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O objetivo deste trabalho foi avaliar a resposta organogenética in vitro em fungdo de reguladores de
crescimento e testar a influéncia do 2,4-D na indugdo de calos embriogénicos no hibrido de
manjericdo‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’. Os ensaios foram implantados em delineamento inteiramente
casualizado, sendo o primeiro em esquema fatorial 6x4, com seis concentra¢fes de BAP e quatro de AlA.
No segundo ensaio, testou-se quatro tipos de meios de cultura e no terceiro ensaio, avaliou-se cinco
concentragdes de BAP. No quarto ensaio, avaliou-se o efeito de sete concentragfes de BAP combinadas
com 0,20 mg.L™* de ANA. O quinto ensaio foi conduzido em esquema fatorial 5x2x2, testando cinco
concentragdes de 2,4-D, dois meios de cultura e duas posi¢des da folha. A auséncia de BAP e AlA, no
meio de cultura, proporcionou maior nimero de folhas e brotos, e maiores massa fresca e seca de parte
aérea dos explantes. A regeneracdo de brotos via organogénese direta ocorreu quando os explantes foram
cultivados com 0,8 mg.L™ de BAP e na organogénese indireta com 1,9 mg.L™" de BAP. 2,4-D
proporcionou a formagdo de calos com caracteristicas embriogénicas nos meios de cultivos testados,
independentemente da posicdo foliar. As concentracdes de 0,5 e 1,0 mg.L*de 2,4-D, nos meios MS e
MT,e com a folha na posicdo abaxial, apresentaram maior quantidade de células embriogénicas e
formacéo de embrides globulares.

Palavras-chave: organogénese direta e indireta, carmim acético, Ocimum basilicum L.
In vitro multiplication and induction of somatic embryogenesis in hybridbasil.

The aim of this work was to evaluate in vitro organogenesis as a function of growth regulators and to test
the influence of 2,4-D inducing somatic embryogenesis in basilhybrid ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’. We
used the completely randomized design in the trials. In the first experiment, we used a 6x4 factorial
scheme, testing six concentrations of BAP and four concentrations of IAA. In the second experiment, we
tested four types of culture medium, and in the third assay, we evaluated five concentrations of BAP. In
the fourth trial, we evaluated the effect of seven concentrations of BAP combined with 0.20 mg.L *of
NAA. The fifth experiment was conducted in a 5x2x2factorial scheme, testing five concentrations of 2,4-
D, two culture media and two leaf positions. The absence of BAP and IAA, in the culture medium,
resulted in a greater number of leaves and shoots, and higher fresh and dry weight of explantshoots. The
shoot regeneration via direct organogenesis occurred when explants were maintain in medium with 0.8
mg.L"of BAP, and indirect organogenesis with 1.9 mg.L™of BAP. 2,4-D provided the formation of
calluses with embryogenic characteristics in the tested media cultures, independently of leaf position.
Concentrations of 0.5 and 1.0 mg.Lof 2,4-D in MS and MT culture media, with leaf in abaxial position,
showed a higher number of embryogenic cells and formation of globular embryos.

Keywords: direct and indirect organogenesis, acetic carmine, Ocimum basilicum L.

1. INTRODUCAO
O manjericdo (Ocimum basilicum L.) é uma planta medicinal e aromatica que age contra

problemas nas vias respiratorias, contra infec¢des bacterianas, parasitas intestinais, mau
funcionamento dos rins e melhora a digestdo dos alimentos [1]; seu 6leo essencial € muito
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valorizado no mercado, devido ao fato de apresentar principios ativos importantes, 0s quais sao
aplicados nas industrias de cosmético, perfumaria, alimenticia e farmacéutica para confeccao de
produtos [2].

Vaérios fatores interferem no sucesso da propagacao in vitro, através de qualquer via de
regeneracdo in vitro, onde os reguladores de crescimento sedestacam como 0s principais
controladores da morfogénese in vitro. Dentre as citocininas, o 6-benzilaminopurina (BAP) tem
sido muito eficaz parapromover a multiplicacdo em diversas espécies e parece ser acitocinina
mais adequada para a multiplicacdo de parte aérea e inducgdo de gemas adventicias [3]. O efeito
fisioldgico depende da concentracdo de cada regulador no meio de cultura, sendo que cada parte
da planta responde diferente, as alteracGes das concentragBes de auxinas e citocininas no meio

[4].

Para inducdo de calos embriogénicos, o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), tem sido
o mais eficiente e é também utilizado para a inducdo da embriogénese somética em diferentes
espécies e em concentracdes variadas, levando as células dos explantes a uma condicdo de
estresse que altera seu metabolismo e resulta na formacéo do calo [5,6 e 7].A identificacdo da
presenca de células embriogénicas no calo pode ser realizada através da coloracdo com o
corante carmin acético, pois estas células reagem fortemente a esse corante como relatado em
estudos citoquimicos, em Araucaria angustifolia (Bert.) [8 e 9] e em Passiflora cincinnata
Mast.[10].

O objetivo deste trabalho foi conduzir experimentos visando avaliar a resposta
organogenética in vitro em funcdo da utilizagdo do BAP, do &cido naftaleno acético (ANA) e
acido indol acético (AlA), assim como a influéncia do diclorofenoxiacético (2,4-D) na indugéo
de calos embriogénicos no hibrido de manjeric&o.

2. MATERIAL E METODOS

Como fonte de explante foram utilizados segmentos nodais, internodais e foliares
proveniente do hibrido de manjericao ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’ mantido em casa de
vegetacdo. O segundo par de folhas foi coletado, do &pice para a base das plantas. A
desinfestagdo dos explantes foi realizada em duas etapas. A primeira etapa compreendeu a
imersdo dos segmentos nodais, internodais e foliares em agua corrente por 30 minutos. A
segunda etapa ocorreu em camara de fluxo laminar, na qual os segmentos nodais, internodais e
foliares foram imersos em alcool etilico 70% por 30 segundos e, em seguida, em solugdo de
hipoclorito de sodio (1,5% segmento foliar e 2,5% segmento intermodal e nodal) por cinco
minutos sob agitacdo, segundo metodologia adaptada [11 e 12]. Por fim, os explantes foram
submetidos a trés lavagens em agua destilada e autoclavada. Em cadmara de fluxo laminar, com
0 auxilio do bisturi e pinca, constantemente flambados, os explantes foram seccionados e
inoculados em frascos de 250 mL, contendo 25 mL das concentragdes de cada tratamento. Em
todos os experimentos o delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado, e
cada tratamento constituido de cinco repeti¢des, sendo cada repeticdo representada por quatro
frascos contendo dois explantes.

As folhas foram seccionadas com a nervura central e foram feitos cortes paralelos em
suas bordas para favorecer maior contato entre 0 meio de cultura e a superficie do explante.

Para multiplicacdo dos explantes foram realizados quatro experimentos: No primeiro,
utilizaram-se segmentos nodais, instalado em esquema fatorial 6x4, sendo seis concentragdes de
BAP (0,0; 0,1; 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L™) e quatro concentracdes de AlA (0,0; 0,01; 0,08 e 0,17
mg.L™) no meio MS [13]. No segundo, em virtude, da vitrificacdo ocorrida nas plantas in vitro,
no primeiro experimento, testaram-se diferentes composic¢des dos meios de cultura. Segmentos
nodais foram inoculados, em meio MS, MT [14], 2 MS e % nitratos MS. No terceiro,
segmentos internodais foram inoculados em meio MT suplementado com cinco concentraces
de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 mg.L™). No quarto, segmentos foliares foram inoculados em
meio MS suplementado com seis concentragtes de BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 e 6,0 mg.L"
1) e 0,20 mg.L™ de 4cido naftaleno acético (ANA) fixo em cada tratamento. O enraizamento das
brotacdes foi realizado em meio Y2 MS.
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O primeiro, segundo e terceiro experimentos foram incubados em sala de crescimento a
25 + 2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz. Ja o quarto e o de inducéo de calos embriogénicos,
foram mantidos em temperatura controlada de 27 + 2°C e fotoperiodo de 16 horas de luz. A
intensidade luminosa foi de 60 pmol. m?.s™ em todos os experimentos.

Apo6s 30 dias, os explantes foram avaliados quanto nimero de folhas e brotos por
explante, comprimento (cm) médio dos brotos por explante, massa seca e fresca (mg) da parte
aérea, vitrificagdo e oxidacdo (%), formacéo de raiz (%). Os dados foram transformados em raiz
guadrada de (x + 0,5). As variaveis em porcentagem foram transformadas em arco seno da raiz
guadrada de (X/100).

Para a inducéo de calos embriogénicos foram testados os meios de culturas MS e MT,
acrescido de 30 g.L*(MS) e 25g.L" (MT) de sacarose, respectivamente e 7 g.L™ de agar. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2x2, sendo
cinco concentrages de 2,4-D (0,0; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 mg.L™), duas posicdes da folha (abaxial e
adaxial) e dois tipo de meio de cultura (MS e MT). O pH dos meios foi ajustado para 5,8 + 0,1,
solidificado com &gar e submetido a autoclavagem por 15 minutos (121 + 1°C e 1,05 atm).

Para a confirmacdo da presenca de células pré-embriogénicas nos calos foi realizado o
teste com o corante Carmin acético. Foram coletadas fragdes de 100 mg de calos, macerando-0s
sobre vidro relégio com auxilio de bastdo de vidro. A este macerado adicionou trés gotas do
corante Azul de Evans a 0,1% por trés minutos, retirado o excesso foi adicionado trés gotas do
corante Carmin acético a 2% [15]. Em seguida, Iaminas foram confeccionadas e fotografadas
em microscopio esterioscépico em aumento de 10X e 40x .

Aos 30 dias, os calos formados foram avaliados quanto & presenca de estruturas
embriogénicas, e cobertura dos explantes por calo através de notas (1- 0% de cobertura do
explante; 2- 25% de cobertura do explante; 3- 50% de cobertura do explante; 4- 75% de
cobertura do explante, 5- 100% de cobertura do explante).

Os resultados foram submetidos a analise de variancia e, quando significativos, as
médias foram submetidas a andlise pelo teste F e para os dados quantitativos aplicou-se
regressdo polinomial, utilizando o programa SISVAR.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se interagdo significativa entre BAP e AIA para todas as varidveis analisadas.
Para a variavel niamero de folhas a auséncia dos reguladores de crescimento no meio de cultura,
proporcionou maior nimero de folhas (13,74). A medida que foi adicionado o BAP e 0 AlA ao
meio de cultura observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos com as
concentracdes desses reguladores. Aumentando a concentragdo de BAP, no meio de cultura,
observou uma diminuicdo do nimero de folhas (Tabela 1). Resultado contrario foi encontrado
em pariparoba (Pothomorphe peltata (L.) Miqg), onde o maior indice de folhas foi obtido em
meio MS adicionado de 0,5; 1,5 e 3,0 mg.L™ de BAP [16].

Houve maior formacéo de brotos por explante (2,55) no meio sem BAP e AlA, notou-se
que nas concentragcdes de 1,5 e 2,0 mg. L' de BAP sozinhas ou em interacdo com as
concentragdes de AlIA ndo houve formagdo de brotos (Tabela 1). Em concentra¢des superiores a
0,5 mg.L™ de BAP houve uma diminuicio do nimero brotos. Fica evidente que a presenca de
BAP, no meio de cultura, ndo proporcionou um aumento do nimero de brotos por explante.

O maior acumulo de massa fresca e seca de parte area ocorreu na auséncia de regulador
de crescimento como nas variaveis anteriormente citadas. A partir do tratamento com 0,5 mg.L"
' de BAP n#o houve diferenca significativa para massa fresca e seca de parte area (Tabela 1).
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Tabela 1: Nimero de folhas, nimero de brotos, massa fresca e seca de parte aérea por explante do
hibrido de manjericao ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’, em fungdo das concentragoes de BAP e AIA.

BAP AlA (mg.L?)
(mg.L™Y) 0,0 0,01 0,08 0,17 Equacéo (Y)
---------- NUmero de Folhas----------
0,0 13,74 7,79 9,76 714 13,75-711,68x+12107,40x*-
47939,42x3
R2= 100%**
0.1 8,64 7,70 6,43 7,09 ns
05 1,95 0,87 0,60 1,00 ns
1,0 0,65 0,00 0,00 0,00 ns
15 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
2,0 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
Equacio 9,18 -5,24x 6,12 — 3,55X 6,36 — 3,72 5,68 — 3,28x
(Y) R?= 67,63%** R?= 66,79%**  R’=62,21%**  R?=68,30%**
cV 27,60 %
---------- Numero de Brotos----------
2,55 1,68 1,71 1,75 2,56-104,51x+1696,24x%-
0,0 6525,68%
R?= 100%**
0.1 2,30 2,28 1,88 1,85 ns
1,17 0,27 0,25 0,40 1,17-106,45x+1709,95x%
0,5 6531,16x°
R?= 1009%**
1,0 0,35 0,00 0,00 0,00 ns
15 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
2,0 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
Equacdo  2,20-1,19x 1,99- 1,82- 1,85-
) R?=87,23%**  2,77x+0,86x* 2,58x+0,81x° 2,52x+0,77x°
R?=86,19%** R?=91,80%** R?=94,78%**
cV 18,56 %
---------- Massa fresca de parte aérea (mg)----------
689,72 428,48 468,29 652,08 689,72-
0.0 30987,18x+505423,79x%-
' 1908522,29x°
R?= 1009%**
01 500,34 458,77 365,59 281,48 481,35—1227,84x
' R?=97,03%**
0,5 67,86 56,47 9,70 11,78 ns
1,0 15,67 0,00 0,00 0,00 ns
15 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
2,0 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
Equagdo  475,21-274,86x  450,24- 321,34- 363,33-215,09x
Y) R?=66,10%**  641,63x+202,20x  188,93x R?=52,43%**
2 R?=61,36%**
R?=91,83%**
cV 41,97 %
---------- Massa seca de parte aérea (mg)----------
81,21 51,88 50,05 64,58 81,21-
0.0 3461,83x+54951,01x%
' 206840,57%°
R?=100%**
01 53,21 50,32 39,36 29,95 52,44-157,38x
' R?=99,74%**
05 5,41 431 0,82 1,18 ns
1,0 1,37 0,00 0,00 0,00 ns
15 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
2,0 0,00 0,00 0,00 0,00 ns
Equacdo  53,12-30,93x 40,05-23,31x 34,39-20,23x 35,28-20,90x
(Y) R*=62,85%**  R?=65,35%** R?*=61,14%**  R*=51,11%**
cV 34,31%

Médias seguidas das mesmas letras mintsculas entre genétipos ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). *Significancia de

p<0,05.

No ensaio observou-se a presenca de plantas com hiperidricidade, o que ndo é

interessante no processo de multiplicacdo da espécie in vitro, uma vez que a hiperidricidade
causa uma série de anomalias na planta e nos brotos, como folhas tdrgidas, transltcidas, rigidas,
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e guebradicas. Algumas pesquisas relatam que a hiperidricidade pode ocorre devido ao
desequilibrio dos componentes do meio de cultura, especialmente dos reguladores de
crescimento [17 e 18], devido a presenca de altas concentragdes dosmesmos [19].

Também, verificou-se que a medida que aumentou a concentracdo de BAP houve
formacdo de calo na base dos explantes. Em outras espécies, como paricad (Schizolobium
amazonicum Huber ex Ducke) [20], foi verificada maiorincidéncia de calos na base do explante
amedida que foi aumentando a concentracdo do regulador de crescimento no meio de cultura.
Em explantes caulinares de mangabeira, a ocorréncia de calos na base dos explantes, aumentou
com o acréscimo de BAP ao meio de cultura, até a concentracdo de 4,0 mg.L™ [21].

Em virtude, de no experimento com BAP e AIA as plantas e as brotagdes in vitro
apresentarem sintomas de hiperidricidade, realizou-se um experimento testando varios tipos de
meios de cultura. No experimento foi constatado que ndo houve interacdo significativa entre os
meios de cultura e as variaveis analisadas, exceto para nimero de folhas e massa fresca de parte
aérea. O maior numero de folhas foi obtido no meio MS e MT, porém nédo diferindo
estatisticamente do meio com % nitratos MS. Em relacdo, a massa fresca de parte aérea (mg) o
meio MS, proporcionou maior acimulo massa, ndo diferindo do meio MT e % nitratos MS
(Tabela 2).

Tabela 2: Namero de folhas e brotos por explante, comprimento de brotos (cm) por explante, massa
fresca e seca (mg) de parte aérea (MFPA e MSPA) e vitrificagéo (%) em explantes de manjericéo, em
funcéo dos diferentes tipos de meio.

Meios NCde N°de  Comprimento  MFPA  MSPA  Vitrificagdo
Folha broto  de broto (cm) (mg) (mg) (%)
MS 18,67 a 2,02a 4,90 a 504,0 a 60,0 a 225a
MT 16,29 a 1,67 a 555a 486,0 ab 57,0a 10,0a
Y% MS 10,52 b 1,69 a 3,36a 294,0b 38,0a 275a
% Nitratos MS 14,97 ab 1,78 a 5,00 a 462,0 ab 510a 200 a
CV(%) 20,13 16,60 27,09 25,49 28,20 60,74

Meédias seguidas das mesmas letras minGsculas nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Um dos fatores que promove a hiperidricidade das plantas in vitro é a concentracdo de
sais presente no meio de cultura. Porém, nesse trabalho ndo foi verificado isso, pois a
comparagéo entre os diferentes meios de cultura ndo teve efeito significativo para a esse fator.
Indicando que a reducdo da hiperidricidade das plantas in vitro de manjericdo pode estar
relacionada a outro fator. Além do meio de cultura, as condi¢bes atmosféricas do ambiente de
cultivo podem induzir a formagdo de tecidos hiperidricos [22], bem como o tipo e a
concentragcdo do agente geleificante, no meio de cultura, que também podem contribuir para
evitar ou promover a hiperidricidade [23 e 24].

No experimento de organogénese direta do manjericdo, observou-se inicialmente um
intumescimento das extremidades dos explantes, onde ocorreu a formacdo de gemas
adventicias, a partir do décimo dia de cultivo in vitro, sendo que a formacdo de brotos foi
observada a partir do vigésimo dia de cultivo.

Pode-se inferir que a suplementacdo do meio de cultura com citocinina foi essencial
para o desenvolvimento de brota¢fes, uma vez que na auséncia de BAP, os explantes oxidaram
ou formaram raizes, o surgimento de raizes no explante pode ser justificado devido a alta
concentragdo de auxina endogena no explante, que favorece ao aparecimento de raiz. Percebeu-
se que com o0 aumento da concentracdo de BAP no meio de cultura aumentou, também, a
oxidacdo do explante (Tabela 3).

No numero de brotos por explante foi observado um aumento de forma clbica até o
ponto maximo estimado de 0,5 na concentracio de 0,8 mg.L™ de BAP (Tabela 3). Resultados
contrarios foram obtidos em Ocimum basilicum, usando explantes internodais, onde as
concentracdo de 2,0 e 4,0 mg.L™" de BAP apresentaram melhor resultado, com médias de 7,71 e
4,57 respectivamente para numero de brotacdes. Isto sugere que, dentro de uma mesma espécie,
podem ocorrer respostas diferentes dos genétipos em relacdo aos processos morfogenéticos in
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vitro. Em Mentha arvensis, o explante intermodal na presenca de BAP ndo proporcionou
regeneracao de plantas [25].

Tabela 3: Oxidacao (%), formacao de raiz (%) e nimero de brotos por explante, do hibrido ‘Sweet Dani
X ‘Maria Bonita’, no meio MT, em diferentes concentragoes de BAP.

BAP (mg.L™) Oxidacdo Formacdo de raiz (%)  Numero de brotos
(%) por explante
0,0 7,5 72,5 0,0
1,0 12,5 0,0 0,6
2,0 75,0 0,0 0,0
3,0 85,0 0,0 0,0
4,0 75,0 0,0 0,2
Equacéo (Y) -2,28+44,32x-5,89x" 64,21-65,93x+10,36x 0,03+1,04x-
R’= 84,33** R’= 85,71** 0,71x°+0,12x°
R’= 74,58**
CV (%) 31,00 63,35 20,72

** Significancia de 0,05%.

No experimento da organogénese indireta de manjericdo, houve interagéo significativa
entre BAP e ANA, os valores de formacédo de calo (%) sdo explicados por uma equacao cubica,
com 0 ponto maximo de 2,8 mg.L™ de BAP + 0,2 mg.L™" de ANA com 52% de formagcao de
calo. A variével calo com raiz (%) é explicada por uma equacéo cubica, com o0 ponto maximo
de 2,08 mg.L™"de BAP + 0,2 mg.L™" de ANA com 58% de formacao de calo com raiz (Tabela 4).

Tabela 4: Formacao de calo (%), Calo com raiz (%) e nimero de brotos por calo em fungdo do meio MS,
em diferentes concentraces de BAP e 0,2 mg.L™ de ANA fixo em cada tratamento.

BAP (mg.L™) Formacdo de calo (%) Calo com Raiz (%) NUmero de brotos por
calo
Controle 0,0 00,0 0,0
1,0 12,5 62,5 1,6
2,0 17,5 60,0 15
3,0 67,5 25,0 0,5
4.0 85,0 10,0 0,4
5,0 92,5 0,0 0,6
6,0 97,5 0,0 0,4
Equacéo (Y) 0,47-2,77x+ 4,04+78,40x- 0,16+1,72x-
11,42x3-1,38x° 31,81x°+3,12x* 0,69x%*+0,07x°
R?=92,11** R?= 92,74** R?=71,82**
CV (%) 29,85 58,94 34,02

** Significancia de 0,05%.

Em relacdo a caracteristica nimero de brotos por calos foi explicada, por uma equagédo
clbica, com ponto méximo 1,9 mg.L™ de BAP com 1,3 brotos por calo. A concentragdo de BAP
teve um efeito significativo sobre o nimero de brotos por calo, onde todos os tratamentos
acrescidos com o regulador apresentaram brotos, sendo a concentracdo de 1,0 mg.L™, a que
proporcionou um maior nimero de brotos em quinze dias de cultivo (Tabela 4 e Figura 1). A
combinacdo de BAP e ANA também foi efetiva na regeneracdo de brotos a parir de calos em
manjericdo cultivado em meio contendo 5,0 mg.L™ de BAP €0,2 mg.L™ de ANA [26].

Em todos os tratamentos, com regulador de crescimento, houve formacgédo de calos com
brotos, calos com raizes e calos sem raizes. Esses trés tipos de calos, as vezes, foram observados
no mesmo tratamento. Os calos organogénicos apresentavam pontos esverdeados e pequenos
primérdios foliares, que indicavam a formagdo de gemas e posteriormente formacao de brotos.
O enraizamento das brotacBes foi realizado em meio %2 MS, o qual foi favoravel ao
desenvolvimento do sistema radicular das brotagdes. Resultados semelhantes foram obtidos
utilizando explantes foliares de gendtipos de Passiflora [27 e 28].
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Figura 1: Organogénese indireta em explante foliar de ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’ apds 30 dias de
cultivo . Calo com raizes e brotos (A e B), brotacao enraizada in vitro.

Na inducdo de calos embriogénicos verificou-se que o hibrido ‘Sweet Dani’ x ‘Maria
Bonita’ apresentou capacidade de embriogénese somatica indireta, induzindo calos
embriogénicos e posteriormente embrifes na fase globular.

De acordo com a analise de variancia e teste de regressdo, houve interagdo significativa para
a variavel cobertura do explante por calo entre as concentragoes de 2,4-D, meios de cultivo e a
posicéo foliar (Tabela 5). Na variavel porcentagem de cobertura do explante por calo, ndo houve
desenvolvimento de calos no tratamento sem suplementacdo do 2,4-D evidenciando, assim, a
importancia da utilizacdo do regulador de crescimento para inducdo da divisdo celular e,
consequentemente, para formagdo de calos embriogénicos para a espécie em estudo. Observou-
se a indugdo de calo, comegando, nas bordas do explante e proliferando-se para parte superior
do explante (Figura 2).

Tabela 5: Cobertura do explante por calo em fungéo do meio MS e MT, posi¢do do explante e diferentes
concentraces de 2,4-D.

2,4-D (mg.L™ Meio MS Meio MT
Abaxial Adaxial Abaxial Adaxial
0 1,0aA 1,0aA 1,0aA 1,0aA
0,5 2,52aA 1,65bB 2,34bA 4,10aA
1,0 2,233A 1,55bB 2,08bA 3,93aA
1,5 2,28aA 1,10bB 2,55bA 4,18aA
2,0 2,283A 1,20bB 1,68bB 3,23aA
Equacéo (Y) 1,14+1,91x- 0,99+2,66x- 1,08+2,42x- 1,29+5,22x-
0,69x° 3,02x%+0,87x° 1,05x° 2,14%°
R?=85,77**  R?*=08,85**  R?=81,37**  R%=87,84**
CV (%) 21,49

Médias seguidas das mesmas letras mindsculas nas linhas entre posi¢édo da folha no mesmo meio de cultivo, maitsculas nas linhas
entre mesma posi¢ao da folha e entre meios de cultivo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05). Com notas que variam de 1
(0%); 2 (25%); 3 (50%); 4 (75%) e 5 (100%).

** Significancia a p<0,05.
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Figura 2: Formagdo de calo em explante foliar de ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’, com 30 dias de cultivo
em meio MS nas concentracdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg.L™ de 2,4-D, sendo 25% (A), 50% (B), 75% (C)
e 100% (D). Tamanho dos calos (A) = 1,7 cm; (B) = 1,9 cm; (C)=2,0 cm; (D) = 2,0 cm.

Nos meios MS e MT houveram diferengas significativas em relacdo a porcentagem de
cobertura dos explantes por calo nas duas posi¢Ges da folha, sendo que no meio MS a posicéao
abaxial quando comparada a adaxial, proporcionou uma maior inducdo de calo na concentracdo
0,5 mg.L™" de 2,4-D. Porém, no meio MT a maior inducéo de calo ocorreu na posicéo adaxial
nas concentracdes de 0,5 a 1,5 mg.L™ de 2,4-D (Tabela 5). Tanto no meio MS (abaxial) quanto
no meio MT (adaxial), ambas as posi¢Oes da folha foram representadas por uma curva com
tendéncia quadrética, onde para a posicdo abaxial no meio MS a dose de 1,37 mg.L™* de 2,4-D
correspondeu ao ponto maximo da curva, atingindo cobertura maxima do explante por calo de
2,46, de acordo com a equagdo derivada. Para a posicdo adaxial no meio MT a dose de 1,2
mg.L™" de 2,4-D correspondeu ao ponto méximo da curva, atingindo cobertura méxima do
explante por calo de 4,47, de acordo com a equacdo derivada. Este comportamento quadratico
indicou que as concentragdes acima e a abaixo de 1,37 e 1,2 mg.L™" de 2,4-D tiveram tendéncia
de reducéo da porcentagem de cobertura do explante por calo. Entre as auxinas sintéticas usadas
para induzir a embriogénese somatica, o 2,4-D tem sido a mais eficiente e mais utilizada[6],
pois induz genes responsaveis pela sinalizagdo do processo de embriogénese somética [29].

0 2,4-D aplicado a explante foliar de Ocimum basilicum L. cv. Maria Bonita propiciou
a inducdo de calos [30], assim como em outro trabalho realizado com a mesma espécie, onde foi
observado que a concentragdo de 0,5 mg L™ de 2,4-D e a combinacéo de 0,5 mg L™ de 2,4-D
e1,0 mg L™ de BAP proporcionaram maior porcentagem de inducao de calos[31].

Apesar do meio de cultivo MT e o explante na posicao adaxial, ter proporcionado maior
formacéo de calo, houve menos células embriogénicas de acordo com a dupla coloragdo carmin
acético/azul de evans. Nem sempre a maior formacédo de calo vai proporcionar maior quantidade
de células embriogénicas, pois além das condicdes de cultivo, o estadio de desenvolvimento e as
condi¢des fisiologicas do explante, como por exemplo, o conteido hormonal endégeno pode
influenciar na formacéo de células embriogénicas [32].

Os calos apresentaram coloragdo variada, consisténcia firme e globulares (Figura 3).
Estas estruturas globulares embriogénicas foram numerosos e cobriam a maior parte da
superficie do calo que ndo estava em contato direto com o meio de cultivo. Resultados
semelhantes foram relatado para coco [33], Heliconia chartacea[34] e guaranazeiro (Paullinia
cupana var. sorbilis)[35]. Observou-se ainda que dentro do mesmo tratamento haviam calos
embriogénicos e ndo embriogéncios. Essa variacdo na formacdo de calos embriogénicos no
mesmo tratamento pode ser em decorréncia dos gradientes hormonais presentes na planta e
dentre as diferentes partes vegetais das plantas usadas como fontes de explantes. Resultados
similares foram observados em explantes de gendtipos de batata-doce, 0s quais nao
responderam da mesma maneira ao efeito dos tratamentos com reguladores de crescimento [36].
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Figura 3: Aparéncia morfoldgica de embrides somaticos em estagio globular em explante foliar de
‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’, com 30 dias de cultivo em meio MS com 1,0 mg.L™ de 2,4-D. (A) =
aumento de 40x; (B) e (C) 2,0 cm.

Realizando a anélise das células dos calos, com a dupla coloracdo Carmin acético/azul de
evans (Figura 4) observou-se, nas concentragdes de 0,5 e 1,0 mg.L™ de 2,4-D na posicao abaxial
tanto no meio MT quanto no MS, células redondas, pequenas, com citoplasma denso e
agrupadas, com reacdo positiva ao corante carmim acético (Figura 5) demonstrando
caracteristicas de células com potencial embriogénico. As células ndo embriogénicas com
nucleos pequenos, citoplasma menos denso, alongadas, altamente vacuoladas foram coradas
pelo corante azul de Evans. Dessa forma, os agregados celulares apresentam variagdo no
tamanho e morfologia, revelando diferentes afinidades com os corantes durante a analise,
conforme observado por [8, 9 e 10].

.r \ 3
| o ! < "B
Figura 4: Anélise com carmim acético e azul de Evans em calos embriogénicos a partir de explantes
foliares (posi¢do abaxial) do hibrido de manjericdo ‘Sweet Dani’ x Maria bonita’, com 30 dias de cultivo
em meio de cultura MT (A) e MS (B) suplementado com 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0 mg L™ de 2,4-D (Aumento de
10x).

A reacdo positiva ao carmim acético esta associada a competéncia da célula para o
desenvolvimento celular [37 e 8]. A presenca de células isodiamétricas, pequenas em suspensao
celular de Agave tequilana Weberfoi detectada com o uso dos corantes Carmin acético e azul de
Evans [38]. O 2,4-D é responsavel pelo inicio do processo de divisdo e diferenciagdo celular,
bem como age na inducdo de células embriogénicas [39]. Esta capacidadedo 2,4-D em
desencadear as rotasembriogénicaspode estar relacionada coma sua capacidade de induzir os
genesdo estresse, 0s quais contribuem paraa reprogramacdocelular de células somaticasem
direcdoa embriogénese[16].
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Figura 5: Massas de células pro6-embrionarias de manjericdo com 30 dias de cultivo em meio MS e MT
com 1,0 mg.L™ 2,4-D reagindo com a dupla coloracéo de Carmin acético / azul de Eva (Aumento de 40x).

O 2,4-D induziu calos embriogénicos, com presenca de embribes globulares, em
explantes foliares do hibrido ‘Sweet Dani’ x ‘Maria Bonita’, porém a oxida¢do dos calos foi
observada com o subcultivo. Resultados semelhantes foram observados em cultivares de uva
[41]. Testaram-se, também, outros reguladores de crescimento, meio MS sem regulador para a
conversao dos embrides em plantas, mas nenhum resultado foi satisfatorio até 0 momento. Mais
pesquisas precisam ser realizadas para concluir o processo da embriogénese no hibrido de
manjericdo ‘Sweet Dani’ x Maria Bonita’.

4., CONCLUSOES

Os segmentos nodais apresentaram melhores respostas quanto as caracteristicas
fitotécnicas em meio de cultura sem regulador de crescimento.

A regeneracgdo de brotos via organogénese direta ocorreu quando os explantes foram
cultivados com 0,8 mg.L™ de BAP e para a organogénese indireta com 1,9 mg.L™* de BAP.

O 2,4-D calos embriogénicos nas concentracdes de 0,5 e 1,0 mg.L™* de 2,4-D com o
explante na posigdo abaxial, em meio MS ou MT, com o desenvolvimento de embrides
somaticosglobulares.
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