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RESGATE DE EMBRIOES IMATUROS IN VITRO DE
PORTA-ENXERTOS DE MACIEIRA (Malus spp.) '

ADRIANA CIBELE DE MESQUITA DANTAS?, JULIO CESAR DE OLIVEIRA NUNES?, LIZIANE KADINE
ANTUNES DE MORAES*, ENIO LUIZ PEDROTTI°, RUBENS ONOFRE NODARI®

RESUMO - A cultura in vitro de embrides permite desenvolver estudos nas areas de fisiologia ¢ melhoramento, possibilitando o
resgate de embrides imaturos, oriundos de cruzamentos que podem ser incompativeis. Em macieira, geralmente, os embrides imaturos
apresentam dorméncia e baixa germinagdo. O objetivo deste trabalho foi testar concentragdes de BAP (6-benzilaminopurina) em
diferentes periodos de imersdo para superagdo da dorméncia e germinacdo de embrides imaturos de macieira. Os embrides foram
extraidos de sementes retiradas de frutos oriundos do cruzamento entre os porta-enxertos de macieira Marubakaido (Malus prunifolia)
x M9 (Malus pumilla), realizado em plantas matrizes cultivadas na Epagri — Sdo Joaquim (SC). Os 50 frutos colhidos ao acaso foram
submetidos a uma esterilizagdo com etanol 96° por 10 min e apds com solugao de hipoclorito de sddio a 2% por 20 min. As sementes
foram submetidas a uma desinfesta¢ao, utilizando-se etanol 70% por 30 s e solugdo de hipoclorito de sodio 1,25% por 15 min, seguindo-
se trés lavagens com agua esterilizada e autoclavada. Os embrides foram inoculados em 10 ml de meio MS/2, suplementado com 100
mg.L!' de mio-inositol, 30 g.L! de sacarose e com BAP (0,6 e 12 mg.L ") e 6 g.L"! de agar, com pH ajustado para 5,8. Os embrides foram
mantidos por 24 ou 48 horas neste meio e depois transferidos para um meio MS/2 sem regulador vegetal. Ndo ocorreu contaminago
nem oxidagdo em nenhum embrido. A concentragdo de BAP que promoveu maior crescimento dos embrides foi de 6 mg.L"!, mas o
melhor aspecto quanto a intensidade de coloragao e formagéo de brotos foi obtido utilizando-se 12 mg.L™".

Termos para indexacio: superacio da dorméncia, in vitro, Malus prunifolia, Malus pumilla, BAP
RESCUE OF IMMATURE EMBRYOS IN VITRO OF ROOTSTOCK OF APPLE (Malus spp.)

ABSTRACT - The embryos culture in vitro allows studies in the physiology breeding areas, facilitating the rescue of immature
embryos, originated from incompatible crossings. In apple, the immature embryos generally present dormancy and lower germination.
The objective of this work was to test concentrations of BAP in different immersion periods for break of the dormancy and germination
of apple immature embryos. The embryos were extracted from fruits seeds originated from the crossing between apple rootstock
Marubakaido and M.9, accomplished in adult plants in Epagri - S8o Joaquim (SC). The 50 collected fruits were submitted to a
sterilization with alcohol 96° for 10 minutes and after with NaClO solution (2%) for 20 minutes. The removed seeds were submitted to
a disinfestations treatment with alcohol 70% for 30 seconds and with NaClO solution (1,25%) for 15 minutes, followed by three washes
with sterilized water and autoclaved. The embryos were inoculated in 10 ml of MS/2 culture medium, to which was added 100 mg.L! of
myo-inositol, 30 g.L ! of sucrose and with BAP (0, 6 and 12 mg.L"") and 6 g.L! of agar and with pH adjusted to 5.8. The embryos were
maintained by 24 or 48 hours in this medium and later transferred for a medium MS/2 without growth regulators. There was no
contamination or oxidation. The concentration that promoted larger growth of the embryos was of 6 mg.L"'. However, the best general
aspect in the coloration intensity and formation of sprouts was obtained when medium containing 12 mg.L"' was utilized.

Index terms: dormancy removal, in vitro, Malus prunifolia, Malus pumilla, BAP.

INTRODUCAO

A técnica de cultura de embrides permite estudos nas
areas de fisiologia e melhoramento vegetal, sendo utilizada na
obtenc¢do de plantas hibridas em cruzamentos interespecificos,
onde ocorrem barreiras sexuais na formagao da semente (Andreoli,
1985) ou em cruzamentos incompativeis intra-especificos via
resgate de embrides (Pasqual e Pinto, 1988).

Embrides de macieira ndo germinam normalmente ou
apresentam problemas de desenvolvimento normal das plantulas
quando colocados sobre condi¢cdes adequadas para germinar.

Este fenomeno ¢ referido como de dorméncia embridnica
(Thenevot e Come, 1983). Para remover a dorméncia embridnica
em macieira, o método tradicionalmente utilizado ¢ a estratifica¢do,
que consiste em incubar as sementes em baixa temperatura (2 a
4°C), durante 2-3 meses (Decourtye e Brian, 1967).

Entretanto, podem ser utilizados alguns reguladores
vegetais, especialmente acidos giberélico (GA,), conhecido como
estimulador da germinacdo de embrides dormentes. Outro
regulador vegetal, 6-benzilaminopurina (BAP), também utilizado
para superar a dorméncia em péssego e macieira, permite uma
germinac¢do normal com desenvolvimento das plantas sem prévia
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estratificacdo (Rouskas et al., 1980; Zhang e Lespinasse, 1991).

A possibilidade da superagdo da dorméncia embridnica
de sementes de macieira pela aplicagdo de BAP tem grande
utilidade no melhoramento de plantas, pois diminui o ciclo de
geracdo. Poucos trabalhos com a utilizagdo do BAP, para
superacdo da dorméncia embrionica em macieira, t€ém sido
encontrados. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito de
diferentes concentragdoes de BAP, em diferentes periodos de
imersdo, na superacdo da dorméncia e germinagao de embrides
imaturos de porta-enxertos de macieira.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados frutos com 80 dias de idade, colhidos
ao acaso em plantas M.9 (Malus pumilla Mill), ap6s a polinizagdo
com Marubakaido (Malus prunifolia), na Estagdo Experimental
da Epagri — Sdo Joaquim (SC). Foram colhidos cinco frutos em
cada planta do pomar, os quais foram transportados para o
laboratorio e submetidos a esterilizagdo em alcool 96° (10 min) e
solucdo de hipoclorito de sddio (2%; 20 min) em camara de fluxo
laminar. As sementes foram removidas, mediante corte transversal
do fruto, e submetidas a uma desinfestagdo com etanol 70%
(30s) e hipoclorito de sédio (1,25%; 15 min), seguindo-se trés
lavagens com agua destilada e autoclavada.

Embrides com 8mm de comprimento foram inoculados
em tubos de ensaio (25x150 mm), contendo 10 ml de meio MS/2
(Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 100 mg.L! de
mio-inositol, 30 g.L."' de sacarose, BAP (0,6 ou 12mg.L ") e 6 g.L-
! de agar. O pH foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem. Os
embrides foram mantidos por 24 ou 48 horas neste meio de cultura,
sendo entdo transferidos para um meio MS/2 sem regulador
vegetal. O material foi incubado no escuro por 10 dias, sendo
depois de transferido para sala de crescimento, sob fotoperiodo
de 16 horas de luz (40umol.m?.s"), fornecidas por ldmpadas
fluorescentes, brancas frias, e temperatura de 25 +2°C.

Ap6s 30 dias, os embrides foram avaliados quanto a
percentagem de contaminacdo, oxidagdo e germinagdo, assim
como o comprimento dos embrides e seu aspecto geral. O aspecto
geral consistiu de uma avalia¢do visual com atribuicdo de notas
delas.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
a0 acaso, com quatro embrides por repeticao e quatro repeti¢oes
por tratamento. Os dados de comprimento foram submetidos a
Analise da Regressdo e os dados de aspecto geral a Analise da
Variancia e ao teste de separagdo de médias SNK (Steel e Torrie,
1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, ndo houve contamina¢ao nem oxidagao
nos embrides para todos os tratamentos testados.

Os resultados demonstraram um efeito positivo do BAP
no aumento do comprimento dos embrides, quando comparados
com os embrides ndo tratados (Figura 1). Na Figura 1, estdo
representadas as respostas no comprimento dos embrides as
diferentes concentragdes de BAP, que sdo crescentes até o ponto
de maxima, que foi de 8,6 mg.L-! de BAP, estimado pela analise de
regressao.
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FIGURA 1 - Comprimento dos embrides imaturos do cruzamento
entre os porta-enxertos de macieira Malus pumilla
x M. prunifolia ap6s 30 dias de inoculagdo em meio
de cultura suplementado com BAP. PM-ponto de
maxima.UFSC, Florianopolis-SC, 1999.

FIGURA 2 - Aspectos morfologicos do desenvolvimento de
embrides imaturos do cruzamento entre os porta-
enxertos de macieira Malus pumilla x Malus
prunifolia apos 30 dias de cultivo in vitro em
meio de cultura contendo diferentes
concentragoes de BAP. A) embrido dormente com
0 mg.L' de BAP. B) 24 horas de imersao em 6,0
mg.L"' de BAP; C) 24 horas de imersdo em 12 mg.L-
"de BAP; D) 48 horas de imersdo em 12 mg.L"' de
BAP. UFSC, Florian6polis-SC, 1999.
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FIGURA 3 - Aspecto geral de embrides imaturos do cruzamento
entre os porta-enxertos de macieira Malus pumilla
x Malus prunifolia apos 30 dias de cultivo in vitro
em meio de cultura contendo diferentes
concentragdes de BAP, combinadas com diferentes
periodos de imersdo. UFSC, Florianopolis-SC, 1999.
Letras iguais ndo diferem pelo Teste SNK (as
comparagdes entre as letras mintsculas sdo feitas
para as diferentes concentragdes de BAP, e as letras
maiusculas sdo feitas para comparacgdes entre
periodos de imersdo).

A premissa de que embrides de macieira sdo dormentes
apos a colheita (Krugman et al., 1974), foi confirmada neste
trabalho, onde em meio de cultura livre de BAP nao foi observado
o desenvolvimento do embrido. Ja4 com 24 horas de imersdo em
meio de cultura suplementada com 6,0 mg.L"' de BAP, os embrides
apresentaram um entumescimento e alargamento do eixo
embrionario e brotagdes aclorofiladas sem desenvolvimento da
radicula, que, de acordo com a literatura, confirma como um
desenvolvimento anormal dos seedlings (Figura 2). O mesmo
fora observado anteriormente por Bulard (1985) e Roen (1994),
onde a aplicagdo de citocinina incrementou a germinagao de
embrides e inibiu o0 seu crescimento, e que altas concentragdes
favoreceram o alargamento do hipocétilo e epicotilo.

Na concentragdo de 12 mg.L"'de BAP, com 24 horas de
imersdo, observaram-se melhor desenvolvimento foliar e
producdo de raizes com maior didmetro. Contudo, com 48 horas
de imersdo, as plantas mostraram-se vitrificadas (Figura 2).
Quanto ao aspecto geral (Figuras 2 e 3), a melhor resposta foi
obtida com 48 horas de imersdo em meio de cultura contendo 12
mg. L' de BAP.

Algumas anormalidades de cotilédones e radicula
podem ser responsaveis pela baixa germinagdo e pelo crescimento
anormal de seedlings. Possivelmente em estagio mais
desenvolvido dos embrides, possa ocorrer uma melhor absor¢ao
nutricional do endosperma, resultando em desenvolvimento
normal dos seedlings (Ivanicka e Mokra, 1982).

O estadio de desenvolvimento dos embrides pode ter
restringido o efeito do BAP sob sua germinacéo, pois Durand
(1974) conseguiu remover a dorméncia embridnica em macieira

com o uso de BAP, mas obteve uma baixa germinag&o. Ja Rouskas
et al. (1980) obtiveram germina¢do normal com a imersdo de
embrides de porta-enxerto de pessegueiro em 200 mg.L!' de BAP
por 24 horas. Entretanto, em altas concentragdes de citocininas
(50-200 mg.L"), Zhang e Lespinasse (1991) observaram em
embrides imaturos da cv. Golden Delicious a indugdo de uma
maior quantidade de plantas anormais do que em baixas
concentragdes (12,5-25,0 mg.L'").

Varios trabalhos realizados com embrides dormentes
em diferentes espécies tém estabelecido que a dorméncia ¢
controlada pelo balango de inibidores e promotores de
crescimento, onde auxinas, giberilinas e citocininas podem servir
como promotores e, que o acido abscisico (ABA) € provavelmente
um hormdnio importante que faz parte de um complexo inibitorio
(Come, 1981; Perino e Come, 1991).

Na complementagao deste trabalho, outras estratégias
poderiam ser utilizadas no cultivo de embrides imaturos de porta-
enxertos de macieira, como testes de meio de cultura contendo
caseina hidrolisada, acido giberélico e diferentes fontes e
concentragdes de citocininas, a fim de eliminar ou diminuir alguns
dos distirbios morfolégicos encontrados no desenvolvimento
das plantas.

CONCLUSOES

1 - As concentragodes ¢ o tempo de imersdo com BAP mostraram
eficiéncia na superagdo de dorméncia, porém ndo foram eficientes
na formagdo de plantas normais.

2 - Em termos praticos, o resgate de embrides pode assegurar a
superacdo da dorméncia e a obtengdo e clonagem de plantas
através da micropropagagdo, possibilitando a diminui¢do do
periodo para testes nas plantas em programas de melhoramento
genético.
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