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RESUMO

A fruticultura de clima temperado é uma atividade de grande importancia sécio-
econdmica no Brasil, sendo que a maior area de producéo esta localizada na
Regiao Sul do pais, e o Estado de Santa Catarina é responsavel por cerca de
50% da oferta nacional. O consumo da magé vem aumentando e com o rapido
aumento da area de cultivo da macieira, houve um acréscimo de problemas
fitossanitarios. Para manter a cultura da macieira em nivel de produtividade
desejada, a utilizagao de técnicas biotecnoldgicas para obtencdo de mudas de
qualidade genética-sanitaria comprovada, das novas variedades, a produgéo
de plantas matrizes basicas de melhor qualidade e produtividade, sdo algumas
das condigbes importantes para a macieira. Assim, o objetivo deste trabalho foi
desenvolver protocolos de regeneragéo in vitro para macieira (Malus domestica
Borkh) cv. Galaxy, via organogénese direta, para estudos de propagacgao in
vitro e melhoramento genético. Para isto foram usados como explantes
segmentos nodais contendo gemas, apicais e laterais, e folhas os quais foram
introduzidos em meio de cultura MS suplementado com BAP, TDZ e ANA. No
estabelecimento in vitro, os tratamentos de assepsia aplicados foram pouco
eficientes, apresentando indices de contaminacédo que variaram entre 5 a 40%.
No processo de multiplicagéo in vitro, a concentracéo de 4,44 uM de BAP foi a
mais efetiva para multiplicagcdo e produgdo de brotos com altura igual ou
superior a 20 mm. A respeito da organogénese, a partir de explante foliar,
pOdde-se observar que o tipo de explante, isto €, o limbo seccionado foi
favoravel ao processo de regeneracado de brotagbes. Entretanto, o explante
folha inteira apresentou os melhores resultados, onde obteve-se um maior
numero de explantes regenerados. A concentragcdo de 9,1 uyM de TDZ
adicionada ao meio de cultura, foi a concentracdo que apresentou os
resultados favoraveis a regeneragado de brotagdes. No entanto, para os discos
foliares, a concentragdo que apresentou resultados superiores foi 13,62 uM de
TDZ. Os resultados das analises histolégicas permitem inferir que a
organogénese das brotagdes teve origem direta de células do mesofilo, ou
seja, células do parénquima. Porém nao podemos afirmar que todas as
brotagdes adventicias originaram-se deste tecido, pois observou-se a presenca

de calos nos explantes no decorrer dos experimentos.
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ABSTRACT

The fruticultura of tempering climate is an activity of great partner-economic
importance in Brazil, being that the biggest area of production is located in the
South Region of the country, and the State of Santa Catarina is responsible for
about 50% of offers national. The consumption of the apple comes increasing
and with the fast increase of the area of culture of the apple tree, it had an
addition of resistant to biotic and abiotic stresses. To keep the culture of the
apple tree in level of desired productivity, the use of biotechnological techniques
for attainment of dumbs of proven genetics-sanitary quality, of the new varieties,
the production of basic first plants of better quality and productivity, they are
some of the important conditions for the apple tree. The objective of this work
was to develop regeneration protocols in vitro for apple tree (Malus domestica
Borkh) cv. Galaxy, of organogenesis direct, for propagation studies in vitro and
genetic improvement. For used as internodal explants and leaves where they
had been introduced in cultured MS medium, with BAP, TDZ and ANA. In the
establishment in vitro the applied treatments of asepsis had been little efficient,
presented contamination indices that had varied between 5-40%. In the
multiplication process the concentration of 4,44 yM of BAP was most effective
for multiplication and production of shoots. Regarding organogenesis from leave
explant, it could be observed that the type of explant, that is, the cut of the limb
was favorable to the process of regeneration of shoots. However, the explant
entire leaf presented the best ones resulted, where a bigger number of
regenerated explants was gotten. The concentration of 9,1 yM of TDZ added to
the medium of culture, was the concentration that presented the favorable
results the regeneration of shoots. However, for folial disks, the concentration
that presented resulted superior was 13,62 uM of TDZ. The results of the
histological analyses allow to infer that organogenesis of the shoots, had direct
origin of cells of mesophyll, or either, cells of parenchyma, however we cannot
affirm that all the adventitious buds had originated, therefore observed it

presence of callus in the explants in elapsing of the experiments.
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1. INTRODUGCAO

A fruticultura de clima temperado é uma atividade de grande
importancia socio-econémica e representa uma importante fracdo da producao
de frutas no Brasil, estando a maior area localizada na Regido Sul do pais
(Zanetti, 2002).

A magca é a fruta de clima temperado mais comercializada in natura tanto
no contexto internacional quanto brasileiro. A cultura da macieira é recente no
Brasil e estabeleceu-se por meio de grandes empresas a partir da década de
1970 atraidas por incentivos de politicas publicas (Mello, 2004). Ha 30 anos, a
producao brasileira era de apenas 14 mil toneladas/ano, atualmente, o Brasil
produz cerca de 864 mil toneladas/ano (ICEPA, 2007). Nao ha outro pais no
mundo onde a produgéo tenha crescido tanto em tdo pouco tempo (Boneti et
al., 1999).

A producgdo de magas no Brasil € continuamente crescente, bem como
as exportagbes e a importancia econdmica-social. O Brasil, que antigamente
era um pais importador de macgas, hoje exporta frutas para diversos paises,
algo em torno de 97 mil toneladas/ano, principalmente para os membros da
Uniao Européia (IBRAF, 2005).

Atualmente, a maga apresenta grande importancia no mercado nacional,
sendo o terceiro maior consumo per capita do pais, visto que, a banana e a
laranja, ocupam o primeiro e segundo lugar, respectivamente, em termos de
maior consumo. De acordo com Borges Jr. (1999), de 1975 até os dias atuais,
0 consumo per capita cresceu de 1,3 kg para 5,0 kg/habitante/ano.

Em Santa Catarina a produgcdo de macga encontra-se principalmente
centrada na Regido Meio-Oeste e Serrana, onde os municipios de Fraiburgo e
Sao Joaquim detém a maior producdo; no Rio Grande do Sul, destaca-se
Vacaria, Bom Jesus, Caxias do Sul (Boneti et al., 2002). No Estado de Santa
Catarina, a produgao passou de 1.528 toneladas, colhidas na safra 1973/74,
para 583.623 t na safra 2003/04, destacando-se como o0 maior produtor de
magas do Brasil, totalizando 60% da produgéo nacional (ABPM, 2004).

Juntamente com o consumo da maca e o rapido aumento da area de
cultivo da macieira, apresentado uma area de quase 30 mil hectares no ano de

2000, houve um acréscimo de problemas fitssanitarios (Katsurayama et al.,



15

2004). O controle de doencas e o custo do mesmo s&o fatores limitantes da
cultura na atualidade, sendo que os fungicidas correspondem cerca de 20% do
custo total (Boneti ef al., 2002). Além do aumento dos custos estes agrotdxicos
utilizados para controlar pragas e doengas afetam as populagdes de inimigos
naturais e levam a problemas de resisténcia aos produtos, além da
contaminagao ambiental e da presenca de residuos (Kovaleski et al., 2000).

Para manter a cultura da macieira em nivel de produtividade desejada,
a utilizacado de técnicas biotecnoldgicas para obtengdo de mudas de qualidade
genética-sanitaria comprovada, das novas variedades, a produgédo de plantas
matrizes basicas de melhor qualidade e produtividade, sdo algumas das
condi¢des importantes para a macieira.

Assim, a cultura in vitro da macieira pode possibilitar avangos no
conhecimento cientifico nas areas da fisiologia, bioquimica e melhoramento
genético, em relagdo aos patdgenos, a resisténcia e a introdugao de genes que
determinam a produtividade e a qualidade dos frutos, podendo sanar ou reduzir
0s problemas atuais apresentados por esta cultura.

As espécies frutiferas, em geral, sdo perenes, de longo ciclo vegetativo,
de porte relativamente grande e com alto nivel de heterozigosidade,
caracteristicas estas que dificultam e aumentam o tempo necessario para um
programa de melhoramento genético por meio do método convencional de
hibridizagdo. A biotecnologia, através da cultura de tecidos, da biologia
molecular e das técnicas de transferéncia de genes, além de reduzir o tempo
do processo de melhoramento genético de plantas, também possibilita que
problemas agrondmicos e ambientais de dificil solu¢do sejam superados.
Vaérias caracteristicas ja foram introduzidas estavelmente em plantas através
da transformagdo genética, incluindo a resisténcia a herbicidas, fungos,
bactérias, virus e insetos, e também melhorias na qualidade do produto
(Mansur & Margis-Pinheiro, 1995)

A organogénese direta é o sistema biotecnoldgico mais apropriado para
se obter a regeneragdo de células transformadas, pois evita a formacéo de
escapes e diminui a possibilidade de ocorrer variagdo somaclonal, porém é
mais dificil de se obter in vitro ( Tzifira et al.,1997).

Em macieira, o melhoramento genético através de metodologias de

transgénese ainda se apresenta muito reduzido ou limitado, principalmente
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pela dificuldade de regeneracao de seus explantes e pela baixa eficiéncia na
transformacéo.

Cultivares de macieira (Malus domestica Borkh.), como a mutagéo
colorida da ‘Gala’, a ‘Galaxy’, atualmente difundida no mundo, também pode
ser melhorada via transformagdo genética (Schuch, 2000). Um grupo de
pesquisadores na Franca tem transformado geneticamente esta cultivar, porém
existe a dificuldade de micropropagar plantulas modificadas geneticamente.

O pré-requisito para se obter sucesso na transformacgdo genética de
plantas, e também para a multiplicacdo rapida do gendtipo modificado pela
micropropagacao, € um protocolo de regeneracéao eficiente (Nhut et al., 2003),
em que, além de fatores como o balango entre auxinas e citocininas no meio de
cultura, outros também sao importantes em muitas espécies (Handro & Floh,
1990), como a cultivar e o tipo de explante utilizado (Rao et al., 1996).

Neste sentido, este trabalho buscou estabelecer, multiplicar e
desenvolver metodologias de organogénese direta in vitro de macieira cv.
Galaxy, visando estabelecer um protocolo eficiente de regeneragdo de

macieira, como fase inicial para a transgénese.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

21. Produgcao e importadncia da cultura da macieira (Malus

domestica Borkh.)

A macieira € uma espécie frutifera lenhosa, de clima temperado que é
muito adaptavel a diferentes ecossistemas, crescendo desde os tropicos até
altas latitudes. Pertence a familia das Rosaceae que abrange, cerca de 100
géneros e mais de 2.000 espécies espalhadas por todo mundo (luchi, 2002).

A produgdo mundial de maga tem oscilado, nos ultimos anos, entre 57 e
60 milhdes de toneladas anuais (USDA, 2005). A oferta esta concentrada
principalmente nos continentes asiatico e europeu, os quais, no conjunto dos
paises, respondem por mais de 80% da produgcédo. A China destaca-se com
35% do total da maga produzida mundialmente. No continente americano,
destacam-se as produgdes dos Estados Unidos (entre 4,8 e 5,0 milhdes de
toneladas anuais), Argentina e Chile (ao redor de 1,0 milhdo de toneladas/ano)
e Brasil (USDA, 2005).

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas com uma producao
superior aos 34 milhdes de toneladas, superado apenas pela China e india. A
base agricola da cadeia produtiva das frutas abrange 2,2 milhdes de hectares,
gera 4 milhdes de empregos diretos e um PIB agricola de US$ 11 bilhdes
(IBRAF, 2005).

A producdo de magas, no Brasil, esta localizada basicamente na regiao
Sul, compreendendo os Estados de Santa Catarina, Rio Grande do Sul e
Parana, que tém respondido por mais de 98% da oferta nacional. Embora se
constitua numa atividade relativamente recente no Brasil, apesar de alguns
percalcos relacionados ao comportamento climatico em determinados periodos
e a falta de material genético ideal para as regides produtoras, ela tem
apresentado resultados positivos nos ultimos 30 anos (Abreu, 2006).

O Brasil na década de 1960 importava toda a maga consumida no pais,
principalmente da Argentina. A produgdo comercial comegou a aparecer nas
estatisticas internacionais na década de 1980. A partir dai os plantios foram
aumentando até chegar a condigao de auto-suficiéncia e exportagéo de 76.181
toneladas em 1999 (Boneti et al., 2002).
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Em 2003, a fatia de mercado da maca importada no mercado interno
ficou em torno de 5%. Neste mesmo ano o Brasil teve um saldo positivo no
comércio internacional de macga de U$ 22.069.944, portanto passou de um pais
tradicional importador de maga para exportador (Mello, 2004).

Nos ultimos cinco anos a atividade, de maneira geral, registrou um
crescimento de oferta, com a producdo de 864 mil toneladas de macas em
2006 (ICEPA, 2007).

As principais variedades de macieira cultivadas no Sul do Brasil séo a
Gala (46%) e a Fuji (45%) (Tsuchiya, 2001). Grande parte dos novos plantios
esta sendo feita com cultivares mutantes de Gala e Fuji, devido principalmente
ao mercado que exige um produto sempre de melhor coloragdo e qualidade
(Stainer et al., 2001).

A busca por mutagdes somaticas da Gala visa principalmente a
obtencdo de frutos mais uniformes quanto a coloragdo (Camilo & Denardi,
2002). Existe um numero relativamente grande de mutantes coloridas de Gala
(Walsh & Volz, 1990), sendo a Galaxy uma das cultivares difundidas derivadas

de mutacgdes.

2.2. Cultura in vitro

Com a evolugdo das ciéncias biologicas, através da biotecnologia,
muitas dificuldades, em relacdo a propagacdo da macieira e producao de
mudas de qualidade, estdo sendo superadas utilizando-se métodos de
micropropagacgao através de apices caulinares, gemas laterais, microestacas e
cultivo de meristemas, obtendo-se plantas de macieira regeneradas in vitro
(Nunes et al.,, 1999; Schwartz et al., 2000; Schuch & Peters, 2002; Erig &
Schuch, 2002; Teixeira, 2004; Abreu, 2006).

A utilizagédo da biotecnologia na producéo de plantas in vitro € conhecida
por varias denominagbes como micropropagacao, clonagem, cultura de
tecidos, multiplicagdo por meristema e vem sendo desenvolvida ha mais de 50
anos. Desde entdo, sua aplicagdo vem ocorrendo em todo o mundo,
especialmente nos Estados Unidos, Europa e Asia, com utilizagdo massiva na
area de producdo de plantas ornamentais, frutiferas, silvicultura e certos

produtos agricolas (Zornig, 1996).
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Através de cultura de tecidos vegetais pode-se acompanhar, observar
processos que vao desde dados sobre a bioquimica e morfologia da
diferenciagao celular até um desenvolvimento de tecnologias e métodos para a
producao clonal e melhoramento genético de vegetais (Villalobos & Thorpe,
1991; Rocha & Quoirin, 2004).

Ao longo desses anos até a atualidade, os estudos de cultura de tecidos
tém proporcionado a regeneracao de plantas para todos os sistemas de cultura
in vitro, tais como a cultura de calos (Caboni, et al., 2000; Rocha & Quoirin,
2004; Martins et al. 2001; Camargo et al. 1999), cultura de células em
suspensao (Cabasson et al., 1995; Assani et al., 2002; Abreu, 2006), indugéo
da embriogénese somatica (Kunitake etf. al., 1991; Ricci, 2002), indu¢do da
organogénese (Caboni, 2000; Schuch & Petters, 2002, Abreu & Pedrotti, 2003;
Ribeiro, 2006) e o isolamento e cultivo de protoplastos (Benedito et al., 2000;
Mendes-da-Gldria et al., 2000; Costa, 2001, Abreu, 2006).

A cultura in vitro foi utilizada com éxito em espécies horticolas desde a
década de 1960 (Murashige e Skoog, 1962) e recentemente em espécies
lenhosas, tal como a maceira (Nunes et al., 1999; Schwartz et al., 2000;
Schuch & Peters, 2002; Erig & Schuch, 2002, Erig & Schuch, 2003; Abreu,
2006). Esta metodologia apresenta mais vantagens que os sistemas de
propagacao convencionais. Segundo Villalobos & Thorpe (1991), as vantagens
mais importantes sdo: incremento acelerado do numero de plantas derivadas
por genotipo, reducado do tempo de multiplicagdo, possibilidade de multiplicar
uma grande quantidade de plantas em uma superficie reduzida, a baixos
custos e tempo economicamente reduzido, maior controle fitossanitario do
material propagado, facilidade para transportar material in vitro de um pais para
outro e, possibilidade de multiplicar rapidamente uma variedade da qual
existem poucos individuos.

A cultura in vitro ocorre em uma sequéncia de estagios, cada qual
apresentando necessidades especificas em termos de composicdo dos meios
de cultura, tipo e balango dos reguladores de crescimento e condi¢des fisicas
como luz, temperatura e fotoperiodo. Em condi¢des laboratoriais cada estagio

deve ser identificado e as condicdes 6timas devem ser estabelecidas.
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2.3. Morfogénese in vitro

A cultura de tecidos € uma das técnicas que possibilita a produgcédo em
massa de genodtipos superiores livres de pragas e doengas (Zimmermann &
Fordham, 1985). Por meio dela, alguns protocolos regenerativos foram
estabelecidos para varios porta-enxertos de macieira (Bolar et al., 1998;
Harbage et al., 1998; Camargo et al., 1999; Abreu & Pedrotti, 2003).

Desta forma, células, tecidos ou érgdos com intensidade variada de
determinacdo, podem adquirir novas competéncias através da acao de
determinados sinais quimicos que podem ser reguladores de crescimento, pois
estes ativam seletivamente determinados genes (epigénese). A resposta final é
a expressdao morfogenética em dois niveis basicos. Sequéncias
organogenéticas em sistemas experimentais in vitro podem ocorrer através de
modelos diretos ou indiretos (Guerra, 2006).

Portanto, o processo morfogenético é resultante da divisdo e
diferenciagao celular organizada, que depende, basicamente, da atividade e
expressdo de determinados genes. Segundo Ramalho & Santos (1990), a
cultura de tecidos tem contribuido significativamente para o estudo da
morfogénese. Entretanto, a principal dificuldade é identificar qual o meio de
cultura mais adequado para que ocorra a divisdo e a diferenciacdo celular,
seguida da obtencdo de plantas idénticas aquela de onde a célula ou o
conjunto de células foi retirado.

O processo de diferenciacédo celular reflete, em ultima analise, o efeito
de pelo menos trés fatores. O primeiro € o fator genético, que incorpora o
estoque de potencialidades que pode ser expresso durante o desenvolvimento;
o segundo fator esta representado pelas caracteristicas originadas durante a
ontogénese; e, por ultimo, existem as caracteristicas cuja expressao depende
apenas do ambiente (Kerbauy, 1999).

Atualmente, sabe-se que as células cultivadas in vitro podem manifestar
sua totipoténcia, seguindo duas rotas alternativas: a) organogénese, que
conduz a diferenciacado celular e a formacdo de meristemas caulinares e/ou
radiculares, originando caules ou raizes, respectivamente; b) embriogénese
somatica, que conduz a formacédo de embrides somaticos, seguindo as fases

do embrido zigético, embora, obviamente, sem fecundacao (Segura, 1993).
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Uma das respostas mais comuns de tecido cultivado in vitro é a
formagdo de calo, que depende dos seguintes estadios: desdiferenciagao,
competéncia, inducdo, determinagcdo e diferenciagio em um &rgao
(Kerbauy,1999). Entretanto, em certos casos, a cultura in vitro ndo promove a
formacdo de calos, mas apenas uma proliferagcado celular restrita as regides
seccionadas, epidérmicas e subepidérmicas dos explantes, com formacgao de
tecido de cicatrizagcdo e zonas de intensa atividade meristematica (Floh &
Handro, 1985).

Segundo Kuneida & Kerbauy (1986), a partir da zona meristematica ou
do calo o padrdo de diferenciagdo pode conduzir a um grau de organizagéo
morfo-anatémico peculiar, refletindo na formagao de um érgao, constituindo-se
no processo denominado organogénese. Quando a formagédo do 6rgdo é
decorrente de tecido do explante, ou de proliferagdo do mesmo, denomina-se
organogénese direta. Quando ocorre a partir de células do calo, denomina-se
organogénese indireta.

A embriogénese somatica € um caso particular de morfogénese, na qual
a partir de tecidos do explante ou do calo, organizam-se estruturas
semelhantes aos embrides zigoticos, denominando-se embriogénese direta ou
indireta, respectivamente (Floh & Handro, 1985).

Entretanto, apesar do conhecimento atual da morfogénese in vitro,
diversos trabalhos com cultura de tecidos citam as regeneragdes de plantas por
organogénese ou embriogénese, sem contudo, realizarem uma analise
criteriosa, como a histoldgica, para a constatagao de tal evento. Para Kerbauy
(1999), antes de qualquer analise das respostas dos tecidos cultivados in vitro,
deve-se considerar algumas peculiaridades relativas a sua natureza: os
explantes podem apresentar diferentes tipos de células e graus de
diferenciacdo ou serem histologicamente mais homogéneos. Essas
peculiaridades podem ser responsaveis por diferentes respostas

morfogenéticas, quando o explante € colocado em cultura in vitro.

2.4. Organogénese in vitro e melhoramento genético

O processo de organogénese in vitro € complexo, com atuagado de

multiplos fatores externos e internos envolvendo interagdo entre fonte de
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explante, meio de cultura e fatores do ambiente (George, 1993). O processo de
organogénese depende, também, da agdo de reguladores de crescimento
exdgenos, em particular auxinas e citocininas, e da habilidade das células em
responder a essas mudanc¢as hormonais durante o periodo de cultivo.

As culturas de espécies frutiferas tém sido bastante estudadas no
referente ao desenvolvimento de protocolos de cultura de tecidos.

Em geral, as espécies frutiferas sdo perenes, de longo ciclo vegetativo,
de porte relativamente grande e com alto nivel de heterozigosidade, o que
dificulta e aumenta o tempo necessario para um programa de melhoramento
genético através da hibridizagdo, com as quais os programas podem durar
anos até que se produza uma cultivar geneticamente estavel (Caboni et al.,
2000). A transformagcdo genética proporciona a introdugdo de gene
correspondente a alguma caracteristica benéfica dentro do genoma de uma
cultivar comercial estabelecida, proporcionando, desta forma, a aceleragdo do
processo de melhoramento (Schuch & Petters, 2002).

Para a aplicagao das técnicas de transformacéo de plantas, € necessario
que as células ou os tecidos transformados sejam regenerados em plantas que
expressem o gene introduzido (Rao et al., 1996). A maior dificuldade para a
obtencgao de plantas transgénicas é o estabelecimento prévio de um sistema de
regeneracao eficiente (Brasileiro & Dusi, 1999).

Desta forma, a eficiéncia do sistema de cultura de tecidos in vitro é
indispensavel quando se quer fazer melhoramento de plantas pela
transformacao genética. A eficiéncia na cultura dos tecidos depende do
controle da morfogénese, a qual é influenciada por varios fatores como
espécie, cultivar, tipo de explante, componentes nutricionais do meio,
reguladores de crescimento e ambiente de cultura (Rao et al., 1996).

Atencao tem sido dada ao tipo, a concentracdo e ao periodo de tempo
em que os reguladores de crescimento sdao mantidos na cultura (Ammirato,
1989). Segundo Leblay et al. (1991), o processo de regeneragcdo pode ser
subdividido em duas fases, inducdo e expressao, tornando-se importante
conhecer a duragao destas duas fases e as suas exigéncias em reguladores de
crescimento.

Na regeneracdo de plantas lenhosas, geralmente os explantes mais

utilizados sao folhas e entrenés, como mostram os trabalhos de Semeria et al.
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(1996) e Pellegrineschi & Mariani (1996). Estes precisam ser seccionados, para
que haja uma proliferagdo celular com formagao de tecidos de cicatrizagao e
zonas de intensa atividade meristematica (Yao et al.,1995)

Uma outra possibilidade é a utilizagdo direta de tecidos meristematicos,
especialmente apices caulinares e radiculares (Kunieda & Kerbauy, 1986), nos
quais ocorre grande homogeneidade e as células estdo sempre num processo
ativo de divisdo, o que facilita a indugdo dos processos organogenéticos
(Handro & Floh, 1990).

Em macieira, a utilizagdo da transformacdo genética é limitada pela
dificuldade de regeneracdo de seus explantes e pela baixa eficiéncia na
transformacao, porém o sistema mais indicado para a regeneracgao das células

transformadas é através da organogénese direta.

2.5. Organogénese direta in vitro

A organogénese in vitro tem sido descrita para diversas espécies. A
necessidade de maximizar o numero de plantas regeneradas com a
manutengdo da fidelidade genética contribuiu para uma ampla diversificagao
das condi¢des de cultura in vitro. Assim, diferentes tipos de explantes, meios
de cultura e condigbes ambientais sao reportados.

A regeneragao de plantas, através de organogénese in vitro, tem sido
descrita a partir de diferentes explantes, tais como: segmentos de raizes (Bhat
et al., 1992; Carvalho & Biasi, 2004), segmentos de folhas (Martins et al., 2001;
Schuch & Peters, 2002; Alves et al., 2004; Erig & Schuch, 2005), segmento
internodal (Camargo et al., 1999; Morales et al., 1999), segmentos de embrido
somatico (Cristofani, 1991) e segmentos de epicétilo (Ghorbel et al., 1998;
Bordon et al., 2000). Todavia, a proporgao de explantes responsivos tem sido,
muito baixa e o processo morfogenético tem sido completamente caracterizado
em poucos trabalhos.

Camargo et al. (1999), trabalhando com porta-enxerto de macieira, cv.
Marubakaido, relatam que a regeneracdo de plantas a partir de células
somaticas pode ser uma boa alternativa na indu¢ado de variacbes somaclonais
e na manipulagdo genética. Estes autores testaram internddios: seccionado e

nao seccionado, diferentes niveis de luz (0; 1; 2; 3 e 4 semanas) em meio de
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cultura MS, acrescido de BAP (5,0mg.L™") e 2,4-D (0,1mg.L™"). Os resultados
demonstraram que o periodo de auséncia de luz nao influencia na
percentagem e intensidade de formagdo de calos e que o internédio nao
seccionado é a melhor fonte de explante para a calogénese.

A organogénese de macieira (Malus sp.) do porta-enxerto M7, foi
também estudada por Martins et al. (2001). Estes autores utilizaram folhas
como explante, com ou sem escarificagdo, com a superficie abaxial e adaxial
em contato com o meio de cultura MS associados a 5uM de Benzilaminopurina
(BAP) e Forchlorfenuron (CPPU), além de 0,5uM de Acido Naftalenoacetico
(ANA). Os explantes permaneceram por trés semanas no escuro, O que
propiciou 100% de formagdo de calos, posteriomente foram submetidas a um
fotoperiodo de 16 horas com intensidade luminosa de 20 pmol.m?s™. Os
resultados demonstraram que os explantes escarificados e com a superficie
abaxial em contato com o meio proporcionaram maior intensidade de calo,
independentemente do meio conter BAP ou CPPU. Além disso, o uso da
escarificagao, associada ao CPPU, promoveu uma maior proliferacao de calo,
independentemente da superficie do disco foliar.

Schuch & Peters (2002) desenvolveram um protocolo de regeneragao de
brotagées em explantes de macieira (Malus domestica, Borkh.) cv. Gala. Para a
regeneracao das brotagdes, os autores utilizaram diferentes fontes de explante
(folhas escarificadas, segmento foliar e entrends), nas quais foram cultivadas
em meio de cultura MS com suplementacao das citocininas BAP e TDZ nas
concentracdes de 0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg.L'1. Os autores concluiram que folhas
escarificadas e segmentos foliares apresentaram melhor potencial regenerativo
em relacdo aos entrends. As concentragdes de 4,0 a 5,0 mg.L'1 de BAP
induziram maior regeneragdo de brotagcbes e as altas concentragbes de TDZ
(4,0 e 5,0 mg.L™") induziram a vitrificagao.

O pré-requisito para se obter sucesso na transformacdo genética, e
também para a multiplicagao rapida do gendétipo modificado, € ter um protocolo
de regeneracao eficiente (Erig & Schuch, 2005). Assim estes autores,
avaliaram as cultivares de macieira Galaxy, Maxigala e Mastergala, a partir de
dois tipos de explantes (folhas seccionadas transversal e longitudinalmente), e
seis concentragdes de thidiazuron (TDZ) (0; 4,54; 9,08; 13,62; 18,16 e 22,7 uM)

em meio MS adicionado de 1,6 uM acido naftalenoacético (ANA). Os resultados
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monstraram que o potencial morfogenético de folhas seccionadas no sentido
transversal é superior ao longitudinal. O meio de cultura contendo 4,54 uM de
TDZ, propiciou, simultaneamente, elevada porcentagem de regeneragao, maior
numero de brotos e menor intensidade de calo.

Estudos sobre a regeneracao de brotagdes in vitro a partir de explantes
de pereira (Pyrus communis L.) cultivar Carrick, visando programas de
transformacao genética, foi realizado por Erig & Schuch (2003). Para tanto,
estes autores utilizaram trés tipos de explantes (apice caulinar, folha e entrend)
que permaneceram 0, 10, 20, 30 e 40 dias em meio de indugao,
posteriormente, foram transferidos para meio de proliferacdo com 8,9 ou
13,3uM de thidiazuron (TDZ). Os autores observaram que o explante apice
caulinar apresentou maior regeneragao de brotagdes, quando comparado ao
entrend, enquanto a folha ndo mostrou capacidade de regenerar brotagdes. Os
autores relatam que o estadio fisiologico da folha pode ser um fator

determinante para a regeneragao dos brotos.

2.6. Analise histolégica em espécies cultivadas in vitro

Com relagcdo a organogénese in vitro, a mesma tem sido caracterizada
em diversos trabalhos por meio de analise histolégica. A organogénese da
parte aérea in vitro também pode ser unicelular ou multicelular. Embora
existam mais relatos sobre a origem multicelular, a formagdo de gemas
adventicias a partir de células corticais unicas vem sendo descritas em
algumas espécies (Creemers-Molenaar et al., 1994; Arai et al., 1997). A
organogénese in vitro pode ocorrer diretamente a partir do explante original ou,
indiretamente, via formagéo de calos (Hicks, 1980). Portanto, as duas vias de
regeneracao in vitro podem ser identificadas apenas através das diferencas
morfolégicas entre as gemas apicais e 0os embrides somaticos. Enquanto a
gema é uma estrutura monopolar que desenvolve ampla conecgao vascular
com o tecido do explante, os embrides somaticos sdo estruturas bipolares e
ndo conectadas ao explante através da vascularizagdo (Haccius, 1978).

Detrez et al. (1988) estudaram anatomicamente a organogénese in vitro
de Beta wvulgaris L. e confirmaram a formagdo de gemas adventicias

diretamente de explantes peciolares. Mohamed et al. (1992) também
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caracterizaram a organogénese in vitro de Phaseolus vulgaris L. e Vicia faba L.,
a partir de nos cotiledonares e nds primarios de plantulas com 14 dias,
respectivamente. Estes autores constataram que as gemas adventicias
formaram-se diretamente dos explantes, sem prévia formagado de calos, e
originaram-se de meristemoides formados em células subepidérmicas. Pereira
et al. (2000) também confirmaram que a organogénese in vitro de Pothomorphe
umbellata (L.) Mig. ocorreu com a formacdo de gemas caulinares adventicias
diretamente dos explantes foliares.

Mondal et al. (1994) identificaram, por estudos histolégicos, que a
formacao de gemas adventicias em segmentos de raizes de Carica papaya L.,
ocorreu a partir da diferenciagado de células na periferia do calo. Roussy et al.
(1996), também estudando histologicamente a organogénese em explantes
foliares de Beta vulgaris L., constataram a formagdo indireta de gemas
caulinares em areas meristematicas situadas na superficie do calo. Kelkar et al.
(1996) também verificaram que, em explantes foliares de Piper colubrinum
Link, a formagdo das gemas adventicias iniciou-se em agregados
meristematicos espalhados no calo, que formados por células pequenas, com
citoplasma denso e nucleos evidentes.

Em estudos histologicos da organogénese in vitro de trés espécies de
leguminosas, Apezzato-da-Gldria (1998) constatou em nés cotiledonares, sem
gemas axilares, de Glycine max (L.) Merril que a organogénese foi direta e a
formacdo das gemas adventicias ocorreu em meristemodides de origem
epidérmica e subepidérmica, situados nas porgdes inter e intracotiledonares.
Em segmentos de hipocétilo e explantes cotiledonares de Bauhinia forficata
Link e Stylosantes guianensis Aubl., respectivamente, verificou que a
organogénese ocorreu indiretamente, nas quais os meristemdides foram
constituidos de células pequenas com citoplasma denso, nucleo evidente e
espalhados na superficie do calo.

Estudo anatdbmico da organogénese in vitro de Passiflora edulis Sims f.
flavicarpa Deg. foi realizado por Apezzato-da-Gloria et al. (1999). Estes
autores, utilizaram discos de folha como explante e estudaram o efeito da
luminosidade nas condi¢des de cultura e do BAP adicionado ao meio de cultura
MS. Verificaram que a cultura diretamente na luz e na presenca de BAP foi

fundamental para a formacdo de gemas adventicias. Estas formaram-se a
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partir de meristemoides originados de divisdes celulares na camada
subepidérmica, caracterizando uma organogénese direta.

Monteiro-Hara (2000) também estudou a cultura in vitro de trés espécies
do género Passiflora, a partir de segmentos cotiledonares e discos de folhas.
Constatou, através de analise histolégica, a formagdo de gemas adventicias e
embrides somaticos no mesmo explante, quando tratados com BAP ou TDZ,
para P. edulis Sims f. flavicarpa e P. alata Ait. Entretanto, em ambas as
espécies, ndao houve conversao dos embrides em plantas. A formacgédo das
gemas ocorreu a partir de proliferagdo de calos nas bordas dos explantes ou
diretamente a partir do explante em ambas as espécies, sendo que as gemas
de P. alata ndo cresceram devido a auséncia de meristema apical. Em P.
Suberosa L. a organogénese foi apenas indireta, formando-se a partir do calo e
com baixo numero de plantas obtidas.

Analise histologica para a caracterizagdo da morfogénese em
segmentos de epicaotilo de citrange ‘Troyer’ foi realizada por Garcia-Luiz et al.
(1999). Estes autores constataram que em funcao da orientagéo do explante no
meio de cultura, a resposta morfogenética pode seguir percursos distintos.
Assim, quando o explante foi introduzido verticalmente no meio, seguindo a
polaridade do segmento, a formacao de gemas na extremidade apical ocorria
por organogénese direta a partir de zonas meristematicas oriundas da divisao
periclinal de células do cambio vascular. Ja na extremidade basal, em contato
com o meio de cultura, a origem das gemas ocorria em zonas meristematicas
formadas na superficie do calo, que se originou por sucessivas divisdes de
células cambiais, caracterizando uma organogénese indireta. Quando
segmentos de epicdtilo foram cultivados horizontalmente no meio de cultura,
verificaram maior numero de gemas formadas em ambas as extremidades e a
origem das mesmas ocorreu em zonas meristematicas distribuidas na
superficie do calo, o qual originou-se a partir do cambio vascular,
caracterizando uma organogénese indireta.

Diante do exposto, fica evidente que os estudos histologicos sao
importantes ndo apenas para a confirmagdo da via de regeneragao in vitro,
mas também para a determinag¢ao dos tipos celulares a partir dos quais surgem
os embrides somaticos ou gemas caulinares. Estas informagdes sao de grande

interesse, especialmente em sistemas de transferéncia de genes.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Desenvolver protocolos de regeneragéo in vitro para macieira (Malus
domestica Borkh) cv. Galaxy, via organogénese direta, para estudos de

propagacao in vitro e melhoramento genético.

3.2. Objetivos especificos

e Definir um método eficiente de assepsia para os explantes no
estabelecimento in vitro para macieira cv. “Galaxy”;

e Estabelecer as melhores combina¢des de reguladores de crescimento
na composigao do meio de cultura para os processos de multiplicagao
dos explantes in vitro;

e Definir os explantes para a regeneragao in vitro e desenvolvimento de
brotagées multiplas da macieira cv. “Galaxy”, através de organogénese
direta;

o Estabelecer as melhores combinagbes de reguladores de crescimento
na composi¢cdo do meio de cultura para a regeneragcao da macieira cv.
“Galaxy”, através de organogénese direta.

e Caracterizar histologicamente a regeneragao via organogénense para a

macieira cv. “Galaxy”.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Vegetal

O material vegetal utilizado foram plantas matrizes de macieira (Malus
domestica Borkh) cultivar Galaxy, mantidas com ferti-irrigagdo e controle
sanitario em casa de vegetagdo do Departamento de Fitotecnia. Os
experimentos foram realizados no Laboratério de Morfogénese e Bioquimica

Vegetal, Departamento de Fitotecnia, Centro de Ciéncias Agrarias, UFSC.

4.2. Estabelecimento in vitro

Das plantas matrizes foram coletados ramos em crescimento ativo e
seccionados em segmentos nodais, com aproximadamente 2,0 cm de
comprimento, contendo 1 gema lateral, os quais foram submetidos ao seguinte
processo de desinfestagdo: lavagem em agua e detergente (2 gotas.L™-Tween
20), durante 10 minutos. Posteriormente, foram imersos, sob agitagdo, de
acordo com os seguintes tratamentos: em hipoclorito de sédio (2,5%), por 10,
15 e 20 minutos e 1 minuto em etanol (70%). Em seguida, foram realizadas trés
lavagens em agua destilada/deionizadal/esterilizada em camara de fluxo

laminar.

Os segmentos nodais foram inoculados em tubos de ensaio (25 x 150
mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962)
suplementado com 2,22 yM de BAP (6-benzilaminopurina) e 2,7 yM de ANA
(Acido naftaleno-acético), com a adicdo 3g.L™" de carvao ativado.

As culturas foram mantidas na auséncia de luz em sala de crescimento, a
25 = 2°C por um periodo de quatro dias, visando diminuir a oxidacao fendlica.
ApoOs este periodo foram mantidas em sala de crescimento com 16 horas de
fotoperiodo, temperatura de 25 + 2°C e densidade de fluxo de fotons de
42pmol.m?.s™. A avaliagdo foi realizada apés 15 dias de cultura in vitro, onde
foram analisados o percentual de contaminacdo, de oxidagdo e do tipo de
contaminagao.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 4

repeticdes, representada por 5 tubos de ensaio com 1 explante cada.
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4.3. Multiplicagao in vitro

Para esta etapa, foram testados cinco tratamentos com uso do BAP
(0,0; 4,44; 8,88; 13,31; 17,75) yM em meio de cultura MS (Murashige e Skoog,
1962). Os explantes constaram de segmentos nodais com aproximadamente 2
cm de altura, provindos do material vegetal da primeira etapa. Foram
introduzidos em frascos de vidro de 300 mL, contendo 40 mL de meio de
cultura.

A avaliagao foi realizada apods 45 dias de cultura in vitro e foram
analisados: numero médio de brotos por explante, altura média das brotacdes
(mm) e numero médio de brotos maiores que 20mm por explante.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 3
repeticdes, representada por 5 frascos com 3 explantes cada, perfazendo 45

explantes por tratamento.

4.4. Organogénese in vitro

O material vegetal constou de folhas jovens provenientes das
brotagdes obtidas da etapa anterior. Testou-se o TDZ e o ANA suplementados
ao meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962). Foram realizados 3

experimentos.

4.4.1. Experimento 01

Os tratamentos testados compreenderam combinacgdes entre os dois
reguladores de crescimento nas seguintes concentragdes: TDZ (0,0; 4,54; 9,1 e
18,16 pM) e ANA (0,54 pM). As folhas inteiras foram seccionadas
transversalmente, onde os explantes foram divididos em dois tipos: 1) a parte
da folha em que se encontrava o apice, denominou-se explante apical, e 2) a
parte em que se encontrava a base foliar, denominou-se explante basal
(Anexo 01), conforme descrito na Tabela 01. Os dois tipos de explantes foram
introduzidos com a face abaxial em contato com o meio de cultura, em frascos

de vidro de 300 mL, contendo 40 mL de meio de cultura.
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Tabela 01. Tratamentos aplicados no primeiro experimento para regeneragéo
dos explantes de macieira, cultivar Galaxy.

Reguladores de Crescimento

Tratamentos Tipo de Explante Foliar TDZ (uMol) ANA (uMol)
1 Apical 0 0,54
2 Basal 0 0,54
3 Apical 4,54 0,54
4 Basal 4,54 0,54
5 Apical 9,1 0,54
6 Basal 9,1 0,54
7 Apical 18,16 0,54
8 Basal 18,16 0,54

Os frascos com os explantes permaneceram uma semana em sala de
crescimento, com temperatura de 25+2°C e auséncia completa de luz.
Posteriormente, foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas e intensidade
de fluxo de fotons de 42 umol.m?.s™.

Os explantes foram avaliados aos 30 e 60 dias apds a inoculagdo em
relacdo ao percentual de regeneragcédo, numero de brotagbes por explante e
proliferacéo celular.

As brotacbes formadas apds o periodo de 60 dias foram repicadas e
inoculadas em meio de multiplicagdo MS, suplementado com 2,22uM de BAP.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 3

repeticoes, com 3 explantes cada, perfazendo 9 explantes por tratamento.

4.4.2. Experimento 02

Neste experimento foram testados 4 tratamentos que compreenderam
combinagdes entre os mesmos reguladores de crescimento do primeiro
experimento, TDZ e ANA. Neste experimento as folhas permaneceram inteiras
na cultura in vitro, onde foram feitas escarificagdes transversais na nervura
mediana (Anexo 01). Os explantes foram introduzidos com a face abaxial em
contato com o meio de cultura, em frascos de vidro de 300 mL, contendo 40 mL
de meio de cultura MS. Os tratamentos aplicados neste experimento

encontram-se descritos em seguida na Tabela 02.
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Tabela 02. Tratamentos aplicados no segundo experimento para regeneragéo
dos explantes de macieira, cultivar Galaxy.

Reguladores de Crescimento

Tratamentos Tipo de Explante TDZ (uMol) ANA (uMol)
1 Folha Inteira 4,54 0,54
2 Folha Inteira 9,1 0,54
3 Folha Inteira 13,62 0,54
4 Folha Inteira 18,16 0,54

Os frascos com os explantes permaneceram em sala de crescimento, com
temperatura de 25+2°C, fotoperiodo de 16 horas e intensidade de fluxo de
fétons de 42 pmol.m?.s™.

Os explantes foram avaliados aos 10, 24, 38, 45 e 60 dias apds a
inoculagdo, onde analisou-se a percentagem de oxidagédo e contaminacgao,
percentagem de regeneracgao e proliferagao celular.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 3

repeticoes, com 6 explantes cada, perfazendo 18 explantes por tratamento.

4.4.3. Experimento 03

Neste experimento utilizaram-se discos foliares com 60 mm provenientes
de folhas jovens da etapa 4.3 (Anexo 01). Os explantes foram introduzidos
com a face abaxial em contato com o meio de cultura, em frascos de vidro de
300 mL, contendo 40 mL de meio de cultura. Para este experimento foram
utilizados 4 tratamentos, onde também foram utilizados os reguladores de

crescimento, TDZ e ANA, conforme a Tabela 03.

Tabela 03. Tratamentos aplicados no terceiro experimento para regeneragao

dos explantes de macieira, cultivar Galaxy.

Reg_;uladores de Crescimento

Tratamentos Tipo de Explante TDZ (uMol) ANA (uMol)
1 Disco foliar 4,54 0,54
2 Disco foliar 9,1 0,54
3 Disco foliar 13,62 0,54
4 Disco foliar 18,16 0,54
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Os frascos com os explantes permaneceram uma semana em sala de
crescimento, com temperatura de 25+2°C e auséncia completa de luz.
Posteriormente, foram transferidos para fotoperiodo de 16 horas e intensidade
de fluxo de fétons do periodo de 42 pmol.m?.s™.

Os explantes foram avaliados aos 30 dias em relagdo a percentagem de
oxidagao, percentagem de regeneragao e proliferagcdo da massa celular. Para a
variavel proliferagao celular utilizou-se uma escala de 1 a 4, onde 1=auséncia
de proliferagao celular, 2=pouca proliferacdo celular, 3=média proliferagéo
celular e 4=muita proliferagéo celular. Estes foram avaliados também aos 90
dias apdés a inoculagdo, onde sendo analisados a percentagem de
regeneragao, o numero meédio de brotos por explante regenerado e a altura
meédia dos brotos por explante.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, contendo 3

repeticdes, com 20 explantes cada, perfazendo 60 explantes por tratamento.

4.5. Condigoes de cultura in vitro
Para as diferentes etapas da cultura in vitro, o pH do meio de cultura foi
ajustado para 5,8 e todos os componentes do meio foram adicionados antes da

autoclavagem a 121°C, durante 15 minutos.

4.6. Analise histoldgica

Gemas adventicias e proliferagcdo celular obtidas na cultura in vitro,
através dos meios de cultura de indugdo a organogénese das etapas 4.4.,
foram analisadas mediante a uma coleta de amostras em varios estadios de
desenvolvimento, aos 30 dias apds a inoculagao.

O material foi fixado através da imerséo, por 2 horas, em solugéo de
glutaraldeido 2,5%, em tampao fosfato de sédio 0,1M e pH 7,2. Em seguida, o
material foi lavado, por 3 vezes, na mesma solugcado tampao. A desidratagao foi
realizada em série alcoodlica-etilica gradual até 70° GL, em série de 30 minutos
para cada concentragao, conforme metodologia proposta por Ruzin (1999).

Para a montagem dos blocos de hidroxietiimetacrilato (Jung's
Historesin — marca Leica), das amostras, o material fixado e conservado em
etanol 70 °GL foi desidratado lentamente em etanol 80, 90 e 96°GL em série de

30 minutos, mantido por pelo menos 12 horas em solugao de pré-infiltracédo e 3
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horas em solugédo de infiltragdo, para posteriormente serem montados blocos
utilizando a solugado endurecedora, conforme instru¢cées do fabricante (Jung’s
Historesin — marca Leica). Os blocos, contendo o material, foram seccionados
com 8 um de espessura, em microtomo de rotagdo Leica — RM 2125 RT. As
secgbes foram distendidas sobre laminas contendo agua, em chapa
aquecedora (40°C). Apos a secagem das laminas, o material foi corado com
azul de toluidina 0,25% aquoso (Ruzin, 1999) e analisado em microscopio
Optico, marca Zeiss-Jena, modelo Loboval 4 e as fotomicrografias foram
obtidas em microscopio oOptico Leica MPS 30 DMLS, no Laboratério de
Anatomia Vegetal da UFSC.

4.7. Andlises estatisticas

Os dados referentes as fases de estabelecimento, multiplicagao e
organogénese in vitro da macieira foram submetidos a Anadlise de Variancia
(ANOVA) e ao teste de separagao de médias Tukey (nivel de 5%), conforme
recomendagdes de Sokal & Rohlf (1995).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Estabelecimento in vitro

Em relagdo aos tratamentos de assepsia empregados, observaram-se
respostas diferenciadas para os explantes, variando conforme o tempo de
imerséo destes nas solugdes asseépticas de hipoclorito de sodio (2,5%) e etanol
(70%). Os resultados sao apresentados nas Figuras 01 e 02.

Apos 15 dias de cultivo in vitro, verificamos que o percentual de
contaminagao no Tratamento 1 apresentou valores percentuais superiores aos
demais tratamentos, com 40% dos explantes contaminados, em relacdo ao
Tratamento 2, que apresentou 30%. O Tratamento 3 apresentou somente 5%
de contaminagao dos explantes (Figura 01).

O principal agente contaminante observado aos 15 dias de cultura in vitro
foi bactérias, apresentando um percentual de 40% de contaminagdo no
Tratamento 1. Este mesmo tratamento apresentou somente 5% de
contaminacao por fungos (Figura 02). O tratamento 2 apresentou 20 e 30%
dos explantes contaminados por bactéria e fungos, respectivamente. O
tratamento 3 ndo apresentou contaminacdo por bactérias, porém 5% dos
explantes foram contaminados por fungos (Figura 02). Estes resultados
conferem com os de Abreu & Pedrotti (2003) cujos autores observaram para o
porta-enxerto de macieira ‘M-9’ um percentual de contaminagdo com fungos e
bactérias acima de 30%. No entanto, Erig & Schuch (2003) trabalhando com as
cultivares de maca Galaxy, Maxigala e Mastergala, observaram que a
contaminagdo fungica foi praticamente nula, com média de 1,4% de
contaminagao, porém a contaminagao bacteriana para a cv. Galaxy foi elevada,
atingindo 56%.

Com relacdo a oxidagdo dos explantes, definido como o principal
problema para o estabelecimento in vitro de macieira, os resultados
observados foram de 5% de explantes oxidados para o tratamento 1, de 10%
para o tratamento 2, e para o tratamento 3 o percentual de oxidacao foi de
15%, no 15° dia de cultivo in vitro (Figura 02).

Os resultados de oxidagao verificados neste trabalho s&o considerados

baixos, visto que Erig & Schuch (2003), observaram altos percentuais de
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oxidagdo nos experimentos realizados, com valores de 98% de oxidagdo aos
15 dias de cultura in vitro. Abreu & Pedrotti (2003) obtiveram um percentual de
50% de oxidagdo nas gemas axilares introduzidas in vitro. Modgil et al. (1999)
também verificaram altas taxas de oxidacao (34,25%) no estabelecimento in
vitro de macieira cv. Tydeman’s Early Worcester utilizando apices caulinares e
segmentos nodais como explantes.

A oxidagcao dos explantes ocorre através da liberacdo de compostos
fendlicos, a qual é indicada através do escurecimento das superficies
seccionadas dos explantes e pela modificagdo da coloragdo, ou seja o
escurecimento do meio de cultura. Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a
oxidagdo € um sério problema no isolamento de explantes de espécies
lenhosas, cujos tecidos sao mais ricos em compostos fendlicos, que sao os
precursores da sintese de lignina.

Para a redugdo da oxidagédo fenodlica nos explantes, Erig & Schuch
(2003) recomendam a lavagem em agua corrente durante 10 minutos. Porém,
estes autores alertam que apesar de reduzir a oxidagao, esta lavagem aumenta
a taxa de contaminacdo bacteriana nos mesmos. Este procedimento foi
adotado neste trabalho e ocorreu a confirmagdo do alto percentual de
contaminacao por bactérias no tratamento 1, no qual 40% dos explantes

apresentaram contaminagao bacteriana.
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Figura 01. Percentuais de contaminagdo dos segmentos nodais de Malus domestica Borkh, “Galaxy”
referentes aos tratamentos T1 (10’ em hipoclorito de sddio (2,5%) e 1’ em etanol (70%), T2 (15’ em
hipoclorito de sddio (2,5%) e 1" em etanol (70%) e T3 (20’ em hipoclorito de sddio (2,5%) e 1° em etanol
(70%) em meio de cultura MS suplementados com 2,22y M de BAP e 2,7 y M de ANA, e 39.L'1 de carvao

ativado, apds 15 dias de cultura in vitro (N=20). Médias ndo seguidas pela mesma letra, diferem pelo
teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 02. Percentuais do tipo de contaminagdo dos segmentos nodais e de oxidagao dos explantes de
Malus domestica Borkh, referentes aos tratamentos T1 (10’ em hipoclorito de sddio (2,5%) e 1° em etanol
(70%), T2 (15’ em hipoclorito de sédio (2,5%) e 1° em etanol (70%) e T3 (20’ em hipoclorito de sddio
(2,5%) e 1’ em etanol (70%)em meio de cultura MS suplementados com 2,22y M de BAP e 2,7 y M de
ANA, e 3g.L'1 de carvao ativado apéds 15 dias de cultivo in vitro (N=20). Médias ndo seguidas pela mesma
letra minuscula para tratamentos diferentes e mailuscula entre os mesmos tratamentos, diferem pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.

Para o estabelecimento in vitro de macieira “galaxy” verificou-se que os
tratamentos de assepsia aplicados nos explantes, apresentaram uma eficiéncia
reduzida, possibilitando baixas taxas de sobrevivéncia dos mesmos no meio de

cultura. A adi¢ao de carvao ativado no meio de cultura foi eficiente no controle
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da oxidagcao dos explantes, apresentando percentuais relativamente baixos de
explantes oxidados.
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5.2. Multiplicagao in vitro

O material vegetal de multiplicagdo in vitro foi monitorado
semanalmente. Aos 45 dias os explantes foram avaliados em relagdo ao
numero meédio de brotacdes, altura média das brotagdes e numero médio de
brotagées com altura igual ou maior a 20 mm. Os explantes submetidos ao
tratamento T2 (4,44 yM BAP) apresentaram valores superiores para quase
todos os parametros avaliados. No entanto, para o numero médio de
brotagdes, apesar da superioridade aos demais tratamentos n&o apresentou
diferenca significativa com relagao ao tratamento T4 (13,31 yM BAP)

Os efeitos dos tratamentos sobre a taxa proliferativa média dos
explantes e altura média dos brotos, apds 45 dias, sdo apresentados nas
Figuras 03 e 04.

Aos 45 dias o T2 (4,44 uyM BAP) induziu uma média de 5,68 brotos
emitidos por explante, permitindo que as brotag¢des atingisse altura média de
3,23 cm. Além disso, apresentou uma média de brotagdes, com igual altura ou
superior a 20mm, superior aos demais tratamentos, com o valor de 4,82
brotagbes/explante (Figura 05).

Os resultados obtidos conferem com os de Modgil et al. (1999), os quais
obtiveram a maior taxa de multiplicacdo de brotagdes da cultivar Tydeman’s
Early Worcester adicionando ao meio de cultura 4,4 yM de BAP e 5,0 uM de
KIN. Nunes et al. (1999), trabalhando com o porta-enxerto Marubakaido,
utilizaram concentragdes de BAP entre 1,11 e 4,4 uM, porém os resultados
obtidos por estes autores diferem dos resultados obtidos neste trabalho, os
quais relatam que a adicdo de concentragdes de 1,11 e 2,22 yM de BAP
apresentaram valores superiores em relagdo ao numero de brotagoes,
possibilitando a formacéo de 3,93 e 4,73 brotos por explante, enquanto que a
adicao de 4,44 uM de BAP resultou na formacao de somente 1,73 novos brotos
por explante.

Morales et al. (1999) utilizando a concentragdo de 5 uM de BAP
combinado com as auxinas ANA, AIA e AIB, obtiveram valores de 2,1 brotos
nos internddios de macieira Gala RW1. Erig & Schuch (2002), trabalhando com

o porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido (Malus prunifolia Willd, Borkh),
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adicionaram ao meio de cultura MS a concentragdo de 4,44 uyM de BAP e
obtiveram 3,78 brotagdes por explante.

Obervou-se ainda que nas concentragcdes mais elevadas de BAP (13,31
e 17, 75uM) ocorreu o fendbmeno de vitrificagdo das brotagdes. Provavelmente
isso tenha ocorrido, devido a algum efeito fitotoxico da elevada concentracéo
de BAP no meio de cultura. Para Nunes et al. (1999), os meios de cultura
contendo MS + 2,22 uM de BAP e MS + 1,11 uM de BAP possibilitaram a
producdo de plantas com maior numero de brotos nao-vitrificados,
evidenciando que as maiores concentracdes de BAP podem ser um dos fatores
envolvidos no descontrole do potencial de agua nas células, aumentando a
vitrificagao das plantas.

Os resultados referentes a altura das brotacbes corroboram com os
obtidos por Abreu & Pedrotti (2003), os quais, trabalhando com Malus
platycarpa e utilizando concentragbes de BAP (0,00; 1,11; 2,22 e 4,44 uyM) no
meio de cultura MS, observaram valores que variaram entre 2,3 a 2,9 cm de
altura, sendo que a concentragao que foi capaz de formar o maior crescimento
das brotacodes foi a de 4,44 uM suplementado ao meio de cultura, conferindo
com o resultado obtido neste trabalho, onde a adicdo de 4,44 uyM (T2)
possibilitou uma média de 3,23 cm de altura. No entanto, Schartz et al. (2000),
obtiveram menor altura das brotagbes do porta-enxerto de macieira cv.
Marubakaido com a adi¢ao de 5,30 uM de BAP, cujas brotagdes apresentaram
média de 1,89 cm. Para Nunes et al. (1999), o meio contendo 4,44 uM de BAP
também apresentou resultados inferiores em relagao a altura das brotagdes de
Malus prunifolia, possibilitando a produgdo de mudas com altura média inferior

alcm.
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Figura 03. Numero médio de brotos de Malus domestica Borkh.”Galaxy” emitidos por explante inicial
referentes aos 45 dias de cultura in vitro em meio de cultura MS: T1(isento de fitorregulador); T2(MS +
4,44uMol/L de BAP); T3(MS + 8,88uMol/L de BAP); T4(MS + 13,31uMol/L de BAP); T5(MS + 17,75uMol/L
de BAP) (N=45). Médias ndo seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de

probabilidade de erro.
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Figura 04. Altura média dos brotos de Malus domestica Borkh. emitidos por explante inicial referentes aos
45 dias de cultura in vitro em meio de cultura MS: T1(isento de fitorregulador); T2(MS + 4,44uMol/L de
BAP); T3(MS + 8,88uMol/L de BAP); T4(MS + 13,31uMol/L de BAP); T5(MS + 17,75uMol/L de BAP)
(N=45). Médias nao seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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Figura 05. Numero médio de brotos de Malus domestica Borkh. com altura igual ou maior a 2 cm,
emitidos por explante inicial referentes aos 45 dias de cultura in vitro em meio de cultura MS: T1(isento de
fitorregulador); T2(MS + 4,44uMol/L de BAP); T3(MS + 8,88uMol/L de BAP); T4(MS + 13,31uMol/L de
BAP); T5(MS + 17,75uMol/L de BAP) (N=45). Médias nido seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste
de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.

As altas concentracbes da BAP podem ter influenciado nos resultados,
em relacdo ao menor numero de brotacdes e altura dos mesmos. Nunes et al.
(1999) relataram que altas concentragbes de BAP podem diminuir as taxas de
divisdo celular, como ocorre nas células dos centros quiecentes dos apices
radiculares, e provocar um menor desempenho em todos os parametros
estudados.

A respeito do processo de multiplicagao in vitro da maceira cv. “Galaxy”
pode-se concluir que a concentragao de 4,44 uM de BAP foi a mais efetiva para
0 numero médio de brotagdes emitidas e o numero médio de brotacbes com
altura igual ou superior a 20 mm. A adigdo de elevadas doses da citocinina
BAP no meio de cultura, pode afetar negativamente as brotagdes,
proporcionando um menor crescimento e maior taxa de vitrificacdo das

mesmas.
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5.3. Organogénese direta in vitro

5.3.1. Experimento 01: explantes “folhas seccionadas”

O material vegetal introduzido para obtenc&o de organogénese in vitro
foi monitorado semanalmente. Observou-se que o0s tratamentos que
regeneraram brotos ndo foram estatisticamente diferentes aos 30 dias de
cultura in vitro, porém aos 60 dias ocorreu diferengas entre os tratamentos
(Figura 06). Para todas as épocas de avaliagao o tratamento contendo 9,1 uM
de TDZ e 0,54 uM de ANA (T5), ao meio de cultura MS, foi superior emitindo
proliferagao celular a partir de 15 dias de cultura in vitro.

Ap06s 30 dias de cultura in vitro, os explantes foram avaliados em relagao
ao percentual de regeneragao e numero de brotagdes por explante. Verificou-
se que somente a combinacao das concentracdes de 9,1 uM de TDZ e 0,54 uM
de ANA apresentou resultados positivos para os dois tipos de explantes
utilizados. Nos demais tratamentos ndo foram observados a regeneragdo de
brotos, observou-se somente proliferagao celular, com maior tendéncia para os
tratamentos T3, T4 e T8.

O percentual de regeneracao aos 30 dias, foi verificado somente em dois
tratamentos, no tratamento T5 (9,1uM de TDZ + 0,54uM de ANA - APICAL)
com 50% dos explantes regenerados e no tratamento T6 (9,1uM de TDZ e
0,54uM de ANA — BASAL) com percentual de 40% de regeneragao (Figura
06).

Aos 60 dias de cultivo in vitro, observou-se que os tratamentos TS e T6
continuaram regenerando novas brotagdes, com 60% e 50% de regeneracao
de brotos, respectivamente. Estes tratamentos foram estatisticamente
superiores ao tratamento T7 (18,16uM de TDZ e 0,54uM de ANA - APICAL),
apresentou 10% de explantes regenerados (Figura 06).

Em relagdo ao numero médio de brotacdes emitidas, aos 30 dias de
cultura in vitro, os tratamentos T5 e T6 apresentaram médias de 1,1 e 0,7
brotagdes por explante. Aos 60 dias de cultura in vitro, as médias aumentaram
para 3,2 e 2,0 brotos por explante, respectivamente. Indicando que a

permanéncia por tempo mais longo em meio de indugdo, é favoravel ao
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crescimento das brotagdes (Tabela 04). Observou-se que os locais na folha
onde ocorreu um maior numero de brotagbes regeneradas, foram aqueles
pontos seccionados em areas de nervura central da folha (Figura 07).

Estes resultados corroboram com os de Erig & Schuch (2005) que,
trabalhando com macieira (Malus domestica Borkh.), seccionaram a folha
transversalmente e longitudinalmente e observaram que os explantes oriundos
de folhas seccionadas transversal, onde havia a presenca de uma porg¢ao da
nervura central da folha (tecido vascular) apresentou maior capacidade
regenerativa. Estes autores obtiveram aos 45 dias de cultura in vitro uma
percentual de regeneracao de 81,66%.

Para folhas de macieira das cvs. Mcintosh, Macspur e Wijeik cortadas
em trés segmentos: parte basal, mediana e apical, Sarwar & Skirvin (1997)
verificaram que os segmentos diferiram em sua capacidade regenerativa,
sendo que em todos os casos, a parte mediana apresentou maior regeneragao,
seguida pela parte basal, e por ultimo, pela parte apical. Resultados contrarios
foram observados no presente trabalho onde o segmento apical também
apresentou um maior percentual regenerado.

De acordo com Tange et al. (2002), quando um 6rgdao completo da
planta é seccionado em partes, os varios segmentos diferem na sua
capacidade morfogenética. Segundo estes autores, a capacidade regenerativa
aumenta substancialmente da secc¢ao distal para a sec¢cado proximal da folha, e
isto poderia relacionar-se a presenga de um gradiente de fitorreguladores
enddgenos ou a interagao e balango entre os fitorreguladores enddégenos e os
reguladores de crescimento exdégenos, o que poderia ser responsavel pela

diferente regeneracgao dos distintos segmentos da folha.
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Figura 06. Percentuais de regeneragdo dos explantes de Malus domestica Borkh. aos 30 e 60 dias de
cultivo in vitro, referentes aos tratamentos 5 (9,1uM de TDZ + 0,54uM de ANA - APICAL), tratamento 6
(9,14M de TDZ + 0,54uM de ANA - BASAL) e tratamento 7 (18,16uM de TDZ + 0,54uM de ANA -
APICAL) (N=10). Médias nao seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

Tabela 04. Numero médio de regeneragao de brotos obtidos em explantes foliares de
macieira Malus domestica Borkh. Cv. “Galaxy”, aos 60 dias de cultivo in vitro, em
relacao as diferentes concentragdes de TDZ testadas.

Média de Brotagodes

Tipo de Explante

Foliar TDZ (uM) + ANA (uM)
0+ 0,54 4,54 + 0,54 9,1 +0,54 18,16 +0,54
Apical 0 0 3,2 0,5

Basal 0 0 2 0
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Figura 07. Regeneracéo e crescimento de brotagdes de macieira Malus domestica Borkh cv. “Galaxy” a

partir de organogénese foliar, inoculadas em meio de cultura MS suplementado com 9,1uM de TDZ e
0,54uM de ANA cultivadas in vitro apds 25 dias (A), 28 dias (B), 35 dias (C), 45 dias (D), 51 dias (E) e 60

dias (F) da inoculagéo.
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5.3.2. Experimento 02: explantes “folhas inteiras”

Apo6s 10 dias de cultura in vitro, que os explantes apresentavam-se
encurvados e sem proliferagéo celular.

O percentual de regeneracgao foi avaliado aos 24, 38, 45 e 60 dias apos
introducéo in vitro, na qual se verificou que a combinagdo das concentracbes
de 9,17uM de TDZ e 0,54uM de ANA (T2), suplementada ao meio de cultura
MS, apresentou taxas superiores de regenerac¢ao de brotos para todas épocas
de avaliagcéo (Figura 08).

Aos 24 dias verificou-se que o tratamento T2 foi superior aos demais,
atingindo um percentual de 72,22% de regeneracao dos explantes introduzidos.
No entanto, verificou-se que este tratamento ndo diferiu estatisticamente dos
tratamentos T3 (13,62 uM TDZ+ 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54
ANA). As avaliagbes aos 38, 45, e 60 dias em cultura in vitro, verificou-se que
os resultados apresentaram o mesmo comportamento da avaliagdo anterior.
Além disso, observou-se uma continua formag¢ao de novas brotacdes em todos
os tratamentos, atingindo a um percentual de 100% de explantes com brotos
no tratamento T2 a partir do 38° dia de cultura in vitro (Figura 08). Assim,
verificou-se que todos os tratamentos apresentaram resultados positivos,
apresentando taxas de regeneragao de brotos variando de 20 a 60%, conforme
mostra a Figura 08.

Com relacao a proliferacao celular, observou-se que o tratamento T2
apresentou resultados superiores (Figura 09). Avaliacdo aos 24 dias, apos
introducao in vitro, mostrou que todos os tratamentos apresentaram presenca
de calos nos explantes.

Os resultados obtidos neste trabalho corroboram com os de Schuch &
Peters (2002) cujos autores utilizaram explantes, folhas inteiras escarificadas
na nervura central, obtendo percentual de 85,57% de regeneragdo com 4,0
mg.L" de TDZ ao meio de cultura MS. Estes autores, sugeriram que a
suplementagcdo ao meio de cultura da citocinina (BAP), apresentou um efeito
positivo monstrando um comportamento linear crescente para a regeneracao
dos explantes, conforme o aumento das concentracoes de BAP. No entanto,
Erig & Schuch (2003) trabalhando com folhas de pereira (Pyrus communis L.)

nao obtiveram a regeneragdo de brotagcbes com o uso de TDZ nas
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concentracbes de 8,9 ou 13,3 pM, independentemente do tempo de
permanéncia em meio de cultura.

Para Erig & Schuch (2005) a porcentagem que permitem a regeneragao
dos brotos por explantes de macieira ndo apresentou diferenga significativa
com relagdo a uso de TDZ, no meio de cultura, nas seguintes concentragoes:
4,54; 9,08; 13,62; 18,16 ou 22,7 yM de TDZ. Para estes autores, a menor
concentragdo de TDZ (4,54 pM) apresentou o mesmo resultado das
concentracdes mais elevadas. Pode-se verificar as observagdes destes autores
que sao similares aos resultados encontrados a este trabalho, sendo estes
resultados satisfatorios no que diz respeito a regeneragao de brotagdes para a
concentragdo de 4,54 yM de TDZ (T1), sendo que 40% dos explantes
apresentaram regeneragdo aos 60 dias de cultura in vitro, utilizando como
explante a folha inteira. Segundo Handro & Floh (1990), a organogénese é
controlada pela concentragdo de fitorreguladores e pelo balango
citocinina/auxina presentes no meio de cultura.

Observou-se no presente trabalho, a proliferagdo celular e formagao de
calos nos explantes a partir do 10° dia de cultura in vitro, apresentando esta
formacédo principalmente na local da excisdo. A proliferacdo celular foi
aumentando com o numero de dias de cultura, contudo foi observado que,
possivelmente, as brotagdes originaram-se diretamente a partir de tecidos do
explante, os tratamentos T2 e T3, foram os que apresentaram maior
proliferagdo celular de nivel médio (nota=3). Erig & Schuch (2005) obtiveram
maior intensidade de proliferagcao celular e formagao de calos com o uso de
15,26 uM de TDZ ao meio de cultura, diferindo dos resultados obtidos no
presente trabalho.

O TDZ é uma potente substancia com efeito de citocinina para estimular
a formacao de calos em plantas lenhosas, especialmente quando usado em
concentragao igual ou superior a 1 yM (Huetteman & Preece, 1993).

Segundo Chevreau et al. (1989), o TDZ pode ser utilizado com sucesso
na regeneragdo de plantas lenhosas. De Bondt et al. (1996) obtiveram um
melhor resultado com 5mg/L de TDZ no meio de cultura, para a regeneragao
de explantes foliares de macieira, cultivar Jonagold.

Embora a agéo bioquimica do TDZ nao seja completamente conhecida,

acredita-se que atue na regulacdo do metabolismo das citocininas ou atue
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diretamente como citocinina ou em um conjunto com as citocininas (Bhagwat et
al., 1996). Segundo Eapan et al. (1998), o TDZ inibe ndo a competitividade a
atividade da citocinina oxidase, aumentando a disponibilidade de citocinina
endégena. O TDZ tem sido utilizado para a formagao de brotagdes em varias
plantas, especialmente nas lenhosas, mostrando-se mais eficiente que outros
tipos de citocinina, como o BAP e Kn (Nayak et al. 1997)

Observou-se que a proliferagao celular nos explantes mantidos em meio
de cultura sem TDZ (0 uM) foi nula, indicando que a proliferagao celular nesta
cultivar de macieira € dependente do balang¢o de citocinina e auxina.

Handro & Floh (1990) relataram que, em certos casos, pode ocorrer
apenas uma proliferagdo celular restrita as regides seccionadas do explante,
com formacdo de tecidos de cicatrizacdo e zonas de intensa atividade

meristematica.
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Figura 08. Percentual de regeneracdo dos explantes foliares de Malus domestica Borkh, cv. “Galaxy”
referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T3 (13,62
UM TDZ+ 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) apds 24, 38, 45 e 60 dias de cultura in vitro
(N=12). Médias nado seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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Figura 09. indices percentuais de crescimento de massa celular nos explantes foliares de Malus
domestica Borkh, cv. “Galaxy” referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 yM ANA), T2 (9,1 uM
TDZ + 0,54 uM ANA), T3 (13,62 uM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) apds 24 dias
de cultura in vitro (N=12). Barras verticais correspondem aos desvios padroes das médias.
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5.3.3. Experimento 03: explantes “discos foliares”

Os resultados mostraram que os tratamentos T2 (9,1uM de TDZ +
0,54uM de ANA) e T3 (13,62 uM de TDZ + 0,54 pM de ANA) apresentaram
resultados superiores, com relagdo a regeneragédo de brotos, no entanto n&o
foram estatisticamente diferentes dos demais tratamentos.

Apods 30 dias de introducgéao in vitro os tratamentos foram avaliados em
relacdo ao percentual de oxidagdo. Observou-se que o tratamento T2 (9,1uM
TDZ + 0,54uM ANA) apresentou uma maior taxa de oxidagéo, com percentual
de 38,33% de explantes oxidados (dados ndo apresentados). Verificou-se
também que os tratamentos T2 (9,1uM TDZ + 0,54puM ANA) e T3 (13,62 uM
TDZ + 0,54 yM ANA) foram os tratamentos que induziram um maior percentual
de regeneragdo dos explantes com indices de 11,66% de explantes
regenerados (Figura 10).

Com relagao a proliferagao celular, verificou-se que todos os tratamentos
apresentaram a formacé&o de calos nos explantes (Figura 11). O tratamento T1
(4,54 uM TDZ + 0,54 ANA) apresentou valor percentual superior com 58,33%
dos explantes com presencga de calos.

Os resultados da avaliagdo, aos 90 dias de cultura in vitro, para o
percentual de regeneragdo, numero medio de brotagdes e altura de explantes
regenerados sao apresentados nas Figuras 12, 13 e 14.

Observou-se que o tratamento T3 (13,62 uM TDZ + 0,54 uM ANA),
induziu a uma maior taxa de regeneragéo de brotagdes, com um percentual de
16,66% de explantes regenerados (Figura 12), mas nao diferiu
estatisticamente dos tratamentos T2 e T4. Este mesmo tratamento promoveu
numero meédio de brotagcbes regeneradas por explante superior aos demais
tratamentos, com média de 0,5 brotos por explante regenerado (Figura 13).
Em relagdo a altura dos explantes, todos os tratamentos apresentaram valores
semelhantes. Verificou-se que o tratamento T2 (9,1 yM TDZ + 0,54 uM ANA)
apresentou, valores superiores aos demais tratamentos, com média 0,23 cm de

altura por explante regenerado (Figura 14).
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Figura 10. Percentual de regeneragéo dos explantes foliares de Malus domestica Borkh, cv. “Galaxy”
referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 uM TDZ + 0,54 uM ANA), T3 (13,62
UM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) ap6s 30 dias de cultura in vitro (N=60). Médias
ndo seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 11. Percentual de crescimento de massa celular nos explantes foliares de Malus domestica
Borkh, cv. “Galaxy” referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 uyM TDZ + 0,54
UM ANA), T3 (13,62 uM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) apés 30 dias de cultivo in
vitro (N=60). Barras verticais correspondem aos desvios padroes das médias.
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Para organogénese de macieira, Schuch (2000) utilizou como explantes,
folhas inteiras escarificadas e segmentos de folhas de aproximadamente 5mm
de largura. Para “segmentos de folhas” obteve um percentual de 77,11% de
regeneracgao, utilizando a concentracéo de 4,0mg/L de TDZ, observando uma
maior capacidade regenerativa em explantes de folha inteira escarificada,
corroborando com os resultados obtidos no presente trabalho. Visto que os
explantes de “discos foliares” foram extremamente inferiores aos de “folhas
inteiras” em relagdo ao percentual de regeneracdo de brotagbes. Estes
resultados estdo de acordo com Jihyae et al. (1996), que trabalhando com
varias cultivares de macieira concluiram que folhas possuem uma maior
capacidade de regenerar brotagdes que peciolos e entrends. Fortes & Teixeira
(1992) também obtiveram melhores resultados na organogénese de explantes
foliares de macieira.

O disco foliar utilizado como explante apresentou uma capacidade
regenerativa menor do que a folha inteira escarificada. Segundo Bergmann &
Moon (1997), a mesma area de tecido foliar quando segmentada, resulta em
uma maior produgéo de brotagdes adventicias. Isso provavelmente seja devido
a uma maior proliferacdo celular nas areas seccionadas, com formacédo de
tecidos de cicatrizagcdo e zonas de intensa atividade meristematica. Sarwar &
Skirvin (1997) conseguiram uma maior regeneragao em cultivares de macieira
com a utilizacdo de segmentos foliares, pois a formagdo de brotagdes
adventicias aconteceu tanto na area seccionada, quanto na superficie da folha.

No presente trabalho, a superioridade do explante “folha inteira
escarificada” provavelmente possa estar relacionada com uma maior area foliar
aliada a partes seccionadas em contato com o meio de cultura, estimulando

desta forma a regeneragao de brotos.
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Figura 12. Percentual de regeneragéo dos explantes foliares de Malus domestica Borkh, cv. “Galaxy”
referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 uyM TDZ + 0,54 uM ANA), T3 (13,62
UM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) apds 90 dias de cultura in vitro (N=60). Barras
verticais correspondem aos desvios padrdes das médias. Médias ndo seguidas pela mesma letra, diferem
pelo teste de Tukey em nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Figura 13. Numero médio de brotos regenerados por explante foliar de Malus domestica Borkh, cv.
“Galaxy” referentes aos tratamentos T1 (4,54 yM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 uM TDZ + 0,54 uyM ANA),
T3 (13,62 yM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) apos 90 dias de cultura in vitro
(N=60). Médias ndo seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.
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Figura 14. Altura média dos brotos regenerados por explante foliar de Malus domestica Borkh, cv.
“Galaxy” referentes aos tratamentos T1 (4,54 uM TDZ + 0,54 uM ANA), T2 (9,1 uM TDZ + 0,54 uM ANA),
T3 (13,62 uM TDZ + 0,54 uM ANA) e T4 (18,16 uM TDZ + 0,54 ANA) ap6s 90 dias de cultivo in vitro
(N=60). Médias ndo seguidas pela mesma letra, diferem pelo teste de Tukey em nivel de 5% de
probabilidade de erro.

A respeito da organogénese, a partir de explante foliar, o tipo de
explante foliar, isto é, o seccionamento do limbo foi favoravel ao processo de
regeneragao de brotagbes. Entretanto o explante adotado no segundo
experimento (folha inteira) apresentou os melhores resultados, onde obtivemos
um maior numero de explantes regenerados. A concentragdo de 9,1 uM de
TDZ adicionada ao meio de cultura, permitiu a formacgéo e a regeneragao de
brotagdes. No entanto, para os explantes discos foliares, a concentracdo que
apresentou resultados superiores foi 13,62 uM de TDZ. Acredita-se que esta
diferenga nos resultados, possivelmente, deve-se a area foliar que esteve em
contato com o meio de cultura, pois o disco foliar de apenas 6 mm de didametro
possui uma reduzida area de contato em relagéo a folha inteira, logo o balango
hormonal de citocinina entre meio de cultura € maior nos explantes de folha
inteira, necessitando uma concentragdo mais elevada de citocinina a ser
adicionada ao meio de cultura, pois a superficie de contato do explante com o

meio de cultura € menor.
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5.4. Analise histolégica

Nas secgdes realizadas observou-se que a folha in vitro possui uma
epiderme uniestratificada desprovida de tricomas, camadas trisseriadas de
parénquima palicadico justapostas e parénquima esponjoso com
aproximadamente trés camadas frouxamente arranjadas. O feixe vascular é
colateral.

Nas condi¢cdes de cultura in vitro, onde houve a suplementagcdo da
citocinina TDZ ao meio de cultura, os explantes apresentaram alteragdes em
toda a extensao foliar. Visiveis mudangas foram observadas nos explantes,
tornando-o mais espesso, especialmente nas regides dos cortes e das
escarificagdes, onde ocorreu intensa proliferacao de células. Nestas regides de
intensa proliferagcdo celular, as secgbes realizadas mostraram um grande
volume de células de formato desigual (Figura 15A). As secgdes realizadas
mostraram uma desorganizagdo nos tecidos de conducdo (Figura 15B) e
divisdes principalmente no plano anticlinal no tecido epidérmico. Além das
divisdes periclinais no tecido epidérmico, foram observadas também divisdes
periclinais, anticlinais e obliquas no tecido parenquimatico esponjoso (Figura
15C). As analises sugerem que através da divisdo das células parenquimaticas
pode ter ocorrido a iniciagdo de um processo organogénico direto.

As divisdes no tecido parenquimatico ocorreram proximas a epiderme e
nas regides onde foram excisadas, possibilitando uma maior proliferacéo
celular, conduzindo a ruptura ou desintegracdo da epiderme nestes locais.
Verificou-se que uma grande quantidade divisdes celulares ocorreram proximo
a regides onde encontravam-se os estdmatos, pois estas células estomaticas
permitem a emergéncia facilitada das gemas adventicias (Figura 15D).
Observou-se ainda que uma grande quantidade de brotagdes emergiu da face
abaxial da folha. Isto ocorreu, provavelmente, porque esta face encontrava-se
em contato com o meio de cultura.

A formagcdo de gemas adventicias pdde ser observada
macroscopicamente, aos 20 dias de cultura in vitro. Conforme as observagdes
histologicas, estas brotagdes tém origem direta de células parenquimaticas do
mesofilo, as quais dividem-se sequencialmente dando origem a meristemaoides

e em seguida a meristemas (Figura 16A, B e C). Observou-se ainda que as
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gemas adventicias apresentaram ligagdo com o tecido do explante e
estabeleceram uma conecgéo vascular com o mesmo (Figura 16B).

Para Pihakashi-Maunsbach et al. (1993), explantes de camadas finas de
células, constituidas de células parenquimaticas subepidérmicas, tém permitido
estudos das alteragdes celulares que ocorrem quando a organogénese direta é
induzida a ocorrer nestes tecidos. Em Brassica napus, estes autores,
observaram, nos primeiros 15 dias de cultura in vitro, um aumento no tamanho
das células do explante. Segundo os autores, este aumento implica,
indubitavelmente, no alongamento celular. Este alongamento celular também
foi observado em algumas células que se encontravam em processo de divisao
no presente trabalho.

A organogénese € comumente relatada como sendo um processo de
origem multicelular. Entretanto, Creemers-Molenaar et al. (1994) e Arai et al.
(1997) demonstraram que também pode ser de origem unicelular.

O estudo anatdbmico da organogénese in vitro de maracujazeiro
(Passiflora edulis Sims f. flavicarpa Deg.), realizado por Apezzato-da-Gloria et
al. (1999), constatou que as gemas adventicias surgiram a partir de
meristemoides originados de divisbes celulares na camada sub-epidérmica,
caracterizando uma organogénese direta.

Estudos histologicos realizados por Detrez et al. (1988) confirmaram a
origem sub-epidérmica de gemas caulinares formadas diretamente a partir de
explantes peciolares excisados de plantulas de Beta vulgaris. Mais
recentemente Roussy et al., (1996), observaram através de analises
histolégicas a formacgédo indireta de gemas caulinares a partir de areas
meristematicas situadas na superficie de calos induzidos em explantes foliares
cultivados em meio de regeneragéo contendo 0,1mg.L™" de BAP.

Trabalhando com a Petunia inflata, Handro et al. (1973 apud Appezato-
da-Gldria 1998), verificaram que a morfogénese da parte aérea era sempre
precedida pelo estabelecimento de um meristema nas camadas periféricas do
calo. Os calos eram constituidos de células arranjadas compactamente e,
conforme o crescimento progredia, numerosas faixas marginais de tecido
meristematico discernivel eram organizadas ao longo da periferia da massa de

calos nas quais elementos traqueais eram diferenciados.
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Assim, apesar do trabalho mostrar evidéncias sobre a origem direta da
organogénese das gemas adventicias da macieira cv. “Galaxy”, a possibilidade
de formacao indireta ndo pode ser descartada, pois observou-se a formacgao de
calos nos explantes os quais também podem ter originado brotagdes.
Conforme observagdes de Garcia-Luiz et al. (1999), trabalhando com analise
histolégica para a caracterizagdo da morfogénese em segmentos de epicotilo
de citrange ‘Troyer’, constataram a formagéo de organogénese direta e indireta.
Monteiro-Hara (2000), trabalhando com discos foliares e segmentos
cotiledonares de Passiflora, também observou na espécie P. edulis Sims f.
flavicarpa, que a formagdo das gemas adventicias ocorreu a partir de
proliferagcdo de calos nas bordas dos explantes ou diretamente a partir do

explante.
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15A-D. Seccgbes transversais de explantes foliares de Malus domestica Borkh.
cultivados in vitro.15A.Intensa proliferagao celular. Note formato desigual das
células. Barra=50um. 15B.Desorganizacdo do sistema vascular (Seta).
Barra=100um. 15C. Divisbes periclinais, anticlinais e obliquoas no tecido
parenquimatico esponjos (Seta). Barra=50um.15D. Células do parénquima
esponjoso formando grupamentos alongados e direcionados aos estdmatos.
e=estOmato.Note divisbes periclinais (Seta). Barra=50um
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16A-D. Seccdes de explantes foliares de Malus domestica Borkh. cultivados in vitro.
16A.Gema adventicia no inicio de desenvolvimento (Seta). Barra=25um.
16B.Regido de conexdo entre o parénquima esponjoso do explante e a gema
adventicia (Seta). Pe=Parénquima esponjoso. Barra=50um. 16C. Gema adventicia
com evidentes primérdios foliares. Pf=Primddios foliares. Pc=Procambio.
Barra=50um.16D. Detalhe do procambio da gema adventicia (Seta). Barra=25um.



61

6 . CONCLUSOES E CONSIDERAGOES FINAIS

Para o estabelecimento in vitro de macieira cv. “Galaxy” verificou-se que
os tratamentos de assepsia, permitiram a introducdo in vitro. No entanto, a
metodologia foi pouco eficiente, possibilitando baixas taxas de sobrevivéncia
dos mesmos no meio de cultura.

No processo de multiplicagdo in vitro da maceira cv.“Galaxy” a
concentracdo de 4,44 yM de BAP foi a mais efetiva para multiplicacédo e
producao de brotos com altura igual ou superior a 20 mm. Doses elevadas da
citocinina BAP no meio de cultura, afetaram negativamente as brotagdes,
proporcionando um menor crescimento e maior taxa de vitrificagdo das
mesmas.

A respeito da organogénese a partir de explante foliar, pdde-se observar
que o tipo de explante, isto €, o seccionamento do limbo foi favoravel ao
processo de regeneragao de brotagdes. Entretanto, o explante folha inteira
apresentou os melhores resultados, em relagcdo as taxas regenerativas. A
concentracdo de 9,1 uyM de TDZ adicionada ao meio de cultura, foi a
concentragdo que apresentou os resultados favoraveis a regeneracdo de
brotagdes. No entanto, para os discos foliares, a concentragdo que apresentou
resultados superiores foi 13,62 uM de TDZ.

Analises histolégicas permitem inferir que a organogénese das
brotagdes, teve origem direta de células do mesofilo, ou seja, células do
parénquima. Porém nao é possivel afirmar que todas as brotagdes adventicias
originaram-se deste tecido, pois observou-se a presenga de calos nos
explantes no decorrer dos experimentos.

Recomenda-se para estudos posteriores a utilizacdo de outras
metodologias para a assepsia dos explantes na fase de estabelecimento in
vitro desta cultivar, pois a metodologia adotada teve pouco sucesso. Para os
estudos de organogénese, existe a necessidade de novas pesquisas com
diferentes reguladores de crescimento, bem como suas combinagbes e
concentracdes. Outro fator a ser recomendado aos novos experimentos para a
obtencao de organogénese direta é a utilizacdo de outros tipos de explantes,
orientacdo dos mesmos e avaliar diferentes periodos de total auséncia de

radiacao luminosa.
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Anexo 01. Desenho esquematico dos experimentos de organogénese a partir
de explantes foliares, experimento 01: folha seccionada pela regido mediana,
experimento 02: folha n&o seccionada apenas com escarificagdes na regiao da
nervura mediana, experimento 03: circulos foliares.



