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Resposta morfogénica de embrides zigoticale Erythrina velutina
Willd. (Leguminosae) cultivadosin vitro

Priscila Tavares Fonseca Cristina Fereira Nepomucertp Bruno Fritas MatosAlvin?,
José Raniex Fereira de Santarfa

http://dx.doi.org/10.1590/0034-737X201461050002

RESUMO

O cultivoin vitro de embries zigbticos é uma técnica promissora para se avancar no estudo do desenvolvimen-
to embrionério e da quebra da dorméncia de sementes. Diante do exposto, objetivou-se, com este trabalho, avaliar
o efeito dos reguladores vegetais 6-benzilaminopurina (BAP) e acido naftalenoacético (ANA) no potencial
morfogenéticojn vitro, de embrides zigoticos de mulungu. Embrides zigoticos maduros, oriundos de sementes
foram utilizados inteiros, ou seccionados em plimula, regido intermediaria e radicula, sendo posteriormente ino-
culados em meio de cultura WPM, suplementado com combinacdes de BAP (0,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0 uM) e
ANA (0,0; 1,0 e 2,0 uM), acrescido de 87,64 mM de sacarose e solidificado com 0,7%. dp@&ga&0 dias,
avaliaram-se a percentagem de regeneracdo dos embrifes e 4pice plumutaero de brotos, o nimero de
folhas, o comprimento da parte aérea dos brotos, o nimero de raizes e a percentagem de formacédo de calos oriun-
dos da regido intermediaria e da radicula. E possivel a regenarag&o de mulungu, a partir dos explantes
plimula e embrides zigoticos inteiros, cultivados em meio de coN&Msl, suplementado com 4,0 uM de BAP
Regibes intermediarias e da radicula promoveram a formacao de calos compactos (96,06%), na combinacao de
10,63 pM BAPe 2,0 uM dANA.

Palavras-chave:mulungu, 6-benzilaminopurina, acido naftalenoacético, morfogénese.

ABSTRACT

Morphogenic response of zygotic embryos @&rythrinavelutina Willd. (Leguminosae)
cultivated in vitro

Thein vitro culture of zygotic embryos represents a promising technique to study the embryonic development
and dormancy in seeds. The objective of this study was to determine the effect of plant growth regulators, 6-
benzylaminopurine (BAP) and naphthalene acetic (NAA), in the morphogenetic poteimtiaitiaf zygotic embryos
of mulungu Mature zygotic embryos from seeds were either used as a whole or sectioned in plumule, radicle and
intermediate region, and subsequently inoculated in WPM medium supplemented with combinations of BAP (0.0,
2.0,4,0,8.0,12.0 and 16u) and NAA(0.0, 1.0 and 2.0 uM), added with 87.65 mM sucrose and 0.7%Adgar
30 days, the following parameters were evaluated: regeneration percentage of embryos and plumularapice, number
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of buds, number of leaves, aerial part length of buds, number of roots and percentage of callifrom the intermediate
region and radicle. It was feasible timevitro regeneration omulungufrom plumule explant and whole zygotic
embryos inWPM medium supplemented with 4.0 BAP. Moreover intermediate and radicle regions promoted

the formation of compact calli (96.06%)by combining10u88 BAP and 2.0uM NAA.

Key words: 6-benzylaminopurine, morphogenesis, mulungu, naphthalene acetic.

INTRODUQAO 1998), bem como para observar 0s processos
morfogenéticosn vitro, contribuindo para avancgar no

mulungu(E. veluting é um acie lenh is- ; . . L
O mulungu(E. veluting & uma especie lenhosa, d chghemmento da biologia da espécie em estudo.

ribui i . -
tribuida na Caatinga e nas florestas secas do oeste Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho

América do Sul, no Pery, Equador e_ Caribe (Qosta noE’;tf\a/aliar o efeito de BAR doANA no potencial
daVenezuela e Cuba). E nativo do bioma Caatinga; ocor e o o

ki B ) orfogenéticoin vitro de embrides zigdéticos de
rendo desde a Paraiba e Piaui até o norte de Minas g%_lungu
rais (Queiroz, 2009). Espécies lenhosas como mulungu, '

geralmente, guando~ micropropagadas, apresentam bam%\TERIAL E METODOS

taxa de multiplicacdo, conforme relatado por Catta

al. (2010), sendo necessario aprofundar o conhecimen- Os experimentos foram realizados no Laboratério de
to sobre o seu potencial morfogénico. Cultura deTecidosVegetais (LCTV), da Unidade Expe-

A morfogénese das plantas é consequéncia daental Horto Florestal (UNEHF), da Universidade
integracdo dos processos de divisdo e de diferencia¢giadual de Feira de Santana (UEFS), localizado no mu-
celular (Handro & Floh, 1990). Esses processos s@ipio de Feira de Santana, regido do Semiérido da Bahia.
controlados por uma variedade de sinais internos ou do Foram utilizadas sementes Bevelutinafornecidas
ambiente, como os hormoénios e a luz, capazes de maadla EMBRAR Semiarido em Petrolina-PE armazena-
ficar o crescimento e o desenvolvimento. Segundias no LCTV do Horto Florestal, sob temperatura ambi-
George & Sherrington (1984), o crescimento e ante.
morfogénesen vitro sdo fatores regulados pela Inicialmente, as sementes foram submetidas a
interacdo e balanco dos reguladores de crescimento esearificacdo mecanica em mini-retifica e ao processo
getal existentes no meio de cultura, principalmentde desinfestagdo, segundo metodologia de Gxistd
citocininas e auxinas. (2010).As sementes foram lavadas em agua corrente por

Alguns padrdes morfogénicos sdo frequentemeni® minutos, desinfestadas por imerséo em etanol, a 70%,
relatados, como: a neoformacédo de raizes e genp® 2 minutos, com posterior transferéncia para solu-
caulinares, em murmuruAstocaryum ule(Pereiraet  ¢ao de hipoclorito de sodio - NaOCI [2,5% de cloro ati-
al., 2006),Annona glabralL. (Santaneet al, 2008), vo], misturado a 2 gotas de detergente neutro, por 20
pistachio -Pistacia veral. (Benmahioulket al, 2009); a minutos.Apés a desinfestagdo, as sementes foram lava-
formacdo de calos e embrides somaticos em canafistudas 4 vezes, com Agua destilada estéril e, em seguida,
Peltophorum dubiun{Bassaret al, 2006),Heliconia colocadas para embebicéo, durante 20 horas, em recipi-
bihai (L.) L. cv. Lobster ClawTwo (Ulisseset al,, 2011) ente com 4gua destilada estéril, vedado com filme PVC,
e em maracuja Passiflora edulisSims (Pintoet al, em camara de fluxo laminar sob condi¢des assépticas.
2012), estando intimamente ligados aos fatores Apos o periodo de pré-embebicéo, realizou-se a in-
supracitados, bem como as condi¢des de cultivo e eisdo das sementes, cortando-as transversalmente no
tipo de explante utilizado. centro, separando-se os cotilédones e utilizando-se pin-

Por essas razes, torna-se importante a avaliagdogdopara a retirada do embrido zig6tico, sob condigcoes
potencial morfogénico de embriGes zigéticosEle assépticas, em camara de fluxo laminar
veluting uma vez que séo excelentes explantes para pro-O embriéo zigotico foi utilizado intacto, ou
pagacdo clonah vitro, por sua natureza juvenil e seuseccionado em plumula, regido intermediaria e radicula.
alto potencial regenerativo (Hu & Ferreira, 1998). Os explantes foram posteriormente inoculados em fras-
emprego de embrides zig6ticos pode contribuir pakas, com 60 mL de meio de cultura WPM (Lloyd &
superacdo de barreiras genéticas a germinagdo, problilscown, 1980), suplementado com concentragdes de
¢do de plantas assépticas, elucidagdo de aspectos Bdenzilaminopurina (BAP; 0,0; 4,0; 8,0; 12,0 e 16,0
rentes a nutricdo do embrido no évulo (Hu & FerreirgiM), combinado com acido naftalenoacético (ANA; 0,0;
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1,0 e 2,0uM), suplementado com 87,64 mM de sacaroRESULTADOS E DISCUSSAO
e solidificado com 0,7% de ag& pH do meio de cultura

foi ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem, a 102e1n'?;nt;;a§:? eBA(;E eerng:lﬁeéle;( ;;I)a %Egtjae:ﬁ:ea pueer-
°C e sob pressédo de 1 atm, por 15 minwesculturas g 9 ¢ ' q

. . alpenas 0s explantes embrido inteiro e &pice plumular
foram mantidas em sala de crescimento com temperatura

%'oram responsivos para a regeneracao de broate(d@
de 25+ 3 °C, fotoperiodo de 16 horas, umidade relati PONSIVOS p g ¢ ¢

\V . -, - . . .
. L . .Ao analisar esta variavel, nao foi possivel o ajuste de
de 60% e radiacdo fotossintética ativa de 60 pnfadin Q) P :

; id 13 das i tes b iy um modelo matemaético significativo para ambos
ornecida por lampadas fluorescentes branca-frias : .
P P explantes responsivos (Figura 1).

O delineamento experimental foi inteiramente ', 5ysancia de reguladores de crescimento vegetal,
casualizado, em arranjo fatorial 4 x 5 x 3 (tipos dg yecentagem de regeneracéo (93,33%) foi maior para
explantes x concentragGes de BAP x concentracdes gl ante embrizo inteiro em relagéo ao explante plimula
ANA) totalizando 60 tratamentos, com 5 repetlgées(75%) (Tabela 2)A taxa de regeneracdo para o explante
sendo cada frasco constituido por 4 unidades experimeRaprizo inteiro foi mantida com a adicdo de regulado-
tais.Apds 30 dias da inoculacdo, avaliaram-se: a percefis de crescimento vegetal, diferentemente do reporta-
tagem de regeneracdo dos embrides e do apice plumugy por Costa &loufa (2007), na regeneragio vitro
0 ntimero de brotos, o nimero de folhas, o comprimega empriges zigéticos de plantulas de tamareira
to da parte aérea dos brotos, 0 nimero de raizes e a PShoenix dactyliferd..), em que a adi¢do de regulado-
centagem de calos oriundos da regi&o intermediaria € @& de crescimento BARAIA resultaram em efeito ne-
radicula. gativo, registrando-se a maior taxa, 66,6%aieversao

Os dados foram submetidos a analise de variangia embrides zigéticos, em meio de cultura MS, isento
(ANAVA) e as medias, comparadas pelo test€ud®y,  dos reguladores de crescimento.

a 5% de significancia, para os fatores qualitativos, usan- No entanto, ao suplementar-se o meio de cultura com

do-se as equacdes de regressao polinomial para os f@aP, verificou-se aumento na taxa de regeneracéo para
res quantitativoshA analise foi realizada comsoftwae o explante plimula, em todas as concentracées testadas,
SISVAR (Ferreira, 201). obtendo-se um acréscimo de 23,75%, quando compara-

Tabela 1 Resumo da analise de variancia para porcentagem de regeneracgéo (%R), numero de brotos (NB), nimero de folhas (NF),
namero de raizes (NR), comprimento da maior parte aéréd, (@téria seca da parte aérea (Mp€formacéo de calos de plantas

de Erytrina velutinasubmetidas a concentracdes de Benzilaminopurina (BAP) combinado e isolado com acido naftaleno acético
(ANA) em meio de cultura WPM

Quadrado médio

Fv GL

%R NB NF NR CPA MSPA F.CALO
BAP 4 545,50 0,46" 37,80 19,53 2492,41 381,90 21395,00
ANA 2 187,06 0,076 2,20° 0,23* 177,89 326,66 4330
Explante 1 168233,09 2,88" 692,16 11,29 14100,67 3465,37 563,33
BAP x ANA 8 234,90° 0,12 2,62 0,13* 41,68° 158,29 630,00
BAP x Explante 4 316,92 0,05 3,08¢ 7,92 243322 883,37 255,00°
ANA x Explante 2 75,75 0,076 4,37 0,08° 78,75 646,28 3,33
BAP x ANA x Explante 8 112,34 0,073+ 0,94 0,16° 30,04¢ 101,71° 195,00
Residuo 90 92,06 0,064 2,37 0,36 53,92 61,98 134,44
CV (%) 20,93 23,55 33,92 32,42 32,67 51,47 14,77

** Significativo a 1% de probabilidade pelo test&HNao significativo a 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 2.Porcentagem de regeneracao (%R) de mulengtuncao de BARos 30dias de inoculados em meio de cultwBM

| BAP (M)

Explan

plante 0 4 8 12 16
Embrido 93,33 a 98,33 a 86,67 a 93,33 a 96,67 a
Plimula 75,0b 98,35a 83,37 a 93,33 a 98,33 a
R. Intermediaria - - - - -
Radicula - - - - -

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, nédo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade Jelkegste de
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608 PriscilaTavares Fonseazt al.

do com a taxa do meio isento de regulador de cresci- Ao analisar a variavel nimero de brotos, verificou-
mento vegetal (@bela 2). O efeito da adicdo de regulase efeito isolado das fontes de variacdo BARpo de
dores de crescimento vegetal, assim como em apieeplante. Em fungéo do tipo de explante, registrou-se a
plumular de mulungu, foi significativo no cultivo de api-maior média (1,23) para embrido zig6tico inteiro, sen-
ces plumular deurkish cowpegMigna unguiculatal), do que, para o explante plumula, a média foi de 0,93. Os
quando embrides zigéticos, tratados com pulso de 44Jémais explantes (regido intermediaria e radicula) ndo
UM de BAP e, posteriormente, inoculados em meio pafarmaram brotosAo avaliar o fator isolado BARtra-
regeneracgdo acrescido de BAR11 a 5,55 pM) &ANA  vés da andlise de regressao nao foi possivel o ajuste de
(0,54 uM), mostraram 100% de regeneracao de apiag® modelo matematico representativo, porém, foi ob-
plumular (Aasimet al, 2009). servado em 16,0 uM de BAP maior formacéo de
Possivelmente, a sintese, no apice caulidar brotagbes (1,23 brotos/explante) (Figura 2).
citocinina do explante plumular de mulungu néo é sufi- A percentagem de brotos oriundos de embrides
ciente para promover um balanco auxina/citocinina faigéticos de mulungu € considerada baixa, semelhan-
voravel ao crescimento da gema caulimaqual foi su- temente ao verificado por Dantesal (2002), que ob-
prido com a adicdo de BAP ao meio de cultura. Sabe4seeram 2,3 brotos por explante, quando utilizados 4 pM
gue o centro produtor de citocinina ocorre node BAPno cultivoin vitro de embriGes zig6ticos de
meristemas radiculares, no entanto, pode sua sintesacieira M9 Mallus pumillg. J4, para o explante
ocorrer nos meristemas presentes no apice cauliaar (Tplumula da espécie em estudo, os dados divergem dos

& Zeiger, 2009). reportados por Horbacét al. (2012), que obtiveram
y(®)=Ns
120 - y(m)=Ns
£ 100
£ o - n '
z i
?(' 80 -

Percentagem dere
E .
S

0 4 8 12 16
BAP (uM)

Figura 1. Percentagem de regeneracgao obtidos de explante de embrides zigotico¢jnegaidula B ) de mulungu em funcéo dos
concentragdes de BAP apds 30 dias de inoculagdo em meio V&R&b (significativo a 5% de probabilidade pelo teste F).

14 - y=NS§
12 *
g & * ¢
g 1
2
< os?
e
Z 04 -
02 4
0 4 8 12 16
BAP (uM)

Figura 2. Numero de brotos em fung&o das concentragBes de BAP em explantes de emdu3{@ydias de inoculados em meio de
cultura WPM®sSignificativo a 5% de probabilidade pelo teste F).

Rev CeresVicosa, v61, n.5, p. 605-61 set/out, 2014



Resposta morfogénica de embrides zigotidegrythrina velutinaWilld. (Leguminosae)... 609

brotacdes mdltiplas em apices caulinares de erva-mgbeesenca de 4,0 uM de BAPsse decréscimo do nime-
a partir de embrides zigoticos, ap0s trés subcultivos emde folhas pode ser um indicativo de fitotoxicidade do
meio suplementado com 0,044 uM de BAP regulador de crescimento BAP (Grattapaglia & Macha-
O acréscimo de citocinina ao meio de cultura provalo, 1988).
velmente acumulou-se nos apices produtores de auxinaEm relac&o ao tipo de explante, verificou-se a maior
dos explantes embrides zigdticos e plimula, promovemédia (7,15) para a variavel nimero de folhas, quando
do, assim, um balanco auxina/citocinina favoravel aatilizado o embrido inteiro, valor significativamente su-
crescimento vegetal, mantendo a dominancia apicalperior aos obtidos para o explante plumula (2,35 por
impedindo o desenvolvimento das gemas laterais e akplante), Unicos explantes testados que apresentaram
venticias, em explantes de mulun§egundo Georget formacédo de folhas.
al. (2008), a obtencdo de multiplos brotos pode ser ini- O comprimento da parte aérea foi influenciado pela
ciada a partir de semente, principalmente em espécieteracdo BAP e tipo de explante. Em func&o do tipo de
lenhosas como mulungu, ocorrendo nédulos axilares eMplante néo foi possivel o ajuste de uma equacao signi-
brotacGes adventicias, em meio basal acrescido fleativa, com significado biolégico para o explante
citocinina, desde que seja dado o estimulo correto. plimula (Figura 4). No entanto, para embrido inteiro, a
Ao se analisar o nimero de folhas, também foi olequagdo que melhor se ajustou foi a quadratica descen-
servado efeito significativo da concentracdo de BAP dente.Verificou-se redu¢do do comprimento dos bro-
Tipo de explante isoladamente. Em fungdo das concens, com o aumento das concentracdes de, BARN-
tracbes de BAP (Figura 3), constatou-se um comportde-se 0 maior comprimento (67,93 mm) em meio isen-
mento linear decrescente, obtendo-se a maior médiatnade regulador de crescimento vegetal (Figura 3). Esse

6 y=-0,0845x + 5426 R*= 73%**
*
2
* *

Numero de folhas
w
A

0 T T T 1
0 4 8 12 16

BAP (uM)

Figura 3. Nimero de folhas em funcéo das concentra¢des de BAP em explantes de mulungu aos 30 dias de inoculados em meio de
cultura WPM { Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).

yi@ = 0,3307x" - 8,0345x + 65,851 R* = 98% **

y(@=NS
E 80 1
E 103
§ 60 -
8
[ 50 .
e
g 4] .
« 30 A
-~
e 20 - .
g 10 m o n ui}
A
& 0 + T T T ]
£ 0 4 8 12 16
- BAP (M)

Figura 4. Comprimento da parte aérea obtido de explante de embrides zigéticos@fei{mula B ) de mulungu em fungao dos
niveis de BAP apds 30 dias de inoculagéo em meio WBIgifificativo a 1% de probabilidade pelo test&Bjgnificativo a 5% de
probabilidade pelo teste F).
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4 -
35 y(®)=0,0292x" - 0,6346x +3,0323 R*= 86% **
Ll 4 y(®)=0,0065x" - 0,1408x + 0,6466 R*=86%*
g 3 -
8
=25
e
s 11
g
£15 -
g
05 .\.\
0 . & —a
0 4 8 12 16

BAP (uM)

Figura 5. Numeros de raizes obtidos de explante de embrifes zigoticos i¢papl(imula @) de mulungu em funcéo dos niveis de
BAP ap6s 30 dias de inoculagdo em meio WPSidnificativo a 1% de probabilidade pelo teste&Skgnificativo a 5% de probabilidade
pelo teste F).

Y(@)=-0,7580x? + 16,143x + 10,214 R* = 78%**
y@ = -0,4576x? + 10,500x + 44 857 R* = 82%**
Y(&) = -0,4018x? +9,1786x + 49,143 R* = 71%**

% Formacio de calos

BAP (uM)

Figura 6. Formacé&o de calos em funcdo de BNA (¢ ) 0,0; (m)1,0; (A ) 2,0ANA ap06s 30 dias de inoculagdo em m&ieM
(" Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F).

resultado é corroborado por Benmabhietilal. (2009), L.), os quais observaram que apenas as plantulas oriun-
que constataram melhor crescimento (26 e 25 mm) das do meio de cultura isento de regulador de cresci-
parte aérea de embribes isolados de pistaelstatia mento apresentaram raizes primarias normais.
veral.), em meios sélidos ricos em nutrientes (DKW e De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), a
MS) na auséncia de regulador de crescimento vegetalormacdo de calo na base dos explantes, em espécies
De acordo com Costa &loufa (2007), muitas ve- lenhosas, pode estar associada a quantidades excessivas
zes 0 acréscimo de reguladores de crescimento vegetalauxinas e sacarose, comprometendo dessa forma o
exdgenos pode ndo ser benéfico, por causa dos tequescesso de rizogénese.
indeterminados de hormdnios endégenos do embrido. A interagcdo BAR: ANA influenciou a variavel per
A variavel numero de raizes foi influenciada pel@entagem de calos. Nos explantes regido intermediaria
interacdo BAP e tipo de explante. Para os explantes eenradicula, foi observada a formacado de calos, apresen-
brido inteiro e apice plumular registrou-se comportaando comportamento quadratico ascendente das con-
mento quadratico descendente, em relagdo as conceentracbes dANA, em relacdo as de BAR curva de
tracOes de BARFigura 5)A formacdo de calo na baseresposta indicou que, na concentragéo 2,0 piiNge e
dos explantes, na presenca de B&Bsmo em concen- 10,63 pM de BAPatingiu-se o valor maximo estimado
tracbes baixas, provavelmente inibiu a formacdo d66,06%) para a formacao de calos (Figura 6). Os calos
raizes.Comportamento semelhante foi reportado pogm todos os tratamentos apresentaram textura compac-
Costa &Aloufa (2007), no cultivan vitro de embrides ta e coloragdo branca, o que pode ser um indicativo de
zig6ticos maduros de tamareirBhenix dactylifera alta atividade auxinica €fmignoni, 2005).

Rev CeresVicosa, v61, n.5, p. 605-61 set/out, 2014
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A formacao de calos nos explantes regido interméeorge EF & Debergh PC (200@)cropropagation: Uses and Methods.
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