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RESUMO - O presente trabalhe objetivou estudar o efeito do BAP (6-benzilaminopurina),
sacarose ¢ figar sobre a vitrificagiio de brotps de pereira (Pyrus calleryana L.) em cultura de
tecidos. Brotos vitrificados mantidos in vitre dtravés de sucessivas repicagens em meio ‘MS§*
acrescido de BAP 1,0 mg/] foram transferidos para novo meio ‘MS’ suplementado de todas
as combinacdes possfveis de BAP (0,0; 0,5; 3,0; 5,5 e 8,0 mg/) e sacarose (0, 30, 60 e 90 g/D),
e de BAP (0,0; 0,5; 3,0; 5,5 ¢ 8,0 mg/l) e dgar (3, 6 e 9 g/1), e mantidos sob luz {3000 lux} por
16 horas didrias a 27+2°C, Brotos novos mais desenvolvidos foram formados em meio sem
BAP e sem sacarose. Na auséncia de sacarose nfio houve efeito da BAP sobre o ntmero de
novos brotos normais, enquanto que na presenca de sacarose a produgfio de brotos normais &
superior na ausénciz e menor dose de BAP, O maior fndice de novos brotos vitrificados foi
registrado nas concentragBes mais elevadas de BAP. Niio houve influéncia das concentragbes
de dgar sobre a formacio de novos brotos vitrificados.

Termos para indexacfo: cultura de tecidos.

EFFECTS OF 6-BENZYLAMINOPURINE, SUCROSE AND AGAR
ON IN VITRO VITRIFICATION OF PEAR TREE

ABSTRACT - The effects of 6-benzylaminopurine (BAP), sucrose and agar on in vitro
vitrification of Pyrus calleryana L. shoots were studied. Vitrified shoots maintained by
tissues culture on ‘MS’ medium supplemented with BAP 1.0 mg/] were transferred to test
tubes containing MS medium supplemented with all of the possible combinations of BAP
(0.0; 0.5; 3.0; 5.5 and 8.0 mg/1) and sucrose (0; 30; 60 and 90 g/1), and BAP (0.0; 0.5; 3.0; 5.5
and 8.0 mg/]) and agar (3; 6and 9 g/I). They were incubated under 16 h photoperiod (3.000 lux)
and at 27°C temperature. The most developed new shoots were observed in absence of BAP
and sucrose. BAP in absence of sucrose did not affect the number of normal shoot
production. When sucrose was present in the medium, the production of normal shoots was
higher with BAP absence and lower BAP concentration. The highest frequency of shoot
vitrification was registred at the highest BAP concentration, The agar concentrations did not
affect the formation of vitrified shoots.

Index terms: tissues cuiture.

INTRODUCAO

Vitrificagao € um termo usado para caracte-
rizar o aspecto brilhante ou vftreo apresentado
por algumas plantas obtidas in vitro. Esta
anormalidade & resultante de problemas fisio-
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l6gicos, freqiientemente atribufdos ao wso
contfnuo de concentragdes elevadas de citoci-
ninas no meio de cultura.

A vitrificagdo causa perdas significativas
no processo de propagagiio de plantas in vitro,
podendo atingir, segundo Novatel (1982),
perdas superiores a 60%, inviabilizando um
programa comercial de predugio de mudas. -

Estudos microscépicos (Debergh et al.
1981, Vieitez et al. 1985) revelaram que fo-
lhas vftreas apresentam epiderme inferior com
estdmatos proeminentes, uma camada cuticular
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descontfnua ou ausente, um parénquima lacu-
nar abundante, ¢ um deficiente sistema vascus
lar, quando comparadas com tecidos normais,
Alguns estudos levados a efeito por Arnold
(1982) indicaram que a vitrificagio & diminuf-
da quando se reduz o fotoperfodo aplicado as

culturas.
O uso excessivo de reguladores de cresci-

mento foi a primeira hipétese para explicar a
ocorréncia de vitrificaglio (Beauchesne 1981).
Recentemente, Bornman & Vogelmann (1984)
demonstraram a porghio ativa do BAP influen-
ciando a wmﬁcagao em Picea. O surgimento
de plantas vitrificadas e com caracterfsticas
anormais, segundo Leshem & Sachs (1985), &
devido a um desbalango entre auxinas ¢ cito-
cininas, Zuccherelli (1979) recomenda uma
transferéncia de plantas para meio isento de
citocinina com o objetivo de reduzir a vitrifi-
cagdo.

O Indice de vitrificagfio diminui com o au-
mento da concentragfio de dgar (Debergh et al,
1981, Debergh 1983). Bornman & Vogelmann
(1984) estabeleceram que altas concentragles
de dgar impedem a incorporagéio de BAP pela
planta, confirmando citagbes de Debergh
(1983) de que hd um decréscimo na absorgio
de cinetina em altas concentragSes de Agar,

Pasqualetto et al. (1986) observaram que a
vitrificaglio € influenciada tanto pelo agente
gelificante quanto pela concentragéio de BAP,
Aumentando a concentragiio de Agar, houve
uma reducio na percentagem de explantes vi-
trificados, enquanto que a vitrificagio foi
maior nos niveis elevados de BAP.

A influéncia do K*, Mg* e agentes gelifi-
cantes (dgar e ‘pelrite”) sobre a vitrificagio em
duas cultivares de macieira foi verificada por
Pasqualetto et al, {(1988). Os menores nfveis
de K* produziram os maiores fndices de vitri-
ficagfio. O ‘gelrite’ (Kelco, Division of Merck
& Co. Inc) produziu consistentemente mais
folhas e brotos vitrificados do que o Difco
Bacto 4gar.

De acordo com Daguin & Letouze (1986),
h4 uma estreita relacfio entre o conteddo de N
amoniacal no meio de cultura e a ocorréncia
de vitrificagfio. A vitrificagfio ocorre, segundo
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Beauchesne (1981), com mais freqiiéncia em
meios ricos, tais como o de Murashige & Skoog
(1962). H4 uma clara relagho entre a dis-
ponibilidade de fgua no meio e a vitrificagfio
(Ziv & Halevy 1983); logo, a vitrificagio &
maior em meio liquido do que em sélido e di-
minui com a redugio da umidade relativa nos
frascos.

Objetivou-se, com o presente trabatho, es-
tudar o efeito do BAP, sacarose e figar sobre a
vitrificaciio da pereira (Pyrus calleryana L.)
em cultura de tecidos.

MATERIAL E METODOS

Brotos vitrificados do porta-enxerto de pereira
Pyrus calleryana L., mantidos in vitro através de su-
cessivas repicagens em meio ‘MS’ de cultura (Mu-
rashige & Skoog 1962) acrescido de BAP (6-benzi-
laminopurina) 1,0 mg/l, foram transferidos para no-
vos tubos, contendo meio ‘MS’, formando os se-
guintes tratamentos:

Experimento 1: BAP nas concentrages de 0,0;
0.5; 3,0; 5,5 e 8,0 mg/1 e sacarose a 0,0; 30,0; 60,0 ¢
90,0 g/1, em todas as combinagbes possiveis.

Experimento 2: BAP nas concentrages de 0,0;
0,5; 3,0; 5,5 e 8,0 mg/l e igar a 3,0; 6,0¢ 9,0 g/l, em
todas as combinagGes possfveis.

O delineamento usado foi o inteiramente casuali-
zado, com seis repetigbes de dois tubos de ensaio por
parcela, contendo um' brote com aproximadamente
2cm cada. As culturas foram mantidas em tempe-
ratura de 28+29C, sob intensidade luminosa de
aproximadamente 3,000 lux (lAmpadas grow-lux)
por 16 horas didrias,

As avaliacbes, efetuadas 30 dias apés a instalagio
dos experimentos, levaram em conta o tamanho dos
brotos ¢ o nfimero de brotos normais e dos vitrifica-
dos, Parz efeito de andlise estatfstica, os dados foram
transformados para V' x + 0,5,

RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadrado médio, com os respectivos nf-
veis de significncia para os diversos parfme-
tros avaliados nos brotos vitrificados transfe-
ridos para meio de cultura, acrescido de dife-
rentes concentragdes de BAP e sacarose, €
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apresentado na Tabela 1. A interacio de BAP
X sacarose se mostrou significativa a 1% para
ndmero de brotos normais e a 5% para nifimero
de brotos vitrificados, cujos desdobramentos
sfio vistos na Tabela 2,

A Tabela 3 evidencia as médias para tama-
nho de brotos nos diferentes nfveis de BAP e
de ‘sacarose, uma vez que a interagcio entre
dois fatores nfo foi significativa. O melhor
crescimento de brotos se deu na auséncia de
BAP, o que indica que este regulador de cres-
cimento, apesar de induzir a formagdo de um
maior mimero de brotos ¢ conseqiientemente a
reduzir o tamanho dos mesmos, pode estar en-
volvido no processo de vitrificagho. Estes re-
sultados estdo de acordo com as afirmagdes de
Bornman & Vogelmann (1984) de que a por-
¢ho ativa do BAP influencia a vitrificacio, e a
de Pasqualetto et al. (1986), segundo a qual a
vitrificagéo foi maior em nfveis mais elevados

de BAP. Raciocfnio semelhante pode ser de-
senvolvido para a sacarose, uma vez que na
sua auséncia os brotos anteriormente vitrifica-
dos apresentaram o maior crescimento, embora
ndo se tenha encontrado na literatura nenhuma
alusdo do efeito da sacarose sobre a vitrifica-
¢io.

TABELA 1. Anélise de variincia para tamanho
médio de brotos ¢ nidimeroe médio
de brotos normais e vitrificados de
pereira (Pyrus calleryana L.) em
diferentes concentracies de BAP e

sacaropse.
Quadrado médio

Fontes de G.L.

variagio Tamanho N2 médio de brotos

médio de
brotos Normais Vitrificados

BAP 4 0,3700** 1,6567**  1,607**
Sacarose 3 0,3740** 0221708  1,296**
BAP x Sacarose 12 0,0990ms  0,3268** 0,471*
Resfduc 100  0,069% 0,0952 0,220
CV.(%) 20,55 32,34 38,16

*** = Simificativo a 1% e 5% de probabilidade, respecti-
vameate.

s = nfio-significativo,
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O nimero médio de brotos normais por ex-
plante, produzido a partir de brotos vitrifica-
dos, pode ser visto na Tabela 4. Observa-se
que na auséncia de sacarose todas as concen-
tragdes de BAP mostrarain um comportamento
similar, ndo diferindo do tratamento-testemu-
nha, Por outro lado, na presenga de sacarose
(30, 60 ou 90 g/1), o ndmero de brotos nor-

TABELA 2. Desdobramentos de BAP dentro de
sacarose ¢ vice-versa para ndmero
de brotos normais e vitrificados de

pereira (Pyrus calleryana L.).
Quadrado médio
Fontes de variagfio G.L.
Brotos Brotos
normais  vitrificados
BAP: Sacarose (0,0 g/) 4 0,1250ns  0,1677ns
BAP: Sacarose (30,0 g/1) 4 0,8103% |,7944%%
BAP: Sacarose (60,0 g/T) 4  1,1332%* 0,6340n5
BAP: Sacarose (90,0 /) 4  0,5682*%* 0,4248ns
Sacarose: BAP (0,0 mg/1) 3 0,3393n3 0,1736ns
Sacarose: BAP (0,5 mg/) 3 0,9888** 0,1725ns
Sacarose: BAP (3,0mg/l) 3 0,1600ns  1,4589%*
Sacarose: BAP (5,5 mg/l) 3  0,0409mz 0,3363ns -
Sacarose: BAP (8,0 mg/T) 3 0,0000ns 1,0342%

**.* = Significativo a 1% e 5%, respectivamente.
ns = nfo-significativo.

TABELA 3. Tamanho médio de brotos (¢cm) de
pereira (Pyrus calleryana L.) culti-
vados em diferentes concentracies
de BAP e sacarose.

Tamanho Tamanho

Tratamentos médiobrotos Tratamentos médio brotos

' (em) (cm)
BAP-0,0mg/l 1,45a Sacarose-0,0 g1 1,42a
BAP-0,5mgfl 1,36ab  Sacarose- 30,02/ 1,34ab
BAP-3,0mg/l  1,28abc  Sacarose-60,0g/1  1,19b
BAP-5,5mg/l 1,22bc  Sacarose-90,0g/1 1,20b
BAP-8,0mg/l 1,13¢
DMS 0,21 0,18

As médias seguidas da mesma letra nfio diferem entre 5i pelo
teste de Tukey 5%.
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mais nos niveis 0,0 ¢ 0,5 mg/l de BAP foi sig-
nificativamente superior aos nfveis mais ele-
vados deste regulador de crescimento. Depre-
ende-se, deste fato, que a sacarose exerce in-
fluéncia positiva na produgéio de brotos nor-
mais, a partir de brotos vitrificados, na aunsén-
cia ou com baixa dosagem de BAP. Este efeito
da sacarose € inibido quando em presenga de
fndices mais elevados de BAP, concordando
com Beauchesne (1981), que afirma ser a vi-
trificagfio induzida pelo uso excessivo de re-
guladores de crescimento.

A produgiio de brotos vitrificados se apre-
senta de modo inverso, com valores mais ex-
pressivos nas concentra¢des mais elevadas de
BAP, especialmente com sacarose 30 g/l (re-
comendado pelo meio ‘MS”), como se observa
na Tabela 5. Mas uma vez, pode-se deduzir o
efeito prejudicial de altas doses de BAP, cor-
roborando afirmacdes de Leshem & Sachs
(1985) de que o surgimento de plantas vitrifi-
cadas &€ devido a um desbalango entre auxinas
¢ citocininas. Estes dados conduzem & aceita-
¢io da recomendacfio de Zuccherelli (1979),
de que as plantas sejam transferidas para meio
sem citocinina, a fim de que haja redugéo de
fndice de vitrificagio,

Na Tabela 6 foram apresentados os quadra-

TABELA 4. Ndmero médio de brotos normais
de pereira (Pyrus calleryana L.) em
diferentes concentracdes de BAP e

Sacarose.
Sacarose (g/1)
BAP (mg/D)
00 300 600 900

0,0 09Aa 13Aa 13Aa 14Aa
0.5 07Ab 15Aa L,6Aa 12Aa
3,0 1,1Aa 07Ba 07Ba 08Ba
55 08Aa 0,7Ba 0,7Ba 0,9Ba
8.0 07Aa 0,7Ba 07Ba 07Ba

As médias seguidas das mesmas letras maifisculas nas
colunas (DMS = 0,49), e minfisculas nas linhas
(DMS = 0,47) nfo diferem entre si pelo teste
Tukey 5%. '
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dos médios, com os respectivos nfveis de sig-
nificéincia, para os diversos pardmetros avalia-
dos no experimento que testou combinages
de BAP e figar. A significincia estat{stica se
fez notar em BAP e apenas para nimero de
brotos normais e vitrificados. A aplicagéo do
teste Tukey sobre as mé&dias pode ser observa-
da na Tabela 7.

De modo similar ao que foi obtido no expe-

TABELA 5. Ndmero médio de brotos vitrifica-
dos de pereira (Pyrus calleryana L.)
em diferentes concentracdes de

BAP e sacarose.
Sacarose (g/I)
BAP (mg/D)
0,0 30,0 60,0 60,0

0,0 1,1Aa 0,7Ca 0,7Aa 0,7Aa
0,5 1,3Aa 1,3BCa 1,0Aa 1,1 Aa
3,0 09Ab 2,1Aa 1,3Ab 1,3Ab
55 1,1Aa 1,6 ABaldAa 14Aa
8,0 1,1 Ab 2,0ABa 1,5 Aab 1,1 Ab

As médias seguidas das mesmas letras maitisculas nas
colunas {DMS = 0,75) ¢ mindsculas nas linhas
(DMS = 0,71) nio diferem entre si pelo teste
Tukey 5%.

TABELA 6. Anilise de varifncia para tamanho
médio de brotos e ndimero médio
de brotos normais e vitrificados de
pereira (Pyrus calleryana L.) em
diferentes concentracbes de BAP e

dgar.
Qm&rado médio
Fontesde G.L.
variagiio Tamanho médio N2 médio de brotos
de brotos

Normais Vitrificados
BAP 4 0,06938ns - 0,5938%* 1,5975%*
Agar 2 0,08835ns 0,0709n8  0,1975ns
BAPx Agar 8 0,07902ns  0,0861ns  0,0794ns
Resfduo 75 0,09039
C.V. (%) 22,89 25,12 37,52
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rimento anterior, na auséncia e em baixas con-
centracdes de BAP o ndmero de brotos nor-
mais € significativamente superior as concen-
tragSes mais elevadas. A formagdo de brotos
vitrificados demonstra um comportamento
exatamente em sentido contrério, o que con-
firma as observagdes de virios autores (Zuc-
cherelli 1979, Beauchesne 1981, Bornman &
Vogelmann 1984 e Pasqualetto et al. (1986} a
respeito do efeito do BAP sobre a vitrificagfio.

Estes resultados discordam dos obtidos por
Debergh et al. (1981), Debergh (1983) ¢ Pas-
qualetto et al, (1986), os quais identificaram
uma inibigho na absorgio de citocinina pela
planta em altas concentrages de 4gar, e, con-
seqiientemente, havendo uma redugfio nos fn-
dices de vitrificagio.

CONCLUSOES

1. Brotos vitrificados apresentam novos
brotos mais desenvolvidos em meio sem BAP
€ sem sacarose.

2. Na auséncia de sacarose, ndo hd efeito
do BAP sobre o nimero de brotos normais,
formados a partir de brotos vitrificados.

3. Na presenca de sacarose, o nimero de
brotos normais formados de brotos vitrificados

TABELA 7. Ndmero de brotos normais e vitri-
ficados de pereira (Pyrus callervana
L.) em diferentes concentracoes de

BAP.

Ntimero de brotos

Tratamento
Normais  Vitrificados

BAP - 0,0 mg/1 1,2a 0,7b
BAP - 0,5 mg/l 1,2a 038b
BAP - 3,0 mg/1 08b lda
BAP - 5,5 mg/] 09b 1,3a
BAP - 8,0mg/] 09b 1,2a
DMS 0,23 0,37

As médias seguidas da mesma letra nio diferem en-
tre si pelo teste Tukey 5%.
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€ superior na auséncia e na menor dosagem de
BAP.

4. A produgéo de novos brotos vitrificados
a partir de brotos vitrificados apresenta valo-
res mais expressivos nas concentragbes mais
elevadas de BAP.
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