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Técnico

A péra é uma das frutas de clima temperado
preferidas no Brasil, sendo que a maior parte da fruta
consumida no Pais é importada. Em 2002, a producéo
brasileira foi de aproximadamente 20 mil toneladas,
colhida em uma area de 1.879 ha, enquanto as
importacBes chegaram a 100 mil toneladas (Beling,
2004). Conseguentemente, a producéo de péra
consiste em uma alternativa agricola viavel aos
produtores de areas da Regido Sul com aptidédo
edafoclimatica para a cultura.

A implantacdo de pomares com mudas de qualidade é
uma etapa decisiva para o sucesso do sistema
produtivo. A muda de qualidade potencializa o nivel de
resposta a toda tecnologia empregada no pomar,
sendo um componente decisivo na reducéo de custos,
principalmente com defensivos quimicos, e para a
producéo de frutas com qualidade e alta
produtividade. Nesse aspecto, as mudas certificadas
sdo as Unicas que oferecem garantia quanto as
melhores caracteristicas genéticas, fitotécnicas e
fitossanitéarias.

Em 1998, a Comisséo Estadual de Sementes e Mudas
do Rio Grande do Sul (CESM) estabeleceu normas e
padrdes para a producédo de mudas certificadas de
pereira. Atualmente, o Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento (MAPA) esté trabalhando
na uniformizacéo das normas estaduais, devendo, em
breve, ser padronizada a regulamentacéo.

O sistema de certificagdo pressupde a existéncia de
plantas basicas, plantas matrizes e mudas certificadas
(CESM, 1998). Ha trés anos, a Embrapa Clima
Temperado vem trabalhando em parceria com a
Embrapa Uva e Vinho na limpeza e propagacéo in vitro
das principais cultivares de pereira, visando
estabelecer plantas basicas e matrizes para dar
suporte ao programa nacional de certificagao.

Obrigatoriamente, as mudas certificadas de pereira
devem apresentar tolerancia zero para mistura
varietal e plantas atipicas; para presenca das
bactérias Agrobacterium tumefaciens e Erwinia
amylovora; dos fungos Venturia inaequalis,
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Podosphaera leucotricha, Phytophthora spp.,
Armillaria spp., Pythium sp., Xylaria sp., Rosellinia
necatrix e Sclerotium spp.; dos nematoides
Meloidogyne spp. e Pratylenchus spp.; e dos virus da
mancha clorotica foliar da macieira (ACLSV), virus do
acanelamento do tronco da macieira (ASGV) e virus
do amarelamento de nervuras da folha da pereira
(PVYV) (CESM, 1998; EPPO, 2004). Os patdgenos
citados comprometem o pegamento das enxertias, 0
vigor e a longevidade das plantas, aumentam a
suscetibilidade a outros patégenos e o custo de
producéo, reduzem a qualidade da fruta, a
produtividade e, consequientemente, o lucro do
produtor.

No estabelecimento das plantas bésicas e plantas
matrizes é fundamental a propagacéo in vitro a partir
da cultura de meristemas, seguida da indexacéo,
justamente para garantir a auséncia de patdgenos nos
tecidos das plantas. Esse aspecto evidencia a
importancia do desenvolvimento de protocolos
eficientes para a limpeza e multiplicagé&o in vitro de
plantulas de diferentes cultivares.

A cultura de tecidos in vitro apresenta as vantagens
de possibilitar a rapida producéo massal de plantas
livres de patdgenos e com uniformidade genética, em
pequeno espaco fisico e em curto periodo de tempo,
atendendo as exigéncias das entidades certificadoras
e as necessidades dos produtores por mudas de
qualidade (Oliveira et al., 2000). No caso de cultivares
de pereira, as principais limitacdes referem-se as
baixas taxas de multiplicacdo dos explantes e a
dificuldade no enraizamento das plantulas (Shen &
Mullins, 1984).

O presente trabalho teve por objetivo estabelecer um
protocolo eficiente para a limpeza de patdgenos e para
a propagacao in vitro de cultivares de pereira.

Metodologia

O material biolégico inicial foi composto por oito
plantas das cultivares William™s Bon Chrétien (Pyrus
communis L.) e Yali [Pyrus pyrifolia (Burm.) Nak.],
com um ano de idade, cultivadas em vasos plasticos
de 5 L. Essas plantas foram podadas para estimular a
brotacdo e submetidas a tratamento térmico em
camara incubadora, a temperatura de 38°C e
fotoperiodo de 16 horas, por um periodo de cinco
semanas (Sobcykiewicz, 1979). Apés esse
tratamento, todas as porc¢des terminais das brotacdes
emitidas foram coletadas e lavadas em &gua corrente.
Em seguida, foram desinfestadas em solugfes a base

de alcool a 70%, por 15 segundos, e de hipoclorito de
sadio a 1%, por 10 minutos. Finalmente, sob
condicoes assépticas, no interior de camara de fluxo
laminar, procedeu-se a lavagem das brotacGes com
agua destilada autoclavada, por trés vezes. A
extracdo dos meristemas (0,2 a 0,4 mm) foi feita com
pinca e bisturi, utilizando-se lupa estereoscopica.

O estabelecimento in vitro foi realizado em meio MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 1 mg
L* de BAP (benzilaminopurina), 0,01 mg L** de ANA
(acido naftalenoacetico), 0,1 mg L™ de GA, (acido
giberélico), 30 g L de sacarose e 7 g L' de agar, com
pH ajustado para 5,8, antes da autoclavagem. A
introduc&o in vitro dos explantes foi feita em tubos de
ensaio de 15 mm de didmetro por 150 mm de altura,
contendo 6 mL de meio de cultura, sendo colocado um
meristema por tubo. O cultivo foi realizado sob
condi¢des de escuro nas primeiras 48 horas e nos 38
dias restantes do subcultivo utilizando intensidade
luminosa de 20 mE m2 s, temperatura de 25 = 2°C
e fotoperiodo de 16 horas.

A multiplicag&o in vitro foi realizada no meio MS
suplementado com 1 mg L** de BAP, 30 g L'* de
sacarose e 7 g L'* de agar, com pH ajustado para 5,8,
antes da autoclavagem. Esta fase foi conduzida em
frascos de 60 mm de didmetro por 140 mm de altura,
utilizando 40 mL de meio de cultura por frasco. O
cultivo foi conduzido sob intensidade luminosa de 20
mE m? s, temperatura de 25 = 2°C e fotoperiodo de
16 horas. Utilizaram-se quatro explantes com tamanho
de 4 a 6 mm, contendo de 1 a 2 gemas, por frasco. A
multiplicacéo foi monitorada durante 12 subcultivos de
30 dias dos explantes originalmente introduzidos in
vitro.

O enraizamento in vitro foi realizado em meio de
cultura contendo um terco da concentracdo dos
macro e micronutrientes do MS, as vitaminas do MS,
0,21 mgL*de ANA, 30 gL*de sacarosee 7 gL*de
agar, sendo o pH do meio de cultura ajustado para
5,8, antes da autoclavagem. O periodo para o
enraizamento foi de 30 dias, nas mesmas condicdes
de temperatura, fotoperiodo e intensidade luminosa da
fase de multiplicacéo.

Em seguida, as plantulas foram removidas dos frascos,
lavadas e, cuidadosamente, separadas umas das
outras. Foram classificadas por tamanho e
transplantadas em bandejas de isopor de 72 células
contendo substrato esterilizado a base de terra
vegetal, esterco e vermiculita, na proporcdo 4:2:1.

As matrizes em formacao foram dispostas sob tinel
plastico, com controle da luminosidade, irrigacéo e
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temperatura (20-28°C), simulando a condi¢&o do
laboratorio. Em seguida, procedeu-se a remogao
gradual do plastico.

A irrigacéo foi realizada diariamente, em funcgéo da
necessidade das plantas. Estas foram adubadas
semanalmente, com solugéo nutritiva composta por
nitrogénio, fosforo e potéassio (Férmula 10:10:10),
sendo monitorada a ocorréncia de plantas atipicas.

Resultados e discussao

As plantas submetidas ao tratamento térmico
produziram brotagdes medianamente vigorosas e
estioladas, adequadas para a extracdo dos meristemas
sem viroses (Sobcykiewicz, 1979). No entanto, 25%
das plantas de pereira das cultivares William™s Bon
Chrétien e Yali morreram em funcéo do tratamento
térmico realizado. Esse problema pode ser minimizado
com o uso de plantas maiores e melhor estabelecidas.

A porcentagem de contaminacdo dos meristemas foi
de apenas 3% durante a fase de estabelecimento in
vitro, sendo causada, principalmente, por bactérias.
Este resultado demonstra a eficiéncia do sistema de
desinfestacao utilizado.

Independentemente da cultivar, houve
desenvolvimento de 80% dos meristemas. Apos 40
dias, estes apresentaram tamanho médio de 3 mm,
sendo transferidos inteiros para o meio de
multiplicacéo.

A taxa média de multiplicacao dos explantes ao longo
dos 12 subcultivos foi de 3,1 para a cultivar William™s
Bon Chrétien e de 3,2 para a cultivar Yali. Estes
valores sdo bastante satisfatérios, considerando o
baixo potencial de multiplicagéo das cultivares de
pereira, normalmente entre 1 e 5 (Shen & Mullins,
1984). Kadota & Niimi (2003) obtiveram taxa média
de multiplicacdo semelhante por subcultivo (3,1) para
as cultivares Housui e Kousui, apds otimizarem o
sistema. Na literatura, existem relatos de taxas de
multiplicacé@o superiores as obtidas no presente
trabalho, como, por exemplo, 4,5 brotos por explante
por subcultivo (Mello-Farias et al., 1996). Porém,
nesses trabalhos foram utilizadas concentractes
superiores de BAP no meio de cultura, as quais,
geralmente, comprometem o alongamento e o
enraizamento posterior das plantulas (Predieri &
Govoni, 1998).

De uma forma geral, as taxas de multiplicacao das
cultivares de pereira séo baixas ao serem comparadas
com as obtidas em cultivares de outras fruteiras,
Como morango e amora-preta, que chegam a produzir

de duas a trés vezes mais plantulas por subcultivo
(Brahm & Oliveira, 2004; Oliveira et al., 2004). Por
iSS0, 0 menor interesse na micropropagacao comercial
de mudas de pereira.

As plantulas propagadas in vitro das cultivares Yali e
William™s Bon Chrétien apresentaram-se
adequadamente alongadas, com altura maior do que
30 mm, e enraizadas, com raizes curtas e abundantes,
0 que séo caracteristicas morfolégicas essenciais para
0 adequado enraizamento.

A eficiéncia do enraizamento in vitro no meio e
condi¢des de cultura propostos foi de 60% para a
“Yali” e de 50% para a ~ William~s Bon Chrétien”.
Mello-Farias et al. (1996) também obtiveram 50% de
eficiéncia de enraizamento ao trabalharem com outras
cultivares, sendo considerada uma porcentagem
satisfatoria para pereira, embora existam relatos de
até 69% (Shibli et al., 1997) e de 75% (Rossi et al.,
1991) de plantas enraizadas. Estas diferencas
ocorrem principalmente pelo fato das cultivares copa
serem mais dificeis de enraizar do que as de porta-
enxerto (Bhojwani et al., 1984).

Durante a cultura de tecidos ndo foram detectadas
plantulas com sintomas de oxidacéo e de vitrificacao,
demonstrando adequacao do sistema proposto.

O pegamento médio das plantulas transplantadas, em
bandejas de isopor, em casa-de-vegetacéo, foi de
60%. Pequenos ajustes no sistema de manejo
recomendado podem proporcionar valores proximos a
95%, conforme obtido por Shibli et al. (1997).

Em casa-de-vegetacao, ndo foram observadas plantas
com caracteristicas morfoldgicas que ndo fossem
préprias das cultivares. O fato do sistema de
propagacao proposto ndo passar pela fase de calo,
utilizar baixas doses de reguladores de crescimento e
numero reduzido de subcultivos, contribui para a
minimizacdo do surgimento de variantes somaclonais
(Swartz et al., 1981). Evidentemente, a auséncia de
plantas atipicas deve ser confirmada a campo.

Por meio deste trabalho, verificou-se que as plantulas
das cultivares de pereira estudadas entram
precocemente na fase de multiplicagéo, em 30 dias, e
apresentam taxa média de multiplicacao satisfatoria,
de 3,1 a 3,2. Como podem ser propagadas in vitro por
até dois anos (EPPO, 2004), o método apresentado
pode ser uma alternativa viavel para a
micropropagacao comercial, além de ser utilizado para
a producéo de plantas basicas e matrizes, conforme
recomendado nesta publicacéo (Fig. 1).
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Fotos: Roberto Pedro so de Oliveira

Figura 1. Fases da micropropagacao de cultivares de pereira: multiplicagédo, enraizamento e
aclimatizacao.

Consideractes finais Atualmente, a eficiéncia do protocolo apresentado
esté sendo avaliada para a multiplicacéo das

Por meio do protocolo apresentado, pode-se obter cultivares de pereira Abate Fetel, Housui, Kousui,

plantas basicas e matrizes uniformes, em larga escala, Packham”s Triumph, Max Red Bartlett e Nijisseiki.

em qualquer época do ano, em pequeno espaco fisico

e curto periodo de tempo, atendendo as exigéncias Paralelamente, a indexacao das plantas

das entidades certificadoras e as necessidades dos micropropagadas esta sendo conduzida na Embrapa

produtores por mudas de qualidade. Além disso, o Uva e Vinho, utilizando-se métodos biolégicos,

protocolo pode ser utilizado na producéo de mudas serolégicos e/ou moleculares, a depender do patégeno,

apos estudo de sua viabilidade econémica. para confirmar a eficiéncia do método de limpeza.
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Na Embrapa Uva e Vinho também estéo sendo
estabelecidas as plantas basicas e matrizes das
cultivares de pereira, sob condi¢cdes de ambiente
protegido, para dar suporte ao programa nacional de
certificacéo.
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