COMUNICACAO
REGENERACAO DE Euphorbia heterophylla L.IN VITRO
In vitro regeneration of Euphorbia heterophylla L.
Francieli Colussi', Audrei Nisio Gebieluca Dabul?, Ricardo Antonio Ayub?

RESUMO

Objetivou-se neste trabalho estudar a regeneracdo in vitro da planta daninha Euphorbia heterophylla a partir de explantes
hipocotiledonares, cotiledonares e radiculares com diferentes concentra¢des do hormdnio 2iP, combinado ou ndo com auxina e
cinetina adicionado ao meio MS/2. Foram avaliados os nimeros de explantes com gema, nimero de gemas por explante, nimero de
plantulas enraizadas e aclimatadas. Obteve-se em média duas gemas por explante hipocotiledonar em 50% desses, a partir de
organogénese direta com o uso de 0,5 mg.L' de 2iP. Ndo houve regeneragio a partir dos explantes cotiledonares e radiculares. A
cultura racinar desenvolveu-se em todos os tratamentos contendo ou nio auxina. Esses resultados poderdo auxiliar em futuros
testes fisioldgicos de resisténcia dessa planta a herbicidas.

Termos para indexacao: Leiteiro, organogénese, morfogénese.

ABSTRACT

This work aimed to study the in vitro regeneration of the weed Euphorbia heterophylla from hypocotyls, cotyledon and root
explants grown under different concentrations of the hormone 2iP, combined or not with auxin added to MS/2 medium. The
parameters analyzed were the number of explants with shoot, number of shoot for explants, number of rooted and acclimatized
plants. The results showed an average of two shoot for hypocotyls explants, in 50% of these, from direct organogenesis with the use
of 0.5 mg. L' of 2iP. No regeneration from the cotyledon and root explants was verified. The root culture developed in all treatments

with or without auxin. These results will be able to assist in future physiological tests of resistance of this plant of herbicides.

Index terms: Wild poinsettia, organogenesis, morphogenesis.

(Recebido em 18 julho de 2006 e aprovado em 2 de abril de 2007)

Euphorbia heterophylla L., conhecida como
leiteiro é uma planta de morfologia muito variavel e uma
das mais temidas espécies infestantes, principalmente nas
regides tropicais e subtropicais das Américas
(CRONQUIST, 1981). Essa espécie estd amplamente
distribuida no centro-sul do Brasil, contatando-se sua
presenca em 74% das areas de soja do planalto do estado
do Rio Grande do Sul (VIDAL & WINKLER, 2002). Tem
extraordindria capacidade de multiplicacdo e as plantas
crescem com muita rapidez, e tendem a sombrear plantas
de culturas anuais de desenvolvimento mais lento. Por
isso competem intensamente na absorcdo de nutrientes
do solo (KISSMAN & GROTH, 1999), sendo de dificil
controle e resistente a maioria dos herbicidas utilizados no
combate as folhas largas (WILSON, 1981). Esse controle é
realizado principalmente com herbicidas inibidores das
enzimas acetolactato sintase (ALS) e protoporfirinogénio
oxidase (PROTOX) (VIDAL & MEROTTO JUNIOR, 2001).

Além da importincia agricola, também tem-se
buscado caracteristicas farmacéuticas de Euphorbiaceae:
a extracdo de substincias bactericidas eficientes contra
Escherichia coli e Bacillus subtilis, (DOROTHY et al.,
2006); isolamento e caracterizacdo parcial de lecitina em
sementes (MAKUTA et al., 1983); levantamento
fitoquimico e antiinflamatério de extratos aquosos e
metandlicos (FALODUN et al., 2006) utilizado para
tratamentos de asma, bronquite e constipacdo; e testes
com ratos vém demonstrando a atividade analgésica das
raizes de leiteiro (VAMSIDHARA, 2000).

A obtencdo de explantes in vitro de leiteiro
(COLUSSI & AYUB, 2003) pode contribuir com estudos
fisiolégicos na agricultura e na farmacologia. Com o
objetivo de avaliar diferentes explantes e concentragdes
de reguladores vegetais na regeneracéo in vitro de leiteiro,
buscou-se aumentar os conhecimentos em relagdo a
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morfogénese dessa planta. Os prejuizos financeiros a
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agricultura e seu alto valor agregado medicinal merecem
destaque.

Sementes de E. heterophylla foram coletadas em
lavouras de soja da regifio sudoeste do Parand, no ano de
2004, e armazenadas em ambiente refrigerado e germinadas
conforme Colussi & Ayub (2003).

Plantulas de sete dias de idade, a partir da emissdo
da radicula, foram utilizadas como fontes de explantes
cotiledonares, hipocotiledonares e radiculares. Os
explantes cotiledonares foram seccionados em seis partes,
explantes hipocotiledonares e radiculares excisados com
um cm de comprimento e colocados em meio nutritivo
basico MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962), contendo
metade das concentragdes de sais e vitaminas, acrescido
de 30 g/L de sacarose, preparado por dissolucdo dos
componentes em dgua destilada. O pH foi ajustado para
5,6 com NaOH 0,1N e solidificado com 6 g/L. de agar
(Sigma®). Os meios suplementados com diferentes
concentragdes e combinagdes de reguladores de
crescimento constituem os tratamentos descritos a seguir
para todos os explantes: 0,5mg/L 2iP (T1); 0,5mg/L 2iP +
0,Img/L AIA (T2); 1,0mg/L 2iP+0,1mg/L AIA (T3); 1,5mg/L
2iP + 0,1mg/L AIA (T4). As culturas inoculadas foram
mantidas em condigdes controladas a 25 °C e 16 h de
fotoperiodo, e 2600 lux.

Apés 30 dias de cultivo, os brotos foram
individualizados e transferidos para o meio de
enraizamento MS/2, sem reguladores de crescimento. As
plantas enraizadas foram acondicionadas em copos
plésticos com terra autoclavada para aclimatacdo (Figura 1
FeG).

Pode-se observar que o efeito das diferentes
combinagdes de reguladores de crescimento
acondicionados no meio MS/2 de E. heterophylla ndo
regeneraram gemas a partir de explantes cotiledonares e

radiculares, em nenhum dos tratamentos testados (dados
nao demonstrados).

Os explantes hipocotiledonares desenvolveram
brotacdes (Figura 1A e B) no meio MS/2 suplementado
com 0,5 mg.L' de 2iP (Tabela 1). Os resultados
evidenciaram um processo de morfogénese do tipo
organogénese direta, sem a formacgao de calos (Figura 1A).
Aproximadamente cinqiienta por cento dos explantes
hipocotiledonares regeneraram duas gemas, em média.
Gemas que apds seu alongamento foram enraizadas e
aclimatadas em casa-de-vegetagdo (Figura 1 D e E). Esse
resultado de organogénese direta se diferencia dos testes
feitos por Prasad & Satyasree (1994), que tiveram a
organogénese indireta de E. heterophylla, na presenca da
auxina ANA.

Tratamentos com AIA foram eficientes na formacio
de raizes para os explantes radiculares (Figura 1C) e
hipocotiledonares o que confirma os resultados obtidos
por Prasad & Satyasree (1994). Entretanto o enraizamento
ocorre na auséncia de ANA (Figura 1E). A formacao de
raizes adventicias apenas com os niveis endégenos de
auxina, que € o caso da E. heterophylla, também ocorre no
maracuja (RIBAS, 2000).

Os brotos regenerados ndo apresentaram
deformagdes morfolégicas como hiperhidricidade (ZIV,
1995), indicando que ndo houve efeito prejudicial dos
reguladores de crescimento sobre os brotos regenerados
(CURY & CASSELLS, 2001), dos nutrientes, nem do
contetdo do dgar sobre a morfogénese (SAHER et al.,
2004).

As diferencas quanto a regeneracdo entre os
diferentes explantes testados poderiam ser explicadas pelo
gradiente interno de reguladores de crescimento, pelo grau
de determinacdo dos tecidos, para responder a estimulos
hormonais (TRAN THANH VAN, 1973). A alta capacidade

Tabela 1 — Avaliacdo de diferentes concentra¢des do regulador de crescimento 2IP, com ou sem AIA, na regeneragéo de

explantes hipocotiledonares de leiteiro.

Tratamento expll\;ltes explarit/ gema exII)\II;nCt}: I(nrsz(;ia) BrI:)IZOS Enraizadas  Aclimatadas
0,5mg/L 2iP 30 14 2 28 10 10
N 0 0 0 0 0
N 0 0 0 0 0
NI 0 0 0 0 0
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de regeneracdo dos explantes jovens é explicada pela maior
atividade metabdlica e uma adequada concentragio
hormonal endégena (SKOOG & MILLER, 1957), como
resultado de um equilibrio entre as concentragdes internas
e as supridas externamente com o meio, além de uma
interagdo com os nutrientes (RAMAGE & WILLIAMS,
2002).

A manutencdo da umidade no plastico com a
aspersdo de goticulas de dgua (Figura 1F), foi essencial
para o desenvolvimento e sobrevivéncia da plantula ex
vitro, onde 100% das plantas enraizadas foram aclimatadas
(Figura G).

Estudos recentes com E. heterophylla t€ém
demonstrado o grande potencial dessa planta como modelo

Figura 1 — (A-B) Organogénese a partir de explantes hipocotiledonares em meio MS/2. (C) Rizogénese a partir de
explantes radiculares. (D) Enraizamento das plantulas em meio MS/2 sem hormdnios. (E) Plantulas enraizadas
(F)Aclimatizacdo das plantulas com a protecdo do plastico e (G) apds 10 dias aclimatizando em ambiente de laboratdrio.
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para trabalhos na area agricola (GELMINI et al., 2001;
VIDAL & WINKLER, 2002) e farmacolégica (DOROTHY
et al., 2006; FALODUN et al., 2006) ainda pouco explorados,
o que podera fornecer subsidios para o manejo dessa planta
daninha, bem como auxiliar na busca por novos principios
ativos.

A partir desta discussdo podemos concluir que a
regeneracdo de E. heterophylla é obtida a partir de explante
hipocotiledonar em meio MS/2, suplementado com 0,5 mg/
L 2iP, onde se obteve 46,7% de regeneragdo dos explantes
contendo, em média, duas gemas. A cultura racinar € obtida
a partir dos explantes radiculares e hipocotiledonares em
meio com 2iP + AIA. Nio foi possivel obter nenhum tipo
de regeneragdo com explantes cotiledonares.
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