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RESUMO GERAL

ABBADE, Leticia Caravita. Aspectos do cultivo in vitro de ipé-branco. 2008.
113p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG.”

O ipé-branco (Tabebuia roseo-alba) € uma espécie arborea, nativa, pertencente a
familia Bignoniaceae. Suas sementes apresentam baixa viabilidade e pequena
porcentagem de germinacdo (40%). O presente estudo teve como objetivo
propor metodologias para o cultivo in vitro do ipé-branco. Para tanto, foram
estudadas a composicdo quimica das sementes, a germinagdo (ex vitro) em
diferentes substratos, germinacdo in vitro, inducdo de calos em explantes
foliares, determinacdo da curva de crescimento e andlises bioquimicas. No
processo de germinacdo ex vitro, o substrato mais adequado é constituido de
areia + terra (subsolo) ou plantmax (50%), porém proporciona um IVG mais
lento. Para a germinag&o in vitro, recomenda-se utilizar o meio MS com 3mgL™
de GA; ou meio MS (100%) com 50% de concentragdo de sais acrescido de
1mgL™ de GAs, resultando respectictivamente em 88 e 80% de germinagio.
Maior inducédo de calos em explantes foliares de ipé-branco ocorreu no meio de
cultura MS suplementado com 1,55 mgL™ de Cinetina com de 1mgL™ de 2,4-D
ou com a utilizagdo de 1,62 mgL™ de ANA e 2mgL™ de BAP. A curva de
crescimento de matéria fresca de calos formados a partir de explantes foliares de
ipé-branco apresenta crescimento sigmdide, com cinco fases distintas. A
repicagem dos calos para um novo meio de cultura deve ser realizada entre o 60°
e 75° dia cultivo. Teores maximos de acgUcares sollveis totais e aglcares
redutores foram observados no 45° dia de cultivo. As proteinas solUveis totais
apresentaram maiores teores no dia da inoculacdo, reduzindo em seguida
enquanto que teores maximos de aminoécidos foram observados no 15° dia de
cultivo. O estudo anatémico foi feito em de se¢des tranversais e paradérmicas
das folhas e analisado em microscépico. As estruturas foliares de plantas de ipé
apresentam epiderme uniestratificada, e o mesofilo possui uma organizacdo
dorsiventral. Sdo hipostomaticas e apresentam tricomas em todas as faces.
Folhas de plantas cultivadas ex vitro, em comparacdo as culturas in vitro,
apresentaram maior espessura do limbo foliar, nervura central, epiderme adaxial
e abaxial e parénquimas palicadico e esponjoso. Em folhas oriundas do cultivo
ex vitro, observou-se se cuticula e esclerénquima, estruturas ausentes nas folhas
cultivadas in vitro. Folhas de plantas cultivadas ex vitro apresentaram menor
ndmero de estdmatos e maior nimero de tricomas quando comparadas com as

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador).



cultivadas em in vitro. Os estdbmatos dessas s&0 maiores em comparagao com o
das folhas cultivadas ex vitro.



ABSTRACT

ABBADE, Leticia Caravita. Aspects of the in vitro culture of Tabebuia roseo-
alba. 2008. 113 p. Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal Uniersity
of Lavras, Lavras, MG, Brazil”

The Tabebuia roseo-alba is an arboreal specie, which belongs to the
Bignoniaceae family, and has a great potential for urban landscape. Their seeds
present low viability and small germination percentage. The objective this work
was to propose different methodologies for the in vitro cultivation of Tabebuia
roseo-alba. The ideal substrate to ex vitro germination is the mix of the sand
with land (subsoil) or plantmax (50%), however, but it provides a slower IVG.
Higher in vitro germination was obtained using MS with 50% of salt’s
concentration supplemented with 1mg L™ of GA;z or MS (100%) with 3mg L™ of
GA;, promoting 88 and 80% of germination, respectively. Higher callus
induction in leaves explants of Tabebuia roseo-alba were observed with MS
supplemented with 1,55 mgL™ of KIN and 1mg L™ of 2,4-D or 1,62 mg L™
NAA with 2 mg L™ of BA. The growth curve of the callus followed a shape
sigmoid, with five different phases. The callus should be transfer to a new
culture medium between 60° to 75° day. The maximum level of total soluble
sugars and reducing sugars were obtained in 45° day of cultivation. The great
level of total soluble protein was observed in the inoculation day. Higher levels
of amino acids were observed in 15° day of cultivation. The anatomical study
was did proceed utilizing microscope for transversal and paradermics sections
from leaf blade. The leaves structures from plants ex vitro show uniseriate
epidermis, and mesophly with dorsiventral organization. They are hipostomatic
and present trichomes in all the faces. Leaves from plants cultivate ex vitro, in
compared with culture in vitro were largest in limb, central nervure, adatial and
abbatial epidermis and palisade and sponges parenchyma. In leaves of plants
cultivated ex vitro, cuticle and sclerenchym were present, but these structures
were not find in plants cultivate in vitro. Leaves from plants cultivated ex vitro
presented minor number of stomate and greater number of trichomes when
compared with plants in vitro. Stomate of these plants were biggest that leaves
of in vitro cultivation.

* Guidance Committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva, DAG - UFLA (Adviser),
Renato Paiva, DBI — UFLA (Co-adviser.)



CAPITULO I

INTRODUCAO GERAL



1 INTRODUCAO

As arvores do género Tabebuia, conhecidas como ipés, sdo admiradas
pelo efeito ornamental que apresentam quando floridas, apresentam
propriedades medicinais e podem ainda ser utilizadas para fins madeireiros e em
programas de restauragao florestal (Lorenzi, 2000; Carvalho, 1994).

Muitas das espécies do género Tabebuia (Bignoniaceae) sdo nativas do
Brasil e vulgarmente denominadas ipé. Pertencem ao grupo ecoldgico das
secundarias tardias (Ferretti et al., 1995) e o nome vulgar de cada espécie é
complementado pela coloracgdo das flores, que pode ser branca, amarela, rosa ou
roxa. Dentre as espécies nativas do Brasil mais cultivadas, T. roseo-alba (Ridl.)
Sand. é a unica que produz flores brancas (Maeda & Matthes, 1984).

Apesar da importancia do género Tabebuia no contexto nacional, o alto
grau de desmatamento e destruicdo de areas florestais, seja pela expansdo das
fronteiras agricolas, construcdo de rodovias ou exploragdo indevida, tem levado
a diminuicdo das populagdes e a destruicdo das arvores deste género, incluindo
T. serratifolia (ipé-amarelo) e T. roseo-alba (ipé-branco) (Oliveira, 2004).

A propagacdo dessa espécie é feita principalmente por sementes
(Rizzini, 1971), porém poucos estudos sdo realizados objetivando definir
metodologias adequadas para avaliar a capacidade de germinacdo dessas
sementes (Carvalho, 1994).

O ipé-branco, apesar da sua intensa florada, apresenta pequena
quantidade de sementes produzidas e, ainda, muitas ndo sdo vidveis. Existem
poucos estudos a respeito da germinacdo para a espécie e estes confirmam uma
baixa porcentagem de germinacéo.

Diante desse contexto, o objetivo do presente trabalho foi estudar a
germinacdo, induzir calos em segmentos foliares, analisa-los bioquimicamente e

comparar anatomicamente plantas oriundas do cultivo in vitro e ex vitro.



2 REFERENCIAL TEORICO

2. 1 Caracterizacao geral da Familia Bignoniaceae

Esta familia compreende 120 géneros, de ampla distribuicdo nas regides
tropicais de todo o mundo, especialmente frequentes nos trépicos americanos
(Joly, 1998). Sdo plantas lenhosas, arbustivas ou arbdreas, e também trepadeiras;
apresentam folhas compostas, raramente simples, de disposi¢do oposta; flores
grandes e vistosas, diclamideas, hermafroditas, pentdmeras, de simetria
zigomorfa. Possui fruto capsular seco, loculicida ou septicida, sempre com

sementes aladas, raramente indeiscentes com sementes nao aladas (Joly, 1998).

2.2 Descrigao da espécie

Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sand. pertence a familia Bignoniaceae e é
conhecida popularmente como ipé-branco, pau d’arco ou ipé-do-cerrado
(Lorenzi, 2000).

O ipé-branco (Tabebuia roseo-alba) é encontrado em altitudes de 20 a
1.600m, em regides com precipitacdo média anual de 1.500mm, com verdo
chuvoso e periodo de trés a cinco meses de déficit hidrico, como ocorre na
regido central de Minas Gerais. Tolera temperaturas médias anuais de 14°C a
21°C, sendo a temperatura do més mais frio de 10°C a 20°C e do més mais
quente de 18°C a 26°C, em diversos tipos climaticos. E uma espécie secundaria,
decidua, ocorrendo nos estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do
Sul, Goias e norte de Sdo Paulo e, ainda, em alguns estados do nordeste;
particularmente encontrada em terrenos pedregosos.

E uma espécie de habito arbdreo, com porte entre 5 a 10 m, com copa
alongada. Possui tronco ereto, de 40 a 50 cm de didmetro (Pott & Pott, 1994). A
espécie € extremamente ornamental, ndo somente pelo exuberante florescimento,

mas também pela folhagem densa de cor verde azulada e forma piramidal da



copa; também é Gtima para o paisagismo, sendo amplamente utilizada e indicada
para arborizagdo urbana, dado seu porte ndo muito grande; é atil para
reflorestamentos em fungdo de sua adaptacdo em terrenos secos e pedregosos
(Lorenzi, 2000).

Floresce, principalmente, durante os meses de agosto a outubro com a
planta totalmente despida de folhas. A frutificacdo é pequena em relagdo a
florada (Pott & Pott, 1994). Os frutos amadurecem a partir de outubro (Lorenzi,
2000).

As sementes devem ser colhidas logo apds iniciarem a abertura
espontanea, sdo pequenas e 1Kg contém aproximadamente 71.000 sementes. A

germinacdo das sementes recém colhidas em substrato organo-argiloso é em
torno de 40% (Lorenzi, 2000).

Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta (A), de um ramo com flores (B) e
de sementes (C) de Ipé-branco. (Foto da &rvore: Cristiano Martinotto)



2.3 Germinacgéo

A germinacdo é considerada um dos estadios mais criticos do
desenvolvimento vegetal, sendo caracterizada por processos fisio-metabolicos de
natureza complexa que levam a retomada do crescimento do eixo embrionario
da semente e & protrusdo da radicula do tegumento. Inicia-se com a absorc¢ao de
agua pela semente (embebicdo) e finaliza-se com o inicio da elongacdo do eixo
embrionario, usualmente a radicula (Bewly & Black, 1994).

Santana (2003), define que a germinacdo é composta por 3 fases:
embebicdo, indugdo do crescimento (quanto acontece a reativacdo do
metabolismo) e protrusdo da radicula.

Segundo Bewley & Black (1994), a embebigdo pode ser definida como o
conjunto de processos fisicos que ocorrem em funcdo das propriedades dos
coldides. Suas dimensGes variam com a permeabilidade do tegumento, a
composic¢do quimica da semente, da area de contato entre a semente e a &gua,
com a pressao hidrostatica e o estado fisiologico da préopria semente.

Para a retomada do crescimento do embrido, a semente deve estar
madura, bem constituida, com poder germinativo e a0 mesmo tempo deve
receber do meio exterior, 4gua e oxigénio em quantidades suficientes para
assegurar um intenso metabolismo (Borges & Rena, 1993).

Para ipé-branco, Lorenzi (2000), relata que as sementes germinam em
baixa porcentagem, geralmente préximo a 40%. Degan et al. (2001), trabalhando
com sementes de ipé-branco colhidas no estddio maduro, obtiveram germinacgao
maxima de 56,7%. Mello & Eira (1995), também obtiveram germinagdo maxima
variando de 50 a 60%, para a mesma espécie. Valores estes bastantes baixos

para producdo em larga escala.



2.4 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas, nas
quais um explante (célula, tecido ou 6rgdo) é isolado e cultivado em condicdes
assépticas, em um meio artificial. O principio basico da cultura de tecidos € a
totipotencialidade das células, ou seja, qualquer célula no organismo vegetal
contém toda a informacao genética necessaria para a regeneracdo de uma nova
planta (Torres et al., 1998).

Muitas técnicas podem ser utilizadas para o cultivo in vitro, podendo ser
por morfogénese direta, pelo desenvolvimento de novos érgdos diretamente de
um explante ou por morfogenese indireta, via cultura de calos. Esses calos
podem ser submetidos a determinadas condigfes hormonais, as quais podem
estimular o crescimento da massa de células de forma desorganizada ou o
desenvolvimento de 6rgdos como gemas, raizes ou embrides, por organogénese
ou embriogénese (Caldas, 1996).

Atualmente, a modalidade de maior interesse e aplicacdo na propagagéo
de plantas é a micropropagacdo, que reune caracteristicas tais como
multiplicagdo rapida de plantas selecionadas, obtencdo de mudas livres de
patdgenos, conservagao e transporte de germoplasma (Nascimento, 2006).

A micropropagacdo de espécies lenhosas vem sendo estudada ha vérias
décadas e tem como objetivos basicos o estabelecimento de uma metodologia de
multiplicagdo clonal de individuos superiores ou a conservacdo genética por
meio da criacdo de bancos de germoplasma, a qual tem sido realizada
principalmente por cultivo de gemas pré-existentes ou cultura de calos derivados
de diferentes tecidos (Nascimento, 2006).

Nos tecidos submetidos ao cultivo in vitro, o controle da organogénese €
feito pela introducdo exogena de fitoreguladores em substratos diversos. A
retirada de um fragmento de tecido de um organismo integro e a sua colocacéo

em um meio de cultura contendo nutrientes e fitoreguladores tem como



conseqliéncia a liberacdo de células do controle, as que estdo submetidas neste
organismo. Desta forma, submetem-se a uma nova condi¢do, na qual a
capacidade de divisdo pode ser readquirida e 0 genoma expressar-se de novas
formas, conduzindo-a a novos padrfes de diferenciagdo (Handro, 1989). Estes
eventos podem levar, de diversas maneiras, a formacdo de novas estruturas
organizadas, num processo morfogenético que ocorre “de novo” (Lima, 2004).
As técnicas de micropropagacdo apresentam vantagens em relagdo aos
métodos vegetativos convencionais de propagacdo. Segundo Kerbauy (1997),
algumas dessas vantagens sdo: producdo de mudas uniformes em um curto
periodo de tempo, controle efetivo de doencas, facilidade no manuseio e

transporte, independéncia da sazonalidade e espaco fisico de cultivo reduzido.

2.4.1 Micropropagacao de plantas lenhosas

Atualmente, a micropropagacdo é praticada com éxito em espécies
horticolas, ornamentais e, mais recentemente, em espécies lenhosas. A atividade
comercial de micropropagacdo hoje se concentra principalmente na limpeza
clonal e na multiplicacdo de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas. Em
segundo plano, inserem-se as plantas lenhosas, com destaque para a propagacao
de porta enxertos de frutiferas de clima temperado e de arvores elite de esséncias
florestais de rapido crescimento (Soares, 2003).

Na ultima década, apesar de ndo ser muito difundida a técnica de instalar
laboratorios junto a viveiros, algumas empresas de reflorestamento tém realizado
a propagagdo vegetativa in vitro de arvores selecionadas (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Outra aplicacdo para a utilizagdo de micropropagacdo de espécies
lenhosas € para multiplicacdo de espécies raras como, por exemplo, a pera-do-
cerrado (Eugenia klotzchiana) ou para espécies que produzem poucas sementes,

como a sucupira-branca (Pterodon pubescens). Nesses casos, a producdo de



mudas é insuficiente para atender & demanda e também & conservagdo de
espécies ameagadas de extin¢do em bancos de germoplasma. No entanto, alguns
fatores dificultam a micropropagacdo de espécies lenhosas, como a grande
variabilidade genética existente em plantas de espécies nativas e a maior
dificuldade de crescimento e diferenciagéo in vitro (Coelho, 1999).

O ipé-branco é uma espécie nativa que apresenta um grande potencial
para a arborizagdo urbana e tem sua propagacdo dificultada pela baixa taxa de
germinagdo das sementes, havendo assim a necessidade de se produzir

protocolos para a sua propagacéo in vitro.

2.4.1.2 Calogénese

A calogénese é uma das metodologias mais aplicadas no cultivo in vitro.
A cultura de calos consiste na inducdo e manutencdo de células ndo
diferenciadas do parénquima, constituindo uma massa de células com pequeno
grau de organizacdo, obtida pela inoculacdo de partes da planta para um meio de
cultura adequado, frequentemente contendo combinacfes apropriadas de
fitorreguladores (Collin & Dix, 1990). Segundo Torres et al. (1998), os calos
podem se diferenciar em tecidos e 6rgdos. E um método que possibilita a
propagacdo em massa de uma espécie, sendo também utilizado para a producgao
de metabdlitos secundarios e pré-requisito para a transformacdo genética
(Santos, 2004).

2.4.1.3 Curva de Crescimento de Calos

Para a indugéo de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante. Entretanto, procura-se utilizar aqueles que contenham
maior proporc¢do de tecido meristeméatico ou que apresentem maior capacidade

de expressar totipoténcia. No entanto, explantes oriundos de tecidos jovens nao



lignificados, sdo mais adequados para a inducdo de calogénese por possuirem
alta capacidade de regeneracéo (Pierik, 1990).

A importancia de se estabelecer a curva de crescimento, de calos de uma
espécie esta na identificagdo das fases distintas do crescimento. A partir deste
estudo, pode-se prever o momento exato de repicagem dos calos para um novo
meio de cultura, ou a possibilidade de sua utilizacdo em suspensdes celulares
visando a producdo de metabdlitos secundarios (Smith, 1992).

Segundo George (1996), o crescimento e o desenvolvimento de calos
podem ser verificados pela sua curva de crescimento, que normalmente exibe 5
fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragdo e estacionaria. A fase lag
se caracteriza como a de maior producédo de energia, correspondendo ao periodo
que as células se preparam para o inicio da divisdo celular, visando sua
expansdo, onde ocorre o0 inicio da mobilizacdo de metabdlitos, sintese de
proteinas e compostos especificos, resultando em um pequeno crescimento de
calos. A fase exponencial é biossintética, possuindo maior crescimento de calos,
devido a alta taxa de divisdo celular e ao aumento do numero de células. A fase
linear caracteriza-se por diminui¢do da divisdo, mas aumento de volume celular;
a fase de desaceleracdo é o0 momento em que as culturas devem ser transferidas
para outro meio, pois ocorre a redugdo de nutrientes, producdo de produtos
toxicos, secagem do &gar, conseqiiéncia da reducdo do oxigénio no interior das
células. Na fase estaciondria, ocorre maior acimulo de metabdlitos secundarios
(Smith, 1992).

2.4.1.4 Aspectos Bioquimicos

Durante o desenvolvimento e o crescimento dos calos, ocorrem
mudangas bioquimicas nas suas células. O estudo dessas mudangas fornecem
subsidios aos processos de estabelecimento in vitro, propiciando a otimizagdo

das condicdes de seu cultivo.



Proteinas, aminoacidos, aglcares estruturais e nao estruturais, lipideos,
acidos organicos, acidos nucléicos e pigmentos estdo presentes nos tecidos
vegetais e essas substdncias podem ser classificadas em macro ou
micromoléculas, de acordo com o seu peso molecular ou por unido de moléculas
simples ligadas por covaléncia (Lehninger et al., 1995).

As analises dos niveis de proteina e aminoacidos em tecidos
vegetais sdo0 muito comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). As proteinas
sdo macromoléculas, constituidas por cadeias de aminoéacidos ligados por um
tipo especifico de ligacdo covalente. Essas moléculas podem apresentar fungdes
estruturais, de transporte, controle do crescimento, diferenciacdo ou fungéo
enzimatica (Lehninger et al., 1995).

A andlise quantitativa de aminoacidos é importante para a determinagéo
da estrutura de proteinas e de complexos peptidicos similares, 0s quais sdo
elementares para a determinagdo quimica de amostras de moléculas orgéanicas
(Soares, 2003).

Outra classe de moléculas que se destaca em tecidos vegetais sdo 0s
acucares ou carboidratos, os quais atuam como forma de armazenamento de
energia, como importantes constituintes e suporte de tecidos ou também como
provedores de esqueletos de carbono para compostos organicos sintetizados
pelas células (Serra et al., 2000). Podem ser classificados como agucares
redutores, como a glicose e a frutose, enquanto que a sacarose, um agucar ndo-
redutor, tem funcdo de armazenamento e transporte. A determinacdo dos niveis
de acucares tem aplicacdo em varios estudos fisioldgicos, ja que revela as
reservas prontamente disponiveis para o crescimento (Passos, 1996).

A determinacdo dos tipos e dos niveis de carboidratos é de importancia
fundamental em calos considerados de alta capacidade de regeneracéo,

indicando potencialidades industriais de plantas clonadas. As altera¢cbes mais
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acentuadas nos niveis de carboidratos estruturais ocorrem na fase de crescimento

ativo exponencial, durante a formacédo da parede celular (McKee et al., 1995).

2.5 Aspectos Anatbmicos

Para se obter conhecimento das estruturas internas dos vegetais, €
necessario o entendimento das func¢bes peculiares em cada 6rgdo da planta, visto
que diferentes condi¢des ambientais influenciam diretamente nas suas estruturas
anatémicas (Lima, 2004). A anatomia foliar em plantas micropropagadas é de
grande importancia para estudos comparativos do desenvolvimento de seus
tecidos e estruturas adaptativas, como espessura de cuticula, disposicdo de
células, dimensdo e numero de estbmatos, entre outros. Esses estudos podem
servir de base para pesquisas relacionadas ao desenvolvimento durante a
aclimatizacgdo, a qual se caracteriza por uma elevada mortalidade, muitas vezes
inviabilizando a micropropagacéo de algumas espécies (Martinotto, 2004).

Larcher (2000) relata que as respostas de controle da abertura estomética
diferem de acordo com as condigbes ambientais preponderantes durante o
desenvolvimento da folha, como o comportamento anormal do aparato
estomatico sob condicdes de alta umidade durante o desenvolvimento foliar. De
acordo com Preece & Compton (1991), a elevada umidade relativa e a baixa
irradiancia no ambiente in vitro sdo os principais fatores que atuam na
inducdo de alteracfes e funcionalidade de 6rgdos e tecidos, levando-os a
incapacidade de controlar as perdas de 4gua quando estas sdo submetidas a
condicdes adversas, como o ambiente natural.

De acordo com Sutter & Langhans (1979), as folhas novas produzidas
durante a aclimatiza¢do possuem anatomia de transi¢do, que pode conferir maior

habilidade fotossintética e maior capacidade de regulacdo hidrica as plantas.
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O estudo anatdmico de 6rgdos vegetativos das plantulas cultivadas
in vitro pode fornecer informagdes para o controle da morfogénese e auxiliar na

eficiéncia de protocolos de micropropagagao.
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CAPITULO 11

GERMINACAO DE SEMENTES DE IPE-BRANCO



1 RESUMO

ABBADE, Leticia Caravita. Germinagdo de sementes de ipé-branco. In:
Aspectos do cultivo in vitro de Ipé-branco. 2008, Cap. 2, p.17-43. Dlssertagao
(Mestrado em Fisologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.”

O potencial ornamental e as dificuldades encontradas no processo de propagacédo
do ipé-branco por meio de sementes, consequiéncia principalmente da baixa taxa
de germinacdo (40%), valorizam estudos visando melhorar a taxa de germinacéo
para melhor producdo de mudas desta espécie, de maneira répida e eficiente. O
objetivo deste trabalho foi realizar o estudo da composi¢do quimica das
sementes, germinacdo e o indice de velocidade (IVG) das sementes de ipé-
branco em condigdes in vitro e ex vitro. No processo de germinagdo ex vitro,
foram testados o0s substratos:areia, areia +terra, terra e plantmax. Para a
realizacdo da germinacdo in vitro as sementes foram dispostas em meios MS e
WPM, com concentracdo de 100 e 50% de sais, com ou sem carvdo ativado, e
com diferentes concentragdes de GAsz. As sementes de ipé-branco tém caréter
lipidico (68,44%). O substrato mais adequado foi a areia + terra (subsolo) ou
plantmax® hortalicas, que proporcionaram 50% de germinacdo, porém nesses
tratamentos, o IVG foi mais lento quando comparado com o 1VG das sementes
dispostas na terra. Para a germinacgéo in vitro, recomenda-se utilizar o meio MS
com 3mg L™ de GA; ou de 1mg L™ de GA; no meio MS (100%) com 50% de
concentracdo de sais que proporcionam, respectivamente, 88 e 80% de
germinagdo. Os resultados de porcentagem de germinacgdo e 1VG obtidos para
sementes mantidas em meio MS foram superiores quando comparados com
sementes mantidas em meio WPM.

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador).
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2 ABSTRACT

ABBADE, Leticia Caravita. Germination of seeds of Tabebuia roseo-alba. In:

. Aspectos do cultivo in vitro de Ipé-branco. 2008, cap.2, p.17-43.
Dissertation (Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras,
Lavras, MG. "

The ornamental potential and the difficulties for propagation process of
Tabebuia roseo-alba due to reduced seed germination (40%), stimulate research
with the objective of improving seedlings production of this species, fast and
efficient. The objective of this work was to study chemistry composition,
germination and germination speed index (GSI) in seeds of Tabebuia roseo-
alba, in conditions in vitro and ex vitro. For ex vitro germination was tested the
substrates: land, mix of land and sand, sand and plantmax. For in vitro
germination seeds were inoculated in MS and WPM culture medium, with 100
and 50% of salt’s concentration with charcoal active and supplemented with
different concentration of GA;. The Tabebuia roseo-alba seeds were lipidics
(68,44%). The ideal substrate to ex vitro germination is the mix of the sand with
land (subsoil) or plantmax® (50%), however they provides a slower VG though
compared with 1VG of the land. Higher in vitro germination was obtained using
MS with 50% of concentration supplemented with 1mg. L™ of GA; or MS
(100%) with 3mg. L™ of GAs, 80 e 88%, respectively. The germination and IVG
was highest in MS culture medium when compared with the seeds on WPM
culture medium.

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador).
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3 INTRODUCAO

O Brasil esta entre 0s paises que mais devastam o meio ambiente e 0s
recursos naturais. Situa-se também entre os paises com maior diversidade
biolégica do mundo e, a0 mesmo tempo, uma das menos estudadas. Assim,
estudos para o0 conhecimento e preservacdo da sua flora e fauna sdo de
fundamental importancia. No caso particular da germinacdo das sementes,
algumas informagbes fragmentadas existem para espécies dos ecossistemas
brasileiros, mas, muito pouco, ao se considerar o potencial bioldgico que existe
para ser conhecido (Borghetti, 2000).

Os estudos sobre germinagao das espécies nativas do cerrado ainda séo
incipientes quando comparados aos de espécies de outros biomas brasileiros.
O crescente interesse por parte dos pesquisadores neste tipo de vegetacdo esta
revelando, aos poucos, seu potencial (Coelho, 1999).

Para que 0 processo de germinagao ocorra, € necessario que as sementes
estejam viaveis, as condi¢cbes ambientais sejam favoraveis e que as sementes
ndo estejam dormentes. A germinacdo fisioldgica comeca com a embebigdo de
agua pela semente e se completa com o inicio da elongacdo do eixo embrionério;
este processo é caracterizado, normalmente, pela emisséo da radicula (Bewley &
Black, 1994). Sob o ponto de vista tecnolédgico, a germinagdo s6 se completa
quando hd o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido,
manifestando a sua capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob
condi¢des ambientais favoraveis (Nassif et al., 1998).

A baixa longevidade natural das sementes de ipé esta ligada a pequena

quantidade de substancias de reserva armazenadas na semente (Kageyama et al.,
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1992) e ao elevado teor de 6leo em sua composicdo quimica (Freitas et al.,
1979). Segundo Oliveira et al. (2004), sementes de ipé ndo toleram o
armazenamento por dois anos, apresentando, apds esse periodo, 86% de
sementes mortas. A germinacdo das sementes recém colhidas de ipé-branco em
substrato organo-argiloso € em torno de 40% (Lorenzi, 2000).

A taxa de germinacdo de sementes de algumas espécies pode ser
aumentada quando sdo utilizados métodos de cultura de tecidos, principalmente,
quando as sementes apresentam dorméncia, endosperma reduzido ou grande
infestacdo por microrganismos (Fay, 1992). Durante o cultivo in vitro, as
solucBes de sais e agucares que compdem o0s meios de cultura ndo exercem
efeito puramente nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a
morfogénese por meio de propriedades osméticas (George, 1996).

Diversas formulacGes de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in
vitro. Ndo ha uma formulagdo padrdo, mas o meio MS (Murashige & Skoog,
1962), com suas modificacGes e diluigdes, tem sido utilizado com sucesso para
diversas espéecies (Tabela 1B, Anexo B). Para espécies lenhosas, entretanto, o
meio MS ndo se mostra satisfatorio em alguns casos, e composi¢des mais
diluidas em macronutrientes apresentam melhor desempenho (Grattaplaglia &
Machado 1998). O meio nutritivo WPM (Lloyd & McCown, 1980), por
exemplo, apresenta 25% das concentragdes de ions nitrato e aménia do meio
MS, além de maior concentracdo de potassio e de ions sulfato, sendo
amplamente utilizado para a micropropagacdo de espécies lenhosas (Pasqual,
2001), (Tabela 2B, Anexo B).

A presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura é também
importante na regulacdo da germinagéo in vitro. Sabe-se, hoje, que as giberelinas
ttm um papel-chave neste processo, estando diretamente envolvidas e
desenvolvendo um importante papel tanto na quebra da dorméncia como no

controle da hidrolise de reservas, da qual depende o embrido em crescimento
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(Nascimento, 2006; Taiz & Zeiger, 2004).

Isso pode provocar o amolecimento das camadas externas da semente,
aumentando o suprimento de agua e liberando os agucares das paredes celulares
(Franco & Ferreira, 2002). As giberelinas atuam na expressdo génica, ativando a
sintese de vérias enzimas, incluindo aquelas que hidrolisam e mobilizam
reservas dos tecidos (Jeller & Perez, 2001).

Segundo Dodd & Donovan (1999), a presenca de uma concentragao
maior ou menor de sais, ou outros compostos osmoticamente ativos, no meio de
germinacdo, de acordo com a espécie e com o potencial osmético de suas
sementes, podera ser o fator responsavel pela adequada hidratagcdo das mesmas.
Consequientemente, poderd viabilizar ou inviabilizar a ocorréncia do processo
germinativo, a partir de uma embebicdo adequada ou néo.

O objetivo do presente trabalho foi determinar a composi¢do quimica
das sementes, avaliar a porcentagem de germinacdo e o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) de sementes de ipé-branco dispostas em diferentes substratos
(ex vitro) e comparé-las com a germinacdo e IVG in vitro realizada em meios
MS e WPM, na presenca ou auséncia de carvdo ativado e suplementados com

diferentes concentragdes de giberelinas (GA3).
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Determinacdo do teor de 4gua das sementes

O teor de 4gua nas sementes foi determinado utilizando-se o método de
estufa a 105°C + 2°C por 24 horas com quatro repeticdes de 1 g. O resultado foi
expresso em porcentagem, com base no peso Umido, calculado pela formula de
Brasil (1992):

Pu —Pi
U(%) = T *100, onde:
u
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U é a umidade das sementes;

Pu é 0 peso da semente Umida;

Ps é 0 peso da semente seca.

4.2 Analises bioquimicas das sementes

Para a realizacdo das analises bioquimicas foram utilizadas sementes de
ipé-branco provenientes do mesmo lote dos experimentos de germinacao.

As sementes foram moidas e pesadas para compor o extrato. Para o
extrato da quantificacdo de acucares redutores, 1g de sementes foi diluida em
10mL de &gua. Para o extrato da quantificacdo de agUcares solUveis totais,
proteinas e aminoacidos, 1g de sementes foi diluida em 20 mL. Para o extrato da
quantificacdo de amido, 0,5 g de sementes foi diluida em 1,5 mL de 4gua com
2,5 mL de acido perclorico (52%) e procedeu-se a quantificacdo pelos aglcares
solGveis totais. Os extratos foram centrifugados a 6500g, durante 20 minutos, em
centrifuga refrigerada a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi separado do
"pellet”, e colocado em eppendorf de 1,5 mL, e utilizado na quantificacéo.

O teor de acgucares sollUveis totais foi determinado segundo a
metodologia descrita por Yemm & Willis (1954). Em aliquotas de 20 uL do
extrato bruto foram adicionadas 998uL de agua destilada e 2,0 mL do reagente
antrona (20 mg de antrona, 0,5 mL de agua destilada e 10 mL de H,SO,
concentrado). Apds agitacdo, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5
minutos. Estas foram levadas para leitura em espectrofotdmetro a 620 nm. Os
valores foram expressos em miligramas de glicose por grama de matéria fresca (mg
glicose g* de MF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes
concentracgdes de glicose.

A determinacdo dos acgucares redutores foi realizada por meio da
metodologia descrita por Miller (1959), utilizando-se o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Em aliquota de 10uL do extrato bruto foram

adicionados 1,65mL de agua destilada e 1,0 mL do reagente DNS. A mistura
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formada foi homogeneizada em agitador e levada ao banho-maria a 100°C por 5
minutos, sendo posteriormente resfriada & temperatura ambiente e completada com
agua destilada até um volume de 5 mL. As amostras foram levadas para leitura em
espectrofotdmetro a 540 nm. Os valores foram expressos em miligramas de glicose
por grama de matéria fresca (mg glicose g ' de MF), com base na curva padrdo
obtida a partir de diferentes concentragdes de glicose.

Para a determinacdo dos teores de aminodcidos utilizou-se o método
descrito por Stein & Moore (1948). Em aliquotas de 10 puL do extrato bruto
foram adicionados 998uL de dgua destilada. Foi adicionado, também, 1,7 mL dos
reagentes: tampéo citrato de sodio 0,2M, pH 5,0; reagente de ninhidrina 5%
em metilcelosolve e KCN 2% em metilcelosolve. As misturas foram
agitadas e levadas ao banho-maria, 100°C, durante 20 minutos. Para leitura a 570 nm
em espectrofotdmetro foi adicionado 1,3 mL de etanol 60% (v/v). Os valores
foram expressos em miligramas de aminoécidos por grama de massa fresca (mg
aminoécidos g de MF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes
concentragtes de glicina.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de
Bradford (1976), que se baseia no principio da associacdo entre proteina e
corante. Em aliquotas de 10uL do extrato bruto foram adicionados éagua
destilada e 5,0 mL do reagente Commassie Blue (constituido de 0,01% de
Commassie Blue G-250, 8,5% de &cido fosfdrico e 4,7% de etanol).
Apos isto, as amostras foram homogeneizadas em agitador e procedeu-se a
leitura em espectrofotémetro a 595nm. Os valores foram expressos em miligramas
de proteina por grama de massa fresca (mg proteina g™ de MF), com base na curva
padréo obtida a partir de diferentes concentracdes de soro-albumina bovina (BSA).

O teor de lipideos foi feito por método gravimétrico no laboratério de
Bioquimica no Departamento de Quimica da UFLA. Foi utilizado o

procedimento padrdo do laboratério, em que sementes foram moidas e colocadas
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em cartuchos de papel filtro, pesadas e transferidas para o conjunto “Soxhlet”,
por um periodo de quatro horas. Foi feita a extragdo continua com refluxo em
presenca de éter etilico. Apds completa evaporacao, e recuperagdo do solvente,

as amostras foram pesadas e o teor de lipideos determinado.

4.3 Germinac&o ex vitro

Sementes de ipé-branco foram colocadas a 1,0 cm de profundidade, em
bandejas plasticas contendo cada uma os diferentes tipos de substratos:
plantmax® para hortalicas, areia, terra de subsolo e areia + terra de subsolo na
proporcao de 1:1 (v/v). Foram mantidas por um periodo de 30 dias em casa de
vegetacdo, sob temperatura de 25+2°C, irradidncia de 67 umol.m?s* e
fotoperiodo de 16 horas. Apos este periodo, avaliou-se a percentagem de
germinacdo e o indice de velocidade de germinacédo (1VG).

O IVG foi determinado registrando-se o numero de sementes
germinadas por dia até o final do experimento, calculado pela formula de
Maguire (1962):

IVG= ) , onde:

At

S é a quantidade de cada semente germinada por dia; e
At é o tempo, em dias, em que as sementes levaram para germinar apos a
semeadura.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com
4 repeticBes, sendo cada repeticdo composta por 6 sementes. As médias dos
tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, com significancia fixada em
5%.
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4.4 Germinac&o in vitro
4.4.1 Desinfestacdo de sementes

Sementes de ipé-branco foram lavadas em &gua corrente por 30 minutos
e submetidas a quatro testes de desinfestagdo, em camara de fluxo laminar:
sementes imersas em &lcool 70%, por 30 ou 60 segundos e, em seguida, em
solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCI), com 1% de cloro ativo, por 10 ou 20
minutos.

Ao final desses tratamentos, as sementes foram lavadas por trés vezes
em agua destilada e autoclavada e inoculadas em tubos de ensaio contendo o
meio de cultura MS, suplementado com SOgL'1 de sacarose, e solidificados com
6gL™ de 4gar. O pH foi corrigido para 5,8, antes da autoclavagem a 120°C,
durante 20 minutos e 1 atm de pressdo. Apo6s a inoculacdo, as sementes foram
mantidas em sala de crescimento sob irradiancia de 36 pmol m? s™, fotoperiodo
de 16 horas e temperatura de 25+2°C. O delineamento experimental utilizado foi
0 inteiramente casualizado, com 4 tratamentos em fatorial 2 (alcool) x 2
(hipoclorito), com 15 repeticBes cada, sendo cada parcela composta por 1
semente. As médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste de Tukey, a
5%. A avaliacdo foi realizada aos 15 dias de incubacgdo, sendo observada a

percentagem de sementes sadias em cada tratamento.

4.4.2 Efeitos de meio de cultura, carvdo ativado e GA; na germinacao in
vitro de ipé-branco

Sementes de ipé-branco foram lavadas em &gua corrente por 30 minutos

e levadas a camara de fluxo laminar, imersas em &lcool 70%, por 30 segundos e,

em seguida, em solucéo de hipoclorito de s6dio (NaOCI) com 1% de cloro ativo
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por 20 minutos. Ao final deste tempo, as sementes foram lavadas por trés vezes
em agua destilada e autoclavada. Desinfestadas, as sementes foram inoculadas
em tubos contendo os meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962), WPM
(Lloyd & McCown, 1980), MS com redugdo de 50% de concentracéo salina ou
WPM com reducdo de 50% de concentracdo salina. Todos os meios foram
suplementados com GA; nas concentracdes de 0; 0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0mg Lt
em auséncia ou presenca de carvao ativado (0,2%), O pH foi corrigido para 5,8,
antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Ap6s a inoculacdo, as
sementes foram mantidas em sala de crescimento na temperatura de 25+2°C, sob
irradiancia de 36 pmol m?s™ e fotoperiodo de 16 horas.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, com
cinco repeticdes por tratamento, sendo cada parcela composta por 2 tubos de
ensaio contendo uma semente cada, totalizando 10 explantes por parcela.

A avaliacdo foi realizada ap6s 30 dias de incubacéo, sendo observada a
percentagem de sementes germinadas e o VG em cada tratamento. Considerou-
se como germinada, a semente que apresentava a protusdo da radicula. Os dados
obtidos foram submetidos a analise estatistica por meio da anélise de variancia e

de regresséo.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Teor de agua das sementes

O teor de 4gua das sementes foi de 7,32%. Isto se deve pelo periodo de
armazenamento de um ano. Estes resultados estdo de acordo com Oliveira et al.
(2005), que encontraram umidades semelhantes para sementes de ipé-amarelo
(7%) armazenadas por dois anos. Para 0 ipé-roxo, estes mesmos autores
encontraram 8% em sementes armazenadas por 2 anos e 8,3% para sementes

recém colhidas.
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5.2 Analises bioquimicas das sementes
A composi¢do quimica das sementes, com base em seu peso seco, esta

relacionada na Tabela 1.
Tabela 1. Composic¢do quimica, em porcentagem, das sementes de ipé-branco,

com base em seu [PESO SecoO.

Composto Porcentagem (%)
Lipideos 68,44
Amido 9,01
Acucares soluveis totais 4,99
Acucares redutores 2,97
Aminoacidos 10,12
Proteinas 3,41
QOutros 1,06
Total 100

Geralmente, quanto menor a semente e quanto menor a quantidade de
substancias de reserva da mesma, menor seu periodo de viabilidade (Kageyama
& Marquez, 1981). O elevado teor de lipideos das sementes, mais instavel do
que os hidratos de carbono, é responsdvel por uma deterioracdo mais rapida das
sementes (Harrington, 1972).

A curta longevidade natural das sementes de ipé est4 ligada a pequena
quantidade de substancias de reserva armazenadas na semente e ao elevado teor
de 6leo em sua composi¢do quimica (Degan et al, 2001). O ipé-branco possui

esta caracteristica, contendo 68,44% de lipideos em sua composigdo quimica.

5.3 Germinagao ex vitro
Observou-se diferencas significativas entre as porcentagens e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de ipé-branco germinadas em

fungéo dos diferentes substratos testados (Tabela 1A, Anexo A).
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A Tabela 1 apresenta as porcentagem de geminagdo e IVG. A
porcentagem de germinagdo de sementes de ipé branco foi melhor quando estas
foram mantidas em terra + areia ou plantmax® (50%). Apesar desse valor ainda
baixo, é semelhante ao previsto para a espécie conforme Lorenzi (2000),
indicando que as sementes de ipé-branco germinam em porcentagem proxima a

40%.

Tabela 1. Porcentagem de germinacdo e 1VG de sementes de ipé-branco em

fungéo dos diferentes substratos

Substratos % Germinagéo Tso VG

Plantmax® 50 a 0,890 b*
Terra 35 b 0,950 a
Terra + Areia (1:1) 50 a 0,810 ¢
Areia 40 b 0,882 b

*Medias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a nivel de 5% de significancia

Degan et al. (2001), trabalhando com sementes de ipé-branco colhidas
no estadio maduro, germinadas em papel de filtro, com fotoperiodo de 8h. e
temperatura de 25°C, obtiveram germinagdo maxima de 56,7%. Mello & Eira
(1995), também obtiveram germinacdo maxima variando de 50 a 60%, para a
mesma espeécie.

Verifica-se, aos 30 dias, que nesses tratamentos o indice de velocidade
de germinacdo (IVVG) foi inferior em relacdo ao IVG das sementes em terra,
indicando que a germinacao foi mais efetiva, porém mais lenta. O aspecto visual

das sementes de ipé-branco germinadas ex vitro pode ser observado na Tabela 2.
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Tabela 2. Aspecto visual da germinagdo de ipé-branco aos 10 dias (A) e aos 20
dias (B), em diferentes substratos.

) Substratos
Dias _ - ®
Areia Terra+Areia Terra Plantmax
10
20

5.4 Germinagdo in vitro
5.4.1 Desinfestacdo de sementes

A andlise de variancia demonstrou que os diferentes tempos de alcool
(70%) e hipoclorito (1%) foram significantes na desinfestagdo de sementes de
ipé-branco para o cultivo em meio de cultura (Tabela 2A, Anexo A). As
sementes que foram imersas em alcool (70%) por 60 segundos e hipoclorito 1%
por 10 minutos apresentaram a melhor porcentagem de sementes normais (sem
contaminacdo), ndo ocorrendo oxidagdo, sendo este entdo o melhor tratamento
(Figura 1).
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Porcentagem de sementes de ipé-branco normais, com contaminagéo e
com oxidacdo em funcdo dos tratamentos de alcool e hipoclorito (1%
de cloro ativo). Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si para cada coluna, pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

O resultado deste estudo concorda com os resultados observados por

Andrade

et al. (2000), que desinfestaram sementes de aroeira (Myracrodruon

urundeuva) em alcool 70% por 60 segundos, seguido de hipoclorito de sddio 1%

por 10 minutos, e as lavaram trés vezes com &gua destilada, e estas ndo

apresentaram nenhum tipo de contaminante.

Quando o tempo de imersdo em hipoclorito € aumentado, as sementes

passaram

a apresentar sinais de oxidagéo, pois 0 meio de cultura apresentou-se

escurecido com o passar do tempo. Preece & Compton (1991), verificaram que

as substa

ncias responsaveis pela oxidacdo de espécies lenhosas cultivadas in

vitro eram fendis, flavondides e taninos.

31



5.4.2 Efeito de meio de cultura, carvéo ativado e GA; na germinagao in vitro
de ipé-branco

5.4.2.1 Efeito do meio de cultura MS e GA;

Foram observadas diferencas estatisticas significativas na porcentagem
de germinacdo e 1VG em todo os meios testados ( Tabelas 3A e 4A, Anexo A).
Quando as sementes foram dispostas no meio MS, a germinacéo foi favorecida,
com o incremento das concentracdes de GA; aplicadas, conforme observa-se na
Figura 2. Melhor germinacdo (67%) ocorreu das sementes mantidas em meio

MS suplementado com 2,82mg L™ de GA,.

Yus= 5,68x% + 32,54x + 19,78 R%= 66%
Y mssow = 3,73x3 +11,35x + 62,88 R?=79%

100 Ysica= -6,82x2+28,23x+ 32,20 R?=54%
S0 P
aa
70
60
50
40
30 ’
20
10

& MS

—— L ——
e - -
-

MS 50%

A MS+CA

% de Germinagao

0] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracdo de GA,(mgL?)

Figura 2. Porcentagem de germinacgdo de sementes de ipé-branco em funcéo de
diferentes concentracfes de GA; cultivadas em meio MS com ou sem

carvéo ativado e MS com 50% de concetragéo de sais.
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Para 0 meio MS com 50% de concentracdo de sais, a concentracéo de GA;
ideal foi de 1,52mg L™ com 72% de germinagéo esperada. Neste meio, menores
doses de giberelinas sdo necessarias e atingem a maior taxa de germinagao.

Para o meio MS com carvéo ativado, a dose ideal de GA;foi 2,06 mg L?
com a porcentagem de germinagdo de 62%. Assim, como no meio MS com a
reducdo de 50% de concentracdo de sais, a suplementacdo com pequenas doses
de GA; favoreceram a germinagdo, porém este meio apresentou niveis mais
baixos de germinacéo.

O maior indice de velocidade de germinacdo ocorreu em sementes
dispostas no meio MS com 1mg L™ de GA; (1,253). Observa-se na Figura 3 que
no meio MS o aumento das concentracdes de GAs; além de favorecer a
porcentagem de germinacdo, promoveu também o aumento do indice de
velociade de germincacdo (IVG). Este indice foi reduzido com o aumento das

concentracoes de GA;,
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Yus = 0,06x% -0,23x+0,71 R?=39%

Yusson = 0,01x% + 0,21x + 1,02 R?=78%
14 Yus +ca=-0,03x% + 0,19x + 0,27 R?=80%
1,2
1 .

IVG

* MS
MS 50%

AMS+CA

0] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concentracdes de GA, {mg.L 1)

Figura 3. indice de velocidade de germinacdo de sementes de ipé-branco em
fungdo de diferentes concentracbes de GA; suplementadas ao meio
MS com ou sem carvao ativado e MS com 50% de concentracdo de

sais.

5.4.2.2 Efeito do meio de cultura WPM e GA;

De acordo com a analise de variancia (Tabelas 5A e 6A, Anexo A),
houve diferencas estatisticas significativas para a germinacao e IVG em todos o0s
meios testados. Com o uso do meio WPM, a suplementacdo com GA; nédo foi
eficiente para a germinacdo do ipé-branco, ocorrendo maiores porcentagens na
auséncia deste regulador.

O meio WPM com 50% de concentracdo de sais apresentou uma curva
semelhante ao WPM, porém com germinacdo muito reduzida. O uso de GA;

para este meio ndo se faz necessario. Quando o meio WPM foi suplementado
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com carvao ativado, a presenca de GA; favoreceu a porcentagem de germinacao,

atingindo 70% na concentracio de 2mg L™

Ywem = 8,48x% - 37,05x + 76,6 R?=80%

Y wemson = 6,96%% -26,40x + 36,47 R?=68%
90 2 2

Ywem + ca= -7,32x% + 30,58x + 34,36 R?=90%

[=]

uo

O

(1]

£

£ *WPM

1]

§ WPM 50%

AWPM + CA

10
0

0] 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4

Concetracdesde GA, (mg.L 1)

Figura 4. Porcentagem de germinacgdo de sementes de ipé-branco em funcéo de
diferentes concentracfes de GA; cultivadas em meio WPM com ou

sem carvao ativado e WPM com 50% de concetracéo de sais

O indice de velocidade de germinacdo mais rapido foi observado em
sementes mantidas no meio WPM, sem adi¢é@o de GA; (0,786), sendo inferior ao
observado no meio MS. O meio WPM e WPM com reducéo de 50% de sais
apresentou queda no IVG até a concentracio de 2mg L™ de GA; Apls essa
concentragdo, doses maiores de GA; passaram a aumentar o IVG. Ja no meio
WPM com carvao ativado, esta analise inverteu-se, sendo o I\VVG favorecido até

a 2mg L™ Ap6s esta concentracio, doses maiores de GA; passaram a prejudicar

o IVG.
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Ywem = 0,10x% - 0,48x + 0,75 R?*=92%
Ywemson = 0,04x% - 0,19x + 0,28 R?=70%

1,20 Ywem +ca=0,08x2+0,30x + 0,32 R®=41%
1,00 A
0,80 ¢

* WPM
0,60

0,40 ‘T’ s
,

0,20

IVG

> WPM 50%

A AWPM+CA

0,00
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4
Concentracdes de GA, {mg.L 1)

Figura 5. indice de velocidade de germinacdo de sementes de ipé-branco em
fungéo de diferentes concentracdes de GA; cultivadas em meio WPM

com ou sem carvdo ativado e WPM com 50% de concetracéo de sais.

Analisando os resultados obtidos, ocorreu maior porcentagem de
germinacao para sementes mantidas no meio MS suplementado com 3mg L™ de
GA;, seguida do meio MS com 50% de concentragdo de sais suplementado
com 1mg L™ de GA;. A maior velocidade de germinagéo foi observada em
sementes mantidas no meio MS com 50% de concentragdo de sais suplementado
com 1mg L™? de GAs. Estes resultados estdo acordo os observados por Soares
(2005), que obteve uma maior porcentagem de germinacdo de sementes de
mangabeira em meio nutritivo MS com 50% de concentracéo de sais.

Apesar de plantas lenhosas geralmente desenvolverem-se melhor em

meio WPM para a germinagdo, para o ipé-branco este fato ndo foi verificado. O
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meio WPM (Lloyd & Mc Cown, 1980), apresenta composi¢Oes mais diluidas em
macronutrientes como, por exemplo, os ions nitrato e amdnia do meio estdo em
concentragdes inferiores e também pela menor quantidade de aminoéacidos e
vitaminas em relagdo a composicdo do meio MS. Estes fatores prejudicaram a
germinacdo das sementes de ipé-branco no meio WPM, uma vez que, na
composicdo da semente, os aminoacidos, proteinas e agucares redutores, que
estdo prontamente disponiveis para a semente, sdo baixos. Com a utilizacdo de
WPM com 50% de concentracdo de sais, as menores porcentagens de
germinacdo e os IVG’s mais baixos foram observados.

Foi verificado também que a taxa de germinacdo in vitro foi bastante
superior a observada quando as sementes foram dispostas em substratos. Estudos
sobre germinacéo in vitro de Pothomorphe umbellata (Viana et al., 1999) e de
Norantea brasiliensis (Campos, 2003), também mostraram maior germinacao
quando comparadas as cultivadas ex vitro. Bhattacharya & Khuspe (2001),
encontraram melhores resultados na germinagdo de diferentes cultivares de
mamoeiro (Carica papaya) na condi¢do in vitro, tanto para o IVG quanto para a
porcentagem, do que na condicdo ex vitro. Santos (2004), obteve maior
porcentagem de germinagdo e IVG em sementes de pequizeiro (Caryocar

brasiliense), quando cultivados in vitro.

6 CONCLUSOES

- A semente possui umidade de 7,32% e é uma semente lipidica
(68,44%).

- No processo de germinacdo ex vitro, o substrato mais adequado é a
associacio de areia e terra de subsolo ou o uso de plantmax® para hortalicas
(50%). Estes substratos, no entanto, proporcionam um IVG mais lento em

comparagdo com sementes dispostas em terra.
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- Para a germinac&o in vitro, recomenda-se utilizar o meio MS com 3mg
L de GAs, ou de 1mg L™ de GA; no meio MS com 50% de concentragdo de
sais, proporcionando 88 e 80%de germinacéo, respectivamente.

- A porcentagem de germinagdo e VG obtidos para sementes mantidas
em meio MS sdo superiores quando comparados com a utilizagdo do meio
WPM, devido a baixa quantidade de aminoécidos e proteinas encontradas nas

sementes de ipé-branco.
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CAPITULO 111

INDUCAO DE CALOS EM EXPLANTES FOLIARES DE
IPE-BRANCO



1 RESUMO

ABBADE, Leticia Caravita. Inducdo de calos em explantes foliares de ipé-
branco. In: . Aspectos do cultivo in vitro de Ipé-branco. 2008. Cap. 3,
p.44-59. Dissertacdo (Mestrado em Fisologia Vegetal) — Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.”

O ipé-branco é uma arvore ornamental e apesar de produzir grande quantidade
de sementes, estas possuem baixa porcentagem de germinacdo (40%). No
cultivo in vitro, um dos métodos que possibilita a propagacdo em massa de
determinada espécie é o cultivo de calos, também utilizado para a producédo de
metabdlitos secundarios e desenvolvimento de um sistema de transformacéo
genética. Este trabalho teve como objetivo estudar a inducdo de calos em
segmentos de folhas jovens de ipé-branco. As folhas foram desinfestadas e
inoculadas em meio MS suplementado com sacarose (30gL™), 4gar (6mg L™) e
diferentes reguladores de crescimento. Estudou-se o efeito de combinagdes 2,4 -
associado BAP; ANA em combinacdo com BAP; 2,4-D associado a CIN; ANA
em combinac¢do com CIN na indugdo de calogénese em explantes foliares de ipé-
branco. A maior indugdo de calos em explantes de ipé-branco ocorreu em meio
de cultura MS suplementado com 1,55mg L™ de Cinetina com de 1mg L™ de
2,4-D ou com a utilizacdo de 1,62mg L™ de ANA e 2mg L™ de BAP . O uso de
2,4-D associado ao BAP ou ANA associado a cinetina, ndo foi eficiente para a
inducdo de calos em ipé-branco.

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador).
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2 ABSTRACT

ABBADE, Leticia Caravita. Callus induction in leaf explants of Tabebuia roseo-
alba. In: . Aspects of the in vitro culture of Tabebuia roseo-alba. 2008.

Cap. 3, p.44-59. Dissertation ( Master in Plant Physiology) — Federal University

of Lavras, Lavras, MG"

Tabebuia roseo-alba is an ornamental tree and although the production of seeds
is large, the germination is reduced (40%). In in vitro cultivation, one of the
methods that allows the mass propagations in determinate species is the callus
cultivation, also is used for the production of secondary metabolites and
development of genetic transformation. The objective of this work was examines
the callus induction in young leaves segments of Tabebuia roseo-alba. The
leaves were desinfected and inoculated in MS medium supplemented with
sucrose (30gL™), agar (6mg L™) and different growth regulators. The effect of
combinations of 2.4-D associated to BA; NAA in combination with BA; 2,4-D
associated with KIN; NAA in combination KIN in induction of callus in leaves
explants of Tabebuia roseo-alba. Most of callus induction in explants of
Tabebuia roseo-alba occurred in the MS culture medium supplemented with
1.55 mg L™ of KIN with 1mg L™ of 2,4-D or with the used of 1.62 mg L™ of
ANA and 2 mg L of BAP. The use of 2,4-D with BAP or ANA associated with
KIN, was not effective for the inductionf of callus in Tabebuia roseo-alba.

* Guidance Committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva, DAG - UFLA (Adviser),
Renato Paiva, DBI — UFLA (Co-adviser.)
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3 INTRODUCAO

Quando um segmento de tecido vegetal devidamente desinfestado ou
assepticamente cultivado é transferido para um meio de cultura apropriado e
mantido sob condi¢fes adequadas, algumas células se dividem. Apds intensa
proliferagdo, ddo origem a uma massa ndo diferenciada de células (Arasu &
Paranjothy, 1975). Esta massa é denominada de calo e tem sido a técnica mais
utilizada em cultura de tecidos de plantas, sendo capaz de crescer sem limite, se
subcultivado em novos e apropriados meios de cultura.

Ainda, como aplicacbes, o calo tem sido utilizado para estudar o
crescimento e o0 desenvolvimento de plantas, para a exploracdo de produtos do
metabolismo secundario para a propagacdo in vitro em si, dentre outras técnicas
(Constabel, 1984).

O calo é um tecido produzido em resposta a uma injuria fisica ou
quimica. Nem todas as células em um explante contribuem para a formacdo de
calos. No entanto, 0 mais importante é que existem certos tipos de células de
calos que sdo competentes para regenerar estruturas organizadas, enquanto
outros tipos de células ndo parecem ser competentes para expressar a
totipotencialidade. Isto significa que qualquer célula vegetal viva possui
informacdo genética suficiente para produzir uma planta idéntica a planta méae
(Pinto & Lameira, 2001).

A inducdo de calos tem apresentado sucesso na micropropagacdo de
varias espécies, inclusive as florestais. Os tipos de cultivo in vitro utilizados para
propagacdo de plantas lenhosas ndo diferem muito dos tipos utilizados para
outras espécies de plantas. A principal diferenga, na maioria dos casos, é que
somente tecidos jovens tém sido utilizados ou tém dado resultados satisfatorios,
sendo sucesso com tecidos maduros.  Dunstan et al. (1995), afirmaram que até

que os aspectos bioquimicos e fisioldgicos da juvenilidade e maturidade sejam
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esclarecidos, ndo sera possivel elucidar alguns padrdes morfogenéticos que sao
observados na cultura de tecidos em espécies florestais. Procurando elucidar a
inducdo de calos em vérias plantas lenhosas, diversos autores como Azevedo
(2003), Lima (2004), Santos et al. (2005), Nicioli (2006), Nascimento (2006) e
Nogueira et al. (2007), j& pesquisaram a influéncia dos reguladores de
crescimento 2,4-D, ANA, Picloran, BAP, Cinetina, TDZ.

Segundo Rey et. al. (1980), auxinas e citocininas sdo exigidas para o
crescimento de calos. As primeiras propiciam a formacdo de calo mais fridvel,
enquanto as outras, calos mais firmes. A concentracdo dos reguladores de
crescimento influencia o desenvolvimento da cultura de calos in vitro e,
geralmente, concentracfes semelhantes de auxinas e citocininas no meio de
cultura promovem a formagéo de calos. Tisserat & Noga (2002), verificou que a
producéo de calos pode ser induzida apenas pela adicdo de auxina; entretanto,
guando foi adicionada citocinina, a proliferagdo dos mesmos aumentou.

Um fator importante na inducdo de calos é a selecdo do explante. A
escolha do material em um estado biol6gico adequado para o inicio da
calogénese € fundamental, sendo os tecidos jovens mais adequados que 0s
maduros.

Outros fatores que influenciam a formagéo de calos sdo: composi¢édo do
meio nutritivo, tamanho do explante, condigdes fisicas do ambiente (luz e
temperatura), genotipo e estaddio fisiolégico da planta-mée. Estes fatores
interagem, podendo estimular ou inibir a formacao de calos (George, 1996).

Este trabalho objetivou desenvolver um protocolo para calogénese em
ipé-branco, a partir de explantes foliares submetidos a diferentes
reguladores de crescimento, constituidos de duas auxinas (2,4-D e ANA) e duas

citocininas (Cinetina e BAP).
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4 MATERIAIS E METODOS

Plantas matrizes de ipé-branco com 50cm foram mantidas em sala de
crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, da
Universidade Federal de Lavras, das quais extrairam-se os explantes.

Retiraram-se folhas jovens e procedeu-se a lavagem em agua corrente
com detergente por 10 minutos. Posteriormente, as folhas foram imersas em
alcool 70% (v/v) por 30 segundos, sendo retiradas e imersas em hipoclorito de
sodio (1% de cloro ativo), permanecendo por 5 minutos. Apds isto, em
condigdes assépticas, os explantes passaram por quatro lavagens em &gua
destilada e autoclavada.

Os segmentos foliares com aproximadamente 1,0 cm? foram inoculados
em tubos de ensaio contendo 0 meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962),
suplementado com os diferentes tratamentos. Os meios foram acrescidos com
30gL™ de sacarose e solidificados com 6gL™ de agar e o pH corrigido para 5,8,
antes da autoclavagem. O material foi cultivado em sala de crescimento com
temperatura de 25°+2°C, sob escuro.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial, com quatro repeticGes por tratamento, sendo cada parcela
composta por trés tubos de ensaio contendo um explante cada, totalizando 12
explantes por parcela. Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica
por meio da analise de variancia e regressdo. A avaliagdo foi realizada 60 dias
apos a inoculagdo, analisando-se a média de porcentagem de area foliar coberta

por calos.
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4.1 Experimento 1 - Efeito do 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e BAP
(benzilaminopurina)

Foram testadas as concentra¢des 0; 1,0; 2,0 e 3,0mg L'de 24-De0;
1,0; 2,0 e 3,0mg L' de BAP, em todas as combinagdes possiveis, adicionadas ao

meio de cultura, constituindo um fatorial de 4X4.

4.2 Experimento2 - Efeito do ANA (&cido naftalenoacético) e BAP
(benzilaminopurina)

Foram testadas as concentracfes 0; 0,5; 1,0 e 2,0mg L de ANA eO0;
1,0; 2,0 e 3,0mg L™ de BAP, em todas as combinacdes possiveis, adicionadas ao

meio de cultura, constituindo um fatorial de 4X4.

4.3 Experimento 3 - Efeito do 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e CIN
(cinetina)

Foram testadas as concentragdes 0; 1,0; 2,0 e 3,0mg L'de 2,4-D e O;
1,0; 2,0 e 3,0mg L de CIN, em todas as combinagdes possiveis, adicionadas ao

meio de cultura, constituindo um fatorial de 4X4

4.4 Experimento 4 - Efeito do ANA (&cido naftalenoacético) e CIN (cinetina)
Foram testadas as concentracdes 0; 0,5; 1,0 e 2,0mg L? de ANA e 0;
1,0; 2,0 e 3,0mg L de CIN, em todas as combinagdes possiveis, adicionadas ao

meio de cultura, constituindo um fatorial de 4X4.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Experimento 1 - Efeito do 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e BAP
(benzilaminopurina)

Em todas as concentragdes testadas de 2,4-D em combinagdo com BAP,
ndo houve a formacéo de calos. As folhas se mantiveram no meio de cultura sem
nenhuma alteracao, apenas ficaram levemente escurecidas.

Estudando a calogénese de caladio (Caladium x hortulanum) em meios
MS com diferentes doses de 2,4-D e BAP, Rocha (1999), também ndo obteve a
formacdo de calos. Este autor verificou que a adicdo tanto de ANA como de
BAP no meio de cultivo foi mais satisfatoria do que a adi¢éo de 2,4-D, obtendo
calos mais vigorosos. Rodrigues (2000), ndo verificou a formacdo de calos em
segmentos nodais de cupuacu em meio suplementado com diferentes

concentracoes de 2,4 D.

5.2 Experimento2 - Efeito do ANA (&cido naftalenoacético) e BAP
(benzilaminopurina)

Pela andlise de variancia (Tabela 7A, Anexo A) houve diferenca
significativa entre a interacdo de diferentes concentracbes de ANA e BAP
suplementado ao meio de cultura. A interacdo entre ANA e BAP estimulou a
formagdo de calos nos explantes foliares de ipé-branco cultivados in vitro. Os

resultados séo apresentados na Figura 1.
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Yosar = -14,84x° + 52,59x - 059  R2=91%
Yigap = -1,74% + 12,70x + 46,79 R? = 83%

Yapap = 12,002 + 39,77x + 28,46 R2 = 99%
100 2BAP 0

S0 Yagne = -14,20%2 + 42,62x + 42,50 R2=92%
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Figura 1. Formacéo de calos em explantes de ipé-branco cultivados em meio de

cultura, acrescido com diferentes concentracdes de ANA e BAP.

Observa-se na Figura 1 que a suplementacdo do meio de cultura com
BAP, mesmo na auséncia de ANA, proporcionou a ocorréncia de calogénese. Ao
contrario, na auséncia de BAP, mas com adicdo de ANA também foram
formados calos, indicando que a adi¢cdo de reguladores de crescimento é
fundamental para a indugio de calogénese. A medida que as concentragbes de
ANA foram aumentadas, a porcentagem de calogénese tambeém aumentou.
Sendo que esta ocorreu em maior porcentagem nos explantes mantidos em meio
de cultura suplementado com 1,62 mg L™ de ANA e 2mg L™ de BAP. Estes
resultados assemelham aos observados por Cerqueira (2002), que obteve 100%
de &area coberta com calos em explantes foliares de erva-de-touro (Tridax

procumbens) nas concentracdes de 2mg L™ de ANA com 2mg L™ de BAP.
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Santos et al. (2005), trabalhando com explantes foliares de salix (Salyx
humboldtiana), obteve a inducéo de calos friaveis com a adicdo de 6mg L™ de
ANA e 2mg L™ de BAP ao meio de cultura. Rocha & Quoirin (2004), estudando
calogénese em explantes foliares de mogno (Swietenia macrophylla), obtiveram
49% de calos nas concentracdes de 0,1mg L™ de ANA com 2mg L™ de BAP.

O aspecto dos calos formados (Figura 2) pela interagdo entre os
reguladores de crescimento ANA e BAP é compacto e possui coloracéo verde
escuro amarelado, apresentando, em todas as concentracdes testadas, sinais leves

de oxidacéo pela cor escurecida do meio de cultura.

Figura 2. Aspecto dos calos formados em explantes foliares de ipé-branco apds
60 dias de cultivo in vitro em meio MS acrescido dos reguladores de
crescimento ANA e BAP.

5.3 Experimento 3 - Efeito do 2,4-D (&cido 2,4-diclorofenoxiacético) e CIN
(cinetina)

Avaliando-se a formagdo de calos nos explantes de ipé-branco
cultivados em meio de cultura acrescido de diferentes concentragdes de 2,4-D e
cinetina, observou-se interacdo entre os reguladores de crescimento testados e
também efeito isolado de 2,4-D e cinetina (Tabela 8A, Anexo A). As
porcentagem de calos formados séo apresentadas na Figura 3.
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Yo 240 =0,06x° + 0,19x + 0,0625 R2=90%
Y1240 =-24,81x° +77,31x-4,31 R?=87%

100 Y2240 =-7,12X +26,32x- 1,67 R?=73%

90 Y3240=-17,25x* + 49,10 + 5,85 R?=68%
aa
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Figura 3. Porcentagem de calos formados em explantes foliares de ipé-branco
cultivados em meio de cultura, acrescido com diferentes concentragdes
de Cinetina e 2,4-D.

Observa-se na Figura3 que na auséncia de cinetina ou 2,4-D ndo ocorreu
a formacio de calos. A medida que as concentracdes de 2,4-D foram
aumentadas, a porcentagem de calogénese também aumentou. Sendo que maior
porcentagem de calogénese ocorreu nos explantes mantidos em meio de cultura
suplementado com 1,55 mg L-1 de cinetina com de 1mg L-1 de 2,4-D.

Maciel et al. (2003), estudando explantes foliares de Coffea arabica
cultivar Obata, obtiveram a inducdo de calos primarios mistos na combinacao
entre 4 mg L™ de 2,4-D e 2 mg L™ de cinetina. Guisso et al. (2003), estudando a

jibdia (Scindapsus pictus), obtiveram melhor resultado para a calogénese com o
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meio MS acrescido de 1,0 mg L-1 de 2,4D + 1,0 mg L-1 de Cinetina, que se
iniciou aos 21 dias apos a inoculagéo.
O calo formado pela combinagdo de 2,4-D e cinetina possui aspecto

aspero e consistente, de coloracdo verde escuro tendendo a marrom amarelado.

Figura 4. Aspecto dos calos formados em explantes foliares de ipé-branco apds
60 dias de cultivo in vitro em meio MS, acrescido dos reguladores de
crescimento 2,4-D e cinetina.

5.4 Experimento 4 - Efeito do ANA (&cido naftalenoacético) e CIN (cinetina)

Em todas as concentragOes testadas de ANA em combinagdo com
cinetina, ndo houve a formagdo de calos. As folhas mantiveram-se no meio de
cultura sem nenhuma alteracdo, apenas ficaram levemente escurecidas.

Foi verificado que, para a indugdo de calos em explantes foliares de ipé-
branco, é necessaria a adi¢do de reguladores de crescimento ao meio de cultura.
A interacdo entre ANA com cinetina, ou 2,4-D com BAP, ndo promove a
formagdo de calos. No entanto, a combinacdo de ANA com BAP ou 2,4-D e
cinetina sdo eficientes para a calogénese. Os calos formados a partir de ANA e
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BAP iniciam-se mais rapidamente do que quando se utiliza 2,4-D e cinetina,

porém, estes apresentam oxidagdo no meio de cultura.

6 CONCLUSAO

- A maior inducdo de calos em explantes de ipé-branco ocorre com a
suplementac&o de meio de cultura em combinagdo com 1,55 mg L™ de Cinetina
com de 1mg L™* de 2,4-D ou com a utilizacdo de 1,62 mg L™ de ANA e
2mg L™ de BAP .

- O uso de 2,4-D associado ao BAP ou ANA associado a cinetina, ndo é

eficiente para a inducédo de calos em ipé-branco.
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CAPITULO IV

CURVA DE CRESCIMENTO E ANALISES BIOQUIMICAS
DE CALOS DE IPE-BRANCO



1 RESUMO

ABBADE, Leticia Caravita. Curva de crescimento e analises bioguimicas de
calos de ipé-branco. In: . Aspectos do cultivo in vitro de Ipé-branco.
2008, cap. 4, p.60-82. Dissertacdo (Mestrado em Fisologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. *

O entendimento das mudancas bioquimicas que ocorrem durante o
crescimento e desenvolvimento dos calos pode fornecer subsidios ao processo de
estabelecimento in vitro, além permitir a determinacéo de substancias presentes
nestas estruturas, como metabdlitos secundarios. Com o objetivo de determinar a
curva de crescimento de calos de ipé-branco e analisa-los bioquimicamente, por
meio da determinagdo de acuUcares sollveis totais, de agUcares redutores,
proteinas solveis totais e de aminodcidos, segmentos foliares de ipé-branco
foram inoculados em meio MS suplementados com sacarose (30gL™), agar (6gL"
) e 1mg. L™ de 2,4-D associado a 2mg. L™ de cinetina. O material foi mantidos
no escuro por 90 dias. A coleta do material foi feita ao cada 15 dias para as
andlises. A curva de crescimento de matéria fresca de calos formados a partir de
explantes foliares de ipé-branco apresenta crescimento sigmoide, com cinco
fases distintas. A repicagem dos calos para um novo meio de cultura deve ser
realizada entre 0 60° e 75° dia de cultivo. Teores maximos de agUcares sollveis
totais e agUcares redutores foram observados no 45° dia de cultivo. As proteinas
solGveis totais apresentaram maiores teores no dia da inoculacdo, reduzindo em
seguida. Teores maximos de aminodcidos foram observados no 15° dia de
cultivo.

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador).

61



2 ABSTRACT

ABBADE, Leticia Caravita. Growth curve and biochemical analysis of callus
induced in leaf segments of Tabebuia roseo-alba. In: . Aspects of the in
vitro culture of Tabebuia roseo-alba. 2008. cap. 4, p.60-82. Dissertation
(Master in Plant Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG®

The known of the biochemical changes that occurs during growth and
development of callus can supply subsidies to the process of in vitro
establishment, as well as to determine the presence of secondary metabolits. The
objective of this work was to determine the growth curve of callus and to
analyze their biochemical charactersits, through the determination of total
soluble sugars, reducing sugars, proteins and amino acids. Leaf explants were
inoculated in MS culture medium, supplemented with 1mg L™ of 2,4-D and 2mg
L™ of Kinetin and maintained in the dark during 90 days. Samples were
collected each 15 days intervals. Growth curve of the callus followed a shape
sigmoid, with five different phases. The callus should be transfer to a new
culture medium between 60° and 75° days. The maximum levels of total soluble
sugars and reducing sugars were observed in 45° day of cultivation. The
maximum levels of total soluble protein were observed in the day of the
inoculation. Higher levels of amino acids were observed in 15° day of
cultivation.

* Guidance Committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva, DAG - UFLA (Adviser),
Renato Paiva, DBI — UFLA (Co-adviser.)
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3 INTRODUCAO

O calo € uma massa de células que se prolifera desordenadamente, mais
Ou menos organizada, que geralmente surge em 6rgéos e tecidos diferenciados
(Pierik, 1990). Assim como as plantas superiores, os calos apresentam
um padrdo tipico de crescimento, o qual é caracterizado por meio de fases
distintas.

O estudo do crescimento dos calos envolve a determinagdo dos periodos
em que ocorrem essas fases, sendo cada uma delas representada por eventos que
Ihe sdo peculiares. A importancia desse tipo de trabalho esta na identificacdo
das fases em que ocorrem processos fundamentais ao estudo cinético do
crescimento dos calos. A partir desse estudo, pode-se estabelecer o momento
exato de repicagem do calo para um meio fresco ou a possibilidade da sua
utilizacdo em suspens@es celulares, visando a produgdo de metabdlitos
secundérios em espécies medicinais (Azevedo, 2003).

Segundo Santos et al. (2003), as fases de crescimento da cultura de
calos tém sido caracterizadas pelo crescimento celular, cujos parametros
incluem peso de matéria fresca da célula, nimero de células e proteina celular
total, atividades metabdlicas e concentrages de nutrientes nos meios de cultura.
De acordo com George (1993), os diversos periodos que compdem o
crescimento dos calos s@o a fase lag, fase log ou exponencial, fase de
crescimento linear, fase de desaceleragdo e a fase estacionaria. A fase
lag é considerada como produtora de energia e correspondente ao periodo em
que as células se preparam para a divisao, visando sua expansdo. Caracteriza-se
pelo nimero estacionario de células, pelo inicio da mobilizagdo de metabdlitos
sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas e de compostos especificos.
Esta fase resulta em um pequeno crescimento do calo. A fase

exponencial é considerada como biossintética. E nessa fase que se observa
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0 maior crescimento do calo, conseqliéncia da mé&xima taxa de
divisdo celular caracteristica desse periodo. Na fase linear, ocorre a
reducdo da taxa de crescimento de divisdo celular, tornando a divisdo uniforme.
O que caracteriza essa fase é o crescimento e desenvolvimento celular. Na
quarta fase ocorre a desaceleracdo causada pela diminuigdo da divisdo celular e
consequiente expansdo da célula. Observa-se a desaceleracdo no crescimento do
calo, causada pela reducdo dos nutrientes no meio de cultura, presenca de
produtos toxicos, secagem do &gar e diminuicdo do oxigénio no interior das
células. E nesta fase que o calo deve ser transferido para um novo meio,
possibilitando e estimulando a retomada do crescimento. Na ultima fase,
estacionaria, ndo se observa divisdo ou crescimento celular, ndo ha sintese de
biomassa, nem aumento no nimero de células, e assim o peso do calo é
mantido constante. Essa fase caracteriza-se pelo acimulo de
metabdlitos secundarios nas células (Phillips & Henshaw, 1977; Noé et al.,
1980; Lindsey & Yeoman, 1983; Nakagawa et al., 1986).

A determinacdo da curva de crescimento e a realizacdo das andlises
bioquimicas ja foram realizadas por outros autores (Serra et al., 2000; Mesquita
et al., 2002; Azevedo, 2003; Soares, 2003; Lima et al., 2007) com o objetivo de
conhecer as mudancas bioquimicas que ocorrem durante o desenvolvimento dos
calos, podendo fornecer subsidios ao processo morfogenético durante o cultivo,
além de possibilitar a identificacdo de substancias presentes nestas estruturas.

Segundo Passos (1996), a determinagdo dos niveis de carboidratos em
calos revela a reserva prontamente disponivel ao crescimento da planta e possui
varias aplicacGes em estudos fisioldgicos. Torna possivel ainda, a determinacéo
da fase de crescimento ou desenvolvimento celular que propicie uma maior
producao de compostos celulares especificos (Serra, 1999).

Segundo Phan et al. (1987), os calos podem apresentar composicido

bioquimica e exigéncias nutricionais distintas, em relacdo ao explante de origem.
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As determinagdes quantitativas e qualitativas de macro e micromoléculas, que
constituem os tecidos vegetais, podem auxiliar na determinagdo das
diferentes fases da vida de um vegetal, de acordo com o aumento ou diminuicdo
dos niveis de compostos essenciais (Santos et al., 2003).

A determinacdo do nivel de proteinas e aminoacidos em tecidos é das
analises mais comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). As proteinas
macromoléculas que podem apresentar funcdes enzimaticas e estruturais.
Estudos fisiologicos e bioquimicos envolvendo sua quantificacdo,
localizacdo, determinagdo de atividade enzimatica in vitro devem ser
estimulados.

Outra classe de biomoléculas que se destaca em tecidos vegetais sdo 0s
acucares, os quais atuam como forma de armazenamento de energia, como
importantes constituintes de suporte de tecidos ou também como provedores de
esqueletos de carbono para compostos organicos sintetizados pelas células
(Serra et al., 2000). A determinacdo dos niveis de agucares tem aplicacdo em
varios estudos fisiologicos, ja que revela a reserva prontamente disponivel para o
crescimento (Passos, 1996). Nos cultivos in vitro, os agucares sdo acrescentados
ao meio de cultura como fonte de energia para o desenvolvimento do explante.
Esses tecidos apresentam uma taxa fotossintética bastante reduzida, tornando-se
praticamente heterotréficos (Azevedo, 2003).

O entendimento das mudancas bioquimicas que ocorrem durante o
crescimento e 0 desenvolvimento de calos pode fornecer a determinacdo de
subsidios para o estabelecimento in vitro, além de poder identificar metabdlitos
secundarios (Lima, 2004).

O objetivo deste trabalho foi determinar a curva de crescimento de calos
originados de explantes foliares de ipé-branco e analisa-los bioquimicamente,
por meio da determinacdo dos teores de proteinas, aminodcidos, aglcares

sollveis totais e agUcares redutores.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de ipé-branco

Para a obtencéo da curva de crescimento de calos, segmentos de folhas
jovens de plantas matrizes de ipé-branco mantidas em sala de crescimento
foram utilizados como explantes.

Os segmentos foliares com aproximadamente 1,0 cm? foram inoculados
em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 1mg L™ de 2,4-D e 2mg L™ de cinetina, 30gL™ de sacarose e
solidificado com 6gL™ de &gar, sendo o pH ajustado para 5,8, antes da
autoclavagem a 120°C por 20 min. Os explantes permaneceram em sala de
crescimento a 25+2°C, no escuro.

Para a determinagdo da curva de crescimento, 20 explantes foram
retirados dos tubos de ensaio aleatoriamente e pesados em intervalos de 15 dias,
durante 90 dias de cultivo. As pesagens foram realizadas a partir do primeiro dia
da inoculagéo. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 20
repeticdes.

O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo

a equacdo determinada por Lameira et al. (1996):

f=ri
% crescimento = P ' *100
f

Onde P; = peso inicial e P = peso final de calos.
4.2 Analises bioquimicas de calos de ipé-branco

Os calos destinados as analises bioquimicas foram formados a partir de

explantes foliares de plantas matrizes de ipé-branco e inoculados em meio MS
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suplementado com 1,0 mg L'de2,4-De2,0 mg L™ de cinetina, mantidos em
sala de crescimento a 25+2°C, no escuro.

Para a realizacdo das analises bioquimicas, utilizaram-se intervalos de
15 dias para as coletas de calos, durante um periodo de 90 dias de
cultivo. As pesagens foram realizadas a partir do primeiro dia da inoculagéo.
Pesaram-se 500mg de calos para cada repeticdo, num total de duas, os quais, em
seguida, foram armazenados em freezer a temperatura de -80°C.

O procedimento para a obtencdo do extrato bruto dos calos foi
baseado na metodologia descrita por Lemos et al. (1999). Cada amostra de
500mg de calos foi homogeneizada em graal com nitrogénio liquido e,
posteriormente, centrifugada a 10000g, durante 10 minutos, em centrifuga refrigerada
a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi separado do "pellet”, e colocado em
eppendorf de 1,5mL e posteriormente armazenado em freezer a -4°C para ser
utilizado na quantificacdo de proteinas, aminoécidos, aglcares redutores e
acUcares solGveis totais.

O teor de acucares sollveis totais foi determinado segundo a
metodologia descrita por Yemm & Willis (1954). Em aliquotas de 4uL do
extrato bruto foram adicionadas 996pul. de agua destilada e 2,0 mL do reagente
antrona (20 mg de antrona, 0,5 mL de agua destilada e 10 mL de H,SO,
concentrado). Apds agitacdo, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5
minutos. Estas foram levadas para leitura em espectrofotdmetro a 620nm. Os
valores foram expressos em miligramas de glicose por grama de matéria fresca (mg
glicose g* de MF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes
concentracgdes de glicose.

A determinacdo dos acgucares redutores foi realizada por meio da
metodologia descrita por Miller (1959), utilizando-se o acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Em aliquota de 40pL do extrato bruto, foram

adicionados 1,1 mL de agua destilada e 1,0 mL do reagente DNS. A mistura
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formada foi homogeneizada em agitador e levada ao banho-maria a 100°C por 5
minutos, sendo posteriormente resfriada a temperatura ambiente. As amostras foram
levadas para leitura em espectrofotbmetro a 540 nm. Os valores foram expressos
em miligramas de glicose por grama de matéria fresca (mg glicose g ' de MF), com
base na curva padrdo obtida a partir de diferentes concentracdes de glicose.

Para a determinacdo dos teores de aminodcidos utilizou-se o método
descrito por Stein & Moore (1948). Em aliquotas de 20uL do extrato bruto
foram adicionados 998uL de dgua destilada. Foi adicionado, também, 1,7mL dos
reagentes: tampéo citrato de sodio 0,2M, pH 5,0; reagente de ninhidrina 5%
em metilcelosolve e KCN 2% em metilcelosolve. As misturas foram
agitadas e levadas ao banho-maria, 100°C, durante 20 minutos. Para leitura a 570 nm
em espectrofotdmetro, foi adicionado 1,3 mL de etanol 60% (v/v). Os valores
foram expressos em miligramas de aminoécidos por grama de massa fresca (mg
aminoécidos g* de MF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes
concentragtes de glicina.

A quantificacdo de proteinas totais foi realizada pelo método de
Bradford (1976), que se baseia no principio da associagdo entre proteina e
corante. Em aliquotas de 100uL do extrato bruto foram adicionados agua
destilada e 5,0 mL do reagente Commassie Blue (constituido de 0,01% de
Commassie Blue G-250, 8,5% de &cido fosforico e 4,7% de etanol).
Apo6s, homogeneizou-se as amostras em agitador, e procedeu-se a leitura em
espectrofotdbmetro a 595nm. Os valores foram expressos em miligramas de
proteina por grama de massa fresca (mg proteina g de MF), com base na curva

padré&o obtida a partir de diferentes concentracdes de soro-albumina bovina (BSA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estabelecimento da curva crescimento de calos de ipé-branco

A Figura 1 mostra o aspecto geral da formacdo de calos em segmentos
foliares de ipé-branco inoculados em meio MS na presenca de 1mg L™ de 2,4-D
e 2mg L™ de cinetina, desde a inoculagéo até 90 dias de cultivo.

Figura 1. Aspecto geral de calos de ipé-branco formados a partir de segmentos

foliares inoculados in vitro em meio MS suplementado com 1mg L™ de
2,4-D e 2mg L™ de cinetina. A- inoculaco, B - 15 dias, C - 45 dias, D
- 75 dias e E - 90 dias.

A curva de crescimento de calos de ipé-branco apresentou um padréo
tipo sigmoide, podendo-se distinguir as cinco fases de crescimento (Figura 2).
Esse tipo de curva de crescimento sigmdide ja foi observado em outras espécies
de plantas lenhosas como a lichieira (Mesquita, 1999), castanha-do-brasil (Serra,
2000), cafeeiro (Santos et al., 2003), copaiba (Azevedo, 2003), sangra d’agua
(Lima et al., 2007).
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Figura 2. Curva de crescimento de calos de ipé-branco formados a partir de
segmentos foliares. | - fase lag, Il - fase exponencial, Il - fase de

crescimento linear, IV — fase de desaceleracdo e V — fase estacionéria.

A fase lag, na qual as células do explante preparam-se para divisao,
ocorreu até o 30° dia de inoculagdo, representando 43% do crescimento in vitro.
Serra et al., (2000) avaliando o crescimento de calos obtidos com base em
segmentos foliares de castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa) também
observaram um actimulo de matéria fresca e seca até o 30° dia ap6s a
inoculagdo.

A fase de crescimento exponencial, periodo no qual se observa maxima
divisdo celular, ocorreu entre os 30° e o 45° dia ap6s a inocula¢do, com
crescimento observado de 36%. A fase lag pode ser considerada como uma fase
produtora de energia e a fase exponencial como fase biossintética (Shimizu,

1977). Santos et al. (2003) estudando o crescimento de calos obteve a fase de
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crescimento exponencial entre o 42° até o 77° dia de cultivo em explantes
foliares de café (Coffea arabica, cultivar Rubi)

O periodo de crescimento linear, no qual os calos diminuem a diviséo
celular e aumentam a area celular, foi observado entre o 45° e o 60° dia de
inoculacdo, representando 57% de crescimento in vitro. Embora o periodo de
crescimento linear de calos de ipé-branco tenha sido atingido com
aproximadamente dois meses de inoculagdo, outras espécies podem atingir essa
fase mais rapidamente, principalmente quando se utilizam explantes
secundarios, em que o tecido se apresenta mais homogéneo. Soares (2003), por
exemplo, estudando a curva de crescimento de calos induzidos baseando-se em
explantes foliares de ingé (Inga vera) observou a ocorréncia da fase linear entre
0 30° e 60° dia apos a inoculacdo. Lima et al. (2007) observou que a fase linear
da curva de crescimento de explantes foliares de sangra d’agua (Croton
urucurana) ocorreu somente entre o 70° e 98° dias de cultivo.

O intervalo de desaceleracéo do crescimento foi observado entre 0 60° e
0 75° o dia de inoculagdo, com apenas 9% de crescimento. Segundo Smith
(1992), é nessa fase que os calos devem ser repicados em razdo principalmente
da reducdo de nutrientes, secagem do agar ou mesmo acumulo de substancias
téxicas no meio de cultura. Baseado nesse contexto, os resultados desses estudos
indicam que a repicagem de calos provenientes de folhas de ipé-branco deve ser
efetuada no inicio da fase de desaceleracédo, ou seja, aos 60 dias de cultivo. Lima
et al. (2007) estudando a curva de crescimento de calos de sangra d’agua
(Croton urucurana), também recomenda que a repicagem fosse feita préxima
aos 70 dias apds a inoculagdo. O crescimento dos calos chegou a fase
estacionaria entre o 75° e o 90° dia de inoculagdo, sendo observado neste
periodo 3% de crescimento.

Os resultados apresentados pela curva de crescimento de calos de ipé-

branco formados com base em segmentos foliares indicam que seu crescimento
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é lento, o qual possivelmente estd associado a ocorréncia de um ciclo celular
também lento (Alberts et al., 1997).

5.2 Analises bioquimicas de calos de ipé-branco

A anélise de variancia demonstrou que houve diferencas estatisticas para
a quantificacdo de agUcares sollveis totais e redutores, proteinas e aminoacidos
obtidos de calos de ipé-branco durante 90 dias de cultivo a partir de segmentos
foliares inoculados in vitro em meio MS, 1mg L'de2,4-De 2mg L* de cinetina
(Tabela 9A, Anexo A). Pelos testes realizados, foi possivel determinar as
caracteristicas bioquimicas dos calos. Os resultados sdo apresentados a seguir.
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Figura 3. Teores de acucares sollveis totais e agucares redutores obtidos de
calos de ipé-branco formados com base em segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado 1mg L™ de 2,4-D e

2mg L™ de cinetina, durante 90 dias de cultivo.

Os teores de agUcares sollveis totais (AST) apresentavam-se no
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dia da inoculacdo altos, ocorrendo em seguida, uma queda brusca e
posterior sintese chegando aos maiores niveis no 45° dia de cultivo.
Apo6s esse periodo, houve novamente uma reducdo destes teores,
conforme se observa na Figura 3.

O elevado teor de AST no dia da inoculacdo pode estar
relacionado aos agucares contidos nas folhas da planta-mée fornecedora
dos explantes, consumidos posteriormente, para suprir a demanda
metabolica do crescimento dos calos. (Lima et al., 2007) Na fase
estacionéria a reducdo indica que este incremento esta relacionado com
a energia utilizada, assim como o esgotamento no meio de cultura.

Lima et al. (2007), encontrou teores maximos de acguUcares
solGveis totais no dia da inoculagdo e no 21° dia, que corresponde a
fase lag da curva de crescimento de calos de explantes foliares de
sangra d’agua (Croton urucurana), da curva apenas . Azevedo (2003),
observou o madximo de AST no 84° dia apds a inoculacdo em explantes
foliares de copaiba (Copaifera langsdorffii). Nogueira (2003) observou
teores maximos de AST aos 70 dias de cultivo, coincidindo com o
periodo indicado para repicagem dos calos para 0o murici-pequeno
(Byrsonima intermedia).

Serra et al. (2000) obtiveram resultados diferentes com calos formados a
partir de segmentos foliares de castanheira-do-Brasil (Bertholletia excelsa). Os
teores de AST apresentaram constante reducdo durante todo o periodo de
cultivo. Soares (2003) também observou que os teores de AST
permaneceram relativamente constantes, ocorrendo um leve acréscimo no
80° dia apo6s a inoculagdo em explantes foliares de inga (Inga vera).

Para os teores de agucares redutores houve primeiramente um acimulo e
posterior queda apds o 45° dia cultivo. Nessa data, foi observado o maior

nivel de aclcares redutores (AR), conforme se visualiza na Figura 4.
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Relacionando-se os teores de AR com a curva de crescimento, percebe-
se que esses teores se estiveram decrescentes na fase de crescimento linear.
Em trabalhos com castanheira-do-brasil (Bertholletia excelsa), cita-se que a
reducdo nos teores de AR indica que certos explantes possivelmente apresentam
dificuldades de absorver a fonte de carboidrato presente no meio de cultura
(Serra et al., 2000).

Lima et al. (2007) verificou que os agucares redutores aumentaram nos
dias 35 e 77 e foram crescentes na fase exponencial nos explantes foliares de
sangra d’agua (Croton urucurana). Soares (2003) com explantes foliares de
ingazeiro (Inga vera subsp. affinis). Este autor verificou grande
variacdo nos teores de AR ao longo periodo de 110 dias de
inoculacdo. Resultados contrarios foram verificados por Nogueira (2003),
constatou decréscimo constante dos teores de AR ao longo de todo o periodo de

cultivo de explantes foliares de murici-pequeno (Byrsonima intermedia).
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Figura 5. Teores de amino&cidos obtidos de calos de ipé-branco formados com
base em segmentos foliares inoculados in vitro em meio MS
suplementado 1mg L™ de 2,4-D e 2mg L™ de cinetina, durante 90 dias

de cultivo.
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Os teores de aminoécidos obtidos nos calos de explantes
foliares de ipé-branco mostrou um acimulo até o 15° dia apds a
inoculagdo,reduzindo muito até o 45° dia. Apo6s esse periodo, houve
uma pequena elevacdo até o 60°dia de cultivo (Figura 6). Esses
resultados estdo de acordo com Paiva Neto et al. (1997) obteve em calos
de moreira, teor maximo de aminoéacidos no 15° dia apds a inoculagdo. E em
calos originados de segmentos foliares de castanha-do-brasil, Serra et al. (2000)
também observaram que os teores de aminodcidos até o 15° de inoculagdo
aumentaram. Os autores observaram, ainda que, esses teores coincidiram com a
fase lag de crescimento dos calos e obtiveram reducéo nos teores de aminoacidos
a partir do 30° dia de inoculagdo. Soares (2003) também observou que em
explantes foliares de inga (Inga vera), que os teores de aminoacidos
aumentaram logo até o 20°dia apds a inoculacdo, apresentado queda e
posterior aumento a partir do 40° dia. Azevedo (2003) observou o maximo de
aminoacidos aos 56° dia apds a inoculacdo em explantes foliares de copaiba
(Copaifera langsdorffii) e 0 minimo no dia da inoculag&o.

O aumento inicial e posterior redugdo no teor de aminoéacidos
também foram detectados por Sacchi et al. (1995), em calos de kiwi (Actinidia
deliciosa). Relacionando os teores de aminodcidos encontrados nos
calos de explantes foliares as fases da sua curva de crescimento, percebe-se
que, ao contrario das proteinas, ocorreu acumulo inicial de aminoacidos
durante a fase lag. A partir deste ponto, 0s teores de aminodcidos
comecaram a decrescer até o 60° dia, na fase linear, quando voltou
novamente & ocorrer acimulo de aminoacidos até o inicio da fase
estacionaria.

A elevacdo nos teores de aminodcidos logo no inicio do periodo
de cultivo, provavelmente expressa a sintese aminoéacidos formados a partir

da degradacdo de proteinas. (Serra et al., 2000). Além disso, o aumento no
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teor de aminoacidos obtidos pode ser causado pela absor¢do consideravel
do ion aménio e da glicina do meio de cultura. Segundo George et al.
(1988), a presenca de amonio no meio de cultura resulta no aumento da
sintese de amino&cidos e proteinas, 0s quais sdo produzidos

utilizando-se energia liberada no catabolismo dos carboidratos.

Proteinas
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Figura 6. Teores de proteinas sollveis em &gua obtidas de calos de ipé-branco
formados com base em segmentos foliares inoculados in vitro em meio

MS suplementado 1mg L™ de 2,4-D e 2mg L™ de cinetina, durante 90
dias de cultivo.

Observa-se que o0s teores maximos de proteinas foram
observados no inicio do periodo de cultivo, seguidos de uma reducdo
dréstica a partir do 15° dia de inoculacdo (Figura 5). Este decréscimo
sugere que os calos possivelmente utilizaram a reserva de proteinas
dos explantes no dia da inoculacdo, originada da planta matriz. A
partir do 30° dia de inoculagdo observou-se um aumento nos teores de

proteina, permanecendo até o 60° dia de cultivo, com posterior queda.
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Resultados semelhantes foram encontrados por Lima et al. (2007) com
explantes foliares de sangra d’agua (Croton urucurana), que obteve teores
maximos no inicio do cultivo e decréscimo brusco no 7° dia, na fase lag e um
leve aumento das proteinas entre o0 14° e 42° dia e nova queda na fase
exponencial. Entre o 45° a 60° dia de cultivo, houve pequeno aumento
proteinas, com posterior queda. Este aumento coincide com a fase de
crescimento linear, indicando que houve sintese e consumo dessas
proteinas, uma vez que, nesta fase, ocorrem as maiores taxas de divisdo
celular.

Mesquita et al. (2002) estudando calos de lechieira (Licthi
chinensis) oriundos de explantes foliares, observaram teor maximo de proteinas
no 42° dia ap6s a inoculacdo com 2 mg L-' de 2,4-D e, no 70° dia de cultivo,
para explantes inoculados com 6 mg L™ de 2,4-D.

Analisando a relagdo entre os teores de proteinas e aminoacidos,
observamos que aos 15 dias apos a inoculagdo, a relagdo era de 22,2um de
aminodcidos para 0,27mg de proteina. Aos 60 dias de cultivo, o teor de
aminoacidos foi de 12,5umol e as proteinas com 0,73mg de proteinas. A relag@o
entre proteinas e aminoacidos aumentou de 0,012 para 0,058, indicando que a
biossintese de aminoacidos aumentou.

Foi verificado que na fase lag, ocorreu primeiramente degradacdo de
acucares soluveis totais, gerando um pequeno aumento de aglcares redutores, as
proteinas foram degradadas e os aminoacidos aumentaram. Na fase exponencial,
houve sintese de acucares sollveis totais e redutores, e os aminoacidos foram
consumidos. Na fase de crescimento linear, os aglcares sollveis totais e
redutores foram degradados, as proteinas e os aminoacidos foram sintetizados.
Nas fases de desaceleracdo e estacionarias, 0s agucares sollveis totais, proteinas

e amino&cidos reduziram, indicando seu consumo pelos calos.
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6 CONCLUSOES

- A curva de crescimento de matéria fresca de calos formados a partir de
explantes foliares de ipé-branco apresenta crescimento sigmoide, com cinco
fases distintas.

- A repicagem dos calos para um novo meio de cultura deve ser
realizada entre 60° e 75° dias cultivo.

- Teores médximos para agUcares sollveis totais e aglcares redutores
foram observados no 45° dia de cultivo.

- As proteinas solUveis totais apresentaram maiores teores no dia da
inoculacdo, reduzindo em seguida. Teores maximos de aminoacidos foram

observados no 15° dia de cultivo.
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CAPITULO V

ANATOMIA FOLIAR COMPARADA DE PLANTAS DE IPE-
BRANCO PROVENIENTES DO CULTIVO EX VITRO E IN
VITRO



1 RESUMO

ABBADE, Leticia Caravita. Anatomia foliar comparada de plantas de ipé-
branco provenientes do cultivo ex vitro e in vitro. In: . Aspectos do
cultivo in vitro de Ipé-branco. 2008, cap. 5, p.83-102. Dissertagdo (Mestrado
em Fisologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A compreensdo apropriada da estrutura basica de uma planta ou 6rgéo é
essencial e indispensavel para se chegar a um conhecimento das estruturas
anatémicas na definicdo de um protocolo de micropropagacdo do ipé-branco.
Este estudo teve como objetivo comparar a estrutura interna de folhas de ipé-
branco cultivadas in vitro e ex vitro. Para as avaliacBes anatdbmicas foram
utilizadas folhas do primeiro n6 de ramos, com 30 dias de cultivo in vitro e de
arvores de campo. O estudo anatbmico foi feito em de segles tranversais e
paradérmicas das folhas e analisado em microscopico. As estruturas foliares de
plantas de ipé apresentam epiderme uniestratificada, e o mesofilo possui uma
organizacao dorsiventral. S&o hipostomaticas e apresentam tricomas em todas as
faces. Folhas de plantas cultivadas ex vitro, em comparacéo as culturas in vitro,
apresentaram maior espessura do limbo foliar, nervura central, epiderme adaxial
e abaxial e parénquimas palicadico e esponjoso. Em folhas oriundas do cultivo
ex vitro, observou-se se cuticula e esclerénquima, estruturas ausentes nas folhas
cultivadas in vitro. Folhas de plantas cultivadas ex vitro apresentaram menor
ndmero de estbmatos e maior nimero de tricomas quando comparadas com as
cultivadas em in vitro. Os estdbmatos dessas s&0 maiores em comparagao com 0
das folhas cultivadas ex vitro.

* Comité Orientador: Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Orientadora), Renato Paiva (Co-
orientador), Evaristo Mauro de Castro (Colaborador)
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2 ABSTRACT

ABBADE, Leticia Caravita. Ex vitro and in vitro characteristics of leave’s
anatomical of Tabebuia roseo alba. In: . Aspects of the in vitro culture
of Tabebuia roseo-alba. 2008. cap. 5, p.83-103. Dissertation ( Master in Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG”

An appropriate understanding of the basic plant or organ structure is essential to
get knowledge of a certain plant. Considering the importance of knowledge of
anatomical structures in the protocol definition to micropropagation of Tabebuia
roseo-alba, this study had as propose comparing the leaves internal structure in
vitro and ex vitro. To the anatomical evaluations, were used the first leaf with 30
days of in vitro growth and from field adult tree. The anatomical study was
made utilizing in microscope from transversal and paradermics sections from
leaf blade. The leaves structures from plants ex vitro show uniseriate epidermis,
and mesophly with dorsiventral organization. They are hipostomatic and present
trichomes in all the faces. Leaves from plants cultivate ex vitro, in compared
with culture in vitro were largest in limb, central nervure, adatial and abbatial
epidermis and palisade and sponges parenchyma. In leaves of cultivate ex vitro,
cuticle and sclerenchym were present, but these structures were not find in
plants cultivated in vitro. Leaves from plants cultivated ex vitro presented minor
number of stomate and greater number of trichomes when compared with plants
in vitro. Stomate of these plants showed highest size then the other from leaves
of plants cultivated in vitro.

* Guidance Committee: Patricia Duarte de Oliveira Paiva, DAG - UFLA (Adviser),
Renato Paiva, DBI — UFLA (Co-adviser.), Evaristo Mauro de Castro
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3 INTRODUCAO

Espécies lenhosas propagadas in vitro sdo freqientemente afetadas por
varios fatores do meio de cultura, que podem ocasionar degeneracdo metabdlica
e morfoldgica. A compreensdo apropriada da estrutura basica de uma planta
ou 6rgdo é essencial e indispensdvel para se chegar a um conhecimento
adaptativo do vegetal (Castro, 2002). Diferentes condigdes ambientais
influenciam diretamente nas suas estruturas anatbmicas (Lima, 2004).
AlteracGes na morfologia foliar podem influenciar processos metabolicos e
fisioldgicos, associados, principalmente a fotossintese e transpiragdo.
Muitas dessas evidéncias indicam que o estado da &gua e a fase gasosa
durante os varios estdgios da cultura de tecidos sdo a chave dos fatores
envolvidos na desorganizagdo morfoldgica de plantas cultivadas in vitro
(Fidelis, 1998)

As desordens anatdbmicas sdo menos significativas em caule e raizes,
porém sua manifestacdo nas folhas afeta os dois principais processos realizados
por estas, isto é, a fotossintese e as trocas gasosas (Deberg & Maene, 1984).

A anatomia foliar em plantas micropropagadas é de grande importancia
para estudos comparativos do desenvolvimento de seus tecidos e estruturas
adaptativas, como espessura de cuticula, disposicdo de células, dimensdo e
ndmero de estdbmatos, entre outros. Esses estudos podem servir de base para
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento durante a aclimatizagdo, a qual se
caracteriza por uma elevada mortalidade, muitas vezes, inviabilizando a
micropropagacao de algumas espécies (Martinotto, 2004).

De acordo com Preece e Compton (1991), a elevada umidade relativa e a
baixa irradiancia no ambiente in vitro sdo os principais fatores que atuam na

inducdo de alteracfes e funcionalidade de érgdos e tecidos, levando-os a
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incapacidade de controlar as perdas de &gua quando estas sdo submetidas a
condicdes adversas, como o ambiente natural.

As plantas crescidas in vitro podem apresentar caracteristicas peculiares
como: abundancia de espagos intercelulares, sistema vascular pouco
desenvolvido e reduzida capacidade de sustentacdo (esclerénquima e
colénquima), estdbmatos ndo funcionais e baixa atividade autotréfica e outros
tipos de desordens (Campostrini & Otoni, 1996).

Em estudos histologicos de érgdos vegetativos de plantas propagadas in
vitro foi verificado que os mesmos apresentavam estruturas pouco diferenciadas
se comparados com plantas cultivadas em casa-de-vegetagdo ou ambiente
natural. (Fidelis et al., 2000; Santos, 2001; Soares, 2003).

Considerando a importancia do conhecimento das estruturas anatdmicas
para a definicdo de um protocolo de micropropagacdo para o ipé-branco, este
estudo teve como objetivo comparar a estrutura interna de folhas desta espécie,

oriundas de plantulas cultivadas ex vitro e in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

Para as avaliagbes anatdmicas foram utilizadas folhas coletadas do
primeiro nd de ramos, da base para o &pice, de plantulas mantidas in vitro e de
uma arvore adulta de campo (ex vitro), localizada préximo a portaria do campus
da Universidade Federal de Lavras (UFLA), situada a 855m de altitude,
21°13'51.91"S de latitude e 44°59'41.01"W GRW de longitude.

As folhas de plantulas cultivadas in vitro foram oriundas de sementes de
ipé-branco inoculadas em meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962) com
50% de concentragéo de sais, suplementado com 30 gL™ de sacarose e 1gL™ de
GA; e 0,6gL™" de agar em tubo de ensaio mantidas por 30 dias em sala de

crescimento sob condic¢Bes controladas de temperatura 25+2°C, fotoperiodo de
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16 horas e irradidncia de 35umol.m®s™ fornecida por lampadas do tipo
fluorescente branca fria.

Os materiais vegetais ex vitro e in vitro, foram fixados em FAA (0,5%
de formaldeido, 0,5% de &cido acético e 90% de alcool 70°GL) por 72 horas e
posteriormente conservadas em &lcool 70°GL. O estudo anatdémico das folhas se
baseou no exame microscopico de secGes paradérmicas abaxiais e adaxiais e
secOes transversais do limbo foliar.

Para a avaliacdo dos tecidos foliares (espessura da nervura central, limbo
foliar, epiderme adaxial e abaxial e dos parénquimas pali¢dico e esponjoso),
foram realizados cortes transversais na regido mediana das folhas obtidos em
micrétomo, clarificados em solucdo de hipoclorito de sodio (1%) por 10
minutos, e submetidos a coloragdo de azul de astra (95%)/safranina (5%),
baseada na metodologia adaptada de Kraus & Arduin (1997). As laminas foram
montadas em glicerina 50%.

Para os estudos relativos a caracterizacdo dos estbmatos (nimero médio
por mm?, didmetro polar e equatorial, densidade estomética e densidade dos
tricomas) foram realizados cortes paradérmicos na regido mediana das folhas, na
epiderme abaxial e adaxial, manualmente com auxilio de lamina de aco,
clarificados em solugdo de hipoclorito de sodio (1%) por 5 minutos, e
submetidos a coloracdo de Azul de Toluidina. As laminas foram montadas em
glicerina 50%.

A partir das se¢Bes paradérmicas e transversais, com o auxilio de ocular
micrométrica, foram efetuadas as medigdes. As fotomicrografias foram obtidas
utilizando-se o microscopio Ken-a-Vision TT18 e a camera digital Canon
PowerShot A620. O Software de Medigéo utilizado foi o Sigma Pro.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido
de 24 repeticdes nos cortes transversais e 48 repeti¢es nos cortes paradérmicos,

correspondentes a 3 folhas oriundas de ipé-branco. Os tratamentos foram
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representados por duas condi¢des de cultivo (ex vitro e in vitro). Apés a anélise
de variancia, utilizou-se o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade, para a

comparacdo das médias entre tratamentos.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram observadas diferencas anatdmicas entre os tecidos de folhas
provenientes do cultivo in vitro e ex vitro. Essas diferengas também foram
observadas por diversos autores que compararam as anatomias de folhas in vitro
e ex vitro de outras espécies como mama-cadela (Brosimum gaudichaudii)
(Fidelis et al., 2000), ingé4 (Inga vera) (Soares, 2003), Anonna glaba (Deccetti,
2004), sangra d’agua (Croton urucurana) (Lima; 2004), candeia (Eremanthus
erythropappus) (Rosal, 2004), cagaita (Eugenia dysenterica) (Martinotto, 2004),
abacaxi (Barbosa et al., 2006), entre outras.

As folhas de ipé-branco, cultivadas tanto in vitro como ex vitro,
apresentaram organizacdo dorsiventral conforme se visualiza na Figura 1. Esses
resultados condizem com Metcalfe & Chalk (1957), segundo os todas as
espécies de Bignoniaceae sdo dorsiventrais, sendo registrada estrutura
isobilateral apenas no género Kigelia.

No entanto, Souza & Oliveira (2004) estudando Tabebuia avellanedae e
T. chrysotricha encontraram a dorsiventralidade apenas nos eofilos,

isobilateralidade nos metafilos.
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Figura 1 Fotomicrografias de se¢Ges transverais de folhas de ipé-branco
cultivados in vitro (1) e ex vitro (2), nervura central 10X (coluna A) e
limbo foliar 40X (coluna B).

Secdes transversais das laminas foliares de todos os ambientes de cultivo
demonstraram que tanto a epiderme adaxial quanto a epiderme abaxial
apresentam-se uniestraficadas. O parénquima palicadico estd voltado para a
superficie adaxial e o parénquima esponjoso voltado para a superficie abaxial
conforme se visualiza na Figura 1. Ocorre um maior desenvolvimento de todas
as estruturas nas estruturas ex vitro. Em folhas de plantas cultivadas in vitro ndo

ha cuticula e o parénquima pali¢adico é pouco diferenciado. Segundo Fraguas
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(2003), a auséncia de formacdo de ceras epicuticulares aliada a alteracdo na
composicdo quimica das mesmas, € uma das caracteristicas que possivelmente
pode ser induzida pela condi¢do in vitro, contribuindo para a dessecacdo das
mudas apos transferéncia para a casa de vegetacdo causada pela excessiva perda

de 4gua.

50pum
Figura 2. Fotomicrografias de se¢bes paradérmicas de folhas de ipé-branco
cultivados in vitro (1) e ex vitro (2), das epidermes abaxial (A) e

epiderme adaxial (B).
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Pelo corte paradérmico, observa-se que as folhas de ipé-branco sdo
hipostomaticas e apresentam tricomas estrelados em ambos os lados. Souza &
Oliveira (2004) também encontraram estdbmatos somente na face abaxial nas
espécies de Tabebuia avellanedae e T. chrysotricha.

Tricomas também sdo encontrados nas espécies de T. avellanedae,
apresentando se com tamanho reduzido, extremidade afilada e s&o unicelulares.
Em T. chrysotricha, os tricomas tectores sdo pluricelulares, alongados e

ramificados (Souza & Oliveira, 2004).

5.1 Espessura do limbo foliar e nervura central

De acordo com a anélise de varidncia, houve diferenca estatistica
significativa entre os tecidos foliares de ipé-branco cultivados in vitro e ex vitro
(Tabela 10A, Anexo A). As folhas ex vitro, provindas de plantas de campo
tiveram espessuras superiores as do cultivo in vitro, quanto a espessura do limbo
foliar, nervura central, da epiderme adaxial e abaxial e os parénquimas

paligadico e esponjoso (Tabela 1).

Tabela 1. Espessura média do limbo foliar e da nervura central de laminas

foliares de ipe-branco cultivados ex vitro e in vitro por 30 dias

Espessura (um)
Tipo de Cultivo

Limbo Foliar Nervura Central
Ex vitro 177,44 a 951,55 a
In vitro 84,95b 360,21 b

*Medias seguidas de mesma letra, nas colunas, nao diferem ao teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.
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Uma das diferencas verificadas entre a regido vascular da nervura
central das folhas produzidas in vitro e ex vitro € o esclerénquima. Pela figura 3,
observa-se que este envolveu completamente os feixes vasculares das folhas ex
vitro e esteve ausente no cultivo ex vitro. O esclerenquima é um tecido que fica
préximo ao eixo vascular, responsavel por dar maior sustentacdo as plantas.
Soares (2003), também observou essa caracteristica ao comparar folhas de inga
(Inga vera) in vitro e ex vitro, e afirma que a auséncia dessa estrutura em folhas

micropropagadas as torna menos resistentes e com aparéncia mais fragil.

Figura 3. SecOes tranversais da nervura central de folhas de plantas ipé-branco

cultivados ex vitro (A) e in vitro por 30 dias (B), evidenciando o
xilema (Xi), o floema (FI) e o esclerénquima (Es).

Trabalhando com cortes histologicos da nervura de folhas obtidas in
vitro e ex vitro de cafeeiro (Santos, 2001) e ingé4 (Inga vera) (Soares, 2003),
obtiveram resultados bastante semelhantes, com aumento do nimero de células

do xilema em largura e espessura em plantas oriundas do ambiente natural.
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5.2 Espessura das epidermes abaxial e adaxial e parenquimas pali¢adico e
esponjoso

A andlise de varidncia (Tabela 11A, Anexo A) mostrou que houve
diferencas estatisticas significativas para a espessura das epidermes abaxial e
adaxial e parénquimas paligaddico e esponjoso. Plantas cultivadas ex vitro
apresentaram, espessuras superiores em todos os tecidos, as do cultivo in vitro.
Resultados semelhantes também foram encontrados por Fidelis (2000); Lima
(2004) e Martinotto (2004) trabalhando respectivamente com mama-cadela
(Brosimun gaudichaudii), sangra d’agua (Croton urucurana) e cagaita (Eugenia

dysenterica), cultivadas in ambiente natural e in vitro.

80
a
70 - :
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3 50 b
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5 40 - a o
A W in vitro
g 30 b _
9 50 | . ex vitro
b p @
P | |
0
Epiderme Epiderme Parenquima Parengquima
Adaxial Abaxial Paligadico Esponjoso

Figura 3. Espessura de tecidos foliares de ipé-branco cultivados ex vitro e in
vitro pOf 30 dias. Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem ao teste de Tukey a nivel de 5% de
significancia.

No ambiente natural, a alta intensidade luminosa contribui para o
espessamento foliar e a elongacdo do parénquima palicadico (Castro et al.,
1998). Folhas de plantas crescidas em ambientes ensolarados apresentam uma
taxa fotossintética mais elevada e s&o menores, mais pesadas e mais espessas por

unidade de area em comparagdo com plantas crescidas a sombra (Boardman
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1977 e Bjokman, 1981). O aumento na espessura da folha, especialmente pelo
alongamento ou adicdo de células palicadicas, esté relacionado a uma redugédo na
resisténcia do mesofilo ao didéxido do carbono (Nobel, 1977) e correlacionado
com aumento de fatores potencialmente limitantes a fotossintese como a
RuBisco, carregadores de elétrons ou condutancia estomatal (Bjorkman, 1981).
Chazdon e Kaufman (1993) estudando duas espécies de Piper observaram que a

capacidade fotossintética estava correlacionada com a espessura do mesofilo.

5.3 Densidade estomética

Houve diferenca estatistica nas avaliagcbes da densidade estomatica para
plantas mantidas in vitro e ex vitro. (Tabela 12A, Anexo A). Plantas mantidas ex
vitro apresentaram menor nimero de estbmatos e maior nimero de tricomas. O
maior numero de estdbmatos observados em plantulas cultivadas in vitro
provavelmente foi provocado pelo ambiente do tubo, com alta umidade e
temperatura amena.

Esses resultados concordam com Martinotto (2004) que observou em
seu estudo com E. dysenterica, que a densidade estomatica é maior em folhas de
plantulas in vitro do que em folhas campo. As condi¢cBes ambientais que
influenciam as trocas gasosas provocam alteracbes no desenvolvimento
estomatico, segundo Fraguas (2003) a baixa luminosidade e a pequena troca
gasosa do ambiente in vitro, provoca o aumento no nimero de estdbmatos pois

esses sdo menos funcionais que os estdbmatos ex vitro.
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Figura 4. Densidade estomética e densidade dos tricomas na superficie abaxial

de folhas de ipé-branco cultivados ex vitro e in vitro por 30 dias. Médias

seguidas de mesma letra, para cada grupo de barras, ndo diferem ao teste de Tukey a nivel de 5%

de significancia.

A densidade estomética das folhas de ipé in vitro e ex vitro, diferem
estatisticamente. Ocorreu maior nimero de estdbmatos por &rea no cultivo in
vitro, onde a umidade era alta, pois 0s estbmatos sdo responsaveis por pelas
perdas de &gua na planta (Taiz & Zeiger, 2004). No ambiente natural, a menor
quantidade de estdbmatos diminui a perda de agua planta, possibilitando a
sobrevivéncia em condicGes de estresse hidrico. O maior nimero de tricomas

nas folhas ex vitro também contribui para diminuir o excesso de transpiragao.

5.4 Diametro polar e equatorial dos estbmatos

Houve diferencas estatisticas nos didmetros polares e equatoriais para
plantas mantidas in vitro e ex vitro. (Tabela 13A, Anexo A). Conforme a figura
5, os estdbmatos de folhas cultivadas in vitro sdo maiores em comparagao com 0s

estdmatos de folhas ex vitro.
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Figura 5. Didametros equatoriais e polares de ipé-branco cultivados ex vitro e in

vitro por 30 dias. Médias sequidas de mesma letra, para cada grupo de barras, nio diferem

ao teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

Houve diferenca estatistica entre os diametros polares e equatoriais das
folhas in vitro e ex vitro. O maior diametro ocorreu nas folhas in vitro, indicando

que estes eram maiores que os diamentros das folhas ex vitro.

Tabela 2. Relagdo entre os didmetros polares e equatoriais do tecido epidérmico

abaxial de laminas foliares de ipé-branco cultivadas ex vitro e in vitro

por 30 dias.
Tipo de Cultivo Relacdo DP/DE
Ex vitro 1,44 a
In vitro 1,35b

xMédias seguidas de mesma letra nao diferem ao teste de Tukey a nivel de 5% de significancia.

Pela relacdo DP/DE, os estdbmatos das folhas ex vitro sdo mais ovais,

tendo o didmetro polar maior. 1sso pode indicar que os estdmatos das folhas ex
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vitro sdo mais fechados e, portanto, mais funcionais que os estdbmatos das folhas

in vitro.

6 CONCLUSAO

- As estruturas foliares de plantas de ipé apresentam epiderme
uniestratificada, e o mesofilo possui uma organizacdo dorsiventral. S&o
hipostomaticas e apresentam tricomas em todas as faces.

- Folhas de plantas cultivadas ex vitro, encontram se cuticula e
esclerénquima que sdo ausentes nas folhas in vitro.

- Folhas de plantas cultivadas ex vitro apresentaram maior espessura em
comparacdo com as do cultivo in vitro, quanto & espessura do limbo foliar,
nervura central, da epiderme adaxial e abaxial e os parénquimas pali¢adico e
espon;joso.

- Folhas de plantas cultivadas ex vitro apresentaram menor nimero de
estbmatos e maior nimero de tricomas quando comparadas com o cultivo in
vitro. Os estdmatos de folhas cultivadas in vitro sdo maiores que os estbmatos de

folhas ex vitro.
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ANEXO A - TABELAS

Tabela 1A. Resumo da analise de variancia para a porcentagem de germinagao

de sementes de ipé-branco dispostas em diferentes sustratos.

FV GL Quadrado Médio
Substratos 3 225,000*
Erro 12 9,166
Total 15

CV =6,92

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Tabela 2A. Resumo das analises de varidncia para a porcentagem de
desinfestacdo, com sementes normais, contaminadas e oxidadas

em sementes de ipé-branco dispostas in vitro com 0 meio MS.

FV GL Quadrados Médios
% Normais % ~ % Oxidacgao
Contaminacéo
Tratamentos 587,65* 188,85* 625,753*
Erro 5,975 6,65 39,325
Total
CV (%) 3,33 14,45 61,47

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Tabela 3A. Resumo da analise de variéncia para a porcentagem de germinagao
de sementes de ipé-branco dispostas em meio MS, MS com 50% de

concnetracdo de sais e MS com carvao ativado.

FV GL Quadrados Médios (% Germinacao)
MS com Carvéo
MS MS 50% Ativado
Tratamentos 4 2209,562* 583,543* 1737,968*
Erro 19 37,703 6,223 53,092
Total 23
CV (%) 12,50 3,80 14,05

* Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 4A. Resumo das anélises de variancia para o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) para sementes de ipé-branco dispostas em meio

MS, MS com 50% de concnetragdo de sais e MS com carvéo

ativado.
FV GL Quadrados Médios (IVG)
MS com Carvéo
0,

MS MS 50% Ativado
Tratamentos 4 0,207* 0,447* 0,053*
Erro 19 0,055 0,028 0,001
Total 23
CV (%) 38,98 23,10 9,25

* Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

106



Tabela 5A. Resumo das analises de varidncia para a porcentagem de
germinacdo de sementes de ipé-branco dispostas em meio WPM,
WPM com 50% de concnetracdo de sais e WPM com carvéo

ativado.
FV GL Quadrados Médios (% Germinagao)
WPM com
0,
WPM WPM 50% Carvao Ativado
Tratamentos 4 1380,208* 1068,583* 861,968*
Erro 19 18,447 19,210 3,342
Total 23
CV (%) 7,93 18,01 3,56

* Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 6A. Resumo das andlises de variancia para o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) para sementes de ipé-branco dispostas em meio

WPM, WPM com 50% de concnetracdo de sais e WPM com carvéo

ativado.
FV GL Quadrados Médios (IVG)
WPM com
0,
WPM WPM 50% Carvéao Ativado

Tratamentos 4 0,222* 0,044* 0,240*
Erro 19 0,001 0,0001 0,038
Total 23

CV (%) 10,09 6,67 46,77

* Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 7A. Resumo da analise de varidncia para a porcentagem de calos
formados a partir de explantes foliares de ipé-branco em diferentes
concentragoes de ANA e BAP.

Fv GL QM
ANA 3 3228,958*
BAP 6 5086,125*
ANA X BAP 6 447,322*
Erro 52 433,322
Total 63

CV (%) = 48,49
*Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

Tabela 8A. Resumo da analise de varidncia para a porcentagem de calos
formados a partir de explantes foliares de ipé-branco em diferentes

concentracdes de 2,4-D e Cinetina.

Fv GL QM
2,4-D 3 1730,854*
Cinetina 3 3280,739*
2,4-D X Cinetina 9 1180,965*
Erro 48 24,937
Total 63

CV (%) = 49,73
*Significativo, a nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.
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Tabela 9A. Resumo das analises de variancia para a quantificacdo de aglcares
sollveis totais e redutores, proteinas e aminoécidos obtidos de calos
de ipé-branco durante 90 dias de cultivo a partir de segmentos
foliares inoculados in vitro em meio MS, 1mg LYde24De 2mg

L? de cinetina.

FV GL Quadrados Médios
AST AR PTN AA
Tratamentos 5 223,128* 0,0069* 24,983* 186,943*
Erro 24 4,833 0,0001 0,008 0,445
Total 29
CV (%) 6,49 7,95 6,72 6,09

* Significativo, a 5% de probabilidade pelo teste de F

TabelalOA. Resumo das analises de variancia para as medidas de espessura do

limbo e nervura central de folhas de ipé-branco cultivadas in vivo e
in vitro por 30 dias.

FV GL Quadrados Médios
Limbo Foliar Nervura
Central
Tratamentos 1 51328,250* 2098109,800*
Erro 22 175,069 2230,525
Total 23
CV (%) 10,09 7,20

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Tabela 11A. Resumo das andlises de variancia para as medidas de espessura das
epidermes abaxial e adaxial e parenquimas palicadico e esponjoso

obtidas de folhas de ipé-branco cultivadas in vivo e in vitro por 30

dias.
FV GL Quadrados Médios
Epiderme  Parenquima Parenquima Epiderme
Abaxial Paligadico Esponjoso Adaxial
Tratamentos 1 8,760* 11068,215* 4822,335* 2393,001*
Erro 22 1,957 125,710 61,871 5,693
Total 23
CV (%) 13,38 23,53 14,13 11,27

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey

Tabela 12A. Resumo das analises de variancia para densidade estomética e
densidade de tricomas na epiderme abaxial obtidas de folhas de

ipé-branco cultivadas in vivo e in vitro por 30 dias.

FV GL Quadrados Médios
Densidade Densidade
Estomatos Tricomas
Tratamentos 1 25715,020* 16465,020*
Erro 46 1624,049 918,618
Total 47
CV (%) 14,86 32,80

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey
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Tabela 13A. Resumo das andlises de variancia para os diametros polar e
equatorial e a relagcdo dos diametros polar e equatorial (DP/DE)
epiderme abaxial obtidas de folhas de ipé-branco cultivadas in

vivo e in vitro por 30 dias.

FV GL Quadrados Médios
Diametro Diametro Relacéo
Polar Equatorial DP/DE
Tratamentos 1 49,816* 64,867* 0,099*
Erro 46 5,89 142,482 0,018
Total 47
CV (%) 11,83 11,93 9,73
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Tabela 1B. Tabela 1. Composi¢ado do meio de cultura MS (Murashige & Skoog,

ANEXO B - Meios de Cultura

1962).
COMPONENTE FORMULA CONCENTRACAO (mg L™)
Macronutrientes
Nitrato de amonio NH;sNO; 1650
Nitrato de potassio KNO; 1900
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 440
Sulfato de magnésio MgS0O,.7H,0 370
Fosfato de potassio KH,PO, 170
Sadio EDTA Na,EDTA 37,25
lodeto de potassio Kl 0,83
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeSO,.7H,0 27,85
Sulfato de manganés MnSO,.4H,0 16,9
Sulfato de zinco ZnS0,.7H,0 8,6
Acido bérico HsBO, 6,2
Molibdato de sédio Na,Mo00,.2H,0 0,25
Cloreto de cobalto CoCL,.6H,0 0,025
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0,025
Vitaminas
Acido nicotinico CsHsNO, 0,5
Cloridrato de piridoxina CsH12CINO, 0,5
Cloridrato de tiamina C1,H15CI,N4,OS 0,1
Glicina C,Hs5NO, 2,0
Mio-inositol CeH1,06 100,0
Outros
Agar 7,0
Sacarose C1oH2011 30,0
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Tabela 2B. Composi¢do do meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980).

COMPONENTE FORMULA CONCENTRACAO (mg L'l)
Macronutrientes
Nitrato de aménio NH;sNO; 400
Cloreto de célcio CaCl,.2H,0 96
Sulfato de magnésio MgS0O,.7H,0 370
Fosfato de potéassio KH,PO, 170
Sadio EDTA Na,EDTA 37,25
Micronutrientes
Sulfato de ferro FeSO,.7H,0 27,85
Sulfato de zinco ZnS0,.7H,0 8,6
Sylfato de manganés MnSO, . H,0O 22,3
Acido borico HsBO4 6,2
Molibdato de sédio Na,Mo00,.2H,0 0,25
Sulfato de cobre CuS0,.5H,0 0, 25
Vitaminas
Acido nicotinico CsHsNO, 0,5
Cloridrato de piridoxina CsH12,CINO, 0,5
Cloridrato de tiamina C1,H15CI,N4,OS 0,1
Glicina C2H5N02 2,0
Mio-inositol CesH1206 100,0
Outros
Agar 7,0
Sacarose C1oH,2,011 30,0
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