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INDUCAO DE BROTACOES EM GEMA APICAL E AXILAR DO PORTA-ENXERTO DE
MACIEIRA ‘EM-9 CULTIVADASIN VITRO!

MARCIA WULFF SCHUCH?, ALAN CRISTIANO ERIG?, LUCIANE COUTO DA SILVA*

RESUMO - O trabalho objetivou comparar dois tipos de explantes (gema apical e gemaaxilar) do porta-enxerto de macieira‘EM-9' e o tempo de
permanéncia destes explantes no meio de culturadeinducdo (20, 30 e 40 dias), na capacidade de regeneracdo in vitro de brotagdes. O meio de cultura
deinducéo deregeneracdo congtituiu-se dos sais deM S, suplementado com mio-inositol (100mg.L?), sacarose(30g.LY), &gar (6,09.L 1), BAP (4,44
pUM) e ANA (0,54 uM). Transcorrido o tempo de permanénciano meio de culturade indugdo de regeneracao, os explantesforam transferidos parameio
de cultura de multiplicac8o, de constituicdo semelhante ao meio de indugdo, porém sem a presenca de auxina. A partir dos resultados obtidos,
concluiu-se que as gemas apicais e axilares do porta-enxerto de macieira ‘EM-9', ndo diferem quanto a capacidade de regeneracdo in vitro de
brotacBes e, 0 tempo de permanéncia das gemas no meio de inducdo de regeneracdo, apenas mostrou diferencas para o comprimento méedio das
brotacGes, obtendo-se 0 maior valor com 30 dias.

Termos par aindexacao: culturadetecidos, organogénese, Malus sp.

SHOOTS INDUCTION IN APICAL AND AXILLARY BUDS OF THE APPLE ROOTSTOCK ‘EM-9 CULTIVATED
IN VITRO

ABSTRACT - Theaim of this study wasto compare two explants types (apical and axillary buds) of apple rootstock ‘EM-9" and, their incubation
period on induction medium (20, 30 and 40 days), in the capacity of in vitro regeneration of shoots. Theinduction mediumwasM S, suplemented with
myo-inositol (100 mg.L™), sucrose (30g.L™), agar (6.09.L ™), BAP (4.44 uM) and NAA (0.54 uM). Elapsed the time of permanencein theinduction
medium, the explantsweretransferred to multiplication medium without auxin. It was concluded that apical and axillary buds of therootstock ‘ EM-9’,
did not differ inin vitro regeneration of shoots and, the incubation period of buds on regeneration induction medium, only shown differencesfor the

average length of shoots, the highest value was obtained in 30 days.
Index terms: tissue culture; organogenesis, Malus sp.

A série ‘EM’ de porta-enxertos de macieira foi desenvolvida
pela‘East Malling Research Station’, Inglaterra, onde seinclui, entre os
andes, 0‘EM-9' (Wilkins& Dodds, 1983). A utilizagdo de porta-enxerto
de macieiratem sido aprincipal técnicade cultivo utilizadaparao con-
trole do crescimento daplanta (Ferree, 1987).

Em relagdo autilizacdo de porta-enxertosclonaisdasérie ' EM’,
projetos de mel horamento genético sdo realizados, buscando aimunida-
de a0 pulgéo lanigero, auséncia de rebrotamento do colo, facilidade de
propagacao, resisténcia a doengas, adaptaco a solos acidos ou alcali-
nos, boa capacidade de absorcdo de nutrientes, entre outros (Denardi,
1986; 1998).

A disponibilidade de um protocolo eficiente para a regenera-
¢éo de plantas pela formacdo de brotacbes € um pré—requisito para a
aplicagdo da engenharia genética (Horsch et al., 1985), que permite a
alteragdo de poucas caracteristicas nas cultivares superiores, e acelera
consideravelmente a obtengdo de gendtipos melhorados em espécies
frutiferaslenhosas (Caboni et al., 2000).

A transformagdo de plantas depende de dois requerimentos
essenciais, ahabilidade paraintroduzir um genedesgjavel deformaesté
vel dentro do genomada plantae ahabilidade pararegenerar umaplanta
fértil apartir das célulastransformadas (De Bondt et a ., 1994).

A regeneracdo in vitro esta fundamentada na totipoténcia das
células das plantas. Isto significaque as células sdo autbnomas etém a
potencialidade de regenerar plantas, desde que submetidas a tratamen-
tos adequados (K erbauy, 1999). Mesmo aceitando-se em principio este
dogma, € bem conhecido o fato de certostecidos serem maisfavoravels
aregeneracdo do queoutros. A regeneracdoin vitro apartir de explantes
maduros foi conseguida em diversas espécies frutiferas (Leblay et al.,
1991). Meristemas também tém sido utilizados para atransformagéo e
regeneracao em espéciesfrutiferaslenhosas (Druart et a ., 1998).

O trabalho objetivou comparar doistiposde explantese o tempo
de permanéncia destes no meio de cultura de inducao, na capacidade de

regeneracdo in vitro de brotages do porta-enxerto de macieira‘ EM-9'.

O trabalho foi conduzido no Laboratério de Culturade Células
eTecidosdePlantas, Departamento de Botanica, do I nstituto de Biolo-
giadaUFPdl, RS. Gemas apicais e axilaresdo porta-enxerto demacieira
‘EM-9', excisadas isoladamente de brotacfes de plantas cultivadas in
vitro durante 30 dias, foram utilizadas como explantes.

Ostratamentos consistiram de uma combinacdo bifatorial com-
pleta(2x3), representado por doistipos de explantes (gemaapical e axi-
lar) e trés tempos de permanéncia dos explantes no meio de cultura de
induc&o de regeneracdo (20, 30 e40 dias).

O meio deculturadeinducdo constituiu-se de saisde Murashige
& Skoog (1962) - MS, suplementado com mio-inositol (100 mg.L?),
sacarose (30 g.L 1), &gar (6,0 g.L 1), BAP (4,44 uM) e ANA (0,54 uM).
Transcorrido o tempo de permanénciano meio de culturadeindugdo, de
acordo com o tratamento, os explantesforam transferidos parao meio de
multiplicacdo, de constituicdo semelhante a0 meio de inducdo, porém
sem a presenca da auxina.

Foram utilizadas placas de Petri (90X15 mm), estéreis e
descartavel's, parao meio de culturadeinducdo, com 30 ml demeio. Para
0 meio de cultura de multiplicagdo, foram utilizados frascos de 250 ml
com 30 ml demeio de cultura. O pH deambososmeiosfoi gustado para
5,9, antes da inclusdo do égar, autoclavado a 121°C e 1,5 atm, por 15
minutos.

ApOs a inoculagdo, os explantes foram mantidos no escuro,
durante duas semanas, atemperaturade 25+2°C. Em seguidaforamtrans-
feridos paraa salade crescimento, com 16 horas de fotoperiodo, atem-
peraturade 25+2°C, com densidade de fluxo defétons do periodo deluz
de42 umol.m2.s* fornecida por |ampadas fluorescentes branca-frias.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, com cinco repeticdes por tratamento, e cinco explantes por
placa. Trinta dias apds a transferéncia dos explantes para 0 meio de
multiplicagdo avaliou-se a percentagem de explantes regenerados, o
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nimero médio de brotagdes por explante e o comprimento médio das
brotactes. Os dados foram submetidos a andlise de varianciae as médi-
as dos tratamentos comparadas estati sticamente pel o teste de Duncan,
através do pacote estatistico SANEST (Zonta & Machado, 1987). Os
dados expressos em percentagem foram transformados segundo arco
seno raiz quadrada de %, antes da analise da variancia.

Para a variavel percentagem de explantes regenerados, ndo
houve diferencasignificativaentre as gemas api cais e axil ares, bem como
paraostempos de permanénciadestas no meio de culturade inducdo de
regeneracdo. Observou-se uma percentagem meédia de explantes rege-
neradosde 63,19%. Liu et a. (1994) utilizaram calos globulares deriva
dos de cotilédones de macieira cv. Fuji e, observaram que, 60% dos
explantes regeneraram brotages quando cultivadosem meio com CPPU
(N-[2-Cloro-4-Pyridyl]-N-Phenylureig) etransferidoseminterval o deduas
semanas paraum novo meio de cultura, durante seis semanas. Caboni et
al. (2000), utilizando apicesde brotacBesde macieira(Jork-9, M-26, Gala
e Mclntosh), observaram que em todos os genétipos, 5% dos explantes
tornaram-se necroticos e morreram poucos dias apos a excisdo, porém
todos aguel es que sobreviveram regeneraram brotagdes.

Para 0 nimero médio de brotactes por explante, também néo
houve diferencasignificativaentre as gemas apicais e axil ares, bem como
paraostempos de permanénciadestas no meio de culturade inducdo de
regeneracdo. A médiade brotacdes por explantefoi de 2,14. Keulemans
& Dewitte (1994), trabalhando com macieiracv. Gloster, obtiveram uma
média de 1,8 e 2,3 brotacfes por explante, em 4pices cotiledonares e
cotilédonesferidos, respectivamente. J& Caboni et al. (2000) obtiveram
umamédia de 2,8 brotagdes por explante no porta-enxerto de macieira
Jork-9, utilizando &pices de brotacfes ou gemas axilares, aos 60 dias
ap6soinicio do experimento.

O comprimento médio das brotagdes diferiu significativamen-
te para os tempos de permanéncia dos explantes no meio de culturade
induc&o de regeneracdo, independentemente do tipo de gema utilizado.
O maior comprimento médio das brotacdes (0,99 cm) foi obtido com o
tempo deinducdo de 30 dias (Figura 1). Caboni et d. (2000), trabal hando
com o porta-enxerto demacieiraJork-9 e, utilizando apicesde brotagdes,
observaram gque um periodo de indugdo de 30 dias néo foi t&o eficiente
como o de 20 dias e, prolongando afase deindugdo para90 dias, houve
mai or formag&o de calos no explante.
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FIGURA 1 - Comprimento médio das brotagcdes regeneradas de gemas
do porta—enxerto de macieira‘EM-9', mantidos durante
20, 30 e40 diasno meio de culturadeindugdo, e posterior-
mente, transferidos parameio de culturade multiplicaggo.
M édias seguidas pelamesmaletra, ndo diferem pelo teste
de Duncan em nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos no experimento permitem concluir que,
as gemas apicais e axilares do porta-enxerto de macieira ‘EM-9' néo
diferem quanto a capacidade de regeneracdo in vitro de brotagdes; o
tempo de permanéncia das gemas no meio de cultura de inducdo de
regeneracdo, apenas mostrou diferenga para o comprimento médio das
brotacGes, obtendo-se o maior valor com 30 dias.
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