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Resumo — Foram testados os efeitos de diferentes concentracfes de sacarose sobre a taxa multiplicativa de
brotos in vitro e sobre a anatomia dos 6rgdos vegetativos de plantulas de macieira. A micropropagagéo foi
obtida por organogénese direta a partir de apices caulinares e segmentos internodais. Na analise estrutural,
utilizou-se plantula desenvolvida em meio MS apds 30 dias de cultura. A auséncia de sacarose no meio de
cultura ocasionou a morte ou atrofiamento do explante. A maior taxa de brotos foi obtida com os explantes de
apices caulinares, e o tamanho médio dos brotos, nas concentracoes 30, 45 e 60 g L%, variou entre 1 e 3 cm.
A folha apresentou alteragdes estruturais de acordo com as concentra¢fes de sacarose do meio.

Termos para indexagéo: Malus domestica, cultura in vitro, anatomia.

In vitro propagation and structural analysis of apple tree

Abstract — Effects of different concentrations of saccharose on multiplicative rates of in vitro sprouts and on
anatomy of vegetative organs of young apple plants were tested. The micropropagation was obtained by direct
organogenesis starting from stem apexes and internodal segments. Explants were removed from young plants,
germinated in vitro at two months age. For the anatomical analysis of vegetative organs, plantlets developped in
M&S medium after 30 days of culture were used. Results showed that the medium without sucrose
caused death of the explant. The highest rate of shoots appeared using explants of stem apexes, and the size of
the shoots in the concentrations 30, 45 and 60 g L* varied between 1 and 3 cm. The leaf presents structural
alterations according to the medium sucrose concentration.

Index terms: Malus domestica, in vitro culture, anatomy.

As tendéncias do mercado mundial de alimentos
indicam alto crescimento de produtos naturais nédo
processados como frutas e vegetais (Farias & Martins,
2002). Atualmente, a producdo de maca é uma atividade
econdmica relevante na Regido Sul do pais, com
repercussao no cenario internacional, e cerca de 1,5%
da producdo mundial (ABPM, 2004; Paganini et al.,
2004).

As diferentes espécies e cultivares possuem caracte-
risticas genéticas proprias, que as fazem responder
diferentemente a micropropagacao. Segundo Zimmerman
(1983), existe uma variagdo comportamental em relacéo
as condigBes a que sdo submetidas as espécies lenhosas
na micropropagacao e, por esta razdo, € necessario que
essa técnica seja adaptada as necessidades dos diferentes
genotipos.

A sacarose é o acglcar mais utilizado na
micropropagacdo (George & Sherrington, 1984),
entretanto, teores elevados podem inibir a sintese de
clorofila nas espécies cultivadas. Para Minotta (1981),
em razdo de o cultivo in vitro n&o ter condigdes de realizar
a fotossintese para sustentar seu crescimento e
diferenciacdo, fontes de carboidrato séo adicionadas,
geralmente incorporando sacarose ao meio em
concentracdes de 2 a 3%, o que satisfaz a necessidade
de carboidratos.

Segundo Calvete et al. (2002), o cultivo in vitro
promove alteragGes anatémicas, morfoldgicas e
fisiologicas nas plantas.

Este trabalho teve como objetivo verificar os efeitos
de diferentes concentracGes de sacarose sobre a taxa
multiplicativa de brotos in vitro e sobre a anatomia dos
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6rgdos vegetativos de plantulas de M. domestica Borkh
cv. Gala.

O experimento foi desenvolvido no Laboratoério de
Biotecnologia Vegetal do Dep. de Boténica, Ecologia e
Zoologia da Universidade Federal do Rio Grande do
Norte.

Apices caulinares e segmentos internodais de
macieira foram retirados de plantulas germinadas
assepticamente in vitro com dois meses. Os explantes
foram inoculados em meio de cultura s6lido Murashige
& Skoog (1962) suplementado com BAP (0,1 g L1),
com pH ajustado para 5,7. Diferentes concentragdes
de sacarose (0, 15, 30, 45 e 60 g L) foram testadas.
Utilizaram-se, como parametros para avaliacdo dos
resultados, 0 nimero e 0 comprimento de brotos.

Nas analises estruturais, utilizaram-se os drgdos
vegetativos de plantulas desenvolvidas em meio MS ap6s
30 dias de cultura. Os estudos foram realizados em
material fresco e fixado em alcool 70%. As secgoes,
obtidas a médo livre, foram coradas com dupla coloragédo
(Kraus & Arduin, 1998). Na elaboracéo das ilustracdes,
utilizaram-se fotomicrografias registradas por meio de
fotomicroscépio com projecao da escala micrométrica.

A auséncia de sacarose provocou a morte ou o
atrofiamento do explante. Na concentracdo de 15g L™,
0s niveis de brotac6es foram baixos, média de 96 brotos
para segmentos internodais. Na concentragdo de 30 g Lt
de sacarose, obteve-se a maior taxa de brotagdes, média
de 204 brotos (Figura 1). Com relaco ao tipo de explante,
observou-se maior taxa de brotagdo em apices caulinares.
O tamanho médio dos brotos nas concentracoes 15, 30, e
459 L1varioudela3cm.

Os maiores numeros de brotos foram verificados
nas concentracdes de 30 e 45 g L1 de sacarose, que
concorda com os resultados de Flores et al. (1999) que,
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Figura 1. Namero de brotos obtidos in vitro a partir de
explantes de segmentos internodais (CJ)) e apices caulinares
(m), em concentragdes variaveis de sacarose.
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ao estudarem o efeito da sacarose na multiplicacdo
in vitro da macieira, observaram maior nimero de
brotos na concentragdo de 45 g L.

Com relag&o ao crescimento em altura dos brotos, 0s
resultados mostraram maior taxa nas concentracoes de
30 e 45 g L1 de sacarose. Chong & Pua (1985)
observaram que o0 porta-enxerto de macieira Ottawa 3
apresentou maior crescimento das brotacdes, na fase
de multiplicagdo, com 30 a 50 g L-! de sacarose.

As anélises histologicas mostraram que, em
estrutura primaria de M. domestica com 30 dias, a
epiderme é unisseriada na zona pilifera da raiz; algumas
diferenciam-se em numerosos pélos radiculares.
A regido do cortex constitui-se de 4 a 5 camadas de
células parenquimaticas e a endoderme ndo apresenta
estria de Caspary. No cilindro central, o periciclo é
unisseriado. Os elementos do xilema e floema variam
de tetrarca a hexarca. Na espécie Pyrostegia venusta,
ex vitro, Gabrielli (1992) verificou variagdo no numero
de pdlos, na organizacao do estelo da raiz.

No terceiro internd, a anatomia do caule de
M. domestica apresenta a mesma organizacao
estrutural das espécies desenvolvidas ex vitro.

Na folha, em vista frontal, as células da epiderme da
superficie adaxial apresentam sinuosidades recobertas
por uma cuticula delgada. Calvete et al. (2002)
verificaram em folhas de Fragaria ananassa Duch, in
vitro, uma cuticula delgada em ambas as superficies.
Esses autores afirmam que, na maioria das espécies de
plantas cultivadas in vitro, a cuticula é pouco
desenvolvida, devido a alta umidade relativa (90 a 100%6)
que ocorre nessas condi¢es. Em seccdo transversal, a
folha é hipoestomatica e dorsiventral. No mesofilo, o
parénquima pali¢adico preenche cerca de 50%, enquanto
o lacunoso é representado por células grandes. Pierik
(1990) cita que plantas provenientes do cultivo in vitro
possuem células palicadicas menores e em menor
quantidade. Os feixes vasculares sdo do tipo colaterais,
circundados por uma bainha parenquimaética.
Na epiderme da superficie abaxial, observam-se os
estdbmatos, que formam células-guarda de formato
arredondado; sdo grandes e estdo sempre abertos
(Figura 2).

A melhor concentragdo de sacarose utilizada para
micropropagacao foi de 30, 45 e 60 g L1, sendo a maior
taxa de multiplicacdo obtida com os explantes de apices
caulinares. O tamanho médio dos brotos varia entre 1 e
3 c¢m nas concentracOes de 30, 45, 60 g L'1. Quanto a
analise anatdmica, verificou-se que o 6rgao que oferece
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Figura 2. Vista frontal da epiderme abaxial da folha de maciei-
ra, evidenciando os estdbmatos abertos (es).

maior plasticidade é a folha, evidenciando-se a cuticula
delgada, mesofilo reduzido e os estdmatos sempre aber-
tos.
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