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RESUMO

A regeneracdo de plantas a partir de células somaticas pode
ser uma boa alternativa na inducdo de variagbes somaclonais e na
aplicacdo de técnicas de manipulacdo genética. O experimento foi
conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos da EMBRAPA
Clima Temperado , Pelotas, RS. Testou-se a dura¢do do periodo de
escuro e o seccionamento de internddios, sobre a calogénese do
porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido, proveniente de cultivo in
vitro. Internédios de aproximadamente 0,8 cm de comprimento
foram colocados em meio de cultivo contendo os sais de MS,
acrescido de BAP (5,0mg/l), 2,4-D (0,1mg/l), vitaminas de LS, mio-
inositol (100mg/l), sacarose (30,09/l) e agar (6,09/l). Foram utilizados
frascos de 250ml, contendo 40ml do meio. Os tratamentos foram
testados segundo um delineamento em blocos casualizados num
sistema fatorial 4 x 2, sendo: periodo de escuro com cinco niveis (0;
1; 2; 3 e 4 semanas) e seccionamento do material com dois niveis
(seccionado ou ndo). Cada tratamento constou de seis repetiges
com cinco explantes em cada repeticdo. Apos o tratamento de
escuro os cultivos foram mantidos a 23 + 2°C, com fotoperiodo de
16 h, utilizando-se 2000 lux de luminancia, onde permaneceram por
30 dias. Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, para
a percentagem de calos formados.
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ABSTRACT

LENGTH OF THE DARK PERIOD AND SECTIONING OF
INTERNODE ON CALOGENESIS OF MARUBAKAIDO (Malus
prunifolia) APPLE ROOTSTOCK. Regeneration of plants from
somatic cells may be a good alternative for inducing somaclonal
variations and for genetic manipulation technics. Callus the starting
material for somaclonal variation can show high incidence of
variation, depending on the plant species and on the methodology
employed as well. This phenomenon seems to be very important to
obtain improved new clones. The study was carried out at the
Laboratory of Tissue Culture at EMBRAPA Clima Temperado,
Pelotas, RS. Length of dark period lenght and seccioning of
internods were tested. Internodes about 0,8 cm lenght were placed
in culture medium containing MS salts, added BAP (5.0mg/l), 2,4-D
(0.1mg/l), LS vitamins, mio-inositol (100mg/l), sucrose (30.09/l) and
agar (6.0 g/l). Glass flasks of 250 ml were employed, containing 40
ml of medium. According to a randomized complete design the
teatments were arranged in a factorial, as following: dark period on
five levels (0; 1; 2; 3 or 4 weeks) and internodes sectioning on two
levels (sectioned or not). Each treatment consisted of 6 replications
of 5 explants each. After the dark treatment the explants were kept
in a 23 + 2°C temperature, 16 h photoperiod, under + 2000 lux, for
30 days. There was not significant difference between treatments
concerning callosis formed.
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INTRODUCAO

No Brasil poucas séo as regides favoraveis ao cultivo da
macieira, sendo que, na Regido Sul foi implantada em solos
acidos com alto teor de aluminio o que dificulta a producgéo e
aumenta os custos, de correcdo do solo e esta cultura cresceu
rapidamente em area plantada e ainda continua expandindo-se
tornando-se necessério o aperfeicoamento das tecnologias de
producao existentes.

O porta-enxerto Marubakaido (Malus prunifolia) tem
despertado grande interesse entre o0s produtores e
pesquisadores devido a sua adaptabilidade e resisténcia as
doencas de solo. Mas a busca de novos porta-enxertos, com
melhores caracteristicas, continua (MAILLARD & HERMAN,
1988), e, nessa busca, técnicas de cultura in vitro tém sido
empregadas (JONES & HADLOW, 1989), mais recentemente
com a utilizagdo de variagdo somaclonal (ANCHERANI et al.,
1990) via cultura de calo.

A regeneragdo de plantas a partir de células somaticas
pode ser uma boa alternativa na inducdo de variacbes
somaclonais (EVANS & SHARP, 1986) e na aplicacdo de
técnicas de manipulagdo génica (JAMES, 1987). A inducgédo de
calo, material inicial para a variagdo somaclonal, faz com que se
tenha alta freqiiéncia de variagdo genética, sendo que esta é
dependente da espécie vegetal e do refinamento metodologico
utiizado, fendbmeno este de grande importancia ao
melhoramento vegetal. Existem poucos relatos sobre trabalhos
com esta técnica com arvores frutiferas de clima temperado, e, a
maioria destes relatos, citam calos originados de sementes ou
de “seedlings”.

A maximizacéo da producgéo de calos regenerativos requer
a consideragdo de varios fatores, como a composi¢cdo do meio
de cultura, a escolha do tipo de explante e as condi¢bes de
ambiente.

Com o presente trabalho teve-se por objetivo desenvolver
uma metodologia para maximizar a calogénese do porta-enxerto
de macieira, cv. Marubakaido.

MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de
Tecidos da Embrapa/Clima Temperado, Pelotas, RS. Foram
utilizados os sais de MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) e as
vitaminas de LS (LINSMAIER & SKOOG, 1965), acrescidos de
5,0 mg/l de BAP, 0,1 mg/l de 2,4-D. O pH foi ajustado para 5,8
antes da colocagdo do agar. Os explantes foram inoculados em
frascos de 250 ml, contendo 40 ml do meio, em camara de fluxo
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laminar, colocando-se 5 explantes/frasco. Testaram-se 0s
fatores seccionamento longitudinal dos internédios com dois
niveis (seccionado, ndo seccionado) e cinco periodos (0; 1;
2; 3 e 4 semanas) de permanéncia dos explantes no escuro
apos a inoculagdo. No tratamento O (zero) dia de escuro o0s
explantes foram colocados diretamente na luz, logo apoés a
inoculacdo. Adotou-se o delineamento experimental de
blocos casualizados, sendo que cada tratamento constou de
seis repeticdes.

As variaveis analisadas foram: percentagem de calo
formado; intensidade de formacéo de calo (foram atribuidas
notas de 0 a 3, adotando-se o nimero 0= ndo formacéo de
calo; 1= pequena; 2= média; 3= grande formacéo de calo)
conforme metodologia empregada por FORTES & ZANOL
(1995) (Figura 1).

Figura 1- Notas atribuidas de acordo com a intensidade
de formacdo de calo do porta-enxerto de
macieira cv. Marubakaido, conforme Fortes &
zanol (1995).

Os dados expressos em percentagem, foram
transformados em arco seno raiz quadrada de X/100, onde X
representa o valor percentual obtido para cada variavel, os
dados de intensidade de formacdo de calo foram
transformados em logaritmo de X+1, onde X significa o valor
obtido.

Os dados foram analisados pelo teste de Duncan,
utilizando-se [0 de 0,05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s os 30 dias de inoculagdo, ndo observou-se
diferencas significativas para as variaveis percentagem e
intensidade de calo formado, entre os diferentes periodos de
permanéncia no escuro (Tabela 1 ). Estes resultados
contradizem outros estudos envolvendo efeito comparativo
de luz e escuro, em que foi observado que a calogénese
desenvolveu-se melhor no escuro (DUFOUR, 1990;
HURWITZ & AGRIOS, 1984; KOUIDER et al., 1984). Porém,
observou-se que os internddios que permaneceram no
escuro por um periodo de trés semanas, e, foram entdo
transferidos para luz, formaram calo compacto, de coloragéo
verde, o qual diferenciou-se em brotos (Figura 2). Estes
resultados s&o concordantes com os de FORTES &
TEIXEIRA (1992) que verificaram, com material somatico de
macieira (Malus domestica, Borkh.), que os explantes
expostos diretamente a luz ou permanecendo até duas
semanas no escuro, apresentaram maior percentagem de
calos regenerativos.

TABELA 1 - Andlise de variacdo para percentagem e
intensidade de calo formado em
internédios do porta-enxerto de macieira
cv. Marubakaido submetidos a diferentes
periodos de escuro.

Causas Quadrado Médio
da G.L Calo Calo
Variagdo (%) (intensidade)
Blocos 5 218,428 ns 0,039 ns
Seccionamento 1 1364,769 * 0,012 ns
(A)
Escuro (B) 4 383,418 ns 0,049 ns
AxB 4 142,881 ns 0,037 ns
Residuo 45 261,769 ns 0,044
C.V.(%) 20,81 22,52
* Significativo ao nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste
de F
NS N3o significativo
Figura 2- Calo de macieira verde e compacto

diferenciando-se em brotacdes.

COFFIN, citado por Chong & Taper (1974) verificou, com
varias espécies de Rosaceas, que a luz teve um efeito neutro ou
inibitério no crescimento dos calos dependendo da espécie.

DUFOUR (1990) verificou que os calos precisavam de um
periodo de escuro para regenerar, e que exposi¢do inferior a
dez dias de escuro reduziu a percentagem de regeneragdo nas
cultivares Gala e Golden Delicious.

HURWITZ & AGRIOS (1984) relataram que calos de
discos foliares de macieira quando colocados no escuro e
subcultivados por 4 a 5 semanas, alcancaram 95% de
calogénese em trés semanas, com um peso médio de 1,2 g no
final de trés meses. KOUIDER et al. (1984) trabalhando com
cotilédones sem embrido de macieira cv. Red Delicious,
verificaram que os explantes expostos ao escuro por 4 dias e
apos transferidos para a luz, formaram calo compacto e verde, o
qual diferenciou-se em brotos dentro de trés semanas. O
progresso da formagdo de brotos foi retardado quando os
cotilédones foram transferidos diretamente para a luz. FORTES
(1992) trabalhando com a cv. Belgolden, afirma que 8 h de
auséncia de luz sado suficientes para obtencdo de uma maxima
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formacdo de calo. CID et al. (1995) observaram que a
regeneracdo foi melhorada quando os explantes foram
inicialmente expostos a um periodo de escuro.

BAKER & BHATIA (1993) observaram que um periodo
de trés semanas de escuro foi necessario para regeneracao
6tima de brotagdes.

Embora SRISKANDARAJAH et al. (1994) tivessem
obtido calos, a posterior regeneracéo de brotacdes somente
foi possivel com a utilizagdo de um periodo de escuro. No
entanto, HUANCARUNA & SCHIEDER (1993) obtiveram
regeneracdo de brotacbes de calos que se formaram sob
condicdes de luz.

A percentagem de calo formado foi afetada pelo
seccionamento dos internédios (Tabelas 1), e os internédios
néo seccionados apresentaram maior percentagem de calo
formado (Figura 3).
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Figura 3- Percentagem de calo formado em internédios
do porta-enxerto de macieira Marubakaido,
seccionado ou nao.

Estes resultados sdo opostos aqueles obtidos por
JAMES et al. (1988) que observaram que o uso do
seccionamento do explante aumentou a resposta a
calogénese e a organogénese. DRUART (1990) também
obteve a organogénese da cv. Mcintosh “Wijcik” utilizando
folhas escarificadas. A diferenca de resposta obtida talvez
seja devido ao emprego de gendtipos diferentes.

CONCLUSOES

Pelos resultados obtidos conclui-se quanto a
calogénese do porta-enxerto de macieira cv. Marubakaido:

O internédio ndo seccionado é a melhor fonte de
explante para a calogénese;

O periodo de escuro nao influencia a percentagem e
intensidade de formacéo de calos.
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