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Resumo

O Objetivo do presente trabalho foi determinar um protocolo eficiente de
regeneracao in vitro da cultivar de L. sativa Maioba, como suporte para 0 uso na
producdo de plantas resistentes a septoriose. Verificar a melhor composicao
hormonal, com diferentes concentracoes de 6-BAP (6 - Benzilaminopurina) e ANA
(Acido Naftalenoacético) para explantes foliares de alface variedade Verénica; e
selecionar a posicdo do explante foliar no meio de cultura para regeneracao de
Verénica, in vitro. Folhas de alface vr. Veronica e sementes ¢ folhas da vr.
Maioba, foram desinfestadas, seccionadas e cultivados em placas de Petri
contendo meio de cultura. Os meios basicos utilizados consistiram de sais €
vitaminas de Murashigue & Skoog (1962), suplementados com 3% de sacarose e
0,7% de agar. Foram adicionadas diferentes combinacdes de concentracoes de
ANA e 6-BAP. Para inducao de brotacdo, foi utilizado meio basico sem
reguladores de crescimentos ou com 0.05mgL! de ANA e 0.2mglL-1 de 6-BAP. Os
brotos obtidos na vr. Verdnica foram cultivados em meio basico livre de
hormoénios. Foram avaliados e recultivados no meio de indugao de brotagao. Em
30 dias, as brotacoes com folhas diferenciadas foram transferidas para meio de
enraizamento. Com a vr. Maioba nao foram obtidos brotos, apenas calos, durante
os experimentos. Houve altas taxas de contaminacdo na bateria I vr. Verénica,
mas pode-se verificar diferentes respostas entre os mesmos, sendo os mais
responsivos os tratamentos de numeros 14, 15 e 16. Em relacdo a melhor
posicao do explante em contato com o meio, 0 desenvolvimento se deu na regiao
abaxial, independente do contato com o meio. As folhas de plantulas
estabelecidas in vitro, apresentaram baixa resposta em elevado tempo. O melhor
resultado na vr. Maioba foi obtido com MS16, que produziu 1.5 calo/placa em 12
dias. Devido ao numero e tamanho dos calos obtidos € a ndo obtengao de brotos,
foi feito um novo experimento utilizando-se o Tratamento 1, como Controle
Negativo, o Tratamento 16 como positivo e os Tratamentos Ma e Sa. Obteve-se
resposta melhor em tempo menor, quando comparado com a bateria II de
experimentos. Para brotagao utilizou-se o meio MSbI, desprovido de reguladores
de crescimento. Como a resposta foi negativa a este tratamento, transplantou-se
os calos para MSbIl (0.2mg/L de BAP e 0.05mg/L de AN ). Os explantes
mantiveram a resposta, nao havendo formacao de parte aérea.
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1. INTRODUCAO

1.1. Alface (Lactuca sativa)

A alface pertence a Familia Asteraceae, Subfamilia Lactuceae, ao
Género Lactuca, ¢ Espécie Lactuca sativa, Linnaeus (1754). A partir de
células de antera fixadas pelo método de Carnoy, MENEZES (1943)
encontrou, para a variedade Romana, n=9 cromossomaos. LADRY et al. (1987)
encontraram 9 grupos de ligacdo para alface, cultivares Calmar e Kordaat,
confirmando que o nimero do conjunto hapléide € igual a 9 cromossomos.

A origem da alface cultivada é um assunto discutido por varios
autores. LINDQVIST (1960) levantou quatro possibilidades sobre a origem
desta, a saber: a partir de formas silvestres de Lactuca sativa; a partir de
L. serriola; a partir de hibridos entre L. sativa e L. serriola e, ainda, a partir
da hibridacao entre as diferentes espécies da seccao. Este autor sugere que a
hipétese mais provavel é a ultima, o que dificulta a exata localizacao da
origem da espécie cultivada.

A alface parece ter-se originado no Velho Mundo, ha cerca de 11.000 a
5.000 anos atras, sendo o Mediterraneo o seu principal centro. O primeiro
registro dessa hortalica veio do Egito e seu cultivo espalhou-se para a
Grécia, Roma e, posteriormente, para a China. Existem registros de L. sativa
no Egito, na forma semi-silvestre. A populacédo local utiliza suas sementes
para a extragao de oOleo e suas folhas para alimentar animais (LINDQVIST,
1960; HANCOCK, 1992).

O mecanismo de polinizacdo € cleistogamo, ou seja, com
autopolinizag@o anterior a abertura das flores. HANCOCK (1992) afirma que

ocorre a autofecundacdo devido a4 proximidade entre as anteras e pistilos,



nas flores hermafroditas. Além disso, nessa espécie as flores nunca se abrem
completamente, dificultando a polinizagéo cruzada.

SANTOS (1996} afirma que cerca de 24 horas antes da antese, as
bracteas que circundam o capitulo comecam a abrir-se no topo devido ao
desenvolvimento dos botoes florais. As flores abrem-se em um unico dia,
iniciando o processo as 5h da manha, durante uma a duas horas; as anteras
depositam o polen sobre a inflorescéncia € os estigmas se alongam tornando-
se receptivos € polinizados. Apos duas horas a corola fecha-se firmemente
sobre a flor e ndo se abre mais. Em dois ou trés dias as corolas, estames,
estiletes e estigmas estdo murchos. A ponta do jovem fruto alonga-se € eleva
as cerdas em seu crescimento. As sementes sao formadas em um periodo de
aproximadamente 20 dias apos a fecundacéo dos ovulos.

Em todo o mundo a alface é uma hortalica popular, sendo uma das
mais importantes do ponto de vista econdmico. A alface foi introduzida no
Brasil pelos portugueses ha mais de 400 anos. Neste pais as folhas sao
utilizadas na alimentacéo, consumidas geralmente cruas € em alguns locais,
sdo refogadas ou passadas em azeite (HANCOCK, 1992; SANTOS, 1996). O
seu consumo in natura favorece o aproveitamento de vitaminas e sais
minerais, pelo organismo humano (SONNEMBERG, 1985 apud HEREDIA
ZARATE et al., 1997).

E uma das hortalicas folhosas mais consumida in natura, no Brasil.
Segundo NADAL et al. (1986) apud PEREIRA (1998) a alface, no Brasil, € a
sexta hortalica em termos de importancia econdmica, ou seja, valor de
producdo e a oitava em relagao ao volume produzido. O Estado de Sao Paulo
¢é o maior produtor, apresentando uma producdo de 52,4% do total do pais.

No Centro Estadual de Armazéns Gerais do Estado de Sao Paulo
(CEAGESP) a média anual de comercializacao de alface, entre 1992 e 1996,
foi de 24.814 toneladas (AGRIANUAL, 1998).

A alface é uma planta anual que, na regiao do Cerrado, floresce em
qualquer época do ano, independente da temperatura. No inicio do
florescimento, a planta emite um pendao floral que forma uma inflorescéncia
ramificada com numerosos capitulos florais, de cor amarelo intenso

(SANTOS, 1996). As raizes sao do tipo pivotante, atingindo até 60 cm de



profundidade, com ramificacoes delicadas, finas e curtas, que exploram,
essencialmente, 25 cm do solo, sendo considerada uma cultura de raizes
densas e superficiais (FILGUEIRA, 1982).

A alface ndo é tolerante a solos acidos, exige pH entre 6.0-6.8, para
boa producao. Devido ao ciclo de vida curto, a grande area foliar, a
delicadeza e superficialidade de seu sistema radicular, produz melhor em
solos areno-argilosos, bem soltos, ricos em matéria organica, com alta
disponibilidade em nutrientes nas camadas superficiais e com teor de agua
util mantido acima de 90% (FILGUEIRA, 1982).

E uma hortalica que apresenta ciclo de vida curto, por isso ¢
considerada exigente em nutrientes e destina-se 4 producao de folhas para
consumo respondendo, preferencialmente, ao fornecimento de nitrogénio
(FERREIRA et al.,, 1993 apud VIDIGAL et al., 1997). A adubagéo excessiva
com nitrogénio, independente da fonte ser mineral ou organica, leva ao
acamulo nas folhas, representando ameacga aos consumidores (CASTRO &
FERRAZ JR., 1998).

O seu cultivo concentra-se nas proximidades dos grandes centros
urbanos, dada a sua alta perecibilidade pos-colheita, alto custo do
transporte e perdas de qualidade com a movimentagao a grandes distancias.
A caracteristica observada pelos consumidores € o diametro médio da
cabeca, sendo também utilizada na classificacao para comercializacdo. O
aumento no numero de folhas e ganho de peso fresco sdo desejaveis na
produtividade.

E uma cultura de inverno, produzindo melhor sob temperatura amena,
sendo que temperaturas mais elevadas (20 a 30°C) aceleram o ciclo cultural
e resultam em plantas com caules alongados e folhas de tamanho € nimero
reduzidos, ou seja, com menor produtividade e, também, com presenca de
um indesejavel sabor amargo, improprias para 0 CONsumo (HERKLOTS,
1972; FILGUEIRA, 1982; DUARTE et al. 1991).

No Sul do Brasil o seu cultivo, ao longo do ano, passa por dois
periodos desfavoraveis, devido as condi¢des metereologicas, sendo o primeiro
nos meses de inverno, com temperaturas inferiores 4 10°C e precipitagoes

pluviométricas prolongadas que retardam o crescimento e danificam as



plantas, e, o segundo, no verao, que apresenta temperaturas elevadas, acima
de 20°C e elevada intensidade de radiagéo solar, favorecendo o pendoamento
precoce das plantas (SEGOVIA et al, 1997). Na Zona Geografica do
Triangulo Mineiro, também, ¢ uma das hortalicas mais importantes,
produzida o ano todo e, largamente, consumida.

Durante séculos, a alface vem sendo selecionada pelo homem de
acordo com o tipo de semente, gosto, tamanho, cor e formato. Mais
recentemente, programas de melhoramento controlados vem sendo
desenvolvidos procurando resgatar caracteristicas importantes que podem
ter sido perdidas durante o processo de selecao nao controlado.
Caracteristicas como resisténcia a doencas, teor nutricional, tolerancia a
variacoes climaticas, formacao de cabeca e florescimento tardio podem ser
encontradas em ancestrais das plantas cultivadas (SANTOS,1996).

Outras caracteristicas importantes a serem selecionadas sao a
adaptacao ao clima local, resisténcia ao calor e moléstias, aumento de
producdo e pendoamento tardio. Observa-se, também, a exuberancia dos
sistemas radiculares pois, esse é um fator indispensavel, ja que raizes
volumosas sao base de maior sustentacdo da planta e de melhor
aproveitamento de nutrientes do solo (CHARCHAR & MOITA, 1996).

A alface pode ser produzida em pequena ou grande escala. Seu plantio
é facil e pode ser feito em areas pequenas. Com o melhoramento, obteve-se
alfaces tolerantes a solos acidos, o que facilitou seu plantio nas regides de
Cerrado (KERR et al, 1990). Com os investimentos em estufas e hidroponia,
o produtor pode produzir alface de boa qualidade o ano inteiro (SANTOS,
19906).

Uma nutricao insuficiente, notadamente, em nitrogénio, promovem
ganho em peso, pois reduzem a fotossintese, ocorre menor crescimento €
absorcao de agua e, consequentemente, as folhas sdo menores € com um
maior teor de matéria seca (VIDIGAL et al., 1997).

A vr. Maioba é tipo Romana, ou seja, suas folhas s&o crespas,
consistentes, soltas, sem formarem cabeca, como a Grand Rapid e suas
selecoes. E uma cultivar desenvolvida no Maranhao, a partir de um mutacao

para verde-escuro e varias selecoes visando maior tamanho e pendoamento



tardio. Apresenta sistema radicular bem desenvolvido, adaptado aos solos
acidos e condicoes climaticas da ilha. Suas sementes sao pretas com
aproximadamente 4.2mm, com excelente germinagao (cerca de 1.1/dia),
possui 6.500 Ul de vitamina A e o dobro de vitamina C da cultivar inicial
(KERR et al., 1986; KERR et al., 1990; CARNELOSSI et al. 1995).

No grupo de folhas soltas € crespas também esta a cultivar Veronica,
que ¢é indicada para condi¢des de Verdo, sendo a cultivar mais plantada no

sistema de hidroponia.



1.2. Melhoramento de Plantas

As plantas sao importantes para 0 homem em diversos setores, por
exemplo: na alimentacao, no vestuario, em medicamentos e em materiais de
construcao. Possuem na nossa vida uma importancia primordial e, por isso,
é natural que os homens tenham, desde longa data, se preocupado em
desenvolver tipos mais adequados as suas necessidades (ALLARD, 1971).

Com o melhoramento, uma ciéncia muito antiga, que surgiu junto com
a civiliza¢do, as plantas foram modificadas de diferentes maneiras devido ao
cultivo e a maioria tem pequena semelhang¢a com suas ancestrais. Essas
modificacoes tem origem na selecao de caracteristicas especificas feita pelas
populacoes, durante varios anos (SANTOS, 1996).

Darwin e Mendel estabeleceram os principios da hereditariedade e as
regras que governam a variacao nas espécies e os geneticistas tornaram as
técnicas de melhoramento refinadas, rapidas, precisas € produtivas.
Entretanto, ndo existem receitas prescritas para o desenvolvimento de novas
cultivares. Para tal, o melhorista deve avaliar de forma critica cada situacéo,
otimizar os recursos disponiveis e observar a relacdo custo-beneficio
(BOREM, 1997).

O melhoramento é um processo que necessita de suporte, tais como o0s
dados biologicos referentes a planta estudada: época de floracao, tipo de
polinizacdo e polinizador, tipo de sementes e metodologia para o
armazenamento. Segundo Carnelossi et al (19995) informacoes sobre a
germinacdo das sementes de novas cultivares orientam os trabalhos de
selecdo e melhoramento, pois revelam caracteristicas de origem genéticas,
além das condicoes ecolégicas a que a planta-mae € submetida durante a
formacao das sementes, bem como as condi¢oes de armazenamento.

Atualmente, a tendéncia € a diminuicdo do uso de agrotoxicos com O
objetivo de proteger o ambiente. Para tal, desenvolvem-se programas de
melhoramento, visando resisténcia as pragas e doencgas. O impacto de
pesticidas e produtos quimicos no meio tendera a diminuir muito com o
lancamento no mercado, de cultivares resistentes, que vem sendo

selecionados pelos geneticistas (SANTOS, 1996). A incidéncia de doencas



leva a grande perda, contribuindo para o desequilibrio da demanda ¢ da
oferta de alimentos em todo o mundo. No melhoramento convencional, 25%
dos recursos sdo destinados ao melhoramento, visando aumentar a
resisténcia das cultivares, reduzindo os custos e o impacto ambiental de tais

produtos (BOREM, 1997).



1.3. Septoriose (Septoria lactucae)

A septoriose € uma importante doen¢a na cultura de alface, provocada
pelo Septoria lactucae Passerini, fungo que pertence a Classe Deuteromiceto.
Esse fungo possui como estrutura somatica, hifas septadas e sO sao
conhecidas as estruturas de reprodugédo assexual, 0s conideos. O fungo €
transmitido pela semente, por conidios aderentes a sua superficie (GALLI,
1980).

Os conidios sdo disseminados, principalmente, pela agua de chuva, o
que implica na necessidade de alta umidade para a disseminacéo da doenga.
A temperatura 6tima para o patogeno situa-se entre 20 e 25°C, embora sua
amplitude possa variar entre os 10 € 28°C (GALLI, 1980).

E uma doenca de importancia economica, por resultar na perda das
plantas contaminadas. E comum nas regides de temperatura amena,
ocorrendo, principalmente, em €pocas chuvosas, sendo bastante
disseminada no centro-sul do Brasil, especialmente em Sao Paulo. As
plantas afetadas apresentam, em suas folhas, numerosas manchas
necroticas de tamanho e formas irregulares (GALLI, 1980; PINTO et al,
1995; SANTOS, 1996; KIMATI et al., 1997).

As manchas necréticas apresentam o centro da lesao escuro, olivaceo
para negro € NUMErosos Corpos de frutificacao de S. lactucae na sua parte
central. O tecido necrosado das lesdes pode se romper € cair. A incidéncia de
muitas manchas resulta no crestamento e conseqiente perda das folhas
afetadas, geralmente, as mais velhas e externas. A doenca €, especialmente,
importante em plantas destinadas a producao de sementes, uma vez que o
crestamento das folhas resulta na morte da planta (GALLI, 1980).

GALLI (1980) afirma que existe uma correlacao entre o
desenvolvimento da doenca e a ocorréncia de condigdes Otimas para o
desenvolvimento do patégeno, que se multiplicara e disseminara por meio de

reproducdo assexual, importante, portanto, para a identificacao pelos

fitopatologistas.



Exemplos de condicdes limitantes para a sobrevivéncia de S. lactucae
sho a falta chuva e a baixa umidade, pois a dispersao dos esporos depende
disso (SANTOS, 1996).

A resisténcia, o crescimento € producao das plantas € uma
caracteristica genética altamente influenciada pelo ambiente. O metabolismo
vegetal depende dos nutrientes minerais disponiveis a planta. Considerando-
se a tendéncia mundial em minimizar o uso de defensivos agricolas, com
base na preservagdo do meio e da satde humana, a nutricdo mineral pode
ser considerada como uma alternativa viavel para aumentar a resisténcia
das plantas as doencas. Os elementos funcionam como parte de um
complexo sistema de relacoes interdependentes, 0S quais influenciam a
patogénese e dependem das caracteristicas fisicas e quimicas do solo, clima,
fontes e quantidades dos nutrientes usados.

A resisténcia tem como base, modificacoes na anatomia das células
epidérmicas: mais grossas, lignificadas e/ou silificadas, € nas propriedades
fisiologicas e bioquimicas, como a producdo de substancias inibidoras ou
repelentes, ou ainda, quando nutrientes essenciais a atividade patogénica
estio ausentes. Esses efeitos sdo geralmente visualizados em plantas
consideradas parcialmente resistentes.

A Maioba é uma alface susceptivel a septoriose € 0 seu controle
fitossanitario de plantas cujas folhas sao consumidas in natura em saladas,
deve ser praticado com cuidado especial. Outras alternativas para o controle
dessa doenca sdo as medidas de controle aplicadas na dependéncia das
condicoes locais, sdo: utilizagao de sementes sadias; rotacao de cultura por 3
a 4 anos; pulverizacdes com fungicidas a base de tiocarbamatos durante os
primeiros estagios de desenvolvimento da planta (SANTOS, 1996).

Ultimamente, varios trabalhos de pesquisa tém voltado a atencao para
a transformacdo genética de plantas, visando a obtencdo de plantas
transgénicas resistentes a doencas, pragas, herbicidas e com melhor
qualidade nutricional. Ha, portanto, necessidade de se desenvolver

protocolos de regeneragao in vitro, que sao imprescindiveis para 0 Sucesso da

técnica.
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1.4. Cultura de Tecidos Vegetais

A Cultura de Tecidos sao técnicas que visam obter plantas a partir de
explantes, os quais podem Ser: meristemas, partes de folha, raizes, caules,
anteras ou protoplastos. Essa técnica baseia-se na totipotencialidade
celular, ou seja, na capacidade de uma cé€lula qualquer da planta regenerar
uma nova planta, visto que possui toda a informacao genética necessaria
para isso.

Os explantes sdo estabelecidos em meios nutritivos conhecidos como
meio de cultura, esses podem apresentar Reguladores de Crescimento ou
fitohorménios, substancias que regulam o comportamento in vitro da planta.
O balanco dessas substancias indica a provavel resposta do explante, pois
essas exercem funcoes vitais, estimulando ou inibindo processos
bioquimicos e/ou fisiolégicos, necessarios para a manutencao da vida da
planta. Essas substancias sao as citocininas, auxinas, giberelinas, etileno e
inibidores que, in vivo, sdo produzidas em quantidades infimas e em
determinadas regioes da planta. SKOOG e MILLER (1957) descrevem que o
balanco destas substancias causam respostas, tais como: quando a taxa de
auxina ¢ alta ocorre o enraizamento dos brotos; proliferam-se brotos quando
a concentracdo de citocinina € alta e quando encontram-se em
concentracoes intermediarias, ha uma proliferagao de calos.

Calos sao tecidos diferenciados e ndo organizados que sao utilizados
em alguns experimentos. Este tecido apresenta uma alta taxa de mutacao
chamada de variacdo somaclonal a qual é semelhante a4 mutagao natural.
Segundo MCCLINTOCK (1984) apud PHILLIPS (1994) os estresses induzem
respostas que levam um genoma a Se modificar quando em confronto com
condicdes ndo naturais. O crescimento € a regeneragao, sao indicativos de
baixo nivel de estresse celular, que € refletido na, relativamente, baixa
frequéncia de mutacao.

PARDUE (1991) apud PHILLIPS (1994} hipotetizou que a estabilidade
genémica é resultado de um padrao de balancos e reparos. A mutacao

ocorre, principalmente, quando envolve condicoes desfavoraveis de cultura
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que podem causar falha no controle celular, levando a numerosas
modificacoes nos individuos regenerados.

Atualmente, Cultura de Tecidos € usada como alternativa nos
programas de melhoramento e, muitas vezes, é a Unica solucao para alguns
problemas (TORRES et al., 1998). Pode-se obter um namero maior de clones
em espaco de tempo menor, propagar plantas livres de doencas (resolvendo
problemas fitossanitarios importantes), economizar custos € e€spago,
minimizar o efeito da estacdo, obter mutantes solidos, obter, rapidamente,
plantas homozigotas, que serdo utilizadas como progenitores no cruzamento
e obtencdo de hibridos (PARANHOS, et al., 1996; TORRES et al., 1998).

De acordo com os objetivos do melhoramento, pode-se utilizar essas
técnicas para conservacao de germoplasma in vitro, aumentar a variabilidade
genética por meio de cruzamentos interespecificos ou intergenéricos;
multiplicar genoétipos para analise; obter variantes somaclonais; obter
transformantes via engenharia genética; quebrar Dbarreiras de
incompatibilidade e transferir genes de interesse para espécies alvo, por meio
de introgressédo (ILLG & SIQUEIRA, 1984; TORRES et al., 1998).

As principais desvantagens das técnicas de cultura de tecidos sao
instabilidade genética em alguns casos; enraizamento dificil em plantas
lenhosas; aclimatacdo complicada; perda da capacidade regenerativa apos
repetidas subculturas, principalmente, em culturas de calos e suspensao de
células.

As plantas, durante o processo de regeneracao, podem apresentar
recalcitrancia, fenémeno desvantajoso no qual os explantes nao respondem
aos estimulos externos apesar de apresentarem toda a informacgao genética
necessaria; outros fatores, igualmente importantes para a regeneracao, nao
foram completamente determinados. MANTELL et al. (1994) afirmam que a
regeneracdo de algumas espécies pode ser muitas vezes esporadica e
transitoria e, além disso, apos algumas repicagens as culturas podem perder
o seu potencial de desenvolvimento.

Os varios fatores que influenciam na resposta de um explante, tanto
no tipo de expressdo da morfogénese quanto nos ritmos de proliferacao sao:

o seu estado fisiologico e o das plantas doadoras, a composi¢do dos meios de
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cultura, as condicoes ambientais dentro e fora da cultura, os genotipos
usados na propagagdo e, ainda, varios problemas técnicos associados com a
contaminacao persistente do meio por microorganismos € com a estabilidade
continua da capacidade regenerativa das culturas (MANTELL et al., 1994).
As células apresentam um comportamento resultante de complexa
cascata de programas genéticos que sdo sensiveis a modificagoes devido a
condicoes de estresses bioticos € abioticos, que ocorrem quando o fragmento
de tecido é excisado da planta e estabelecido in vitro (PHILLIPS et al., 1994).
Variagdo somaclonal ocorre em plantas regeneradas de cultura de
tecidos, principalmente quando utiliza-se formacéo de calos. Essa apresenta
uma alta frequéncia de variagdo, de 10 até 100%. A grande maioria dessas
variacbes nao sao herdaveis, podendo ser consideradas variacoes
epigenéticas ou transitorias, causadas pelo proprio estresse fisiologico, os

quais estdo submetidas os explantes (ILLG, 1990).
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2. OBJETIVOS

+ Obter um Meio de Cultura 6timo e verificar a posi¢ao do explante foliar no
meio de cultura para regeneracao da vr. Verdnica, in vitro;
+ Determinar um protocolo de regeneracao, in vitro, da vr. Maioba, como

suporte para selecao de individuos resistentes a septoriose.
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3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos laboratorios de Cultura de
Tecidos Vegetais da Fazenda Experimental Gettlio Vargas - EPAMIG na
cidade de Uberaba-MG e do Departamento de Genética e Bioquimica, no
Campus Umuarama, da Universidade Federal de Uberlandia, na cidade de

Uberlandia — MQG.

3.1. Protocolo para organogénese indireta a partir de explantes
foliares retirados de plantas cultivadas em campo, de alface

vr. Veronica

No Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais - EPAMIG/Uberaba,
testou-se 16 tratamentos com combinacées hormonais de 6-BAP
(6-Benzilaminopurina) e ANA (Acido Naftalenoacético) em alface vr. Verénica.

Folhas, com aproximadamente 20cm de comprimento, provenientes de
cultivo em hidroponia, foram utilizadas como fonte de explantes. Estas
foram desinfestadas sob camara de fluxo laminar horizontal, em etanol a
70% por um minuto € em solucéo de hipoclorito de sédio 0.6%, durante 10
minutos. Em seguida, foram lavadas com agua estéril 3 vezes subsequentes.
Com auxilio de um vazador de Icm de diametro, os explantes foram
retirados e cultivados em Placas de Petri, contendo meio de cultura. Foram
inoculados 5 explantes em cada placa. Os tratamentos constituiram-se de 4
placas com explantes cultivados com a parte abaxial em contato com o meio

€ outras 4, com a parte adaxial. Cada placa foi considerada uma parcela.
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Os meios basicos utilizados foram constituidos de sais e vitaminas do
meio MS (MURASHIGUE & SKOOG, 1962) suplementados com 3% de
sacarose € 0,7% de agar ( ANEXO I ). As solugoes foram preparadas em
Erlenmeyer e, apds autoclavagem a 121°C e 1,5atm, durante 15 minutos,
foram distribuidas aliquotas de 30ml em Placas de Petri de 10cm de
diametro, em camara de fluxo laminar. Foram adicionadas, ao meio de
cultura, diferentes combinacoes de concentragoes de acido naftalenoacético
(ANA) e 6-benzilaminopurina (6-BAP) a saber: 0.0, 0.1, 0.3 e 0.5mgL!
(Tabela I). Para inducao de brotagao foi adicionado ao meio basico 0.05mgL?
de ANA e 0.2mgL! de 6-BAP (TORRES et al, 1993). Os brotos foram
cultivados em meio basico, livre de hormoénios. O pH dos meios foi ajustado
para 5.7.

A avaliacio da taxa de contaminacéo foi realizada de 7 em 7 dias, nos
cultivos in vitro. Na terceira semana, os explantes foram avaliados pelo
diametro de cada um. Apéds este periodo, os mesmos foram recultivados no
meio de inducdo de brotacdo. Em 30 dias, as brotacoes com folhas

diferenciadas foram colocadas em meio de enraizamento.

Tabela I - Combinacdes de concentracoes [ | de 6-BAP (Benzilaminopurina) e
ANA (Acido Naftalenoacético) em mgL", para inducao de
calogénese na bateria 1 de experimentos, utilizando explantes

foliares de L. sativa vr. Veronica.

[ANA]
)] 0,1 0,3 0,5
[6-BAP]
1 0 2 0,1 3 0,3 4 0,5
) 0 0 0 0

5 0 6 0,1 7 0,3 8 0,5

0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
9 0 10 0,1 i1 0,3 20,5

0,3 0,3 0,3 0,3 0,3
13 0 14 0,1 15 0,3 16 0,5

0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
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3.2. Protocolo para organogénese indireta de explantes foliares
retirados de plantulas estabelecidas in vitro, de alface vr.

Maioba

Esta parte do trabalho foi realizada no Laboratorio de Cultura de
Tecidos da Universidade Federal de Uberlandia.

Para obtencdo de plantas doadoras de explantes, sementes foram
desinfestadas em etanol 70% por 1 minuto e, posteriormente, em solucéao de
hipoclorito de sodio 0.8% acrescido de 2 gotas de Tween 20, por 25 minutos.
Apoés 3 lavagens em agua estéril, foram estabelecidas em meio MS,
desprovido de reguladores de crescimento, (MS1) e acrescido de 3% de
sacarose, solidificado com agar a 0,8% ¢ autoclavado por 20 minutos. O pH
do meio foi ajustado para 5.9. As sementes foram colocadas para germinar
em placas de Petri dentro da camara de fluxo laminar horizontal. Durante o
processo, os instrumentos metalicos foram constantemente flambados.

Os frascos foram colocados para germinar em Camara de Crescimento
sob luz fria de intensidade de 3000lux e temperatura variando de 25 +3°C e
fotoperiodo de 16horas.

Apos as plantulas atingirem cerca de 8cm, por volta de 39 a 44 dias,
estas foram seccionadas e estabelecidas, com o auxilio de pinga e bisturi
cirurgico estéreis, em meios de cultura MS, também, estéreis, com diferentes

concentracoes de reguladores de crescimento (Tabela II).

Tabela II - Combinacdes de concentracoes | | de 6-BAP (Benzilaminopurina)
e ANA (Acido Naftalenoacético) em mgL-!, para inducao de

calogénese, utilizando explantes foliares de alface vr. Maioba.

[ANA]
0 0,1 0,3 0,5
[6-BAP]
1 0 14 0,1 15 0,3 16 0,5
0 0,5 0,5 0,5
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Cuidou-se para que os explantes provenientes de uma plantula
sempre estivessem estabelecidos em tratamentos diferentes. Para isso, a
folna foi seccionada e 5 explantes colocados em uma placa de cada
tratamento. Em seguida, as Placas de Petri foram vedadas com pelicula de
PVC e colocadas em auséncia de luz, a cerca de 25°C, na Camara de
Crescimento.

Os calos formados apés 50 dias de estabelecimento, foram transferidos
para MS16 (Tabela II). Apés 25 dias, foram reestabelecidos em meio para
brotacdo MSbl, desprovido de reguladores de crescimento (SANTOS, 1996).

A avaliacao foi realizada semanalmente, determinando-se o namero de

calos e brotos formados.
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3.3. Protocolo para organogénese indireta de explantes foliares
retirados de plantas adultas em pendoamento cultivadas em

condicdes de campo, de alface vr. Maioba

Folhas de plantas sadias, com aproximadamente 70 dias, em fase de
pendoamento, foram seccionadas dos individuos, levadas ao laboratorio e
lavadas em agua corrente. Em seguida, esterelizadas com uma imersao em
etanol 70%, seguindo-se 5 minutos em solucao de hipoclorito de sodio 0.5 %
acrescido de 2 gotas de Tween 20, sob camara de fluxo laminar horizontal .
Apés a desinfestagdo as folhas foram lavadas em agua estéril por 3 vezes.

Os explantes foram seccionados com auxilio do vazador, de pincas €
bisturi cirurgico. Os utensilios utilizados foram autoclavados a 120°C e
1.5atm por 20 minutos e os instrumentos metalicos foram constantemente
flambados durante o plantio.

Os explantes foliares foram colocados para desdiferenciar em Placas de
Petri contendo meio MS completo e solido, com diferentes concentragoes de
horménios para inducdo de calogénese (Tabela III), acrescido de 3% de
sacarose, 0,8% de agar e o pH ajustado para 5.9, utilizando HCI e NaOH. As
Placas de Petri foram vedadas com pelicula de PVC e levadas a camara de

crescimento, em auséncia de luz a cerca de 25°C.

Tabela ITI - Combinacoes de concentragdes [ | de 6-BAP (Benzilaminopurina)
e ANA (Acido Naftalenoacético) em mgL'!, para inducao de

calogénese, utilizando explantes foliares de alface vr. Maioba.

Meio [6-BAP] [ANA]
MS 1 0 )
MS 16 0.5mgL! 0.5mgL!
MS Ma 3mgL! 0.2mgL1
MS Sa 0.1mgL? SmgL-!

Os calos formados foram reestabelecidos em um novo meio contendo
as mesmas concentracoes, apos 36 dias. Ao atingirem cerca de 2cm, em 54

dias, os explantes foram estabelecidos em meio MSbI (SANTOS, 1996), sem
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reguladores de crescimento, para inicio de organogénese. Com o resultado
negativo obtido, transferiu-se novamente os calos para o meio MSDbII
(TORRES et al., 1993), com 27 dias.

A avaliacdo foi realizada semanalmente, determinando-se 0 nimero de

calos e brotos formados.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Organogénese indireta de alface vr. Verdnica (bateria I)

No primeiro experimento ocorreram altas taxas de contaminag¢ao nos
tratamentos, principalmente nos de numeros 4, 5, 6, 8, 9, 11 e 12, mas
pode-se verificar diferentes respostas entre 0S mesmos sendo os mais
responsivos os de numeros 14, 15 e 16 (Tabela I1). Um aumento na
concentracdo de 6-BAP levou a um aumento no diametro dos calos, de tal
forma que nao houve calogénese quando sua concentragao foi igual a zero.
Para as concentracoes de 0.1 e 0.3mgL! de 6-BAP contatou-se um aumento
médio de 3mm, sendo que devido a contaminagao nao pode ser comparado
todos os tratamentos.Os Tratamentos mais responsivos foram 14, 15 e 16
com 0.5mgL! de 6-BAP, apresentando um aumento médio de 6mm (Figura I

e II).

Tabela II — Parametros como Média do diametro, namero de amostras €
contaminacdo, observados na totalidade dos explantes, na

primeira bateria de experimentos de alface vr. Veronica.

Parametros L Tratamentos
S T T2 73l al sl 7] 8 [o[10]11]1z] 13 | 14 [15] 16
Média do diametro | 100 | 100 | 100 0.0 | 00 [ 0.0 [ 130} 00 | 00 55100 00 | 137 | 162 |163] 143
{mm)
Amostras 10.0 ] 10.0{ 100 0.0 0.0 0.0 6.0 0.0 0.0 10.0 0.0 0.0 15.0 10.0 21.0 10.0

Contaminacao (%) | 750 | 750 | 750 [ 100 | 100 } 100 850] 100 | 100 | 75.0 [ 100 | 100 | 625 750 | 475 | 750
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ODIAMETRO (mm)

| B AMOSTRAS

VALORES

iECONTAMINAQA

|

Figura I - Diametro (mm) dos explantes de alface vr. Verdnica apos 21 dias
de cultivo in vitro, numero de amostras e porcentagem (%) de
contaminacao observados nos tratamentos Uteis na bateria I de

experimentos.

DIAMETRO DOS CALOS
(mm)

Figura II - Didmetro (mm) dos calos observados nos explantes de alface

vr. Veronica dos tratamentos Uteis na bateria I de experimentos.

Os testes revelaram que a auséncia de 6-BAP nos tratamentos 1 a 4,

independente da concentracdo de ANA, influenciou negativamente no
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desenvolvimento dos explantes, ndo havendo nenhuma diferenciacao
(Figura III). Similarmente, GUYLAIL et al. (1995) observaram em discos
foliares de fumo que, na auséncia de auxinas ou citocininas, nao ocorreu

morfogénese.

Figura III - Resposta observada no 21° dia do tratamento 1 (Controle

negativo) na bateria I de experimentos de alface, vr. Veronica.

Antes da manifestacdo de agentes contaminantes nos tratamentos de
numeros 5 (0 mgL-! BAP e 0.1 mgL-! ANA), 6 (0.1 mgL' BAP ¢ 0.1 mgL"'
ANA), 8 (0.1 mgL! BAP e 0.5 mgL! ANA), 11 (0.3 mgL! BAP e 0.3 mgL"'
ANA) e 12 (0.3 mgL-! BAP e 0.5 mgL! ANA), estes iniciaram um processo de
calogénese na primeira semana €, a0S pPOUCOS, foram escurecendo até€
atingirem a necrose total. Portanto, ¢ possivel que, além do balanco
hormonal, a contaminagdo tenha sido também um fator limitante para a
continuidade do desenvolvimento dos calos.

Os tratamentos de numeros 7 (0.1 mgL! BAP e 0.3 mgL-! ANA), 10 (0.3
mgL-! BAP e 0.1 mgL-! ANA), 13 (0.5 mgL-! BAP e 0 mgL-! ANA), 14 (0.5 mgL-
1 BAP e 0.1 mgL-! ANA), 15 (0.5 mgL! BAP ¢ 0.3 mgL-! ANA) e 16 (0.5 mgL"!
BAP e 0.5 mgL! ANA) revelaram respostas mais positivas, apresentando

calos mais desenvolvidos e mais vigorosos em relacao aos demais (Figura IV).
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Destes, o tratamento de numero 14 foi 0 que mais se destacou, pois
apresentou um crescimento constante dos calos, sem necrose, sendo que um
dos explantes apresentou um processo de organogénese logo na segunda

semana.

Figura IV - Resposta observada no 21° dia na bateria I de experimentos de
alface vr. Verénica. A — tratamento 14 (0.5 mgL'! BAP e 0.1
mgL-1 ANA), B - tratamento 15 (0.5 mgL-! BAP e 0.3 mgL'!
ANA).

Em relacido a melhor posicao do explante em contato com 0 meio, 0s
resultados obtidos foram o desenvolvimento de fototropismo positivo quando
a parte adaxial se encontrava em contato com o meio e negativo em relacao a
parte abaxial, ou seja, o desenvolvimento para explante foliar de alface se da
na regiéo abaxial, independente do contato com o meio.

Ao final de 3 semanas, os explantes foram transferidos para o meio de
brotacdo (MSblI/TORRES et al., 1993), onde foram avaliados apos 30 dias
(Figura V). Nos tratamentos onde havia iniciado a formacao de calos, 7 (0.1
mgL-! BAP e 0.3 mgL! ANA), 10 (0.3 mgL'' BAP e 0.1 mgL-! ANA), 13 (0.5
mgL! BAP e 0 mgL' ANA), 14 (0.5 mgL-! BAP e 0.1 mgL-! ANA) e 15 (0.5
mgL-1 BAP e 0.3 mgL' ANA), os explantes foram divididos ao meio no
momento da transferéncia (Figura VI). Os que nao haviam se diferenciado,
1 (sem reguladores) € 3 (O mgL-! BAP e 0.3 mgL-! ANA) nédo foram divididos.
Nessas condicoes, foi observado que os tratamentos de nameros sem
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reguladores) e 2 (0 mgL! BAP e 0.1 mgL"! ANA) continuaram sem alteracao,
enquanto que o tratamento 3 (0 mgL* BAP € 0.3 mgL-! ANA) desenvolveu
calos bem pequenos ao redor do explante. Nos tratamentos de numeros 7
(0.1 mgL! BAP e 0.3 mgL! ANA), 10 (0.3 mgL! BAP e 0.1 mgL! ANA), 13
(0.5 mglL-! BAP e 0 mgL! ANA) ¢ 16 (0.5 mgL-! BAP e 0.5 mgL-! ANA) os calos
que haviam formado anteriormente necrosaram € novos calos de aspecto
mais friavel, comecaram a surgir nas outras extremidades. Os tratamentos
de numeros 14 (0.5 mgL! BAP e 0.1 mgL! ANA) e 15 (0.5 mgL! BAP e 0.3
mgL! ANA) continuaram com os calos em desenvolvimento e, a partir destes,
formaram-se inameras brotacoes com folhas bem diferenciadas, porém sem
surgimento de raiz.

Em seguida, os aglomerados de plantulas foram divididos em 4 partes
e cultivados em meio nutritivo sem hormoénios, para indugéo de raizes. Apos

3 semanas foi possivel isolar plantulas devidamente enraizadas.

Figura V — Regeneracgéo in vitro do tratamento 15: desenvolvimento da parte
aérea apos 30 dias em meio para inducao de brotacao (MSbll),

na bateria I de experimentos na vr. Veronica.
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Figura VI - Repicacdo do explante, com brotacao bem desenvolvida em
camara de fluxo laminar, para estabelecimento em meio sem
suplementos hormonais para desenvolvimento de raizes, na

bateria I de experimentos na vr. Veronica.

4.2. Organogénese indireta de alface vr. Maioba (bateria II)

Devido a boa resposta da vr. Verdnica, utilizou-se os tratamentos de
nameros 14 (0.5 mgL! BAP e 0.1 mgL' ANA), 15 (0.5 mgL-! BAP ¢ 0.3 mgL!
ANA) e 16 (0.5 mgL-! BAP e 0.5 mgL-! ANA) para a vr. Maioba, obtendo-se os

resultados listados na Tabela III.

Tabela III — Resultados obtidos do cultivo in vitro da bateria II observados

com a vr. Maioba.

Tratamento R | 14 15 , 16
Estabelecimento 31/05/98 31/05/98 31/05/98 05/06/98
Contaminacao (7o) 0 0 0 0
Formacao de calo - 21/07/98 06/07/98 28/06/98
Namero de calos em 0 1 4 9
21/07/98
MSbI (16/08/98) - 0 0 0
Numero de brotos
Descarte 23/07/98 27/09/98 27/09/98 27/09/98
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As plantulas estabelecidas in vitro, com cerca de 44 dias, foram
estabelecidas nos tratamentos para inducao de calogénese, apresentando
uma resposta baixa e elevado tempo, sendo encontrada no Tratamento MS16
(0.5 mgL-! BAP € 0.5 mgL! ANA), a melhor resposta, com 1.5 calo/placa. Em
relacdo ao tempo (dias) gasto para a formacido de calo, foi o maior
encontrado, sendo o melhor o tratamento MS14 (0.5 mgL! BAP e 0.1 mgL!
ANA) (Figuras V11, VIII e IX).

Legenda:

1 - Tratamento MS 1
2 — Tratamento MS 14
3 — Tratamento MS 15
4 — Tratamento MS 16

CALO/PLACA

Figura VII - Numero de calos por placa, observados na bateria II de

experimentos, Vr. Maioba

Legenda:

1 — Tratamento MS 1
2 — Tratamento MS 14
3 — Tratamento MS 15
4 — Tratamento MS 16

TEMPO(DIAS)
0038888

TRATAMENTOS

L ]

Figura VIII - Tempo necessario para o inicio da calogénese por tratamento,

observados na bateria II de experimentos, vr. Maioba.
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Figura IX - Resposta observada no tratamento 16 (0.5 mgL! BAP e 0.5
mgL! ANA), na bateria II de experimentos de alface, vr.

Maioba.

4.3. Organogénese indireta de alface vr. Maioba (bateria III)

Devido ao pequeno numero e tamanho dos calos obtidos e a nao
obtencéo de brotos, foi feito um novo experimento utilizando-se duas novas
concentracoes hormonais (MANTELL et al., 1994; SANTOS, 1996}. Iniciou-se
outro experimento para Maioba (tabela IV), utilizando o Tratamento 1
(desprovido de reguladores), como controle negativo, o Tratamento 16 (0.5
mgL-! BAP ¢ 0.5 mgL-! ANA) como positivo € os Tratamentos Ma com 3 mgL-!
BAP e 0.2 mgL-! ANA (MANTELL et al,, 1994) e Sa com 0.1 mgL-! BAP e 5
mgL! ANA (SANTOS, 1996). Obteve-se uma resposta melhor em tempo
menor, quando comparado com a bateria II de experimentos (Figuras X ¢ XI).

O tempo necessario para a obtencao da resposta variou nos
tratamentos. Sendo que o mais rapido o MS 16 (0.5 mgL! BAP e 0.5 mglL-1
ANA), seguido do MSSa (0.1 mgLt BAPe 5 mgL-! ANA), apos o MSMa (3 mgL-
1 BAP e 0.2 mgL-! ANA).

O meio MSMa (3 mgL'! BAP e 0.2 mgL-! ANA), sugerido para inducao
de brotos para medula de fumo. Pode ser uma explicacao para a baixa
resposta, encontrada neste experimento. Este meio foi sugerido para uma
planta de outro género, podendo ser o balango hormonal totalmente

diferente.
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Os meios utilizados para indugao de parte a€rea nao foram efetivos,

mas apresentaram uma resposta positiva em relacdo ao crescimento dos

calos.

Tabela IV - Resultados obtidos do cultivo in vitro da bateria III, observado

em alface cv. Maioba com diferentes meios de cultura.

,Me‘io de Cultura MS1 - MS 16 ‘MS Ma MS Sa
Estabelecimento 11/07/98 | 11/07/98 | 11/07/98 |11/07/98
Calogénese - 22/07/98 | 12/08/98 |24/07/98
N. de placas (30/07/98) 13 16 15 13
Taxa de contaminacéao (%) 35 20 25 35
Reestabelecimento 16/08/938 16/08/98 16/08/98 |16/08/98
n. de placas em 24/08/98 4 11 (¢} 9
n. de calos em 24/08/98 0 28 14 24
MSb 1 (08/10/98) 0 0 0 0
Numero de brotos em
04/11/98
MSb II (04/11/98) - 0 0 0
Numero de brotos em
05/12/98
Descarte 20/09/99
2,
Legenda:

1 — Tratamento MS 1

2 — Tratamento MS 16
3 — Tratamento MS MA
4 - Tratamento MS Sa

CALO/PLACA
o) -
oMm=mNU W

TRATAMENTOS

Figura X - Numero de calos por placa, observados na bateria III de

experimentos, vr. Maioba.
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30t
20 4=
10 -

Legenda:

1 — Tratamento MS 1

2 — Tratamento MS 16
3 — Tratamento MS MA
4 — Tratamento MS Sa

TEMPO(DIAS)

3 4

| 1 2
TRATAMENTOS J

Figura XI - Tempo (dias) necessario para o inicio da calogénese por

tratamento, observados na bateria IlI, vr. Maioba.

Para brotacdo utilizou-se o meio MSbl, desprovido de reguladores de
crescimento (SANTOS, 1996). Como a resposta foi negativa a este
tratamento, transplantou-se os calos para MSbII (0.2mg/L de BAP e
0.05mg/L de ANA) (TORRES et al, 1993). Os explantes mantiveram a
resposta, ndo havendo formacéo de parte aérea.

Outros meios para inducao de brotacao foram utilizados, sem
resultado positivo, nao estao sendo considerados, neste trabalho, pois exige
repeticoes.

A auséncia de resposta morfogenética e o0s diferentes ritmos de
proliferacao dos explantes encontrados, podem ter sido influenciados por 5
fatores principais: o estado fisiologico dos explantes e plantas doadoras; a
composicao do meio de cultura; as condi¢oes ambientais internas e externas
da cultura; os genétipos que foram propagados € varios problemas técnicos
(MANTELL et al., 1994).

A idade das plantas doadoras, também, influencia a resposta, quanto
mais jovens os explantes utilizados melhor a resposta obtida. Deve-se
preferir utilizar cotilédones ao inves de folhas velhas. Folhas jovens de
plantas suceptiveis apresentam uma taxa de contaminacao menor, portanto,
uma idade ideal deve ser estabelecida em estudos posteriores. Além da
idade, outro fator determinante € o genotipo da planta, facilmente

perceptivel, no caso da vr. Verdnica. As melhores respostas apresentadas
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pela vr. Veronica, foram nos tratamentos de nameros 14 (0.5 mgL! BAP ¢
0.1 mgL-* ANA) e 15 (0.5 mgL-! BAP € 0.3 mgL' ANA), ja na vr. Maioba, foi no
tratamento de namero 16 (0.5 mgL! BAP € 0.5 mgL! ANA).

Os reguladores de crescimento sao substancias com efeito de controlar
o crescimento e diferenciacdo dos tecidos, sao adicionados aos meios para
determinar a resposta morfogenética. Em alguns tecidos como o meristema,
mesmo em sua auséncia pode haver diferenciacao, pois esse é um tecido
formado por células nao diferenciadas. Outros tipos de tecidos e 0Orgaos,
como as folhas, dependem da concentracao e do balanco dos diferentes tipos
de reguladores, para diferenciar e multiplicar. O MS1 (Tabela I) para indugao
de calo é um controle negativo, pois a auséncia da citocinina (6-BAP) e da
auxina (ANA) determina a ausé€ncia de calogénese. Nao foi determinada a
concentracao ideal para organogénese.

A resposta morfogenética depende das condicées internas € externas
as quais estdo submetidos os explantes. A presenca de agentes
polimerizantes (agar) no meio pode levar a auséncia da resposta desejada,
pois forma gradientes de compostos, dificultando o acesso dos explantes a
essas substancias e ao oxigénio (PINTO, 1997). Sao necessarios estudos
posteriores, para verificar se a presenca de agar induz ou nao auséncia de
resposta do explante.

A irradiacdo é outro fator de importancia, para vr. Veronica, a
presenca de luz induziu bons resultados, ja para a cv. Maioba, em bateria na
qual os explantes foram colocados na auséncia de irradiacao, a calogénese
foi rapida, com calos vigorosos. Segundo PIERIK (1997) a calogénese pode
ser efetiva no escuro ou no claro, dependendo do genétipo utilizado.

Outra possivel explicacdo, para a auséncia de resposta na vr. Maioba,
é que as células do parénquima clorofiliano das folhas, originarias de
sementes germinadas in vitro, encontravam-se em cstresse hidrico e
nutricional, devido ao alto tempo em um mesmo meio, dificultando a sua
regeneracdo. A idade da planta mae, outro fator determinante (ENGLER &
GROGAN, 1083; PINTO, 1997) nao produziu, €m nossos ensaios, 0S
resultados esperados, pois plantas mais jovens, com cerca de 40 dias

apresentaram resposta menos efetiva do que plantas com cerca de 70 dias.
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Algumas substancias sao essenciais para regeneracao. DOERSCHUG
& MILLER (1967) relataram que, para formacdo de calo em L. sativa, sao
necessarias Cinetina e AIA, sendo que meio de cultura sem uma delas,
apresentou pequena resposta € na auséncia de ambas nao houve calogénese.
Assim, estudos para verificacdo de substancia essencial para a formacao de
brotos, sao necessarios.

Fragmentos da planta, ja possuem fitohormonios que regulam a
funcio da célula e do tecido na planta. PEDROSO & PAIS (1995)
determinaram regioes na folha de Camellia japonica com respostas diferentes
a um meio para inducéo de embriogénese direta; obtiveram desde regido nao
morfogénica, passando por regides com formagéo de calos nao-organogénico,
calo organogénico, calo embriogénico e regides de embriogénese direta.
MEKBIB et al. (1997) mostraram um gradiente de resposta de cultura de
folnas de Eragrostis tef para indugao de calos, sendo que a formacéo
decresce com o aumento da distancia da base da folha. O controle hormonal
interno pode explicar as respostas dos tratamentos de numeros 3 (0 mgL-!
BAP e 0.3 mgL! ANA), 7 (0.1 mgL-! BAP e 0.3 mgL-! ANA), 12 (0.3 mgL-! BAP
e 0.5 mgL-! ANA), 13 (0.5 mgL'! BAP e O mgL'! ANA) e 16 (0.5 mgL" BAP €
0.5 mgL' ANA), vr. Verdnica que, quando colocados em meio para indugao
de brotos, formaram calos.

ENGLER & GROGAN (1983) observaram que a densidade alta de
protoplastos diminui a formacéo de calos, devido & liberacdo de substancias
feno6licas e auxinas, no meio. LUZ et al. (1998) discutem a degenerescéncia
de calos embriogénicos de anteras de pimentéo, ao longo de 60 dias, devido
a liberacao de etileno, formado a partir de intensa atividade mitotica e
respiracao celular dos explantes. Parece que, esses fatores interferiram nos
presentes experimentos, havendo uma modificacdo do meio, pois ao se
transferir os calos, pode-se observar o crescimento dos mesmos.

A diferenca na taxa de contaminacéo observada, foi devida a forma de
obtencdo dos explantes, na bateria com 0% de contaminagdo, foram
utilizadas plantas que encontravam-se in vitro, como doadoras de explantes.
Nas outras baterias observou-se uma taxa de contaminac¢ao alta (préoximo a

100%) ¢ uma meédia (com cerca de 30%), respectivamente, ¢ isso deve-se
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principalmente ao fato de que esses foram coletados no campo, com
manuseio ¢ metodologia de desinfestacdo que nao surtiram resultados. E
importante ressaltar que nao basta aumentar a concentracao ¢ o tempo em
etanol e hipoclorito de sédio, pois a fonte de explante, a folha de alface, €
fragil, podendo ser facilmente danificada, com a perda do explante. Foi
preciso encontrar a concentragao € o tempo ideal para diminuir ao maximo a
contaminacao e danificar o minimo as fonte de explantes.

TORRES et al. (1993) determinaram um protocolo de regeneracao, via
direta para cotilédones de alface, e ressaltam que raramente houve formacao
de brotos via indireta, ou seja, a partir de calos; os explantes seguiram,
provavelmente, a induc¢dao hormonal presente no meio. Dependendo do
objetivo do pesquisador pode ser interessante utilizar o protocolo sugerido
por TORRES et al. (1993). Nesse trabalho, a variacao somaclonal induzida
pela calogénese seria interessante, pois o melhoramento apoiar-se-ia nessa
variacdo, regenerando regioes sadias de folhas contaminadas com Septoria
lactucae, buscando mutacgées naturais ou variagoes somaclonais, que
dificultassem ou impedissem a contaminacéo por esse fungo ou que, ainda,
fornecessem subsidios para estudos moleculares da resisténcia.

Concomitantemente, foram realizados estudos, no campo, com a
variedade Uberlandia 10.000, buscando plantas resistentes a Septoriose,
com avaliacoes de porcentagem de contaminacao. Nenhum individuo
totalmente resistente foi encontrado, mas houve respostas diferentes que
podem ser devidas a caracteristicas hereditarias ou a variacoes no ambiente,
como disponibilidade de nutrientes no solo ou, ainda, maior quantidade de

esporos em determinadas regi6es.
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5, CONCLUSOES

+ A taxa de contaminacéo foi muito variavel.

¢

O genétipo tem alta influéncia na resposta do explante pois, mesmo em
concentracoes idénticas de reguladores de crescimento, houve respostas
diferentes para as variedades Maioba e Veronica. Para uma definicdo da
concentracdo hormonal, é necessario realizar uma bateria completa €
nao, somente selecionar uma das concentracoes que apresentou um bom
resultado em outro experimento.

As melhores concentracoes para inducao de calos em alface vr. Verdnica
foram encontradas para os tratamentos de numeros 14 e 15, que
utilizaram O0.1mglt e 0.3 mglL! de acido naftalenoacético,
respectivamente, € 0.5mgL! de 6-Benzilaminopurina. Para inducéo de
brotos o meio utilizado por TORRES et al. (1993) foi efetivo. Ja para a Vvr.
Maioba o meio utilizado por SANTOS (1996) foi efetivo na formacao de
calos e nao se encontrou a combinacao de reguladores de crescimento
para indugéo de brotagao.

O desenvolvimento para explante foliar de alface, vr. Verdnica, se da na
regido abaxial, independente de qual regido esta em contato com 0 meio

de cultura.

« Nizo houve formacao de brotos de alface vr. Maioba.
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7. ANEXOS
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TABELA 2 - Solucdes estoques do meio de MURASHIGE & SKOOG (1962).

Solucio Estoque ~ Compostos ~ Concentracio Final (mg/l)
A NH,NOs ~ 1.650,000
B KNOz 1.900,000
C H:BOs3 6,200
KH,PO, 170,00
KI 0,830
Na;MoO42HO 0,250
CoCL6H,0 0,025
D CaCl; 2 H;O 440,00
E MgSO, 7H0 370,000
MnSO; 4H0 16,891
ZnS0, 7H,0 8,600
CuSO4 5H,0 0,025
F NaEDT 2H20 37,250
FeSO47H0 27,850
Hexitol Mio-inositol 100,00
Vitaminas Tiamina HC1 0,100
Piridoxina 0,500
Acido nicotinico 0,500
Aminoacido Glicina 2,000
Aciicar Sucrose (3%) 30.000,000
Agar (0,7%) - 7.000,000
pH ajustado para 5,7
+0,1
Hormonios 2-3ml de Hcl
0,5N
Citocininas BAP X
Auxina ANA

AIA

Obs: O meio basico utilizado em todas as baterias foi 0 meio MS, havendo apenas variacoes

nas concentracoes dos reguladores de crescimento, citocininas e auxinas.



