COMUNICACAO

ACIDO GIBERELICO (GAs) E 6-BENZILAMINOPURINA (BAP) NO
CRESCIMENTO IN VITRO DE MACELA [Egletes viscosa (L.) Less]

JOSEFA DIVA NOGUEIRA DINIZ*
JACQUELINE LEITE ALMEIDA?

ANA LUISA DE ANDRADE TEIXEIRA?
EDNARDO SOUZA GOMES'

FERNANDO FEL|PE FERREYRA HERNANDEZ®

RESUMO — A micropropagacdo é uma ferramenta
promissora que pode ser utilizada para propagagdo e
preservacdo de muitas espécies de plantas medicinais
que vém sendo exploradas de forma indiscriminada e
gue estdo em vias de extingdo. Conduziu-se este traba
Iho com o objetivo de induzir o crescimento in vitro de
brotaces de macela, em meio de cultura MS com dife-
rentes concentragdes de GA; (0; 0,1 € 0,5 mgL™*) e BAP
(0; 1 e 2 mgL™). Foram utilizadas brotaces de macela
com diametro médio de 1,5 cm, retiradas de plantas
preestabelecidas in vitro, inoculadas em frascos conten-
do 40 ml do meio de cultura e mantidas em sala de

crescimento com temperatura média de 26 + 1°C, foto-
periodo de 16 h e intensidade luminosa em torno de
2000 lux fornecida por I&mpada tipo fluorescente bran-
ca fria. Utilizou-se como delineamento experimental
um fatoria 3 x 3, num total de nove tratamentos com 15
explantes por tratamento. Aos 30 dias, verificou-se o maior
crescimento em alturadas plantas, no tratamento com 0,5
mgL™ de GA; na auséncia de BAP. O maior nimero de
brotaces ou crescimento em didmetro foi observado com
maiores concentragdes dos reguladores. Porém, na presen-
¢a dos reguladores ocorreu um maior nimero de plantas
com folhas hiperhidricas e maformadas.

TERMOSPARA IN DEXACAO: Cultura de tecidos, proliferacdo, reguladores de crescimento.

GIBERELIC ACID AND 6-BENZILAMINOPURINE ON IN VITRO
GROWTH OF MACELA [Egletesviscosa (L.) Less/]

ABSTRACT — Micropropagation is a promising tool
that can be utilized for propagation and preservation of
many medicinal species that are being explored in an
indiscriminated form and are under the risk of
extinction. This work had as an objective to induce the
growth in vitro of macela clusters in MS culture
medium with different concentrations of GA; (0, 0.1
and 0.5 mgL™) and BAP (0, 1.0 and 2.0 mgL™). Macela
clusters or buddings with 1.5 cm of average diameter
obtained from in vitro established plants were
inoculated in glass containing 40ml of culture medium

and keept in a growing room with light (2000 lux)
supplied by cool white fluorescent lamps for 16 hours
daily at 26 + 1°C. The experiment design was 3 x 3
fatorial using a total of nine treatments with 15
explants each. On the 30th day, the highest plant was
observed in the treatment with 0.5 mgL™ GA; in the
absence of BAP. The greatest number of buddings or
diameter growing was observed in the highest levels of
growing regulators. However in the presence of
growing regulators there was a great number of ill-
shaped and vitrified leaves.

INDEX TERMS: Tissue culture, proliferation, growth regulators.
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O Brasil possui 0 maior patrimonio de diverddade
genética vegetd do planeta, porém investe pouco nas pes-
quisas em bioguimica, genética e fisiologia referentes &
plantas medicinais, e as reservas naturais estéo sendo Ss-
tematicamente destruidas e milhares de espécies estdo se
extinguindo antes de serem pesquisadas. Além disso, os d-
tos custos de importacdo fazem com que se tenha a neces-
sidade de buscar solugdes préprias para o desenvolvimento
de tecnol ogias farmacéuticas (Costa, 1995).

Considerando o universo de espécies medicinais
de intenso uso no Brasil, pode-se destacar a importan-
cia do emprego da macela (Egletes viscosa) na medici-
na popular como antiespasmadica, antidiarréica, prote-
tora do estbmago e com atividade antiviral. No entanto,
sua disponibilidade, pela forma como vem sendo explo-
rada como matéria-prima para fitoterdpicos, € preocu-
pante, pois ainda ndo se sabe ao certo como cultivala.
Seus capitulos florais sdo coletados de plantas silvestres
guando a maioria deles mudou de cor pelo amadureci-
mento, além da colheita indiscriminada das inflores-
céncias, que tem impedido sua dispersdo natural (Ikuta,
1993; Matos, 1998).

As informagdes cientifico-agrondmicas sobre plan-
tas medicinais crescem em ritmo lento, havendo caréncia
de resultados de pesquisa sobre métodos de propagacéo e
técnicas de cultivo que possam resultar em maior producdo
de biomassa e ainda garantir a perpetuacdo da espécie
(Maduefio-Box, 1973; Pavarino, 1995).

A micropropagagdo, entre outras técnicas da
cultura de tecidos de plantas, tem proporcionado a ob-
tencdo de um grande nimero de plantas com elevado
nivel qualitativo. Mais especificamente, tem permitido
a eliminacdo, em curto espaco de tempo, de viroses do
material vegetativo, proporcionando melhores benefi-
cios aos produtores, com consegliente aumento na pro-
dutividade (Nehra et al., 1990; Grattapaglia & Macha
do, 1998). E uma técnica que vem sendo utilizada para
a propagacdo rapida de espécies que levam longo tem-
po para germinar, possuem baixa taxa de frutificacéo e
gue estdo em via de extingdo. Atualmente, muitas plan-
tas medicinais ja sdo multiplicadasin vitro. Por meio da
biotecnologia, é possivel aumentar a produgéo e dimi-
nuir o prego dos principios ativos fitoquimicos (Bajg et
al., 1988; Miachir, 1992).

Para a cultura da macela, ja existem naliteratura
alguns relatos de trabalhos feitos com o objetivo de uti-
lizar 0 método da micropropagacdo na sua multiplica-
¢d0. O meio de cultura MS, em relagcdo a metade dos
macro e micronutrientes (MS/2), favoreceu o desenvolvi-
mento de segmentos nodais de macelaem meio olido e de

dpices caulinares em meio liquido (Ikuta, 1998). Traba
Ihando com Egletes viscosa, Abreu & Trevisan (1999) ve-
rificaram que 0 meio com &cido naftaenoacético (ANA) e
BAP proporcionou melhor desenvolvimento da parte aérea
em segmentos de internédios, principalmente com baixas
concentragfes de auxina Parainduzir a organogénese em
calos de Egletes viscosa, Almeida et a. (2001) verificaram
apenas a formagdo de raizes e que essa foi favorecida pela
auséncia de luz. Na presenca de BAPR, houve uma reducdo
no numero de explantes com raizes, porém concentragdes
mais dtas de sacarose favoreceram o0 aumento no nimero
de explantes com raizes, na presenca de luz. Com relacdo
a0 tamanho dos calos, esses autores verificaram o maior
aumento médio no didmetro e maior crescimento em atu-
ra, na presenca de luz e, quando acrescentaram o BAR,
houve um aumento correspondente no crescimento, tanto
na presenca como na auséncia de luz.

Com o presente trabalho, objetivou-se induzir o
crescimento in vitro de brotagdes de macela em meio de
cultura com diferentes concentrag@es de &cido giberéli-
co e de 6-benzilaminopurina, a fim de facilitar os pro-
cessos de enraizamento e aclimatagéo.

Gemas axilares de macela-da-terra (Egletes vis-
cosa) foram coletadas de plantas cultivadas em vasos
em casa-de-vegetagdo, tratadas assepticamente com hi-
poclorito de sddio (2,5%) durante 10 minutos, estabele-
cidas em meio de cultura de Murashige & Skoog (1962)
(MS) com 2 mgL™ de BAP e subcultivadas no mesmo
meio de estabel ecimento, para a formagao de novas bro-
tagOes. As brotagbes obtidas foram subdivididas em
segmentos com diémetro médio de 1,5 cm e inoculadas
em frascos com capacidade para 250 ml contendo 40
ml do meio de cultura MS com diferentes concentra-
cBes de BAP (0, 1 e 2 mgL™) e de GA; (0; 0,1 e 0,5
mgL™). O pH do meio de culturafoi gjustado para 5,7 +
0,1, apbs a adicdo dos reguladores de crescimento e feitaa
esterilizagio em autoclave (121°C durante 15 minutos).
Apds a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sda
de crescimento com temperatura média de 26 + 1°C, foto-
periodo de 16 h e intensidade luminosa em torno de 2.000
lux, proveniente de luz fluorescente brancafria

Utilizou-se 0 delineamento experimental intei-
ramente casualisado em um fatorial 3 x 3, totalizando
nove tratamentos com 15 explantes cada tratamento. A
avaliagdo do crescimento em dltura, didmetro, nimero
de explantes com raizes e tipo de folhas formadas foi
feita aos 30 dias e as médias, comparadas pelo teste de
Tukey (1% de probabilidade).

Independentemente das concentractes de BAPR, o
maior crescimento em atura das plantas de macela foi
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observado quando se acrescentou concentragtes cres-
centes de GA; (Figura 1), o que foi observado também
por Corréa et d. (1991) e Luz et d. (1994) no cultivo in
vitro de macieira e mandioquinha-salsa, respectivamente.
Segundo Grattapaglia & Machado (1998), o efeito mais
conhecido das giberdlinas in vitro é no aongamento das
partes aéreas quando essas ndo estéo em condicdes de se-
rem individualizadas para o enraizamento, devido a0 seu
pequeno tamanho, como foi 0 caso da macela A maior
concentracdo de GA; utilizada (0,5 mgL™) proporcionou
um maior crescimento em atura dos explantes, apresen-
tando diferenca estetistica altamente significativa (1% de
probabilidade) em rel ag&o aos demais tratamentos.

O maior crescimento em altura das plantas foi
observado no tratamento com 0,5 mgL™ de GA; na au-
séncia de BAP A adicdo de BAP a0 meio de cultura cau-
sou reducdo no crescimento em dtura Com relagéo ao
diémetro das plantas, de modo gerd, verifica-se um efeito
inverso ao da dtura (Figura 2), ou sga, houve um aumento
no didmetro médio das brotagdes em detrimento do cres-
cimento em altura quando as concentragdes de BAP foram
aumentadas. 10 ocorre em razéo dainibicdo da dominén-
cia apical, resultando no desenvolvimento de brotagGes la-
terais pelo aumento dos nivels de citocinina (Hartmann et
a., 1990; Grattapaglia & Machado, 1998). Pasqual et d.
(1991) também observaram que a adicdo do GA3; ao meio
de cultivo, em combinagcdo com BAP e ANA, resultou num
aumento significativo do nimero de brotos por gema na
propagacéo de amoreira-preta.

O maior nimero de plantas com folhas malfor-
madas e hiperhidricas foi observado na presenca de
BAP e GA3, enquanto o menor nimero de plantas com
essa caracteristica foi verificado na auséncia dos dois
reguladores. Bertolucci et al. (2000), trabalhando com

ALTURA (cm)

0 1

BAP (mgL™)

segmentos nodais de Tournifortia paniculata, verifica-
ram que a presenca dos reguladores GA; e ANA indu-
ziu a hiperhidratacéo e alteragd na forma das folhas nos
brotos formados. Segundo Crattepaglia & Machado
(1998), 0 exceso de citocinina no meio de cultura causa
toxidez que se caracteriza pelo excessivo entufamento e fal-
ta de dongamento das culturas, reducdo no tamanho das
folhas, encurtamento dos entrends, engrossamento excessi-
VO dos caules e hiperhidratacio generalizada das culturas.
Para Bornman & Vogelmann (1984), a hiperhidricidade
esta inversamente correlacionada com a concentragdo do
agar, sugerindo que o estado fisioldgico do meio de cultura
pode afetar a difusdo de nutrientes e dos reguladores de
crescimento nos tecidos em cultivo.

Quanto a0 enraizamento, verificou-se um maior
nimero de plantas com raizes quando foram utilizadas
concentragdes crescentes de GA; (Figura 3). Esses resulta-
dos concordam com os obtidos por Pasqud et a. (1990),
em que 0 GA; aumenta a taxa de enraizamento de plantas.
De acordo com Kochba et d. (1974), uma hipdtese para
explicar o efeito do GA3 no enraizamento € que esse esti-
mula ainiciacdo de uma zona meristeméticaradicular elou
0 desenvolvimento de uma zona radicular ja existente. Na
presenca de BAP, observou-se um eféito contrério, ou sga,
houve uma redugéo no nimero de explantes com raizesem
mai ores concentragdes desse regulador.

Assm, o maior dongamento das brotagbes de ma-
cela foi obtido no meio de cultura com 0,5 mgL™ de GA;
na auséncia de BAP e o maior nimero de brotagdes foi fa-
vorecido com maiores concentragies desse regulador.

A presenca dos reguladores favoreceu o desen-
volvimento de plantas com folhas hiperhidricas e mal-
formadas. O GA; favoreceu o desenvolvimento de rai-
zes nas brotagdes de macela.

05
01
00

GA; (mgL™)

FIGURA 1 — Altura de explantes de macela aos 30 dias de cultivo em meio com diferentes concentragtes de GA;

ede BAP.
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FIGURA 2 — Diametro de explantes de macela aos 30 dias de cultivo em meio com diferentes concentractes de

GA; ede BAP.
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FIGURA 3 — Porcentagem de explantes de macela com raizes aos 30 dias de cultivo in vitro em meio MS com di-

ferentes concentrages de BAP e de GAs.
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