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RESUMO - Objetivando maximizar a proliferagdo in vitro de explantes da macieira ‘Gala’,
testaram-se sete concentragoes do regulador de crescimento, 6-benzylaminopurina (BAP). O
meio bisico de cultura consistiv dos sais minerais de Murashige & Skoog; tiamina,
10,0 mg/litro; 4cido nicotfnico, 1,8 mg/litro; piridoxina, 2,5 mg/litro; inositol, 100 mg/litro;
cisteina, 80 mg/litro; 4gar, 6,5 g/litro e sacarose, 30 g/litro, suplementado com BAP a 6,0;
7.0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 e 12,0 uM. Uma taxa significativamente maior de brotos axilares
basais foi obtida na concentragio de 10,0 uM de BAP, cerca de 16,1 por explante. O nfvel de
“vitrificagdo™ aumentou de 5% de 10 pM de BAP para mais de 40% em 12,0 pM, reduzindo
consideravelmente os propdgulos tteis para a fase de enraizamento. O ajuste de uma fungio
quadrética foi da ordem de 83%, ocorrendo o méximo de brotagio na concentragio de
9,3 pM de BAP.

Termos para indexagdo: regulador de crescimento, Malus spp.; micropropagacio, explante,
propégulo, vitroplanta e vitrificagio.

6-BENZYLAMINOPURINE (BAP) CONCENTRATION
ON SHOOT PROLIFERATION OF ‘GALA’ APPLE IN VITRO

ABSTRACT - Seven different concentrations of BAP (6-benzylaminopurine) growth
regulator were tested to maximize in virro proliferation of ‘Gala’ apple trec explants. The
basic culture medium consisted of the Murashige & Skoog saline sclution, 10.0 mg/liter of
thiamine, 1.8 mg/liter of micotine acid, 2.5 mg/liter of pyridoxine, 100 mg/liter of inoxitol,
80 mg/liter of cysteine, 6.5 g/liter of agar-agar, 30 g/liter of sucrose, supplemented with
BAP at 6.0, 7.0, 8.0, 9.0, 10.0, 11.0 and 12 mm concentrations, Significant micrease in the
number of viable shoots was obtained in the 10.0 mm of BAP concentration, ca. 16.1
propagules per explant. The “vitrification™ level had and increase of 5% for 10 mm and up to
40% for 12.0 mm of BAP, reducing considerably the propagules useful for the rooting phase.
The quadratic function fitting was of 83%, showing a maximum of sprouting at the 9.3 mm
of BAP concentration.

Index terms: growth regulator, Malus spp., micropropagation, explants, propagule,
vitrification, vitroplant.
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INTRODUCAO

A propagagido vegetativa in vifro de plantas
vemn, aos poucos, se consolidando como uma
técnica agrondmica de interesse mundial. Esse
fato pode ser comprovado pela maior disponi-
bilidade de trabalhos mais recentes encontra-
dos na literatura pertinente, abrangendo diver-
sas espécies vegetais, com énfase nas hortali-
¢as, ornamentais, florestais, frutfferas e medi-
cinais.
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Essa técnica, pela maior possibilidade de
lucros imediatos, tem estimulado organizagées
mais tecnificadas e de grande poderio econd-
mico a ingressarem em atividade de produgao
de mudas com fins comerciais. Na Europa,
mais especificamente na Itilia, nos (ltimos.
anos, milhSes de macieiras e pessegueiros
porta~enxertos foram produzidos, através da
micropropagagdo, 0 que reverteu a sua situa-
¢ao de principal importador no mercado euro-
peu (Fiorino & Loreti 1983). No que se refere
a multiplicagdo in vitro de espécies frutfferas,
mixime das lenhosas, certas dificuldades tém
ainda de ser superadas, no sentido de se ma-
ximizar a obtengiio de propagulos e sua rdpida
disponibilidade ao cultivo agron6mico. Na mi-
cropropagagio da macieira, por exemplo, nio
se dispée, ainda, de uma metodologia total-
mente desenvolvida para a obtengio do méxi-
mo rendimento versus custos compat{veis.

Diversos centros de pesquisas vém aprimo-
rando as técnicas da cultura in vitro da maciei-
ra, desde o final da década de 60. Com a utili-
zagio de metodologias distintas, esses centros
contribuiram decisivamente para a introdugio
do sistema de produgiio de mudas em laborats-
rio. Dentre os varios trabalhos, destacam-se os
de: Jones (1967, 1976), Walkey (1972), Ab-
bott & Whiteley (1976), Jones et al. (1977,
1979), Morini (1980), Loreti et al. (1981), Ja-
mes & Thurbon (1981), Welander (1983),
Zimmerman & Fordham (1985), Barbosa et al.
(1986), Yae et al. (1987), além de outros,
mencionados por Fiorino & Loreti (1983) e
Zimmerman (1984), numa coletinea bibliogra-
fica. Nesses trabalhos, as principais cultivares
empregadas foram: porta-enxertos MM 106,
MM 111, M.7, M9, M.25, M.26, M.27, Mac 9
e EMLA 27, e copas Golden Delicious, Deli-
cious, Granny Smith, McIntosh, Starkrimson,
Gala e Rainha.

Em continuidade 3s pesquisas micropropa-
gativas com essa cultura, afigura-se como es-
sencial a defini¢dio das exigéncias nutricionais
¢ hormonais in virro das diversas cultivares de
interesse local, para que a técnica possa se
estabelecer como uma ferramenta agrondmica
realmente eficaz. Dentro dessas exigéncias,
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énfase especial ainda deve ser dada s con-
centragbes ideais dos reguladores de cresci-
mento para proliferagio do explante e seu efe-
tivo enraizamento.

Assim sendo, o presente trabalho foi con-
duzido com o principal objetivo de determinar
uma ideal concentragio de BAP i cultivar
Gala, de modo a aumentar a taxa de prolifera-
gao dos explantes, em sua primeira fase de
multiplicagio in vitro. Utilizou-se ‘Gala’, por
se tratar de uma excelente opgiio varietal, de
maior adaptagdo & regido sul do Pafs, onde é
cultivada em larga escala comercial.

MATERIAL E METODOS

Os explantes da cultivar Gala utilizados no expe-
rimento sdo provenientes de propdgulos mantidos in
vitro sob a forma de “culturas estoques” no labora-
tério da Segio de Fruticultura de Clima Temperado,
do Instituto Agrondmico, Campinas, SP.

O meio biésico de cultura para a proliferagio foi
composto da solugdo salina de Murashige & Skoog
(1962); tiamina, 10,0 mg/litro; 4cido nicotinico,
1,8 mg/litro;  piridoxina, 2,5 mg/litro, inositol,
100 mgflitro; cisteina, 80 mg/litro, 4gar-4gar,
6,5 g/litro, e sacarose, 30 g/litro. A esse meio foi
adicionado o regulador de crescimento, 6-benzyla-
minopurina (BAP), nas concentragdes de: 6,0, 7,0;
8,0; 9,0; 10,0; 11,0 e 12,0 pM. O pH foi ajustado a
6,0 com KOH a 0,1 N, considerando uma acidifica-
¢do da ordem de 0,3, ap6s a autoclavagem do meio
por 15 minutos a 121°C e 1,1 kg/cm® de pressdo.
Foram utilizados 12 ml do meio por frasco de cultura
9,0 x 4,0 cm).

Para cada concentragio de BAP utilizaram-se ao
acaso 40 explantes, em parcelas de dez, com quatro
repetigbes. Os explantes, que mediam cerca de
2,0 cm de altura e 1,5 mm de didmetro, receberam o
méculo em posigdo vertical, com “reculturas™ quin-
Zenais,

Durante 60 dias, a cultura foi desenvolvida em
fotoperiodo de 16 horas, com uma amplitude de
temperatura varigvel entre 24 a 280C, Os protocolos
para verificagio do crescimento e brotagioe das vi-
troplantas foram realizados semanalmente, conside-
rando-se para an4lise 0s dados mensais. Foi efetnada
andlisc de variincia para o niimero de brotagdo por
explante.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados referentes as taxas de proliferagio
dos explantes de ‘Gala’, em resposta As con-
centragoes de BAP, avaliados em dois perfo-
dos, encontram-se na Tabela 1, bem como as
equacles respostas da proliferagio em fungdo
de BAP e os respectivos coeficientes de de-
terminacao.

Conforme previsto, a presenga de BAP
promoveu intensa brotagio na parte mais basal
dos explantes. Este efeito € demonstrado na
maioria dos trabalhos envolvendo a micropro-
pagagio vegetativa da macieira e de outras es-
pécies frutfferas lenhosas da familia das rosa-
ceas (Angisboust, 1980, Hammerschlag, 1982,
Murrithi et al. 1982, Zimmerman 1984, Rosati
et al. 1985, Passos et al. 1985, Sugiura et al.
1986, Maarri et al. 1986, Hirabayashi 1987).
Além disso, BAP possibilita diferenciacio e
desenvolvimento dos explantes em curto espa-
¢o de tempo, dado o alto grau de atividade
biolégia que induz as células.

No presente experimento, observou-se o
aparecimento de brotagdes basais j& nos pri-
meiros dez dias de cultura, sendo que, apds
duas semanas, elas se multiplicavam 2 propor-
cio de trés a quatro vezes. As brotagoes basais
foram facilmente emitidas gragas & presenga
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de meristemas axilares, principalmente nos
explantes mais vigorosos, com interndides
curtos e sem dominéncia apical.

Como se pode observar na Tabela 1, nas
concentragdes experimentadas de 6,0 a
12,0 pM de BAP, o mimero de brotos visiveis
apds 60 dias de cultivo variou na faixa de 8,9
e 16,1 brotagoes por explante; o melhor re-
sultado alcancado na concentragiio foi de
10,0 pM. Nas concentragSes superiores
de 11,0 ¢ 12,0 pM houve redugio da taxa
de proliferagio aos niveis de 12,8 ¢ 9,9 brota-
gOes vislveis, respectivamente. A concentra-
gio de 10,0 de BAP, dentro da ampli-
tude estudada, foi a melhor logo nas primeiras
semanas de cultivo. A fungdo quadritica
ajustada, com coeficiente de determinagao da
ordem de 83%, tem ponto de médxima brotagio
na concentragao de 9,3 pM de BAP. Na ava-
liagdo dos 30 dias, verificaram-se cerca de 10
vigorosos propéigulos no feixe de brotagdes.
Neste perfodo, na qualidade, os propigulos ja
se destacavam entre si, sendo as concentragdes
de 6,0 a 10,0 uM as mais adequadas. Nas do-
sagens de 6,0 e 7,0 pM, ndo obstante a menor
producio de brotos, estes se apresentavam
bem mais vigorosos, com folhas verdes escu-
ras e nenhuma anomalia, em decorréncia tal-
vez da menor taxa de competigdo dentro do

TABELA 1. Efeito de diversas concentragoes de 6-benzylaminopurina (BAP) na taxa de prolifera-
¢do in vitro da macieira ‘Gala’, Nidmero de brotos por explante e por concentragio; mé-
dias de quatro repeti¢des. Avaliacbes apés 30 e 60 dias de cultura. Coeficiente de varia-
¢do, CV, ¢ valores de F. Equagio resposta da profiferagio em fungio de BAP, Secio de
Fruticultura de Clima Temperado, Instituto Agronémico, 1987.

BAP (nM)
Avaliagio Ccv F
(dias) 6 7 3 9 10 11 12
% (trat.)
30 7.3 8,5 8,9 9,5 10,3 9.8 8,5 9,97 9,19%*
607 8,9 10,9 12,4 13,7 16,1 12,8 9,9 824  23,11**

** Sienificativo ao nivel de 1% de probabilidade.

1Y =-9,73 + 4,030x - 0,2071x%2 R2 (Coef. Det.) = 80%.
2y =-31,11 + 10,1777x - 0,5455x> R2 (Coef. Det.) = 83%.
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préprio feixe de brotagdes. Em contraposigio,
apesar da boa taxa de proliferagdo obtida nas
concentragGes de 11,0 e 12,0 pM, as pequenas
fz)lhas exibiram os diversos sintomas de *‘vitri-
ficagao™ (Jones 1967, Zimmerman 1984, Pas-
qualetto et al. 1986). Esses sintomas reduzi-
ram drasticamente a quantidade dos propégu-
los dteis para a fase de enraizamento, de acor-
do com o método adotado de multiplicagio em
trés etapas: proliferagio, indugiio de raiz e en-
raizamento efetivo (Barbosa et al. 1986). A
“vitrificagdo™ foi da ordem de 5, 25 e 40%
para as concentragdes de 10,0, 11,0 e
12,0 pM, respectivamente. Nas concentragGes
inferiores de 10,0 pM, n3o se verificaram tio
tipicamente os sintomas de *‘‘vitrificacio™.
Apesar do nivel de 5% da *‘vitrificagio” em
10,0 pM, essa concentragiio ainda proporcio-
nou melhor comportamento que as demais,
pois mais de 90% dos propigulos apresenta-
ram-se adequados As etapas seguintes da mul-
tiplicagfio in vitro. Na avaliagio efetuada aos
30 dias, a fungdo quadrética ajustada, com
coeficiente de determinagio de 88%, tem
como ponto de mixima brotagfio na concentra-
¢do de 9,7 pM de BAP.

Assim, nas condi¢Ses do presente experi-
mento, define-se para ‘Gala’, a concentragio
ideal de BAP na faixa de 10,0 uM, a qual
proporcionou a quantidade expressiva de 16,1
novas in vifro-plantas, em apenas 60 dias,
partindo-se de um explante matriz. Esses re-
sultados aperfeigoam aqueles obtidos por Bar-
bosa et al. (1986), que obtiveram, para a
mesma cultivar, cerca de 13 brotagdes por ex-
plante na concentragio de 7,5 pM, em cinco
meses de cultivo, com subculturas sucessivas.

Finalmente, cabe ressaltar que esta taxa de
16,1 brotagdes obtidas para ‘Gala’, poderia, no
mesmo “‘meio de cultura™ utilizado, ser, em
parte, alterada, dependendo das seguintes va-
rifveis: tamanho do frasco de cultura e o vo-
lume do meio de cultura, nimero e freqiiéncia
de “reculturas™, posi¢io de inoculagio, vigor
e origem do explante.
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