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RESUMO

Objetivando desenvolver técnicas de propagacéo in
vitro de porta-enxerto de pereira, “Old Home” x
“Farmingdale” 9, foi realizada a multiplicacdo de brotos
em meio de MURASHIGE & SKOOG (1962), (MS),
variando a presenca e concentracdo dos reguladores de
crescimento: benzilaminopurina (BAP), acido
naftalenoacético (ANA) e acido giberélico (AGz). No
enraizamento utilizou-se meio MS reduzido a 1/3 da sua
concentracao de nutrientes, com excecéo do ferro e das
vitaminas que permaneceram na concentracdo normal.
Foram testados métodos de enraizamento com e sem a
presenca de auxinas (acido naftalenoacético e &cido
indolbutirico) nos meios de cultura, assim como a
auséncia de luz. As melhores respostas foram obtidas
com 2,0 mg/l de BAP, com relagdo a multiplicacédo e
guanto ao comprimento de brotos o tratamento mais
eficiente foi com BAP (2,0 mg/l), ANA (0,1 mg/l) e AG;
(1,0 mg/l). A presenca de ANA e AG3 nas concentracdes
utilizadas ndo melhorou as taxas de multiplicacdo. A
adicdo de AIB (0,3 mg/l) ao meio de enraizamento
induziu a 50% de brotos enraizados. Obteve-se também
50% de enraizamento com a imersdo da base dos
explantes em solucdo com ANA (100 mg/l) por 2
segundos e apos transferidos para meio de cultura sem
regulador de crescimento. Observou-se efeito positivo
do escuro por periodos de 3 e 6 dias na fase inicial de
enraizamento.

Palavras-chave: pereira, propagacdo in Vvitro,
reguladores de crescimento, enraizamento.

ABSTRACT

MICROPROPAGATION OF PEAR ROOTSTOCK,
“OLD HOME” x “FARMINGDALE" 9. Experiments were
carried out aiming to develop techniques for in vitro
propagation of pear rootstock, “Old Home” x

“Farmingdale” 9. The micropropagation of pear was
tested on MURASHIGE & SKOOG (1962) medium,
(MS), varying the levels of the growth regulators
benzylaminopurine (BA), naphthaleneacetic acid (NAA)
and gibberellic acid (GA3). Tests were done to determine
the influence of the MS medium on the rooting with all
the nutrients, except for iron and vitamins, which were
reduced to 1/3. Concentration of naphthaleneacetic acid
and indolbutyric acid were tested, as well as the
abscence of the light.The best multiplication was
obtainned with 2.0 mg/l of BA, and the best length of
shoots was got with BA (2.0 mg/l), NAA (0.1 mg/l) and
GA; (1.0 mg/l). The addition of AIB (0.3 mg/l) to the
rooting media caused 50% of rooted shoots. The shoot
dipping to NAA (100 mg/l) root solution induced 50% of
rooted shoots. Lack of light during 3 and 6 days was
positive in relation to the rooting of shoots.

Key words: pear, in vitro propagation, growth
regulators, rooting

INTRODUCAO

A péra é uma fruta de clima temperado de grande
importancia nacional, tendo em vista seu alto consumo.
Entretanto a maior parte das frutas consumidas no
Brasil sdo provenientes de importacdes da Argentina e
do Uruguai. Hoje um dos maiores problemas da cultura
da pereira no Brasil esta na falta de mudas para atender
a demanda dos fruticultores sulinos (NAKASU & LEITE,
1990).

A técnica da cultura de tecidos, através do uso da
micropropagacao, constitui-se num método de producéo
de mudas que apresenta as seguintes vantagens:
possibilidade de, a partir de um explante inicial, obter-se
milhares de plantas, independentemente das estacfes
do ano, onde as condi¢cbes ambientais e nutricionais
podem ser facilmente controladas (DRUART, 1981);
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reducdo do tempo necessario a propagacdo da espécie
(MURASHIGE, 1974); melhores condi¢des sanitarias
através do cultivo de meristemas previamente tratados
por termoterapia para eliminagdo de doencas (VISEUR
& DRUART, 1988); reproducédo do gendtipo da planta-
mae com fidelidade durante a multiplicacdo.

As espécies lenhosas, incluindo-se os porta-
enxertos de fruteiras, apresentam  problemas
relacionados com viroses, que podem ser eliminados
pela cultura de meristemas, porém estes oxidam-se
muito facilmente pelo alto teor de compostos fendlicos.
SHEN & MULLINS (1984) relatam que a pereira
apresenta problemas de micropropagacdo, com baixo
rendimento de brotos por explante (4-6), se comparados
com 12 ou mais brotos/explante obtidos em macieira por
Sriskandarajah et al. (1982), citado por SHEN &
MULLINS (1984), sendo geralmente reconhecida como
dificil de enraizar in vitro a partir de brotos.

Segundo WESTWOOD (1982), os porta-enxertos
da série “Old Home” x “Farmingdale” (OH x F)
demonstram um grau muito alto de tolerancia a doenca
chamada fogo bacteriano, as geadas, moderadamente
resistente ao pulgdo da raiz e quanto ao vigor €
considerado semi-nanizante.

Considerando o exposto acima, o presente trabalho
foi desenvolvido visando melhorar a eficiéncia da
propagacao in vitro do porta-enxerto de pereira, “Old
Home” x “Farmingdale” 9, através do uso de diferentes
meios de multiplicacéo e enraizamento.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados brotos de porta-enxerto de
pereira, “Old Home” x “Farmingdale” 9 (112 sub-cultura),
obtidos através da cultura de meristemas.

Para os testes de multiplicacdo, secc¢bes caulinares
contendo 2 a 3 gemas axilares foram transferidas para
meio de MURASHIGE & SKOOG (1962) (MS),
suplementado com 100 mg/l de mio-inositol, 30 g/l de
acucar cristal e 7 g/l de agar bacterioldgico Difco, ao
qual foram adicionados os reguladores de crescimento
benzilaminopurina (BAP) a 0,0; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/l,
acido naftalenoacético (ANA) a 0,0 e 0,1 mg/l e acido
giberélico (AG3) a 0,0; 0,5 e 1,0 mg/l, em diferentes
combinacdes. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes
da inclusdo do agar e posteriormente autoclavado a
121°C e 1,5 atm por 20 minutos.

As culturas foram mantidas por 40 dias, a uma
temperatura de 27+1°C durante o periodo claro e
25+1°C no escuro, com fotoperiodo de 16 horas e 3.000
lux de intensidade luminosa (lampadas fluorescentes
tipo branca-fria). Foram realizados dois experimentos
para avaliar o efeito dos reguladores de crescimento no

meio de multiplicacéo.

A taxa de multiplicacdo foi avaliada pela contagem
direta do numero de brotos formados a partir do
explante inicial, bem como pela medida do
comprimento, em milimetros, de cada broto formado.
Foram colocados 5 explantes em cada frasco (contendo
50 ml de meio) e utilizados 3 frascos por tratamento no
1° experimento e 4 frascos por tratamento no 2°
experimento. A unidade de observacédo foi o explante e
a média dos cinco explantes de cada frasco (unidade
experimental) foi utilizada na andlise estatistica. As
observagbes referentes ao numero de brotos por
explante inicial foram transformadas em +x. O
delineamento experimental utilizado foi completamente
casualizado e foi aplicado o teste de Duncan para
comparacdo das médias dos tratamentos e andlise de
regressédo polinomial.

Para o0 enraizamento, explantes (seccbes
caulinares apicais) medindo aproximadamente 10 mm
de comprimento, foram transferidos para meio de cultura
contendo 1/3 dos sais minerais do meio MS, com
excecao do ferro e as vitaminas, que permaneceram na
concentracao normal. Suplementou-se com 100 mg/l de
mio-inositol, 30 g/l de aclcar cristal, 7 g/l de éagar
bacterioldgico e varias concentracdes de auxinas.

O ajuste do pH, a esterilizacdo dos meios e as
condi¢cdes de incubacdo foram as mesmas descritas
anteriormente para a multiplicacéo.

Foram realizados dois experimentos de
enraizamento. No primeiro, as auxinas foram
adicionadas ao meio de cultura e os tratamentos
diferiram quanto ao tipo de auxina, (ANA ou AIB), suas
concentracdes (0,0; 0,3; 0,6 e 1,2 mg/l) e ao periodo de
escuro (0; 3 e 6 dias) a que foi submetido o material
vegetal no inicio da fase de enraizamento. No segundo
experimento de enraizamento a base dos brotos foi
mergulhada em solu¢do de auxina por 2 segundos e
posteriormente 0s explantes foram colocados em meio
sem regulador de crescimento. Os tratamentos diferiram
guanto ao tipo de auxina (ANA ou AIB), quanto as suas
concentracdes (50; 100 e 200 mg/l) e também quanto ao
periodo de escuro (0 e 3 dias) no inicio da fase de
enraizamento.

O delineamento experimental utlizado foi o
completamente casualizado. Foram utilizados 4 frascos
com 6 explantes para cada tratamento nos dois
experimentos. A unidade de observacao foi o explante e
a unidade experimental foi a média dos seis explantes
colocados em cada frasco. Foi aplicado o teste F para a
analise de contrastes na interpretacdo dos resultados.
Ressalta-se que o0s brotos inferiores a 5 mm de
comprimento foram desconsiderados neste trabalho,
nao participando na média dos resultados.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento 5, contendo 2,0 mg/l de BAP, induziu
a maior taxa de multiplicacdo (4,46 brotos/explante),
diferindo estatisticamente dos tratamentos 1, 2, 10, 14 e
15 (Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo com o0s
obtidos por MORETTI et al. (1990) com trés cultivares

de pereira, e por PASQUAL et al. (1990) com porta-
enxerto de pereira Pyrus calleryana Dec., os quais
também obtiveram melhores resultados de multiplicacdo
em meios de cultura que continham apenas BAP como
regulador de crescimento e com concentracdes
similares ao presente trabalho.

TABELA 1 - Efeito de reguladores de crescimento sobre a taxa de multiplicacdo e o comprimento de brotos de porta-
enxerto de pereira, “Old Home” x “Farmingdale” 9.

N° Tratamentos Ndmero de brotos* Comprimento*
BAP ANA AG;
(mgll) (mm)
1 0 0 0 057 d 295 b
2 0,5 0 0 2,28 bc 7,25 ab
3 1,0 0 0 2,93 abc 8,41 ab
4 1,5 0 0 3,00 abc 7,50 ab
5 2,0 0 0 4,46 a 6,79 ab
6 0,5 0,1 0 2,21 abcd 7,58 ab
7 1,0 0,1 0 2,60 abcd 7,90 ab
8 1,5 0,1 0 3,13 abc 7,80 ab
9 2,0 0,1 0 3,54 abc 8,48 ab
10 0,5 0,1 0,5 1,68 bcd 6,90 ab
11 1,0 0,1 0,5 2,20 abcd 8,70 a
12 1,5 0,1 0,5 3,46 abc 9,64 a
13 2,0 0,1 0,5 3,49 abc 8,98 a
14 0,5 0,1 1,0 1,60 cd 8,57 ab
15 1,0 0,1 1,0 2,09 bcd 9,74 a
16 1,5 0,1 1,0 3,42 abc 9,94 a
17 2,0 0,1 1,0 4,01 ab 11,33 a

* Médias seguidas por letras distintas na mesma coluna, diferem entre si ao nivel de 5% de significancia, pelo teste de

Duncan.

Constatou-se que o BAP é um componente
essencial do meio de multiplicacdo para pereira, sendo
a sua presenca necessaria para a sobrevivéncia e
subsequente multiplicacdo de brotos, visto que néo
houve desenvolvimento de novos brotos na auséncia
deste regulador de crescimento. Esta observagéo
confirma resultados obtidos por BOXUS (1975);
TABACHNIK & KESTER (1977); LEE & KO (1984);
MARINO (1984); DAMIANO et al. (1990); PASQUAL et
al. (1990) e YUI et al. (1990), que também verificaram

gque o BAP é de fundamental importancia no meio de
multiplicagdo. Observou-se também que o aumento na
concentracao de BAP, de 0,5 a 2,0 mg/l, induziu a um
aumento de 95% na taxa de multiplicacdo (Tabela 1 e
Figura 1). MARINO (1984), trabalhando com pereira,
porém cv. “William” obteve aumento de quase 400% na
taxa de multiplicacdo em correspondéncia a um
aumento na concentragdo de BAP no meio de 0,5 a 2,0
mg/l.

73 Rev. Bras. de AGROCIENCIA, v.2, n° 2, 71-78, Mai.-Ago., 1996



MELLO-FARIAS et al. Micropropagagédo de Porta-Enxerto de Pereira

#Sem ANA, Sem AG3 Y = 0,9502 + 1,6978X
WCom ANA, Sem AG3 Y =1,7425 + 0,904X
ACom ANA Com AG3 (0,5 mg/l) Y =1,036 + 1,3356X
OCom ANA Com AG3 (1,0 mg/l) Y =0,636 + 1,7154X

Numero de Brotos

1 15 2

Concentracdo de BAP (mg/l)

Figura 1. Efeito dos reguladores de crescimento no meio de multiplicacéo
sobre o nimero de brotos de porta-enxerto de pereira, “Old

Home” x “Farmingdale” 9.

A adicho de ANA aos meios de cultura, na
concentracdo utilizada (0,1 mg/l), n&o influenciou
positivamente na taxa de multiplicacdo dos brotos de
“Old Home” x “Farmingdale” 9 (Figura 1). Resultados
similares foram obtidos por STIMART & HARBAGE
(1989), trabalhando com Pyrus calleryana Dec.,
concluindo que a taxa de multiplicacdo aumentava com
0 aumento da concentracdo de BAP, porém diminuia
com o aumento da concentracdo de AIB. No entanto, 0s
pesquisadores BHOJWANI et al. (1984), trabalhando
com um seedling adulto de Pyrus pyrifolia; TABACHNIK
& KESTER (1977), com amendoeira e um hibrido entre
amendoeira e pessegueiro; YUl et al (1990), com
macieira cv. “Golden Delicious” e LEITE (1991), com
Pyrus sp. cv. “Carrick” obtiveram os melhores resultados
de multiplicacdo utilizando BAP associado a auxina
ANA.

Nos meios de multiplicacdo que continham os trés
reguladores de crescimento em teste, BAP, ANA e AGs;,
obtiveram-se boas respostas de multiplicacdo de brotos,
porém inferiores ao resultado obtido com apenas 2,0
mg/l de BAP, (Tabela 1 e Figura 1). Observou-se que o
AG; foi ineficaz ou inibitério, pois ndo melhorou a taxa
de multiplicacdo. No entanto, o maximo comprimento
médio alcancado foi a utilizacdo de meio acrescentado
com 1,0 mg/l de AGs;, embora ndo tenha diferido
estatisticamente dos demais meios. De acordo com a
Tabela 1, observa-se que o comprimento médio dos
brotos foi alto, principalmente considerando-se que o
presente trabalho é na cultura da pereira, que alonga-se
com certa dificuldade, de forma que um tratamento
isolado com AG3; ndo se justificava.

Normalmente, apenas 12% dos meios de
multiplicagdo contém giberelina na sua composicao.
Segundo GRATTAPAGLIA & MACHADO (1990),

quando as partes aéreas ndo estdo em condi¢cdes de
serem individualizadas para o enraizamento, devido ao
seu tamanho, o cultivo na presenca de AG; pode
provocar alongamento. Nesta fase, entretanto,
geralmente ndo se consegue estimular uma resposta
uniforme de alongamento em todas as partes aéreas.

No presente experimento, o0 que talvez tenha
diminuido a eficiéncia do alongamento dos brotos foi o
fato de que os tratamentos que continham AGs;, foram
suplementados também com BAP e ANA, assim as
giberelinas podem se tornar ineficientes, de forma que
ndo se observou o efeito isolado do GA; sobre as
culturas.

YUl et al. (1990), trabalhando com macieira cv.
“Golden Delicious”, observaram que nao houve
diferenca significativa para os niveis de 0,0; 0,01; 0,1 e
1,0 mg/l de AGs;, tanto para o nimero total de brotos,
como para numero de brotos acima de 1,0 cm. Os
mesmos autores concluiram pelos resultados obtidos,
que o AG; é dispensavel nos trabalhos de multiplicagédo
da macieira in vitro, e estdo de acordo com informacdes
de OCHATT & CASO (1983) e JONES et al. (1977).
Observou-se também, no transcorrer do presente
trabalho, que ndo houve necessidade de suplementacéo
dos meios de cultura na fase de multiplicacdo com AGs,
pois obteve-se boa multiplicacdo e alongamento dos
brotos, suficiente para passagem direta dos mesmos a
fase de enraizamento.

Com relacdo ao experimento de enraizamento, 0s
resultados foram considerados bons (50%), no melhor
tratamento, se comparados com os de outros autores.
No experimento com reguladores de crescimento
adicionados ao meio de cultura, obteve-se até 50% de
enraizamento com 0,3 mg/l de AIB, sendo o material
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submetido a 3 dias de escuro (Tabela 2). Entretanto,
STIMART & HARBAGE (1989), trabalhando também
com pereira, Pyrus calleryana, ndo conseguiram
enraizamento com AIB, mesmo ap6és 2 anos de
subculturas e intermitentes tentativas, n&o houve

enraizamento. BHOJWANI et al. (1984), trabalhando
com Pyrus pyrifolia obtiveram cerca de 10% de brotos
enraizados.

TABELA 2 - Efeito de reguladores de crescimento no meio de cultura e do periodo de escuro sobre a
percentadem de enraizamento de brotos de porta-enxerto de pereira, “Old Home” x “Farmingdale” 9.

Tratamento ANA AIB Escuro Enraizamento
(mgl/l) (mgll) (dias) (%)
1A 0 0,00
1B 3 0,00
1C 6 1,44
2A 0,3 0 20,47 *
2B 0,3 3 33,19 *
2C 0,3 6 41,69 *
3A 0,6 0 8,45 *
3B 0,6 3 14,75 *
3C 0,6 6 12,50 *
4A 1,2 0 8,45 *
4B 1,2 --- 3 1,44
4C 1.2 6 5,69
5A 0,3 0 32,90 *
5B 0,3 3 50,00 *
5C 0,3 6 0,00
6A 0,6 0 32,90 *
6B 0,6 3 45,79 *
6C 0,6 6 4,75
7A 1,2 0 24,23 *
7B 1.2 3 25,00 *
7C 1.2 6 3,02

* As médias assinaladas difere das testemunhas pelo teste F, ao nivel de 1% de significancia.
Os tratamentos com A, B e C foram comparados com a testemunhas 1A, 1B e 1C, respectivamente.

No experimento de enraizamento realizado através
da imersdo da base dos explantes em solucdo de
auxinas (ANA ou AIB), obteve-se também, no maximo
50% de enraizamento, mergulhando-se a base das
partes aéreas em solucdo de ANA a 100 mg/l por 2
segundos e apds transferidos para meio de cultura sem
regulador de crescimento, ndo sendo submetido a um
periodo inicial de escuro (Tabela 3). LEITE (1991),
obteve resultados de até 29% com imersédo dos
explantes de pereira cv. “Carrick” por um minuto, nos
mesmos reguladores de crescimento. No entanto, outros

75

autores conseguiram resultados mais promissores,
como MARINO (1984), trabalhando com pereira cv.
“William”, que colocou os explantes em imersdo de AIB
(200 ppm) por 30 a 60 minutos, obtendo de 70 a 80% de
enraizamento. Presume-se que neste resultado
houvesse necessidade de aumento do tempo de
imersdo da base dos explantes a fim de se obter
resultados mais promissores, pois se comparado com
outros autores, o periodo de 2 segundos pode ser
considerado pouco tempo.
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TABELA 3 - Efeito da imerséo dos explantes em diferentes concentraces de reguladores de crescimento e do
periodo de escuro sobre a percentagem de enraizamento de brotos de porta-enxerto de pereira,

“Old Home” x “Farmingdale” 9.

Tratamento ANA AIB Escuro Enraizamento
(mgl/l) (mgll) (dias) (%)
Al 0 0,00
A2 3 0,00
Bl 50 0 0,00
B2 50 3 2,35
C1 100 0 50,00
Cc2 100 3 32,74
D1 200 0 24,52
D2 200 3 45,76
El 50 0 16,10
E2 50 3 22,80
F1 100 0 16,10
F2 100 3 16,10
Gl 200 0 16,10
G2 200 3 32,74

*As médias assinaladas diferem das testemunhas pelo teste F, ao nivel de 5% de significancia.
Os tratamentos com 1 e 2 foram comparados com a testemunhas Al e A2, respectivamente.

Observou-se efeito positivo do escuro na fase
inicial de enraizamento, sendo que entre as médias dos
tratamentos, as maiores percentagens de enraizamento
foram obtidas com 3 dias para o AIB e 6 dias para o
ANA de escuro (Figuras 2 e 3). Estes resultados estéo
de acordo com os obtidos por DAMIANO et al. (1990),
trabalhando com fruteiras de clima temperado, que
obtiveram aumento na percentagem de enraizamento
com uma fase inicial de escuro.

WO DIAS
3 DIAS
H6 DIAS

Enraizamento - %

ANA

Hammerschlag (1982), citado por REEVES et al.
(1985), relata que a inibicdo da luz na iniciacdo radicular
tem sido atribuida a uma foto inativacdo do AIA
enddgeno e uma inibicdo da sintese do cofator fendlico
de enraizamento ou estimulador do fator de bloqueio.
RUGINI et al. (1988), afirmam que a auséncia de luz
durante os primeiros dias de enraizamento é benéfica,
pois no escuro diminui a acdo da AlA-oxidase,
favorecendo desta forma o enraizamento dos explantes.

AIB

Figura 2. Efeito de periodos de escuro no inicio da fase de
enraizamento sobre a percentagem de brotos

enraizados de porta-enxerto de pereira,

“Old

Home” x “Farmingdale” 9
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-%

Enraizamento

50 100

200

Figura 3. Efeito da imersdo dos explantes em diferentes
concentracbes de reguladores de crescimento
sobre a percentagem de brotos enraizados de

porta-enxerto  de

“Farmingdale” 9

CONCLUSOES

Para a cultura in vitro de porta-enxerto de pereira,
“Old Home” x “Farmingdale” 9, o presente trabalho
permite concluir que:

-A multiplicagdo de brotos € maior quando se utiliza
0 meio com benzilaminopurina (2,0 mg/l);

-A adicdo de acido naftalenoacético, na
concentracdo utilizada, ndo afeta positivamente a taxa
de multiplicacéo dos brotos;

-A adicdo de acido giberélico (1,0 mg/l) induz a um
maior crescimento dos brotos;

-As melhores percentagens de enraizamento s&o
obtidas com AIB (0,3 mg/l) presente no meio de cultura,
e ANA (100 mg/l) no experimento de imersdo da base
dos explantes sendo ap0s transferidos para meios de
cultura sem regulador de crescimento;

-A auséncia de luz nos periodos de 3 e 6 dias afeta
positivamente a fase de enraizamento.
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