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Resumo

O sotgo (Sorghum bicolor) é um dos principais cereais plantados no mundo, destinado tanto a alimentacido
humana quanto de animais. O Sorgo é considerado resistente para a regeneracao de plantas e transformacio
genética. Um dos fatores que influencia diretamente é a quantidade excessiva de compostos fenoélicos, que
podem causar oxidagdo e, portanto, possivel perda do material vegetal. Existem varios fatores que
influenciam na cultura de tecidos do sorgo, siao eles: o gendtipo, periodo de coleta do explante e a
composi¢ao do meio de cultura. Contudo, o objetivo deste trabalho foi avaliar a multiplicacio iz vitro de
explantes de sorgo em meio de cultura de MS e o uso de reguladores vegetais, visando obtencdo de brotos
desenvolvidos e com enraizamento para producio de mudas sadias e selecionadas. Para a realizacio do
projeto foram utilizadas diferentes concentracdes de reguladores vegetais, sendo: T1: controle MS sem
fitorreguladores, T2: MS + 2 mg L=1 de 2,4-D, T3: 2 mg L=! de 2,4-D e apenas metade das concentragdes
de sais e vitaminas da formulacio MS, T4: MS + 2 mg L~! de TDZ, e T5: 2 mg L~! de TDZ e apenas
metade das concentracGes de sais e vitaminas da formulacdo MS. Os explantes inoculados em meio
contendo 2,4-D, mostraram resultado satisfatorio no final do trabalho. Ja os explantes no tratamento
contendo TDZ, inicialmente levaram ao desenvolvimento de calos, porém rapidamente evoluiram para
oxidag@o. Assim, 2,4-D parece ser mais favoravel no cultivo z vitro de sorgo que TDZ.
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Abstract

Sotghum (Sorghum bicolor) is one of the wotld's leading grain crops, intended for both human and animal
consumption. Sorghum is considered resistant to plant regeneration and genetic transformation. One of the
factors that directly influences is the excessive amount of phenolic compounds, which can cause oxidation
and, therefore, possible loss of plant material. There are several factors that influence the tissue culture of
sorghum, they are: the genotype, the explant period and the composition of the culture medium. However,
the objective of this work was to evaluate the 7z vifro multiplication of sorghum explants in MS medium and
the use of plant regulators, aiming to obtain developed and rooted seedlings for the production of healthy
and selected seedlings. In order to carry out the project, different concentrations of plant regulators were
used: T1: control MS with no phytoregulator added, T2: MS + 2 mg L' 2,4-D, T3: 2 mg L~' 2,4-D and
only half the salt and vitamin concentration of MS formulation, T4: MS + 2 mg L-1 TDZ, and T5: 2 mg
L=1'TDZ and only half the salt and vitamin concentration of MS formulation. The explants inoculated in
medium containing 2,4-D, showed a satisfactory result at the end of the work. On the other hand, the
explants in the treatment containing TDZ, in the beginning, had the development of calluses, but evolved
to oxidation soon. By this way, 2,4-D seems to be better for sorghum 7 vitro than TDZ.
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Resumen

El sotgo (Sorgbum bicolor) es uno de los principales cereales plantados en el mundo, destinado a la

alimentaciéon humana y animal. El sorgo se considera resistente a la regeneracién de las plantas y a la

transformacion genética. Uno de los factores que influye directamente es la cantidad excesiva de compuestos
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fendlicos, que pueden causar oxidacion y, por lo tanto, la posible pérdida de material vegetal. Existen varios
factores que influyen en el cultivo de tejido de sorgo, a saber: genotipo, perfodo de recoleccion de explantes
y composicién del medio de cultivo. Sin embargo, el objetivo de este trabajo fue evaluar la multiplicacion in
vitro de los explantes de sorgo en medio de cultivo de MS y el uso de reguladores de plantas, con el objetivo
de obtener brotes desarrollados y enraizados para producir plantulas sanas y seleccionadas. Para la
realizacién del proyecto se utilizaron diferentes concentraciones de reguladores de plantas: T1: MS sen
reguladores, T2: MS + 2mg L= 2,4-D, T3: 2 mg L~' 2,4-D y solo la mitad de las concentraciones de sal y
vitaminas de la formulacion de MS, T4: MS + 2 mg L~!' de TDZ, y T5: 2 mg L=' de TDZ y solo la mitad
de las concentraciones de sal y vitaminas de la formulacién de MS. Los explantes inoculados en medio que
contenia 2,4-D mostraron un resultado satisfactorio al final del trabajo. Los explantes en el tratamiento que
contenia TDZ, al principio, desarrollaron callos, pero evolucionaron rapidamente en oxidacion. Por lo tanto,
el 2,4-D parece ser mas favorable en el cultivo de sorgo in vitro que el TDZ.

Palabras clave: sorgo, cultivo in vitro, reguladores de plantas.
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INTRODUCAO

A biotecnologia de plantas tem colaborado para a area produtiva, de diversas formas, dentre
elas os estudos para a propagacao clonal de plantas livres de contaminac¢ao (TORRES et al, 1998).

O procedimento de cultura de tecidos ¢ utilizado para a replicagao de espécies de dificil
propagacao. Exemplos de espécies, seriam, abacaxi, morango, citrus, batata entre outros
(FERREIRA et al, 1998). Existem algumas técnicas especificas dentro da cultura de tecidos, um
exemplo é Micropropagacao. A Micropropagac¢ao é um método de propagagdao vegetativa que
apresenta vantagens em sua utilizagdo, como possibilidades de se obter varias plantas a partir de
um unico explante inicial, independentemente de sazonalidade, a reproducio do gendtipo da
planta-mae, e geralmente tem como finalidade durante a multiplicagao, a propagacao vegetativa de
espécies dificeis de serem propagadas por outros métodos (ERIG; SCHUCH, 2005).

De acordo com Mantell et al. (1994), no cultivo 7z vitro pode-se esperar diversas respostas
em relagao ao explante, devido ao estado fisiologico, bioquimico e de desenvolvimento.

Para alcancar o desenvolvimento do tecido na cultura iz vitro é preciso considerar trés
fatores: o genotipo (espécie, cultivar ou variedade a ser utilizada), a fonte de explante (raiz, caule,
folha, meristema, entre outros) e a condi¢ao da cultura (meio de cultura, temperatura e o frasco a
ser utilizado) (ANDRADE, 2000).

Portanto, o cultivo de tecidos tem como defini¢do um conjunto de técnicas onde é possivel
a cultura de 6rgios, tecidos, células e protoplastos em condi¢oes de assepsia, empregando meios
nutritivos. Essas técnicas sdo aplicadas para a obtencao de plantas livres de patégenos, propagagao
massiva de plantas, conservacido de germoplasma, e melhora por mutagénese 7 vitro (PIZA;
PINHO, 2002).

Porém, o género Sorghum ¢é considerado recalcitrante para a regeneracao de plantas e
transformagao genética (RAGHUWANSHI; BIRCH, 2010). Um dos fatores que influencia
diretamente ¢é a produgdo excessiva de compostos fenodlicos, que causam a oxidagdo e
consequentemente a possivel perda do material vegetal NGUYEN et al., 2007). A fim de reduzir
a produgdo dos compostos fendlicos sao utilizados agentes antioxidantes NGUYEN et al., 2007).
Muitos fatores influenciam na cultura de tecidos do sorgo, entre eles estao: o genétipo, a idade do

explante e a composi¢ao do meio de cultura INDRA; KRISHNAVENI, 2009).

REVISAO BIBLIOGRAFICA

No Brasil a cultura do sorgo ¢ uma das que mais cresce, tendo importancia estratégica, no
abastecimento de graos e forragem (RODRIGUES et al., 2008).
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De acordo com Schimidt (1987), existem quatro tipos de sorgo: o granifero, sacarino, o
forrageiro e o vassoura. O sorgo granifero ¢ mais consumido na Africa e Asia como farinha para
complementar a dieta, no entanto nos pafses mais desenvolvidos esse tipo de farinha ¢é utilizado
para substituir o milho na alimentagao animal (bovinos, suinos e aves). O mesmo pode ser
aproveitado na producao de alcool, amido, cera, cerveja, 6leo entre outros. Ja o sorgo sacarino
contém um valor elevado de agicar em seus colmos, assim podendo ser utilizado na area de
biocombustiveis. O sorgo forrageiro ¢ o mais utilizado entre os produtores brasileiros decorrente
a sua alta produtividade, qualidade para a fabricacao de racao animal e versatilidade, também
podendo ser utilizado para a produgio de feno. O sorgo vassoura ¢ utilizado para a produgiao de
vassouras.

Considerado uma das alternativas para a alimentac¢ao animal, a cultura do sorgo forrageiro,
tem papel importante nas principais regioes, onde estio concentrados os maiores rebanhos do
Brasil (ALVARENGA et al., 2007).

Tabosa et al, (1987), descreve o sorgo como uma planta tipica de clima quente com
atributos xerofilas, além de ndo possuir muita exigéncia nutricional. E tolerante ao déficit hidrico e
a inundag¢oes, podendo ser cultivado em locais proximos a rios (ROONEY et al., 2007).

O cultivo de sorgo, também apresenta algumas limitagoes como: falta de tradigao da cultura,
lento estabelecimento inicial da lavoura, existéncia de poucos herbicidas seletivos para sorgo,
sensibilidade ao frio, susceptibilidade a ataque de passaros e possibilidade de acamamento
principalmente em cultivares de porte alto (MIRANDA et al., 2007).

Em contrapartida aos outros cereais, 0 sorgo nao necessita tanto de agua para se
desenvolver, porém, seu periodo mais critico a falta de agua é o florescimento. Segundo Santos et
al. (1990), a planta de sorgo consegue adaptar-se a varios ambientes, principalmente a condi¢oes
hidricas desfavoraveis e, portanto, é possivel que o cultivo seja apto para se desenvolver em regides
em que a distribuicio de chuvas ¢ irregular.

De acordo com Diniz (2010), o sorgo ¢ sensivel a baixas temperaturas por ser de origem
tropical. A temperatura adequada para semeadura esta por volta de 33-34°C. Quando a temperatura
passa de 38°C ou cai para abaixo de 16°C, a produtividade diminui. As baixas temperaturas podem
causar reducao de folhas, perfilhamento, menor altura, acimulo de matéria seca e atraso na data de
floragdo. Isto acontece por causa da reduc¢ao da sintese de clorofila, especialmente nas folhas que
se formam primeiro na planta jovem, e consequentemente a reducao da fotossintese.

De acordo com a Embrapa (2010) as principais doengas que afetam economicamente a
producdo do Sorgo no Brasil, sio a podridio das sementes e doengas que podem afetar a

germinacio e o desenvolvimento inicial.
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METODOLOGIA

Para realizar a assepsia, as sementes foram lavadas com detergente neutro durante cinco
minutos e transferidas para recipiente com agua destilada autoclavada. Apés a lavagem, as sementes
foram levadas para camara de fluxo laminar para realizar a assepsia com solu¢ao de hipoclorito de
sédio comercial (3:1) por 60 minutos, seguida de lavagem em solu¢ao de etanol 70% (v/v) por 5
minutos. Posteriormente, foram enxaguadas em agua autoclavada e inoculadas nos meios de

cultura.
Estabelecimento in vitro

Os tratamentos foram baseados em ensaios pilotos (HOSAKA, 2014) para o cultivo  vitro
de sorgo, e com isso foram realizados os seguintes tratamentos: T1 — MS conforme sugerido por
Murashige; Skoog (1962); T2 — MS + 2 mg L' de 2,4-D (acido diclorofenoxiacético); T3 — 50%
dos sais do meio MS + 2 mg L™ de 2,4-D (acido diclorofenoxiacético); T4 - MS + 2 mg L™ de
TDZ (Thidiazuron); T5 - 50% dos sais do meio MS + 2 mg L™' de TDZ (Thidiazuron). Todos os
tratamentos foram suplementados com sacarose (30 g L™") e agente solidificante phytage/ (2,4 g L™").
O pH foi aferido para 5,7%1 antes da autoclavagem (esterilizagio) a 120°C e 1 Kgf cm™ por

quinze minutos.

A incubagcio foi realizada em sala climatizada de crescimento com temperatura 25 °C, sob

fotoperiodo de 16 horas de luz, como mostra a figura 2.
Variaveis avaliadas

Os explantes foram avaliados a cada 30 dias, contados da data de inoculag¢ao, periodo esse
que compreende a fase de estabelecimento da cultura. As variaveis avaliadas foram: porcentagem
de embrides de sorgo sobreviventes e porcentagem de gemas apicais e embrides crescidos

bl

determinado através da avaliagdo visual do aparecimento de folhas, gemas laterais e calos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sementes foram inoculadas em meio MS sem adi¢ao de fitorreguladores, visando evitar que
as concentracdes destes nos tratamentos (12, T3, T4 e T5) pudessem interferir na germinagao.
Assim, as sementes foram germinadas em meio MS (T'1) e posteriormente, as plantas germinadas
in vitro foram usadas como fonte de explantes (caules e raizes) para inoculagao em todos os

tratamentos (T1 a T5).
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O tratamento 1 apresentou grande porcentagem de oxidacdo, embora alguns explantes
tenham se desenvolvido mesmo oxidados. Os explantes que se desenvolveram, apresentaram
aspectos favoraveis (coloragao, formato do caule) como mostra a figura 1A. De inicio o tratamento
2 nao mostrava um bom resultado, no entanto, alguns meses depois houve desenvolvimento de
calos. Todos os calos desenvolvidos nesse tratamento apresentaram aspecto denso e coloragao
clara (Figura 1B). Em contrapartida ao tratamento 2, o T3 apresentou uma porcentagem menor no
desenvolvimento de calos, e uma maior porcentagem de oxidag¢do, embora mesmo depois de
oxidado apresentou crescimento de folhas nas extremidades e calos (Figura 1C).

De maneira geral, foi possivel perceber que os explantes tendem a se desenvolver nos
tratamentos T2 e T3, porém, devido a presenca do 2,4-D, parecem tender a oxidar e morrer. Santos
et al., 2005, quando avaliava o cultivo in vitro de Salix (Salyx humboldtiana Willd), observou que o
2,4-D, possivelmente, causava o efeito toxico no desenvolvimento da planta. Bravo (2005) e
Gonzalez (2002), mencionam que a oxidacdo das plantas, deve-se a formagio de compostos
fendlicos, que por consequéncia sofrem oxida¢ao por algumas enzimas, o tipo e idade do explante.

No tratamento 4 houve uma grande porcentagem de oxidagdo. Também apresentou
crescimento nas laterais e parte area com coloracio verde, mesmo depois de oxidados. Nao se
observou o desenvolvimento de calos, mas apresentou crescimento embora desuniforme. No
tratamento 5 também houve grande porcentagem de oxida¢ado e morte de explantes, que

desenvolveram parte area e crescimento desuniformes no caule (Figura 1D).
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Figura 1. (A) explante (raiz) inoculado no T1, apresentou varias brotagdes de um mesmo explantes. (B)
Explante (raizes) inoculado no tratamento 2, foi obsetvado crescimento de calo, também apresentava
deformidade no crescimento. (C) A Raiz inoculada em T3 também apresentou oxidagio e formagio de calos.

(D) Explante inoculado no tratamento 5, nota-se crescimento com deformidades.

Fonte: Autora, 2019.

De inicio, o tratamento em que foi adicionado 0,2 mg L' TDZ e com metade da
concentracao da formulacdo de sais e vitaminas de MS (T5), mostrou resultados mais satisfatorios
em comparagao aos outros tratamentos, pois os explantes que foram inoculados em TDZ
apresentaram maior formacao de calos e menos oxidagao, que os explantes inoculados em 2,4-D.
O efeito do TDZ no alongamento dos brotos ¢ pela sua alta atividade e estabilidade nos tecidos
(HUETTEMAN; PREECE, 1993). Soares et al. (2011), relatou menor formagao de brotos com a
utilizacao do TDZ, isso deve-se ao fato dessa citocinina ser mais ativa biologicamente do que as
outras. Costa et al. (2012), utilizou diferentes concentragdes de TDZ (0,01 mg L5 0,02 mg I.; 0,03
mg L; 0,04 mg L'; 0,05 mg L), e ndo observou aumento positivo significativamente para os
cultivares avaliados. No entanto, ao longo do desenvolvimento do trabalho, o 2,4-D foi mostrando-
se mais eficaz, apresentando maior formagao de calos, em comparagio aos tratamentos contendo

TDZ.

CONSIDERACOES FINAIS

Uma das principais dificuldades no cultivo in vitro do sorgo neste trabalho foi a
contaminag¢ao, mesmo com todos os cuidados com assepsia dos explantes.

59



Bioenergia em Revista: Dialogos, ano/vol. 10, n. 1, p. 53-63, jan./jun. 2020.
Alves, R. C. M; Nascimento, D. D.;
Cultivo in vitro de sorgo

Os explantes inoculados em meio contendo 2,4-D, apresentaram resultados satisfatorios
no final do trabalho. Ja os explantes no tratamento contendo TDZ, de inicio, havia o
desenvolvimento de calos, porém, rapidamente evoluiram para oxidagao.

Apesar dos tratamentos com 2,4-D também apresentarem oxidagao fenodlica, nao houve
inviabilidade na formagdo de calos para T2 ¢ T3 (T2 — MS + 2 mg L-1 de 2,4-D (acido
diclorofenoxiacético); T3 — 50% dos sais do meio MS + 2 mg I.-1 de 2,4-D).

Visando micropropaga¢ao, o uso de explante de rafz inoculado em meio MS (sem
fitorreguladores) se mostrou a melhor opg¢ao, apresentando grande quantidade de brotagdes

laterais.
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