RAMVI, Getiilio Vargas, v. 01, n. 01, jan./ jul. 2014.

CULTIVO IN VITRO DE APICES CAULINARES DE GINKGO BILOBA'
IN VITRO CULTURE SOOT-TIPS OF GINKGO BILOBA

Paloma Alves da S. Sexto*
Magali F. Grando**
Alexandre Augusto Nienow**
Delvino Nolla**
Lizete Augustin®*
*Engenheira Agronoma Mestra. Professora do Instituto de Desenvolvimento
Educacional do Alto Uruguai (IDEAU).

palomasexto@ideau.com.br

** Programa de Pos-Graduacao em Agronomia, Universidade de Passo Fundo.

magali @upf.br

RESUMO

A Ginkgo biloba é uma drvore ornamental e medicinal origindria da Asia. O extrato de
folha contém composi¢des de principios ativos utilizados pela indistria farmacéutica
como ginkgolides, bilobalides e flavondides. A dioicia e o reduzido nimero de
exemplares disponiveis justificam o desenvolvimento de técnicas de reproducdo
vegetativa. A micropropagacado € uma técnica empregada para multiplicacdo in vitro de
inimeras espécies florestais e medicinais, permitindo a produ¢do de grande nimero de
exemplares em espaco fisico e tempo reduzido. Este estudo objetivou avaliar o
comportamento de dpices caulinares obtidos de estacas herbdceas durante o cultivo in
vitro, visando a micropropagacao dessa espécie. Os dpices foram cultivados em meio de
cultura WPM com diferentes reguladores de crescimento BAP (0,5; 1,0 e 2,0 mg L'l),
ANA (0 e 0,1 mg L'l) e GA; (0 e 0,5 mg L'l). Foi utilizado o delineamento
experimental de blocos ao acaso com dez repeticdes. Aos 30 e 60 dias de cultivo,
avaliou-se o desenvolvimento de brotagdes, formacdo de calos, freqiiéncia e diametro
dos calos organogénicos. Os dpices caulinares produziram brotacdes em meio de cultura
sem reguladores de crescimento. No meio de cultura contendo BAP, houve a formacao
de calos em 100% dos dpices. Os meios contendo a combinacio de BAP (1 ou2 mgL™)
e ANA (0,1 mg L") produziram porcentagem superior de calos organogénicos (80%)
aos 30 dias de cultivo, quando comparado ao meio sem reguladores de crescimento. A
adicdo de GA; ao meio ndo teve efeito positivo na inducdo de calos com nddulos
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meristematicos. Os tratamentos influenciaram o didmetro dos calos. Aos 60 dias de
cultivo, a média de calos organogénicos foi de 44,5%, sendo que os calos desenvolvidos
em meio com 2 mg L"' de BAP mantiveram-se verdes e sauddveis por mais tempo.
Palavras-chave: Ginkgo biloba L., cultura de tecidos, calogénese, plantas medicinais.

ABSTRACT

The Ginkgo biloba is an ornamental and medicinal tree from the Asian continent. The
leaf extract produces important active principles pharmaceutical components, such as
ginkgolides, bilobalides and flavonols. The condition of dioecious plants and the
reduced number of available samples justify the development of alternatives
reproduction techniques. Micropropagation is a technique used for in vitro
multiplication of many wood and medicinal species in a short period of time and space.
The present study aimed to evaluate the behavior of herbaceous branches derived shoot-
tips during the in vitro culture, for micropropagation of this specie. The shoot-tips were
cultivated on culture media WPM with different growth regulators BAP (0,5; 1,0 and
2,0 mg L"), ANA (0 and 0,1 mg L") and GA; (0 and 0,5 mg L™"). It was used the
randomized blocks experimental design with ten replications. At 30 and 60 days of
cultivation, it was evaluated the development of the explants, callus formation,
frequency and diameter of organogenic callus. The shoot-tips produced shoots on the
culture medium without growth regulators. However, the presence of BAP induced the
formation of callus in 100% of shoot-tips. The supplemented media whit a combination
of BAP (1 or 2 mg L) and ANA (0,1 mg L"), produced superior percentages of
organogeneses callus (80%) in the 30 days of culture, when compared to the medium
without growth regulators. The addiction of GAs; on culture medium did not effect
positively the induction of callus with meristematic nodal. The treatments influenced
the callus diameter. At 60 days of culture, the average of organogenic callus was 44,5%
and the callus developed in the presence of 2mg L' of BAP were maintained green and
healthy for a longer period of time.

Keywords: Ginkgo biloba L., tissue culture, callus, medicinal species.

INTRODUCAO

A ginkgo (Ginkgo biloba L.) ¢ uma gimnosperma de origem asidtica, sendo a
Unica espécie viva pertencente a familia Ginkgoaceae (TESKE, 1995). Esta espécie é
utilizada mundialmente pela medicina popular e pela industria fitoterdpica por
apresentar propriedades medicinais. Os flavondides, ginkgolides e bilobalides
encontrados nessa espécie podem ser utilizados nos tratamentos de insuficiéncia
cardiovascular, reducdo de memdria, problemas circulatdrios, renais, perdas auditivas,

desordem cognitiva, senilidade e regulacdo da circulacdo cerebral (Curtis-Prior et al.,
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1999). O extrato de ginkgo também tem sido indicado para reduzir o progresso da
doenca de Alzheimer (BIRKS et. al., 2002).

Esta espécie apresenta dificuldades de propagacdo através de métodos
vegetativos e, por ser uma espécie didica, requer plantas masculinas e femininas para
formacdo de sementes. A multiplicacdo dessa espécie pelo uso da cultura de tecidos
surge como uma alternativa para contornar estes problemas.

O primeiro relato de regeneracdo de plantas de Ginkgo biloba, visando a
micropropagacao, foi realizado por Chu et al. (1987), a partir de apices caulinares de
plantulas germinadas in vitro. A obtengdo de plantas completas regeneradas in vitro a
partir de explantes obtidos de plantas adultas, ndo tem sido ainda relatada. Apices
caulinares obtidos de estacas lenhosas ndo tém se mostrado util para iniciar o cultivo in
vitro devido a grande quantidade de contaminagdes e lento desenvolvimento dos
explantes (SEXTO, 2005; MANTOVANI, 2007).

Na literatura, existem relatos quanto a producdo de calos de ginkgo a partir de
embrides e tecidos cotiledonares, cultura de células e raizes para extracdo de
ginkgolides in vitro (BALZ et. al., 1999), cultivo de d&pices caulinares com
desenvolvimento de folhas e brotacdes, mas sem a obtenc¢do de plantas completas
(MONTEZ-LOPEZ & RODRIGUES DE LA 0., 2001; MANTOVANI et. al., 2007a) e
regeneracdo de plantas a partir de dpices caulinares obtidos de plantulas germinadas in
vitro (TOMMASI & SCARAMUZZI, 2004). Sucesso na micropropagacao de Ginkgo
biloba a partir de explantes obtidos de plantas adultas ndo tem sido ainda relatado na
literatura.

Dessa forma, visando estabelecer no futuro um protocolo bdésico para a
micropropagacdo de Ginkgo biloba, objetivou-se avaliar a resposta in vitro de édpices
caulinares obtidos de estacas herbdceas cultivados em meio de cultura basico WPM
suplementado com diferentes concentragcdes de reguladores de crescimento BAP, ANA

€ GA3.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biotecnologia Vegetal da

Universidade de Passo Fundo (UPF), Passo Fundo-RS. Estacas herbaceas de 1,5 cm de
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comprimento, obtidas de matriz jovem de cinco anos de idade, cultivada em solo e
ambiente ndo protegido, foram desinfestadas com dlcool 70% por 5 minutos, imersas
em uma solucdo de 1,5% hipoclorito de sédio contendo gotas de tween 20 por 20
minutos, seguida de trés enxagiies com dgua destilada/deionizada e autoclavada.

Os éapices caulinares contendo aproximadamente 0,3 cm de comprimento foram
excisados com auxilio de lupa estereomicroscépica e cultivados em meio basico WPM
(Wood Plant Medium) (LLOYD & McCOWN, 1980), com sete variacdes na
concentracdo de reguladores de crescimento BAP (0, 1 e 2 mgL'l); ANA (0e 0,1 mgL'l)
e GA3;(0e0,5 mgL'l) e foram mantidos em cimara de crescimento, no escuro a 25 + 2°
C. As culturas posteriormente foram transferidas para a luz apds 5 dias (fotoperiodo de

16 horas luz/dia a 25°C + 2°C e luminancia de + 25 mmol.m™"

). O delineamento
experimental utilizado foi blocos ao acaso com 10 repeti¢des por tratamento, sendo cada
repeticao constituida de um tubo de ensaio contendo um dpice caulinar.

Ap6s 30 dias de cultivo, os explantes e estruturas formadas foram avaliados e
subcultivados em meio fresco. Para avaliagdo da resposta in vitro, foram analisados:
desenvolvimento do explante; formacdo e tipo de calo; e diametro dos calos
organogénicas aos 30 e 60 dias de cultivo. As médias foram submetidas a anélise de

variancia. As freqiiéncias de calos foram comparadas pelo teste ndo paramétrico de

Kruskall-Wallis a 5% de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ap6s 30 dias de cultivo, foi observado que os dpices caulinares cultivados em
meio WPM sem reguladores de crescimento apresentaram desenvolvimento de
meristemas pré-existentes com expansao foliar (Figura 1a), ndo havendo producdo de
gemas adventicias e brotacdes multiplas. Ainda, os brotos desenvolvidos diretamente do
meristema pré-existente neste, ndo se desenvolveram até o estaddio de plantula, mesmo
sendo subcultivados a cada 30 dias para meio fresco.

A regeneragdo in vitro de plantas completas de Ginkgo biloba tem sido relatada
exclusivamente a partir de embrides zigéticos e de plantula germinada in vitro (CHU et
al., 1987; LAURAIN et al, 1996; HAO et al., 2000; MONTEZ-LOPEZ &
RODRIGUEZ DE LA 0., 2001; HU et al., 2002; TOMMASI & SCARAMUZZI, 2004;
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CHOI et al., 2003, 2004). No entanto, estes tipos de explantes sdo de dificil acesso
devido ao fato da espécie ser exodtica, didica e com baixa disponibilidade de exemplares
no pais.

Existem somente trés relatos na literatura empregando o cultivo de segmentos
nodais e dpices caulinares obtido de plantas adultas objetivando estabelecer o processo
de micropropagacio, mas sem sucesso na regeneracdo de plantas completas (MONTEZ-
LOPEZ & RODRIGUEZ DE LA O., 2001; TOMMASI & SCARAMUZZI, 2004;
MANTOVANTI, 2007). Alteragdes na composi¢do do meio de cultura podem servir de
alternativa para indu¢do da morfogénese em explantes oriundos de plantas adultas.
Mantovani et al (2007), relatam que o uso de caseina hidrolisada (500 mg L'l), na fase
de isolamento, estimula o crescimento de gemas (85%) e induzem a formagdo de
multiplos brotos (35%). Quando combinada com KIN (0,1 ou 1,0 mg L'l) na fase de
multiplicacdo, a caseina induz a formacgao de brota¢des multiplas 41,5% dos propagulos,
sendo o primeiro relato de formagao de multiplos brotos, tanto na fase de isolamento
como na de multiplicacdo, a partir de explantes obtidos de plantas adultas em Ginkgo
biloba.

A presenca de BAP no meio de cultura propiciou a formagao de calos em 100%
dos dpices caulinares, evidenciando assim o efeito do BAP na indugdo de calos de
ginkgo aos 30 dias de cultivo. Da mesma forma, Montéz-Lopez & Rodriguez-de La O
(2001), constataram que altas concentracoes de BAP no meio de cultura induz a
formacdo de calos na base das brotacdes de ginkgo obtidas deste mesmo tipo de
explante. Hao et al. (2000), também observaram a inducdo e formacdo de calos
organogénicos em gemas apicais de Ginkgo biloba cultivadas in vitro, em meio de
cultura MS suplementado com variadas concentracdoes de ANA e zeatina.

Os calos formados nos diferentes tratamentos apresentaram diferencas quanto a
cor (branco amarelado e verde) e estrutura (aquoso e compacto nodular). Os calos
aquosos apresentaram coloragcdo branco-amarelado com estrutura externa esponjosa e
ndo evoluiram para formar estruturas morfogenéticas, necrosando ao longo dos
subcultivos. Os calos que apresentaram nddulos e coloragdo verde foram considerados
como organogénicos (Figura 1b). O calo organogénico apresenta pontos verdes que
correspondem a centros meristematicos capazes de regenerar plantas (NABORS et al.,
1983 apud GRANDO, 2002) e o calo aquoso ¢ feito de tecido translicido, granular e
macio, incapaz de regenerar plantas (WELTER et al., 1995 apud MANTOVANI, 1997).
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Os pontos verdes que se desenvolvem nos calos podem corresponder a centros
meristematicos com capacidade de regenerar plantas e, portanto, podem ser chamados
de organogénicos (NABORS et al., 1983 apud GRANDO, 2002).

Aos 30 dias de cultivo, os meios contendo a combinagdo de BAP (1 ou 2 mg L™)
e ANA (0,1 mg L"), produziram porcentagem superior de calos organogénicos (80%),
quando comparado ao meio sem reguladores de crescimento (Figura 2). Desta forma,
observou-se que a combinacdo citocinina (BAP) e auxina (ANA) foi efetiva na
formacdo de calos organogénicos em Ginkgo biloba. A adi¢ao de GAz no meio auxiliou
na indugdo desse tipo de calo. Quando utilizada somente a adicdo de BAP ao meio, o
mesmo mostrou-se pouco eficiente na formacdo de calos organogénicos. A frequéncia
média de calos aquosos formados a partir dos dpices caulinares foi de 5,7%, e a de calos
necrosados foi de 30% ndo havendo diferenca significativa entre os tratamentos.

Passados 60 dias de cultivo, a porcentagem de calos organogénicos foi de
44,5%, calos aquosos foi de 20,2% e a de calos necrosados foi de 24,5% (Figura 3).
Embora o teste de Kruskall-Wallis a 5% de significancia ndo tenha indicado diferenca
significativa na freqiiéncia de calos organogénicos, o meio suplementado com 2mg L™
de BAP apresentou 85,7% deste tipo de calos, sendo que os mesmos mantiveram-se
verdes e organogénicos por mais de 60 dias.

Estes resultados estdo de acordo com as afirmagdes de Huetteman & Preece
(1993), onde a presenca de altas concentra¢des de citocininas no meio induz a excessiva
formacdo de calos em explantes de espécies lenhosas. Estudos realizados por Martins et
al. (2001), demonstraram que dpices caulinares de ginkgo inoculados no meio de cultura
WPM suplementado com 0,2 mg L' de BAP e 0,5 mg L'de GA;, promoveu a inducao
de calos organogénicos.

Os tratamentos utilizados neste experimento influenciaram no didmetro dos
calos. Calos maiores foram observados em meio contendo combinacdo dos trés
reguladores (BAP, ANA e GA3). Mantovani et al. (2007b), relataram a importancia da
auxina ANA na formacdo de calos a partir de discos foliares e segmentos de peciolos,
sendo que a presenca do BAP ndo influenciou neste processo. No entanto, calos
mantidos na presenca de auxina se mantiveram fridveis e com coloragdo branco -
amarelados, enquanto que na presenca de auxina e citocinina, os calos se tornaram
compactos e de cor verde, destacando a importancia da combinacio de reguladores de

crescimento no desenvolvimento dos mesmos.
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CONCLUSAO

O desenvolvimento de brotos e obtencdo de calos organogénicos relatados no
presente experimento indicam a possibilidade de estabelecimento do processo de
micropropagacdo a partir de dpices caulinares oriundos de estacas herbaceas de plantas

jovens de Ginkgo biloba.
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Figura 1. Brotacdo e calogénese em 4pices caulinares de Ginkgo biloba cultivados in
vitro. a) brotacdo em meio WPM sem reguladores de crescimento; b) calo organogénico
observado aos 30 dias de cultivo. (Development of the explants and callus formation on
shoot-tips of Ginkgo biloba cultivated in vitro. a) development on WPM medium
without growth regulators; b) organogeneses callus observed to the 30 days of in vitro
culture) (FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003).
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Figura 2. Porcentagem de calos organogénicos, aquosos e necrosados formados a partir
de dpices caulinares de Ginkgo biloba aos 30 dias de cultivo in vitro em diferentes
tratamentos do meio WPM. (Percentage of organogeneses callus, water and necrosed
formage by shoot-tips of Ginkgo biloba to the 30 days of in vitro culture on differents
trataments of WPM medium) (FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003).
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Figura 3. Porcentagem de calos organogénicos, aquosos e necrosados formados a partir
de 4pices caulinares de Ginkgo biloba aos 60 dias de cultivo in vitro em diferentes
tratamentos do meio WPM. (Percentage of organogeneses callus, water and necrosed
formage by shoot-tips of Ginkgo biloba to the 60 days of in vitro culture on differents
trataments of WPM medium). (FAMV/UPF, Passo Fundo-RS, 2003).



