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RESUMO

de cultura MS suplementado com combinacdes de cinetina com 2,4-D, ambos nas concentracdes de 0,0; 0,1 e

1,0 mg.L%, avaliando-se a taxa de sobrevivéncia, formacéo de tecido caloso, brotdzésg massas fresca
e seca dos calos formados e das brotacdes. As melhores taxas para sobrevivéncia e formacao de calo foram encontradas
nas combinac¢des dos maiores niveis de ambos os fitorreguladores e melhores proliferagdes de brotos nos menores
nivel de cinetina e na auséncia de 2,4-D. N&o houve diferenca significativa nas interacdes de cinetina e 2,4-D para
massa seca e fresca das brotacfes. As massas fresca e seca dos calos apresentaram maiores valores nos balancos com
cinetina, independentemente dos niveis de 2,4-D.

V Verificou-se a capacidade regenerativa de explantes de segmentos nQidisadenthus roseusm meio

Palavras-chave Fitorregulador ; vinca; cultura de tecidos.

ABSTRACT

IN VITRO REGENERATION OF Catharanthus roseuslODAL SEGMENTS EXPLANTS, UNDER DIFFERENT
AUXIN AND CYTOKININ COMBINATIONS

The regenerative capacity @fatharanthus roseustem segments explants, inoculated in MS culture media,
supplemented with combinations of kinetin and 2,4-D, both in the concentrations of 0.0; 0.1 and 1,Qveg L
evaluated trough the survival rates, callus formation, adventitious budding, adventitious aodtingsh and dry

matter of the formed calluses and buds. The best survival rates and callus were held at the highest levels of both
growth regulators, and the best sprouts proliferation at the growth regulators absence and at the lower concentrations
of kinetin. The interactions of kinetin and 2,4-D for adventitious budding, were not significant. Callus fresh and dry
matter were higher under balances with kinetin, regardless the level of 2,4-D.

Key-words: growth regulator; periwinkle; tissue culture.

INTRODUCAO o sistema de cultivin vivo. Culturasin vitro, tém
produzido e acumulado, na maioria das vezes,
Catharanthus roseu$¢lL.) Don. é uma planta metabdlitos secundarios em até 25 vezes a mais, em
herbacea, provavelmente originaria de MadagascaGomparacdo com a extracdo a partir da plantavo
amplamente utilizada como ornamental, tendo porém(Caetano, 1993).
nas propriedades medicinais seu maior interesse. E crescente o interesse por medicamentos de origem
Mais de cem alcaldides tém sido isolados denatural, principalmente de origem vegetal. Em sistemas
diferentes partes da planta, sendo vinblastina én vivo inimeros fatores influenciam a producéo de
vincristina os mais importantes, devido as suassubstancias que apresentam principio ativo
propriedades anticancerigenas (Reis, 2001). farmacoldgico, comprometendo seu rendimento. Ha
A cultura de tecidos vegetais € uma técnica queegistros de que nos Paises Ocidentais cerca de 40 %
permite otimizar a producdo e a extragcdo destaslos medicamentos usam, total ou parcialmente,
substancias em pequeno espaco fisico e em curforincipios ativos oriundos de fontes naturais (Reut
periodo de tempo, além de promover incremento nal., 2000).
rendimento dos produtos finais, quando comparada com  Atualmente varios estudos tém sido conduzidos em
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relacdo a producdo e extracdo dos metabolitosolida com 7 g.It de Agar, e o pH ajustado a 5,7 antes
secundarios produzidos ébatharanthus roseysendo  do processo de autoclavagem. Os explantes foram
gue grande parte dos resultados sao patenteadasoculados em frascos com capacidade de 600 mL,
(Anonymous Chemical, 1995). contendo 50 mL de meio proposto para cada tratamento
O tipo e a concentragdo de fitorreguladores no meie vedados com filme de polietileno, sendo transferidos
de cultura, séo fatores determinantes no crescimento gara sala de crescimento com fotoperiodo de 16 horas
padrdo de desenvolvimento na maioria dos sistemas d#e luz ao dia a 45 umol#is! , com temperatura de
cultura de tecidos (Caldas al, 1998). A formagdo de 25+3°C, permanecendo até o final do experimento.
calos emTabebuia caraibdoi favorecidaquando A partir de 20 dias ap6s a inoculacdo dos explantes,
explantes foliares foram encubados em meio MSquando foram observados os primeiros sinais de
suplementado com 1,0 mg-te 2,4-De 0,2 mg.t* de regeneracao, foram realizadas sete avaliagdes com
cinetina (Lima & Caetano, 2002). intervalo semanal, observando-se a taxa de
A melhor combinacado de fitorreguladores para asobrevivéncia, formagéao de brotacdes, calo e de raizes,
multiplicacdo de brotos d€atharanthus roseum sendo que na ultima avaliacdo foram computadas as
vitro, foi 4 mM BAP e 5 mM ANA, a partir de explantes massas fresca e seca dos calos formados, assim como
de gemas, ao longo de trés sucessivos sub-cultivodas brotacdes. A massa seca foi determinada apds a
(Alén & Jain, 1997). secagem do material em estufa durante 48 horas a 60°C,
O presente trabalho teve o objetivo de comparar &m balanc¢a analitica digital com trés casas decimais.
capacidade regenerativa de explantes de segmentos Os dados foram submetidos a ANOVA e a separacao
nodais deCatharanthus roseum vitro em diferentes  de médias pelo teste Tukey a 5% de probabilidade.
combina¢cbes da auxina 2,4-D (acido 2,4-
diclorofenoxiacético) e da citocinina Sintética (6-
furfurilamino-purina).

RESULTADOS E DISCUSSAO

MATERIAL E METODOS Independente do processo organogénico analisado,
as maiores taxas de sobrevivéncia foram observadas

No Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais don@S rés primeiras avaliacbes. Houve diferencas
Departamento de Fitotecnia do IA/UFRRJ, foi Significativas quanto a taxa de sobrevivéncia entre os
implantado um experimento no delineamento de blocodVeIS de cinetina, assim como na interacdo com o 2,4-
ao acaso, do tipo fatorial, com dois fitorreguladores,P- €0nsiderando os valores medios sobre todas as
com trés niveis de cada (tabela 1) e com 3 repeticde&valiacoes efetuadas, observou-se uma tendéncia de
constituindo 27 unidades experimentais, cada uméapresentar melhores resultados nas combinacdes dos

composta por seis explantes de segmento nodal cofpaiores niveis, em ambos fitorreguladores (Tabela 2 e
uma gema Figura 1), apesar de ndo haver diferenca significativa

entre os niveis do 2,4-D. Houve reducdo na taxa de
sobrevivéncia no decorrer das avaliages, ao longo do
Tabela 1-Combinacdes dos diferentes niveis de cinetinaempo.
e24-D. Silvaet al.,(2003) observaramue naauséncia de
fitorreguladores, ou com apenas cinetina, o namero de
Cinetina (mg.r) explantes viaveis foi nulo ou desprezivel, ficando clara
0.0 0.1 10 a importéncia da guxi.ng ANA, individualizada ou em
d d ! conjunto com as citocininas cinetina ou TDZ, para que

— 0,0 1 2 3 seja alcangcada uma maior porcentagem de sobrevivéncia
S’r <_3|> 0,1 4 5 6 em explantes dBaccharis trimera
N E

- 1,0 7 8 9 Tabela 2 - Taxa de sobrevivéncia (%) em fungdo de

diferentes combinacBes de cinetina e 2,4-D
(média sobre sete avaliagfes).
Os explantes utilizados foram obtidosséedlings,

com aproximadamente oito semanas, oriundos de Cinetina (mg.l_l)
sementes germinadas vitro, desinfestadas por
imersao durante 10 minutos em solu¢éo de hipoclorito 0.0 0.1 1.0

sal !
de sodio a 0,3%. 00 60,00CD* B8420AB 6238C

O meio de cultura utilizado continha os sais MS A
(Murashige & Skoog, 1962), vitaminas (2 mgde <= 01 4286DE 7571BC 93,33AB
glicina; 0,5 mg.t*de &cido nicotinico; 0,5 mgide '\ 8
piridoxina e 0,1 mg.t.de tiamina), 100 mg:tde Inositol, ~ 10 26,19 E 96,19A 100,00 A

30 g.IT'l de~ sacarose, .suplementado com as difereme’_ﬁs/lédias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
Comb|na(;oes de cinetina e 2,4-D, na consisténcia semieste de Tukey a 5% de probabilidade.
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diretamente ligada ao numero de brotos obtidos, pode

« 100 - a a afetar diretamente o sucesso dos trabalhos, visto que
2 1A A A ~ . e
S 80 concentracdes supra otlmas, depgndendo da espécie,
; 60 - b podem apresentar efeitos tdéxicos, provocando
3} entufamento nas culturas, além de vitrificacéo (Souza,
5 40 2003).
v 20 + Segundo Silvat al., (2003) a presenca de auxina no
S 0. meio de cultura exerce grande inibicao da formacao de
parte aérea erBaccharis trimeraem auséncia desse
0.0 01 10 regulador, 100% dos explantes viaveis apresentaram no
Concentracéo (mg.L'l) minimo, inicio de formacéao de brotos. Utilizando somente
cinetina houve néo s6 formacgéo de brotos como também
024-D Hcinetina inicio de desenvolvimento das brotacdes.

Para a formacéo de calo, houve diferenca significativa
entre os balanc¢os dos fitorreguladores (cinetina e 2,4-
D), havendo tendéncia de apresentarem melhores
frequéncias de formacéo de tecido caloso nas
combina¢6es dos maiores niveis de ambos

Os melhores resultados para a proliferagéo de brotottorreguladores (tabela 4), enquanto que na auséncia
foram observados na auséncia de fitorreguladores e rfd¢ fitorreguladores néo houve formacéo de tecido
menor nivel de cinetina, sendo que as combinagdes d§&/0so- Ainducdo de calos friaveis, segundo CID (1998),
niveis de cinetina na presenca de 2,4-D apresentarafnProvavel que seja favorecida por uma alta relacéo de
tendéncia aos piores resultados (tabela 3 ). auxina/citocinina e de ac'ordo com Franca (1999), pelo

Sousa & Miranda (2002), verificaram que explantesfato de os calos terem sido cultivados em presenca de
deCatharanthus roseusostraram melhores resultados, U2, conferindo, geraimente, maior friabilidade que os
para calogénese e regeneracdo adventicia em gergt/itivados em auséncia de luz.
gquando o balanco entre AIB e BAP era altamente
favorecido para a auxina. Alén & Jain (1997) obtiveram

os melhores resultados para proliferacéo de brotos, efypela 4 -Percentagem de explantes que formaram tecido

Figura 1- Taxa de sobrevivéncia (%) em explantes de
Catharanthus roseusem funcédo dos
diferentes niveis de cinetina e 2,4-D.

explantes de gemas axilares, na combinacdo de BAP e caloso em funcéo de diferentes combinagoes

ANA entorno de 1,0 mg:L de cada. de cinetina e 2,4-D (médias sobre sete
Estas aparentes contradi¢cdes, sugerem que, avaliagoes).

provavelmente, em explantes @atharanthus roseus

existem diferengas quanto ao balango endégeno auxina/

citocinina, bem como quanto a sensibilidade celular as Cinetina (mg.)

diversas substancias reguladoras de crescimento

usados exogenamente, o que implica na necessidade de 0,0 0.1 1,0

se definir experimentalmente, o balan¢co auxina/ -
citocinina, para cada uma destas substancias, visando ~ 00 000D 2762C 62,38B
a obtencdo das respostas organogénicas que se & =1 01 429D 27,62C 96,19 A
pretende. ) o E 10 28D 9000A 9857A
A concentracdo de citocinina utilizada na
multlpllcagéo de partes aéreiasvitro, além de estar *Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

-
'

2,4-D

Tabela 3- Percentagem de explantes que brotaram em N N ) .
A néo formacédo de tecido caloso na auséncia de

funcdo das diferentes combinacdes de ) - -
cinetina e 2,4-D (médias sobre sete ava"agﬁes)f_ltorreguladqres, confirma observacdes anterlor_es de
Sousa & Miranda (2002), que reportaram, ainda,
melhores resultados na formacédo de tecido caloso em
explantes de segmento nodal @Cktharanthus roseus
0.0 0.1 1.0 em ﬂfjngé(:)dle difereqtes cofmbina(;_(”)es de AIB e BAP,
guando o balango exdgeno favorecia a auxina.
0,0 6048AB 66,67A 7,62D Em todas as combinacdes de cinetina e 2,4-D
0,1 32,86C 49,05B 13,33D estudadas, ndo houve diferenciacéo de raizes. Sousa &
Miranda (2002), observaram que, quando o balanco entre
1,0 19,52CD 12,86D 10,95D* AIB e BAP era altamente favoravel ao AlB, havia
diferenciacao de raizes, mostrando mais uma vez que,

*Médias seguidas pela mesma letra nao diferem entre si pelo I t it dif t bal
teste de Tukey a 5% de probabilidade. provavelmente, existem diferencas quanto ao balango

KIN (mg.L %)

2,4-D
(mg.L?
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endogeno auxina/citocinina, assim como diferencas déoram encontrados nos menores niveis de cinetina na

sensibilidade celular as diversas substanciasusénciade 2,4-D;

reguladoras de crescimento. A comparacdo dos dados da literatura com os
Os resultados observados com relacdo a massa&sultados observados neste trabalho, sugere que a

fresca e seca das brotacdes ndo apresentaram diferencagulacdo da morfogénese vitro € diretamente

significativas. Quanto as massas fresca e seca dos calosndicionada a sensibilidade celular e aos niveis

formados houveram diversas tendéncias de resposenddégenos de auxina e citocinina, indicando a

(tabela 5 e 6), sendo que na auséncia de cinetina hounecessidade do estabelecimento de um protocolo de

tendéncia de apresentar os piores resultados. O maiandlise expedita destes horménios, permitindo rapido

nivel de cinetina, mesmo na auséncia do 2,4-D, ndajuste do balangco exégeno a fim de tornar viavel uma

diferenciou estatisticamente dos melhores resultadosnetodologia para a regulagéo fisiologinavitro com

encontrados nas combina¢Bes dos maiores niveis deaior precisao.

cinetina com o maior nivel de 2,4-D. Isso mostra que a

presenca de cinetina tem grande influéncia no

crescimento de tecido caloso em explantes de

Catharanthus roseus
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