INFLUENCIA DO ACIDO NAFTALENQACETICO E CINETINA
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RESUMO - Na avaliagio do desenvolvimento de tecidos de soja, Glycine max (L.) Merrill, in
vitro, utilizaram-se secgdes de hipocttilos de soja em meio modificado de Murashige ¢ Skoog,
contendo 10% de 4gua de coco, ¢ as concentragdes 0,0; 1,0; 2,0; 3,0 ¢ 4,0 mg/l de ANA, iso-
ladas ou combinadas com idénticas concentragdes de cinetina. Apés 85 dias, observou-se que,
na ausénecia de cinetina, houve a formagfio de rafzes nos explantes em todos os nfveis de
ANA. Entretanto, na auséncia dos reguladores ndo houve diferenciagho em rafzes. As dife-
rentes concentragbes dos reguladores nio influenciaram na sobrevivéncia dos explantes, uma
vez que, na anséncia dos mesmos, 100% sobreviveram. Os pesos fresco e seco dos explantes
sofreram redugfio tanto na auséncia como em altas concentragbes de cinetina, enquanto que
ANA, em altas concentracfes, favorecen o aumento de peso nos dois parimetros.

Termos parz indexagéo: hipoc6tilos, cultura de tecidos, 4gua de coco, ANA, rafzes.

EFFECTS OF NAPHTHALENEACETIC ACID AND KINETIN
ON IN VITRO GROWTH AND DIFFERENTIATION OF SOYBEAN TISSUES

ABSTRACT - In order to study the development of soybean Glycine max (L.) Merrill in
vitro, hypocotil sections were used under a modified medium of Murashige ¢ Skoog, coconut
water (10%) and five levels of ANA (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 and 4,0 mg/l) isolated or combined
with the same levels of kinetin. After 85 days, it was observed that in the absence 'of kinetin,
roots were induced in all levels of ANA, but in the absence of growth regulators roots were
not differentiated. The number. of alive explants was not influenced by different
concentrations of ANA and kinetin, since in their absence 100% of them were alive. Fresh
and dry weights were induced at the absence or higher concentration of kinetin, while ANA
in higher concentration increased both weights.

Index terms: hypocotils, tissue culture, coconut water, ANA, roots.

INTRODUCAO

As técnicas de cultura de tecidos consti-
tuem excelente instrumento de trabalho a dis-
posigéo de pesquisadores das mais diferentes
dreas do conhecimento cientffico. No caso de
cuituras que normalmente se propagam por
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semente, estas podem apresentar variabilidade
genética que pode ser prontamente superada
através da propagagfio in vitro (Pasqual &
Ando 1989). Esta técnica pode ser utilizada
ndo s6 para producéo rdpida e, em larga esca-
la, de plantas geneticamente uniformes, no de-
senvolvimento de variedades melhoradas, mas
também na produgio de clones livres de virus
e de outros patdgenos.

Torna-se indispensdvel, para o sucesso do
cultivo in vitro, a manipulagio de reguladores
de crescimento, tais como auxinas e citocini-
nas, isoladas ou em combinagdes, para deter-
minar um répido crescimento de calos e o de-
senvolvimento organizado de rafzes e parte aé-
rea. Segundo Noggle & Fritz (1976), essas
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substincias iniciam as rea¢Ges quimicas, mu-
dam a composigiio quimica dentro da planta, ¢,
quande associadas aos fatores ambientais, co-
mo luz, temperatura etc., interagem com os
processos bioquimicos durante os processos de
crescimento e diferenciagio. Além dos fatores
ambientais ¢ do uso de reguladores de cresci-
mento, torna-se necessdrio a utilizagfio de
meios nutritivos providos de elementos mine-~
rais, orglnicos, inorginicos, agicares e vita-
minas a serem adotados diferencialmente para
cada espécie vegetal e parte da planta utiliza-
da. :
E freqiiente a utilizagio de extratos natu-
rais, como a figua de coco, considerada uma
excelente fonte de virios fatores do cresci-
mento requeridos para induzir a morfogénese
em cultura de tecidos (Vasil & Hildebrandt
1966, Steward & Mapes 1971, Mehra &
Mehra 1974). Esse efeito no crescimento e di-
ferenciagdo em parte € explicado pela identifi-
cacio, por van Staden & Drewes (1975), de
compostos como zeatina e zeatinaribosfdeo na
figua de coco.

O presente trabalho teve por objetivo ava-
liar os efeitos isolados e combinados de con-
centragdes de fcido a-naftalenoacético (ANA)
e O-furfurilaminopurina (cinetina) sobre o
crescimento e diferenciacio de tecidos de soja,
in vitro, utilizando um meio modificado de
Murashige e Skoog e dgua de coco.

MATERIAL E METODOS

Secgbes de hipocétilos de soja de aproximada-
mente 2 mm e 0,003 g, foram coletadas de plintulas
com trés dias de germinadas e submetidas a inocula-
¢io em frascos contendo 25 ml do meio bésico de
Murashige & Skoog (1962) mais casefna hidrolizada
(1,0 g/1), polivinilpirrolidona (5,0 g/1), L-glutamina
(500 mg/T), L-asparagina (500 mg/D) e 10% de dgua
de coco. Os tratamentos foram representados por
concentragbes de ANA e cinetina isoladas ou em
combinagdes, ambas nos nfveis de 0,0;1,0;2,0; 3,0; e
4,0 mg/1.

Os explantes foram mantidos em cimara de cres-
cimento, a uma temperatura média de 27°C durante
o dia e 249C durante a noite; fotoperfodo de 8/16
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horas de luz/escuro e intensidade luminosa de 2000
lux. A umidade do ar situava-se, em média, a 60%
durante o dia e 70% durante a noite. Os frascos
contaminados até sete dias foram substitufdos. O
modelo experimental utilizado foi um fatorial 5 x 5,
num delineamento inteiramente casuilizado, com
oito repeticbes. Aos 35 dias, os quatro melhores ca-
los de cada tratamento foram transferidos para fras-
cos contendo 50 ml do meio j4 citado anteriormente,
permanecendo por mais 50 dias nas mesmas condi-
¢0es ambientais. Para avaliagio dos parimetros, nd-
mero de explantes vivos ¢ nlimero de explantes com
rafzes, foram consideradas quatro repetigBes, en-
quanto que para avaliagio dos pesos fresco e seco,
foram tomadas trés repeticdes de cada tratamento,
escothidas aleatoriamente, ¢ a comparagio de médias
foi efetuada pelo teste de Tukey, ao nfvel de 5% de
probabilidade. :

RESULTADOS E DISCUSSAO

Niimero de explantes vivos

De acordo com a Tabela 1, ao final de 85
dias a percentagem de sobrevivéncia dos ex-
plantes foi de 95%. A auséncia de ANA ou
cinetina nfio afetou a taxa de sobrevivéncia,
uma vez que nesses tratamentos 100% dos ex-
plantes sobreviveram. Esses resultados vio de
encontro aos obtidos por Aragio (1976), em
cultura de tecidos de jojoba, quando observou
que a presenga dos dois reguladores foi um
fator critico em regular o mimero de explantes
vivos. Provavelmente a dgua de coco influiu
na sobrevivéncia dos explantes, pois, de
acordo com Al-Mehdi (1976}, ela possui, além
de elementos nutrientes, efeitos reguladores
em cultura de tecidos.

Diferenciacéo em calos

Ao final de 85 dias, foi constatado ¢ cres-
cimento adicional em todos os calos subculti-
vados. Observou-se, porém, que, apesar de
apresentarem um intenso crescimento, os calos
cultivados na auséncia dos reguladores de
crescimento eram menos desenvolvidos, frid-
veis € com colora¢io mais amarelada, Cons-
tatou-se, também, que a presenga de um ou
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dois dos reguladores foi importante para um
melhor desenvolvimento dos -calos, possibili-
tando que eles fossem mais compactos, vigo-
rosos e com coloragiio verde intensa, caracte-
ristica da presenga de clorofila,

Niimero de calos diferencindos em raizes

Os dados da Tabela 2 mostram que apés 85
dias, 71 dos 99 calos subcultivados diferencia-
ram-se em rafzes, 0 que corresponde a apro-
ximadamente 72% do total.

Na auséncia dos dois reguladores néio hou-
ve diferenciacfio, enquanto que na auséncia de
cinetina, ANA induziu a formagfio de rafzes
em 100% dos calos. Este resnitados podem ser
atribufdos & influéncia da dgua de coco, que,
segundo van Staden & Drewes (1975), possui
zeatina em sua composicio. Provavelmente,
essa substincia complementa o teor de citoci-
nina necessdrio A interagfio entre os dois re-
guladores, promovendo alto fndice de enrai-
zamento.

Com relagiio &s concentragdes de cinetina
na auséncia de ANA, verificou-se que o maior
ndmero de calos diferenciados em rafzes ocor-
reu com o nfvel de 2,0 mg/l, enquanto que nas

TABELA 1. Ndmero de explantes vivos de soja,
Glycine max (L.) Merrill, apbs 85
dias de cultivo em um meio modi-
ficado de Murashige ¢ Skoog, con-
tendo 10% de figua de coco e dife-
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concentragdes de 3,0 e 4,0 mg/l nfo houve en-
raizamento. A cinetina nas concentragbes de
1,0 e 2,0 mg/l, em combinagiio com ANA,
determinou alta taxa de enraizamento. A partir
desse nfvel, houve uma teridéncia de redugiio
no mimero de explantes enraizados.

Peso fesco dos explantes

A andlise de varifncia do peso fresco dos
explantes mostrou que houve efeito significa-
tivo para ANA, cinetina e interagio ANA x
cinetina, apresentando um coeficiente de va-
riagdo igual a 11,88%. Na Tabela 3 sfo apre-
sentados os dados de peso fresco e as diferen-
gas estatfsticas entre os tratamentos, pelo teste
de Tukey ao nfvel de 5% de probabilidade.

O exame dos pesos totais resultantes da
aplicagio de cinetina em combinagio com
ANA mostrou que o maior peso fresco ocorreu
na dosagem de 2,0 mg/l de cinetina, o qual di-
feriu, pelo teste de Tukey, dos valores obtidos
nos nfveis zero ¢ 4,0 mg/l. Analisando-se o
efeito da cinetina dentro dos nfveis de ANA,
verificou-se que a adigho de somente cinetina
ao meio de cultura também promoveu o au-
mento de peso fresco até o nfvel de 2,0 mg/l,

TABELA 2. Ndmero de calos de soja, Glycine
max (L.) Merrill, diferenciados em
rafzes, apis 85 dias de cultivo em
um meio modificado de Murashige
¢ Skoog contendo 10% de #gua de

rentes concentracbes de Acido coco e diferentes concentracdes de
a-Nafialenoacético e cinetina. Acido a-Naftalenoacético e cineti-
Fortaleza, Cear4, Brasil, 1988, na. Fortaleza, Cear4, Brasil, 1988.
Acido a-Naftalenoacético (mg/T) Acido a-Naftalenoacético (mg/l)
Cinetina Total Cinetina Total
mgH 00 10 20 30 40 (mg/H 00 1,0 20 30 40
0,0 4 4 4 4 4 0,0 0 4 4 4 4 16
1,0 4 4 4 4 3 19 1,0 1 4 4 4 3 16
20 4 4 3 4 4 19 2,0 3 4 3 i 4 17
3,0 4 T4 1 4 4 17 3,0 0 4 1 4 3 12
4,0 4 4 4 4 4 20 4,0 0 3 2 3 2 10
Total 20 20 16 20 19 95 Total 4 19 14 18 16 Tt
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enquanto que nfveis mais altos provocaram re-
ducho. Por outro lado, observou-se que a ci-
netina, dentro dos demais niveis de ANA (1,0;
2,0; 3,0 ¢ 4,0 mg/l), ndio alterou significativa-
mente o peso fresco dos explantes, embora te-
nha-se observado uma tendéncia de redugfio
em nfveis mais altos. Estes resultados concor-
dam com os obtidos por Aragdo (1976), que
observou que nfveis mais altos de cinetina em
combinacio com ANA acarretavam redugio
do peso fresco em cultura de tecidos de jojo-
ba. '
Analisando-se os pesos totais dos explantes

tratados com combinacdes de ANA e cinetina
(Tabela 3), observa-se que o aumento de peso
fresco foi diretamente proporcional A concen-
tracfio, até o nfvel méiximo de 4,0 mg/l de
ANA, cujo valor superou significativamente
os dados resultantes da aplicagiio dos nfveis

zero ¢ 1,0 mg/l. A adi¢io de ANA na auséncia

de cinetina determinou um aumento de peso
fresco at€ a concentragdo de 3,0 mg/l, embora
néio tenha havido diferenca significativa entre
os tratamentos dentro desse mesmo nfvel de
cinetina,

Comparando ANA dentro dos nfveis de ci-
netina, verifica-se que nos tratamentos com
2,0 mg/l de cinetina (com maior peso fresco
total) apenas o peso fresco do tratamento com
4,0 mg/l de ANA (13,129 g) diferiu estatisti-
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camente dos tratamentos com 1,0 e 2,0 mg/l
(9,804 g e 10,316 g), nfio se observando dife-
rengas entre os demais nfveis. Observa-se,
ainda, que ANA na auséncia de cinetina pro-
porcionou maior peso fresco total que cinetina
na auséncia de ANA. Estes resultados concor-
dam com os obtidos por Matsubara (1975),
quando observou a formagiio de calo no meio
com somente auxinas, porém a adigio de ci-
netina e extrato de levedura determinou o
crescimento mais vigoroso dos calos,

Peso seco dos explantes

Os resultados da andlise de varifncia do pe-
so seco dos explantes evidenciaram a existén-
cia de efeitos significativos para ANA, cineti-
na e a interaciio ANA x cinetina. Conforme a
Tabela 4, os dados de pesos totais resultantes
da adigAo de ANA em combinagfio com cine-
tina mostram que o maior peso seco total foi
obtido com o maior nfvel de ANA, o qual di-
feriu significativamente dos valores obtidos
nos nfveis zero e 1,0 mg/l. Quando se usou
apenas ANA, houve aumento de peso seco até
a concentragio de 3,0 mg/l, a partir da qual
ocorreu reducfio, embora nao tenha havido di-
ferenga estatfstica entre os tratamentos.
Quanto aos nfveis de cinetina, 0 mfiximo peso
seco total foi observado com 2,0 mg/l, cujo

TABELA 3. Peso fresco (g) dos explantes de soja, Glycine max (L.) Merrill, apds 85 dias de cultivo em
. um meio modificado de Murashige e Skoog, contendo 10% de figua de coco e diferentes
concentracbes de Acido a-Naftalenoacético e Cinetina. Fortaleza, Cear4, Brasil. 1988.

Acido a-Naftalenoacético (mg/1)

Cinetina - Total
(mg/1) 0,0 1,0 2,0 3,0 40
0,0 B 4012b A 10,180a A 9912a All622a A10492a 9,244 b'
1,0 A 9932a A10,210a A 9910a All,1l18a A 11,259a 10,486 ab
2,0 AB11,713a B 9804a B 10,316a AB10,770a A 13,129a 11,146 a
3,0 A 9993a A10,144a A 10,357 a A 9789a A10,723a 10,210 ab
4,0 B 553l A 9,14Ca A 10,666 a Al10388a A l11,776a 9,500 b
Total C 8,236 B 9,896 AB 10,232 AB 10,737 A 11476

Duas médias ndo seguidas pela mesma letra miniscula em cada coluna, ou nio precedidas pela mesma letra
maitiscula em cada linha, diferem significativamente, ao nfvel de 5% de probabilidade, pelo este de Tukey.
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valor diferiu estatisticamente dos obtidos nos
niveis zero ¢ 4,0 mg/l, que apresentaram os
menores valores de peso seco. Com cinetina
na auséncia de ANA, o miximo peso seco
também foi observado no nfvel 2,0 mg/l, o
qual apresentou diferenga estatfstica dos nfveis
zero, 1,0 e 4,0 mg/l.

Pela Fig. 1, observa-se que, de modo geral,
houve uma correspondéncia entre os pesos
fresco e seco. No entanto, na Tabela 3, verifi-
ca-s¢ que o méximo peso fresco ocorreu com
ANA e cinetina nas concentragbes de 4,0 e
2,0 mg/l, respectivamente, nio corresponden-
do, portanto, a0 méximo peso seco, o qual foi
observado no tratamento com somente ANA
na dosagem de 3,0 mg/l.

Verifica-se, ainda, na Tabela 4, que 0 me-
nor peso- seco foi obtido no meio sem regula-
dores. Este resultado mostra a importincia dos
reguladores de crescimento no desenvolvi-
mento ¢ aumento de peso dos tecidos, que &
explicado pela aglio das citocininas no proces-
so de divisio celular (Miller et al. 1955, Le-
tham 1967, Weaver 1972), no transporte, aci-
mulo e retengio de metabdlitos em tecidos e
drghos (Letham 1967); na indugfo, formagéo
ou regulagfio do DNA, RNA e protefnas (Hel-
geson 1968), e na incorporagio de aminodci-
dos. em protefnas (Gordon et al. 1975). Por
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FIG. 1. Crescimento de calo de soja, Glycine max
(L.) Merrill, apds 85 dias de cultivo em
um meio modificado de Murashige e
Skoog contendo 10% de figua de coco ¢
diferentes concentracdes de Acido
a-Naftalenoacético e Cinetina. Fortale-
za, Ceard, Brasil. 1988.

TABELA 4. Peso seco (g) dos explantes de soja, Glycine max (L.) Merrill, apds 85 dias de cultivo em
um meio modificado de Murashige e Skoog, contendo 10% de 4gua de coco e diferentes
concentracdes de Acido a-Naftalenoacético e Cinetina. Fortaleza, Ceard, Brasil. 1988.

Acido a-Naftalenoacético (mg/l)

Cinetina Total
(mg/l) 0,0 10 2,0 3,0 40
0,0 B0233¢ A0S07a A0941a A1066a A0963a  082bc
1,0 B0705b ABO090la ABOS63a AO098lab A0964a 0883 ab
2,0 A0968a A0859a AO0866a A0918ab A1026a  0927a
30 A0872ab A080a A097a A0S4Tb A0893a  0876ab
40 B 0,408 ¢ A0782a  A0832a A0859ab A0966a  0,769c
Total C 0,637 B 0862 ABO0882 AB 0934 A 0,962

Duas médias nfo seguidas pela mesma letra mintscula em cada coluna, ou nio precedidas pela mesma letra
maifiscula em cada linha, diferem significativamente, a0 nfvel de 5% de probabilidade, pelo este de Tukey.
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outro lado, as auxinas também exercem efeitos
positivos sobre o aumento de peso pela sua
atividade na sfntese de RNA, enzimas e pro-
tefnas (Noodén & Thimann 1964, Galston &
Davies 1969) e na elongaciio, pelo aumento da
plasticidade e elasticidade da parede celular
(Weaver 1972).

CONCLUSOES

1. Na auséncia dos reguladores de cresci-
mento houve diferenciagio em calos em todos
os explantes que permaneceram vivos até 85
dias, provavelmente pela influéncia da dgua de
COCO.

2. A formacfio de rafzes foi induzida em
todos. os nfveis de ANA na auséncia de cineti-
na, porém, na auséncia dos dois reguladores
niic houve diferenciagio em rafzes,

3. Tanto a auséncia como altas concentra-
¢Oes de cinetina, isoladas ou em combinagdes
com ANA, reduzem os pesos fresco e seco dos
explantes, enquanto que altas concentragBes
de ANA em combinagdes com cinetina favo-
recem o aumento dos pesos fresco e seco.
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