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1. INTRODUCAO

A ameixeira japonesa (Prunus salicina, Lindl.) € uma das frutiferas que mais se
difundiu pelo mundo, sendo cultivada em locais de diferentes condi¢cGes climaticas,
em decorréncia das varias cultivares existentes e devido as hibridiza¢des ocorridas
ao longo do desenvolvimento da cultura (Embrapa, 2005). A producao brasileira ndo
atende a demanda interna dessa fruta e dentre os fatores limitantes do aumento da
producdo de ameixas encontram-se a susceptibilidade das cultivares a Xylella
fastidiosa e a auto-incompatibilidade gametofitica (Takayama & Isogai, 2005),
determinando a necessidade de desenvolvimento de novas cultivares para superar
estas dificuldades. Como o melhoramento convencional € oneroso e consome muito
tempo, técnicas biotecnologicas como a cultura de tecidos de plantas, que esta
alicercada no fenbmeno da totipoténcia das células vegetais, podem contribuir para
o melhoramento desta espécie (Giacometti, 1990; Kerbauy, 1999). Os avancos
dessa tecnologia tém ampliado as perspectivas de aplicagcdo em diversos campos do
melhoramento de plantas, principalmente nos trabalhos de transformacéo genética
(Davies, 1995).

Um dos principais fatores que controlam os processos morfogenéticos de
regeneracdo in vitro sdo os fitorreguladores, principalmente o balanco
auxina/citocinina. A adicao de fitorreguladores tem como principal objetivo suprir as
possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de hormonios nos explantes que se
encontram isolados das regides produtoras na planta matriz (Grattapaglia &
Machado, 1998). Outro fator que influencia a regeneragdo € o tipo de explante
utilizado, pois eles apresentam diferentes tipos de células e graus de diferenciacao,
logo, em alguns tecidos e/ou células ela € mais facilmente induzida (Kerbauy, 1999).
Segundo Tian et al. (2007), a falta de conhecimento a respeito da regeneracao in
vitro de espécies de ameixeira seria um fator limitante para a eficiéncia da
transformacdo genética, tornando-se extremamente necessario o desenvolvimento
de um protocolo eficiente de regeneracéo a partir de tecidos somaticos de plantas
desenvolvidas in vitro.



Diante do pressuposto, o presente trabalho tem por objetivo desenvolver um
protocolo para regenerar brotacdes de explantes foliares de Prunus salicina (Lindl.)
cv. ‘América’ para futuros trabalhos de transformacéo genética.

2. METODOLOGIA

Como fonte de explantes foram utilizadas folhas de brotacdes obtidas através
da cultura de meristemas e multiplicadas em meio MS com 0,3 mg L™ de BAP (6-
benzilaminopurina). Antes da excisdo das folhas, as brotagbes foram transferidas
para meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de AG3 (acido giberélico), 0,1 mg L™ de
AIB (4cido indolbutirico) e 1,0 g L™ de carvéo vegetal ativado visando o alongamento
dos entrends e maior crescimento das folhas. Para os testes de regeneracédo foram
utilizados dois tipos de explantes foliares: um constituido por folhas inteiras
escarificadas na nervura central, colocadas com as faces abaxial e adaxial em
contato com o meio, perfazendo dois niveis do fator, e outro constituido apenas pelo
terco basal das folhas, com a face abaxial em contato com o meio de cultivo. Os
explantes foram inoculados em placas de petri contendo meio MS suplementado
com 0,5 mg L* de BAP e diferentes concentraces de 2,4-D (acido 2,4-
dichlorophenoxyacético) (1,0; 2,0 e 3,0 mg L ™), solidificados com 2,0 g L™ de gelrite
apos o pH ter sido ajustado para 5,8. As placas foram mantidas no escuro por 30
dias e posteriormente transferidas para luz (42 pmol m? s de densidade de fluxo de
fotons e fotoperiodo de 16 horas de luz). Os explantes foram transferidos para meios
frescos a cada 20 dias. Aos 20 e 40 dias apos o inicio do experimento, os explantes
foram avaliados quanto ao numero de calos formados, niumero médio de calos por
explantes, percentagem de explantes com calo e tipos de calos mais freqlientes para
cada tratamento. Os explantes foram entdo transferidos para meio MS contendo
zero; 0,5 e 1,0 mg L™ de TDZ (Thidiazuron), visando a obtencéo de brotacdes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com fatorial de 3x3,
totalizando nove tratamentos com duas repeticbes por tratamentos, cada um
representado por uma placa de petri contendo 20 explantes. Realizou-se analise de
variancia dos dados e as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de
Tukey com 5% de probabilidade de erro, utilizando o softoware WinStat 2.0
(Machado & Conceicao, 2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacdo ao numero médio de calos por explante, ocorreu uma interacéo
significativa entre as concentracdes de 2,4-D e os tipos de explantes utilizados,
observando-se que quanto menor a concentracdo de 2,4-D maior foi a inducédo de
calos por explante. A maior média de calos, tanto na primeira (8) quanto na segunda
avaliacdo (20), foi obtida na concentracdo de 1 mg L™ de 2,4-D, quando utilizado
explantes de folhas inteiras com a face adaxial em contato com o meio. Também foi
possivel observar diferencas significativas deste para os demais tratamentos
(Figuras 1A e 1B).
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Figura 1- Numero médio de calos por explantes foliares de ameixeira (Prunus salicina Lindl.)
‘América’ aos 20 (A) e 40 (B) dias de cultivo no meio MS suplementado com 0,5 mg L™ de BAP e
diferentes concentracdes de 2,4-D (1,0; 2,0 e 3,0 mg L™). Letras diferentes diferem estatisticamente
entre si pelo teste de Tukey (5%).

Foi observado maior formacdo de calos na porcdo basal das folhas
semelhantemente ao encontrado por Gless et al. (1998) em folhas de aveia. De
acordo com Palu et al. (2004), o aumento da producéo de calos em cultivar de café
ocorreu até a concentracdo de 2 mg L™ de 2,4-D, demonstrando que existe um
limiar, assim como no presente trabalho que foi de 1 mg L™. Ferreira et al. (2001)
demonstraram que a adicao de baixas concentracdes de 2,4-D, induzem calos em
cupuacu, sendo sua eficiéncia aumentada pela adicdo de ANA (acido a-
naftalenoacético).

Para a porcentagem de explantes com calos ndo houve interacao significativa
entre os tratamentos, ocorrendo entretanto, efeitos significativos quando avaliados
separadamente. Observou-se um comportamento decrescente para todos os tipos
de explantes foliares (Figura 2A e 2C). As maiores porcentagens de explantes com
formacdo de calos foram encontradas no meio com adicdo de 1mg L™ de 2,4-D
(86,39% na primeira avaliagcdo e 96,67% na segunda). Por outro lado ocorreu maior
percentagem de calos em folhas inteiras e inoculadas com o lado adaxial em contato
com o meio (Figura 2B e 2D), com porcentuais de 67,78% na primeira avaliagéo,
cujo valor diferiu estatisticamente apenas das folhas com a face abaxial em contato
com o meio (40,0%) e 95,55%, na segunda, a qual diferiu dos demais explantes

foliares.
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Figura 2- Porcentagem de explantes foliares de ameixeira (Prunus salicina Lindl.) ‘América’ com
formacéo de calos, aos 20 (A, B) e 40 (C, D) dias de cultivo em meio MS com 0,5 mg L™ de BAP de
acordo com a concentracgdo de 2,4-D (1,0; 2,0 e 3,0 mg L™) utilizada (A, C) e de acordo com o tipo de
explante foliar (terco basal da folha, folha inteira com a face abaxial e adaxial em contato com o meio)
(B, D). Letras diferentes diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (5%).

O numero de calos formados na base do peciolo e na nervura central nao foi
significativo estatisticamente para nenhum dos fatores analisados. Ja o numero de
calos formados no limbo foliar apresentou diferencga significativa para concentracéo
de 2,4-D e tipo de explante utilizado, ndo havendo interacdo entre os fatores. O
maior nimero de calos formados no limbo foliar foi no tratamento com 2 mg L™ de
2,4-D (12,89) sendo que o explante foliar que apresentou o maior numero de calos
no limbo foliar foram as folhas inteiras com a face abaxial em contato com o meio
(14,17), diferindo do explante em que foi utilizado apenas o terco basal da folha.

Os calos transferidos para meio MS suplementados com TDZ oxidaram e nao
desenvolveram nenhuma estrutura organogénica. Desta forma, tornam-se
necessarios mais estudos com a finalidade de regenerar folhas de ameixeira
japonesa cv. ‘Ameérica’.

4. CONCLUSAO

Nas condi¢cdes em que foram conduzidos 0s experimentos, pode-se concluir
que:

Meio MS com 1,0 mg L™ de 2,4-D induz maior formac&o de calos em folhas de
ameixeira japonesa cv. ‘América’;

Folhas inteiras inoculadas com a face adaxial em contato com o meio
desenvolvem maior percentagem de calos.
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