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EDITORIAL

Ap6s alguns anos de interrupgao, estamos com esle
volume iniciando uma nova ctapa dos esforgos editoriais
da UFPE no ambito das Ciéncias Biologicas. Com o
objetivo de oferecer aos pesquisadores atuantes em todo
este amplo leque das biociéncias um novo veiculo para
seus trabalhos, a nossa meta principal ¢ a agilidade e
qualidade na publicagao dos manuscritos, ap6s a revisio
pelos especialistas nas respectivas areas. Dando
continuidade a tradigdo de algumas décadas de
publicagoes em Ciéncias Biol6gicas sob o nome de
Revista do Instituto de Antibiéticos, e posteriormente
como Biologica Brasilica, com este volume apresentamos
a REVISTA BRASILEIRA DE BIOCIENCIAS - BRAZILIAN
JOURNAL OF BIOSCIENCES.

Neste primeiro volume sob o nome de REVISTA
BRASILEIRA DE BIOCIENCIAS - BRAZILIAN JOURNAL
OF BIOSCIENCES, com novo conceito editorial (vide
InstrugOes para os autores) e layout, contamos com
contribuigoes da varias areas. Apresentamos aqui artigos
relacionados a oceanografia biolégica, agronomia,
fisiologia animal, bioquimica, ecologia vegetal, limnologia
e fisiologia vegetal, mostrando assim um pouco da
enorme variedade que atualmente existe no campo das
Biociéncias no Brasil. )

Recife, 10 de novembro de 2003.




13

19

217

35

49

57

65

Variagdo Sazonal da Produgdo de Algas Perifiticas nos Estuarios dos Rios Paripe e Igarassu,
Localizados ao Sul do Canal de Santa Cruz (Pernambuco, Brasil)
Ariaclne do Nascimento Moura | Jose Zanon de Qliveira Passavante

Comparagao de Cultivares de Milho (Zea mays L.) em Solo Salinizado

Ana Maria Siqueita-Reis | Lilia Willadlino U Ariacdne do Nascirnento Moura t Terezinha Kangel Camara

Efeitos da Amilorida Sobre o Fluxo de Agua em Bexiga Urinaria de Sapo
J

Reoata fardeo Cirgietrad Alaia Jose Q. F Alves T Carlos Roberio Rabio

Peroxidagdo de Lipideos e Produgao de Peroxidos de Hidrogénio em Presenga de b-lapachona
Lilyia N Yuldasheva | Oleg Vikiasilnikhov | Reginaldo Pereira da Silvat Romildo de Albuquerque Nogueira

Musgos de Floresta Higrofila e Savana Gramineo-Lenhosa do Reconcavo Baiano, Bahia,
Brasil -

Cidd Jos¢ Passos Bastos | Améliados Santos Carqueiral Qlga Yano

Adequagao Metodologica para Determinhgao do Nitrogénio Organico Total em Macrdfitas
Aquaticas e Sedimentos ‘
Fabio Marques Aprile Virinea bianchini

Adequagao Metodoldgica para Determinagao do Fésforo Total em Macréfitas Aquaticas e
Sedimentos
Fabio Marcies Aprile Vlrineu Bianehing jr

Efeito de Alguns Reguladores de Crescimento na Regeneracao de Plantas de Mandioca
(Manihot Esculenta Crantz) Cultivadas In  Vitro

Claudlia Ulisses | Lilia Willaclino | Terezinha R, Camaral Amobio Gongalves de Andracic | Natoniel Franklin de Melo




-

Efeito de Alguns Reguladores de Crescimento na Regeneracao
de Plantas de Mandioca (Manihot esculenta Crantz) Cultivadas

In Vitro

Claudia Ulisses

Programa de Pés-Graduagao em Botanica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, 52171-900, Recife, PE, Brasil

Lilia Willadino

Departamento de Biologia, Universidade Federal Rural de Pernambuco, 52171-900, Recife, PE, Brasil

Terezinha R. Camara
Arnébio Gongalves de Andrade

Departamento de Quimica, Universidade Federal Rural de Pernambuco, 52171-900, Recife, PE, Brasil

Natoniel Franklin de Melo ;

Laboratério de Biotecnologia, Embrapa Semi-Arido, Caixa Postal 23, 56300-000, Petrolina, PE, Brasil

RESUMO

No presente trabalho foi avaliado o efeito de alguns
reguladores de crescimento na regeneragao de plantas
de mandioca (Manihot esculenta Crantz) via
organogénese e/ou embriogénese somatica. Nuina
primeira etapa (indugdo), induziu-se a formagéo de calos
a partir de folhas jovens, utilizando o meio MS
suplementado com 5, 10, 15 e 20 mg.L"' de 2,4-D (acido
2,4-diclorofenoxiacético) ou 1, 2, 4, e 6 mg.L"' de ANA
(dcido a-naftalenoacético), além de um tratamento
controle, sem reguladores de crescimento. Na fase
seguinte (desenvolvimento), os calos obtidos nos referidos
tratamentos foram transferidos para meio MS,
suplementado com combinagées fatoriais de AG, (icirlo
giberélico) e BAP (6-benzilaminopurina) nos niveis «: U
e 1 mg.L', a fim de induzir a formagdo de embrides. Os
resultados obtidos mostraram que, na fase de indugao, o
2,4-D estimulou a formagio de calos fridveis e o ANA
favoreceu a formagido de calos compactos. Os calos
obtidos em meio MS com adigdo de 2, 4 e 6 mg.L"' de
ANA, apresentaram organogénese indireta de brotos, e
organogénese direta e indireta de raizes. Por sua vez, os
calos tratados com 1 mg.L"' de ANA apresentaram apenas
organogénese indireta de raizes, enquanto que, no
controle, houve uma discreta formagao de raizes.
Embrides somaticos foram obtidos na fase de
desenvolvimento, apenas a partir de calos friaveis,
cultivados em meios contendo 1 mg.L"' de BAP, ou 1
mg.L"' de BAP associado com 1 mg.L" de AG,.

Palavras-chave: organogénese, embriogénese somatica, reguladores de
crescimento.

ABSTRACT

Eifect of some growth regulators on the plant regeneration
of cassava {Manihot escufenta Crantzi cultured in vitro,
in the present work, the effect of some growth regulators
on the regencration of cassava plants (Manibiot esculenta

Crantzi was evaluated by organogenesis and/or somatic

embryogenesis, I a first stage Gnductions, the formation
of calli was indueced in young leaves using MS medium
supplemented with 5, 10, 15 and 20 mg.L* of 2,4-D
(2, d-diclorofenoxyacetic acidj or 1, 2, 4, and 6 mg.L" of
NAA (p-naftalenoa

without growth regulators. In the second phase

‘etic acic), besides a control trealment

(development), the calliobtained in the above ircatments
were transferred 1o MS medium supplemented with a
factorial combination of GA | {giberellic acia: and BAP
(bbenzylaminopurine) at © and 1 mg.L?, in order to
induce the formation of embryos. The results showed
that, in the induction phase, the 2,4-1) stimulated friable
calli formation whereas ANA induced compact caili
formation. The calli obtained in the MS medium with
ANAat 2, 4 and b iy

of shoots, and direct and indirect organogenesis of roots.

' presented indirect organoger

The calli treated with T omg.Lh ANA only displayed

indirect organogenesis of yoots,

while, in the control,

there was a littfe root formation, Somatic embryos were
obtained in the second phase tdevelopment), only tfrom
friable calli in the medium supplemented with 1 mg.L*
BAP, or 1 mg.L" BAP associated with 1 mg.L* AG,.

¢ Benesis, grow
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INTRODUCAO

A mandioca é uma espécie que apresenta
vantagens culturais de subsisténcia a seca,
capacidade de produzir em solos com baixa
fertilidade, habilidade competitiva com plantas
invasoras e resisténcia a pragas, além de servir
tanto para alimentagdo humana como animal
(Fukuda et al., 1996; Nassar, 2000). Entretanto, o
sistema de produgao empregado ainda é
inadequado, resultando em uma baixa
produtividade, devida, principalmente, aos tratos
culturais precarios e ao acimulo de doengas
(Fukuda, 1993).

Por outro lado, processos biotecnolégicos
podem ser empregados para a obtengao de
materiais mais produtivos e isentos de patégenos.
Dentre essas técnicas, a regeneragao de brotos e
o cultivo de calos organogénicos sao as mais
significalivas para a formagao de plantas a partir
de peciolos, folhas e segmentos nodais (Eskes et
al., 1974; Parke, 1978; Tilquin, 1979; Roca,
1984; Smith et al., 1986; Taylor et al., 1996;
Oliveira et al., 2000). Embrides somaticos de
mandioca também tém sido induzidos a partir
de folhas jovens imaturas ou de apices caulinares
de plantas propagadas in vitro (Szabados et al.,
1987; Matsumoto et al., 1991; Melo, 2002). Vale
salientar que a embriogénese somatica em
mandioca é um processo que pode oferecer
importantes possibilidades, nao s6 para a
propagagdo massiva de gendtipos isentos de
doengas, mas também como uma ferramenta de
apoio aos programas de melhoramento
associada com métodos de genética moleculare
celular (Vasil, 1996). Entretanto, a regeneragao
de plantas a partir de sistemas de cultura de
células e tecidos é ainda uma etapa limitante na
aplicagao de varios processos biotecnolégicos.

Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo estudar o efeito de alguns reguladores
de crescimento sobre a regeneragao de plantas
de mandioca cultivadas in vitro a partir de folhas
jovens.

MATERIAL E METODOS

O material vegetal utilizado foi gentilmente cedido
pelo Banco de Germoplasma do Laboratério de
Cultura de Tecidos Vegetais da Empresa
Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA).
Foram utilizadas plantas de mandioca (M.
esculenta Crantz) da cultivar Trouxinha, mantidas
in vitro em meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962).

A multiplicagdo do material foi realizada
utilizando segmentos nodais, os quais foram
inoculados verticalmente em frascos contendo
melo nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962),
modificado quanto a concentragdo de sacarose,
diminuida de 30 g.L"' para 20 g.L"', e a
concentragao de tiamina, aumentada de 0,1
mg.L" para 0,5 mg.L'. O meio MS foi
suplementado ainda com 0,04 mg.L"' de BAP (6-
benzilaminopurina), 0,02 mg.L" de ANA (adcido
a-naftalenoacético), 0,05 mg.L"' de AG, (acido
giberélico) e 7,5 g.L' de agar. Apos a primeira
multiplicagdo, a concentragdo de AG, foi
aumentada para 0,1 mg.L" a fim de promover
um maior alongamento das plantas. As plantas
permaneceram na fase de multiplicagao por 4
meses, totalizando 4 subcultivos.

Apés a multiplicagdo, a indugdo de calos foi
realizada a partir de folhas jovens medindo
aproximadamente 6 mm de comprimento,
provenientes das plantas micropropagadas. As




folhas foram inoculadas horizontalmente em
meio de cultura semi-s6lido, composto pelos sais
e vitaminas de MS, suplementado com os
seguintes reguladores de crescimento: 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético), nos niveis 5, 10,
15 e 20 mg.L' e ANA (acido a-naftalenoacético),
nos niveis 1, 2, 4, e 6 mg.L"'. Como controle, foi
utilizado o mesmo meio sem reguladores de
crescimento. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, com 6 repeti¢des por
tratamento.

Para indugao da embriogénese somatica, os calos
formados a partir de folhas jovens foram
transferidos para meio basico MS, suplementado

com combinagdes fatoriais de AG, e BAP. Foram
estabelecidos 4 tratamentos, num fatorial 2x2,
compreendendo dois niveis de AG, (O e T mg.L-
') e dois niveis de BAP (0 e 1 mg.L"). O
delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, com 6 repetigdes por tratamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dec uma maneira geral, o nimero médio de
segmentos nodais, obtidos na fase de
multiplicagdo in vitro, resultou em
aproximadamente 6 plantas por segmento nodal
inoculado. Entretanto, para a cultivar estudada

Regulador de Coloragao das Folhas Formacio de Calos*
Crescimento

1* Semana 2* Semana 1* Semana 2* Semana
ANA verde verde ausente ++
2,4-D verde amarela . ausente +++
Controle verde verde ausente +

* (+ pouca, ++ média, +++ intensa)

Tabela 1 - Efeito do dcido naftalenoacético (ANA) e cido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) sobre o cultivo in vitro de folhas jovens de mandioca (Manihot esculenta

Crantz).

Tabela 2 - Respostas
morfogenéticas dos calos
de mandioca (Manihot
esculenta Crantz) em
relago as concentragdes
de &cido naftalenoacético
(ANA) e 4cido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-
D) utilizadas no cultivo in
vitro de folhas jovens.

Tratamentos R.%izes Brotos
2,4-D (5 mg.L") ausente ausente
2,4-D (10 mg.L™") ausente ausente
2,4-D (5 mg.L") ausente ausente

2,4-D (20 mg.L")
ANA (1 mg.L")
ANA (2 mg.L")
ANA (4 mg.L™")
ANA (6 mg.L™")

Controle

ausente
Organogénese indireta
Organogénese direta e indireta
Organogénese direta e indireta
Organogénese direta e indireta

Organogénese direta e indireta

ausente

ausente
Organogénese indireta
Organogénese indireta
Organogénese indireta

ausente
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no presente trabalho, observou-se um
alongamento reduzido das plantas, quando
cultivadas em meio contendo 0,05 mg.L" de AG,.
O aumento da concentragao do AG, para 0,1
mg.L"' promoveu um alongamento mais
adequado, favorecendo o processo de
multiplicagao.

A Tabela 1 resume as respostas morfogenéticas
dos explantes aos reguladores de crescimento,
durante a indugao de calos. Na primeira semana
ap6s a inoculagdo das folhas, a coloragao das
mesmas permaneceu inalterada, nao se
observando calogénese em nenhum dos
tratamentos avaliados. Na segunda semana de
avaliagao, as folhas mantidas em meio com 2,4-
D apresentavam coloragao amarelada,
constatando-se uma intensa formagao de calos
do tipo friavel. Nos tratamentos com ANA, a
calogénese foi menos intensa e os calos formados
eram do tipo compacto. Nesses Gltimos
tratamentos, as folhas permaneceram
clorofiladas. No tratamento controle, a
calogénese foi minima quando comparada com
os demais tratamentos, evidenciando a
importancia das auxinas na indugao de calos.
Nesse caso, o rapido aumento da taxa de
crescimento celular, promovido pelas auxinas, é
conseqiiéncia de um mecanismo miltiplo de
acao, resultando em uma condigdo final de
crescimento ou desenvolvimento representativa
do efeito do balango hormonal (Davies, 1995;
Biasi, 2002).

A formagdo de 6rgaos, como raizes e brotos, foi
observada também a partir da segunda semana
de cultivo. Nos tratamentos com ANA ocorreu
organogénese de brotos e raizes na maioria dos
niveis empregados, com exceg¢ao do tratamento
contendo 1 mg.L"', no qual s6 observou-se

formagdo de raizes. No tratamento controle
também ocorreu apenas formagao de raizes,
ainda que com menor intensidade do que nos
demais tratamentos. Nos meios nutritivos onde
se empregou o 2,4-D nao houve formagdo de
tecidos diferenciados. A formacdo de raizes
ocorreu tanto por organogénese direta como
indireta, enquanto que a formagao de brotos foi
exclusivamente por via indireta (Tabela 2). Os
fatores que controlam a organogénese sao varios
e resultam da divisdo e diferenciagao celular,
organizada com padroes definidos que
dependem da atividade e expressdao de certos
genes (Peres, 2002).

Por outro lado, observou-se a formagao de
embrides somaticos nos estadios globular e
torpedo, na terceira semana apds a inoculagao
dos calos nos meios contendo 1 mg.L' de BAP
ou 1 mg.L"' de BAP associado com 1 mg.L"' de
AG,. Nesse caso, vale salientar que apenas os
calos formados em meio com 2,4-D apresentaram
competéncia embriogénica. Os calos induzidos
com ANA ndo apresentaram formagdo de
embrides até 8 semanas ap6s a inoculagao dos
calos. Algumas espécies apresentam respostas
diferentes em relagdo a formagao de calos. Em
cenoura (Daucus carota), por exemplo, a
formagao de diferentes tipos de calos foi reportada
por Jimenez & Bangerth (2001) durante o
processo de embriogénese. Nessa espécie, calos
translicidos nao produziram embrides
somaticos, enquanto calos compostos de
estiuturas pré-globulares e globulares foram
competentes em regenerar embrides somaticos.
Em mandioca, observou-se resposta
embriogénica somente nos calos do tipo friavel.
Esse resultado sugere a ocorréncia de células com
diferentes suscetibilidades na rota de formacgao
de calos até a indugdo e desenvolvimento de




embrides somaticos.

Nesse contexto, vale ressaltar o efeito indutor de
embriogénese causado pelo 2,4-D na cultivar
estudada. Segundo Michalczuk et al. (1992), a
retirada do 2,4-D do meio favorece a
embriogénese somética a medida que desativa a
rota metabdlica da sintese do acido indolacético
(AIA) a partir do triptofano, ativando a sintese do
AlA pela rota independente deste aminoacido.
Em mandioca, Matsumoto et al. (1991)
observaram a formagao de calos a partir do cultivo
de folhas jovens em meio contendo 2,4-D, com
desenvolvimento posterior de embrioes
somaticos num segundo estadio de cultura, sem
0 2,4-D. Outro fator, indicado pelos autores como
responsavel pelo desenvolvimento dos embrides
somaticos, foi o AG, na concentragao de 1 mg.L-
', Da mesma forma, Melo (2002) obteve formagao
de embrides somaticos nas cultivares Mcol-1468
e MBRA235 de mandioca, utilizando 1 mg.L"' de
AG,. Por outro lado, no presente trabalho,
verificou-se que a formagao de embrides ocorreu
com a utilizagdo de BAP isoladamente ou
associado com AG,. Assim, a citocinina BAP
parece ter influéncia no desenvolvimento de
embrides para a cultivar Trouxinha,
possivelmente devido ao estimulo no processo
de divisdo celular, favorecido por essa classe de
regulador de crescimento.

Finalmente, o protocolo obtido neste trabalho
poderd ser util como base para o
desenvolvimento de outras técnicas, como a
producio de sementes sintéticas (Guerra et al.,
1999) ou como suporte em técnicas de
transformagao genética mediante a utilizagao de
vetores biolégicos (Sluys, 1999) ou biobalisticos
(Lacorte et al., 1999), cujo emprego tem resultado
em importantes avangos para a agricultura (Vasil,
1996).
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