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INTRODUCAO

Dentre as plantas endémicas encontradas na Chapada Diamantina, e que
apresentam grande potencial ornamental, destacam-se Neoregelia mucugensis Leme e
Orthophytum mucugense Wand. & Conc. (Leme, 1998; Wanderley & Conceicéo, 2006).
Estas sdo encontradas em pequenas populacdes sendo alvo de extrativismo predatério e
de queimadas que constantemente ocorrem na regido, 0 que torna necessario a
realizacdo de estudos que visem a preservagdo dessas espécies.

Neste sentido, a cultura de tecidos vegetais constitui-se como uma aliada para a
propagacao e conservacdo dessas espécies através da micropropagacdo. Esta técnica
pode ser desenvolvida pela embriogénese somatica indireta, em que 0s embrides
somaticos se formam a partir do calo que apresenta células em diferentes estadios de
diferenciacdo Guerra et al. (1998). Dentre os fatores que controlam a morfogénese in
vitro podemos citar os reguladores de crescimento, estando as citocininas e as auxinas
entre 0s mais utilizados Soares et al. (2011). As auxinas atuam na formacédo de calos,
inducdo do desenvolvimento de nds e de raizes adventicias Carvalho & Vidal (2003).

O estabelecimento in vitro de N. mucugensis e O. mucugense foi feito com
sucesso Bellintani et al. (2007), bem como a multiplicacdo via organogénese direta
Bellintani et al. (2008). No entanto, 0s autores consideram as taxas obtidas baixas, e
sugerem que novas pesquisas sejam realizadas a fim de aumentar a taxa proliferativa
das espécies.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi estabelecer protocolo de calogénese
visando a obtencdo de calos com potencial embriogénicos para N. mucugensis e O.
mucugense.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal e meio de cultura

Plantas germinadas in vitro com 4 meses de idade foram utilizadas como fonte
de explantes para realizagdo do experimento. Os explantes foram inoculados em tubos
de ensaio contendo 15 mL de meio de cultura. O meio utilizado foi 0 MS %2 contendo
30gL-1 de sacarose e 7gL-1 de agar (meio basico). O pH do meio foi ajustado para 5,8
antes da autoclavagem, sendo realizada a 121°C por 15 minutos.

Efeito do 2,4 diclorofenoxiacético — 2,4D em explantes foliares e radiculares de
Neoregelia mucugensis

Os explantes foliares e radiculares com 1 cm foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio basico acrescido de diferentes concentragdes de 2,4
diclorofenoxiacético — 2,4D (0,00; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 uM). O delineamento experimental
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foi o inteiramente casualizado, com arranjo fatorial de 2 x 5, sendo dois tipos de
explantes, e cinco concentracbes de 2,4D, totalizando 10 tratamentos, com cinco
repeticbes por tratamento e cinco amostras por repeticdo. Cada amostra com um
explante.

Efeito do 2,4 diclorofenoxiacético — 2,4D em explantes foliares de Neoregelia
mucugensis

Os explantes foliares com 1 cm foram inoculados em tubos de ensaio contendo
10 mL de meio bésico acrescido de diferentes concentra¢des de 2,4 diclorofenoxiacético
—2,4D (0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20 uM). O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, com 5 tratamentos, cada um com seis repetic0es, e cinco amostras por
repeticdo. Cada amostra com um explante.

Efeito do picloram em explantes foliares de Orthophytum mucugense

Os explantes foliares com 1 cm foram inoculados em tubos de ensaio contendo
10 mL do meio basico acrescido de diferentes concentracbes de picloram (0,00; 0,5;1,0;
1,5; 2,0 uM). O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, 5 tratamentos,
com seis repeti¢bes por tratamento e cinco amostras por repeticdo. Cada amostra com
um explante.

AvaliacOes

Para os experimentos | e Il ap6s 60 dias foram avaliadas a porcentagem de
explante responsivos a formacdo de calo (%ERC). Para o experimento Il foram
avaliados a porcentagem de explante responsivos a formacdo de calo (%ERC), e
presenca de estruturas globulares (PEG).

Condices experimentais
Todos experimentos foram mantidos em sala de crescimento com temperatura de
26 = 3° C, e auséncia de luminosidade.

Analise dos dados

Os dados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
programa estatistico SISVAR 5.1 e as médias comparadas pelo Teste de Tukey a 5% de
probabilidade ou analisadas por regressao.

RESULTADOS E/OU DISCUSSAO

No experimento com 2,4-D os explantes foliares e radiculares de Neoregelia
mucugensis ndo apresentaram resposta morfogénica, apesar dessa auxina ser muito
utilizada na inducdo de calo, ndo foi eficaz para este trabalho. Devido a isto,
concentracbes mais elevadas foram testadas, no entanto, os explantes também néo
foram responsivos a estas.

A andlise de variancia apontou efeito significativo (p < 0,05) para as
concentragOes de picloram na varidvel porcentagem de explante responsivos (%ER), e
porcentagem de estruturas globulares (%EG) (Tabelal). Foi observada a formacgéo de
calos nos explantes sob efeito deste regulador vegetal, que apresentaram textura friavel
e coloracéo bege.

Para o efeito do picloram na %ER a analise de regressao apresentou 0 modelo
polinomial quadréatico, demonstrando que a adig¢do desse regulador ao meio de cultura
promoveu um aumento na taxa de formacéo de calos, alcangando o0 ponto maximo na
concentracdo de 1,43 uM com valor maximo estimado de 40,89% (Figura 1). Deste
ponto em diante ocorre um decréscimo na taxa de explantes responsivos.



Tabela 1. Andlise de variancia para porcentagem de explantes responsivos (%ER), e
porcentagem de estruturas globulares (%EG) sob efeito do picloram.

Fonte de variacao GL Quadrado médio
%ER* %PEG*
Picloram 4 0,483199 0,250396
CV(%) 40,08 80,19

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
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Figura 1. Porcentagem de explantes responsivos em funcdo de diferentes
concentracdes de picloram, em explantes foliares Orthophytum mucugense, ap6s 60 dias
de cultivo.

Esses resultados demostram que possivelmente os explantes foliares de O.
mucugense, ja possuam altas concentracdes enddgena de auxina, e que a aplicacdo
exogena de baixas concentracdes é suficiente para induzir a formacéo de calo, sendo
gue concentracGes mais elevadas apresenta efeito inibitorio.

Observa-se que na auséncia de regulador vegetal ndo houve formacéo de calos,
isto confirma a relevancia da auxina neste processo. Visto que o picloram € relatado
como uma auxina que induz alta formagdo de calos Pacheco et al. (2012).

Em relacdo a %EG a analise de regressdo apontou o modelo polinomial
quadratico como mais representativo para esta varidvel; na auséncia do picloram os
explantes foliares de O. mucugense ndo apresentaram respostas morfogénicas, sendo
que a adicdo dessa auxina ao meio de cultura promoveu a formacdo de estruturas
globulares que aumentou conforme as concentracfes foram elevadas até atingirem o
ponto maximo de 1,25 pM com o valor estimado de 17,2%; a partir desse pondo essa
taxa tende a diminuir (Figura 2). A presenca de estruturas globulares nos calos indica o
potencial embriogénico dos mesmos, sendo necessario andlises histoldgicas para
confirmacdo de embriogénese.

Esta reducdo da resposta com concentragcdes mais elevadas do picloram,
observada nas figuras, pode estar relacionada ao fato de que os reguladores vegetais
sintéticos ocasionam nos vegetais efeitos similares aos dos hormonios, podendo
promover ou inibir os processos metabolicos Albuquerque et al. (2008). Tal resposta
varia entre as espécies, entre os tipos de explantes utilizados no cultivo in vitro, bem
como dentre os diferentes reguladores vegetais utilizados; que pode ser notado em
outros estudos realizados com bromélias.
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Figura 2. Porcentagem de estruturas globulares em funcdo de diferentes
concentragdes de picloram, em explantes foliares Orthophytum mucugense, ap6s 60 dias
de cultivo.

Isto demonstra que auxinas sdo necessarias no processo de embriogénese, visto
que desempenham funcdo fundamental na inducdo de embrides na cultura, e também no
desenvolvimento morfoldgico adequado destes embrides (Zimmerman, 1993; Reis et al.
2007).

CONCLUSAO

O 2,4-D, nas concentragdes utilizadas, ndo sé@o eficientes para a inducdo de calos em
explante foliar basal e radicular de Neoregelia mucugensis. O picloram é indicado para
a indugéo de calos em explante foliar basal de Orthophytum mucugense.
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