SCIENTIA

Indugdo e crescimento de brotagées...
G. A. C. Gomes & R. Paiva

I Artigo cientifico

Inducao e crescimento de brotacdes obtidas a partir de calos friaveis
de moreira, Maclura tinctoria (L.) Don ex Steud. (Moraceae)

Induction and growth of shoots obtained from friable calluses of Maclura tinctoria (L.) Don ex

Steud. (Moraceae)

Resumo. Objetivando estabelecer uma metodologia
para a micropropagacao de moreira, Maclura tinctoria
(L.) Don ex Steud., calos fridveis foram inoculados em
meio WPM, suplementado com 30 g.L* de sacarose, 7
g.L'! de 4gar e as combinacdes entre os reguladores
de crescimento ANA (O0; O0,01; O,1; 0,5; 1,0; 2,0
mg.L?) e BAP (0; 0,5; 1,0 mg.L™"). Apds a inoculacdo,
os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a temperatura de 24°C e intensidade luminosa de 13
umol.s™ .m2 por um periodo de 30 dias. As brotacdes
obtidas in vitro foram inoculadas em meio WPM, su-
plementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar e as
seguintes concentragdes de GAs: 0; 1; 2; 4; 6 mg.L™.
Depois de inoculados, os explantes foram mantidos
em sala de crescimento com intensidade luminosa de
13 pmol.s’.m™? a 24+2°C, durante 20 dias. Indepen-
dentemente do tipo de explante (folhas ou segmentos
nodais) que originou os calos, a mesma resposta in
vitro foi observada quando os explantes foram sub-
metidos aos tratamentos com ANA, BAP ou GAs. A
analise dos resultados indicou que a produgdo maxi-
ma de brotagdes (12 brotagdes/explante) a partir de
calos fridveis pode ser obtida através da utilizagao de
0,75 mg.L! de ANA associado a 1,0 mg.L! de BAP. A
producgdo maxima de brotagbes (5 brota-
cOes/explante) a partir de segmentos nodais, pode
ser obtida utilizando-se 1,0 mg.L™ de ANA associado
a 1,0 mg.L* de BAP. O crescimento in vitro das brota-
¢bes foi observado com a utilizagdo de 2,0 mg.L? de
GAs. Palavras-chave: Moreira; brotagbes in vitro;
crescimento.
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Abstract. Friable calluses of Maclura tinctoria (L.)
Don ex Steud. were inoculated in WPM medium sup-
plemented with 30 g.L™ sucrose, 7 g.L'! Agar, and
combinations between growth regulators NAA (0;
0.01; 0.,1; 0.5; 1.0; 2.0 mg.L'!) and BAP (0; 0.5; 1.0
mg.L!) to establish a methodology for its micro-
propagation. After inoculation, explants were kept for
a 30-day period within a growth-stimulating room at
24°C and light intensity of 13 pumol.s'.m™. In vitro
shooting were inoculated in WPM medium supple-
mented with 3% sucrose, 0.65% Agar, and the fol-
lowing GAs concentrations: 0; 1; 2; 4; 6 mg.L. After
inoculation, explants were kept for a 20-day period
within a growth-stimulation room at 24+2°C and light
intensity of 13 pmol.s*.m™. Regardless of the explant
type (leaves or nodal segments) that originated cal-
luses, the same in vitro response was observed when
explants were submitted to NAA, BAP, or GA; treat-
ments. Results have shown that the maximum shoot-
ing production (12 shootings/explant) from friable cal-
luses can be obtained with the use of 0.75 mg.L ™ of
ANA associated with 1.0 mg.L™" of BAP. The maximum
shooting production (5 shootings/explant) from nodal
segments may be obtained with 1.0 mg.L™ of ANA as-
sociated with 1.0. mg.L* of BAP. In vitro shooting
growth was observed with the use of 2.0 mg.L! of
GAs. Keywords: Maclura tinctoria; in vitro shooting;
growth.
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Introducao

Para se obter a micropropagacdo de plantas, apds o estabelecimento in vitro de explantes através
da formacdo de calos, é necessario estabelecer uma metodologia de inducdo de formacgio de brotacoes

(parte aérea) e ou raizes.

O processo de organogénese € uma consequéncia da intera¢do entre os processos de divisdo e di-
ferenciacdo celular. Tais processos dependem de sinais, principalmente fitormoénios, que agindo dire-
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tamente ou indiretamente ao nivel génico, desencadeiam processos especificos de sintese proteica, e
como consequéncia, induzem alteracoes bioquimicas e metabélicas diversas no organismo.

Nos tecidos em cultura, o controle da organogénese é feito através da introducdo exdgena de regu-
ladores de crescimento. Estas substancias podem induzir a formagao de novas estruturas organizadas,
através de um processo morfogenético ou organogenético que ocorra de novo.

O objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia para a inducdo e crescimento de brota-
¢Oes (organogénese) de moreira, Maclura tinctoria (L.) Don ex Steud. (Moraceae), a partir de segmen-
tos nodais e de calos friaveis obtidos a partir de segmentos nodais.

Material e métodos

Foram utilizados fragmentos de calos fridveis de moreira com tamanho de aproximadamente
1cm?, formados a partir de segmentos nodais.

Os calos foram inoculados em frascos contendo 30 mL de meio WPM (LLOYD & MC COWN, 1980),
suplementado com 30 g.L-! de sacarose, 7 g.L'1 de dgar e as seguintes combinac¢des de reguladores de
crescimento (To= controle; T1= 0,5 mg.L-1 ANA; T.=1,0 mg.L-1 ANA; Tz= 2,0 mg.L-1 ANA; T+= 0,5 mg.L1
BAP; Ts= 0,5 mg.L-t BAP + 0,01 mg.L-1 ANA; Ts= 0,5 mg.L-1 BAP + 0,1 v ANA; T7= 0,5 mg.L-1 BAP + 1,0
mg.L-1 ANA; Ts= 1 mg.L-1 BAP; To= 1 mg.L-1 BAP + 0,01 mg.L-t ANA; Tio=1 mg.L-1 BAP + 0,1 mg.L-t ANA;
T11=1,0 mg.L-1 BAP + 1,0 mg.L-1 ANA).

O pH meio de cultura foi ajustado para 6,0 e autoclavado a 120°C por 15 minutos. Apéds a inocula-
¢ao, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a temperatura de 24°C + 20C e sob intensida-
de luminosa de 13 pmol.s'.m2 por um periodo de 30 dias, quando o nimero de brota¢des obtidas foi
avaliado.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com dez repeti¢cdes por trata-
mento, sendo que cada repeticdo continha um explante.

O namero de brotacdes foi considerado como tendo distribuicdo Poisson (ndo-normal), e assim
optou-se pelo uso do enfoque de modelos lineares generalizados (DEMETRIO, 1993). A escolha do me-
lhor modelo de regressdo baseou-se na qualidade do ajustamento e se possivel na auséncia de signifi-
cancia dos desvios de regressado. A deteccdo de diferencas significativas foi feita através da Analise de
"Deviance" (DEMETRIO, 1993), considerando a distribui¢do assintética de qui-quadrado das diferen-
tes reducdes do modelo.

Para a disposicao grafica do modelo linear de regressdo, levou-se em conta que: f(x) = exp{f(X: .
X2)}, em que f(x) é o modelo de regressao ajustado, que é funcdo de X; (concentragdo de ANA) e de X;
(concentracao de BAP).

As brotagdes obtidas in vitro de calos formados a partir de segmentos nodais e também direta-
mente a partir de segmentos nodais com 20 dias de idade, foram inoculadas em 30mL de meio WPM
(LLOYD & MC COWN, 1980), suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de agar e as seguintes concen-
tracdes de GAs ( To= controle; T1= 1 mg.L-1; T, = 2 mg.L-1; T3 =4 mg.L-1; T4= 6 mg.L1).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 6,0 e autoclavado por 15 minutos a 120°C. Depois de
inoculados, os explantes foram mantidos em sala de crescimento com intensidade luminosa de 13
umol.s't.m2 a temperatura de 24 + 2°C durante 20 dias.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, contendo 20 repeti¢cdes por tratamento.

Como os tratamentos foram avaliados visualmente, ndo foram realizadas analises estatisticas para
a determinacdo da melhor concentracio de GAs.

Resultados e discussao

Nao houve formacao de brotacdes em explantes inoculados em meio de cultivo desprovido de re-
guladores de crescimento ou em meio de cultivo sem a combinagdao de ANA e BAP, independente da
concentragdo (Fig. 1).

Este fato se confronta ao proposto por Handro (1993) em seus estudos com Petunia sp.
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Figura 1. Aspecto visual de calos formados a partir de segmentos nodais inoculados em meio WPM na auséncia de regulado-
res de crescimento. Em (1) e (2), auséncia de reguladores de crescimento; em (3), presenca de ANA; em (4), presenca de BAP.

Segundo Moncousin (1991), para a indugdo de organogénese, algumas espécies lenhosas necessi-
tam da atuagdo sinérgica entre varias classes de hormonios vegetais durante algumas de suas fases de
desenvolvimento e crescimento.

Hee-Ju Yu et al. (1997), Bergmann (1997) e Remashiree (1997) em seus estudos com Lithosper-
mum erythrorhizon, Paulownia sp e Aristolochia indica, respectivamente, também observaram a neces-
sidade da combinacdo entre auxinas e citocininas para a inducdo de brotacdes a partir de calos fria-
veis.

0 modelo de superficie de resposta ajustado (Fig. 2) indica que o uso de concentragdes superiores
a 0,75 mg.L-'1 de ANA em associacdo com BAP inibe o processo de formacao de brotagdes. A maxima
producdo de brotagdes (12 brotacdes/explante) pode ser obtida com a utilizacdo de 0,75 mg.L-t de
ANA associado a 1,0 mg.L-1 de BAP. O mesmo pode ser observado através do diagrama de contornos
correspondente (Fig. 3).
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Figura 2. Modelo de superficie de resposta ajustada referente ao nimero de brotagdes obtidas de moreira a partir de calos
friaveis em fungido de diferentes concentra¢des de BAP (mg.L-1) e ANA (mg.L-1).
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Figura 3. Diagrama de contornos correspondente a formacdo de brotacdes a partir de calos friaveis de moreira em funcio de
diferentes concentracdes de BAP (mg.L-1) e ANA (mg.L-1). Ponto de Maximo = 0,75 mg.L-1 ANA + 1 mg.L-1 BAP.
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Segundo a anadlise de “Deviance” (Tab. 1), ficou evidente a alta qualidade do ajustamento matema-
tico utilizado, o qual apresentou uma “Deviance de Desvios” ndo significativa.

Tabela 1. Quadro de analise de “Deviance” para o nimero de brotagdes de moreira formadas a partir de calos de segmentos
nodais inoculados in vitro na presenca de ANA e BAP.

Causas de Variagao GL "Deviance"
Tratamentos 11 52,6107**
Regressao 6 45,9469%*
Desvios 5 6,6638NS
Residuo 108 45,2831

** Significativo a 1% de probabilidade pelo teste qui-quadrado.

0 tipo de brotacdes obtidas em calos formados a partir de segmentos nodais de moreira esta de-
monstrado na Fig. 4.

Figura 4. Aspecto geral de brotagdes obtidas in vitro a partir de calos oriundos de segmentos nodais de moreira.

Os resultados dos experimentos relativos ao estudo do comportamento in vitro de brotacgoes, ob-
tidas a partir de segmentos nodais e de calos, também obtidos a partir de segmentos nodais de morei-
ra, inoculados na presenga de ANA e BAP indicaram que o uso de GAsfavorece o crescimento e desen-
volvimento in vitro das brotacgdes.

Na auséncia ou presenca de 1 mg.L-1 de GAz ndo foi observado crescimento das brotagdes. Na pre-
senca de 2 mg.L-1 de GAs3, as brotagdes apresentaram um crescimento satisfatério de aproximadamente
1,5 cm de comprimento, o que tornou possivel a sua transferéncia para o meio de enraizamento (Fig.
5). O uso de 4 mg.l.'1 e 6 mg.L-1 de GAs também induziu crescimento satisfatorio, porém o uso destas
concentragdes houve a formagio de calos na base do explante. Segundo George (1996), a formacao de
calos na base das brotagdes é indesejavel, pois impede a conexao vascular entre o sistema radicular e a
parte aérea.

Resultados semelhantes também foram observados por Pattnaik et al. (1996), os quais obtiveram
crescimento in vitro de brota¢des de Morus australis utilizando 1,0 mg.L-1 de GAz no meio de cultura.
Em Paulownia s, o alongamento das brotagdes foi alcan¢ado utilizando-se 1,5 mg.L-1 de GAz no meio de
cultura (BERGMANN, 1997).

Consideracoes finais

A produc¢ido maxima de brotagdes (12 brotagdes/explante) formadas a partir de calos fridveis po-
de ser obtida através da utilizacdo de 0,75 mg.L-1 de ANA associado a 1,0 mg.L-.? de BAP. A produgao
maxima de brotagoes (5 brotacdes/segmento) formadas a partir de segmentos nodais, pode ser obtida
utilizando-se 1,0 mg.L-! de ANA associado a 1,0 mg.L-! de BAP. O crescimento de brota¢des formadas
in vitro é possivel através da utilizacao de 2,0 mg.L-1 de GA3z no meio de cultura.

www.revistaifspsr.com
Volume 2 | NUmero 5 | Ano 2 | julho de 2014 | ISSN 2317-9066



SCIENTIA
vite 7

Indugdo e crescimento de brotagées...
G. A. C. Gomes & R. Paiva

Figura 5. Aspecto geral do crescimento de brotagdes obtidas in vitro a partir de segmentos nodais inoculados na presenca de
GAs. (To) controle; (T1) 1 mg.L-1 de GAs; (T2) 2 mg.L-t de GAs; (Ts) 4 mg.L-%; (T4) 6 mg.L-1 GAs.
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