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REGENERACAO DE BROTACOES DE MACIEIRA
(Malus domestica, Borkh.) cv. GALA!

MARCIA WULFF SCHUCH?, JOSE ANTONIO PETERS®

RESUM O. Por meio deste trabalho, foi desenvolvido um protocol o de regeneracdo de brotagtes em explantes de macieira, cultivar
Gala, visando a sua utilizac8o em programas de transformacao genética. Paratanto, testaram-se diferentes tipos de explante (folha
escarificada, segmento foliar e entrends), em diferentes meios de cultura, com Benzilaminopurina (BAP) e Thidiazuron (TDZ), em
concentracBes de 0; 3,0; 4,0 e 5,0mg.L %, e aexposi¢do ou ndo das brotagdes, de onde foram retirados os explantes, aumasemanade
escuro antes daretirada dos mesmos. Asvariaveis avaliadas foram percentagem de explantes regenerados, nimero de brotagdes por
explante e presencade vitrificagdo. Concluiu-se que afolha escarificada e os segmentosfoliaresforam os mel horestipos de explantes,
a colocacéo das brotagdes no escuro durante uma semana aumentou a taxa de regeneracdo e o nimero de brotacGes e diminuiu a
necessidade de BAP paraformar o mesmo nlmero de brotagdes do que naguel es mantidos naluz; as melhores concentracoes de BAP
foram de4,0a5,0mg.L* eo TDZ, nas maiores concentragdes, causou vitrificacdo.

Termos paraindexacdo: morfogénese, reguladoresde crescimento, BAR, TDZ

REGENERATION OF APPLE SHOOTS (Malus domestica, Borkh.) cv. GALA

ABSTRACT. Themain objective of thiswork wasto devel op regeneration protocol in order to producetransgenicscv. “Gaa’ plants.
In the regeneration studies, different explant sources were evaluated (wounded leaf; leaf segments; internodes) in different culture
mediacontaining BAPand TDZ (0; 3,0; 4,0 and 5,0mg.L?), and the effect of the darknessin the explant source, werealso analisedinthe
frequencies and number of regenerate shoots. The wounded leaf and leaf segments shown the best response. Pre-conditioning the
explants source during a week in darkness conditions increased the regeneration rates and the number of shoots, decreasing the
optimum level of BAP necessary to obtain the same number of shoots. BAP at 4,0 or 5,0mg.L* showed better responses however,
higher TDZ concentrations promoted vitrification.

I ndex terms: morfogenesis, growth regulators, BAP, TDZ

INTRODUCAO

No melhoramento genético defruteirasde climatemperado,
geramente sdo utilizados os métodos tradicionais, onde os
programas podem durar anos até que se produza uma cultivar
geneticamente estavel. A transformagdo genéticaproporcionaa
introducdo de gene correspondente a alguma caracteristica
benéfica dentro do genoma de uma cultivar comercial
estabelecida, proporcionando, desta forma, a aceleracdo do
processo de melhoramento . Espécie de clima temperado que
ocupalugar de destaque, como amacieiracultivar Gala, pode ser
melhorada através de engenhariagenética.

Paraaaplicacao dastécnicas de transformacéo de plantas,
€ necessario que as células ou tecidos transformados sgjam
regenerados em plantas que expressem o geneintroduzido. Desta
forma, a eficiéncia do sistema de cultura de tecidos in vitro é
indispensavel quando se quer fazer melhoramento de plantas
pelatransformagdo genética. A eficiéncianaculturadostecidos
depende do controle da morfogénese, aqual é influenciada por
varios fatores como espécie, cultivar, tipo de explante,
componentes nutricionais do meio, reguladores de crescimento

eambientede cultura(Raoet al., 1996).

Em macieira, a utilizacdo da transformacdo genética é
limitada peladificuldade de regeneracéo de seusexplantese pela
baixa eficiéncia na transformacéo. A organogénese direta é o
sistemamais adequado, porém é maisdificil de se obterinvitro,
paraaregeneracdo de cdulastransformadas, pois, segundo Tzifira
et al. (1997), evitaaformagdo de escapes e diminui apossibilidade
de ocorrer variagdo somaclonal. Em vista disso, o presente
trabalho teve como objetivo estabelecer um protocolo de
regeneracao paramacieira, cultivar Gala.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no L aboratério de Culturade
Tecidosdo Departamento de Botanica, na Universidade Federal
de Pelotas-RS. As plantas utilizadas como fonte de explantes
foram provenientesdo cultivoin vitro, em fase de multiplicacéo,
em meio contendo sais minerais de Murashige & Skoog (MS)
(1962), com nitrogénio reduzido a¥4 100 mg.L* de mioinosital,
40 g.L* de sacarose, 6 g.L' de agar, 1,0mg.L? de
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Benzilaminopurina (BAP), com pH gjustado para 5,9 antes da
colocacdo do agar. Foram utilizados, como explantes, folhas
inteiras escarificadas na nervura central, pedacos retangulares
de folhas de aproximadamente 5 mm de largura e entrends
medindo entre 5 e 7 mm de comprimento, retirados de brotagdes
em multiplicacdo apds quatro semanas de repicagem. Para a
regeneracdo das brotagBes, foram avaliados meios de cultura
com diferentes composi¢des, sendo que se utilizaram saismine-
rais e congtituintes organicosde Murashige & Skoog (MS) (1962)
e ANA (Acido naftalenoacético) a 0,2 mg.L? e a estes foram
acrescentados os reguladores de crescimento BAP
(Benzilaminopurina), TDZ (Thidiazuron), em diferentes
concentragdes (0; 3,0; 4,0 e5,0mg.L1). Osmeiostiveram o pH
gjustado para 5,8 e, ap0s, adicionou-se2,5g.L* de Gelrite.

Frascos contendo brotacfes com trés semanas de cultivo
in vitro foram colocados durante uma semana no escuro, em
condicBes normais de temperaturade salade crescimento. Outras
brotagdes, também utilizadas como fonte de explantes,
permaneceram quatro semanas em meio de multiplicacdo, em
condi¢Bes normaisde salade crescimento. Foram retiradosfol has,
segmentos foliares e entrends e col ocados nos diferentes meios
de regeneracdo. Os explantes permaneceram trés semanas em
sala de crescimento, com temperatura de 23 + 1°C e auséncia
completa de luz. Posteriormente, foram transferidos para
fotoperiodo de 16 horas eintensidade luminosade 40 mmol m?2s
1 onde permaneceram durante dois meses. As variaveis
analisadas, ap0s este periodo, foram percentagem de explantes
regenerados, nimero de brotacGes por explante e aparénciados
mesmos, através de presenca ou ndo de vitrificagdo. Todos os
dados foram analisados através do pacote estatistico SANEST -
Sistema de Analise Estatistica- elaborado no Departamento de
Matemética e Estatistica da Universidade Federal de Pelotas
(Zonta& Machado, 1984).

O delineamento experimental adotado no experimento foi
inteiramente casuaizado, com fatorial A'B"C. O nimero de
repeticoes foi trés, sendo cada repeticdo um frasco com seis
explantes. Os dados expressos em percentagem foram
transformados segundo arco-seno rai z quadradade (X/100), onde
X significa o valor percentual obtido para cada variavel. Para
nimero médio de brotacGes, os dados foram transformados
segundo raiz de (X+0), onde X significa o valor médio de
brotaces por explante regenerante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Em relacéo apercentagem de explantesregenerados, foram
significativos osfatoresiluminac&o e ainteracéo entre explante
e meio de cultura, nas diferentes concentracbes de BAP.
Observou-se que aqueles explantes que foram retirados de
brotacBes previamente submetidas ao escuro durante uma
semana, tiveram umamaior percentagem de regeneracéo do que
aqueles cujas brotacBes de origem permaneceram em condicdes
normais de iluminagdo (Tabela 1). Estes resultados estdo de
acordo com Pawlicki & Welander (1994) e Famiani et al. (1994),
gue conseguiram aumentar ataxa de regeneracéo de explantes
de macieira, submetendo as brotacbes-méae a um periodo de
ausénciadeluz. Provavel mente, este estiolamento das brotagdes
tenha provocado um maior teor de auxina enddgena, ja que as

auxinas sdo sensiveisaluz, modificando, destaforma, o balanco
auxina/citocininae favorecendo amorfogénese.

A andlise deregressdo entre explante e mel 0 mostrou um
comportamento linear crescente, tanto parao explantefolhacomo
para o segmento foliar, conforme o aumento das concentragtes
deBAP (Figural-A). Entre os explantestestados, os quetiveram
uma maior capacidade regenerativa foram folha inteira
escarificadae segmento foliar. Estesresultados est@o de acordo
com Fortes & Teixeira(1992), que obtiveram melhoresresultados
naorganogénese de explantesfoliares. Faria (1996), trabal hando
com o porta-enxerto Marubakaido, obteve uma maior
regeneracao com autilizacdo de entrends, enquanto folhasinteiras
na3o regeneraram, porém foram os entrenos o tipo de explante
gue apresentou umamaior formagdo de calo (99,5%). Quando se
busca organogénese direta, este resultado néo € interessante,
pois existe possibilidade de ocorrer variagcdo somaclonal se a
regeneracdo for através de células ndo diferenciadas. No presente
trabalho, ndo aconteceu regeneracdo com a utilizacdo de
entrends, formando, na maioria deles, umagrande quantidade
de calo naextremidade.

Em relacdo amelhor concentracéo de BAP (Fig.1-A), os
resultados obtidos concordam com Yao et al. (1995), que
obtiveram umamaior regeneracdo em macieiracultivar Roya Gala
com adutilizagdo de5,0mg.L* de BAPno meio decultura. Também
Yepes & Aldwinckle (1994) afirmam que a concentracdo de
citocininaéum dos principaisfatores que afetam amorfogénese,
e obtiveram alta regeneracdo de cultivares de macieira, com
variagdo entre gendtipos, utilizando entre 5,0 e 7,0 mg.L* de
BAP nomeio decultura

Quanto ao nimero de brotacGes, houve interacdo entre
explante, meio e iluminacdo. Conforme pode ser observado na
Figural-B, o explantefolha, quando asbrotagtesforam mantidas
naluz, teve um comportamento quadrético, ondeforam formadas
mais brotacdes (2,13), em maiores concentracBes de BAP
(5,0mg.L%). J& 0 comportamento do explante folha, quando as
brotacBes permaneceram uma semana ho escuro, foi linear,
atingindo seu maximo tambéma5,0mg.L* deBAP. Emrelacdo ao
segmento foliar, o melhor resultado obtido foi no escuro com
3,0mg.L* de BAPR, diminuindo em concentragBes maiores de
BAP Ja0 segmento naluz formou um maior nimero de brotages
em maior concentracdo de BAP (5,0mg.L™?). Esses resultados
mostram que, quando as brotactes sao submetidas aum periodo
de uma semana de escuro, antes da retirada dos explantes, a
necess dade de um fornecimento externo de BAP ndo ét&o grande
como quando sdo mantidas diretamente na luz, paraformar o
mesmo ndmero de brotagtes. Também Famiani et al. (1994)
obtiveram um maior nimero de brotacGes por explante em
macieira, porta-enxerto M-26, quando submeteram estas aum
periodo de escuro, dentro da mesma concentragdo de BAP no
meio de cultura.

Com a utilizag8o de TDZ no meio de cultura, a folha
alcancou umamaior percentagem de regeneracao (85,57%) na
concentragdo de 4,0mg.L*. Também o segmento foliar teve a
maior regeneracdo (77,11%) nestaconcentracdo (Figura2-A), e
os entrends néo regeneraram. Segundo Chevreau et al. (1989), 0
TDZ é utilizado com sucesso naregeneracao de varias espécies
lenhosas. Autores como De Bondt et al. (1996) obtiveram um
mel hor resultado com 5,0mg.L ! de TDZ no meio de cultura, para
aregeneracao de explantesfoliaresde macieira, cultivar Jonagold.
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TABELA 1- Percentagem deregeneracéo de explantesdemacieira, cultivar Gala, emmeiode culturacom BAPR, em diferentesregimes

deluz. Peotas-RS, 2000

Regimes de luz

% Regeneragéo

Escuro 48,00 a
Luz 26,54 b
Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste de Duncan (a 0,05)
A ———- y=0,001+0,0188x+0,0787x> R’=0,98 B

— y=14,1751x-2,5277 R?*=0,94
.......... y=12,4721x-2,6552 R*=0,87
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— y=0,0667+0,3625x R’=0,86
—.—. y=00769+02621x R*=0,86

25+ .. y=0,0118+0,7698x-0,1022¢ R*=09337
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15 e — — — Folharluz
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FIGURA 1- A) Percentagem de regeneracao de brotagBes de macieira, cultivar Gala, em meio de culturacom diferentes concentragtes

deBAP. Pelotas-RS, 2000.

B) Numero de brotagdes formadas em diferentes tipos de explantes de macieira, cultivar Gala, em meios de culturacom
diferentes concentractes de BAP e diferentes regimes de luz. Pelotas-RS, 2000.

Este regulador tem sido utilizado para aformagéo de brotacGes
em varias plantas, especia mente aslenhosas, mostrando-se mais
efetivo que outrostiposdecitocining, como BAPeCinetinaeem
concentragdes extremamente baixas (Nayak et al., 1997). Shibli
& Smith (1996) conseguiram 75% de regeneracdo em explantes
foliaresdemirtilo comautilizaco de 0,6 mg.L* de TDZ no meio
de cultura. Também Sarwar & Skirvin (1997), utilizando TDZ em
concentragBes de 0,44 e 0,66 mg.L?, regeneraram explantes
foliaresde macieira, cultivares Mclntosh, Macspur e Wijcik.

Neste experimento, o que se pode observar em relagéo ao
efeito do TDZ é que, emboraa percentagem de regeneracao tenha
sido dtanas maiores concentractes (4,0 e5,0mg.L2), osexplantes
apresentavam vitrificagdo praticamente total. Estes resultados
concordam com Nieuwkerk & Zimmerman (1986), que afirmam
gue alta concentracdo de TDZ causa necrose dos tecidos,
vitrificagdo e crescimento anormal dafolha

Conforme Figura 2-B, pode-se observar que, quando as
brotagBes foram mantidas na luz, o comportamento da
percentagem de regeneracdo de explantesfoi de acordo comum
modelo de regressdo quadratica, atingindo uma maior
percentagem em concentracesintermediariasde TDZ, vindo a
diminuir em concentragtes maiores. Jaquando as brotagbesforam
submetidas a uma semana de escuro, 0 comportamento foi de
acordo com um modelo de regressdo linear, regenerando mais
(54,29%) em maior concentracdo de TDZ. Naluz, anecessidade
de TDZ, até um certo ponto, foi menor pararegenerar brotagdes,

do que no escuro. Este resultado discordados de Shibli & Smith
(1996), que obtiveram um significativo aumento na percentagem
de regeneracdo e no numero de brotactes, formadas com
tratamento no escuro, de explantes foliares de mirtilo. Com a
utilizag8o de concentracbesentre0,2e0,4 mg.L* deTDZ, apré
incubacdo no escuro mais que dobrou a percentagem de
regeneragcdo, comparando com os tratamentos mantidos sob
iluminaco normal.

Em relacdo ao nimero de brotacdes, observa-se (Figura
2-C) que, nosexplantesfolharetirados de brotagbes mantidas na
luz, formou-se um maior nimero de brotos do que naqueles
submeti dos auma semana de escuro, al cangando seu maximo a
4,0mg.L1deTDZ, ou sgja, 2,59 brotos por explante, contra 1,83
brotos no explante submetido ao escuro. O explante segmento
foliar formou o maximo de brotagdes em meio de culturacontendo
3,0mg.L1de TDZ, tanto naluz (1,71) quanto no escuro (1,70).
Nestes resultados, observa-se que a auséncia de luz também
nao favoreceu o nimero de brotagGes por explante.

A maioria das brotagdes formadas com a utilizagdo de
TDZ eram muito pequenas, agrupadas e vitrificadas. Segundo
Kimetal. (1997), comadutilizagdo de TDZ, o niimero de brotagdes
formadas é bastante grande em maiores concentracdes, como
5,0 € 10,0mg.L "%, mas com um alongamento bastante pequeno.
Estes autores conseguiram alta freqiéncia na inducdo de
brotagdes em plantaslenhosas com autilizagdo de 1,0mg.L*de
TDZ.
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FIGURA 2-A) Percentagem deregeneracdo de explantesdemacieira, cultivar Gala, emmeiosdecultura  com diferentes concentracfes

de TDZ. Pelotas-RS, 2000.

B) Percentagem de regeneragéo de explantes de macieira, cultivar Gala, submetidos a meios de culturacom diferentes

concentragbesde TDZ eregimesdeluz. Pelotas-RS, 2000.
C) Numero de brotagdes formadas em diferentestipos de explantes de macieira, cultivar Gala, em meios de culturacom

diferentes concentragdesde TDZ eregimes deluz. Pelotas-RS, 2000.

CONCLUSDES

1- A colocag8o das brotagfes no escuro aumenta a taxa de
regeneracao.

2- Os explantes folha e segmento foliar apresentam maior
potencial regenerativo que entrenos.

3- BAP nasconcentragdesde 4,0 a5,0mg.L? induz aumamaior
regeneracdo de brotacOes.

4- Explantes retirados de brotagGes submetidas ao escuro
necessitam de umamenor concentracdo de BAP, paraformar o
mesmo numero de brotacdes, do que aqueles mantidos naluz.
5- TDZ em dltas concentracdes (4,0 e 5,0 mg.L?) induz a

vitrificag&o.
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