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Resumo - Objetivou-se verificar a influéncia de dife-
rentes meios de cultura na superacio iz vitro da dor-
méncia de embrides oriundos de hibridagao. Embrides
foram retirados de sementes oriundas de hibridacoes
controladas e inoculados nos meios de cultivo: MS;
MS/2; QL e QL/2, mantidos em sala de crescimento
a25+2°C e fotoperiodo de 16 horas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado com dois
fatores analisados (hibradagoes e meios de cultura),
em esquema fatorial 3X4, sendo que cada repeticao
constituiu-se de um frasco, com cinco embrides cada.
Aos 60 dias de cultivo, o material foi avaliado. Os
dados foram submetidos a andlise de variincia e as
médias dos tratamentos comparadas estatisticamente
pelo teste de Tuckey (0=0,05). Houve interagio entre
os fatores (meios de cultura e hibridagoes) para todas
as varidveis respostas analisadas. A maior percenta-
gem de germinagio (53,49%), foi obtida na associa-
¢ao do meio de cultura QL/2 com embrides oriundos
do tratamento 2. O maior nimero e comprimento de
brotagdes foi verificado na combinagio de embrides
do tratamento 1 cultivadas em meio QL e o maior
crescimento radicular foi observado no cultivo reali-
zado em meio MS com os embrides oriundos dos tra-
tamentos 1 e 2. O meio QL/2 proporcionou o maior
numero de embrides de porta-enxertos de pereira ger-
minados. Entretanto o meio QL completo é o mais
adequado para multiplicacio.

Palavras-Chave - Porta-enxerto. Polinizacio aberta.
Packhams Triumph. In vitro. Melhoramento vegetal.

Abstract - This study aimed to investigate the in-
fluence of different culture media on the in vitro
overcoming dormancy of embryos derived from
hybridization. Embryos were removed from seeds
from controlled hybridizations and inoculated in
culture media: MS; MS /2; QL and QL /2, main-
tained in a growth room at 25+2°C and 16 h of
photoperiod. The experimental design was comple-
tely randomized with two factors analyzed (hybri-
dizations and culture media) in a factorial 3x4, each
repetition consisted of a bottle with five embryos
each. After 60 days of culture, the material was
analyzed. The data were submitted to analysis of va-
riance and treatment means compared statistically
by the Tukey test (o = 0.05). There was interaction
between the factors (culture media and hybridiza-
tions) for all variables. The highest percentage of
germination (53.49%) was obtained from the as-
sociation of culture medium QL / 2 with embryos
from the 2 treatment. The greater number and len-
gth of sprouts was observed in the combination tre-
atment of embryos cultured in medium 1 QL and
root growth was observed in the cultivation carried
out on MS medium with the embryos from treat-
ments 1 and 2. The medium QL / 2 provided the
greatest number of germinated pear rootstocks em-
bryos. However, QL medium is suitable is the most
suitable for multiplication.

Keywords - Rootstocks; Open cross; Packham’s
Triumph; In Vitro; Breeding.
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1 INTRODUCAO

A cultura da pereira na Regiao Sul do Brasil é
uma excelente alternativa para a diversificagao da fru-
ticultura de clima temperado, uma vez que é uma das
frutas com maior volume de importagds. Contudo,
vdrios problemas técnicos e ecofisioldgicos vém limi-
tando o cultivo econémico da pereira, destacando se
a falta de porta enxertos adequados (PI1O ez al., 2007;
PASA et al., 2012).

A busca por novos genétipos de pereira que apre-
sentem boa compatibilidade de enxertia e adaptacio
as condigoes edafoclimaticas do Sul do pais sio con-
tinuas, e o uso de técnicas do melhoramento genético
como a hibridagio e a micropropagacio sio ferra-
mentas importantes para obtengio de porta enxertos
para pereira.

A baixa porcentagem e desuniformidade de
germinagdo, principalmente nos cruzamentos em
que sdo produzidas sementes em pequeno ndmero,
constituem um dos fatores limitantes a obtencio de
materiais hibridos (NEVES ez 4/., 2001). Em plantas
como as pereiras que apresentam um longo intervalo
de tempo a partir do cruzamento até a germinagio,
torna-se mais dificil e longos os programas de melho-
ramento genético para esta espécie, que podem ter
seu periodo juvenil encurtado com técnicas de micro-
propagacao (BRUCKNER, 2008).

Com o desenvolvimento de técnicas de culti-
vo in vitro, tornou-se possivel, entre outras, obter
plantas vidveis em menos tempo. Isto pode ser ob-
tido mediante o isolamento do embrido e seu cul-
tivo asséptico em meios de cultura adequados que
permitam a superagdo da dorméncia, o desenvolvi-
mento embriondrio e a germinagdo (DANTAS ez
al., 2002).

Entre os aspectos importantes na cultura de em-
brides estao a definicio do meio de cultura, condi-
¢oes de luminosidade e temperatura, condigdes da
planta matriz, a qualidade dos explantes, entre outros
(MINARDI et al., 2011). Conforme Costa e Aloufa
(2007) um dos aspectos mais importante da cultura
de embrides, é a determinacio do meio de cultura,
pois este ¢ que sustentard o crescimento dos embri-
oes. Os nutrientes requeridos variam dependendo
da idade do explante (BURUN; POYRAZOGLU,
2002). De acordo com Hu e Ferreira (1998), embri-

oes excisados no estddio maduro ou préximo a este,
sio quase autotrdficos, dispensando a utilizagao de
reguladores vegetais.

Diversas formulagées de meio de cultura tém
sido empregadas na cultura de embrides, as quais di-
ferem entre si basicamente em relacio 4 concentracio
dos sais (REZENDE et al., 2008). Segundo Jesus et
al. (2010), o meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) ¢é conhecido por apresentar elevado
contetdo de sais. Jd o meio proposto por Leblay ez 4.
(1991) possui o dobro da concentragio de vitaminas
na sua composi¢io, quando comparado com o meio
de cultura MS. Reis et. al. (2008) analisando o desen-
volvimento 7z vitro de embrides de Melissa officinalis
L., relacionando-o com a reducio da concentragio
dos sais do meio MS, observaram o uma correlacio
direta com a diminuig¢ao da concentragio e o melhor
desenvolvimento das plantulas.

Diante do exposto, o objetivo neste trabalho foi
verificar a influéncia de diferentes meios de cultura na
superacdo iz vitro da dorméncia de embrides oriun-
dos de hibridagio de porta-enxertos de pereira.

2 MATERIAL E METODOS

Frutos de pereira oriundos de hibridagées con-
troladas foram colhidos maduros, mantendo-se a
identificagio das polinizagoes dirigidas. Esta etapa
foi realizada em pomar comercial no municipio de
Vacaria/RS, Brasil. Os cruzamentos foram definidos
como: T1- Polinizagio aberta; T2- autopolinizacio
de Packham’s Triumph e T3- Packham’s Triumph X
Clapps Favorite.

A etapa laboratorial foi conduzida no Labo-
ratério de Micropropagagiao de Plantas Frutiferas,
FAEM/UFPel. As sementes oriundas das hibrida¢oes
foram removidas mediante corte transversal do fru-
to, sendo submetidos a uma desinfestagio em 4lcool
70% por 10 segundos e, em hipoclorito de sédio a
2,5%, adicionado de 2 gotas de Tween 20, durante
10 minutos, seguidas de trés lavagens com 4gua este-
rilizada autoclavada.

Os embribes foram entio retirados das sementes
e inoculados em frasco de vidro, contendo 30mL dos
seguintes meios: 1) MS; 2) MS/2; 3) QL (Quiorin;
Lepoivre 1977) modificado por Leblay et al. (1991)
e 4) QL/2, com a metade dos sais. Os meios foram
acrescidos de sacarose (30gL™"), dgar (6 gL™') e suple-
mentado com os seguintes fitorreguladores: dcido in-
dol acético (ImL L' AIB), 6-benzilaminopurina (5
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ml L'BAP). Para as vitaminas, adicionadas no meio
Leblay, as quantidades utilizadas foram de 10 mL L
para tiamina, 4cido nicoticinico e piridoxina, jd para
glicina utilizou-se 20 mL L. Apés a inoculagio, as
sementes foram mantidas em sala de crescimento
a 25+2°C, no escuro, por um periodo de sete dias.
Depois desse periodo, o material foi transferido para
luz, fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de
fétons de 27 pmol m? s,

Os tratamentos constituiram-se das trés popu-
lagdes de hibridacoes (T'1, T2 ¢ T3) e quatro meios
de cultura (MS, MS/2, L, L/2), num fatorial 3x4,
totalizando doze tratamentos. O delineamento ex-
perimental utilizado foi inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des por tratamento, sendo que
cada repeticio constituiu-se de um frasco, com cin-
co embrides cada. Aos 60 dias de cultivo, o ma-
terial foi avaliado quanto 2 indice de velocidade
de emergéncia, percentagem (%) de germinagio,
nimero e comprimento (cm) de brota¢oes, niime-
ro e comprimento (cm) das raizes e percentual (%)
de calos. Os dados foram submetidos 4 andlise de
varidncia e as médias dos tratamentos comparadas
estatisticamente pelo teste de Tuckey (0=0,05), por
meio do uso do programa estatistico Winstat (MA-
CHADO; CONCEI(;AO, 2002). Os dados repre-
sentados em porcentagem foram transformados em
arco seno da raiz quadrada de x/100, em que x é o
percentual obtido.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve interacio entre os fatores (meios de cul-
tura e hibridagoes) para todas as varidveis respostas
analisadas. Considerando-se o fator meio de cultu-
ra, a maior percentagem de germinacio foi obtida na
associagio de meio de cultura 1/2 (LEBLAY ez al,
1991) para todos os tratamentos (Tabela 1). Porém
para os embrides submetidos ao meio L completo,
observou-se o necrosamento de alguns embrides.

De acordo com Reis et al. (2008) e Hu e Ferrei-
ra (1998), uma maior concentracio de sais no meio
de cultura pode interferir no potencial osmético e,
conseqiientemente, na disponibilidade de 4gua para o
processo de embebicio da semente e na germinagao,
pois a adicio de componentes ao meio de cultura,
especialmente macronutrientes e fontes de carbono,
representam decréscimo no potencial osmético do
meio. Isso explica os resultados encontrados, pois o
meio L/2 possui a metade da concentragio de sais.

Tabela 1 - Percentagem de germinagio e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de embrides de pereira, oriundos de diferentes
hibridagées controladas e cultivados em meio de cultura MS,

MS/2, L, L/2. Pelotas/ FAEM-UFPel, 2012.

Varidvel Meio de Hibridacées - Tratamentos
resposta  cultura T1 T2 T3
MS 39,02¢cA  39,10cA 39,00 cA
Germinacio MS/2 39,00cA  39,29cA 38,34 dB
(%) L 40,33bB  42,34bA 40,22 bB
L/2 49,34aB  53,49aA 47,39 aC
CV (%) 6,45
MS 6,45bB 7,32 bA 7,67 cA
IVE MS/2 6,97 bC 8,00 aA 7,88 cB
L 6,00cC  7,19bB 8,00 bA
L/2 7,13 aB 7,99 aB 8,89 aA
CV (%) 9,33

*Médias seguidas por letras iguais mintsculas na coluna e maitsculas na
linha nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). **Hibridagoes -
Tratamentos: T1- Polinizagio aberta; T2- autopolinizacio de Packham’s

Triumph e T3- Packham’s Triumph X Clapps Favorite.

Pérez-Herndndez e Grajal-Martin (2011), estu-
dando a porcentagem de germinagio de hibridos de
manga, cultivados em diferentes composi¢oes de meio
de cultivo, obtiveram eficiéncia acima de 80% na ger-
minagdo, para embrides cultivados em meio MS, o
mesmo foi observado por Reis et al., (2012) com hibri-
dos de pessegueiro. Entretanto Arbeloa et al., (2009)
em teste para a porcentagem de germinagio in vitro de
gendtipos da ameixeira ‘Mirabolano’, apresentou valo-
res acima de 90% quando utilizou o meio C2d, além
disso, Reis et al, (2008) e Soares et al., (2011), ob-
servaram que quando embri6es foram postos em meio
MS com reducio da concentragio dos sais e vitaminas,
a percentagem de germinagio foi sempre maior, quan-
do comparado aos embrides postos em MS completo.
Desta forma, podemos constatar que os resultados ob-
tidos por esses autores corroboram com os encontrados
neste trabalho onde, quando trabalhou-se com teores
de sais reduzidos, a germinagao dos embriées foi igual
ou superior (meio L/2).

J4 para o indice de velocidade de emergéncia o
maior percentual ocorreu para embrides oriundos
do T3 (Packham’s Triumph X Clapps Favorite) asso-
ciado ao meio de cultura QL/2. Segundo Neves ez
al. (2001), os embrides variam em tamanho e forma
em fungao da espécie e variedade, existindo efeito do
genétipo no indice de velocidade de emergéncia e
germinagio das plantulas, conforme observado neste
trabalho. Reis ez 2/ (2008) ao testar a influéncia do
meio de cultura na germinacio de sementes de Melis-
sa officinalis, in vitro, observou que o maior indice de

dez/16

R. Eletr. Cient. Uergs, Porto Alegre, v.2, n.3, p.307-311 | 309



velocidade de emergéncia ocorreu para o tratamento
com meio MS/4, e concluiu que isso ocorre, devido
a presenga de maior concentragio de sais no meio de
cultura, a qual interfere no potencial osmético dos
tecidos dos embrides, e consequentemente, na dispo-
nibilidade de dgua para o processo de germinagio.

Em relagio ao niimero e comprimento de bro-
tagdes a maior formagio foi verificada na combi-
nacio de embrides oriundos de poliniza¢io aberta
(tratamento 1) cultivadas em meio L. (Tabela 2). De
acordo com Dantas e a/. (2002) pequenas variacoes
na quantidade de vitaminas e hormoénios podem al-
terar a neoformagao de brotos, principalmente para
culturas com dificuldades na superagio da dorméncia
como macieira e pereira.

Tabela 2 - Ntmero e comprimento de brotagoes de embrides de
pereira, oriundos de diferentes hibridagoes controladas e cultiva-
dos em meio de cultura MS, MS/2, L, L/2.
Pelotas/FAEM-UFPel, 2012.

Varidvel Meio de Hibridagoes - Tratamentos
resposta cultura T1 T2 T3
MS 1,43 dA 1,32 cB 1,29 dB
Nuamero de MS/2 2,76 <A 2,45bB 2,19 cC
Brotagoes L 3,19 aA 2,98 aB 2,96 aB
L/2 2,97bA  2,37bB  2,38bB
CV (%) 7,55
) MS 2,19dA  2,00cB 1,98 dB
3;’:“&22;;‘;: MS/2  3,12cA  2,98bB  2,12cC
(cm) L 4,23 aA 3,98 aB 3,23 aB
L/2 329bA  3,15bB 3,00 bC
CV (%) 9,34

*Médias seguidas por letras iguais mintsculas na coluna e maitsculas na
linha ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). **Hibridagoes -
Tratamentos: T1- Polinizagao aberta; T2- autopolinizagio de Packham’s

Triumph e T3- Packham’s Triumph X Clapps Favorite.

De acordo com Soares Filho ez 2/ (2002), o com-
portamento dos embri6es embora inerente a cada espé-
cie ou cultivar, pode ser influenciado por fatores do meio
e ambientais, a exemplo os parentais masculinos envol-
vidos na polinizagio que influenciam no crescimento e
desenvolvimento do embrido no presente estudo.

O maior crescimento radicular foi observado no
cultivo realizado em meio MS com os embrides oriun-
dos dos tratamentos 1 e 2. Entretanto, o niimero e
comprimento de raizes obtidas nestes tratamentos nao
possibilitam a projecio de aclimatizagio de plantas, pois
os valores sdo baixos e as raizes sao frigeis. Medeiros et
al. (2006) em trabalho realizado com Nozacactus magni-
fieus concluiu que o maior niimero de raizes foi obtido
em embriées cultivados em meio MS completo. Reis ez

al. (2012) em estudo com a germinagio de embrides de
pessegueiro, perceberam que quando utilizado o meio
MS completo, obtiveram maior niimero e comprimen-
to de raizes (7,96 ¢ 4,01cm respectivamente). Soares ez
al. (2011) ressalta que o aumento do ntimero e do ta-
manho das raizes pode estar relacionado com o aumen-
to da absorcio dos nutrientes.

Tabela 3 - Numero e comprimento das raizes e percentual de
calo de embri6es de pereira, oriundos de diferentes hibridacoes
controladas e cultivados em meio de cultura MS, MS/2, L, L/2.

Pelotas/FAEM-UFPel, 2012.

Varidvel Meio de  Hibridagoes - Tratamentos
resposta cultura T1 T2 T3
MS 3,10aA  3,092A 2,29aB
Nuamero de MS/2 2,98bA  2,64bB  2,17bC
raizes L 2,76cA 2,28¢cB 2,00cC
L/2 2,16dA  1,98dC 1,50dB
CV (%) 8,26
MS 2,59aB 2,79aA 2,49aB
Comprimento MS/2 2,47bA  2,57bA 2,39aB
das raizes (cm) L 2,00cB  2,48¢cA  1,99bB
L2 2,00cA  2,00dA 1,89bB
CV (%) 6,35
MS 3,44bB  3,55bB  3,90dA
MS/2 3,00cB  3,46bA  3,73cA
Calo (%) L 435C 466aB  5,32bA
L2 4,88aB 4,99aA 5,00aA
CV (%) 8,34

*Médias seguidas por letras iguais minudsculas na coluna e maitisculas na
linha nio diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). **Hibridagoes -
Tratamentos: T1- Polinizagio aberta; T2- autopolinizacio de Packham’s

Triumph e T3- Packham’s Triumph X Clapps Favorite.

Para que ocorra a formagio das raizes, além da
disponibilidade de nutrientes é necessiria a presenca
do fitohormonio auxina nos tecidos das plantas, este
também ¢ utilizado na cultura in vitro, muitas vezes,
altas concentragoes deste podem levar a formacgio de
calos (RADMANN ez al, 2002). Observou-se que
a maior percentagem de formagio de calos, neste tra-
balho, ocorreu quando os embrides foram inoculados
em meio QL/2, principalmente em combinagio com
o tratamento 3 (5%). Torres e Caldas (1990) ressaltam
que os calos s3o massas de células desorganizadas, que se
multiplicam desordenadamente podendo se diferenciar
em tecidos ou 6rgos e possuem a capacidade de respon-
derem as injurias, que podem ser quimicas ou fisicas.

4 CONCLUSOES

Para obten¢io de maior niimero de embrides de
porta-enxertos germinados, o meio L/2 ¢ o indicado.
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Entretanto para multiplicagao de embrides oriundos
de hibridag¢oes o meio L completo é adequado.
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