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RESUMO

de cultura diferentes, os quais continham os sais M S (Murashige & Skoog, 1962), e cada um suplementado

com balanco especifico de AIB e BAP, combinando as concentragdes de 0,0; 2,0; 5,0 e 10,0 mg L%, de cada
fitorregulador. Foram obtidas diferentes respostas morfol égicas em funcéo do tipo de explante e do balango de
fitorregulador. Explantes de apices caulinares apresentaram melhores resultados para a maioria dos parémetros
avaliados. Rizogénese somente ocorreu naausénciade BAP. AsconcentragBes mai s € evadas de auxinaem combinagéo
com as menores concentracdes de BA P tenderam aapresentar os mel hores resultados paraamaioriados pardmetros
avaliados

Palavr as-chave: Vinca, micropropagacdo, culturadetecidos, AlB (&cido indolbutirico), BAP (6-benzilaminopurina).

E xplantes de 4pices caulinares e de segmentos hodai s de Catharanthus roseus foram inoculados em 16 meios

ABSTRACT

EFFECTSOFEXPLANT TYPEANDAUXINAND CYTOKININBALANCESONINVITROREGENERATION
OF Catharanthusroseus(L.) G. DON

Explants of shoot apex and of node segments of Catharanthus roseus, wereinoculated in 16 different culture media
containing M S salts (Murashige & Skoog, 1962), each one with a specific balance of IBA and BAP, combining the
concentrations of 0,0; 2,0; 5,0 and 10,0 mg L. The explant type and the growth regul ators balance, affected thein
vitro morphological response. Explants of shoot apex presented better resultsfor most of the evaluated parameters.
Rooting only occurred in the absence of BAP. Growth regulators balances with the higher auxin concentrations
combined with the lower BAP concentrations, in a general way, tended to show the best results for most of the
parameters evaluated.

K ey words: Vinca, micropropagation, tissue culture, IBA (indolbutiric acid), BAP (6-benzylaminopurine).

INTRODUCAO

Catharanthus roseus (L.) G. Don, € uma planta
herbacea, provavelmente originéria de Madagascar,
pertencente a familia Apocynaceae, vulgarmente
conhecida no Brasil como vinca, maria sem vergonha,
entre outras nomenclaturas populares. Espécie
amplamente utilizada como ornamental, sendo que,
atual mente seu maior interesse esté direcionado para o
uso medicinal.

Atualmente, mais de cem alcaldides tém sido

isolados nas diferentes partes de plantas de
Catharanthus roseus, amaioria apresentando a mesma
viametabdlica(St-Pierreet al., 1999), sendo quealgumas
destas substancias demonstram acdo farmacol 6gica
comprovada.

Entre os diversos alcaléides encontrados em
Catharanthus roseus, alguns sdo intensivamente
usados como substéncias anti-canceriginas, vinblastina
e vincristina, outros utilizados como anti-hipertensivo
(Tikhomiroff & Joliocoeur, 2002).

O baixo rendimento desses alcaléides em plantas

1 Parte da dissertagdo de Mestrado da primeira autora apresentada ao Curso de P6s-Graduagdo em Fitotecnia na Universidade Federal

Rural do Rio de Janeiro
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cultivadas in vivo, combinado com o alto prego no
mercado, justificam estudos de métodos alternativos
paractimizar suaproducdo, assim como aextragcdo destas
substéncias, que tém se destacado como importantes
medicamentos contra leucemia, doencgas de Hodgkin e
tumores sblidos (Verpoorte et al., 1993; Filippini et al .,
2003).

A maioria dos métodos utilizados atualmente em
Catharanthus roseus para producdo comercial destas
substancias, a partir de plantas in vivo, apresenta
baixissimo rendimento naextracdo dos principiosativos,
em torno de 0,0005% da massa seca total da planta. A
fim de otimizar aproducéo, assim como a extracdo de
substanciasdeinteresse com mel hor eficiéncia, acultura
de tecidos vegetais tem sido empregada por varios
pesquisadores (Misawa, 1994). Esta técnica permite
otimizar aproducdo e aextracdo destas substancias em
pequeno espaco fisico e em curto periodo de tempo,
além de promover incremento no rendimento dos
produtos finais, quando comparada com o sistema de
cultivo in vivo. O cultivo in vitro, tém produzido e
acumulado, na maioria das vezes, metabdlitos
secundarios até 25 vezesamais, em comparagio com a
extracdo apartir daplantainvivo (CAETANO, 1993).

As diferentes classes de fitorreguladores exercem
diversos efeitos no desenvol vimento das plantasin vivo
ein vitro. O balanco das duas classes mais utilizadas
em cultura de tecidos, auxina e citocinina, regulam a
diferenciacdo de parte aérea, raizes e aformagao decalo.
Quando o balanco enddégeno favorece as citocininas,
normal mente, induz adiferenciagéo de gemasaxilarese
aformacdo de gemasadventicias (Taiz & Zeiger, 1998;
Grattapaglia & Machado, 1998). As auxinas, embora
estejam rel acionadas ainducdo de cal os e enraizamento
(Mathur et al., 1995), podem ser utilizedas paraestimular
0 crescimento daparte aérea (Eapen et al., 1998).

Conforme Grattapaglia& Machado (1990), entre os
diversos fatores que influenciam na regeneracédo de
culturas in vitro, o balanco entre os reguladores de
crescimento supridosao meio de culturae os produzidos
pela planta, so responsaveis por estimulos de
respostas para a diferenciagdo, crescimento,
multiplicag&o e alongamento celular. A composicdo ea
concentragdo dos fitorreguladores utilizadas no meio
de cultura, s@o determinantes no crescimento e no
padréo de desenvolvimento namaioriados sistemas de
cultura.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar
diferentes balancos de &cido indolilbutirico (AIB) e 6-
benzilaminopurina(BAP) naregeneracdoinvitro dedois
tipos de explante de Catharanthus roseus.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados seedlings oriundos de sementes
col etadas de plantas manti das em canteiros no Setor de

Efeitos do tipo de explante ...

Horticulturado Departamento de Fitotecniado I nstituto
deAgronomiadaUniversidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, com aproximadamente oito semanas de idade,
como fonte de explantes.

O experimento foi implantado no delineamento de
blocos ao acaso, em arranjo fatorial 2 x 16, sendo dois
tipos de explantes, (apical - dpices caulinares e axilar -
segmentos nodais, contendo duas gemas axilares); 16
combinacBesentreAIB eBAP(0,0; 2,0; 5,0; 10,0mgL™*
decadafitorregulador), com quatro repetices, utilizando
seis explantes por cada unidade experimental .

O meio de cultura utilizado continha todos os sais
sugeridos por Murasgihe & Skoog (1962), vitaminas (2
mg Ltdeglicina; 0,5 mg. Ldeé&cido nicotinico; 0,5 mg.
L depiridoxinae 0,1 mg.L* detiamina), 100 mg.L* de
inositol, 30 g.L! de sacarose, 8 g.L! de agar,
suplementados com as 16 combinacGes de AIB e BAP,
pH ajustado a 5,7 antes de ser autoclavado durante 20
minutosa121°C.

Inoculou-se seis explantes em cada frasco devidro
com capacidade de250 mL, contendo 30 mL demeiode
cultura. As culturas foram mantidas em sala de
crescimento com 16 horasdeluz ao diaa45 mmol m?s?
etemperaturaemtorno de25+2°C.

A avaliacdo foi realizada aos 42 dias apos a
inocul acdo dos explantesno meio de cultura. Asvaridveis
avaliadasforam: percentual de explantes sobreviventes;
percentual de explantes que formaram tecido caloso,
brotacbeseraizes, comprimento damaior brotacdo (cm);
massa fresca e massa seca (g), além da atribuicdo de
conceitos de qualidade da parte aérea (notas - critério
de avaliacdo: 0,0 - Sobreviveu, porém ndo regenerou;
1,0 - pequeno numero de brotagdes e plantulas com
altura inferior a 1,0 cm; 2,0 - pequeno numero de
brotaces e plantulascom alturaentre 1,0e3,0cm; 3,0 -
niimero médio de brotagdes e plantulas com alturaentre
3,0e5,0cm; 4,0 - maior nimero de brotagdes e plantulas
com alturaentre 5,0 e 7,0 cm; 5,0- grande nimero de
brotacdes e plantulas com alturasuperior a7,0 cm) edo
sistema radicular ( notas - critério de avaliagdo: 0,0 -
ausénciaderaizes; 1,0 - inicio deformacdo deraizes; 2,0
- formacdo deraizesinconspicuas; 3 - formagdo deraizes
conspicuas).

Os dados foram submetidos & andlise de variancia
(ANOVA), e asmédias comparadas pel o teste Tukey, ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Osvalores obtidos
em percentagem para 0s parametros. sobrevivéncia,
explantes que formaram cal 0, explantes que brotaram e
explantes que enrai zaram, foram transformados em arco
seno parafins de andlise estatistica.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Na Tabela 1, verifica-se que na maioria dos
par@metros avaliados, explantes de dpices caulinares
(apical) apresentaram resultados superiores aos obtidos
em explantes de segmentos nodai s (axilar). Osdoistipos
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de explantes apresentaram alta taxa de sobrevivéncia,
acima de 98%, em contraste ao baixo percentual de
enraizamento, abaixo de 1%, ndo havendo diferencas
significativas para anbos os parémetros.

Segundo Torres et al., (1998), gemas apicais
normalmente apresentam maior capacidade de
crescimento do que gemas axilares. Entretanto, é
freqUiente aopcdo pel o uso de gemas axilares, em fungéo
de ocorrerem em maior quantidade na plantamatriz.

95

As diferentes respostas observadas nos dois tipos
de explantes, provavelmente, é devido ao balanco
hormonal end6geno presente no tecido vegetal
(Grattapaglia& Machado, 1990). Sabe-se que asintese
de auxinaocorre principalmente nos dpices caulinarese
gue durante seu transporte do dpice para a base as
auxinas exercem efeitos de dominancia apical
(Grattapaglia& Machado, 1990).

Tabela 1 - Efeitos de doistipo de explante em diversas variaveis avaliadas em Catharanthus roseusin vitro, aos 42

dias ap6s aimplantacdo do experimento.

Explates  Sob Cdo Brot _ Raz CQP CB MF MS  COR
Apicd  999&  721a 94a 087a 2la  252a 340a 026a 030a
Axila 986a 628b 7860 035a 16b  174b 235b 018b 016b

2Médias na mesma coluna seguida de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel

de 5% de probabilidade.

Legenda: Sob - % de Sobrevivéncia; Calo - % de explantes que formaram tecido caloso; Brot - % de Brotagdes; Raiz - %
de Enraizamento; CQP - Conceito de Qualidade das Plantulas (notas); CB - Comprimento das Brotagdes (cm); MF -
Massa Fresca (g); MS - Massa Seca (g); CQR - Conceito de Qualidade de Raiz (notas).

Isso pode ser um dos fatores que explicam os
melhores resultados obtidos em explantes de 4pices
caulinaresem rel agdo aos explantes de gemas axilares.

Apesar dendo ter ocorrido diferencasentrea maioria
dos balancos utilizados, os piores resultados foram
registrados nas maiores concentragdes de BAP, na
ausénciadeAlB etambém nacombinacio do maior nivel
de ambos reguladores de crescimento, exceto para a
formacéo decalo.

A viabilidade da manutenc&o de C. roseusin vitro,
foi satisfatéria em todos os balancos estudados,
apresentando taxa de sobrevivéncia acimade 90%. No
entanto, a maioria dos balancos testados apresentaram
caracteristicasindesg aveis ao cultivo deplantasin vitro,
como aformagdo em excesso de brotagdes, associadas
afaltade elongamento, reducdo no tamanho dasfol has,
entrends curtos e engrossamento exagerado dos caul es.
Leshemet al., (1988), apontam que o uso de citocinina
estimula maior producdo de partes aéreas, mas em
excesso é o principal responsavel para induzir
caracteristicas como as observadas. QI-Guang et al.,
(1986) observaram que o excesso de BAP inibiu a
proliferacdo de brotos, reduziu drasticamente o nimero
de partes aéreas por explante e promoveu a formacdo
decalo em culturade castanheira(Castanea mollissima).

Deste modo, o nivel enddgeno de citocininas em
explantes de 4pices caulinares e segmentos nodais de
C. roseus, parece ser superior a auxina, visto que
concentracBes maisaltasde BAPtendem acausar efeitos
inibitdrios, enquanto que as concentragcbes menores e
intermediarias apresentaram os melhores resultados, o
gue justifica os menores conceitos de qualidade para
estes tratamentos, uma vez que o comprimento das
brotacdes foi um dos critérios para a distribuicdo dos
conceitos de qualidade das plantulas (Figuras 1 e 2).

CB (cm)

BAP mg.L?

Figura 1- Efeitos de diferentes combinactes de AIB e
BAP no comprimento damaior brotacéo (CB)
de C. roseus in vitro, independente do tipo
de explante, aos 42 dias ap6s a inoculagéo
dos explantes nos meios.

5

) AIBmgL?
BAP mg L’

Figura 2 - Efeitos de diferentes combinagtes de AIB e
BAP no conceito de qualidade das plantulas
(CQP) de C. roseus in vitro, independente do
tipo de explante, aos 42 dias apds ainoculagdo
dos explantes nos meios.
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Ospioresresultados em relagcdo aformagdo de calos
foram obtidos naausénciadeAlB enainteracdo de 2,0
mg.L*AIB com 10,0mgL* BAP, ndo havendo diferencas
significativas entre os demais balancos, eamaior média
foi encontrada no maior nivel de AlB e naausénciade
BAP (Figura 3), o que mais uma vez, indica que esta
espécie apresenta alto teor endégeno de citocinina.

Em relagéo ao acimulo de massafrescanaauséncia
dosfitorreguladores (0,0 mg.L 1 deAlIB e 0,0mg.Lde
BAP) foi quando houve um menor aciimulo, eosmelhores
resultados tendem a ser encontrados nas combinagtes
dos niveis mais altos de AIB com as concentracfes
intermediérias de BAP (Figura 4). Nestes casos, 0s
bal angos dosfitorreguladores foram os mais adequados
para o incremento de massa em culturas de
Catharanthus roseus in vitro. A massa fresca
encontrada nos balangos de 5,0 e 10,0 mg.L de AIB
com 10 mg.L*de BAP, foi inferior a outros balangos
provavelmente por estarem acimado nivel 6timo para
este parametro (Figura4).

100

50
10

% calo

5 AIBmg L™
BAP mg L™
Figura 3 - Efeitos de diferentes combinagesde AlB e
BAP na percentagem de explantes que
formaram tecido caloso, independente do
tipo de explante, aos 42 dias apoés a
inoculac&o dos explantes nos meios.

MF (g)

ol—'l\)w";mm\'

10 10

BAP mg L* 0 o AlB mg L

Figura 4 - Efeitos de diferentes combinagBes de AIB e
BAP no aciimulo de massa fresca (g) em C.
roseus in vitro, independente do tipo de
explante, aos 42 dias ap6s a inoculacdo dos
explantes nos meios.

Efeitos do tipo de explante ...

Os melhores resultados para 0 acimulo de massa
seca da parte aérea se concentraram nas combinagdes
de 2,0 mg.L*de BAP com apresencadaauxinaexdgena.
O menor acumulo de massa seca foi observado na
ausénciados fitorreguladores (Figura5).

O actimulo de massa fresca e secando apresentaram
amesmatendénciados resultados nos mesmos bal angos
de fitorreguladores, provavelmente, por ter ocorrido
diferencas na formacgdo de tecido caloso nestes
tratamentos, podendo haver diferencas no teor de &gua.
A inversdo dos resultados nos balancos de
fitorreguladores, explicaarazdo pelaqua foi detectada
diferencas significativas nas interacdes dos
fitorreguladores (BAP e AIB) para massa fresca e ndo
significativa para massa seca.

MS (9)

BAP mg L™

Figura’ - Efeitos de diferentes combinagGes de AlB e
BAP no acimulo de massa seca (g) em C.
roseus in vitro, independente do tipo de
explante, aos 42 dias apbs a inoculagdo dos
explantes nos meios.

CONCLUSOES

A) Explantes apicais e de segmento nodais
apresentaram viabilidade para a manutencdo de C.
roseus invitro, apesar da capacidade regenerativa de
explantes de épices caulinares ser superior;

B) A regeneragcdo de C. roseus ocorreu
predominantemente a partir da proliferacdo de brotos,
em alguns casos, havendo a formagao de tecido caloso
na base dos explantes;

O Apesar de todos os balangos de fitorreguladores
estudados serem satisfatérios para a manutencéo de C.
roseusin vitro, osbalancoscom5e10mg Lt deAlB e
2mg L de BAP foram os que apresentaram melhores
resultados para o incremento de massa nas culturas.
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