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Organogénese direta de explantes cotiledonares e regeneracéo de plantas de mogango

Direct organogenesis of cotyledon explants and plant regeneration of squash
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-NOTA-

RESUMO

Os objetivos foram induzir a organogénese direta
de explantes cotiledonares de mogango e estudar a regeneracao
de plantulas completas a partir das brotagdes adventicias.
Foram utilizados cotilédones como explantes, originados das
plantulas de mogango com 20 dias ap6s a semeadura. O meio
basal utilizado foi o0 MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
suplementado com 30g L* de sacarose e 7g L* de agar. Foram
testadas as concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) de
0; 0,5; 1,0 e 2,0mg L. Explantes de apices caulinares e
segmentos nodais de brotacdes adventicias foram entdo
cultivados em meio MS suplementado com 30g L* de sacarose
e 7g L* de agar. Maiores concentragdes de BAP no meio MS
promoveram um aumento da percentagem de explantes
cotiledonares com brotagdes adventicias e uma reducéo da
percentagem de enraizamento. Explantes de segmentos nodais
e apices caulinares oriundos de brotacdes adventicias cresceram
e enraizaram em meio MS sem reguladores de crescimento.
Altas percentagens de enraizamento dependem do tamanho
dos explantes utilizados.

Palavras-chave: Cucurbita pepo, 6-benzilaminopurina,
cultivo e enraizamento in vitro, explantes.

ABSTRACT

The objectives were to induce direct organogenesis
of squash cotyledons and to study the regeneration of complete
plantlets from adventitious shoot. Cotyledon explants of 20-
day seedlings were cultured in MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) medium supplemented with 30g L* of sucrose and 7g L*

of agar. The 6-benzilaminopurina (BAP) concentrations of 0,
0.5, 1.0 and 2.0mg L* were tested. Apical and nodal explants
from adventitious shoots were transferred to MS medium
supplemented with 30g L of sucrose and 7g L of agar.
Increasing BAP concentrations in the MS medium enhance the
percentage of adventitious shoot and reduce the percentage of
root organogenesis of squash cotyledon explants. Apical and
nodal explants from adventitious shoot regenerated plantlets
with roots in MS medium without growth regulators. High
percentage of plantlet rooting depends upon the size of the
explants.

Key words: Cucurbita pepo, 6-benzilaminopurine, in vitro
culture and rooting, explants.

Vérios estudos morfogénicos in vitro ja
foram realizados com a espécie Cucurbita pepo, como
a micropropagacdo a partir de segmentos nodais
(JURETIC et al., 1989) e apices caulinares (PINK &
WALKEY, 1984). Plantulas hapl6ides ja foram obtidas
através da cultura de anteras (METWALLY etal., 1998).
Além disso, explantes cotiledonares tém sido utilizados
com sucesso para a inducdo de morfogénese direta e
indireta em vérias espécies de cucurbitaceas. Explantes
cotiledonares da cv. Pusa Madhuras de melédo
(Cucumis melo) enraizaram e formaram calos, que
regeneraram gemas e brotag@es axilares (JAIN & MORE,
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1992). Cotilédones de quatro linhagens tetraploides de
melancia (Citrulus lanatus) produziram brotacGes
adventicias a partir da regido basal (COMPTON &
GRAY, 1994). O acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D)
ou o acido indolbutirico (AIB) combinado com altas
concentracOes de sacarose foram utilizados para a
producdo de embrides somaticos em explantes
cotiledonares de pepino (Cucumis sativus) (LOU et
al., 1996).

Os objetivos deste trabalho foram induzir a
organogénese direta de explantes cotiledonares de
mogango e estudar a regeneracdo de plantulas
completas a partir das brota¢des adventicias.

Os experimentos foram conduzidos no
Nucleo de Biotecnologia e Melhoramento de Plantas
do Departamento de Fitotecnhia da UFSM. Sementes
de mogango da cultivar Enrugado Verde foram imersas
em alcool 70% durante 3min, lavadas trés vezes com
agua destilada e autoclavada, imersas novamente numa
solugdo de hipoclorito de sédio (NaOCI) 2,5% durante
20min e lavadas trés vezes em agua destilada e
autoclavada. O meio de cultura para a germinagéo foi
constituido de agua destilada e 30g L* de sacarose,
sendo solidificado com 7g L* de agar. O pH foi ajustado
para 5,7. Aos 20 dias ap6s a semeadura, cotilédones
inteiros foram usados como explantes para a inducdo
de brotacdes adventicias. O meio basal utilizado foi o
MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962) suplementado com
30g L de sacarose e 7g L de agar. O pH foi ajustado
para5,7. Os tratamentos consistiram das concentracdes
de 0 (testemunha); 0,5; 1,0 e 2,0mg L de 6-
benzilaminopurina (BAP) no meio MS. Aos 12 dias de
cultivo foram avaliados o nimero e a percentagem
de brotagBes adventicias formadas por explante
cotiledonar e a percentagem de explantes com raizes.

As brotacOes adventicias foram utilizadas
como fontes de explantes de apices caulinares e
segmentos nodais. Os explantes de apices caulinares
foram separados por tamanho de aproximadamente
1,5; 2,5 e 3,5cm de comprimento. Os explantes de
segmentos nodais foram separados de acordo com
0 seu tamanho, ficando em grupos com
aproximadamente 0,7; 1,2; 1,7; 2,2; 2,7 e 3,2cm de
comprimento. Todos os explantes foram cultivados
em meio MS suplementado de 30g L* de sacarose e
solidificado com 7g L de agar. O pH foi ajustado
para5,7. Aos 19 dias de cultivo, foram avaliados a
percentagem de enraizamento, de oxidacdo em
alguma regido do tecido e de sobrevivéncia, o
namero de brotagdes e de folhas e 0 comprimento dos
brotos (cm), considerando os explantes de apice
caulinar e segmento nodal de todos os comprimentos
avaliados.

As unidades experimentais foram mantidas
em sala de crescimento com a temperatura de 25°C+2°C
e fotoperiodo de 16 horas, sob intensidade luminosa
meédia de 20uM M2 St obtida por lampadas
fluorescentes brancas. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes de dez
explantes. Os dados foram submetidos a analise de
variancia e as médias de tratamento plotadas em grafico
com os respectivos desvios. As analises foram
realizadas com o auxilio do programa GENES (CRUZ,
2001).

As diferentes concentracdes de BAP
adicionadas ao meio MS néo afetaram a sobrevivéncia
dos explantes cotiledonares nem a produtividade de
brotacGes adventicias, sendo obtida uma média de uma
brotacdo por explante. As brotagdes adventicias foram
formadas a partir da regido basal dos explantes
cotiledonares independentemente da concentracdo de
BAP no meio, sendo algumas destas brotacoes ligadas
ao sistema radicular. O aumento das concentracdes de
BAP no meio MS promoveu o0 aumento da percentagem
de explantes cotiledonares com brotacOes adventicias,
atingindo um maximo de 70% na concentragdo de 2,0mg L
de BAP (Figura 1). Entretanto, o aumento das
concentragdes de BAP no meio promoveu uma reducéo
linear da percentagem de enraizamento das brotacGes
adventicias. A menor percentagem de enraizamento
(60%) foi obtida na concentracgao de 2,0mg L-*de BAP.

O fato de que o aumento da concentragéo
de BAP no meio MS promoveu um aumento de
explantes com brotagdes adventicias estd de acordo
com os resultados obtidos por ANANTHAKRISHNAN
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Figura 1 - Percentagem de brotacOes adventicias e enraizamento
in vitro promovidas pela adi¢do de diferentes
concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) ao
meio de cultura MS (MURASHIGE & SKOOG, 1962)
em explantes cotiledonares de mogango. Santa Maria,
RS, 2004.
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etal. (2003) com a cultivar Ma"yan de C. pepo,
segundo os quais 88% dos explantes
cotiledonares produziram brotacGes adventicias
com a adicdo de 1,0mg L* de BAP. Nas
cultivares de melo, Yellow Queen, Yellow King
e AF-222 foram obtidas 80% de brotacGes
adventicias com as concentracOes de BAP entre
0,5 e 1,0mg L (STIPP et al., 2001). Neste
experimento, também ocorreu a inducdo de
brotacGes adventicias na auséncia de
reguladores de crescimento, o que concorda
com os resultados obtidos com a variedade
inodorus, de meldo (STIPP etal., 2001), e com
cultivar Stirme, de melancia (PIRINC et al., 2003)
Em trés cultivares de C. pepo, foi observadc
que parte dos cotilédones enraizaram sem afeta
0 aparecimento de brotacdes adventicia:
(ANATHAKRISHNAN et al., 2003). A indugéc
de raizes também foi observada na cultiva
Rolet, de C. pepo (ABRIE & VAN STADEN
2001). Portanto, a formac&o de raizes a partir dt
explantes cotiledonares parece ser comum en
cucurbitaceas, entretanto, como mostrado nest:
trabalho, a percentagem de enraizamento podt
ser negativamente afetada pela adicdo de BAF

ao meio de cultura. Por outro lado, existen
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gendtipos que ndo respondem a organogénese

direta, como verificado nas cultivares A-line e
Chicago, de C. maxima, e na cultivar Rolet, de

C. pepo, mesmo sob a influéncia de diversas
concentracdes (0-10mg L) das citocininas BAP,
6-furfurilaminopurina (KIN), isopenteniladenina

(2iP) e tidiazuron (TDZ), isoladas ou combinadas com
as concentragdes de 0 a 1,0mg L* de acido indolacético
(AIA) (ABRIE & VAN STADEN, 2001).

O aumento do tamanho de explantes, tanto
de apices caulinares quanto de segmentos nodais,
promoveu um aumento da percentagem de enraizamento
(Figura 2). Explantes de apices caulinares de 2,5 e 3,5cm
de comprimento apresentaram um enraizamento de
100% (Figura 2A), demonstrando a importancia da gema
apical como regido produtora de auxinas para promover
0 enraizamento. Entretanto, explantes de segmentos
nodais de 3,2cm de comprimento proporcionaram um
enraizamento de apenas 70% (Figura 2B). Os apices
caulinares proporcionaram um maior nimero de
brotacbes e de folhas, maior percentagem de
enraizamento e de oxidag&o nos tecidos e regeneraram
brotacGes mais compridas do que os explantes de
segmentos nodais. Todos os explantes sobreviveram
no meio de cultura até a avaliacdo, independente do
tipo usado (dados ndo apresentados). Resultados

Figura 2 - Percentagem de enraizamento in vitro de apices caulinares

(A) e segmentos nodais (B) de diferentes tamanhos de
explantes de brotagdes adventicias produzidas a partir de
cotilédones de mogango. Santa Maria, RS, 2004.

similares foram obtidos com a cultivar Slrme, de
melancia, na qual altas percentagens de enraizamento
somente foram obtidas com explantes maiores do que
1,6cm de comprimento (PIRINC et al., 2003). O
percentual de enraizamento também pode ser
influenciado pela acdo de reguladores de crescimento,
como demonstrado em melancia pela adigéo de &cido
naftalenoacético (ANA) ao meio de cultura (COMPTON
& GRAY, 1993; PIRINC et al., 2003). Na espécie de
Benincasa hispida, também pertencente a familia
Cucurbitaceae, o AIB foi superior ao ANA quanto a
aumentar o enraizamento de brotacfes adventicias
(THOMAS & SREEJESH, 2004).

Os resultados deste trabalho mostram
claramente que a organogénese direta de brotacdes
adventicias de cotilédones de mogango pode ser
induzida sem a necessidade de reguladores de
crescimento. A indugdo pode ser maximizada com a
adicdo de BAP ao meio de cultura; porém, altas
concentracGes de BAP ndo afetam o ndmero de
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brotacGes por explante cotiledonar. A regeneracéo in
vitro de apices caulinares e segmentos nodais sem o
uso de reguladores de crescimento facilita a propagacdo
massal de mogango e reduz os custos, oferecendo uma
excelente oportunidade para explorar a cultura de
tecidos como ferramenta auxiliar em programas de
melhoramento genético. O tamanho de explante, tanto
de &pices caulinares quanto de segmentos nodais, é
um fator importante a ser considerado para a obtengéo
de altas percentagens de enraizamento.
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