MORFOGENESE IN VITRO DE BROTOS DE MACIEIRA (Malus domestica Borkh.)
A PARTIR DE FRAGMENTOS DELGADOS DE FOLHAS

In vitro morphogenesis of shoots of apple tree (Malus domestica Borkh.)
starting from thin fragments of leaves

Alan Cristiano Erig', Méarcia Wulff Schuch?

RESUMO

O prérequisito para se obter suceso na transformagdo genética de plantas, e também para a multiplicacdo rdpida do gendtipo
modificado pela micropropagacéo, € um protocolo de regeneraco eficiente. Objetivou-se com este trabaho estudar a expressio do potencia
morfogenético de fragmentos delgados de folhas de macieira e otimizar um protocolo de regeneragdo visando futuros trabalhos de
transformacdo genética. O delineamento experimenta utilizado foi o inteiramente casudizado, em esquema fatorid 3 x 2 x 6, com trés
cultivares de macieira (Gaaxy, Maxigdae Mastergala), dois tipos de explantes (fragmentos finos de folhas cortados no sentido transversa e
longitudind), e seis concentragdes de thidiazuron (TDZ) no meio de cultura (0; 4,54; 9,08; 13,62; 18,16 e 22,7 uM), totdizando 36
tratamentos. Os sais e vitaminas do meio M S foram acrescidos de mio-inositol (100 mg.L™), sacarose (30 g.L %), &gar (6 g.L™) e adicionados
de 1,6 uM &cido naftdencacético (ANA). Foram utilizados frascos com cgpacidade para 150 mL com 6 mL de meio de cultura Os
explantes foram obtidos de plantas cultivadas in vitro, em fase de multiplicaco, 45 dias gpds a repicagem, e se condtituiram de finos
fragmentos da parte mediana de folhas, cortados no sentido transversal (comprimento de 8 a 10 mm) ou longitudina (comprimento de 10 a
12 mm), ambos com largura gproximada de 1 mm. A porcentagem de regeneraco, aintensidade de formag&o de cao e o nimero de brotos
por explante foram avaliados aos 45 dias de cultivo. A partir dos resultados obtidos concluiu-se que a expressdo do potencid morfogenético
dos fragmentos delgados de folhas cortados no sentido transversa é maior do que o daqueles cortados no sentido longitudingl, e o seu
cultivo em meio de culturacom 4,54 uM de TDZ, propicia, smultaneamente, € evada porcentagem de regeneraco, maior nimero de brotos
emenor intenddade de calo.

Termos para indexacdo: Culturade tecidos, regeneracéo de brotos, reguladores de crescimento, thidiazuron, tipo de explante.

ABSTRACT

The prerequisite to obtain success in the plants genetic transformation, and also for the fast multiplication of the
modified genotype through the micropropagation, it is a efficient regeneration protocol. The objective of this work was to study
the expression of the morphogenetic potential of thin fragments of apple tree leaves, and to optimize a regeneration protocol
seeking futures works of genetic transformation. The completely randomized experimental design was used, in factorial outline
3 x 2 x 6, with three cultivate of apple tree (Galaxy, Maxigala and Mastergala), two explants types (thin fragments of leaves cut
in the transversal and longitudinal direction), and six concentrations of thidiazuron (TDZ) in the culture medium (O; 4.54; 9.08;
13.62; 18.16 and 22.7 pM), totaling 36 treatments. The MS medium salts and vitamins were added of myo-inositol (100 mg.L™),
sucrose (30 g.L ™), agar (6 g.L™) and 1.6 uM naphthaleneacetic acid (NAA). Flasks with capacity for 150 mL with 6 mL of
culture medium were used. The explants were obtained of plants in vitro cultivated, in multiplication phase, 45 days after the
inoculation, and they were constituted of fine fragments of the medium part of leaves, cut in the tranversal direction (length from
8 to 10 mm) or longitudinal (length from 10 to 12 mm), both with approximate width of 1 mm. The regeneration percentage, the
intensity of callus formation and the number of shoots formed by explant were evaluated by the 45 days of cultivation. Starting
from the obtained results it was ended that the expression of the morphogenetic potential of the thin fragments of leaf cut in the
transversal direction is higher than those cut in the longitudinal direction, and its cultivation in culture medium with 4.54 uM of
TDZ, propitiates, simultaneously, high regeneration percentage, great number of shoots formation and smaller callus intensity.

Index terms: tissue culture, shoots regeneration, growth regulators, thidiazuron, explant type.

(Recebido para publicagdo em 28 de abril de 2004 e aprovado em 30 de margo de 2005)

INTRODUCAO com ato nivel de heterozigosidade, caracteristicas estas

que dificultam e aumentam o tempo necessario para um

As espécies frutiferas, em geral, sfo perenes, de  programa de melhoramento genético por meio do
longo ciclo vegetativo, de porte relativamente grandee  método convencional de hibridizag&o. A biotecnologia,
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através da cultura de tecidos, da biologia molecular e das
técnicas de transferéncia de genes, dém de reduzir o tempo do
proceso de mehoramento genético de plantas, também
possibilita que problemas agronbmicos e ambientas de dificil
solugdo, que ocorrem quando se utilizan os méodos
gendticos  convencionals, sgam  superados. Véies
caracterigticas ja foram introduzidas estavel mente em plantas
aravés da transformacdo gendlica, incluindo a ressténcia a
herbicidas, fungos, bectérias, virus e insgtos, e também
mehorias na quaidade do produto (MANSUR & MARGIS
PINHEIRO, 1995).

Cultivares de macieira (Malus domestica Borkh.)
como as mutagdes coloridas da ‘Gala, entre elas a
‘Galaxy’, a ‘Maxigda e a ‘Mastergala, atuamente
difundidas no mundo, também podem ser melhoradas
via transformagdo genética. Uma possibilidade é a
transformagado destas cultivares com o gene que codifica
a ACC oxidase em orientacdo “antisense”, o que
resultara em plantas que apresentam sintese de etileno
reduzida e com conseqiente retardamento no
amadurecimento das frutas (SCHUCH, 2000),
aumentando seu periodo de conservacdo pés-colheita.

O prérequisito para se obter sucesso na
transformagdo genética de plantas, e também para a
multiplicagdo répida do genétipo modificado pela
micropropagacdo, € um protocolo de regeneracdo
eficiente (NHUT et al., 2003), em que, além de fatores
como o balango entre auxinas e citocininas no meio de
cultura, outros também sdo importantes em muitas
espécies (HANDRO & FLOH, 1990), como a cultivar e
o tipo de explante utilizado (RAO et a., 1996). Muitas
vezes 0s explantes utilizados na indugdo da regeneracéo
s80 excessivamente grandes, e a capacidade das células
transformadas e ndo transformadas de um tecido
morfogénico regenerarem é a mesma, especialmente
quando o nivel de selecdo é baixo, ou quando o broto
regenerado surge do interior do explante ou da
superficie que ndo entrou em contato com 0 meo
seletivo, ou ainda quando o agente seletivo ndo teve
tempo de difundir-se pelo explante e exercer uma
pressdo de selecdo (NHUT et al., 2003).

Diante disto, a utilizacdo de explantes menores
pode diminuir a presenca de células néo transformadas,
expondo um maior nimero de células ao meio seletivo,
e assim, minimizar a incidéncia de escapes. Objetivou-
se com este trabalho estudar a expressao do potencial
morfogenético de fragmentos delgados de folhas de
macieira das cvs. Galaxy, Maxigala e Mastergala, e
otimizar um protocolo de regeneracdo visando futuros
trabal hos de transformacéo genética.

MATERIAL E METODOS

O trabaho foi redizado no Laboratério de
Cultura de Céulas e Tecidos de Plantas, Departamento
de Botanica do Instituto de Biologia, da Universidade
Federal de Pelotas, RS. Os tratamentos consistiram da
combinacdo de trés cultivares de macieira (Galaxy,
Maxigala e Mastergala), de dois tipos de fragmentos de
folhas - explantes (cortados no sentido transversal e
longitudinal da folha), e de seis concentragdes de TDZ
(thidiazuron) no meio de cultura (0; 4,54; 9,08; 13,62;
18,16 e 22,7 uM), totalizando 36 tratamentos.

Os explantes foram obtidos de plantas cultivadas
in vitro, em fase de multiplicacdo, 45 dias apbs a
repicagem em meio de cultura congtituido dos sais e
vitaminas MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) com o
nitrogénio reduzido a ¥ de sua concentracdo original,
acrescido de 100 mg.L™* de mio-inositol, 30 g.L™ de
sacarose, 6 gL™ de é&gar, 3,55 uM de BAP (6-
benzilaminopurina) e 0,03 uM de ANA (&cido
naftalenoacético), e se constituiram de finos fragmentos
da parte mediana de folhas, cortados no sentido
transversal — perpendicular a nervura central da folha
(comprimento de 8 a 10 mm) ou longitudinal — paralelo
a nervura central da folha (comprimento de 10 a 12
mm) (Figura la e 1b, respectivamente), ambos com
largura aproximada de 1 mm, que foram inoculados
com a superficie adaxial em contato com o meio de
cultura

O meio de cultura congtituiu-se dos sais e
vitaminas MS (MURASHIGE & SKOOG 1962)
acrescidos de 100 mg.L™* de mio-inositol, 30 g.L™* de
sacarose, 1,6 uM de ANA e adicionado de TDZ, cuja
concentragdo variou com o tratamento. O pH foi
gustado para 5,8 antes da inclusdo do é&gar na
concentracdo de 6 g.L™ e autoclavagem a 121°C e 1,5
atm por 20 minutos. Foram utilizados frascos com
capacidade para 150 mL com 6 mL de meio de cultura.

Apbs a inoculagdo, os frascos contendo os
explantes foram mantidos no escuro por dez dias, a
temperatura de 25 + 2°C. Transcorrido este periodo, os
mesmos foram transferidos para sala de crescimento
com 16 horas de fotoperiodo, temperaturade 25 + 2°C e
densidade de fluxo de fétons do periodo de luz de 42
pumol.m?.s?, fornecido por lampadas fluorescentes
brancas-frias.

O delineamento experimental utilizado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 2 x 6,
com quatro repeticdes por tratamento. Cada repeticéo se
constituiu de um frasco com cinco explantes.
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Aos 45 dias ap6s o inicio dos tratamentos
avaliou-se a porcentagem de regeneracdo, a intensidade
de formacéo de calo e 0 nimero de brotos por explante.
Para a variavel intensidade de formagéo de calo foram
atribuidas notas de 0 a 3, sendo 0 = auséncia, 1 = pouca,
2 = média e 3 = dta intensidade de calo, conforme
ilustrado na Figura 1c.

Os dados foram submetidos a andlise de
variancia e as médias dos tratamentos comparadas pelo
teste de Duncan e analisados por regressdo polinomial,
utilizando-se o pacote estatistico SANEST (ZONTA &
MACHADO, 1987). Os dados da porcentagem de
regeneracdo foram transformados em arco seno da raiz
guadrada de x/100 e os da intensidade de formacéo de
calo segundo log x + K, sendo x a nota atribuida e K =
1. Os dados do nimero médio de brotos foram
transformados segundo raiz quadradade x + 0,5.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de variancia verificou-se que ndo
houve efeito significativo para o fator cultivar em
nenhuma das trés variaveis avaliadas.

Maiores porcentagens de regeneracéo e intensidade

de formacdo de calo foram obtidas com o fragmento
delgado transversal de folha comparado ao longitudinal
(Tabela 1). O fragmento delgado transversal de folha
congtituiu-se somente de tecidos da parte mediana da
folha, e além disto, de parte da nervura central da folha
(tecido vascular), enquanto que, o fragmento
longitudinal de folha, constituiu-se de tecidos de todo o
comprimento da folha (parte apical, mediana e basal) e
nenhuma parte da nervura central, pois foi obtido a
partir de cortes paraelos a nervura. Os resultados
obtidos indicam que a parte mediana da folha com
presenca de uma por¢cdo da nervura central (tecido
vascular) apresenta maior capacidade regenerativa, 0
gue de certa forma, j& havia sido constatado por outros
autores (JAMES et al., 1988; PEREZ-TORNERO et al.,
2000; YEPES & ALDWINCKLE, 1994) os quais
relataram que, normalmente, a regeneracdo esta
associada com o tecido vascular ou com as
extremidades cortadas da folha. No desenvolvimento de
brotos adventicios em folhas de cergjeira doce (Prunus
avium L.) e cergjeira azeda (Prunus cerasus L.), Tang et
a. (2002) observaram que, geralmente, os brotos
surgiam a partir da nervura da folha ou em associagéo
com o tecido vascular.
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FIGURA 1 - Folhas de macieira com ilustracdo do corte para obtencdo dos fragmentos delgado transversal (a) e
longitudinal (b) utilizados como explantes para a morfogénese in vitro, e diferentes intensidades de formagdo de
calo nos explantes (notas: 0 = auséncia; 1 = pouca; 2 = média; e 3 = alta intensidade de calo) (c). UFPel, Pelotas,

RS, 2004.
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TABELA 1 - Porcentagem de regeneracdo e intensidade de formac&o de calo em explantes obtidos de folhas de
macieira cvs. Galaxy, Maxigala e Mastergala, aos 45 dias de cultivo in vitro, em fungdo do tipo de fragmento

delgado de folha. UFPel, Pelotas, RS, 2004.

Fragmento delgado de folha

Porcentagem de regeneragdo *

Intensidade de formagéo de calo *

Transversal 81,66a 1,59
Longitudinal 71,35b 1,30b
Média 61,14 0,89
CV (%) 29,36 15,97

* Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Duncan ao nivel de 5% de probabilidade

deerro.

A importancia da parte do segmento da folha,
utilizado como explante, também foi constatada por
Sarwar & Skirvin (1997). Estes autores utilizaram
folhas de macieira das cvs. Mclntosh, Macspur e Wijeik
cortadas em trés segmentos. parte basal, mediana e
apical, e verificaram que os segmentos diferiram em sua
capacidade regenerativa, sendo que em todos 0s casos, a
parte mediana apresentou a maior regeneracdo, seguida
pela parte basal, e por dltimo, pela parte apical. De
acordo com Tang et a. (2002), é sabido que quando um
orgdo completo da planta é cortado em partes, os varios
segmentos  diferem na sua capacidade de expressdo
morfogenética. Segundo estes autores, a capacidade
regenerativa aumenta substanciamente da seccdo distal
para a seccdo proxima da folha, e isto poderia estar
relacionado a presenca de um gradiente de fitorreguladores
endbgenos ou a interacdo e baanco entre os
fitorreguladores enddégenos e os reguladores de
crescimento exdgenos, 0 que poderia ser responsavel pela
diferente regeneracdo dos distintos segmentos da folha

Em relacdo a concentragdo de TDZ no meio de
cultura, observou-se efeito quadrdtico para as trés
variaveis andlisadas (Figura 2a, 2b e 2c). Para a
porcentagem de regeneragdo, 0 ponto de maxima
eficiéncia calculado em fungdo da equacdo de regressdo
foi obtido com 14,69 uM de TDZ (Figura 238). No
entanto, observando-se as médias verifica-se que néo
houve diferenca significativa para esta variével
adicionando-se 4,54; 9,08; 13,62; 18,16 ou 22,7 uM de
TDZ no meio de cultura. Assim, ao utilizar-se a
concentragdo mais baixa (4,54 uM de TDZ) consegue-
se 0 mesmo resultado que seria obtido com as
concentracBes mais elevadas, reduzindo-se, portanto, o
gasto com TDZ que tem custo elevado. Sem TDZ no
meio de cultura (0 uM), no presente trabaho, a

porcentagem de regeneracdo foi nula, o que esta de
acordo com a afirmativa de Davies (1990), de que as
citocininas constituem o grupo de fitoreguladores
indispensdveis para promover a divisdo celular e a
diferenciacdo dos tecidos. Schuch & Peters (2002)
obtiveram a maior porcentagem de regeneracdo de
brotos, utilizando folhas inteiras de macieira cv. Gala
(85,57%), com 18,16 pM (4 mg.L ™) de TDZ no meio de
cultura

A maior intensidade de formag&o de calo (nota de
2,27) foi obtida utilizando-se 15,26 uM de TDZ (Figura
2b). De acordo com Huetteman & Preece (1993), 0 TDZ é
uma potente substancia com efeito de citocinina para
edimular a formacdo de caos em explantes lenhosos,
especiamente quando usado em concentragdo igua ou
superior a 1 uM. Na indugdo e manutencdo de calos de
Cordia verbenacea L., a partir de segmentos caulinares,
Lameira et d. (1997) verificaram que os tratamentos com
as menores concentragdes de TDZ foram menos eficientes,
gpresentando  explantes com 50% da érea coberta com
cado, ndo ocorrendo a proliferacdo de brotos neste
trabal ho.

A formacdo de calo nos explantes cultivados em
meio de cultura sem TDZ (0 uM) foi nula, indicando
gue o crescimento de calo nestas cultivares de macieira
€ dependente de citocinina e auxina (esta Ultima esteve
presente em todos os tratamentos na concentracdo de
16 uM de ANA). Segundo Yeoman (1970), o
crescimento de calo em diferentes espécies pode ser
independente de auxina e citocinina, dependente de
auxina, dependente de citocinina ou dependente de
ambas. O mesmo autor relata ainda que certos tecidos
mostram uma dependéncia total da presenca de
reguladores exégenos no meio, enquanto outros
sintetizam as quantidades que necessitam.
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FIGURA 2 - Porcentagem de regeneracéo (a), intensidade de formag&o de calo (b), e nimero médio de brotos (c)
em fragmentos delgados de folhas de macieira cvs. Galaxy, Maxigala e Mastergala, aos 45 dias de cultivo in vitro,
em funcdo da concentracdo de TDZ no meio de cultura. UFPel, Pelotas, RS, 2004.

O crescimento de calos comumente é desgjavel
guando se tem por objetivo induzir a variacdo
somaclonal ou estudos fisiologicos, principalmente,
guando se desgja relacionar a presenca de produtos
secundarios com o crescimento celular. Porém, na
organogénese de brotacdes, a regeneracdo direta (sem
uma fase intermediaria de calo) é a mais aconselhavel.

O principa obstaculo em utilizar a fase de calo estd no
tempo necessario para que 0 processo de regeneracéo
ocorra, aumentando o risco de variagdo somaclonal
(TAO et a. 1997). Além disto, na transformacdo
gendtica o cao dificulta a selegdo de cédulas
transformadas, favorecendo a formacdo de escapes.
Neste trabalho, apesar de ter ocorrido formacdo de calo,
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observou-se que a maioria das brotacbes regeneradas
originou-se via regeneracdo direta, isto €, a partir de
tecidos do explante (dados ndo mostrados).

O ponto de méaxima eficiéncia calculado pela
equacdo para 0 numero médio de brotos (2,25), foi
obtido com 13,37 uM de TDZ no meio de cultura
(Figura 2c). No entanto, observando-se as médias,
verificase que ndo houve diferenca no nimero de
brotos com 4,54 e 13,62 uM de TDZ (2,01 e 2,16
brotos, respectivamente). Assim, da mesma maneira que
para a porcentagem de regeneragdo, recomenda-se
utilizar a concentracdo mais baixa (4,54 uM de TDZ),
obtendo-se 0 mesmo resultado que seria obtido com
uma concentracd mais elevada e, a0 mesmo tempo,
reduzindo o custo com TDZ. Além disto, com esta
concentracdo, observou-se a menor intensidade de
formacdo de calo (com excecdo do tratamento sem
TDZ), o que é desgavel quando o objetivo é a
regeneracdo de brotos. Schuch & Peters (2002)
obtiveram o maior nimero de brotacGes a partir de
folhas inteiras de macieira cv. Gala (2,59 por explante)
com 18,16 uM (4 mg.L™) de TDZ.

No presente trabalho, em muitos explantes
observou-se a formagdo de multiplas gemas adventicias
préximas uma das outras, que devido ao reduzido tamanho
ndo foram contabilizadas como brotos. Muitos brotos
formados também se apresentaram pequenos e agrupados.
Segundo Huetteman & Preece (1993), o aumento na
concentragdo de TDZ tende a estimular a formagéo de
calos a custa do crescimento dos brotos. Kim et d. (1997)
relatam que a formacdo de brotos, com a utilizacdo de
TDZ é grande em concentragdes elevadas (5 a 10 mg.L™
ou 22,7 a45,4 uM), mas com tamanho muito reduzido.

CONCLUSOES

O fragmento delgado transversa de folha
apresenta maior expressdo do potencial morfogenético
do que aguele cortado no sentido longitudinal da folha,
e 0 seu cultivo em meio de cultura com 4,54 uM de
TDZ propicia, simultaneamente, elevada porcentagem
de regeneracdo, grande nimero de brotos e menor
intensidade de calo.
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