regulatorsfree of M Sliquid medium were added to the flasks, after 30 days, and the treatments were eval uated
60 days of in vitro culture. The results showed that 23.5% of the explants presented proliferation. The main constraint for thein vitro establishment
wasthe oxidation that impaired 44.8% of the explants. The‘double-phase’ culture system demonstrated to be effectivefor invitro multiplication. The
largest multiplication factor (16.8 shoots/explant) and the largest length of the shoots (33mm) were obtained in M S medium containing BAP (6.7uM)
andIBA (0.5uM).

I ndex terms; Pear plant, rootstock, culture medium, micropropagation.

ocorrido baixo nimero de brotos e/ou qualidade inadequada para o
enraizamento (Kadotaet a ., 2001).

Para Rodriguez et a. (1991) e Kadota et al. (2001), o sistema
‘dupla-fase’ de cultura in vitro pode ser utilizado com sucesso na

INTRODUCAO

No Brasil, aimportagdo de frutas frescas apresentou valores
superioresaUS$ 112 milhSes em 2001, contribuindo deformaexpressiva

paraaevasdo de divisas. Dentre asfrutas de climatemperado, apérase
destacacomo aterceirafrutade maior consumo eaprimeiraem volume
deimportacdo (Faoro, 2001a; OliveiraJunior & Manica, 2002).

No Pais, apesar de a pereira ser cultivada hd muitos anos, sua
producdo em escala comercial ainda é incipiente, sendo de
aproximadamente 6.000 t, enquanto o consumo é daordem de 200.000 t
(Gayet, 1998; Faoro, 20014). Verificarse que um dosfatoresque afetam a
ampliag@o e a consolidagéo da cultura na regi&o Sul consiste na
indefinicdo de porta-enxertos adaptados. Neste contexto, Nakasu &
Leite (1992) e Faoro (2001b) recomendam o porta-enxerto Pyrus
calleryana D-6, tanto para cultivares européias como asiaticas, em
virtude de sua boa compatibilidade, eficacia produtiva e inducdo de
frutos de excelente qualidade.

Para algumas espécies frutiferas, a propagacéo in vitro tem
sido recomendada e utilizada com sucesso técnico e econbémico,
principal mente pelarapidez, eficiénciade producéo e qualidade genética-
sanitériado material multiplicado (Damiano & Palombi, 2000).

Para a pereira, diversos autores tém procurado desenvolver
metodologias de propagagdo in vitro visando a producéo clona de
porta-enxertos(Yeo & Reed, 1995; Shibli etd., 1997). Entretanto, verifica
se que o género Pyrus tem apresentado baixa eficiéncia na
micropropagacdo, principalmente na fase de multiplicagdo, onde tem

1 (Trabalho 182/2002) Recebido: 10/11/2002. Aceito para publicacdo: 05/11/2004

micropropagacdo do género Pyrus, principalmente com afinalidade de
aumentar ataxa de multiplicagdo, crescimento dos brotos e reducdo da
hiperidricidade.

Assim, estetrabalho teve como objetivo estabel ecer emultiplicar
in vitro Pyrus calleryana D-6, no sistema ‘dupla-fase’, visando a
propagacdo clonal deste porta-enxerto de pereira.

MATERIAL EMETODOS

O porta-enxerto de pereira (Pyrus calleryana D-6) foi
estabelecido in vitro a partir de segmentos caulinares contendo gemas
axilares (Figura 2.1) retirados de plantas-matrizes mantidas em casade
vegetacdo no Departamento de Fitotecnia, CCA, UFSC.

Os explantes foram submetidos & desinfestagdo com uma
lavagem em agua + Tween 20 (10 gotas L 1), seguido de trés rinsagens
em agua bidestilada, imersdo em dcool a 70% (2 minutos) e 1,5% de
hipoclorito de sbdio + Tween 20 (20 minutos). Apés, foram transferidos
para cdmara de fluxo laminar e submetidos a trés lavagens com agua
destilada estéril.

Os explantes, segmentos caulinares contendo 2-3 gemas
axilares, foramintroduzidos em tubos de ensaio de 20x200 mm contendo
15mL demeiodeculturaM S (Murashige & Skoog, 1962), suplementado

2 Académica em Agronomiada Universidade Federal de Santa Catarina, C.P. 476, 88040-900, Floriandpolis-SC, (48) 331-5330, bolsistaRHAE/CNPq

3 Académicaem Biologiada Universidade do Oeste de Santa Catarina, C.P. 187, 89560-000, Videira-SC, (49) 551-1422, bolsistaRHAE/CNPq

4 Enge. Agre. Empresa Vitroplanta - Biotecnologia Ltda, C.P. 150, 89.560-000, Videira-SC, (49) 566-2690, bolsista RHAE/CNPq
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com 4,4 uM de BAP (6-benzilaminopurina), 0,3 uM de AG, (&cido
giberdlico), 0,05 uM deANA (&cido naftalenoacético), 30 gL desacarose
e7gLdeégar. O pH do meio de culturafoi ajustado para 5,9 antes da
autoclavagem.

Os explantes introduzidos foram mantidos no escuro por 48
horas, sendo, em seguida, transferidos para sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+1°C, intensidade luminosa
de40 a45 pmol m?s' eumidaderelativado ar 60-70%.

Os explantes foram avaliados quanto a percentagem de
sobrevivéncia, oxidagcdo e contaminacéo por agentes fungicos e
bacterianos, apés 15 dias de culturain vitro.

Para multiplicagdo in vitro, microestacas caulinares com 2-3
gemas, provenientes da terceira subcultura, foram transferidas para
frascoscom 50 mL demeio de culturaM SeM Smodificado (M S1) com
ateragdo nas concentragdes salinas de (NH,NO,)/2 e (CaCl,.2H,0)*2,
conforme recomendacdo de Rodriguez et a. (1991). Foram avaliadas
também diferentes concentragbesde BAP(0e6,7 uM), AIB (0e0,5 uM),
AG, (0€0,3uM). Osmeiosde culturaforam suplementados com sacarose
(30gL™?), &gar (7 gL ™) e pH ajustado para5,9.

Paraaavaliacdo do sistema‘ dupla-fase’ (liquido—geleificado),
30 dias apbs em cultura in vitro, 0s mesmos tratamentos receberam a
adic8o de 10 mL de MSliquido sem fitorreguladores. Ap6s 60 diasem
cultura, os pardmetros avaliados foram nimero e comprimento das
brotacGes por explante.

Nafase de estabel ecimento in vitro, os dados foram avaliados
guanto apercentagem de sobrevivéncia, oxidagao e contaminacdo. Para
a fase de multiplicacdo, o delineamento experimental adotado foi o
inteiramente ao acaso, com cada unidade experimental constituida por
cinco microestacas e repetidas cinco vezes. Os dados de nimero e
comprimento médio das brotaces (mm) foram submetidos aandlise de
variancia (ANOVA) e ao teste de separacdo de médias SNK (5%), de
acordo com Sokal & Rohlf (1995).

RESULTADOSE DISCUSSAO

Osresultados para o estabel ecimento in vitro so apresentados
na Figura 1. Verificou-se que somente 23,5% das gemas estabel ecidas
demonstraram capacidade de proliferacdo (Figura2.2). Estapercentagem
de sobrevivéncia de explantes € considerada baixa para a fase de
introducdo in vitro. Silva et a. (1997) obtiveram 65% de explantes
sobreviventes para diferentes porta-enxertos de videira. Para
pessegueiro, Rogal ski (2002) obtevetaxasde 63% e59% de sobrevivéncia
para explantes oriundos de apic es caulinares e gemas laterais,
respectivamente. Yeo & Reed (1995) obtiveram alta percentagem de
sobrevivéncia (>90%), a partir de gemas dormentes para trés porta-
enxertos de pereira; no entanto, gemas provenientes de ramos em
crescimento vegetativo o estabelecimento in vitro foi dificultado por
problemas de oxidag&o e contaminagéo.

No processo de estabel ecimento in vitro, houve contaminacdo
fungica e bacteriana em 25,1% e 6,6% dos explantes introduzidos,
respectivamente (Figura 1). As contaminagBes por bactérias em espécies
lenhosas s@o geralmente de origem enddgena. Neste sentido, 0s
processos de desinfestacBes comumente utilizados séo pouco eficientes.

O fator de maior limitagdo para introducdo in vitro de Pyrus
calleryanna D-6 foi aaltataxade oxidagéo dos explantes (44,8%). Este
processo foi mais acentuado na fase de estabelecimento in vitro dos
explantes e no primeiro subcultivo. Observacdes semelhantes foram
feitasem Pyruscalleryana‘ OPR 157’ e Pyrusbetulifolia‘ OPR 260’ (Yeo
& Reed, 1995), em Pyrus syrica (Shibli et al., 1997) e em Musa spp.
(Oliveiraet al., 2001).

O uso da metodologia de ‘dupla-fase’ (liquido-geleificado)
aumentou significativamente o nimero de brotos e o comprimento das
brotacBes de Pyrus calleryana D-6 (Tabela 1, Figura 2.3). Segundo
Rodriguez et ., (1991), este método aumentaaquantidade e aqualidade
dasbrotacbesin vitro de pereira. Paraestesautores, éum sistemaversétil
gue permite manter a cultura constantemente em proliferacdo por maior

periodo de tempo, com adi¢cdo de uma quantidade de meio liquido
apropriado.

25,1

6,6

44.8

O contaminagéo fungica
Ooxidagéo

Bl contaminag&o bacterinana
Elgemas estabelecidas

FIGURA 1 - Percentagens de gemas estabelecidas, oxidacdo e
contaminagBes (fungicae bacteriana) no estabel ecimento
in vitro do porta-enxerto de pereira Pyrus calleryana D-
6. UFSC, Floriandpolis-SC, 2001.
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FIGURA 2 - Aspectos morfol gicos do porta-enxerto de pereira Pyrus
calleryana D-6invitro. 1) Segmento caulinar introduzido
in vitro. 2) Explante em crescimento in vitro. 3 e 4)
Brotagdes multiplas de gemas axilaresem sistema‘ dupla
fase’, apos60 diasem culturainvitro. UFSC, Florianopolis-
SC, 2001

A combinacdo deBAP (6,7 uM) eAlB (0,5 uM), suplementada
a0 melodeculturabdsicoM S, promoveumaior (16,8 brotos) esignificativo
(P<0,05) nimero de brotos por explante (Tabela 1). A combinagéo de
BAP e AIB apresentou resultados superiores tanto para os meios de
culturacom saisde M S como de M S1. Destaforma, verificou-se queem
Pyrus calleryana D-6 o0 uso de meio de cultura com reducéo de N e
acréscimo de Ca mostrou-se inferior ao MS original. Estes resultados
foram superiores aos observados por Rodriguez et al. (1991) e Kadotaet
al. (2001) parapereiraeuropéia(PyruscommunisL.) e pereirajaponesa
(PyruspyrifoliaN.), respectivamente. Ostratamentos acrescidos somente
de BAP foram inferiores & combinagdo de BAP e AIB, apresentando
taxas de 6 e 7 brotos/explante. Ja, os tratamentos isentos de
fitorreguladores eacombinagdo de BAP, AIB e AG, ndo diferiram entre
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TABELA 1- Efeito do meio de culturae de reguladores de crescimento namultiplicagdo do porta-enxerto de pereiraPyrus calleryana D-6 em sistema
‘dupla-fase’, apds 60 diasem culturain vitro. UFSC, Floriandpolis-SC, 2001.

Tratamentos Resultados
Meio BAP(CIM) AIB(CIM) AG;(CM) N’ brotacdes Comprimento (mm)
MS 0,0 0,0 0,0 L1 d 88 C
6,7 0,0 0,0 6,0 ¢ 13,0 Bce
6,7 0,5 0,0 16,8 a 33,0 A
6,7 0,5 0,3 20 d 80 C
MS1 0,0 0,0 0,0 1,3 d 75 C
6,7 0,0 0,0 70 ¢ 16,0 B
6,7 0,5 0,0 12,0 b 31,0 A
6,7 0,5 0,3 1,6 d 15,0 B

M édias seguidas de mesmaletrando diferem significativamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade (SNK).

si, no entanto foram inferiores estatisticamente aos demai s tratamentos.

A ausénciade BAP, AIB e AG, n&o apresenta proliferagdo de
gemas axilares, indicando, portanto, a necessidade destes reguladores
paraamultiplicacéo in vitro de Pyrus calleryana D-6.

A presenca de AG, no meio de cultura apresentou um efeito
inibitorio na proliferacdo de gemas axilares de Pyrus calleryana D-6.
Combinages deAG, eAlB também inibiram o efeito indutivo do BAP,
reduzindo a proliferacdo e a formagdo de gemas adventicias, além de
serem ineficazes para o alongamento de brotos paradiferentes cultivares
depereira(Rodriguez et al., 1991 eMello-Fariaset al., 1995).

E importante salientar que os resultados obtidos no sistema
dupla-fase (16,8 brotos/explante) sdo superiores aos observados, em
meios com agar, no laboratério de Morfogénese e Bioguimica Vegeta
(UFSC) para a multiplicag@o de P. calleryana D-6. Para 0s meios
geleificados, ataxameédiade multiplicacgo é de 4,8 brotos/explante (dados
nado publicados). Estes resultados, em sistema dupla-fase, também sdo
superiores aos relatados por Yeo & Reed (1995) e Mello-Farias et al.
(1995) paraPyruscalleryana Dec.

Com relagao ao comprimento dasbrotactes (Tabela 1), verificou-
Se que os tratamentos com meio MS e MS modificado (MS1) contendo
BAP(6,7uM) +AIB (0,5uM) foram superiores estati Sticamente aosdemais,
apresentando valores médios de 33 e 31mm, respectivamente. Os
tratamentos contendo BAP ou BAP+AIB+AG, ndo deferiramentresi, no
entanto foram superiores estatisticamente aos tratamentos isentos de
fitorreguladores. Os resultados demonstraram que 0correu um acréscimo
acentuado no comprimento das brotages, principal mente para os meios
contendo BAPeAIB, que estimularam positivamente o al ongamento das
brotagBesin vitro de Pyrus calleryana D-6 (Figura 2.3). Estes resultados
sdo smilaresaosobservadospor Rodriguez et d. (1991) paratréscultivares
de pereira, salientando um aumento significativo do nimero de brotosde
comprimento superior a3 cm. Nestesentido, Kadotaet a. (2001) observaram
gue o uso do sistema ‘dupla-fase’ permite o incremento da fitomassain
vitro em pereirajaponesa(PyruspyrifoliaN.).

O acréscimo na quantidade e qualidade das brotagdes na
multiplicagdo in vitro, com comprimento superior a30 mm (Figura2.4), é
fundamental paraafase de enraizamentoin vitro ou parao enraizamento
das microestacas diretamente no substrato (Yeo & Reed, 1995). Desta
forma, atenua o grave problema imposto pelo meio geleificado na
multiplicag8o in vitro de Pyrus com o excesso de brotactes de
comprimento reduzido, inferior a10 mm (Shibli eta., 1997).

CONCLUSDES

O sistema de multiplicagdo in vitro ‘dupla-fase’ (liquido-
geleificado) incrementa a taxa de proliferacdo de gemas axilares,
permitindo o aumento da quantidade e qualidade das brotagbesin vitro.
A taxa de multiplicagéo (16,8 brotos/explante) e o comprimento das
brotaces (33 mm) sdo satisfatorios para o estabelecimento de um
protocol o de propagacdo in vitro deste porta-enxerto de pereira.
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