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RESUMO 

SILVA, Daiane Tereza. Regeneração e transformação genética do portaenxerto 
de macieira, Marubakaido (Malus prunifolia, Willd Borhk). 2014. 60f. Dissertação 
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) – Programa de Pós-graduação em Fisiologia 
Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas/RS. 
 

Os primeiros cultivos de macieira no Brasil iniciaram-se no final da década de 60 e 
início da década de 70. A qualidade do material disponível para o plantio naquela 
época era baixa, visto que os principais produtores desta fruta, como a Europa e os 
Estados Unidos, apenas iniciavam programas de limpeza clonal, e com isso 
ocorreram introduções de materiais infectados por vírus e similares. Nos últimos 
anos a cultura da macieira assumiu grande importância sócio-econômica no Brasil, 
especialmente no Rio Grande do Sul e Santa Catarina. Entretanto a qualidade das 
mudas importadas e produzidas no país ainda não é satisfatória. Introduções 
recentes de materiais propagativos provenientes dos Estados Unidos, Europa e 
Japão, mostraram-se parcialmente infectadas por vírus latentes, conforme análises 
do Laboratório de Virologia da Embrapa Uva e Vinho. Os Vírus são responsáveis por 
danos em todas as fases de desenvolvimento da macieira, pois interferem nos 
processos fisiológicos necessários para o metabolismo e crescimento normal da 
planta. A produção de plantas resistentes a vírus é fundamental para alcançar um 
nível de produtividade desejada. Por isso, o desenvolvimento de protocolos de 
regeneração e transformação é relevante para obtenção destas plantas. Os 
objetivos deste trabalho foram o de desenvolver protocolos de regeneração e 
transformação para a obtenção de plantas de macieira, cultivar Marubakaido, com 
resistência a vírus latentes (ASGV e ACLSV). Para a realização dos experimentos 
foram utilizados explantes foliares, submetidos a diferentes meios de regeneração, 
com Benzilaminopurina (BAP) e Thidiazuron (TDZ), em concentrações de 2, 3 e 5 
mg L-1, bem como Ácido Indolilbutírico (AIB) em contrações de 0,2 e 0,3 mg L-1. 
Também foram testadas as fontes do explante, assim como o efeito da exposição 
dos explantes foliares ao escuro, na percentagem de explantes regenerados e no 
número de brotações por explante. Folhas oriundas de brotações recém-enraizadas 
in vitro apresentam altas taxas de regeneração e a exposição ao escuro por 20 dias 
no inicio do processo, aumentam a taxa de regeneração e o numero de brotações, 
respectivamente. Nos experimentos de transformação avaliou-se a resistência dos 
tecidos da cultivar Marubakaido ao antibiótico higromicina, pré-cultivo dos explantes 
em meio de regeneração liquido e o efeito do escuro por duas semanas em relação 
à eficiência da transformação. Observou-se alta sensibilidade a higromicina (5 mg L-

1) e o pré-cultivo dos explantes foliares, antes da infecção, afeta a sobrevivência dos 
mesmos após o processo de transformação; a exposição a um período de escuro 
após o processo de transformação melhora a resposta dos explantes. A ausência do 
plasmídeo na Agrobacterium tumefaciens foi o fator determinante para o insucesso 
dos protocolos testados neste portaenxerto de macieira.  
 
Palavras-chave: Malus prunifolia, brotações, meios de cultura, higromicina. 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

 

SILVA, Daiane Tereza. Regeneration and genetic transformation of the apple 
rootstock, Marubakaido (Malus prunifolia, Willd Borhk). 2014. 60p. Dissertation 
(Master’s degree in Plant Physiology) – Graduate Program in Plant Physiology, 
Institute of Biology, Federal University of Pelotas, Pelotas/RS. 

 

The first apple crops in Brazil began in late 60s and early 70s. The quality of 
available planting materials was low, since main producers of this fruit, such as 
Europe and United States, just initiated clonal cleaning programs, and thus were 
issues of the infected material by viruses and similar. In recent years apple tree 
culture took great socio-economic importance in Brazil, especially in Rio Grande do 
Sul and Santa Catarina. However the quality of seedlings imported and produced in 
the country is still not satisfactory. Recent introductions of propagative materials from 
United States, Europe and Japan have shown to partially infected with latent viruses, 
as analyzes of Virology Laboratory of Embrapa Grape and Wine. Viruses are 
responsible for damage at all stages of development of apple tree, they interfere in 
the necessary physiological processes for metabolism and normal growth of the 
plant. The production of virus resistant plants is critical to achieve a desired level of 
productivity. Therefore, the development of regeneration and transformation 
protocols is relevant for obtaining such plants. The objectives of this work were to 
develop protocols for regeneration and transformation to obtain apple plants, 
Marubakaido cultivar, with resistance to latent viruses (ASGV and ACLSV). For 
experiments leaf explants were subjected to different regeneration media with 
benzylaminopurine (BAP) and Thidiazuron (TDZ) at concentrations of 2, 3 and 5 mg 
L-1 and indolebutyricacid (IBA) at concentrations of 0.2 and 0.3 mg L-1. We also 
tested explant sources, as well as the effect of exposure of leaf explants to dark, the 
percentage of regenerated explants and number of shoots per explant. Leaves 
derived from newly rooted shoots in vitro have high regeneration rates and dark 
exposure for 20 days at the beginning of process, increase the regeneration rate and 
shoots number, respectively. In transformation experiments evaluated the resistance 
of Marubakaido tissues to hygromycin antibiotic, pre-culture of explants on the 
regeneration medium liquid and the effect of dark for two weeks with regard to the 
transformation efficiency. There was a high sensitivity to hygromycin (5 mg L-1), and 
the pre-cultivation of leaf explants prior to infection, affect their survival after the 
transformation process; exposure to a dark period after the transformation process 
improves the response of the explants. The absence of plasmid in Agrobacterium 
tumefaciens was the determining factor for failure of tested protocols in this apple 
rootstock. 
 

Keywords: Malus prunifolia, shoots, culture media, hygromycin. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

A macieira pertence à família Rosaceae, sendo originária das montanhas do 

Cáucaso, Oriente Médio e Leste Asiático. Bastante cultivada na Ásia e Europa 

desde os tempos mais antigos, hoje é cultivada em várias regiões do mundo 

(BLEICHER, 2006). A produção mundial de maçãs, em 2012/13, segundo dados do 

United States Department of Agriculture (USDA), será de 67,8 milhões de toneladas, 

o que a torna, uma das principais frutíferas de clima temperado e a segunda mais 

produzida no mundo (USDA, 2014). No Brasil, o plantio de macieira está 

concentrado nos estados da região sul, onde a área plantada ultrapassa 38,5 mil 

hectares, possuindo uma cadeia produtiva própria, que possibilitou o país passar da 

posição de importador para exportador (ISPA, 2013). 

O Marubakaido (Malus prunifolia) é um portaenxerto de macieira de origem 

japonesa, sendo utilizado na cultura da macieira por apresentar adaptabilidade a 

diferentes tipos de solos, resistência à Phytophthora sp., ao pulgão lanígero e a 

podridão do colo, ser de fácil propagação por estacas dormentes, produtivo, não 

apresentar nódulos radiculares e ser vigoroso. É indicado para replantio ou plantio 

em baixa densidade e pode ser ainda utilizado para plantios adensados mediante a 

utilização de filtros de cultivares ananizantes, contudo, é sensível a viroses 

(DENARDI, 2002; GIACOBBO et al., 2003). 

No Brasil a cultura da macieira está sujeita ao ataque de inúmeras doenças 

típicas de clima tropical, devido às condições climáticas que acarretam na 

diminuição da produção e aumento do uso de bactericidas e fungicidas (PETRI, 

2002). Dentre as doenças destacam-se a mancha clorótica foliar e o acanalamento 

do tronco, que são causadas pelos vírus: “Apple chlorotic leafspot vírus” (ACLSV) e 

“Apple stem grooving vírus” (ASGV), respectivamente (NICKEL et al., 1999 e 2001). 

Estes influenciam na produção de mudas, diminuindo a quantidade e qualidade das 

mesmas, afetando a viabilidade das enxertias, reduzindo a produtividade do pomar 

devido à menor produção por planta como também o tamanho dos frutos (NICKEL et 

al., 2001). Plantas infectadas podem ter seu desempenho comprometido por toda 

vida, pois a produção pode ser reduzida entre 15 e 45% segundo a cultivar e o vírus, 

sendo que a queda de produção é potencializada por infecções múltiplas. O impacto 

na produção depende do vírus em combinação com a cultivar, portaenxerto, nutrição 

e idade da planta (NICKEL, 2004). 
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Assim, uma das prioridades atuais dos programas de melhoramento, é a 

obtenção de portaenxertos de macieira com resistência as viroses. Por muitos anos, 

o único método disponível para a introdução de características de interesse em 

plantas foi o melhoramento clássico, envolvendo cruzamentos, seguidos pela 

seleção de plantas com fenótipo desejável (SANTARÉN, 2000). No entanto, os 

métodos tradicionais de melhoramento demandam longo prazo, pois, depende de 

vários cruzamentos e ciclos de seleção e também por ser restringido a espécies com 

reprodução sexuada (MONQUERO, 2005). Tendo em vista as dificuldades 

decorrentes do melhoramento genético tradicional, as ferramentas biotecnológicas, 

como a transformação genética, possibilitam a abertura de novas perspectivas aos 

programas de melhoramento, ampliando e disponibilizando novos genes (PEREIRA 

et al., 2001).  

A transformação genética é o processo de introdução controlada de ácidos 

nucleicos exógenos em um genoma receptor alterando a estrutura genética de um 

organismo, sem comprometer a viabilidade celular (SANTARÉN, 2000). Esta é uma 

técnica que pode auxiliar em programas de melhoramento genético pela introdução 

de uma nova característica ou a alteração de uma preexistente, em cultivares ou 

genótipos já melhorados, sem modificar a estrutura genética global da planta e 

possibilita o uso de alternativas genotípicas desejáveis não encontradas com 

facilidade na natureza. Plantas transgênicas são também importantes ferramentas 

para estudos moleculares de função e expressão de genes, de processos 

fisiológicos e de desenvolvimento vegetal (VALOIS, 2001). 

Na transformação genética a introdução de genes de interesse acontece de 

forma direta ou indireta; a transformação direta consiste no uso de métodos 

químicos e físicos e, atualmente, as duas principais são a biolística e a 

eletroporação, no entanto, existem outros métodos como a microinjeção, 

transformação de pólen e lipossomos. Já a transformação indireta consiste no uso 

de um vetor, como a Agrobacterium tumefaciens, para intermediar a transferência e 

integração de um fragmento de DNA no genoma das células de plantas infectadas 

(ANDRADE, 2003).  

Sendo assim, para a introdução de genes por transformação genética é 

necessário à utilização de técnicas de cultura de tecidos, como a micropropagação, 

para a produção de plantas clonais, pois esta permite a multiplicação e o 

melhoramento de cultivares específicas e de interesse econômico, como a macieira. 
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Nesse contexto, para que o processo de transformação seja efetivo, o DNA deve ser 

introduzido em células ou tecido vegetal apto a regenerar plantas completas, sendo 

um dos fatores limitantes, a baixa eficiência dos processos de regeneração 

(SANTARÉN, 2000). Este depende do controle da morfogênese, o qual é 

influenciado por vários fatores como espécie, cultivar, tipo de explante, componentes 

nutricionais do meio, reguladores de crescimento e ambiente de cultura (RAO et al., 

1996). Durante a regeneração novos órgãos podem se desenvolver a partir de 

explantes de diferentes partes da planta, como folhas, caules e raízes (MAGYAR-

TÁBORI et al., 2010). E esta pode ocorrer por meio de organogênese e 

embriogênese, as quais podem ser diretas, sem formação de calos, ou indireta, 

ocorrendo a partir de células do calo na região do corte, antes da formação do órgão 

(TELLES; BIASI 2005). Contudo, a organogênese direta é a mais desejável quando 

se espera fidelidade genética, visto que, diminui a ocorrência de variação 

somaclonal (DHANDAPANI, 2008).  

Diante do exposto acima, o presente trabalho objetivou aperfeiçoar o 

protocolo de regeneração para explantes do portaenxerto de macieira, cv. 

Marubakaido, visando à obtenção de linhagens transgênicas via Agrobacterium 

tumefaciens, para a resistência aos vírus latentes (ASGV e ACLSV) usando 

tecnologia de RNA interferente. 
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CAPÍTULO 1 - Regeneração de brotações do portaenxerto de macieira, cultivar 

Marubakaido 

 

Introdução 

A macieira é uma frutífera lenhosa, que é adaptável a diferentes 

ecossistemas, crescendo desde os trópicos até altas latitudes. Pertence à família 

Rosaceae, gênero Malus, que abrange mais de 30 espécies espalhadas por todo 

mundo (IUCHI, 2002). É uma cultura extremamente versátil, podendo as frutas ser 

consumidas diretamente da árvore ou armazenadas por até um ano em um 

ambiente controlado. Além disso, podem ser transformadas em bebidas e são 

ingredientes de bolos, tortas e doces (TIAN et al., 2011). Cultivada em regiões 

temperadas de ambos os hemisférios (HARRIS et al., 2002), é consequentemente, a 

fruta mais comercializada in natura tanto no contexto internacional quanto brasileiro. 

A cultura da macieira é recente no Brasil e estabeleceu-se a partir da década de 

1970 por meio de grandes empresas atraídas por incentivos de políticas públicas 

(MELLO, 2006).  

A produção mundial de maçãs, em 2012/13, segundo dados do United States 

Department of Agriculture (USDA), será de 67,8 milhões de toneladas, das quais a 

produção chinesa corresponde a 56%. Nas últimas 6 safras, a produção aumentou 

53% na China e 10% na União  Européia. Em termos mundiais, a produção de 

maçãs é crescente (28% em 6 anos) (USDA, 2014). A safra nacional 2012/13 de 

maçã apresentou um volume de 1,37 milhão de toneladas e área colhida de 38,5 mil 

hectares (IBGE, 2013). A produção de maçãs, no Brasil, está localizada basicamente 

na região Sul, compreendendo os Estados de Rio Grande do Sul, Santa Catarina e 

Paraná, que têm respondido por mais de 98% da oferta nacional. 

A produção de mudas de macieira baseia-se fundamentalmente no uso da 

enxertia. O portaenxerto tem fundamental importância, pois este é usado para 

controlar o vigor da planta, bem como para oferecer resistência a patógenos e 

adaptação a diferentes tipos de solo (VIEIRA et al., 2007). Sendo assim, inúmeros 

portaenxertos de macieira clonal pertencentes às categorias de anão, semi-anão e 

vigoroso têm sido desenvolvidos (NOORMOHAMMADI et al., 2013). Dentre estes, 

destaca-se o ‘Marubakaido’, cultivar selvagem de origem japonesa, vigorosa, de alta 

adaptabilidade a diferentes tipos de solo, fácil propagação por estacas dormentes, 

muito produtivo, sem nódulos radiculares, resistente a Phytophthora spp e ao pulgão 



18 

 

lanígero, mas sensível a viroses. É indicado para replantio ou plantio em baixa 

densidade (DENARDI, 2002). Pode ainda ser utilizado para plantios adensados 

mediante a utilização de filtros de portaenxertos ananizantes (GIACOBBO et al., 

2003). 

Um grande número de vírus infecta a macieira, entre os quais se destacam o 

“Apple stem grooving vírus” (ASGV) e “Apple chlorotic leafspot vírus” (ACLSV) 

(NICKEL et al., 1999; 2001). Os vírus influenciam na produção de mudas diminuindo 

a quantidade e qualidade das mesmas, afetando a viabilidade das enxertias, 

reduzindo a produtividade do pomar devido a menor produção por planta como 

também o tamanho dos frutos. Segundo Nickel (2003), a viabilidade de pomares 

com plantas viróticas é menor, pois são mais sensíveis a doenças fúngicas e isso 

aumenta a necessidade de agrotóxicos, além de serem mais sensíveis a estresses 

abióticos (geadas tardias). Esta situação representa um patamar tecnológico 

incompatível com exigências ambientais e conceitos modernos de sanidade como a 

certificação de material propagativo. 

O melhoramento convencional foi, por muitos anos, o único método disponível 

para a introdução de características de interesse em plantas, e este envolvia 

cruzamentos, seguidos pela seleção de plantas com fenótipo desejável. Porém, esse 

processo provou ser uma tarefa difícil, devido ao longo tempo necessário para as 

plantas gerarem frutos, elevado grau de autoincompatibilidade e variações amplas 

no fenótipo (ORAGUZIE et al., 2004), além de terem alto nível de heterozigosidade, 

o que dificulta e aumenta o tempo necessário para um programa de melhoramento 

genético por meio do método de hibridização (CABONI et al., 2000). Portanto, para 

manter a cultura da macieira em nível de produtividade desejada, o emprego de 

técnicas biotecnológicas, como a transformação, são algumas das alternativas a 

serem utilizadas.  

Neste contexto, a transformação genética é aplicada para melhorar a 

tolerância ao estresse, modificar hábitos de crescimento, aumentar a qualidade dos 

frutos e inserir resistência a doenças (GAMBINO; GRIBAUDO, 2012). O 

sequenciamento recente do genoma da macieira proporcionou o primeiro passo para 

a inserção de genes desejáveis, para que estas possam ser geneticamente 

modificadas de forma eficiente (GAMBINO; GRIBAUDO, 2012). Contudo, para a 

aplicação com sucesso das técnicas de transformação genética, é necessário que as 
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células ou tecidos transformados sejam regenerados em plantas que expressem o 

gene introduzido (SCHUCH; PETERS, 2002). 

Sendo assim, a transformação genética, depende do controle da morfogênese 

e vários fatores podem influenciar o sucesso da regeneração de brotos in vitro, entre 

eles a espécie, cultivar, tipo de explante, componentes nutricionais do meio, 

ambiente de cultivo e reguladores de crescimento, entre os quais o balanço entre 

auxinas e citocininas tem provado ser um dos mais importantes (GAHAN; GEORGE, 

2008; MAGYAR-TABORI et al., 2010). Assim como, a incubação no escuro, que tem 

um papel crucial na regeneração e tem sido estudada em folhas de macieira 

(DOBRÁNSZKI; SILVA, 2011; ZHANG et al., 2014), rosas (IBRAHIM; DEBERGH, 

2001) e Buddleia (DAI; CASTILLO, 2007). A formação de brotações adventícias 

pode ocorrer diretamente a partir de tecidos do explante excisados sem formação de 

calos (organogênese direta) ou indiretamente, quando os explantes formam 

inicialmente calos e destes originam-se gemas e brotações (DOBRÁNSZKI; SILVA, 

2010). Contudo, a disponibilidade de um sistema de regeneração direta eficiente é 

desejável para produzir mínima variação somaclonal, populações clonais 

homogêneas, e expressão estável de plantas transgênicas nas condições de campo 

(DAI et al., 2014; JOSHI et al., 2013). 

Durante a organogênese adventícia novos órgãos podem se desenvolver a 

partir de explantes de diferentes partes da planta, como folhas, caules e raízes 

(MAGYAR-TÁBORI et al., 2010). A organogênese in vitro envolve várias alterações 

bioquímicas e moleculares, como a percepção e transdução dos reguladores de 

crescimento, rediferenciação após a desdiferenciação de células diferenciadas, 

organização para órgãos específicos de primórdios e meristemas, entre outros. Este 

processo depende dos reguladores de crescimento aplicados exogenamente, e 

habilidade do tecido vegetal para perceber esses reguladores (MAGYAR-TÁBORI et 

al., 2010). Três fases da organogênese são distinguíveis: (1) Competência ou 

desdiferenciação: quando as células se tornam capazes de responder a sinais 

hormonais para a indução de órgãos (HOWELL et al., 2003). Desdiferenciação 

significa a aquisição de competência organogênica, sendo que um ferimento 

normalmente desencadeia desdiferenciação em cultura de tecidos; (2) 

Determinação: quando as células competentes dos explantes são determinadas 

para a formação de órgãos específicos, sendo esse processo influenciado por um 

equilíbrio especifico de reguladores de crescimento. A partir das células 
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competentes, a formação de brotações adventícias pode ser induzida por citocininas 

(GAHAN; GEORGE, 2008). (3) Morfogênese: que segue independentemente dos 

reguladores adicionados (MAGYAR-TABORI et al., 2010).  

As citocininas adicionadas ao meio são muito importantes durante a cultura 

de tecido porque induzem divisão e morfogênese (HOWELL et al., 2003). Existem 

duas classes principais de citocininas de acordo com a estrutura química da cadeia 

lateral: citocininas isoprenoides e aromáticas, as quais diferem na sua bioquímica, 

receptores, atividade biológica e metabolismo (STADEN et al., 2008). Algumas 

citocininas, tais como Thidiazuron (TDZ), demonstraram ser efetiva, em plantas 

lenhosas, para a micropropagação e regeneração de espécies ou genótipos 

recalcitrantes (MAGYAR-TABORI et al., 2010). Segundo Magyar-Tabori et al. (2010) 

para a macieira as citocininas mais eficientes são TDZ e Benzilaminopurina (BAP), 

enquanto outras, Zeatina (Zea), isopentiladenina (2iP), ou cinetina (KIN) são muito 

menos eficazes. 

A regeneração de plantas de macieiras tem sido descrita a partir de diferentes 

explantes, tais como: folhas (ZHANG et al., 2014), cotilédones (DAI et al., 2014), 

raízes (YAMASHITA et al., 2004) e entrenós (NOORMOHAMMADI et al., 2013). 

Martins et al. (2001) estudaram a organogênese de macieira (Malus sp.) do 

portaenxerto M7, utilizando folhas como explante e os resultados evidenciaram que 

a escarificação e a disposição dos mesmos com a superfície abaxial em contato com 

o meio proporcionaram maior intensidade de calo, independentemente do meio 

conter BAP ou CPPU (N-(2-Chloro-4-pyridyl)-N-phenylurea). 

Sendo assim, o presente trabalho teve por objetivo aperfeiçoar o protocolo de 

regeneração para explantes do portaenxerto de macieira, Marubakaido, visando 

programas de transformação genética. 

  

Material e Métodos 

Material Vegetal 

Este trabalho foi conduzido no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas, 

do Departamento de Botânica, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal de 

Pelotas, RS. O material in vitro fornecido pela EMBRAPA UVA E VINHO, Bento 

Gonçalves, RS, foi multiplicado e com estes foram realizados três experimentos 

utilizando explantes foliares de plantas e brotações do portaenxerto de macieira, 

Marubakaido (Malus prunifolia, Willd Borkh). 
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Metodologia 

Os explantes foram folhas retiradas de brotações ou plantas desenvolvidas 

em meios de multiplicação sem e com carvão ativado e de enraizamento após 20 

dias da repicagem. Na fase de multiplicação sem carvão ativado, utilizou-se meio 

contendo sais minerais de Murashige & Skoog (MS) com nitrato de amônio e nitrato 

de potássio reduzido a ¾, 100 mg L-1 de mio-inositol, 30 g L-1 de sacarose, 7 g L-1 

ágar, 0,8 mg L-1 de Benzilaminopurina (BAP); na multiplicação com carvão ativado 

foi utilizada a mesma formulação do meio acima com a adição de 1 g L-1 de carvão 

ativado. Já na fase de enraizamento o MS foi reduzido a 50% dos sais com exceção 

de vitaminas e ferro, 20 g L-1 de sacarose, 7 g L-1 de ágar e 0,5 mg L-1 de Ácido 

Indolilbutírico (AIB). O pH foi ajustado para 5,7 antes da adição do ágar. As culturas 

foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 23 ± 2ºC, densidade de 

fluxo de fótons de 40 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas.  

Para a regeneração de brotações foram utilizados seis tratamentos, conforme 

descritos na Tabela 1. Os sais minerais e os constituintes orgânicos utilizados foram 

os mesmos do meio MS e a estes foram acrescentados 30 g L-1 de sorbitol e os 

reguladores de crescimento BAP ou TDZ e AIB em diferentes concentrações. Os 

meios tiveram o pH ajustado para 5,7 e após adicionou-se 2 g L-1 de Phytagel. 

Posteriormente foram autoclavados durante 20 minutos à temperatura de 121ºC e 

1,5 atm e distribuídos 25 mL de cada meio de cultura em placas de Petri 

descartáveis. 

 

Tabela 1 – Composição e identificação dos meios de cultura para regeneração de 
explantes foliares do portaenxerto de macieira, cultivar Marubakaido. 

 

Identificação 
do meio 

 BAP (mg L-1) TDZ (mg L-1) AIB (mg L-1) 

1  0 2 0,2 
2  2 0 0,2 
3  0 3 0,2 
4  3 0 0,2 
5  0 5 0,3 
6  5 0 0,3 
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Figura 1 – Brotações e plantas do portaenxerto de macieira, Marubakaido. A) Brotações 

desenvolvidas em meio de multiplicação (MS + 0,8 mg L
-1

 de BAP). B) Brotações 

desenvolvidas em meio de multiplicação com carvão ativado (MS + 0,8 mg L
-1

 de BAP + 

1 g L
-1

 de carvão ativado). C) Plantas desenvolvidas em meio de enraizamento (MS 50% 

+ 0,5 mg L
-1

 de AIB). 

 

 

Experimento 1 – Efeito de diferentes concentrações dos reguladores de 

crescimento em explantes foliares provenientes de brotações desenvolvidas 

em meio de multiplicação 

Os explantes foram retirados de brotações em meio de multiplicação sem 

carvão (Figura 1A), sendo constituídos por folhas inteiras, escarificadas em três 

locais na nervura central e dispostas com o lado abaxial em contato com os meios 

de regeneração citados acima (Tabela 1). Foram inoculados cinco explantes em 

cada placa e estes permaneceram 40 dias em sala de crescimento, com temperatura 

de 23 ± 2ºC, fotoperíodo de 16 horas e densidade de fluxo de fótons de 40 µmol m-2 

s-1. Os explantes foram transferidos para meios novos a cada 20 dias.  

O experimento foi conduzido em delineamento completamente casualizado, 

com seis tratamentos e dez repetições, sendo cada repetição composta por cinco 

explantes.   

 

Experimento 2 – Efeito dos reguladores de crescimento BAP e TDZ em 

explantes foliares provenientes de plantas desenvolvidas em meio de 

enraizamento 

Os explantes foram retirados de plantas enraizadas in vitro (Figura 1C), sendo 

constituídos por folhas inteiras, escarificadas em três locais na nervura central e 

dispostas com o lado abaxial em contato com os meios de regeneração 3 e 4 citados 

A B C 
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acima (Tabela 1). Foram inoculados cinco explantes em cada placa e estes 

permaneceram sob as mesmas condições do experimento anterior, sendo 

transferidos para meios novos a cada 20 dias. 

O experimento foi conduzido em delineamento completamente casualizado, 

com dois tratamentos e dez repetições, sendo cada repetição composta por cinco 

explantes.  

 

Experimento 3 – Efeito do escuro e dos reguladores de crescimento BAP e TDZ 

em explantes foliares provenientes de diferentes meios 

Os explantes foram retirados de brotações provenientes de meios de 

multiplicação com e sem carvão ativado e de plantas desenvolvidas em meio de 

enraizamento (Figura 1). Utilizaram-se como explante, folhas inteiras, escarificadas 

em três locais na nervura central e dispostas com o lado abaxial em contato com os 

meios de regeneração 3 e 4 citados acima (Tabela 1). Foram inoculados dez 

explantes em cada placa e estes permaneceram 20 dias em câmara de crescimento 

com temperatura de 23 ± 2ºC e ausência completa de luz. Posteriormente foram 

transferidos para meio novo, fotoperíodo de 16 horas e 40 µmol m-2 s-1 de densidade 

de fluxo de fótons, onde permaneceram durante mais 20 dias. O experimento foi 

conduzido em delineamento completamente casualizado, com dois tratamentos e 

três repetições, sendo cada repetição composta por dez explantes. 

 

Variáveis analisadas e tratamento estatístico 

As variáveis analisadas nos três experimentos foram percentagem de 

formação de calos, percentagem de explantes regenerantes e o número médio de 

brotações por explante regenerante. Os dados obtidos foram submetidos à análise 

de variância, e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com 5% de 

probabilidade de erro, utilizando o programa WinStat 1.0 (MACHADO; CONCEIÇÃO, 

2007). 
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Resultados 

Experimento 1 – Efeito de diferentes concentrações dos reguladores de 

crescimento em explantes foliares provenientes de brotações desenvolvidas 

em meio de multiplicação 

Com relação à percentagem de explantes com calos, verificou-se significância 

para as diferentes concentrações dos reguladores de crescimento BAP e TDZ. A 

análise desta variável evidenciou que nos tratamentos 3 (3,0 mg L-1 de TDZ e 0,2 mg 

L-1 de AIB) e 4 (3,0 mg L-1 de BAP e 0,2 mg L-1 de AIB), foi obtido 90% e 100%, 

respectivamente (Figura 2), sendo superior aos demais tratamentos, embora não 

ocorrendo diferenças significativas entre os tratamentos 2 e 6 (86% e 80% 

respectivamente). Menor indução de calos ocorreu no tratamento 5 [5,0 mg L-1 de 

TDZ e 0,3 mg L-1 de AIB (SEONG et al., 2005)] com 57%, que não diferiu dos 

tratamentos 1 (62,5%) e 6. A formação de calos não é desejável neste trabalho, pois 

os explantes que formam calos não regeneram. 

 

 

 

Figura 2 – Percentagem de calos do portaenxerto ‘Marubakaido’ em meio de cultura MS com 
diferentes concentrações dos reguladores de crescimento BAP e TDZ após 40 dias de 
cultivo. 1- 2 mg L

-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB, 2- 2 mg L

-1
 BAP + 0,2 mg L

-1
 AIB, 3- 3 mg L

-1
 

TDZ + 0,2 mg L
-1

 AIB, 4- 3 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB, 5- 5 mg L
-1

 TDZ + 0,3 mg L
-1

 AIB 
e 6- 5 mg L

-1
 BAP + 0,3 mg L

-1
 AIB. Letras iguais não diferem significativamente entre si 

pelo teste de Tukey a 5%. 
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A percentagem de explantes regenerantes, critério importante neste tipo de 

estudo, diferiu significativamente entre os tratamentos (Figura 3). As respostas mais 

significativas foram obtidas com os meios 1 (2,0 mg L-1 de TDZ e 0,2 mg L-1 de AIB) 

e 5 (5,0 mg L-1 de TDZ e 0,3 mg L-1 de AIB) com 43% e 51% de regenerantes, 

respectivamente. Os tratamentos 3, 2 e 6 (com 10%, 17% e 19% de explantes 

regenerantes respectivamente) foram significativamente inferiores quanto a esta 

variável; o tratamento 4 não apresentou explantes com brotações e/ou gemas.  

 

 

 

Figura 3 – Percentagem de explantes regenerantes do portaenxerto ‘Marubakaido’ em meio de 
cultura MS com diferentes concentrações dos reguladores de crescimento BAP e TDZ 
após 40 dias de cultivo. 1- 2 mg L

-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB, 2- 2 mg L

-1
 BAP + 0,2 mg L

-1
 

AIB, 3- 3 mg L
-1

 TDZ + 0,2 mg L
-1

 AIB, 4- 3 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB, 5- 5 mg L
-1

 
TDZ + 0,3 mg L

-1
 AIB e 6- 5 mg L

-1
 BAP + 0,3 mg L

-1
 AIB. Letras iguais não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

A análise da variância para o número médio de brotações por explantes 

regenerantes evidenciou que o tratamento com mais alto percentual de explantes 

regenerados, tratamento 5 (Figura 4B), também determinou a maior média para o 

número de brotações (3,5 brotações/regenerantes), embora não tenha diferido dos  

tratamentos 1, 3 e 6, que apresentaram, respectivamente, 2,4, 2,6 e 2,9 

brotações/explantes regenerantes (Tabela 2). Deste modo, o tratamento 5 (5 mg L-1 
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TDZ + 0,3 mg L-1 AIB) induz maior taxa de regeneração e número médio de 

brotações por explante regenerante de folhas provenientes de brotações em meio de 

multiplicação sem carvão ativado, entretanto, as brotações originadas apresentaram 

alto grau de hiperidricidade. Conjuntamente, as folhas provenientes da multiplicação 

sem carvão ativado mostraram-se frágeis e pequenas ocorrendo à morte de vários 

explantes.  

 

 

 

Figura 4 – Brotações e explantes foliares regenerantes do portaenxerto ‘Marubakaido’. A) Brotações 
desenvolvidas em meio de multiplicação (MS + 0,8 mg L

-1
 de BAP). B) Explante foliar 

proveniente do meio de multiplicação e regeneração em meio MS contendo 5,0 mg L
-1

 
TDZ + 0,3 mg L

-1
 AIB. C) Explante foliar oriundo do meio de enraizamento (½MS + 0,5 

mg L
-1

 AIB) e regeneração em meio MS contendo 3,0 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB. 

 

 

Tabela 2 – Número médio de brotações por explantes regenerantes do portaenxerto 
‘Marubakaido’, em meio de cultura MS com diferentes concentrações de 
BAP e TDZ. 

 

          Meio de cultura Número médio de brotações 

1 - 2 mg L-1 TDZ + 0,2 mg L-1 AIB                                                                            2,4 ab 

2 - 2 mg L-1 BAP + 0,2 mg L-1 AIB                                                                             2,0   b 

3 - 3 mg L-1 TDZ + 0,2 mg L-1 AIB                                                                            2,6 ab 

4 - 3 mg L-1 BAP + 0,2 mg L-1 AIB                                                                           0,0     c 

5 - 5 mg L-1 TDZ + 0,3 mg L-1 AIB               3,5 a 

6 - 5 mg L-1 BAP + 0,3 mg L-1 AIB               2,9 ab 

C.V.(%)              31,40 

 
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

 

A B C 
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Experimento 2 – Efeito dos reguladores de crescimento BAP e TDZ em 

explantes foliares provenientes de plantas desenvolvidas em meio de 

enraizamento 

Foram testadas folhas oriundas de brotações enraizadas, pois estas se 

apresentavam com maior área e espessura. Os dados da análise de variância deste 

tipo de explante e dos dois meios de cultura diferiram estatisticamente para a 

percentagem de calos e explantes regenerantes (Figura 5). Os explantes cultivados 

no meio com 3,0 mg L-1 de TDZ apresentaram maior percentagem de calos (56%) 

em relação ao meio com mesma concentração de BAP (32%). Já para a variável, 

explantes regenerantes, o meio contendo BAP apresentou alta percentagem de 

regeneração (71%), associada à baixa formação de calos nos explantes (Figuras 4C 

e 5).   

 

 

 

Figura 5 – Percentagem de calos e de explantes regenerantes do portaenxerto ‘Marubakaido’ em 
meio de cultura MS com os reguladores de crescimento BAP e TDZ após 40 dias de 
cultivo. Letras iguais não diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

O número médio de brotações por explantes regenerantes diferiu 

estatisticamente entre os tratamentos com TDZ ou BAP (Tabela 3). O meio contendo 

3 mg L
-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB 3 mg L

-1
 BAP + 0,2 mg L

-1
 AIB 
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BAP apresentou maior número de brotações por explantes (5,0) em relação ao TDZ 

(3,4). Sendo assim, o tratamento 4 (3 mg L-1 BAP + 0,2 mg L-1 AIB) induz maior taxa 

de regeneração e número médio de brotações por explante regenerante de folhas 

provenientes de plantas em meio de enraizamento. 

 

 

Tabela 3 – Número médio de brotações por explantes regenerantes do portaenxerto 
‘Marubakaido’, em meio de cultura MS com diferentes reguladores de 
crescimento. 

 

Regulador de crescimento Número médio de brotações 

BAP 5,0 a 

TDZ 3,4   b 

C.V.(%) 21,83 

 
Médias seguidas por letras distintas diferem entre si para o fator regulador de crescimento pelo teste 

de Tukey a 5%. 

 

 

Pode-se observar que houve maior eficiência na porcentagem de explantes 

regenerantes e maior número médio de brotações por explantes regenerantes no 

tratamento 4 (3 mg L-1 BAP + 0,2 mg L-1 AIB) em relação ao mesmo tratamento do 

experimento 1, no qual se utilizou explantes oriundos da multiplicação sem carvão 

ativado. 

 

Experimento 3 – Efeito do escuro e dos reguladores de crescimento BAP e TDZ 

em explantes foliares provenientes de diferentes meios 

Em relação à percentagem de explantes com calos, a análise dos dados 

diferiu estatisticamente apenas para o fator fonte dos explantes. Considerando-se 

todos os tratamentos, naqueles em que os explantes foram retirados de brotações 

provenientes da multiplicação sem carvão ativado, ocorreu uma percentagem de 

calos mais alta (60% e 70% para TDZ e BAP, respectivamente) do que naqueles que 

foram retirados da multiplicação com carvão ativado e do enraizamento (Figura 6). 

Na percentagem de explantes regenerantes houve diferença significativa para 

o fator fonte dos explantes, sendo que somente para os explantes oriundos do 

enraizamento ocorreu diferença estatística entre os reguladores de crescimento, 
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BAP e TDZ (Figura 6). Verificou-se formação de um maior número de explantes 

regenerantes naqueles tratamentos em que os explantes foram retirados de 

brotações oriundas do enraizamento (97% para TDZ e 87% para BAP) e da 

multiplicação com carvão ativado (87,5% para ambos os tratamentos), como pode 

ser observado na Figura 7. 

 

 

 

Figura 6 – Percentagem de formação de calos e de explantes regenerantes do portaenxerto 
‘Marubakaido’ em meio de cultura MS com diferentes reguladores (BAP e TDZ) após 40 
dias de cultivo. Letras maiúsculas iguais não diferem significativamente entre si para a 
fonte do explantes e letras minúsculas iguais não diferem significativamente entre si para 
o regulador de crescimento pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

3 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB 3 mg L
-1

 TDZ + 0,2 mg L
-1

 AIB 3 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB 3 mg L
-1

 TDZ + 0,2 mg L
-1

 AIB 



30 

 

 

Figura 7 – Regeneração de brotações do portaenxerto ‘Marubakaido’ em explantes foliares, aos 40 
dias em meio de regeneração. A) Explante proveniente do meio de multiplicação e meio 
com 3 mg L

-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB. B) Explante oriundo do meio de multiplicação com 

carvão ativado e meio com 3 mg L
-1

 TDZ + 0,2 mg L
-1

 AIB. C) Explante proveniente do 
meio de enraizamento e meio com 3 mg L

-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB. D) Explante oriundo 

do meio de multiplicação e meio com 3 mg L
-1

 BAP + 0,2 mg L
-1

 AIB. E) Explante 
proveniente do meio de multiplicação com carvão ativado e meio com 3 mg L

-1
 BAP + 0,2 

mg L
-1

 AIB. F) Explante oriundo do meio de enraizamento e meio com 3 mg L
-1

 BAP + 
0,2 mg L

-1
 AIB. 

 

 

Em relação ao numero médio de brotações por explantes regenerantes 

(Figura 8) não houve significância dos reguladores de crescimento BAP ou TDZ. 

Porém, houve a formação de um maior número de brotações nos explantes 

provenientes do enraizamento (6,8 brotações/regenerantes no meio com TDZ e 5,3 

brotações/regenerantes no meio com BAP), contudo, estes resultados não diferiram 

estatisticamente dos explantes oriundos da multiplicação com carvão ativado (3,8 

brotações/regenerantes no meio com TDZ e 3,6 brotações/regenerantes no meio 

com BAP). Os explantes provenientes da multiplicação sem carvão ativado foram 

significativamente inferiores em relação às demais fontes de explantes. Por 

conseguinte, o tratamento 3 (3 mg L-1 TDZ + 0,2 mg L-1 AIB) induz maior taxa de 

regeneração e número médio de brotações por explante regenerante de folhas 

provenientes de plantas em meio de enraizamento. 

A B C 

D E F 
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Figura 8 – Número médio de brotações por explantes regenerantes do portaenxerto ‘Marubakaido’, 
em meio de cultura MS com os reguladores de crescimento BAP e TDZ e diferentes 
fontes de explantes. Médias seguidas por letras maiúsculas diferem entre si para o fator 
fonte do explantes, médias seguidas por letras minúsculas diferem entre si para o fator 
regulador de crescimento pelo teste de Tukey a 5%. 

 

 

Discussão 

Efeito dos diferentes explantes foliares provenientes da multiplicação (com e 

sem carvão ativado) e enraizamento 

No presente estudo, um sistema de regeneração de brotos foi desenvolvido 

usando folhas de Malus prunifolia provenientes de brotações desenvolvidas em 

meios de multiplicação (com e sem carvão ativado) e de enraizamento in vitro, 

colocadas com suas superfícies abaxiais em contato com os meios. As taxas de 

regeneração de brotos foram menores (10%) quando foram utilizadas folhas de 

brotações desenvolvidas em meio de multiplicação e maiores (97%) quando se 

utilizaram folhas provenientes de brotações em enraizamento (Figura 5), sendo que 

as folhas retiradas de brotações desenvolvidas em meio de multiplicação sem 

carvão ativado geralmente eram pequenas e menores que as obtidas em meios de 

multiplicação com carvão e de enraizamento, pois, apresentam tecido vascular 

pouco desenvolvido, necessitando, talvez níveis mais altos de citocininas para a 

indução da morfogênese (MAGYAR-TÁBORI et al., 2010). O carvão ativado tem 

3 mg L
-1
 TDZ + 0,2 mg L

-1
 AIB 3 mg L

-1
 BAP + 0,2 mg L

-1
 AIB 



32 

 

capacidade de modificar a composição do meio, devido à fina rede de poros, área 

superficial grande e volume que lhe confere habilidade única de adsorção (BAKER 

et al., 1992). Essa característica permite que o carvão ativado adsorva uma grande 

variedade de compostos, incluindo gases, como o etileno, e, portanto, melhore ou 

regule o crescimento de plantas in vitro (THOMAS 2008). Neste trabalho constatou-

se que as folhas provenientes do meio de multiplicação com carvão ativado eram 

maiores e mais fáceis de manipular (semelhante às folhas oriundas do 

enraizamento) do que as folhas provenientes do meio de multiplicação sem carvão 

ativado. 

Em experimentos de regeneração de partes aéreas ou brotações, o órgão ou 

tecido mais utilizado como fonte de explante é a folha (MARTINS et al., 2001; 

SCHUCH; PETERS, 2002; ALVES et al., 2004; ERIG; SCHUCH, 2005). TANG et al. 

(2002) observaram que, geralmente, os brotos surgiam a partir da nervura da folha 

ou em associação com o tecido vascular. Provavelmente a superioridade deste tipo 

de explante possa estar relacionada com maior área, aliada a partes seccionadas 

em contato com o meio de cultura, favorecendo que nutrientes e reguladores de 

crescimento sejam absorvidos de forma eficiente a partir do meio, estimulando então 

a regeneração. Além disso, o ferimento em geral provoca uma resposta relacionada 

ao estresse, que resulta na produção de uma série de compostos, como o ácido 

jasmônico, peróxido de hidrogênio, etileno, bem como diversas enzimas 

antioxidantes, que também poderiam induzir calos e mesmo a diferenciação celular 

(NOORMOHAMMADI et al., 2013). Ainda neste tipo de explante, outro fator chave 

na morfogênese é a orientação dos mesmos no meio de cultura, determinando 

respostas morfogenéticas diferenciais em macieira, como salientado por Zhang 

(2014), que encontrou taxas de regeneração de brotos maiores (95,93%) quando as 

folhas foram colocadas com suas superfícies abaxiais em contato com o meio, isto 

porque o tecido epidérmico abaxial é menos espesso e possui mais estômatos, 

possibilitando maior absorção dos reguladores de crescimento (Yepes; Aldwinckle, 

1994).  

A maior parte das gemas/brotações se originou a partir das escarificações 

feitas nas folhas, principalmente na nervura central. Pérez-Tornero et al. (2000) 

relataram que, normalmente, a regeneração está associada com o tecido vascular 

ou com as extremidades cortadas da folha. A idade das folhas também pode afetar a 

capacidade de regeneração, sendo folhas jovens e expandidas as mais adequadas 
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para a regeneração (MAGYAR-TÁBORI et al., 2010), afirmativa esta que corrobora 

os resultados deste trabalho, visto que maiores taxas de regeneração (97%) foram 

obtidas em folhas retiradas de brotações enraizadas (Figura 5). Isto, provavelmente 

porque as plantas enraizadas possuem maior teor de citocinina endógeno, 

principalmente pela presença de raízes, alterando desta forma, o balanço 

auxina/citocinina e favorecendo a regeneração. Outra razão para a utilização de 

brotos enraizados como fonte de explante é a praticidade de trabalhar com o 

material, pois o tecido é mais desenvolvido e uniforme (BULLEY; JAMES, 2004).  

 

Efeito das citocininas BAP e TDZ nos explantes foliares 

Quanto à utilização dos reguladores de crescimento, a maior taxa de 

regeneração (97%) e número de brotos por explantes regenerantes (6,8), foram 

obtidos no meio contendo 3,0 mg L-1 de TDZ + 0,2 mg L-1 de AIB (Figura 5 e 7) com 

explantes oriundos de plantas em enraizamento. Segundo Magyar-Tábori et al. 

(2010) a eficácia do TDZ para induzir a organogênese pode estar relacionada com 

sua reduzida sensibilidade à degradação enzimática. Neste trabalho, a capacidade 

de regeneração de brotos em explantes de Marubakaido foi fortemente afetada pelo 

tipo e concentração de citocinina aplicada. 

Durante a organogênese in vitro, as citocininas promovem a expressão de 

genes essenciais para induzir a formação de novas gemas (SU et al., 2011). Gordon 

et al. (2007) mostraram que a aquisição de competência para formar gemas em 

explantes de raiz ocorre em regiões que são altamente sensíveis às citocininas mas 

não a auxinas, e que um equilíbrio nos gradientes destes hormônios é necessário 

para a especificação da identidade da célula. Segundo Su et al. (2011), as respostas 

das citocininas são reguladas negativamente pela auxina; altos níveis de citocinina 

são necessários para a manutenção das células-tronco no meristema, enquanto a 

auxina é fundamental para a iniciação do órgão.  

A morfogênese pode ser manipulada controlando as condições in vitro, tais 

como fonte e concentração de nitrogênio, origem da folha, maturidade da folha e 

posição no caule, luz, umidade do frasco, potencial osmótico por meio de nutrientes 

minerais, carboidratos, reguladores de crescimento (citocininas e auxinas) e 

orientação dos explantes (BHATIA et al. 2004, 2005; ALDWINCKLE; MALNOY, 

2009; MAGYAR-TÁBORI et al., 2010; NOORMOHAMMADI et al., 2013). Estas 

condições interagem com fatores intrínsecos dos explantes (HAZARIKA, 2006; ZIV; 
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CHEN, 2008), sendo que a interação entre a auxina e citocinina é particularmente 

importante para controlar alguns processos de desenvolvimento, tais como a 

formação e manutenção de meristemas (SU et al., 2011). Observou-se que a 

formação de gemas e brotações nos explantes de Marubakaido, ocorria, 

principalmente, nos locais onde foram realizados cortes e ferimentos e diretamente 

dos tecidos dos explantes (Figura 6). 

Em todos os tratamentos observou-se a presença de brotações com 

características de hiperidricidade. A hiperidricidade é frequentemente associada ao 

microambiente, disponibilidade de água, fornecimento de micronutrientes e equilíbrio 

hormonal (HAZARIKA, 2006). Contudo, o tipo e concentração do agente de 

gelificação tem significante efeito no desempenho do tecido cultivado (PEREIRA-

NETTO et al., 2007), incluindo a ocorrência de hiperidricidade (CASANOVA et al., 

2008) e estes efeitos estão relacionados com o fato de que os géis alteram a 

disponibilidade de água no meio. Portanto, o gelrite pode ter sido o principal 

responsável pela hiperidricidade das brotações regeneradas, pois sua estrutura 

física permite um aumento da absorção de substâncias, tais como: citocininas, NH4+ 

e água (IVANOVA; STADEN, 2011). Em estudos anteriores (IVANOVA et al., 2006), 

os níveis mais elevados de citocininas endógenas foram detectados em brotos de 

Aloe polyphylla cultivados em meios com gelrite do que em brotos cultivados em 

meios com ágar. 

 

Efeito do escuro em diferentes explantes foliares 

No presente estudo foi obtido maior taxa de regeneração (96,7%) e número 

médio de brotos por explantes regenerantes (6,8) quando utilizados explantes 

provenientes de brotações em meio de enraizamento e incubados no escuro no 

início do processo de regeneração, indicando que este procedimento é um fator 

importante para o aumento da taxa de regeneração de gemas/brotos do 

portaenxerto Marubakaido. O efeito do escuro na folha de Marubakaido corresponde 

a descobertas anteriores sobre o efeito positivo do escuro na regeneração de 

tecidos foliares de macieira (ERIG; SCHUCH, 2005; MAGYAR-TÁBORI et al., 2010; 

DOBRÁNSZKI; SILVA, 2011; ZHANG et al., 2014) em que a maior taxa 

organogênica de folhas foi observada quando os explantes foram expostos ao 

escuro no início da fase de regeneração. Este procedimento e tipo de explante é 

comumente usado para a organogênese de diferente espécies, como boldo (MOTA 
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et al., 2010), Buddleia (DAI; CASTILLO, 2007), rosa (IBRAHIM; DEBERGH, 2001) e 

cereja doce (CANLI; TIAN, 2008).  

ESPINOSA et al. (2006) também relataram que as percentagens mais 

elevadas de regeneração foram obtidas quando explantes foliares de Prunus 

serotina foram mantidos no escuro durante três semanas e, em seguida, transferidos 

para a luz, durante 2 semanas.  

Deve-se levar em conta que a exposição à radiação ultravioleta pode ser um 

estímulo para a síntese de compostos fenólicos. E estes dificultam a regeneração de 

brotos nas plantas lenhosas, pois acumulam polifenóis e produtos de oxidação, 

como: melanina, suberina, lignina, cutina e calose em torno da superfície incisada 

(ANDRADE et al., 2000). Estes compostos podem modificar a composição do meio 

de cultivo, escurecer os explantes, além de causar a inibição do crescimento e a 

morte dos explantes em grande número de espécies (MONACO et al, 1977). 

Portanto, o aumento na formação de brotos, bem como o número médio de brotos 

por explante regenerante, pode estar relacionado à menor concentração de 

compostos fenólicos. 

Desta forma, no presente estudo o tratamento com 3 mg L-1 de TDZ + 0,2 mg 

L-1 de AIB aplicado em brotações oriundas de meios de enraizamento e mantidas no 

escuro por 20 dias e posteriormente expostas à luz apresentou maior eficiência na 

regeneração de explantes foliares da cultivar Marubakaido, quando comparado com 

os demais tratamentos. Estes resultados confirmam que órgãos retirados de 

brotações desenvolvidas em diferentes meios diferem no potencial organogênico e, 

por conseguinte, também no processo de regeneração, indicando que os mesmos 

apresentam diferenças funcionais e bioquímicas que afetariam o potencial 

morfogenético (DOBRÁNSZKI et al., 2005). 

 

Conclusões 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:  

-As condições de cultivo das fontes dos explantes afetam significativamente a 

percentagem de regeneração de brotações dos mesmos; 

-Folhas oriundas de brotações recém-enraizadas in vitro apresentam altas 

taxas de regeneração; 
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-A exposição a um período de escuro no início da regeneração melhora a 

resposta dos explantes provenientes de brotações enraizadas; 

-Meio de cultura MS suplementado com 3 mg L-1 de TDZ + 0,2 mg L-1 de AIB 

induz  maior taxa de regeneração  de folhas oriundas de brotações enraizadas. 
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CAPÍTULO 2 - Transformação genética do portaenxerto de macieira, cultivar 

Marubakaido, mediada por Agrobacterium tumefaciens 

 

Introdução 

A maçã é um dos frutos mais importantes produzidos no Brasil, chegando a 

1,37 milhão de toneladas na safra 2012/2013 (IBGE, 2013). No entanto, muitos 

fatores restringem a expansão desta cultura, dentre eles, a incidência dos vírus 

“Apple stem grooving vírus” (ASGV) e “Apple chlorotic leafspot vírus” (ACLSV) 

(NICKEL et al., 1999 e 2001). Os vírus afetam a viabilidade das enxertias, reduzem a 

produtividade do pomar devido à diminuição da quantidade e qualidade das mudas, 

diminuem a produção por planta e reduzem o tamanho dos frutos. Portanto, um dos 

objetivos atuais dos programas de melhoramento genético de macieira no Sul do 

Brasil é a obtenção de cultivares resistente a ASGV e ACLSV. ASGV (gênero 

Capillovirus) e ACLSV (gênero Trichovirus) (NICKEL et al., 2001), são amplamente 

disseminados em macieiras, pereiras asiáticas e europeias, marmeleiros, cerejeiras 

e damasqueiros (SILVA et al., 2008). Ambos os vírus tem partículas filamentosas e 

flexíveis, genomas de ssRNA, caudas poli-A de 6496 e 7555 nanômetros, 

respectivamente (CANDRESSE et al., 1995; MAGOME et al., 1997); não possuem 

vetores conhecidos e pertencem a família Flexiviridae.  

A melhoria das frutíferas perenes por cruzamento requer muito mais tempo 

que culturas anuais, pois as plantas tem um longo período juvenil (IGARASHI et al., 

2002). Além disso, progênies contendo características desejadas de ambos os pais 

não são facilmente obtidas, uma vez que as frutíferas perenes são altamente 

heterozigotas. Portanto, a transformação genética parece ser uma ferramenta para 

melhorar estes tipos de plantas (IGARASHI et al., 2002). Sendo assim, a 

transferência de genes mediada por Agrobacterium tumefaciens proporciona um 

meio eficaz para a inserção e transferência de genes, especialmente para as plantas 

dicotiledôneas, e tem sido aplicada a muitas frutíferas, incluindo videira (BORNHOFF 

et al., 2005), morangueiro (ZHAO et al., 2004), cerejeira (STANIENÈ et al., 2007), 

pereira (TANG et al., 2007) e macieira (DAI et al., 2014; SEONG et al., 2005; 

IGARASHI et al., 2002). O sistema de transformação mediado por A. tumefaciens, 

facilita a integração precisa de um pequeno número de genes no genoma da planta 

e mostra maior grau de estabilidade do transgene (SHOU et al., 2004). 
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A inserção de genes que conferem resistência a patógenos na planta, está 

vinculada a ganhos expressivos na qualidade final dos produtos, maior velocidade 

na obtenção de novos genótipos apropriados, em virtude de maior homogeneidade, 

drástica redução do uso de agrotóxicos, aumento da produção e produtividade com 

redução de custos relativos (SARTORETTO et al., 2008). Entretanto, para que haja 

o estabelecimento de um eficiente sistema de transformação para qualquer espécie 

vegetal, são necessárias algumas etapas, tais como a disponibilidade de técnicas de 

cultura de tecidos que permitam a regeneração de brotações, a seleção de 

transformantes e a propagação das plantas transgênicas (ALDWINCKLE; MALNOY, 

2009). 

A transgenia tem sido usada com o propósito de integrar sequências gênicas 

de interesse com consequente alteração da expressão gênica. Contudo, a 

expressão desses transgene nem sempre pode ser predita. Desse modo, o estudo 

das consequências dessas transformações tem-se tornado relevante nos últimos 

anos (WATERHOUSE et al, 1998; VAUCHERET et al, 2001). Portanto, 

recentemente, estratégias de silenciamento gênico têm sido empregadas para a 

obtenção de plantas resistentes a vírus, devido à possibilidade de induzir resistência 

sem a produção de proteínas exógenas nas plantas transformadas, favorecendo a 

equivalência funcional entre culturas do tipo-selvagem e as geneticamente 

modificadas (PARROT et al., 2010). No entanto, poucos são os trabalhos de 

silenciamento realizados em plantas lenhosas e perenes em que a questão do 

transporte dos sinais de silenciamento através do ponto da enxertia são discutidos 

(PALAUQUI et al., 1997).  

Resumidamente, o mecanismo do silenciamento gênico consiste de 

fragmentos de genes de interesse clonados em senso e antisenso separados por um 

intron, de tal forma que juntos formam uma estrutura de grampo (hairpin RNA, 

hpRNA) colocada sob controle de um forte promotor. Este tipo de RNA não é 

traduzível, mas digerido por uma enzima tipo RNAse III chamada “dicer”, gerando 

pequenos fragmentos de RNA interferente de fita-dupla. Após conversão para RNA 

de fita simples esses fragmentos direcionam a degradação de RNA por um 

“complexo de silenciamento induzido por RNA” (RISC). A especificidade deste 

mecanismo foi confirmada pela identificação de pequenos fragmentos de RNA de 

21-25 nanômetros de tamanho com homologia de sequência com o RNA alvo 

silenciado (HAMILTON; BAULCOMBE, 1999). 
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Considerando o exposto acima, o presente trabalho objetivou a obtenção de 

linhagens transgênicas do portaenxerto de macieira, Marubakaido (Malus prunifolia, 

Willd Borkh) via Agrobacterium tumefaciens visando à resistência a vírus latentes 

(ASGV e ACLSV) usando tecnologia de RNA interferente. 

 

Material e Métodos 

O trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas 

do Departamento de Botânica, do Instituto de Biologia, da Universidade Federal de 

Pelotas, RS. Foram realizados três protocolos utilizando plantas e brotações do 

portaenxerto de macieira, Marubakaido (Malus prunifolia, Willd, Borkh), mantidas in 

vitro, e fornecidas pela EMBRAPA UVA E VINHO, Bento Gonçalves, RS. 

 

Material vegetal 

O material vegetal constituiu de folhas cultivadas in vitro de macieira, cv. 

Marubakaido, as quais foram mantidas em meio de multiplicação com carvão ativado 

e de enraizamento. Na fase de multiplicação com carvão ativado utilizou-se meio 

contendo sais e vitaminas do meio MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com nitrato de 

amônio e nitrato de potássio reduzido a ¾, suplementado com 30 g L-1 de sacarose, 

100 mg L-1 de mio-inositol, 0,8 mg L-1 de BAP, 7 g L-1 de ágar; na fase de 

enraizamento MS foi reduzido a 50% dos sais com exceção de vitaminas e ferro, 20 

g L-1 de sacarose, 7 g L-1 de ágar e 0,5 mg L-1 de AIB. Em todos os tratamentos o pH 

foi ajustado para 5,7 antes da adição do ágar. As brotações foram cultivadas durante 

20 dias em câmara de crescimento, com temperatura de 23 ± 2ºC, densidade de 

fluxo de fótons de 40 µmol m-2 s-1 e fotoperíodo de 16 horas.  

 

Construção do plasmídeo e clonagem dos genes virais asgv e aclsv em vetor 

de expressão em plantas 

Este procedimento foi realizado na EMBRAPA UVA E VINHO, Bento 

Gonçalves, RS. O ASGV isolado UV01 foi coletado de plantas da cv. Royal Gala 

sobre Marubakaido em declínio num viveiro em Santa Catarina (SC). O isolado BR1 

de ACLSV foi coletado em SC de uma cultivar não determinada. Os genes CP foram 

clonados e as sequências depositadas em base de dados (Genbank Access 

numbers AF438409 e EF138602). A CP de ASGV foi expressa em Escherichia coli e 

a proteína de fusão usada para produção de anticorpos policlonais (NICKEL et al., 
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2004). Clones da cv. Marubakaido de uso regional (Malus prunifolia, Willd Borkh) 

foram utilizados para transformação. 

Dos plasmídeos (pGEM T-Easy, Promega) contendo estes genes foram 

amplificados fragmentos de cerca de 400-500 pb, adicionando sítios de restrição aos 

iniciadores. Estes permitem a ligação e clonagem das sequências virais separadas 

por íntrons em posição senso e antisenso, formando estruturas de grampo no 

cassete de interferência do vetor pKannibal contendo o cassete de interferência 

35SP-Intron-OCS-T (fornecido pelo Dr. Pesquisador Francisco J.L. Aragão, Embrapa 

Recursos Genéticos e Biotecnologia) (Figura 1). O fragmento interferente foi sub-

clonado no vetor binário da série pCAMBIA 1300 e empregado para transformação 

por choque térmico de cepas desarmadas de Agrobacterium tumefaciens. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1- Plasmídeo pCambia1300 em orientação senso e antisenso utilizado para transformação 

genética do portaenxerto de macieira, Marubakaido. 

 

 

Teste de resistência a higromicina 
Previamente aos experimentos de transformação, os explantes foram 

submetidos a diferentes concentrações de higromicina, para a determinação da 

suscetibilidade dos tecidos a este antibiótico. Foram utilizadas concentrações de 0, 

2,5, 5,0, 7,5, 10, 25, 50, 75 e 100mg/L no meio de regeneração. Foi determinada a 

concentração a partir da qual não se obtém regeneração do explante para selecionar 
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as células transformadas. Para cada concentração de higromicina foram utilizados 3 

placas de Petri com 5 explantes em cada uma. 

 

Transformação genética 
Os explantes foliares retirados de brotações em multiplicação no carvão 

ativado e enraizamento foram preparados para as infecções com escarificações na 

nervura central. Foram adotados três procedimento para a transformação, e em 

todos os eventos dos três protocolos testados, dez explantes foliares foram 

escarificados e dispostos em meio de regeneração sem antibióticos (controle 

positivo) e em meio de regeneração com antibióticos (controle negativo).  

 

-Protocolo 1 
Os explantes de plantas desenvolvidas em meio de enraizamento, foram 

divididos em três partes e empregados para o co-cultivo com A. tumefaciens. O 

cultivo fresco de A. tumefaciens da linhagem EHA105 carregando o vetor de 

transformação foi iniciado a partir de uma colônia isolada e cultivado por 24 horas, 

sob agitação de 150 rpm a 28ºC, em meio LB (Triptona 10 g L-1, extrato de levedura 

5 g L-1 e NaCl 10 g L-1), contendo 100 mg L-1 de Canamicina e 100 mg L-1 de 

Rifampicina. Foi realizado o ajuste da densidade óptica da suspensão bacteriana a 

600 nm para 0,8 (DO600=0,8). 

Os explantes foliares escarificados permaneceram 15 min. em suspensão 

bacteriana sob agitação constante, em seguida, foram levemente secos em papel-

filtro esterilizado e transferidos para placas de Petri contendo o meio de co-cultivo1 

(Tabela 1), com a superfície abaxial em contato com o meio de cultura, por três dias, 

no escuro. Posteriormente os explantes foram lavados duas vezes com água 

destilada autoclavada com 500 mg L-1 de cefotaxima, por 10 minutos, e uma vez 

somente com água destilada autoclavada. O material vegetal foi seco em papel filtro 

esterilizado e transferido para o meio de regeneração1 contendo 25 mg L-1 do 

agente seletivo higromicina e 50 mg L-1 de cefotaxima (Tabela 1), permanecendo em 

sala de crescimento, com temperatura de 23 ± 2ºC, fotoperíodo de 16 horas e 

densidade de fluxo de fótons de 40 µmol m-2 s-1. Os explantes foram transferidos 

para meio novo a cada 20 dias. 

 

-Protocolo 2 
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Neste protocolo os explantes utilizados foram folhas inteiras escarificadas 

retiradas de brotações micropropagadas durante 20 dias em meio de multiplicação 

com carvão ativado. Estes explantes foram submetidos à pré-cultivo em meio de 

regeneração líquido (Tabela 1) por três dias antes da inoculação com A. 

tumefaciens. O cultivo fresco de Agrobacterium tumefaciens da linhagem EHA105 

carregando o vetor de transformação foi iniciado como descrito no protocolo 1. 

Inicialmente foi realizado o ajuste da densidade óptica da suspensão bacteriana a 

600 nm para 0,8 (DO600=0,8), centrifugação das células bacterianas (7000xg por 2 

min), sendo o sedimento suspendido em meio de inoculação suplementado com 100 

µM de acetosseringona (Tabela1). A esta solução foram adicionados os explantes 

foliares, onde permaneceram por 20 min. sob agitação constante, até a inoculação. 

Posteriormente os explantes foram levemente secos em papel filtro 

esterilizado e transferidos para Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de co-cultivo2 

líquido (Tabela 1), mantido em Shaker a 80 rpm, 25ºC por três dias, no escuro. 

Após, os explantes foliares foram lavados em água destilada autoclada sem 

antibiótico duas vezes e mais uma com 500 mg L-1 de cefotaxima, todos por 10 

minutos. Posteriormente, as folhas foram secas em papel filtro esterilizado e 

transferidas para o meio de regeneração2 com 10 mg L-1 de Higromicina e 50 mg L-1 

de cefotaxima (Tabela1), por duas semanas, no escuro. Após este período o 

material foi transferido para luz (densidade de fluxo de fótons de 40 µmol m-2 s-1), em 

sala de crescimento, com temperatura de 23 ± 2ºC, e fotoperíodo de 16 horas. Os 

explantes foram transferidos para meio novo a cada 20 dias. 

 

-Protocolo 3 
Foram utilizados como explantes folhas inteiras escarificadas retiradas de 

brotações micropropagadas por 20 dias em meio de multiplicação com carvão 

ativado. Estes explantes foram submetidos à pré-cultivo em meio de regeneração 

líquido (Tabela 1) por três dias antes da inoculação com A. tumefaciens. O cultivo 

fresco de Agrobacterium tumefaciens da linhagem EHA105 carregando o vetor de 

transformação foi iniciado como descrito no protocolo 1. Inicialmente foi realizado o 

ajuste da densidade óptica da suspensão bacteriana a 600 nm para 0,8 (DO600=0,8), 

centrifugação das células bacterianas (7000xg por 2 min), sendo o sedimento 

suspendido em meio de inoculação suplementado com 100 µM de acetosseringona 
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(Tabela1). A esta solução foram adicionados os explantes foliares, onde 

permaneceram por 20 min. sob agitação constante, até a inoculação. 

Posteriormente os explantes foram levemente secos em papel filtro 

esterilizado e transferidos para Erlenmeyers contendo 50 mL do meio de co-cultivo2 

líquido (Tabela 1), os quais foram mantidos em Shaker a 80 rpm, 25ºC por três dias, 

no escuro. Após, os explantes foram lavados em água destilada autoclada sem 

antibiótico duas vezes e mais uma com 500 mg L-1 de cefotaxima, todos por 10 

minutos. Posteriormente, as folhas foram secas em papel filtro esterilizado e 

transferidas para o meio de regeneração3 com 50 mg L-1 de cefotaxima (Tabela1), 

por duas semanas, no escuro. Após este período o material foi transferido para luz 

(densidade de fluxo de fótons de 40 µmol m-2 s-1), em sala de crescimento, com 

temperatura de 23 ± 2ºC, e fotoperíodo de 16 horas. Os explantes foram transferidos 

para meio novo a cada 20 dias, sendo que a concentração do agente seletivo 

higromicina foi aumentando (0, 5 e 10 mg L-1) em cada transferência. 

 

Desenvolvimento de gemas e brotos infectados 
Os explantes regenerantes foram transferidos para o meio de cultura MS 

contendo 0,5 mg L-1 de BAP; 0,2 mg L-1 de ANA; e 0,1 mg L-1 de GA3 com 10 mg L-1 

de higromicina, para o desenvolvimento das gemas/brotações obtidas dos eventos 

de transformação. 
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Tabela 1 – Composição dos meios de co-cultivo e regeneração dos explantes foliares do portaenxerto de macieira, cultivar 
Marubakaido. 

 

Reagentes Co-Cultivo Co-Cultivo2 Inoculação Regeneração Regeneração2 Regeneração3 

BAP (mg L-1) 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 

AIB (mg L-1) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 

Phytagel (g L-1) 2,0 - - 2,0 2,0 2,0 

Higromicina (mg L-1) - - - 25 10 - 

Cefotaxima (mg L-1) - - - 50 50 50 

Acetosseringona (µM) - - 100 - - - 

 

Os sais minerais e os constituintes orgânicos utilizados foram os mesmos do MS e a estes foram acrescentados 30 g L-1 de 

sorbitol e pHs ajustados para 5,7. Posteriormente foram autoclavados durante 20 minutos à temperatura de 121ºC e 1,5 atm. 
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Resultados 

Teste de resistência a higromicina 
Os resultados evidenciaram que na presença de concentrações mais 

elevadas de higromicina (25, 50, 75 e 100 mg L-1) os explantes logo se tornaram 

necrosados. Portanto, outro experimento foi montado com concentrações inferiores 

(2,5, 5,0, 7,5 e 10 mg L-1) e neste, na concentração de 2,5 mg L-1, apesar de não 

haver regeneração, os tecidos ainda permaneceram verdes. A partir de 5,0 mg L-1 

houve uma total morte dos tecidos vegetais (Figura 2). 

 

 

 
 

Figura 2- Teste de resistência a higromicina em explantes foliares do portaenxerto de macieira, 

Marubakaido. (A) Controle, 0 mg L
-1

. (B) 2,5 mg L
-1

. (C) 5,0 mg L
-1

. (D) 7,5 mg L
-1

. (E) 

10 mg L
-1

. (F) 25 mg L
-1

. (G) 50 mg L
-1

. (H) 75 mg L
-1

. (I) 100 mg L
-1

. 

 

 

Transformação genética 
Verificou-se que o protocolo 1 (Tabela 2) não foi eficiente, pois 10 dias após a 

transformação os explantes foliares já apresentavam inicio de necrose nas folhas 

infectadas, e aos 30 dias necrose total. Portanto, dos 1360 explantes utilizados na 

transformação neste protocolo, nenhum sobreviveu. 

O protocolo 2 foi superior ao protocolo 1 e 3, com regeneração em dois 

eventos de transformação, obtendo-se 4 explantes regenerantes (Tabela 3). 

Considerando todos os eventos de transformação realizados no protocolo 2 a taxa 

de explantes regenerantes foi baixa, da ordem de 0,34% num total de 1160. 

Contudo, nenhum destes sobreviveu após a transferência para o meio de 

A B C 

D E F 

G H I 
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multiplicação. Este protocolo se diferencia do protocolo 1 em alguns aspectos, como: 

os explantes foram submetidos a um meio de pré-cultivo (meio de regeneração 

líquido), o cultivo das bactérias foi centrifugado e ressuspenso em meio de 

regeneração líquido + acetoseringona, o meio de co-cultivo constituiu-se do meio de 

regeneração líquido, a concentração de higromicina foi diminuída para 10 mg L-1 e 

os explantes foram submetidos ao escuro logo após as lavagens, permanecendo por 

uma semana e depois dispostos em sala de crescimento. Este protocolo mostrou-se 

efetivo, diminuindo a necrose precoce dos explantes, aumentando assim a 

possibilidade de regeneração de gemas (Figura 3). 

No protocolo 3 verificou-se que nenhum dos 941 explantes sobreviveram. 

Este protocolo se diferencia do protocolo 2 somente em um aspecto: após as 

lavagens, os explantes foram transferidos para meio de regeneração sem o 

antibiótico de seleção (higromicina), permanecendo por uma semana no escuro, logo 

após transferidos para meio com 5 mg L-1 de higromicina e dispostos em sala de 

crescimento, sendo que, após mais uma semana, aumentou-se a concentração de 

higromicina para 10 mg L-1. 

O antibiótico higromicina foi mantido nos meios de cultura durante o período 

de regeneração (com exceção de uma semana no protocolo 3) e desenvolvimento 

das gemas/brotações, inclusive quando as brotações foram transferidas para o meio 

de multiplicação. 

 

 

Tabela 2- Eventos de transformação protocolo 1 com explantes regenerados e 
multiplicados de macieira, cultivar Marubakaido. 

 
 

 

 

Eventos 

Transformação 

Nº Explantes Explantes 

Regenerantes 

Explantes 

Multiplicados 

Transformação 1 280 0 0 

Transformação 2 270 0 0 

Transformação 3 250 0 0 

Transformação 4 210 0 0 

Transformação 5 350 0 0 

Total 1360 0 0 
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 Tabela 3- Eventos de transformação protocolo 2 com explantes regenerados e 

multiplicados de macieira, cultivar Marubakaido. 
 

 

 

Tabela 4- Eventos de transformação protocolo 3 com explantes regenerados e 
multiplicados de macieira, cultivar Marubakaido. 

 
 

Eventos 

Transformação 

Nº Explantes Explantes 

Regenerantes 

Explantes 

Multiplicados 

Transformação 1 192 0 0 

Transformação 2 127 0 0 

Transformação 3 176 0 0 

Transformação 4 169 0 0 

Transformação 5 58 0 0 

Transformação 6 219 0 0 

Total 941 0 0 

 

 

Eventos 

Transformação 

Nº Explantes Explantes 

Regenerantes 

Explantes 

Multiplicados 

Transformação 1 200 3 0 

Transformação 2 200 0 0 

Transformação 3 204 0 0 

Transformação 4 156 0 0 

Transformação 5 204 1 0 

Transformação 6 196 0 0 

Total 1160 4 0 
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Figura 3- Explantes foliares e gemas do portaenxerto de macieira, Marubakaido, após a inoculação 

por A. tumefaciens (protocolo 2). (A) Explantes foliares após a infecção em meio de co-

cultivo. (B) Controle negativo, com 10 mg L
-1

 de higromicina. (C) Controle positivo, sem 

higromicina. (D) Gema infectada por A. tumefaciens. 

 

 

Análise de reação em cadeia da polimerase 
Devido ao insucesso dos três protocolos testados, foi realizada uma análise 

de PCR do plasmídeo 1300, que foi cedido pela EMBRAPA UVA E VINHO. O 

plasmídeo 1300 foi extraído a partir das Agrobacterium tumefaciens 1300 AS+S 

(dois clones) e o perfil do gel confirmou a ausência deste plasmídeo nas bactérias 

(Figura 4). Também foi testado o plasmídeo 3300 (EMBRAPA UVA E VINHO) 

(porém, este não faz parte deste trabalho). Contudo, como se pode visualizar na 

Figura 4, os dois clones da Agrobacterium tumefaciens 3300 AS+S, estão presentes. 

 

A B 

C D 
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Figura 4- Eletroforese em gel de agarose, visando à confirmação da ausência do plasmídeo 1300 na 

1300 AS+S. Marcador molecular (M), 1300 AS+S (cedida pela EMBRAPA UVA E 

VINHO), 3300 AS+S (Agrobacterium tumefaciens cedida pela EMBRAPA UVA E 

VINHO, não faz parte deste trabalho), 3300 (plasmídeo), 1300 (plasmídeo). 

 

 

Discussão 

A higromicina é um antibiótico eficaz que inibe a síntese de proteína e é 

considerado como um agente de seleção eficaz na produção de plantas 

transgênicas (MARIASHIBU et al., 2013). Antes da transformação, uma 

concentração eficaz de higromicina para seleção dos transformantes foi determinada 

pela adição de diferentes concentrações de higromicina no meio de regeneração. No 

presente estudo 10 mg L-1 de higromicina inibiu completamente a regeneração dos 

explantes. Portanto, esta concentração foi designada como a concentração inibitória 

para a regeneração dos explantes, e foi usada para seleção de explantes 

transformados. 

Contudo, o uso deste antibiótico causou fitotoxidade. Pois, observaram-se 

visualmente necrose dos explantes e respectiva ausência de regeneração nas 

concentrações mais baixas testadas. Em trabalhos realizados com higromicina em 

folhas e segmentos foliares de Malus, utilizando a concentração de 5 mg L-1 não 

houve interferência no desenvolvimento, enquanto que na concentração de 10 mg L-
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1 os explantes tiveram a regeneração afetada (SUN et al., 2008; ZHANG et al., 

2006). Na maioria dos trabalhos com Malus, a canamicina foi utilizada para a 

seleção dos transformantes, pois esta causa menor dano ao tecido de macieira 

(RADCHUCK; KORKHOVOY, 2005; SEDIRA et al., 2005; WILSON; JAMES, 2003; 

WELANDER et al., 1998; NORELLI et al., 1996). 

O pré-cultivo de explantes antes da inoculação com A. tumefaciens tem 

mostrado eficiente na transformação (CURTIS et al., 1999; SANGWAN et al., 1991; 

MCHUGHEN et al., 1989). O efeito benéfico do tratamento de pré-cultivo é 

associado com o aumento da porosidade da parede celular, bem como a presença 

de reguladores de crescimento no meio; o aumento da porosidade pode ser um fator 

critico para a passagem da molécula de T-DNA (CITOVSKY et al., 1989), enquanto 

que os reguladores de crescimento promovem a divisão celular, e células em divisão 

ativa são mais propensas à integração do T-DNA (SANGWAN et al., 1992; AN 

1985). Além disso, o pré-cultivo pode também reduzir a interferência da bactéria ou 

do agente de seleção na diferenciação das células (MCHUGHEN et al., 1989). 

Sriskandarajah e Goodwin (1998) relataram que explantes de brotos de macieira cv. 

Delicious e Pink Lady, pré-cultivados por 4 dias e posterior infecção com A. 

tumefaciens apresentaram maior eficiência de transformação. Resultados 

semelhantes foram relatados em Brassica oleracea (TSUKAZI et al., 2002), Lycium 

barbarum (HU et al., 2006), citros (LI et al., 2003), trigo (WEIR et al., 2001), e ameixa 

(MANTE et al., 1991). No presente estudo, o pré-cultivo dos explante desempenhou 

papel crucial na eficiência de transformação, pois a infecção e co-cultivo de 

explantes foliares de macieira cv. Marubakaido sem pré-cultivo, não apresentou 

explantes regenerados, contudo, nenhum destes sobreviveu após a transferência 

para o meio de multiplicação. 

O protocolo de transformação 2 demostrou ser mais eficiente, em 

comparação com o protocolo 1 e 3, embora as gemas obtidas não tenham se 

desenvolvido, provavelmente por esses regenerantes serem “escapes”, já que a 

bactéria não possuía o plasmídeo. A eficiência da transformação é afetada por 

alguns fatores e, dentre eles, a presença do plasmídeo na Agrobacterium 

tumefaciens é um fator essencial, pois sem o plasmídeo não há infecção dos tecidos 

e, por conseguinte não há regeneração. A transformação é o resultado de um 

processo natural de transferência de genes entre a Agrobacterium e a célula vegetal: 

um fragmento de DNA, chamado T-DNA (que está presente em um plasmídeo), é 
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transferido para dentro da célula vegetal, integrado ao genoma nuclear e aí expresso 

de maneira estável (BRASILEIRO; DUSI, 1999). Este processo é controlado pela 

expressão coordenada da região vir, localizada no T-DNA, que codifica para uma 

proteína de membrana que percebe a presença dos metabólitos do tecido injuriado 

(VAN SLUYS, 1999). Dessa forma, a ausência de um plasmídeo impossibilita a 

transformação de qualquer tecido vegetal. 

Portanto, os resultados obtidos no presente estudo mostraram que o pré-

cultivo dos explantes foliares por 3 dias, a permanência destes no escuro por uma 

semana após as lavagens, bem como a redução da concentração de higromicina 

para 10 mg L-1, apresentaram um efeito benéfico na eficiência da transformação. 

Contudo, não havendo plasmídeo na bactéria os explantes regenerantes 

provavelmente foram “escapes”, e desse modo, não se desenvolveram. 

 

Conclusões 

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que:  

-O pré-cultivo dos explantes foliares afetam a sobrevivência dos mesmos 

após o processo de transformação; 

-Os explantes utilizados apresentam alta sensibilidade à higromicina, 

antibiótico escolhido para seleção de células infectadas; 

-A exposição a um período de escuro após o processo de transformação 

melhora a resposta dos explantes; 

-A ausência do plasmídeo na Agrobacterium tumefaciens foi o fator 

determinante para o insucesso dos três protocolos testados. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Atualmente muitos experimentos têm sido realizados a fim de aperfeiçoar os 

meios de produção, sanando as dificuldades e enfatizando a relação custo/benefício. 

No decorrer das pesquisas realizadas, foi possível verificar que os explantes foliares 

respondem diferentemente as variáveis experimentais. Entretanto, constatou-se que 

o carvão ativado e o enraizamento in vitro foram bastante influentes nos resultados 

positivos, principalmente quando os explantes foram incubados no escuro, onde se 

observa brotações de melhor qualidade.  

No entanto, o insucesso na transformação dos explantes foliares, denota a 

necessidade do aprimoramento das técnicas, em especial no que refere ao protocolo 

2, haja visto que esse protocolo pode permitir que os explantes cheguem ao fim do 

processo com maior vigor, aumentando assim, a chance de regeneração dos 

mesmo. Diante do exposto, a continuidade nos teste é de suma importância para o 

aprimoramento das técnicas e maior entendimento dos processos fisiológicos que 

medeiam a possibilidade de maior sucesso nos objetivos. 


