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RESUMO

Obijetivou-se induzir a formacdo de calos e utilizar o corante CTT na quantificacdo da
viabilidade celular dos calos a partir de gemas rizomatosas de gengibre ornamental. A maior
porcentagem de formacdo de calos (89,33%) ocorreu na presenca de 1,6 mg L™ de 6-
benzilaminopurina (BAP). O teste de viabilidade utilizando CTT aponta que os calos devem ser
subcultivados aos 20 dias ap0s a inoculacdo devido a maior absorbancia, pois atingiram a fase

exponencial de diviséo celular.
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ANALYSIS OF THE CELLULAR VIABILITY OF ORNAMENTAL GINGER CALLUS

ABSTRACT

This study aimed to induce the formation of callus and use the CTT dye for the
quantification of cellular viability of callus of rhizomatous buds of ornamental ginger. The largest
percentage of callus formation (89.33%) occurred in the presence of 1.6 mg L™ 6-
benzilaminopurina (BAP). The viability test using CTT shows that the callus must be subcultured
at 20 days after the inoculation due to increased absorbance for they reached the exponential
phase of cell division.

Keywords: Zingiber spectabile, callus induction, cellular viability

INTRODUCAO Floricultura  (IBRAFLOR), em 2014
A floricultura ¢ uma  atividade estimou-se um crescimento no setor na
A . ordem de 8% a 10%. Porém, esse segmento
econémica importante dentro do
agronegocio brasileiro (DUVAL, 2014).

Segundo o Instituto  Brasileiro de

enfrenta um mercado cada vez mais exigente

e competitivo, especialmente com relagdo ao
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padrdo de qualidade dos produtos, cuja
certificagdo emprega diversos critérios,
dentre esses, rapida multiplicacdo, assepsia e
uniformidade (ASGHARI et al., 2014).
Assim, o estudo da propagacdo assexuada de
espécies introduzidas, que apresentam boa
adaptabilidade as condicGes ambientais da
regido, pode ser um dos aspectos
determinantes no agroneg6cio nacional de
flores (DUVAL, 2014).

Dentre as espécies ornamentais
tropicais introduzidas destaca-se Zingiber
spectabile Griff., conhecida popularmente
como gengibre ornamental. Pertencente a
familia Zingiberaceae ¢ uma planta herbacea
tipicamente tropical originaria do sul da
Tailandia (BEZERRA & LOGES, 2005).
Possui inflorescéncias terminais, formadas
no periodo de outubro a fevereiro, de cor
amarela e forma cilindrica (RIBEIRO,
2002). As inflorescéncias mostram muita
resisténcia ao manuseio e Sdo bastante
utilizadas em jardinagens e como flor de
corte (LAMAS, 2002). Além de todas as
partes da planta exalarem o aroma
caracteristico do gengibre (BEZERRA &
LOGES, 2005).

A propagacéo dessa espécie pode ser
feita através de sementes, por divisdo de
touceiras ou rizomas (SALINGER, 1991).

Contudo, a espécie & muito suscetivel a

pragas e doengas, como podriddo de raizes,
causada por Fusarium sp., nematdides
(Meloidogyne incognita e M. javanica),
bactérias  (Ralstonia  solanacearum e
Pectobacterium  carotovorum),  pulgdes,
acaros e formigas (CARVALHO et al.,
2009), dessa maneira o ideal é a utilizacdo
de mudas micropropagadas, que entre as
inimeras  vantagens,  destacam-se a
manutencdo do gendtipo e o excelente estado
fitossanitario das plantas obtidas
(GIACOMETTI, 1990).

Na propagacdo  assexuada, a
calogénese, representa o0 passo inicial para a
multiplicacdo in vitro, onde, uma massa de
células é obtida a partir de um explante
(FERREIRA et al., 2015). A calogénese é
influenciada pelo gendtipo, tipo de explante,
constituicho do meio de cultura e pelo
ambiente de cultivo (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998). A formacdo dessa
massa, denominada calo, € uma etapa basica
para 0 desenvolvimento de sistemas de
propagacdo massiva de plantas por
organogénese ou embriogénese somatica
(REIS et al., 2007).

Assim, identificar, durante a fase de
calos, a fase exponencial de divisdo celular,
através do uso de corantes como o cloreto de
2,3,5- trifeniltetrazélio (CTT), que ¢

reduzido em um composto de coloracdo
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vermelha intensa na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial, o formazan, o qual
pode ser extraido em etanol e quantificado
espectrofotdmicamente, vem sendo
amplamente utilizado na determinagdo da
viabilidade celular de calos (ZAPATA et al.,
1991; AMUTHA et al., 2007). O que faz
dessa técnica uma ferramenta a ser aplicada
em trabalhos que visam otimizar a
propagacdo in vitro, e a programas de
melhoramento genético, tornando-os mais
ageis e eficientes (FERREIRA et al., 2015).
Nesta perspectiva, objetivou-se induzir a
formacédo de calos e utilizar o corante CTT
na quantificacdo da viabilidade celular dos
calos a partir de gemas rizomatosas de

gengibre ornamental.

MATERIAL E METODOS

Para a inducdo de calos, gemas
rizomatosas oriundas de plantas com 60 dias
de cultivo in vitro (1 cm?), foram excisadas e
inoculadas em tubos de ensaio contendo 10
mL do meio de cultura MS (MURASHIGE
& SKOOG, 1962) suplementado com &cido
2,4-diclorofenoxiacetico (2,4-D) (0,0; 1,0;
20 e 3,0 mg.L™), 6-benzilaminopurina
(BAP) (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg.L™) e 4cido 4-
amino-3,5,6-tricloropicolinico
(0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L™), acrescidos de 30

(picloram)
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g L™ de sacarose e gelificados com 7 g L™
de &gar (Sigma®). Ajustou-se o pH para 5,8
antes da autoclavagem a 121°C por 20
minutos. Os explantes foram mantidos em
sala de crescimento sob temperatura de 25°C
+ 2°C no escuro. Cada unidade experimental
foi constituida de dez tubos de ensaio com
um explante com quatro repeticbes por
tratamento, dispostas completamente ao
acaso. Aos 30 dias de cultivo in vitro foi
avaliada a porcentagem de formacdo de
calos em cada tratamento. Apds esse
periodo, o tratamento que apresentou maior
porcentagem de formacgéo de calos, passou
por trés subcultivos (SUB1, SUB2 e SUB3)
em intervalos de 10 dias a partir dos 30 dias
de cultivo in vitro.

Para a viabilidade celular, a
amostragem foi feita de forma aleatdria,
coletando-se pequenas porcdes de calos que
constituiram a amostra final de cada
subcultivo. Em tubos de ensaio, 100 mg de
cada amostra foram homogeneizada em trés
mililitros do reagente CTT 0,6% (p/v)
preparado em solucdo-tampédo fosfato pH
7,4. A mistura foi incubada por 24 horas, no
escuro, a 28°C. Apdls esse periodo, foram
adicionados sete mililitros de etanol 95%
(v/v) em cada tubo, resultando em um
composto colorido, o formazan. O formazan

foi  posteriormente  extraido mediante
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incubacdo dos tubos em &gua fervente
durante quatro minutos, o material foi
centrifugado por duas vezes a 6.000 rpm
durante 20 minutos para a separacdo dos
solidos. O sobrenadante foi reservado para
as leituras de absorbancia. Foi feita a curva
padrdo, absorbancia/peso fresco de calos
com cinco leituras de absorbancia para cada
ponto da curva e a viabilidade celular foi
expressa como absorbancia/g de peso fresco
de acordo com Benson (1994). Para cada
subcultivo foram realizadas cinco leituras de
absorbancia por subcultivo. Cada unidade
experimental foi constituida de dez tubos de
ensaio com um explante com seis repeticdes
por subcultivo, dispostas completamente ao
acaso.

A andlise de variancia foi realizada
utilizando-se o  software  estatistico
SISVAR® (FERREIRA, 2011). Aplicou-se
a analise de regressdo polinomial até
segundo grau, para avaliar o efeito das
concentragfes de BAP, 2,4-D e picloram
sobre a porcentagem de formagdo de calos. E
as analises de viabilidade celular foram
feitas comparando as médias pelo teste de

Tukey com probabilidade de 5%.
RESULTADOS E DISCUSSAO

Estimou-se que a maior formagéo de

calos em gemas rizomatosas de gengibre

ornamental foi alcancado com a utilizagéo da
concentracdo de 1,16 mg L™ de BAP, tendo-
se obtido 89,33% de formacdo de calos
(Figura 1B). As concentraces de BAP
superiores a 1,6 mg L™ reduzem a
porcentagem de formagdo de calos em
gemas rizomatosas aos 30 dias de cultivo in
vitro.

O aspecto visual dos calos obtidos foi
registrado (Figura 2). Os calos formados em
gemas rizomatosas na presenca de 1,8 mg L
' de 2,4-D e 1,6 mg L™ de BAP exibiram
calos de coloragcdo bege claro e textura
fridvel (Figuras 2A e 2B). J& os demais
tratamentos com o regulador de crescimento
picloram apresentaram calos de coloragédo
bege escuro e de textura compacta (Figura
2C). Estes resultados corroboram com 0s
encontrados por Sundarasekar et al. (2012),
trabalnhando com bulbos da espécie
ornamental Hymenocallis littoralis
cultivados em meio de cultura MS semi-
solido acrescido de 4,5 UM de BAP, obtendo
alta taxa de inducdo de calos (93,75%).
Geralmente, altas concentragdes de auxinas e
citocininas podem promover a proliferacéo
celular abundante com a formacéo de calos
em diferentes espécies de plantas (SHAH et
al., 2003). (PIERIK, 1987; EKIZ &

KONZAK, 1997).
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Figura 1. Porcentagem de formacéo de calos em gemas rizomatosas de gengibre ornamental em
meio de cultura MS em funcdo da concentracio de 2,4-D (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 mg L™)
(A), BAP (0,0; 1,0; 2,0; 3,0 mg L) (B) e picloram (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 mg L™) (C), aos
30 dias de cultivo in vitro (S&o Jodo Del Rei, MG, 2012).
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Figura 2. Aspecto visual de calos formados em gemas rizomatosas de gengibre ornamental em
meio de cultura MS suplementado com 1,8 mg L™ de 2,4-D (A), 1,6 mg L™ de BAP
(B) e 0,5 mg L™ de picloram (C). Aos 30 dias de cultivo in vitro. Barra = 0,5 cm (Sd0

Jodo Del Rei, MG, 2012).

Contudo, o ajuste das concentracdes
adequadas dos reguladores de crescimento
utilizados, pode otimizar o tempo de
inducdo, a porcentagem de formacdo de
calos e os padrGes de crescimento em
diferentes tipos de explantes

Neste estudo o regulador de
crescimento BAP, uma citocinina sintética,
obteve taxas de formacéo de calos superiores
para gemas rizomatosas, com calos de
aspecto friavel, que sdo considerados o0s
mais indicados para o cultivo de células em
suspensdo, visando a producdo de
metabolitos  secundarios, embriogénese
somatica e técnicas de transformacdo
genética (BARBOZA et al., 2014; VIDIGAL
et al.,, 2014). Fato que se deve a atuacdo
desse regulador a nivel celular por inducéo
de expressédo de alguns genes relacionados
ao crescimento e promocgdo de mitose

(RIEFLER et al., 2006; YEW et al., 2010).

A auxina 2,4-D, ndo obteve elevada
taxa de formacdo de calos em gemas
rizomatosas neste estudo, fato este que pode
estar relacionado a grande estabilidade deste
regulador de crescimento no meio de cultura
ao longo do tempo de cultivo, pois quando
absorvido pelo tecido a taxa de degradacéo e
conjugacao pode ser rapida (GEORGE et al.,
2008). Ja o picloram é considerado como um
regulador de crescimento potente capaz de
estimular a embriogénese somatica (PTAK,
2007; KAOUTHER et al., 2011), contudo,
neste estudo, ndo foi eficiente na formacéo
de calos rizogénicos, com formacdo de calos
compactos e ndo-embriogénicos.

A extracdo de formazan permitiu a
obtencdo da curva padréo absorbancia/massa
fresca de calos. Os testes com CTT
mostraram diferengas significativas com
relacdo a absorbancia maxima para os trés
subcultivos de acordo com o teste de Tukey
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com nivel de significancia de 5%. Anotou-
se 0 comportamento geral dos trés
subcultivos de calos cultivados utilizando
1,6 mg L™ de BAP (Figura 3). Indicando que
no SUB2 ocorreu a maior absorbancia
(0,891), sugerindo, portanto, que o0

metabolismo celular & mais intenso durante

(A
(=]

ancia
(=]
S

Absorba
(=]

o..

este periodo, e inicio de fase exponencial,
onde se iniciam as divisdes celulares,
refletindo um claro aumento no nimero de
células vivas bem como no seu metabolismo
respiratério. O aspecto visual da coloracéo
dos calos apds a extracdo de formazan foi
registrado (Figura 4).

SUBO SUBI1
Subcultivos

SUB2 SUB3

Figura 3. Média geral de absorbéancia para os trés subcultivos (SUB1, SUB2 e SUB3). Médias
seguidas da mesma letra minGscula ndo diferem entre si com nivel nominal de
significancia de 5% pelo teste de Tukey (S&o Jodo Del Rei, MG, 2012).

Figura 4. Aspecto visual de calos de gemas rizomatosas oriundos de meio de cultura MS
suplementado com 1,6 mg L™ de BAP ap6s teste de viabilidade, observando
coloracdo amarela no SUBL (calo invidvel) e no SUB2, apresentando coloracdo rosa
(calo viavel) (B) (Séo Jodo Del Rei, MG, 2012).
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Assim, conhecer os valores maximos
de viabilidade pelo teste de CTT para cada
subcultivo é relevante, pois podem auxiliar
na tomada de decisdo quanto ao tempo de
subcultivo. A utilizacdo do teste de CTT
como medida de viabilidade tem sido
reportada por muitos autores. Lyngved et al.
(2008), trabalhando com massas pro-
embriogénicas de Cyclamen persicum,
também fizeram uso do teste de CTT. Xu &
Huang (2008) testaram a viabilidade de
raizes de Agrostis scabra submetidas a
diferentes estresses por temperatura. Sadia et
al. (2003), pesquisando os efeitos do
descongelamento de suspensdes celulares de
Solanum tuberosum criopreservadas,
utilizaram o teste de CTT como medida de
viabilidade.

O CTT € uma substancia solivel em
adgua que na sua passagem pela cadeia
transportadora de elétrons mitocondrial
(AMUTHA et al., 2007) é convertida em
formazan, uma substancia insoltvel em
agua, mas soltvel em etanol (ZAPATA et
al., 1991). O teste de CTT indica, portanto,
ndo apenas a presenca de células vivas, mas
também, seu estado metabolico. Quanto
maior o numero de células vivas, e maior
atividade metabdlica, maior serd a
quantidade de formazan produzida, pois

células mortas ndo convertem o CTT em

formazan, tornando um teste confiavel para
mensurar a viabilidade celular (NAM et al.,
1998).

CONCLUSOES

Altas taxas de formacdo de calos em
gemas rizomatosas de gengibre ornamental
ocorrem na presenca de 1,6 mg L™ de BAP.

O teste de viabilidade utilizando CTT
aponta que os calos devem ser subcultivados
aos 20 dias (SUB2) ap6s 30 dias de cultivo
in vitro, quando atingem a fase exponencial

de divisdo celular.
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