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RESUMO GERAL

SANTOS, Dalilhia Nazaré dos. Caracterizacio de massas pro-embriogénicas
em pinhao-manso (Jatropha curcas L.). 2010. 119 p. Dissertagdo (Mestrado
em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O pinhao manso (Jatropha curcas L.) é uma oleaginosa que tem
despertado o interesse de produtores, governos e instituigdes de pesquisa,
visando o desenvolvimento de tecnologia, como a cultura de tecidos, que
possibilite sua utilizagdo como cultura agroenergética. Inicialmente, estudou-se a
relacdo de fitorreguladores para calogénese e, a partir deste, estruturou-se a
curva de crescimento dos calos por 16 periodos de cultivo. Para cada periodo de
cultivo foi determinado o comportamento dos metabolitos primarios,
carboidratos: agucar soluvel total (AST), agucar redutor (AR) e amido; proteina
e aminoacidos. Foi feita andlise ultraestrutural em microscopia eletronica de
varredura (MEV) e transmissdo (MET); avaliando o potencial embriogénico
mediante a dupla coloragdo Carmim acético (C.A.)/Azul de evans (A.E.) e, por
fim, mensurando a viabilidade celular destas culturas, via trifeniltetrazélio
(CTT). O desenvolvimento dos calos foi promissor em meio MS com 1 mg.L"
de 2,4-D, o comportamento cinético exibiu 5 fases, exponencial (0-7 dias), linear
(7-14 dias), desaceleragdo (14-28 dias), estacionaria (28-77 dias) e declinio (77-
112 dias), ao final da desaceleragdo, aos 28 dias, é recomendada a repicagem dos
calos. Carboidratos soluveis e insoliiveis ndo sdo identificados ao principio do
cultivo. Na desaceleracdo, observou-se picos de agucares soluveis. Ao fim do
cultivo, na fase de declinio detectou-se baixos teores de AST e picos de AR, ha
também a identificagdo do maximo teor de amido. Ao final do declinio ha
redugdo de proteinas e aminoacidos. Pela MEV entre 77 ¢ 90 dias de cultivo,
observou-se a formagao de embrides em estagio globular e codiforme, mas estes
ndo prosseguiram o desenvolvimento. O periodo de expressdo do potencial
embriogénico ocorreu de 21 aos 70 dias de cultivo e o maior indice de
viabilidade no dia da inoculagdo e posteriormente aos 28 e 35 dias de cultivo. Os
intervalos identificados como positivos pelas ferramentas acima envolveram o
periodo de 28 dias, portanto as técnicas de MEV, MET, C.A//A.E. e CTT,
respaldaram e confirmam o periodo de 28 dias como o mais adequado a
repicagem dos calos de J.curcas.

Palavras chave: Cultura de tecidos, cinética, bioquimica, ultra-estrutura,
citoquimica, viabilidade.

Comité orientador: Moacir Pasqual — UFLA (Orientador), Aparecida Gomes de
Araujo — UFLA, Ester Alice Ferreira — EPAMIG e Leila Aparecida
Salles Pio — EMBRAPA



GENERAL ABSTRACT

SANTOS, Dalilhia Nazaré dos. Characterization of pro-embryogenic masses
in phisic nut (Jatropha curcas L.). 2010. 119 p. Dissertation (Master in Plant
Physiology) — Federal University of Lavras, Lavras, MG."

The physic nut (Jatropha curcas L.) is an oilseed crop that has aroused
the interest of producers, governments and research institutions, to develop
technology such as tissue culture, which allows its use as an agro-energy culture.
Initially, we studied the relationship of growth regulators for callus induction,
and from this structured on the curve of growth of callus for 16 growing seasons.
For each growing season was determined the behavior of primary metabolites,
carbohydrates: total soluble sugar (TSS), reducing sugar (RS) and starch protein
and amino acids. It was made ultrastructural analysis in scanning electron
microscopy (SEM) and transmission (TEM), evaluating the embryogenic
potential by double staining carmine acid (CA) / evans blue (EB) and finally,
measuring cell viability of these cultures through triphenyltetrazolium (TTC).
The development of a promising callus on MS medium with 1 mg.L" 2,4-D, the
kinetic behavior exhibited 5 phases, exponential (0-7 days), linear (7-14 days),
deceleration (14 - 28 days), stationary (28-77 days) and decline (77-112 days) at
the end of deceleration, on the 28 days, it is recommended to transplanting the
callus. Soluble and insoluble carbohydrates are not identified at the beginning of
cultivation. In the deceleration observed peaks of soluble sugars. After
cultivation in the decline phase was detected low levels of AST and peak RS,
there is also the identification of the maximum starch content. At the end of the
decline is the reduction of protein and amino acids. SEM between 77 and 90
days of cultivation, we observed the formation of globular-stage embryos and
codiforme, but these did not continue development. The period of expression of
embryogenic potential occurred 21 to 70 days of cultivation and increased
viability index on the day of inoculation and subsequently at 28 and 35 days of
cultivation. The intervals identified as positive by the tools above involved the
period of 28 days, so the techniques of SEM, TEM, CA / AE and CTT, have
supported and confirmed the 28-day period as the most suitable for transplanting
the callus J.curcas.

Keywords: Tissue  culture, kinetics,  biochemistry,  ultrastructure,
cytochemistry,viability

Guidance committee: Moacir Pasqual — UFLA (Advisor), Aparecida Gomes de
Araujo — UFLA, Ester Alice Ferreira — EPAMIG and Leila Aparecida

Salles Pio - EMBRAPA
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CAPITULO 1

CARACTERIZACAO DE MASSAS PRO-EMBRIOGENICAS EM
PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.).



1 INTRODUCAO GERAL

Desde o século passado, os combustiveis derivados de petroleo tém sido a
principal fonte de energia no mundo. No entanto, previsdes de que esse recurso
se extinga, somadas as crescentes preocupacdes com o ambiente, tém levado a
busca de fontes de energia alternativa e renovavel (Ghassan et al., 2003).

A produgdo de combustiveis a partir de Oleos vegetais constitui uma
estratégia importante, devido as dimensdes territoriais brasileiras, a elevada
diversidade edafoclimatica, além do grande nimero de espécies que podem ser
izadas (Teixeira, 2005).

Os oleos vegetais tém sido bem aceitos e utilizados na produgdo do
biodiesel, apesar de algumas dificuldades que surgiram inicialmente devido a
viscosidade natural e ao baixo poder de ignigdo desse material. Algumas de suas
vantagens como combustivel, em relagdo ao diesel, sdo: alto valor energético,
baixo conteudo de enxofre e de aromaticos, além de serem biodegradaveis e
renovaveis (Fangrui, 1999).

O futuro do biodiesel ¢ fungdo de grandes produtividades em teor de dleo
pelas oleaginosas e baixos custos de producgdo. Abre-se, entdo, mercado para o
pinhdo-manso (Jatropha curcas L.). Esta espécie é considerada uma cultura
rustica, adaptada as mais diversas condi¢des edafoclimaticas, que sobrevive bem
em condi¢cdes de solos marginais de baixa fertilidade natural (Arruda et al.,
2004; Saturnino et al., 2005; Dias et al., 2007).

Segundo Saturnino et al. (2005), o conhecimento técnico sobre esta planta ¢
limitado. Apesar das inimeras caracteristicas favoraveis da espécie, ndo se tem
até o presente momento um acesso melhorado, tratos culturais completamente
estabelecidos, zoneamento agricola definido. Isto demosnstra que os estudos

com esta espécie sdo ainda insipientes.



Portanto, todos os esforgos cientificos sdo validos para gerar conhecimento
que proporcione o estabelecimento do pinhdo-manso como cultura no sistema
agroenergético brasileiro. Sendo assim, o objetivo geral deste trabalho foi
investigar a calogénese em explantes foliares coltiledonares de pinhdao-manso,
bem como identificar o potencial embriogénico destes calos e o periodo

adequado para a repicagem.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1. Agroenergia

Iniciou-se o século vislumbrando uma revolugdo energética,
condicionada por dois fatores. O primeiro refere-se a cadeia energética atual que
¢ embasada em recurso ndo renovavel (os combustiveis fosseis), esse fator
condiciona sua eminente escassez, que vem elevando seu valor de mercado.
Segundo Wingert (2005), na ocasido de sua pesquisa, para cada cinco barris
consumidos, s6 um foi encontrado, dai a tendéncia para a alta dos precos do ouro
negro. E justamente essa alta dos precos que ira retardar no tempo a escassez
que era prevista para a proxima década. O segundo fator se deve as excessivas
emissdes de gas carbonico, que ocorrem em elevados niveis pelos combustiveis
fosseis, e que vem potencializando o efeito estufa com consequéncias deletérias.

Na tentativa de controlar tanto o prego de mercado dos combustiveis
fosseis, quanto as emissdes de gas carbono que estes ocasionam, um Novo
padrao energético ¢ vislumbrado na agroenergia.

A agroenergia ¢, de acordo com o Ministério da Agricultura, o uso da
agricultura como alternativa vidvel, do ponto de vista econdmico, social e
ambiental, para a geragdo de energia renovavel. Envolve o carvdo vegetal, o
etanol e os biocombustiveis.

O Brasil ¢ um pais que congrega otimas condigdes para liderar o
mercado agroenergético. Por localizar-se na faixa tropical e subtropical, recebe
elevada incidéncia luminosa e a radiagdo solar é justamente a fonte energética
que potencializa a produgdo de biomassa. Além disso, o pais possui ampla
diversidade vegetal, inclusive oleaginosas, as quais produzem insumos para
geragdo de energia, seja o carboidrato para sintese do alcool (cana-de-agucar,
milho ou eucalipto) ou os derivados do lipideo para a produgdo de biodiesel

(soja, girassol, mamona ou pinhao-manso).



2.2 A espécie

O pinhdo-manso ¢ uma oleaginosa pertencente a familia Euphorbiaceae,
seu género ¢ o Jatropha, o qual possui 175 espécies. E uma planta perene, as
folhas sdao deciduas na estacdo seca, ressurgindo logo apos as primeiras chuvas.
E considerada uma planta xer6fita, com elevada resisténcia a seca (Arruda et al.,
2004; Saturnino et al., 2005). De acordo com Severino (2006), ¢ uma espécie
que se desenvolve sob condi¢des climaticas diversas, desde regides tropicais
muito secas a umidas, tolerando precipitagdes entre 600 ¢ 1.500 mm/ano. Com
relacdo a altitude, é encontrado até 1.000 m, sendo o seu cultivo mais indicado
em regides que apresentem entre 500 e 800 m (Peixoto, 1973).

O pinhdo-manso ¢ considerado como adaptado a solos de baixa
fertilidade e, com relagdo as exigéncias nutricionais, foi desenvolvido um
trabalho por Laviola & Dias (2008), que identificaram que o pinh@o-manso
apresenta a seguinte ordem de acimulo de nutrientes nas folhas: N > Ca > K >
Mg >P > S >Mn > Fe > B > Zn > Cu; e nos frutos: N> K > Ca>P >Mg > S >
Mn > Fe > B > Zn > Cu. A relacdo N/K ¢é de 2,3 em folhas e de 1,4 em frutos,
indicando que na fase em que a planta entra em produc@o aumenta a necessidade
de K. Os autores concluiram que o pinhdo-manso extrai elevada quantidade de
nutrientes na colheita. Isso indica que a planta pode sobreviver em solos pobres,
mas sua boa capacidade produtiva ¢ melhorada mediante a aplicagdo de
fertilizante.

A capacidade produtiva do pinhdo-manso foi estudada por diversos
autores ao longo do tempo em territorio nacional e segundo Brasil (1985), esta é
fungdo dos tratos culturais. Esse mesmo autor estudou a capacidade produtiva do
pinhdo-manso, e identificou que ela varia de 3000 a 4000 Kg/ha de semente. Por
ocasido proxima, Purcino & Drumommd (1986) identificaram capacidade

produtiva menor, em torno de 2000 Kg/ha de semente. Mais recentemente, a



produtividade foi superiormente avaliada, em torno de 5000 Kg/ha de semente
(Arruda et al., 2004; Saturnino et al., 2005; Teixeira, 2005). Em plantas com
apenas 12 meses de idade foi identificada uma produtividade de 3542 Kg/ha de
semente (Drumond et al., 2009). A produtividade dessas plantas é muito
especulada em relagdo a sementes, pois estas sdo a fonte de lipideos para a
producao de dleo.

Diante da preocupagdo atual com o aquecimento global e a escassez das
reservas mundiais de combustivel fossil, o pinhdo-manso tem despertado
interesse de produtores, governos e instituigdes de pesquisa (Nery et al., 2009).
Desta forma, com a possibilidade do uso do 6leo de pinhdo-manso para a
produgdo de biodiesel, abrem-se amplas perspectivas para o aumento das areas
de plantio com esta cultura no semi-arido nordestino (Arruda et al., 2004).
Segundo o CEPEA (Centro de Estudos Avancados em Economia Aplicada), a
possibilidade de substituir o diesel, integral ou parcialmente, por 6leo vegetal no
uso em motores, dentre os quais os automotivos, pode levar a ganhos socio-
econdmicos consideraveis, viabilizando o desenvolvimento sustentavel, em
especial nas comunidades rurais. Para o sucesso deste prenuncio, tecnologia
agrondmica deve ser desenvolvida, visando potencializar a producdo de matéria

prima, por procedimentos sustentaveis.

2.3 Cultura de tecidos aplicada ao pinhdo-manso

A cultura de tecidos se configura como uma tecnologia agrondmica, pois
possibilita a produ¢do de biomassa em grande escala, curto espaco de tempo ¢
pequeno espago fisico.

Os primeiros relatos do cultivo do pinhdo-manso in vitro se dido com
Sujatha & Mukta (1996), que testaram diversos explantes, dentre eles folhas,
hipocétilo e peciolo em 0,5 mg.L™" de BAP (benzilaminopurina) e 1,0 mg.L" de

AIB (4cido indolbutirico), obtendo como resposta 100% de regeneracdo dos



explantes foliares, 62% de regeneragdo com o explante hipocdtilo, e para
peciolo, 67% de regeneragdo. Bons resultados foram obtidos para a
organogénese em explantes foliares cotiledonares de pinhdo-manso, em trabalho
conduzido por Deore & Johnson (2008), os quais usaram 0,5 mg.L" de TDZ
(thidiazuron), 0,5 mg.L" de BAP e 0,1 mg.L" de AIB (acido indolbutirico),
alcangando 53,5% de regeneracdo de brotos, sem passar pela fase de calo. No
mesmo periodo, Li et al. (2008) também regeneraram brotos, mas por via
calogénica, usando como explante cotilédones de plantas adultas, com 1.5 mg.L"
"de BAP, 0.05 mg.L" de AIB ¢ 0,5 mg.L" de GA; (acido giberélico).

Com relagao a embriogénese somatica, Sardana et al. (2000) utilizou 3,0
mg.L" de BAP e 3,0 mg.L" de AIA (4cido indol-3-acético), mas sem nenhuma
freqiiéncia de regeneragdo. Entretanto Jha et al. (2007), trabalhando com a
espécie J. curcas, obtiveram sucesso com embriogénese somatica, 90% dos
embrides somaticos foram convertidos em plantulas. Neste trabalho foram
utilizadas como explantes folhas, das quais, 56% se diferenciaram em calos
embriogénicos, na presenga de 0,5 mg.L™" de KN (Cinetina) e 0,2 mg.L"' de AIB,
e para a maturagio dos embrides foi utilizado 5,0 mg.L™" de sulfato de adenina.

No Brasil ainda nfo ha publicagdes brasileiras que relatem a
embriogénese somatica ou organogé€nese em pinhdo-manso. O trabalho mais
recente se trata do cultivo in vitro com a espécie, porém, investigando diferentes
suplementos para a cultura de embrides (Nunes et al., 2008). O que ja representa
um grande avango, pois primeiramente ¢ necessario o estabelecimento in vitro
da espécie, para posteriormente, ajustar a ela as demais técnicas que a cultura de
tecidos dispde. Portanto, trabalhos nacionais que visem o estabelecimento de
protocolos das diferentes formas de propagagdo in vitro para esta espécie sdo
necessarios. Afinal, apés selecdo de plantas elites de pinhdao-manso, estas

poderdo ser propagadas em escala comercial, com auxilio de técnicas de cultura



de tecidos associada a biorreatores, visando a rapida disponibilizagdo de mudas
uniformes, com qualidade genética e fitossanitaria (Marques & Ferrari, 2008).
Como demonstrado, a técnica de cultura de tecidos tém incrementado as
pesquisas, basica e aplicada, em plantas superiores (Costa, 1995). Numa visdo
mais minuciosa, a cultura de tecidos ¢ ferramenta que gera conhecimento, ela
possui diversos mecanismos que podem ser utilizados, em estudos de fisiologia

do desenvolvimento da espécie, como ¢ o caso da calogénese.

2.4 Curva de Crescimento de calos

Calo ¢ um grupo ou massa de células com crescimento desordenado, as quais
podem apresentar certo grau de diferenciagdo (Torres et al., 2000). O calo é uma
resposta morfologica da planta a uma injaria que lhe é causada. In vitro, tal
resposta se da por injlria a um tecido, seja de forma fisica ou quimica, podendo
ocasionar uma diferenciacdo, que € o objeto de estudo. Essa diferenciagdo sera
potencializada quanto mais juvenil for o tecido, pois este possui regides
meristematicas as quais tem maior capacidade de expressio da
totipotencialidade. Também influenciam na calogénese a composi¢do do meio
de cultura e os reguladores de crescimento. Geralmente, concentragdes
semelhantes de auxina e citocinina no meio de cultura promovem a formagao de
calos, mas esse efeito varia em fun¢do do balango hormonal endogeno de cada
explante (Pierik, 1990).

O protocolo de calogénese pode ser usado para ampliagdo de
conhecimentos de fisiologia do desenvolvimento da espécie, através da técnica
da curva de crescimento de calos. A curva é de extrema importancia para
identificar as distintas fases do crescimento do calo, podendo-se presumir assim
o momento adequado de repicagem dos explantes potencializando sua

morfogénese.



Segundo Smith (1992), a curva de calos exibe cinco fases distintas: lag,
exponencial, linear, desaceleragdo e estacionaria. Essas cinco fases normalmente
se congregam num comportamento sigmoidal e o platd final dessa sigmoéide
representa a fase estacionaria. Nessa fase, as células ndo estdo mais em divisdo
celular, por isso o crescimento se estabiliza. Portanto, se o objetivo ¢ a
multiplicacdo do explante, a repicagem nao deve ultrapassar essa fase, pois a
multiplicacdo demanda alta divisao celular.

O cessar de crescimento na fase estacionaria pode ser devido a uma
caracteristica da espécie, ou devido a caréncia nutricional. De qualquer forma,
denota que o explante estd necessitando de um novo estimulo para continuar se
desenvolvendo. Portanto, este ¢ um bom momento, seja para a repicagem do
calo a um novo meio ou para a transferéncia de massas embriogénicas para
meios de conversao de embrides.

A curva de crescimento de calo é objeto de estudo em diversas lenhosas,
como café (Santos et al., 2003), detectado o crescimento tipo sigmoéide, mas
somente com trés fases distintas: lag (0 - 42 dias de inoculag@o), exponencial (42
— 77 dias) e linear (77 — 84 dias). Ja Pereira et al. (2007) pesquisaram a curva de
calo em funcdo de diferentes reguladores em unha-de-gato e identificaram
comportamento diferente quanto a estabilizacdo para cada regulador (picloram -
25 dias de cultivo e 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético), ANA (acido
nafataleno acético) e AIB - 30 dias de cultivo), mas identificaram sempre uma
sigmoide. Abbade (2008), em trabalho com ipé-branco, identificou uma
sigmoéide com cinco fases distintas e recomenda a repicagem aos 60-75 dias.
Nogueira et al. (2008) identificaram uma curva de crescimento padrdo sigmdide
e seis fases distintas de crescimento em murici-pequeno, com repicagem aos 60
dias.

As repostas obtidas com a curva de crescimento de calo podem ser

potencializadas se a técnica for associada a outras ferramentas do conhecimento



como analises bioquimicas, citoquimicas, microscopia eletronica e viabilidade

celular.

2.5 Aspectos bioquimicos
Os compostos organicos siao essenciais para o crescimento ¢

desenvolvimento dos vegetais, dentre eles os lipideos, os carboidratos, as
proteinas e os aminoacidos. A extragdo e isolamento destas moléculas da sua
fonte bioldgica sdo essenciais para a compreensdao do metabolismo dos vegetais,
seja a nivel ex ou in vitro.

Durante o crescimento e¢ o desenvolvimento dos calos ocorrem
mudangas bioquimicas nas células e o estudo dessas mudangas fornecem
subsidios aos processos de estabelecimento in vitro, propiciando a otimizagdo
das condicdes de cultivo (Abbade, 2008).

Os carboidratos abrangem um dos maiores grupos de compostos
organicos encontrados na natureza e juntamente com as proteinas formam os
constituintes principais dos organismos vivos (Bobbio & Bobbio, 1989).

O estudo dos carboidratos permite verificar se a fonte de agucares
adicionada ao meio de cultura esta sendo absorvida pelo explante ou permite
identificar em qual fase ha maior absor¢do desses acucares. Essa fase de maior
demanda por carboidrato representa o periodo de maior respiragdo do explante e
¢ nesta fase, portanto, que o complexo celular estd metabolicamente mais ativo,
representado aqui pelo maior consumo de energia. Periodos de baixo consumo
de acucares podem ser entendidos como explante em baixa atividade, seja pela
ndo iniciacdo de seu metabolismo caso seja recém inoculado ou caso ja tenha
decorrido um tempo de cultivo, representando a senescéncia da cultura. Vale
ressaltar que o comportamento ¢ variavel em fungdo da espécie e do tipo de
explante. E perfeitamente comum se encontrar elevado teor de agucar em

explantes recém inoculados, exemplo dado por Nogueira et al. (2008), apos



quantificagdo de aguicares em calos de murici-pequeno. Essas inferéncias sdo
feitas pela quantificacio do teor de carboidrato nos tecidos, seguindo
metodologia especifica em fungdo do tipo de agticar.

Os acucares sdo distinguidos em redutores, ndo redutores e totais. Os
redutores sdo aqueles que possuem o grupamento carbonila de sua molécula
livre (:C=O), um exemplo sdo glicose e frutose. Se glicose e frutose estiverem
unidas, o grupamento carbonila estara envolvido para unido de ambas as
moléculas, formando assim a sacarose. Devido a este fato, diz-se que o
grupamento carbonila estd preso, constituindo a sacarose como um agucar nao
redutor. A soma de agucares redutores ¢ nao redutores sdo os chamados agticares
soluveis totais. A caracteristica redutora ou ndo redutora ¢ relevante, porque ¢
justamente essa caracteristica de oxi-redugdo que permite a quantificagdo dos
agucares.

Com relacdo as proteinas, sabe-se que estas desempenham papeis
extremamente importantes, na maioria dos processos bioldgicos, atuando como
enzimas, hormonios, neurotransmissores, transportadores através das
membranas celulares e outros (Ganong, 1995).

Para que as proteinas possam ser estudadas adequadamente, faz-se
necessaria uma avaliagdo quantitativa destas no material desejado, ¢ sé entdo ¢é
possivel prosseguir com estudos qualitativos de tal material ou amostra.
Segundo Zaia et al. (1998), o desenvolvimento de metodologias ¢ estudos para a
determinagdo de proteinas totais sempre foi de grande interesse para
profissionais, tanto ligados a industria de alimentos, laboratorios de analises
clinicas, como para pesquisadores de diversas areas inclusive relacionadas aos
vegetais.

Uma forma de quantificagdo de proteinas ¢ a utilizacdo do corante
“Comassie brilliant blue” G-250 (BG-250). Este método € baseado na interacao

entre o corante BG-250 e as macromoléculas de proteinas, as quais contém
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aminoacidos de cadeias laterais basicas ou aromaticas. No pH de reacdo, a
interagdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante G-250 provoca o
deslocamento do equilibrio do corante para a forma anidnica, que absorve
fortemente em 595 nm (Zaia et al., 1998).

Assim como os carboidratos, as proteinas também influenciam nos
processos de iniciagdo e diferenciagdo dos embrides somaticos, pois segundo
Castro et al. (2009), quando ocorre a replicagdo do DNA ha a sintese de RNAm
para proteinas utilizadas na divisdo celular. Sendo assim, pela observacdao da
concentracao protéica no tecido estudado, inferéncias com relagdo a iniciagao do
ciclo celular da espécie podem ser realizadas.

Como as proteinas sdo moléculas constituidas por polimeros de
aminoacidos, a quantificacdo destes torna as inferéncias mais precisas. Os
aminoacidos podem ser quantificados pelo método da Ninhidrina, que se baseia
na desaminagdo oxidativa dos aminoacidos, liberando amoénia e reduzindo a
ninhidrina a hidrindantina, que posteriormente forma um complexo de coloragao
roxa (DYDA) com a amdnia liberada, que ¢ absorvida no comprimento de onda
de 570nm. A coloragdo roxa ¢ especifica para todos os aminoacidos, exceto para
a prolina e hidroxiprolina (Stein & Moore, 1948).

Ronchi et al. (1984), trabalhando com explantes de hipocédtilo da
variedade de cenoura S. Valery, verificaram o efeito marcante dos aminoacidos
prolina e serina no aumento de divisdes mitdticas e produgdo de embrides no
meio de cultura contendo 2,4-D em diversas concentragdes. Maior nimero e
melhor qualidade de embrides somadticos também foram observados por
(Higashi et al., 1997), devido a adi¢cdo dos aminoacidos L-glutamina, acido L-
glutamico e a-alanina, ao meio.

Assim, fica demonstrado o papel dos carboidratos, proteinas e

aminoacidos como compostos organicos influentes nos processos de
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crescimento e desenvolvimento in vitro, e a necessidade de sua quantificagdo

para inferéncias sobre o comportamento fisiologico destes.

2.6 Caracterizacao citoquimica

Diversas s3o as maneiras de identificacdo da expressao morfogenética
que ocorrem na cultura em estudo. Se o intuito ¢ a identificacdo de
embriogénese somatica, pode-se usar aspectos morfologicos. Em modelos
diretos, a primeira expressdo morfogenética ¢ o surgimento de estruturas
globulares brancas e translucidas que correspondem a embrides somaticos
globulares. Em modelos indiretos, inicialmente ha a diferenciacao de calo e o
surgimento neste de setores friaveis, normalmente brancos e translucidos,
convencionalmente designados de massas ou complexos celulares pro-
embriogenéticos, os quais se dividem para formar pro-embrides somaticos
(Guerra et al., 1999).

As chamadas massas pro-embriogénicas (MPE) sdo, de acordo com Xu
& Huang (2008), aglomerados celulares capazes de produzir embrides somaticos
e possuem como caracteristica células de tamanho reduzido e um denso
citoplasma (Fehér et al., 2003). Segundo Castro et al. (2009), tais caracteristicas
também sdo inerentes as células meristematicas.

De acordo com Castro et al. (2009), a morfologia tipica de células
meristematicas sdo, dentre outras: células pequenas, isodiamétricas,
homogéneas, parede celular apenas primaria e extremamente delgada,
citoplasma denso e vacuolo pequeno. Os autores analisam a relagdo morfologia/
fungdo da seguinte forma: tamanho pequeno possibilita maior nimero de células
por volume de tecido e divisdes celulares mais rapidas, o que otimiza a fungdo
primordial dos meristemas; células isodiamétricas otimizam as divisdes pois o
sentido ndo afetara a eficiéncia das mesmas, ja que ndo existe um eixo celular

maior que o outro; parede celular delgada ¢ primordial, pois se espessas e
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lignificadas podem dificultar as divisdes celulares, assim a delgada facilita as
divisdes e ainda o maior influxo de nutrientes, sem o qual as células morreriam
de exaustdo; e o vacuolo pequeno possibilita maior espago para as organelas que
sdo estruturas a serem replicadas nas divisdes.

Além das caracteristicas morfoldgicas citadas, as massas calosas e pro-
embrionarias podem ser distinguidas por caracteristicas citoquimicas. Steiner et
al. (2005) afirmam que o uso dos corantes Carmim acético ¢ Azul de evans
possibilitam a diferenciacdo de culturas embriogénicas. Células que reagem
fortemente ao Carmim acético e fracamente ao Azul de evans sdo
embriogenéticas e células com reacdo fraca ao primeiro e intermedidria ao
segundo sdo células calosas.

Esta distingdo ¢ possivel pois as células embriogénicas que apresentam
citoplasma denso sdo isodiamétricas e reativas ao Carmim acético, resultando
em coloragdo avermelhada. Associa-se essa reagdo com a competéncia celular
para o desenvolvimento embriogénico e integridade cromossémica (Durzan,
1988; Steiner et al., 2005; Munhoz et al., 2008). J& o Azul de evans age
penetrando através de rupturas da membrana, de células que estdo em processo
de morte celular ou, segundo Silva & Yuffa (2006), células ja mortas. Células
com sinais de morte celular tém alto grau de vacuolizagdo, e esta vacuolizacdo
configura a célula formato alongado (Filonova et al., 2000; Bhargava et al.,

2007).

2.7 Caracterizac¢ao ultraestrutural

O microscopio eletronico de transmissdo (MET) foi introduzido como
instrumento de pesquisa por volta de 1950 e sua utilizagdo trouxe contribuigdes
marcantes ao conhecimento humano ao mostrar detalhes jamais antes
visualizados na area biologica ¢ de ciéncias de materiais. Praticamente na

mesma época do desenvolvimento do MET surge o microscopio eletronico de
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varredura (MEV), o qual causou uma segunda revolugdo no estudo do mundo
microscopico, devido as suas caracteristicas como alta profundidade de campo,
conferindo aspecto tridimensional as imagens, larga gama de aumento, rapida
digitalizagdo do sistema na captacdo de imagens, além das facilidades de
operagdo e preparagdo da amostra, que tornaram esse aparelho extremamente
popular (Bossola & Russell, 1998; Souza, 1998; Alves, 2004).

Portanto, a microscopia eletronica ¢ empregada ha décadas como
ferramenta habilitada para quantificar ¢ mensurar estruturas superficiais e/ou
internas, a exemplo das células animais e vegetais. Segundo Nogueira et al.
(2008), as analises ultraestruturais, através da microscopia eletrdnica de
varredura e de transmissdo, tém sido utilizadas em varios estudos de
embriogénese somatica para fornecer maiores detalhes da morfologia interna e
externa de tecidos embriogénicos. Como relatado em Carya illinoinensis
(Almeida, 2002), Theobroma grandiflorum (Ferreira et al., 2005) ou Araucaria

angustifolia, Pinus sylvestris e Picea abies (Steiner, 2009).

2.8 Viabilidade celular

Segundo Silva & Yuffa (2006), a estimativa da viabilidade é necessaria
para avaliar as condigdes da cultura. Dentre as diversas metodologias adotadas
para se medir a viabilidade celular de tecidos, optou-se por quantificar a
atividade respiratoria destes, como inferéncia a viabilidade celular, por meio do
teste de tetrazolio.

O teste de tetrazdlio baseia-se na atividade das enzimas desidrogenases
(Moore, 1973), as quais catalizam as reagdes respiratorias nas mitocondrias,
durante a glicolise e o ciclo de Krebs. Estas enzimas, particularmente a
desidrogenase do acido malico, reduzem o sal de tetrazolio (2,3,5- cloreto de
trifenil tetrazélio ou CTT) nos tecidos vivos. Quando uma semente ¢ imersa na

solucdo incolor de CTT, este ¢ difundido através dos tecidos, ocorrendo nas
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células vivas a reagdo de redugdo que resulta na formagdo de um composto
vermelho, estavel e ndo-difusivel, conhecido por trifenilformazan (Franga Neto
et al., 1998; Verleysen et al., 2004), o mesmo se aplica a calos.

Quando o CTT ¢ reduzido, formando o trifenilformazan, isto indica que
ha atividade respiratoria nas mitocondrias, significando que ha viabilidade
celular no tecido estudado. Portanto, a colora¢do resultante da reacdo ¢ uma
indica¢do positiva da viabilidade através da deteccdo da respiragdo a nivel
celular. Tecidos ndo viaveis nao reagem e consequentemente nao sao coloridos.
Sendo o tecido vigoroso, havera a formagao de um vermelho carmin claro; se o
tecido esta em deterioracdo, um vermelho mais intenso sera formado, em virtude
da maior intensidade de difus@o da solucdo de CTT pelas membranas celulares
comprometidas de tais tecidos; se 0 mesmo € ndo viavel, a reducdo do sal nao
ocorrera, ¢ o tecido morto contrastarda como branco (Franga Neto et al., 1998).
As observagdes de tais diferencas de cor permitem a determinag@o da presenga,
da localizagdo e da natureza dos disturbios que podem ocorrer nos tecidos
embrionarios (Moore, 1973), ou tecidos somaticos, a exemplo de calos
embriogénicos, aplicando-se também a ndo somaticos, como calos
organogénicos.

De acordo com Mikula et al. (2006), o teste de viabilidade celular
mediante o uso do CTT foi primeiramente utilizado em sementes. A descri¢do
do uso deste no cultivo in vitro teve seu primeiro relato por Stein & Gerarde
(1950) e posteriormente Towill & Mazur (1975). Hoje, o teste ¢ amplamente
utilizado, inclusive para a avaliagdo da viabilidade celular em massas pro-

embriogénicas, como descrito por Silva (2009) em murici-pequeno.
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CAPITULO 2

ESTABELECIMENTO, ANALISE ULTRAESTRUTURAL E
CITOQUIMICA DE CALOS DE PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.)
EM RESPOSTA A DIFERENTES BALANCOS ENTRE CITOCININAS E
AUXINAS
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1 RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) tem estudos recentes ¢ ainda
insuficientes. A cultura de calos é uma técnica utilizada para estudar o
crescimento e o desenvolvimento de plantas. No intuito de contribuir para com
este conhecimento, objetivou-se cultivar segmentos foliares de pinhdo-manso
visando desenvolver protocolo para calogénese da espécie mediante diferentes
concentracdes de reguladores. Os explantes foram inoculados em meio MS,
suplementado com fitorreguladores, nas seguintes combinagdes: (1) testemunha;
(2) 1,0 mg.L" 2,4-D; (3) 2,0 mg.L" 2,4-D; (4) 1,0 mg.L" PIC; (5) 2,0 mg.L"
PIC; (6) 1,0 mg.L" 2,4-D + 0,5 mg.L" KIN; (7) 2,0 mg.L" 2,4-D + 1,0 mg.L"'
KIN; (8) 1,0 mg.L" PIC + 0,5 mg.L™" KIN; (9) 2,0 mg.L™" PIC + 1,0 mg.L™" KIN;
(10) 1,0 mg.L" 2.4-D + 0,5 mg.L"' BAP; (11) 2,0 mg.L" 2,4-D + 1,0 mg.L"
BAP; (12) 1,0 mg.L" PIC + 0,5 mg.L" BAP; (13) 2,0 mg.L" PIC + 1,0 mg.L"'
BAP. Constituiu-se assim o delineamento inteiramente casualizado com 13
tratamentos e 4 repeti¢des de 3 tubos cada. As avaliagdes foram feitas apos 30 e
60 dias de cultivo, referentes a porcentagem de cobertura dos explantes por calos
e porcentagem dos explantes formadores de calos. Também foi feita analise via
microscopia eletronica de varredura (MEV) e dupla coloragdo com carmim
acético e azul de evans. Aos 30 e 60 dias, a porcentagem de explantes
formadores de calos ndo diferenciaram estatisticamente. Ja a cobertura dos
explantes por calos foi mais significativa sob efeito de 2,0 mg.L" de PIC aos 30
dias, resposta que ndo foi observada aos 60, pois os tratamentos nao
diferenciaram estatisticamente. De forma secundaria, mas ndo menos
importante, se equivaleram outros balangos como 1,0 e 2,0 rng.L'1 de 2,4-D.
Apesar de 2,0 mgL' de PIC se configurar como a melhor resposta
estatisticamente, esta ndo o ¢ morfogeneticamente. Calos cultivados com 1,0 e
2,0 mg.L" de 2,4-D tiveram desenvolvimento estrutural mais adequado, sendo
1,0 mgL' de 24-D o tratamento que apresentou melhor potencial
morfogenético, comprovado pela analise em MEV e pela dupla coloracdo com
Carmim acético/Azul de evans.

Palavras Chave: embriogénese, reguladores de crescimento, microscopia.
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2 ABSTRACT

The physic nut (Jatropha curcas L.) recent studies have and still
insufficient. The callus culture is a technique used to study the growth and
development of plants. In order to contribute to this knowledge, aimed to
cultivar leaf segments of physic nut in order to develop protocol for callus
induction of the species by different concentrations of regulators. The explants
were inoculated on MS medium supplemented with growth regulators, in the
following combinations: (1) control, (2) 1.0 mg.L™" 2,4-D, (3) 2.0 mg L' 2 ,4-D,
(4) 1.0 mg.L" PIC; (5) 2.0 mg.L™" PIC; (6) 1.0 mg.L" 2,4-D + 0, 5 mg.L" KIN,
(7) 2.0 mg.L" 2,4-D + 1.0 mg.L" KIN, (8) 1.0 mg.L"' PIC + 0, 5 mg.L" KIN;
(9) 2.0 mg.L" PIC + 1.0 mg.L™" KIN; (10) 1.0 mg.L™" 2,4-D + 0, 5 mg.L"' BAP;
(11) 2.0 mg.L"' 2,4-D + 1.0 mg.L" BAP; (12) 1.0 mg.L"' PIC + 0, 5 mg.L"
BAP; (13) 2.0 mg.L" PIC + 1.0 mg.L"' BAP. Constituted as a completely
randomized design with 13 treatments and 4 replicates of 3 tubes each.
Evaluations were made after 30 and 60 days of cultivation, on the percentage of
coverage of explants for callus and percentage of explants forming callus. Also
analysis was performed through scanning electron microscopy (SEM) and
double staining with Carmine acetic and Evans blue. At 30 and 60 days, the
percentage of explants forming callus did not differentiate statistically. Since the
coverage of explants for callus was higher under the effect of 2.0 mg.L™' PIC to
30 days, no response was observed at 60, because treatments did not
differentiate statistically. In a secondary, but not least, was similar to other items
as 1.0 and 2.0 mg.L"' 2,4-D. Although 2.0 mg.L"' PIC is set as the best answer
statistically, this is not the morphogenetic. Calli grown with 1.0 and 2.0 mg.L"
2,4-D had the most appropriate structural development, and 1.0 mg.L" 2.4-D
treatment showed the best potential morphogenetic evidenced by SEM analysis
and by double staining with Carmine acetic/Evans blue.

Key-words: embryogenesis, growth regulators, microscopy.
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3 INTRODUCAO

A demanda bioenergética atual ¢ eminente e sem precedentes. Para
suprir tal necessidade busca-se o cultivo de oleaginosas como o pinhdo-manso
(Jatropha curcas L.). O pinhdo-manso apresenta como pontos favoraveis a sua
produgao a sintese de 6leo ndo comestivel, nao desviando uma fonte de alimento
para produgdo de energia. Seu rendimento ¢ relevante, em torno de 5000 Kg/ha
de semente (Arruda et al., 2004; Teixeira, 2005)

O pinhdo-manso, apesar de ser uma alternativa promissora e
comercialmente viavel a producdo de biodiesel, ¢ uma espécie ainda rastica, que
tem estudos recentes ¢ ainda insuficientes. Uma técnica a ser utilizada, que pode
ampliar conhecimentos, é a cultura de tecidos vegetais, seja por seu uso como
ferramenta na transformacg@do genética de plantas, regenerando 6rgao e tecidos de
plantas transgénicas; ou por esclarecer aspectos de fisiologia do
desenvolvimento das plantas, através da técnica de calogénese.

A calogénese ¢ uma técnica utilizada para estudar o crescimento ¢ o
desenvolvimento de calos, além de ser comumente empregada para viabilizar
mecanismos de propagagao, seja pela rota organogénica ou pela embriogénica.

Para a proliferagdio de calos por qualquer uma destas rotas
morfogenéticas ¢ necessaria a utilizagdo de fitorreguladores, que atuem na
retomada mitotica de tecidos diferenciados, modificando o metabolismo celular
quiescente em um metabolismo ativo (Kielse et al., 2007). Essa reiniciacao do
metabolismo ¢é possivel porque os fitorreguladores agem de forma semelhante
aos fitohormdnios que sdo compostos quimicos endoégenos, ambos sio
facilmente transportados para células responsivas. Estas células responsivas sdo
aquelas que possuem receptores para os fitohormoénios, havendo o
reconhecimento do sinal hormonal, o qual é traduzido em eventos bioquimicos e

fisioloégicos. Tudo isso se da porque os fitohorménios estdo diretamente
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envolvidos com o controle da atividade génica a nivel de transcrigdo e tradugéo,
em diversos processos (Guerra et al., 1999).

Dentre as classes dos fitorreguladores, citocininas e auxinas, o balango
adequado entre estas ¢ de extrema importancia. Apesar de ja ter sido observado
que o balango para inducdo de calogénese pode ser obtido somente mediante uso
de auxinas, quando foi adicionado citocinina houve incremento na proliferagao
de calos (Tisserat, 1985).

As auxinas estdo envolvidas na inducdo e na iniciagdo de embrides
somaticos. O processo de iniciagdo ¢ verificado ao se cultivar o explante em
meio com concentracdo relativamente elevada de 2,4-D, o subsequente
desenvolvimento destes embrides ocorre apos transferéncia do calo para meio
com baixa concentragdo ou mesmo auséncia de auxinas, pois o 2,4-D inibe o
desenvolvimento dos embrides. Ja as citocininas podem favorecer a produgdo de
calo embriogénico e, na maioria das culturas de células de dicotiledoneas, baixas
concentragcdes de citocininas sdo necessarias para a embriogénese somatica
(Guerra et al., 1999).

Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados na indugéo de calos
destacam-se como auxina o 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) (Nogueira et
al., 2007), mas outras como o Picloram (acido 4-amino-3,5,6- tricloropicolinico)
sdo constantemente utilizadas (Péran-Quesada et al., 2004). A cana-de-agtcar,
espécie que também ¢é largamente utilizada como insumo aos biocombustiveis,
tem em seu protocolo de regeneragdo in vitro o uso de 2,4-D (Gallo-Meagher et
al., 2000) ou de Picloram (Fitch & Moore, 1990). O 2,4-D ¢ o regulador
comumente utilizado na obtencdo de calos embriogénicos (George et al., 2008).
Jha et al. (2007) obteve como melhor resposta a produgdo de calos
embriogénicos de J. curcas a utilizagao das combinagdes entre AIB e Cinetina.

Para a identificagdo e confirmacdo deste potencial regenerativo, algumas

ferramentas podem ser utilizadas. As analises ultraestruturais t€ém sido utilizadas
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em varios estudos de embriogénese somatica, para fornecer maiores detalhes da
morfologia externa e interna de tecidos embriogénicos (Nogueira et al., 2007) e
os corantes carmim-acético e azul-de-evans possibilitam a diferenciagdo de
culturas embriogénicas (Steiner et al., 2005).

A utilizacdo de técnicas citoquimicas permite a diferenciacdo de massas
pré-embriogénicas, uma vez que as células dos calos podem se apresentar sob
duas conformacgdes morfoldgicas diferentes. Existem células que sdo pequenas e
isodiamétricas e que por caracteristica possuem citoplasma denso, permitindo
que sejam mais reativas ao carmim acético (George et al., 2008) e, para Steiner
et al. (2005), células de citoplasma denso sdo consideradas embriogénicas. As
demais sdo alongadas devido a alta vacuolizacdo que possuem e essas células
vacuoladas ndo sdo embriogénicas e sdo permeaveis ao azul de evans,
pigmentando-se, portanto, de azul (Suarez et al., 2004).

Valente (2007) utilizou-se da dupla coloracdo carmim acético/azul de
evans para caracterizagdo mitocondrial em Araucaria angustiolia. Silva (2009)
se utilizou do mesmo sistema para identificar o potencial embriogénico em trés
subcultivos de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.).

Mediante o exposto, objetivou-se, com o presente trabalho, desenvolver
calogénese a partir de explantes foliares cotiledonares de Jatropha curcas L.,
por submissdo destes a diferentes balangos entre reguladores de crescimento,

bem como identificar o potencial embriogénico dos calos obtidos.

28



4 MATERIAIS E METODOS

O experimento foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

Utilizou-se, como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, acesso selecionado do banco de germoplasma
do municipio de Janauba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
As sementes, para manutencdo de sua qualidade, foram armazenadas sob
condi¢des de camara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de 60%), no
Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras - UFLA.

As sementes foram estabelecidas in vitro e, para tal, tiveram o
tegumento removido por meio de choque mecanico e em seguida foram
submetidas ao procedimento de assepsia, que constituiu-se de imersdo em agua
destilada, com duas gotas de detergente comercial por 1 min, em alcool 70% v/v
por 1 min e em hipoclorito de s6dio 1% v/v por 20 min, sob agita¢do constante.
Ao fim, os agentes desinfestantes foram lixiviados por triplice lavagem em agua
destilada estéril.

Apos assepsia em camara de fluxo laminar, os endospermas das
sementes foram separados longitudinalmente pela regido oposta a micrépila. Os
embrides excisados foram colocados individualmente em tubos de ensaio de
25x150 mm, contendo 15 mL do meio de cultivo MS (Murashige & Skoog,
1962), onde permaneceram até obtengdo de uma plantula com os cotilédones
foliares totalmente expandidos.

As folhas cotiledonares foram seccionadas com tamanho médio de 1cm’
através de bisturi, em ambiente estéril na camara de fluxo laminar. Essas segoes
constituiram os explantes que foram inoculados em meio MS, suplementado

com fitorreguladores, nas seguintes combinagdes: (1) testemunha; (2) 1,0 mg.L’!
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2,4-D; (3) 2,0 mg.L" 2,4-D; (4) 1,0 mg.L"" PIC; (5) 2,0 mg.L" PIC; (6) 1,0
mg.L" 2,4-D + 0,5 mg.L" KIN; (7) 2,0 mg.L" 2,4-D + 1,0 mg.L"' KIN; (8) 1,0
mg.L" PIC + 0,5 mg.L™" KIN; (9) 2,0 mg.L" PIC + 1,0 mg.L" KIN; (10) 1,0
mg.L" 2,4-D + 0,5 mg.L" BAP; (11) 2,0 mg.L" 2,4-D + 1,0 mg.L"' BAP; (12)
1,0 mg.L" PIC + 0,5 mg.L" BAP; (13) 2,0 mg.L™' PIC + 1,0 mg.L"' BAP.

Em comum aos tratamentos, o meio MS foi preparado com adi¢do de 30
gL' de sacarose e solidificado com 5,5 g.L”' de agar, antecipadamente a
autoclavagem que ocorreu a 121°C por 20 min a 1 atm. Posteriormente, as
culturas foram acondicionadas em armario de metal, propiciando a auséncia de
luz, em sala de crescimento a 25+2°C.

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente casualizado com
13 tratamentos e 4 repetigdes de 3 tubos cada. As avaliagdes referentes a
porcentagem de cobertura dos explantes por calos (%CEC) foram realizadas
apos 30 e 60 dias, por intermédio do teste Scott-Knott t, via Software Sisvar
(Ferreira, 2000) e porcentagem dos explantes formadores de calos (%EFC), que
foi realizada somente de forma descritiva. Ambas as avaliagdes foram efetuadas
por meio de pontuagdes (0 — 0%por cento de formagdo ou cobertura do
explante calos, 1 — 50% por cento de formagdo ou cobertura do explante

calos e 2 — 100% por cento de formagdo ou cobertura do explante calos),

realizadas de forma subjetiva. A %CEC pode ser visualizada pela figura 1.

FIGURA 1 Aspecto visual de explantes foliares de Jatropha curcas L., com
suas respectivas pontuagdes. A- Nota 0 - 0 % de cobertura do
explante por calo. B- Nota 1 - 50 % de cobertura do explante
por calo. C- Nota 2 - 100 % de cobertura do explante por calo.
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Para elucidag¢do da natureza morfogenética dos calos obtidos, amostras
dos mesmos foram coletadas e desidratadas em série etandlica crescente,
utilizando-se ponto critico (Horridge & Tamm, 1969); em seguida foram
metalizadas e observadas ao Microscopio Eletronico de Varredura, modelo Zeiss
DSM 940, localizado no Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Ainda foi realizada uma analise citoquimica de uma fracdo do material
regenerado. Assim, coletaram-se fragoes de 100mg de calos de cada tratamento,
macerando-os sobre vidro de reldégio com auxilio de bastdo. A este macerado
adicionaram-se trés gotas do corante azul de evans 0,1% por trés minutos, seu
excesso foi retirado e adicionadas trés gotas do corante Carmim acético 2% pelo
mesmo tempo (Valente, 2007). Ao término montaram-se laminas e destas fez-se
fotomicrografias em microscopio de luz Olympus BX 60 com objetiva de 10x,
utilizando-se maquina fotografica digital acoplada ao microscopio, localizado no
Laboratorio de Anatomia do Departamento de Biologia da UFLA. A analise das
imagens foi realizada pela técnica RGB (Red, Green, Blue) e por meio da
ferramenta histograma do Software Adobe® Photoshop® CS3 versao 10.0.

A andlise computacional RGB aplicada a citoquimica permite a
identificagdo de diversas cores através das cores basicas iniciais: vermelho
(Red), verde (Green) e azul (Blue). Computacionalmente, cada cor ¢
representada por numeros, ou seja, bits. Cada 8 bits constitui um byte, o byte é
usado em sistema binario( 2*), permitindo 256 combinagdes: preto é auséncia de
cor ou (0, 0, 0) enquanto branco ¢ o conjunto de todas as cores ou (256, 256,
256).

Apesar de o Software analisar trés intensidades de cores (vermelho,
verde e azul), a analise estatistica foi realizada somente com vermelho e azul,
pois estes sdo os matizes resultantes dos corantes utilizados. Esta estatistica
também foi avaliada por intermédio do teste Scott-Knott t, pelo Software

Sisvar® (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os segmentos foliares apresentaram intumescimento 3 dias apos a
inoculagdo e o aparecimento dos calos ocorreu dentro de uma semana.
Resultados semelhantes foram obtidos por Ferreira et al. (2005) quando
empregaram folhas de cupuagu (Theobroma grandiflorum) como explantes para
embriogénese somatica desta espécie.

A variavel %EFC (porcentagem de explantes formadores de calo) ndo
teve variacdo quando observada aos 30 e nem aos 60 dias, demonstrando que 30
dias sdo suficientes para que o total de explantes inoculados atinja seu potencial
de cobertura calogénica. De forma semelhante, a lenhosa Eremanthus
erythropappus (candeia) apresentou o mesmo comportamento, em estudo de
calogénese conduzido por Rosal (2004).

Quando os dados obtidos se referiam a %CEC (cobertura dos explantes
por calos), houve evolugdo com os periodos decorridos em fungao dos diferentes
balangos de fitorreguladores aplicados (Tabela 2). Aos 60 dias, todos os
explantes, independente do balanco de fitorreguladores submetidos, se

encontravam com cobertura calogénica estatisticamente equivalente.
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TABELA 2 Porcentagem de cobertura de explantes por calos (%CEC),
representados por folhas cotiledonares de J. curcas inoculadas em
meio MS, sob diferentes balangos de fitorreguladores, aos 30 e 60
dias de cultivo .

Balango Fitorreguladores % CEC 30 dias % CEC 60 dias
(mg.L™"
T1 Oc 0b
T2 b 2a
T3 1b 2a
T4 1b 2a
TS 2a 2a
T6 Oc 2a
T7 Oc 2a
T8 lb 2a
T9 b 2a
T10 Oc 2a
T11 Oc 2a
T12 Oc 2a
T13 Oc 2a

(1) Notas seguidas de letras iguais, na coluna, ndo diferem estatisticamente
entre si, pelo teste de Scott-Knott t, a 5% de probabilidade.

Aos 30 dias, a melhor resposta obtida ocorreu sob efeito de 2,0 mg.L'1
de PIC. De forma secundaria, mas ndo menos importante, se equivaleram outros
balancgos, dentre eles ressalta-se 1,0 ¢ 2,0 mg.L" de 2,4-D. Apesar de 2,0 rng.L"l
de PIC se configurar como a melhor resposta estatistica, esta ndo o ¢
morfogeneticamente, pois a textura dos calos foi extremamente aquosa. Segundo
Grando et al. (1993), calos aquosos sdo formados por um tecido esponjoso,
branco transliucido e sem consisténcia, semelhantes aos obtidos nessa pesquisa,
os quais se desintegravam ao simples toque submetido, impossibilitando sua

repicagem (Figura 2).
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FIGURA 2 Aspecto textural de calos de J. curcas L., cultivados em: A - 1
mg.L" de 2,4-D; B - 2 mg.L" de 2,4-D; C- 1 mg.L"' de PIC; D
-2mg.L" de PIC.

Segundo Nabors et al. (1983) e Rashid & Quraishi (1989), calos
totalmente aquosos ndo apresentam capacidade de regeneragdo e por este motivo
devem ser descartados. Portanto, a textura ¢ considerada como mérito para
rejeite dos mesmos. De forma semelhante, Carvalho (2007) descarta o uso do
PIC na regeneracdo de calos de eucalipto (Eucalyptus spp), também devido a
textura dos calos, os quais apresentaram estrutura compacta.

Com desempenho similar e textura mais consistente, destacam-se os
calos cultivados em 1,0 e 2,0 mg.L'1 de 2,4-D. Os calos sob efeito deste
fitorregulador apresentaram também a proeminéncia de estruturas semelhante
ao embrido globular, sendo caracteristica da primeira fase de histodiferencia¢ao
desse orgdo e €, portanto, o primeiro indicio de sucesso num protocolo que vise
a obtencdo de embriogénese somatica.

Como ambas as concentragdes de 2,4-D proporcionaram efeitos
similares, recomenda-se o uso 1,0 mg.L'l, no intuito de reduzir custos. A mesma
dosagem deste fitorregulador ¢ recomendada por Nogueira et al. (2007). Para
calogénese em explantes foliares de murici-pequeno, também verificaram que a
combinacdo entre citocininas e auxinas ndao mostraram-se eficientes na
calogénese da espécie estudada. Esses resultados se assemelham aos do presente
trabalho, onde balangos combinados entre auxinas (2,4-D e PIC) e citocininas
(KIN e BAP) ndo se apresentaram promissores, pois os calos se desenvolveram,

mas com menor porcentagem de cobertura dos explantes.
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Tal resultado ¢ relevante, ja que a indugdo de calo ¢ dependente de um
balango hormonal intermediario de auxinas e citocininas. No desenvolvimento
da J.curcas, provavelmente, o fornecimento da auxina no meio de cultura foi
suficiente para equilibrar o contetido enddgeno de citocininas do explante.
Assim, os resultados indicam que as citocininas (KIN ¢ BAP) presentes no meio
nutritivo possivelmente proporcionaram elevada concentracdo deste regulador
em relagdo a auxina, devido a um desbalango na propor¢do auxina/citocinina,
ocasionando diminui¢do na formacao de calos.

Oliveira et al. (2007), fizeram observagdes semelhantes pesquisando
calogénese em feijdo-fradinho (Vigna unguiculata), verificando que ndo houve
formacdo de calo na presenga de 2,4-D e BAP.

Pelas andlises em MEV pode-se observar que as massas celulares sob
influéncia de ImgL' de 2,4-D sdo mais arredondadas e que estruturas
semelhantes a embridides apareceram entre a superficie calogénica (Figura 3 A-
B). Ferreira et al. (2005) também observaram tal morfologia de embrido
trabalhando com embriogénese somatica em cupuagu sob efeito de TDZ.

Os embrides somaticos apresentam quatro estagios: globular, codiforme,
torpedo e cotiledonar. Pelas imagens MEV os embrides somaticos de J.curcas
apresentavam-se na fase inicial, no estadio globular, ligados ao tecido do

explante (Figura 3).
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apresentando células em formato arredondado; B - 1 mg.L™' de 2,4-D
com estrutura semelhante a embridide no estagio globular; C- 1
mg.L" de PIC, apresentando células em formato alongado.

As massas celulares sob influéncia de 1mg.L" de PIC apresentam-se
mais alongadas. Essa diferenca no formato das células arredondadas (2,4-D) e
alongadas (PIC) demonstra a capacidade morfogenética de ambos os
fitorreguladores, pois células com formato isodiamétrico sdo por caracteristica
embriogénicas (Steiner et al., 2005).

Analises ultraestruturais, através da MEV, sdo uma ferramenta que
contribui no esclarecimento da capacidade morfogenética de explantes
cultivados in vitro e com as informagdes conseguidas pelo uso desta, no presente
trabalho, fica comprovado o potencial embriogénico de explantes foliares
coltiledonares de J.curcas.

O diagnostico visual da massa calogénica das laminas obtidas pela dupla

coloracdo carmin acético/azul de evans, pode ser realizado na Figura 4.
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FIGURA 4 Massas celulares de J. curcas L., cultivados em: A - 1 mg.L" de
2,4-D, reagindo fortemente ao carmim acético; B - 2 mg.L'1 de 2,4-D,
também com reagdo ao carmim acético; C- 1 mg.L™' de PIC, reagindo

ao azul de evans; D - 2 mg.L" de PIC, com forte reagdo azul de
Evans.

Pela analise RGB das laminas confeccionadas pela dupla coloragdo
carmim acético/azul de evans, observou-se que o nivel de vermelho nio diferiu
estatisticamente entre os diferentes fitorreguladores e concentragdes aplicadas
(Figura 5). Portanto, as massas calogénicas advindas tanto do cultivo com 2,4-D
como com PIC, reagiram de forma semelhante ao corante carmim acético,
demonstrando que ambos os fitorreguladores conferiram resposta morfogénetica

aos explantes.
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FIGURA 5 Nivel de vermelho e azul obtido por imagem de ldminas de massas
calogénicas de J. curcas L., cultivadas sob diferentes auxinas,
coradas com carmim acético e azul de evans. * Letras iguais na linha
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste Scott-Knott t a 5% de
probabilidade.

Observando-se o nivel de azul, nota-se diferenca estatistica entre
diferentes fitorreguladores e concentragdes aplicadas, significando que os calos
dos distintos tratamentos reagiram diferentemente ao corante azul de evans
(Figura 5). As massas calogénicas mais reativas a este corante foram as que se
desenvolveram na presenga do PIC, sendo que entre suas doses, os niveis de azul
se equivaleram.

De forma inferior, reagiram ao azul de evans as massas calogénicas
desenvolvidas sob 2,4-D. Entre as doses de 2,4-D houve resposta diferente a este
corante, pois Img. L de 2,4-D reagiu mais negativamente ao azul de evans
(Figura 5).

Silva (2009) também se utilizou da dupla colorag@o carmim acético/azul
de evans para identificagdo de massas calosas com potencial embriogénico. O
autor subcultivou por trés vezes a planta murici-pequeno, identificando que no

subcultivo inicial o potencial embriogénico foi mais pronunciado. Lima (2009)
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também se utilizou desta ferramenta para caracterizar aglomerados celulares de
bananeira cv. prata and, identificando que no 3° ¢ 6 ° subcultivos de aglomerados
tipo 2, nos meios CNPMF e MAZ2 respectivamente, ocorrem 0S maiores
potenciais embriogénicos.

Os dados apresentados demonstram que a reagdo ao carmim acético foi
idéntica para ambos os fitorreguladores, no entanto, o regulador menos reativo
ao azul de evans foi o 2,4-D, mais especificamente a concentragdo de Img. L™
de 2,4-D. De acordo com Steiner et al. (2005) e George et al. (2008), reacdo
positiva ao carmim acético em detrimento ao azul de evans identifica células
embriogénicas, sendo assim, os calos de J. curcas cultivados mediante 1mg. L™

de 2,4-D exibem superior potencial embriogenético.
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6 CONCLUSOES

Inducao de calogénese em explantes foliares cotiledonares de J. curcas ¢
obtida em meio MS acrescido de 1,0 mg.L'1 de 2,4-D.

O potencial embriogénico dos calos J. curcas cultivados em meio MS,
com 1 mg.L™" de 2,4-D, foi confirmado pela anélise via MEV e dupla coloragio

carmim acético/azul de evans.
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CAPITULO 3

CURVA DE CRESCIMENTO E ANALISE BIOQUIMICA DE CALOS DE
PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.).
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1 RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma espécie que vem ganhando
estudo devido a seu potencial, como insumo no programa biodiesel. Os estudos
visam a adequacdo de técnicas agrondmicas e a cultura de tecidos vem contribuir
com este aspecto, pois as respostas obtidas inferem sobre o crescimento € o
desenvolvimento da planta. Nesse intuito, é fundamental a determinacdo da
curva de crescimento dos calos, na qual é possivel identificar e determinar fases
da cinética do desenvolvimento bem como a determinagdo do comportamento
dos metabolitos primarios. Neste contexto, objetivou-se, no presente trabalho,
determinar a curva de crescimento de calos e os teores de carboidratos (agticar
soluvel total, actcar redutor e amido), proteina e aminoacidos durante todo o
periodo de cultivo. Na fase exponencial (0 aos 7 dias) ndo ha deteccdo de
carboidratos soliiveis nem insoluveis, o nivel de aminoacidos € alto. Na fase
linear (7 aos 14 dias) e na desaceleracao (14 aos 28 dias) o comportamento ¢ o
mesmo, exceto para o nivel de aminodcidos que comega a decrescer. Ao final da
desaceleragdo ¢ recomendada a repicagem, ou seja, aos 28 dias. Na fase
estaciondria (28 aos 77 dias) observam-se picos de acucares soluveis. Ao final
desta fase estacionaria hd a quantificagdo positiva de proteinas e
consequentemente de aminoacidos. Ao fim do cultivo, na fase de declinio,
detectam-se baixos teores de AST e picos de AR, foi observada também a
identificacdo do maximo teor de amido. Durante o declinio (77 aos 112) ainda
houve um pico de proteina, com um declinio ao final concomitantemente aos
aminoacidos, o que pode ser devido as reagdes de Amadori e Mailhard com as
elevadas quantidades de AR disponiveis nessa fase.

Palavras Chave: cinética de calos, carboidratos, proteinas, aminoacidos.
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2 ABSTRACT

The physic nut (Jatropha curcas L.) is a species that has become the study
due to its potential as a feedstock in biodiesel program. The studies aim the
adequacy of agronomic techniques and tissue culture are contributing to this,
because the answers obtained inferred about the growth and development of the
plant. To that end it is essential to the curve of growth of callus, which can
identify and determine the kinetic phases of development and the determination
of the behavior of primary metabolites. In this context, the aim in the present
study was to determine the growth rate of callus and the carbohydrates (total
soluble sugar, reducing sugar and starch), protein and amino acids throughout
the growing period. In the exponential phase (0 to 7 days) there is no detection
of soluble or insoluble carbohydrates, the ninel the amino acid is high. In the
linear stage (7 to 14 days) and deceleration (14 to 28 days) the behavior is the
same except for the level of amino acids that begins to decrease. At the end of
the deceleration is recommended the transplant, at the 28 days. In the stationary
phase (28 to 77 days) there are peaks of soluble sugars. At the end of this
stationary phase is the quantification positive of proteins and consequence of
amino acids. At the end of cultivation in the decline phase, they exhibit low
levels of TSS and peak RS, was also observed the identification the maximum
starch content. During the decline (77 to 112) still was a peak of protein, with a
decline at the end concurrently at the amino acids, which may be due to the
reactions of Amadori and Mailhard with the high levels of RS available at this
stage.

Key-words: kinetics of callus, carbohydrates, proteins, amino acids.
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3 INTRODUCAO

O pinhdao-manso (Jatropha curcas L.) é uma Euphorbiaceae que vem
ganhando estudo devido a seu potencial, como insumo, no programa nacional de
incentivo ao biodiesel do governo federal. As qualidades inerentes a espécie se
devem a sua rusticidade, sobrevivendo bem em regides aridas e a produtividade,
que em territorio nacional gira em torno de 5000 Kg/ha de semente (Arruda et
al., 2004; Saturnino et al., 2005; Teixeira, 2005).

A rusticidade da J. curcas se da pelo fato desta ser ainda uma planta
selvagem aos tratos agrondmicos, um sinénimo da caréncia de informagdes
quanto a sua domestica¢do. No intuito de poupar tempo, os estudos in vitro da J.
curcas ganham destaque, pois a cultura de tecidos ¢ uma ferramenta que, se bem
utilizada, simula as condi¢des de campo e permite inferéncias precisas com
relagd@o a resposta da planta a estresses e adversidades.

Dentro da cultura de tecidos, a técnica de cultura de calos propicia
estudos precisos de fisiologia, pois as respostas obtidas inferem sobre o
crescimento ¢ o desenvolvimento da planta. Nesse contexto, ¢ fundamental a
determinacgdo da curva de crescimento dos calos, na qual ¢ possivel identificar e
determinar fases da cinética do desenvolvimento (Nogueira et al., 2008).

Segundo Smith (1992), essa cinética constitui-se de cinco fases, sendo
primeiramente uma fase lag, na qual had maior produ¢do de energia,
correspondendo ao periodo em que as células se preparam para divisdo, visando
a expansdo. Ocorre o inicio da mobilizacdo de metabolitos, sem qualquer divisao
celular, sintese de proteinas e de compostos especificos. Esta fase resulta em um
pequeno crescimento de calos. A segunda fase ¢ a exponencial, a qual ¢
biossintética. Observa-se maior crescimento dos calos, devido a maxima taxa de
divisdo celular, caracteristica desse periodo, consequentemente, o nimero de

células aumenta. A fase linear caracteriza-se pela redugdo da divisdo celular e
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aumento de volume celular. A fase de desaceleracdo é o momento em que as
culturas devem ser transferidas para outro meio devido a redugdo de nutrientes,
secagem do agar e redugdo do oxigénio no interior das células. Na fase
estacionaria, ndo ha mais divisdo celular e o desenvolvimento do calo entra em
uma fase de declinio.

Segundo Soares (2003), a partir do estudo da cinética calogé€nica pode-
se estabelecer o momento exato de repicagem dos calos para um novo meio ou a
possibilidade da sua utilizacdo em suspensoes celulares. A identificagdo correta
do periodo de repicagem dos calos, de acordo com a curva de crescimento, ¢
importante para maximizar o processo de multiplicacdo das células visto que, na
fase de crescimento (crescimento ascendente da curva), as células mantém alta
capacidade de divisdo. Apds o periodo de crescimento, as células entram na fase
estaciondria onde ha maior nimero de células com menor capacidade de divisao
celular, e a célula entra em estagio de diferenciacdo celular (Pereira et al., 2007).

O desenvolvimento das distintas fases demanda uma intensa sintese de
metabolitos primarios, ¢ a producdo destes estd diretamente relacionada com a
sintese de biomassa. Portanto, o conhecimento dos niveis de metabolitos permite
o entendimento da dindmica do crescimento e desenvolvimento de calos.
Segundo Mesquita et al. (2002), o conhecimento de mudangas bioquimicas ¢
fisiologicas, que ocorrem durante o crescimento in vitro de tecidos vegetais de
espécies lenhosas, pode fornecer importantes informagdes relacionadas ao
processo de estabelecimento e, consequentemente, propiciar a otimizagdo das
condigdes para seu cultivo in vitro.

Os carboidratos, proteinas e aminodcidos sdo considerados metabolitos
primarios. Segundo Fumagali et al. (2008), estes sdo responsaveis por fungdes
vitais basicas, como por exemplo, divisdo, crescimento celular, respiragdo,

estocagem e reproducio.
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De acordo com Passos (1996), a determinacdo dos niveis de carboidratos
revela a reserva prontamente disponivel ao crescimento da planta e possui varias
aplicagdes em estudos fisiologicos. Os carboidratos fornecem esqueletos de
carbono ¢ energia para a biossintese de compostos organicos envolvidos no
metabolismo celular. Segundo Silva et al. (2003), os monossacarideos, glicose ¢
frutose sdo agucares redutores por possuirem grupo carbonilico e cetdnico livres,
capazes de se oxidarem na presenga de agentes oxidantes em solugdes alcalinas.
Os dissacarideos que ndo possuem essa caracteristica sem sofrerem hidrolise da
ligagdo glicosidica sdo denominados de agucares ndo redutores. Os agucares
redutores e ndo redutores formam os chamados aglicares soliveis totais. E
justamente essa caracteristica de oxi-redugdo que permite a quantificagdo dos
agucares.

As proteinas sao macromoléculas contendo numero elevado de
aminoacidos. Segundo Stryer (1992), elas participam de varias fungdes em um
organismo Vvivo: transporte, catalise enzimatica, controle do crescimento e
diferenciagdo. O desenvolvimento de metodologias para determinar proteinas
tem, cada vez mais, se tornado de fundamental relevancia em varias areas do
conhecimento, como por exemplo, na Fisiologia Vegetal. Os métodos para a
determinagdo da concentragdo de proteinas totais sdo muito variados, no entanto,
as metodologias mais utilizadas sdo as espectrofotométricas.

Os aminoacidos constituem-se nas subunidades monoméricas das
proteinas, fornecendo a chave para a estrutura de milhares delas. S&o vinte ao
todo e apresentam como caracteristica principal a ligagdo de um grupo amino e
um grupo carboxilico ao mesmo atomo de carbono. Diferem entre si quanto ao
radical ligado a este atomo de carbono, o que resulta em diferengas de carga
elétrica, polaridade, tamanho da molécula e solubilidade em 4gua. Os
aminoacidos apresentam reacdes quimicas caracteristicas dos seus grupos

funcionais. Por exemplo, os grupos amino podem ser acetilados e os
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carboxilicos esterificados. Os métodos disponiveis para a quantificacdo de
aminoacidos podem determinar aminoacidos totais ou especificos (Stryer, 1992).

Como os metabdlitos primarios sdo essenciais no desenvolvimento de
explantes in vitro e o conhecimento dos niveis destes durante o desenvolvimento
de calos contribui potencialmente para o conhecimento da cinética calogénica, o
objetivo do presente trabalho focou-se em determinar a curva de crescimento de
calos obtidos de segmentos foliares de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e os
teores de carboidratos (agticar soltvel total, agucar redutor e amido), proteina e

aminoacidos durante todos os periodos de cultivo.
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

Utilizou-se, como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia. Tais sementes sdo advindas de campo comercial
no municipio de Janaiba (MG) e foram cedidas pela empresa NNE Minas
Agroflorestal. Para manuten¢do da qualidade das sementes, estas foram
armazenadas sob condi¢cdes de camara fria (temperatura de 10°C e umidade
relativa de 60%) no Setor de sementes do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras - UFLA.

Plantas obtidas por meio de germinagdo in vitro, em meio MS sem
fitorreguladores, foram utilizadas como fonte de explantes foliares, as quais
foram seccionadas em média com lcm?, em ambiente estéril de cAmara de fluxo
laminar. Tais se¢des foram inoculados em meio MS (Murashige & Skoog,
1962), suplementado com 1,0 mg.L" de 2,4-D. O meio foi preparado com
adicdo de 30 gL' de sacarose e solidificado com 5,5 gL' de agar,
antecipadamente a autoclavagem que ocorreu a 121°C por 20 min.
Posteriormente, as culturas foram acondicionadas em armario de metal,

propiciando a auséncia de luz, em sala de crescimento a 25+2°C.

Curva de crescimento de calos

Calos de lecm” e matéria fresca média de 0,29 g obtidos a partir de
explantes foliares, cultivados em meio MS, suplementado com 1,0 rng.L'1 2,4-D,
foram repicados duas vezes, em intervalos de 30 dias. Apos a segunda

repicagem, estabeleceu-se a curva de crescimento dos calos através da
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determinagdo da matéria fresca dos calos a partir do dia da inoculagao (tempo 0),
em intervalos de sete dias, durante 112 dias.

O delincamento experimental foi inteiramente casualizado com 16
tratamentos, constituidos pelos intervalos de avaliagdo (0, 7, 14, 21, 28, 35, 42,
49, 56, 63, 70, 77, 84, 91, 98, 105 e 112 dias). Foram utilizados trés repeti¢des,
sendo cada repeti¢do constituida pela média de trés tubos e cada tubo contendo
um explante. Os dados foram submetidos a analise de variancia, utilizando
software Sisvar® (Ferreira, 2000). A curva de crescimento foi plotada a partir da
média de trés repeti¢cdes em cada tempo de determinagdo de matéria fresca.

De forma semelhante & matéria fresca, acompanhou-se a matéria seca
dos calos, que foram coletados e secos em estufa até peso constante, e avaliados
a cada 7 dias, por trés repetigoes de trés tubos. A estatistica aplicada foi a mesma

da matéria fresca.

Analises bioquimicas

Para determinagdo das analises bioquimicas dos calos procedeu-se a
coleta dos mesmos em intervalos de 7 dias desde o dia da inoculacdo, sendo
duas amostras de 500 mg para cada repeticdo. As amostras foram armazenadas
em freezer a temperatura de -80°C para futuras extragdes e quantificagdes.

O extrato vegetal foi obtido por homogeneizagdo em graal de uma
amostra de 500 mg (peso da matéria fresca) de calos em 4 mL de agua. O extrato
foi levado a banho-maria a 40°C por 30 minutos. Posteriormente, foi
centrifugado a 4.800g durante 30 minutos, ressuspendidos com mais 4 mL de
agua, totalizando um volume de 8 mL de extrato vegetal. Para a extracdo do
amido, o pellet foi novamente ressuspendido com 8§ mL do tampao acetato de
potassio 200 mM, pH 4,8 e colocado em banho-maria (100°C) por 5 minutos.
Em seguida, foram adicionadas 16 unidades da enzima amiloglucosidase, e

novamente incubado em banho-maria a 40°C por duas horas. Apods a

52



centrifugacdo a 5.000 g por 20 minutos, o sobrenadante foi coletado ¢ o volume
completado para 15 mL.

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1954) foi utilizada para
determinar o teor de agucares soluveis totais (AST). Utilizaram-se aliquotas de
0,02 mL de extrato aos quais foram adicionados 0,98 mL de 4agua destilada e 2
mL do reagente antrona (20 mg de antrona, 0,5 mL de 4gua destilada ¢ 10 mL
de &cido sulfurico concentrado). Apds agitagdo, os tubos foram aquecidos a
100°C, por 5 minutos. As amostras foram submetidas a analise em
espectrofotometro a 620 nm e a quantificacdo dos aguicares baseou-se na curva
padrdo de glicose.

Para quantificacdo do amido, também utilizou-se a metodologia descrita
por Yemm & Willis (1954).

Seguiu-se a metodologia descrita por Miller (1959) para determinacao dos
acucares redutores (AR). Dos extratos de calos foram retiradas aliquotas de 0,5
mL, adicionados 0,25 mL de agua e 0,5mL do reagente DNS (acido 3,5-
dinitrosalicilico). Com auxilio de agitador, homogeneizou-se a mistura a qual
permaneceu em banho-maria a 100°C por 5 minutos, resfriando-se
posteriormente a temperatura ambiente. As amostras foram submetidas a analise
em espectrofotometro a 540 nm e a quantificacdo dos acucares baseou-se na
curva padrdo de glicose.

A quantificagdo das proteinas soliveis totais foi realizada pelo método
de Bradford (1976), que se baseia no principio da associacdo entre proteina e
corante. Em aliquotas de 0,1 mL do extrato bruto foram adicionados agua
destilada e 5 mL do reagente Comassie Blue (constituido de 0,01% de Comassie
Blue G — 250, 8,5% de acido fosforico e 4,7% de etanol). As amostras foram
submetidas a andlise em espectrofotometro a 595nm e a quantificagdo das
proteinas baseou-se na curva padrdo obtida a partir de diferentes concentragdes

de soro-albumina bovina (BSA).
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Para determinacgdo dos teores de aminoacidos foi utilizado o método da
ninhidrina, descrito por Stein & Moore (1948). Adicionou-se, em tubos de
ensaio, uma aliquota de 0,2 mL do extrato, juntamente com 1,7 mL do reagente
A+B+C (A — tampdo citrato de sodio 0,2 M, pH 5,0; B — reagente de ninhidrina
5% em metilcelossolve e C — KCN 2% em metilcelossolve). Os tubos foram
agitados e colocados em banho-maria a 100°C, durante 20 minutos. Apds o
resfriamento, foi adicionado 1,3 mL de etanol 60% (v/v) em cada tubo.
Realizou-se a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda 570 nm. A
quantificagdo dos aminodcidos baseou-se na curva padrao obtida por meio de
diferentes concentragdes do aminoacido glicina.

Os dados foram submetidos a analise de varidncia, utilizando software

Sisvar® (Ferreira, 2000), através do teste de Scott-Knott a 5% de significancia.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferenga estatisticamente significativa entre os periodos de
tempo em que os calos permaneceram em cultivo e, apesar da cinética da curva
de crescimento de calos se diferenciar em seis fases, para a curva de J. curcas,
somente cinco foram detectadas: exponencial, linear, estacionaria, desaceleragao

e declinio (Figura 1).

0.7 1 VI
0.6 v
05 i \
E
Z 04
& 1
£ 03
z
= 02 1
0.1 -
0 T T T T T T T T T T T T T T 1
0 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84 91 98 105112

Dias de cultivo

FIGURA 1 Curva de crescimento de calos formados a partir de explantes
foliares de J. curcas, inoculados em meio MS suplementado com
1,0 mg L' de 2,4-D. I- fase de crescimento exponencial; II- fase
linear; III- fase de desaceleragdo; IV- fase estacionaria; V- fase
de declinio.

O comportamento de uma curva de calos ¢ funcdo da espécie em estudo,
do explante utilizado, etc. Santos et al. (2003), por exemplo, ndo identificaram
as seis fases em trabalho com curva de calo em cafeeiro, para esta espécie
somente trés foram detectadas, sendo lag, exponencial e linear, segundo os

autores, devido a baixa velocidade de crescimento que essa espécie apresenta.
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A curva de crescimento dos calos de J. curcas inicia-se com a fase
exponencial, na qual j& se tem intensa divisdo celular. Esta fase permaneceu de
0 aos 7 dias. O presente resultado contrasta com os obtidos com murici-pequeno
(Byrsonima intermedia A. Juss.) (Nogueira et al., 2008) e sangra d’agua (Croton
urucurama) (Lima et al., 2007), nos quais a curva de crescimento de calos se
inicia com a fase lag, a qual ndo foi identificada na curva de crescimento para J.
curcas. Provavelmente a fase lag, que ¢ a fase de preparo para divisao celular,
ocorreu num tempo inferior a 7 dias e por isso ndo foi possivel sua identificagao,
ja que os intervalos de avaliagdo envolviam esse periodo. Deve-se considerar o
fato da utilizag@o de explante secundario (calo) para a avaliagdo cinética, o qual
ja se encontrava em divisdo. Quando se utiliza, por exemplo, folha como
explante inicial, a fase lag ¢ alongada, como ¢ o caso identificado por Serra et al.
(2000), que usou folhas de castanha do Brasil para iniciar a curva de
crescimento, detectando a fase lag com duracdo de 30 dias.

O periodo de crescimento linear, no qual os calos diminuem a divisdo
celular e aumentam a area celular, foi observado entre 7 ¢ 14 dias. Esse rapido
periodo se deve ao explante, que por ser secundario, o tecido se apresenta mais
homogéneo (Serra et al., 2000).

A fase de desacelerag@o envolve o periodo de 14 a 28 dias. Ela é curta
em relagdo a diversas espécies como castanha do Brasil (Bertholletia excelsa),
de 60 a 67 dias (Serra et al., 2000), lechieira, de 63 a 77 dias (Mesquita et al.,
2002) ou murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), de 60 a 80 dias
(Nogueira et al., 2008). No entanto, ¢ um tempo adequado e semelhante ao
obtido por Lameira (1997) que, trabalhando com erva-baleeira, identificou a
desaceleracdo entre 18 e 21 dias. Segundo Smith (1992), é na fase de
desaceleracdo que os calos devem ser repicados, em razao principalmente da
redu¢do de nutrientes ou secagem do agar. Todas as espécies citadas

anteriormente atingiram a fase de desaceleragdo muito tardiamente em relacao a
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J. curcas e, por isso para aquelas, a repicagem ¢é recomendada no inicio da fase
de desaceleragdo. Como para a J. curcas a desaceleragdo inicia-se aos 14 dias,
provavelmente, ainda ndo houve tempo o suficiente para as razdes como redugio
de nutrientes ou secagem do agar terem se estabelecido. Portanto, recomenda-se
a repicagem no final da fase de desaceleragao, ou seja, aos 28 dias.

Apos esse periodo, os calos entraram na fase estacionaria, a qual se
estendeu até aos 77 dias. Essa fase ¢ praticamente imovel com relagdo ao ganho
em matéria fresca porque nesta ndo ha mais divisdo celular, o calo esta, portanto
em subsisténcia. Ao final dos 77 dias, os calos de J. curcas entram na fase de
declinio, em processo de senescéncia.

O padrao cinético para uma curva de crescimento de calos é uma
sigmoide, contendo as fases lag, exponencial, linear, desaceleracdo e
estaciondria. Esse comportamento foi observado em diversas lenhosas como
castanha do Brasil (Serra et al., 2000), cafeeiro (Santos et al., 2003), sangra
d’agua (Lima et al., 2007) e murici-pequeno (Nogueira et al., 2008). Para
J.curcas, como ja explicado anteriormente, ha auséncia da fase lag e foi
identificada uma fase além, a de declinio. Provavelmente a espécie J. curcas tem
ciclo celular rapido e, ao analisar-se o comportamento da curva de calos, nota-se
que esse modelo sigmoide se concentra em um periodo em torno, possivelmente
de 35 dias. Esse crescimento acelerado se deve supostamente a um ciclo celular
também veloz. Para esclarecimento da suposi¢do, recomenda-se estudos de
citogenética para a avaliacdo do ciclo celular desta espécie. Santos et al. (2003)
depararam-se com necessidade semelhante, ao observar crescimento lento na
curva de calos de cafeeiro.

Com relagdo a varidvel matéria seca, observou-se que esta foi crescente
com o decorrer dos dias de cultivo (Figura 2). Mesmo enquanto a matéria fresca
dos calos diminui, a partir dos 77 dias, a matéria seca continua aumentando, tal

fato ¢ sindnimo de que os calos estdo incorporando esqueletos de carbono com o
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passar do tempo. De forma subjetiva, foi perceptivel que, ao inicio do cultivo, os
calos se apresentavam aquosos € com o decorrer dos periodos notou-se que estes
ganharam em consisténcia, proporcionalmente ao comportamento da curva. Essa
incorporagdo de esqueletos de carbono é possivel gragcas a fonte de sacarose
disponivel no meio de cultivo. A sacarose (3% m/v) é o carboidrato mais
utilizado nos meios de cultura (Caldas et al., 1998), pois plantas cultivadas in
vitro ndo dispdem de condi¢des adequadas de iluminagdo (Donato et al., 2003) e
disponibilidade de CO, para realizagdo da fotossintese que sustente o

crescimento, sendo necessario adicionar ao meio nutritivo uma fonte de carbono.

Matéria Seca (g)
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FIGURA 2 Matéria seca de calos de J. curcas formados a partir de

explantes foliares, inoculados em meio MS suplementado com
1,0 mg L"'de 2,4-D.

Uma reflexao sobre crescimento e desenvolvimento remete ao conceito
de que desenvolvimento ¢ um ganho qualitativo enquanto crescimento € um
ganho quantitativo em matéria seca. Com isso, infere-se com o observado que os

calos de J. curcas estdo mais crescendo do que se desenvolvendo. O que €
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esperado, ja que a metodologia aplicada no experimento objetiva a coleta dos
calos até sua senescéncia, ndo havendo repicagem destes para novo meio
nutritivo. Consequentemente, sem nutri¢do adequada, os calos mais crescem e
pouco se desenvolvem, portanto ndo deve ser esperado durante a condugdo da
curva de crescimento de calos um processo morfogenético bem sucedido. Para o
sucesso morfogénico, os calos devem seguir o tempo de repicagem estabelecido
com a propria curva, ou seja, os 28 dias recomendados.

Considerando as analises bioquimicas realizadas, observou-se que o
maior teor de carboidrato encontrado relacionava-se aos AST, independente do
periodo de cultivo (Figura 3). Tal resultado procede, pois sua composi¢ao
engloba desde hexoses unicas, como glicose e frutose (AR), até hexoses ligadas
em cadeia como a sacarose (ANR), portanto, os AST advém do somatoério de

todos esses agucares, culminando em maior teor.
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FIGURA 3 Teores de Carboidratos em calos de J. curcas formados a partir de
explantes foliares, inoculados em meio MS suplementado com 1,0
mg L™ de 2,4-D. (AR- Agticares Redutores; AST- Agticares Soluveis
Totais; Amido- Amido). Letras iguais na linha ndo diferem
estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott , a 5% de
probabilidade.
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Analisando-se individualmente os AST nota-se que os teores se mantém
baixos do dia da inoculagdo até aos 77 dias de cultivo quando ocorre a melhor
expressdo destes acucares (Tabela 1). Ao final do cultivo tém-se teores
consideraveis de AST, mesmo que de forma secundaria. Resultados elevados,
porém tardios com relagdo ao periodo de cultivo para AST também foram
obtidos por Azevedo (2003), aos 84 dias de cultivo de calos de copaiba
(Copaifera langsdorffii). Soares (2003), cultivando in vitro calos de inga (Inga
vera), observou que os AST se elevaram no 80° dia apos a inoculacao.

Com relacdo aos teores de AR, observa-se que inicialmente também
foram baixos, mas somente até aos 42 dias, com uma queda e posterior aumento
dos 63 até aos 77 dias. Ao término do cultivo, os teores sdo elevados dos 98 até

aos 112 dias finais (Tabela 1).
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TABELA 1 Teores de carboidratos de calos de J. curcas formados a partir de
explantes foliares, inoculados em meio MS suplementado com 1,0
mg L' de 2,4-D, durante 112 dias de cultivo. AST - Aglcares
Soluaveis Totais; AR - Agucares Redutores; Amido.*

Dias de cultivo  AST (mg/g MF) AR (mg/g MF) Amido (mg/g MF)

0 2,3167 g 0,076 ¢ 0,093 d
7 2,3706 g 0,067 ¢ 0,084 d
14 2,6765 ¢ 0,071 c 0,104 c
21 2,0937 h 0,071 c 0,112 ¢
28 2,2543 g 0,074 ¢ 0,091d
35 2,0907 h 0,082 b 0,088 d
42 2,9769 d 0,115a 0,097 ¢
49 2,6676 ¢ 0,087 b 0,087 d
56 2,7033 e 0,087 b 0,082 d
63 3,2327 ¢ 0,098 a 0,148 b
70 3,0304d 0,102 a 0,142 b
77 3,6223 a 0,107 a 0,093 d
84 2,7747 e 0,092 b 0,119 ¢
91 2,4981 0,082 b 0,073 d
98 3,3189b 0,109 a 0,168 a
105 3,3368 b 0,122 a 0,103 ¢
112 3,1792 ¢ 0,109 a 0,104 c

* Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott t, a 5% de probabilidade.

Periodos semelhantes de maior teor de AR foram identificados por
Abbade (2008), aos 45 dias de cultivo de calos de ipé branco (Bertholletia
excelsa), enquanto Mesquita et al. (2002) observaram aos 70 dias de cultivo de

lechieira (Litchi chinesis Sonn.) o melhor teor de AR.
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Alguns autores notaram que o cultivo in vitro induziu a uma diminuigao
nos teores dos acticares, como em castanha do Brasil (Serra et al., 2000); café
(Santos et al., 2003) e murici-pequeno (Nogueira et al., 2008). Numa observagao
geral dos aglicares no presente trabalho, conclui-se que tanto os AST quanto os
AR tem como tendéncia um baixo teor a partir da inocula¢do, mantendo um
nivel superior nos periodos finais de cultivo, contrariando as observagdes
anteriores. Deve-se considerar que o explante utilizado tratava-se de calo que, de
acordo com a Tabela 1, praticamente ndo possuia reservas na forma de
carboidratos, enquanto os demais autores partem de tecido foliar como explante
inicial, o qual, segundo Abbade (2008), o elevado teor agucares inicialmente,
pode estar relacionado aos contidos nas folhas da planta mae fornecedora do
explante, que supre a demanda metabolica do crescimento do calo.

Com relacdo a curva de calo (Figura 1), o maior teor de AST aos 77 dias
coincide exatamente com o inicio da fase de desaceleracdo da curva, isso explica
o porqué mesmo em desaceleracdo o peso da matéria seca dos calos ainda
aumenta, uma vez que os esqueletos de carbono que dio esse acréscimo vém
exatamente da absor¢@o da sacarose do meio de cultura ao longo do cultivo. Ja o
AR tem seu pico aos 42 dias de cultivo, indicando que anteriormente houve
absor¢do da sacarose e posterior degradagdo em aglicares menores, 0 que ocorre
de forma geral até 112 dias finais. O pico de AR no final do cultivo ndo
contribui para incrementos em AST. Isto indica que nem todos os AR
disponiveis contribuem para a sintese de hexoses ligadas, demonstrando que os
agucares associados como sacarose € outros sdo sintetizados pelos AR até os 70
dias, depois deste periodo os mesmos sdo degradados pela respira¢ao do tecido
em acgucares menores, contribuindo para o incremento em AR, observado ao
final da fase de declinio.

Em relacdo aos carboidratos insoluveis, observa-se, pela Tabela 1, que

os niveis de amido mantiveram-se baixos, desde o dia da inoculagdo até os 91
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dias de cultivo. O reduzido teor de amido no periodo da inoculagdo, juntamente
com AST e AR, vem confirmar que provavelmente o calo utilizado era
desprovido de reservas carboidratadas. Como explantes cultivados in vitro sdo
praticamente heterotroficos, o acumulo de reservas realmente ndo ¢ a rota
marcante em seu metabolismo.

De acordo com Silveira et al. (2004), em suspensdes celulares de Pinus
tadea L., os niveis de amido reduziram mediante a adi¢do de 2,4-D ao cultivo.
Como o cultivo dos calos de J.curcas foi iniciado em meio contendo tal
regulador, este pode ter influenciado de forma semelhante. Nogueira (2006),
avaliando o teor de amido por periodos de cultivo em murici-pequeno, também
observou baixos teores de amido no cultivo inicial, do mesmo modo, com a
adicao de 2,4-D ao meio de cultura.

A relagdo entre os niveis de AST e AR nos explantes ¢ indicativo para a
formagdo ou degradacdo do amido durante seu desenvolvimento. O amido
exibiu maior teor aos 98 dias de cultivo, como se sabe, a sintese de amido é
diretamente dependente da disponibilidade de AST e AR, pois o amido ¢
formado pela polimeriza¢do de moléculas de glicose em ligacdes al-4 ¢ a 1-6
(Castro et al., 2009). Relacionando-se o fato a informagao, entende-se o porqué
de seu aparecimento ocorrer somente nos periodos finais de cultivo.

Apesar da presenca de amido em calos de J. curcas ter sido pronunciada
somente ao final do cultivo, vale ressaltar que o nivel destas moléculas pode
mudar dependendo da fase de crescimento (Silveira et al., 2004), do tipo de
explante e até de espécie para espécie, como ocorrido em Araucaria
angustifolia, que durante o desenvolvimento de células embriogénicas teve
presenca marcante do amido (Astarita & Guerra, 1998).

A determinagdo de proteinas e aminodcidos em tecidos ¢ uma das
analises mais comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). Neste trabalho,

observa-se que até aos 63 dias de cultivo obteve-se niveis inferiores de
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proteinas, quando comparada aos niveis obtidos aos 70 ¢ aos 98 dias de cultivo
(Tabela 2).

Semelhantemente ao que ocorre com os carboidratos soluveis, no inicio
do cultivo os niveis de proteina também sdo baixos. Isso se deve ao fato de que a
formagdo de proteinas ¢ dependente da disponibilidade de esqueletos de
carbono.

Aos 70 e 98 dias de cultivo, nota-se maiores teores de proteinas totais
no presente trabalho, informagdo que ndo corrobora com a resposta obtida para
outras lenhosas. Em lechieira, por exemplo, maiores teores de proteina foram
encontrados aos 42 dias de cultivo (Mesquita et al., 2002), ja em sangra d’agua
e ipé branco o melhor teor de proteina foi detectado no inicio do cultivo (Lima et

al., 2007; Abbade, 2008).
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TABELA 2 Teores de Proteinas totais e Aminoacidos de calos de J. curcas
formados a partir de explantes foliares, inoculados em meio MS
suplementado com 1,0 mg L' de 2,4-D, durante 112 dias de

cultivo.

Dias de cultivo Proteina (mg/g MF) Aminoacido (m mol/g MF)
0 0,0144 d 0,5398 a
7 0,0042 g 0,4318 ¢
14 0,0074 £ 0,4374 ¢
21 0,0093 £ 0,3384 d
28 0,0093 £ 0,1824 £
35 0,0018 h 0,2672 ¢
42 0,0023 h 0,4247 c
49 0,0042 g 0,4134 c
56 0,0176 ¢ 0,3273 d
63 0,0119b 0,5759 a
70 0,0259 a 0,4466 c
77 0,0056 g 0,4677 c
84 0,0138 d 0,4189 ¢
91 0,0117 e 0,2745 ¢
98 0,0261 a 0,4979 b
105 0,0137d 0,4167 c
112 0,008 f 0,2134 f

* Médias seguidas por letras iguais na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de

Scott-Knott , a 5% de probabilidade.

Os baixos teores de proteinas ao final do cultivo, dos 105 aos 112 dias
coincidem com elevados teores de AR. Segundo Murthy & Sun (2000), niveis
elevados de AR podem causar alteragdes quimicas em proteinas por meio das

reagdes de Amadori e Mailhard, que consiste numa série de ligacdes entre AR e
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proteinas sem a necessidade de ser mediada por enzimas. Uma questdo que da
respaldo a esta informagdo ¢ o fato de que umidade elevada favorece a
ocorréncia da reagdo de Amadori e Mailhard (Wettlaufer & Leopold, 1991). Ao
cultivo in vitro ¢é caracteristico o ambiente de extrema umidade,
consequentemente tais reagdes sdo favorecidas, inativando as proteinas e,
portanto, reduzindo seus teores nos tecidos.

Com relacdo aos aminoacidos, os niveis foram elevados no dia da
inoculacdo, reduzindo drasticamente até os 28 dias e se mantendo baixos até aos
56 dias de cultivo (Tabela 2). Isto indica que provavelmente o explante ndo
estava absorvendo os aminoacidos presentes no meio de cultura ou sua
quantificacdo nao foi possivel pelo fato destes aminoacidos estarem envolvidos
em futuras ligagdes protéicas.

Aos 63 dias de cultivo, nota-se novamente elevado teor de aminoacidos,
que possivelmente pode ser advindo de absor¢do do meio de cultivo. Os teores
de aminoacidos decrescem até o final do cultivo, aos 112 dias, podendo ser
devido as reagdes de Amadori e Mailhard, pois como as proteinas sdo polimeros
de aminoacidos, a inativacao destas reduz a quantificagdo destes tltimos.

Em calos de ipé branco (Abbade, 2008), notou-se que os teores de
aminoacidos se elevam até o 15° dia, mesmo periodo identificado por Paiva
Neto et al. (1997) em calos de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud).
De forma idéntica, este foi o periodo identificado por Serra et al. (2000) em
segmentos foliares de castanha do Brasil.

No presente trabalho, enquanto nos dias iniciais de cultivo os teores de
aminoacidos eram altos, os de carboidratos soluveis foram baixos. Esses
resultados contrarios podem significar que os carboidratos soluveis foram
consumidos durante o processo de redugdo do nitrogénio para a formagdo de
compostos aminados como os aminoacidos. Para Mesquita et al. (2002), o

aumento nos teores de aminodcidos pode ser devido a uma absor¢ao
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consideravel do nitrogénio e de glicina do meio de cultura. Segundo George et
al. (1988), a presenca de amonio no meio de cultura resulta no aumento da
sintese de aminoacidos e proteinas, os quais, geralmente, sdo produzidos
utilizando energia liberada no catabolismo dos carboidratos.

Relacionando os dados obtidos com a curva de calos, observou-se que
na fase exponencial ndo houve deteccdo de carboidratos soluveis nem
insolaveis, possivelmente o explante inicial era desprovido de reservas, o nivel
de aminoacidos ¢ alto, provavelmente por haver um preparo para a sintese de
proteinas que ainda se encontram em déficit. Na fase linear e na desaceleracdo, o
comportamento € o mesmo, exceto para o nivel de aminoacidos que comega a
decrescer. Na fase estaciondria observam-se picos de agucares soluveis,
demonstrando que nesta fase, provavelmente, o explante inicia a absor¢ao da
sacarose adicionada ao meio de cultura e, portanto nao ha a deteccdo de acticares
de reserva como o amido. Ao final desta fase estacionaria ha a quantificacao
positiva de proteinas e consequentemente de aminoacidos, assim como ocorreu
para os carboidratos, podendo ser uma resposta de absor¢do do meio de cultura.
Ao fim do cultivo, na fase de declinio detectam-se baixos teores de AST e picos
de AR, ha também a identificagdo do méaximo teor de amido, indicando que o
calo inicia um acimulo de reserva energética nesta fase. Durante o declinio
ainda ha um pico de proteina, ¢ um declinio ao final concomitantemente aos
aminoacidos, o que pode ser devido as reagdoes de Amadori ¢ Mailhard em
funcdo das elevadas quantidades de AR disponiveis nessa fase.

De forma geral, o fato do nivel de aminoacidos ser alto no dia da
inoculagdo, e decrescer durante as fases exponencial, linear e estacionaria,
concomitante ao aumento de proteinas, indica a sintese destas pelos aminoacidos
do explante ou pelos absorvidos do meio de cultura, seja a glicina ou compostos

nitrogenados para sua formacao usados na sua sintese.
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6 CONCLUSOES

A repicagem dos calos de J. curcas deve ser realizada ao final da fase de
desaceleragdo, ou seja, aos 28 dias, de acordo com a curva de crescimento de
calos;

A massa calogénica inoculada ¢ desprovida de reservas na forma de
carboidratos. Os calos iniciam a absor¢do da sacarose adicionada ao meio
durante a fase estacionaria, aos 42 dias e o acumulo desta no explante ocorre
durante a fase de declinio, aos 98 dias de cultivo.

O nivel de aminoacidos ¢ alto no dia da inoculagdo, o qual decresce
durante as fases exponencial, linear e estacionaria, concomitante ao aumento de
proteinas e ao final da fase de declinio tanto os niveis de aminoacidos quanto de

proteinas decrescem.
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CAPITULO 4

ANALISE ULTRAESTRUTURAL DE CALOS DE PINHAO-MANSO
(Jatropha curcas L.)
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1 RESUMO

O pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) é uma oleaginosa de grande
interesse na cadeia agroenergética brasileira. No entanto, os conhecimentos que
envolvem a morfogénese in vitro da espécie sdo inexistentes. Com o intuito de
contribuir para a explanacao desse conhecimento, objetivou-se analisar calos de
pinhdo-manso, em fungdo de sua curva de crescimento, via microscopia
eletronica de varredura (MEV) e transmissdo (MET). Folhas cotiledonares
obtidas in vitro foram inoculadas em meio MS suplementado com 1,0 mg.L" de
2,4-D. A coleta de amostras para microscopia eletronica foi realizada ao acaso,
em intervalos de 7 dias, até 112 dias de cultivo. Cada amostra foi fixada em
Karnovisk e preparada para visualizagdo em microscopia eletronica de varredura
e transmissdo. Pela MEV entre 77 e 90 dias de cultivo, observou-se a formacgédo
de embrides em estagio globular e codiforme nas massas calogé€nicas, mas estes
ndo prosseguiram seu desenvolvimento. Tanto as fotomicrografias da MEV
quanto da MET permitiram inferir que o melhor periodo de repicagem deve ser
aos 28 dias, dando respaldo a curva de crescimento de calos de J.curcas.

Palavras Chave: calogénese, in vitro, microscopia, curva de calos.
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2 ABSTRACT

The physic nut (Jatropha curcas L.) is an oilseed of great interest in the
Brazilian agro-energy chain. However, the skills involved in morphogenesis in
vitro of the species are absent. In order to contribute to the explanation of this
knowledge, aimed to analyze callus physic nut, according to its growth curve,
electron microscopy (SEM) and transmission (TEM). Cotyledons grown in vitro
were inoculated on MS medium supplemented with 1.0 mg.L"' 2,4-D. The
collection of samples for electron microscopy was performed at random
intervals of 7 days to 112 days of cultivation. Each sample was fixed in
Kamovisk and prepared for viewing by scanning electron microscopy and
transmission. Between 77 and 90 days of cultivation by the SEM, we observed
the formation of globular-stage embryos and codiforme the masses of callus, but
these did not continue their development. Both photomicrographs, SEM and
TEMd allowed to infer that the best time for transplanting should be at 28 days,
giving support to the growth curve of callus J.curcas.

Key-words: in vitro, microscopy, curve callus.
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3 INTRODUCAO

Entre as opgdes de insumo para contribuir na cadeia energética, as
oleaginosas como girassol, macaiiba, mamona ¢ pinhdo-manso, sdo cotadas. O
pinhdo-manso vem ganhando espaco devido as suas caracteristicas de
rusticidade. Segundo Sachs (2007), o pinhdo-manso pode ser cultivado em terras
degradadas e semidesérticas; para Deore & Jhonson (2008), o teor de 6leo nas
sementes esta em torno de 37%.

O pinhdo-manso ainda demanda por estudos e algumas tecnologias
podem ser aplicadas para esse auxilio, como a micropropagagdo e a microscopia
eletronica, tanto de varredura como de transmissdo.

A micropropagacdo pode ser obtida por organogénese ou embriogénese
somatica. A micropropagacao via embriogénese somatica envolve o
desenvolvimento de embrides a partir de células somaticas embriologicamente
competentes in vitro.

A embriogénese compreende uma rota ontogénica que inicia o ciclo de
vida das plantas superiores e seus estudos tém impacto direto sobre a
produtividade agricola (Cairney et al., 1999).

Apesar de importante para propagacdo massal clonal de gendtipos
superiores, utilizada para a obtengdo de plantas transgénicas (Gama, 1993) e
sementes sintéticas (Schultheis et al., 1990), o sucesso na conversdo dos
embrides somaticos em plantas apresenta entraves. Estes podem ser
potencialmente elucidados utilizando-se das ferramentas de analises
ultraestruturais. Segundo Nogueira et al. (2007), as analises ultraestruturais,
através da microscopia eletronica de varredura e de transmissdo, tém sido
utilizadas em varios estudos de embriogénese somatica para fornecer maiores

detalhes da morfologia interna e externa de tecidos embriogénicos.
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Como a conversdao de embrides somaticos em plantas pode apresentar
obstaculos ainda ndo esclarecidos, analises ultraestruturais sdo benévolas. Nesta
perspectiva, o trabalho objetivou analisar calos de pinhdo-manso, em fungéo de
sua curva de crescimento, via microscopia eletronica de varredura (MEV) e

transmissdo (MET).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

Utilizou-se, como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, do banco germoplasma de campo comercial do
municipio de Janaiba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
Para manutencdo da qualidade das sementes, estas foram armazenadas sob
condi¢des de cdmara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de 60%), no
setor de sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras - UFLA.

Plantas obtidas por meio de germinagdo in vitro foram utilizadas como
fonte de explantes foliares, que foram seccionados em média com lcm® por
meio de bisturi, em ambiente estéril de camara de fluxo laminar. Tais se¢Oes
foram inoculadas em meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com
1,0 mg.L™" de 2,4-D. O meio foi preparado com adigdo de 30 g.L" de sacarose e
solidificado com 5,5 g.L"' de agar, antes de serem autoclavados a 121°C por 20
min. Posteriormente as culturas foram acondicionadas em armario de metal,
propiciando auséncia de luz, em sala de crescimento a 25+2°C.

A coleta de amostras para microscopia eletronica foi realizada ao acaso,
em intervalos de 7 dias, seguindo a curva de crescimento de calos, até 112 dias
de cultivo. A preparacdo ¢ observacdo das amostras para microscopia foram
realizadas no laboratorio de microscopia eletronica e andlise ultraestrutural
(LME) do Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Tanto para MEV quanto MET, porg¢ées do tecido vegetal com
aproximadamente 1cm” de cada tratamento foram cortados e imersos em solugio

fixadora (fixador Karnovsky modificado - Glutaraldeido 2,5%, formaldeido

78



2,5% em tampao cacodilato de sodio 0,05M, pH 7,2, CaCl, 0,001M) por um
periodo de 24 horas. Apos esse periodo, foi feita a lavagem da amostra pré-
fixada em aldeido com trés passagens de cerca de 10 min em tampao cacodilato
0,05M e imersdo em uma solugdo de tetroxido de 6smio (OsOy4) 1% em tampao
cacodilato 0,05M pH 7,2 por 1 hora a temperatura ambiente em uma capela de
exaustdo. As amostras fixadas em OsO,4 foram lavadas com agua destilada e, a
seguir, submetidas a solu¢des de concentracdo crescente de acetona (25, 50, 75,
90 e 100%) para serem desidratadas, permanecendo cerca de 10 min em cada
uma, sendo que a imersdo na solucdo 100% ocorreu por trés vezes (Alves,
2004).

Em seguida, para a analise de MEV, o material foi levado ao aparelho de
ponto critico para completar a secagem, fez-se a montagem dos Stubs e levados
ao Sputtering para o banho de ouro. O material foliar preparado foi observado e
eletromicrografado em Microscopio Eletronico de Varredura Leo Evo 40.

Para a analise em microscopia eletronica de transmissdo, apos
desidratacdo em acetona, foi realizada inclusdo em resina inicialmente a 30% e
70%, por 8 h e 12 h respectivamente. Posteriormente, as amostras passaram duas
vezes por resina 100% por 24 h cada vez, sendo o material colocado em molde
adequado e conduzido para polimerizagdo em estufa a 70°C por 48 h. Apos a
ultramicrotomia, as sec¢des ultrafinas foram conduzidas para telas e procedeu-se
a contrastagdo em acetato de uranila e citrato de chumbo. A observacdo e
eletromicrografia dos espécimes foram realizadas em Microscopio Eletrdnico de

Transmissdo Zeiss EM 109.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelas fotomicrografias de MEV, observa-se que as células no dia da
inoculagdo tém formato arredondado e elevada quantidade de cera (Figura 1).
Segundo Appezzato-da-Gléria & Carmello-Guerreiro (2003), o formato
isodiamétrico € caracteristico de células meristematicas. Assim infere-se que o
complexo de células neste cultivo inicial sdo embriogénicas, pois com respaldo
de Tomes (1985) é conhecido que os calos embriogénicos sdo compostos, em
sua maioria, por células meristematicas. Como essa massa calogénica advém de
duas repicagens em meio MS contendo 1mg.L" de 2,4-D, tal evento se torna
possivel, pois 0 2,4-D ¢ a auxina mais comumente utilizada em trabalhos que
visem calogénese ou embriogénese, ao lado, mais recentemente, do TDZ.
Segundo Zuo et al. (2002), o 2,4-D exerce a fun¢do de indutor da embriogénese

somatica.

FIGURA 1 C¢élulas arredondadas, visualizadas via eletromicrografias de
varredura, de calos de J. curcas, desenvolvidos com 1 mg.L'1
de 2,4-D, evidenciando o aspecto isodiamétrico das células no
tempo 0, ou seja, o dia da inoculagio.

80



No entanto, tal caracteristica esférica ndo se manteve nos periodos
seguintes de cultivo (Figura 2A-D). Provavelmente, o estresse provocado a
massa calogénica, advindo do processo de repicagem, fez com que a célula
retomasse seu processo de divisdo, renovando a massa celular, em vez de
continuar a conversao dos agregados esféricos em futuros embrides. Também
deve-se considerar o estimulo de 2,4-D a que os calos foram submetidos. Em
muitas espécies, o processo de iniciagdo a embriogénese ¢ verificado ao se
cultivar o explante em meio com concentragdo relativamente elevada de 2,4-D,
enquanto o subsequente desenvolvimento dos embrides somaticos ocorre, apos
transferéncia do calo para meio com baixa concentragdo de auxinas, ou mesmo
desprovido delas (Halperin & Wetherell, 1964). Fato que nao ocorre no presente
trabalho devido a metodologia do experimento, que segue a curva de

crescimento de calos.
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FIGURA 2 C(C¢lulas alongadas, visualizadas via eletromicrografias de
varredura, de calos de J. curcas, desenvolvidos sob 1 mg.L'1
de 2,4-D. A -7 dias de cultivo; B — 14 dias de cultivo; C — 21
dias de cultivo; D — 28 dias de cultivo.

A repicagem a que os calos foram submetidos antes da iniciagdo da
curva envolviam um periodo de 30 dias. E justamente ao final de um periodo
semelhante, mais exatamente 35 dias, que novamente foram observadas células
com formato isodiamétrico semelhante aquelas do dia da inoculagdo, tal formato
se mantém até o final do cultivo (Figura 3 A-M). Provavelmente 35 dias é o
tempo que o 2,4-D leva para se esgotar ou atingir a concentragdo minima, tal que
permite ao complexo celular a expressdo das caracteristicas embriogénicas

induzidas durante a fase de alta concentragdo deste regulador.
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visualizadas via eletromicrografias de
varredura, de calos de J. curcas, desenvolvidos sob 1 mg.L™" de
2,4-D. A — 35 dias de cultivo; B — 42 dias de cultivo; C — 49 dias
de cultivo; D — 56 dias de cultivo; E — 63 dias de cultivo; F — 70
dias de cultivo; G — 77 dias de cultivo; H — 84 dias de cultivo; I —
91 dias de cultivo; J — 98 dias de cultivo; L— 105 dias de cultivo; M
— 112 dias de cultivo.
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Nesse intervalo de tempo, dos 7 aos 28 dias, as células apresentaram
conformagdo alongada (Figura 2A-D). Ela é justamente antagénica as células
embriogénicas, as quais sdo arredondadas, pois possuem citoplasma denso
devido ao ativo metabolismo de células meristematicas.

Portanto, logo ap6s os 35 dias de cultivo, as células retomam a
caracteristica esférica (Figura 3A-M). Esse periodo corresponde a fase
estaciondria da curva de calos e, segundo Pereira et al. (2007), € nesta fase em
que hd maior nimero de células com menor capacidade de divisdo celular e a
célula entra em estagio de diferenciacao.

Foram observadas estruturas embriogénicas a partir dos 77 dias de
cultivo. Ou seja, ap6s aproximadamente um més sob condi¢des de baixa
concentragdo ou auséncia de 2,4-D, o processo de desenvolvimento atingiu a
primeira fase da diferenciagdo de um embrido somatico, o estadio de embrido
globular (Figura 4A - B). Ferreira et al. (2005), também utilizando-se da MEV,
observaram tal morfologia de embrido, trabalhando com embriogénese somatica

em cupuagu sob efeito de TDZ.

FIGURA 4 Eletromicrografias de calos de J. curcas desenvolvidos sob 1 mg.L™
de 2,4-D, mostrando detalhes de embrides somdticos em estagio
globular. A - 77 dias de cultivo; B - 84 dias de cultivo; C - 98 dias de
cultivo.
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A analise visual dos calos pode ser realizada pela Figura SA-C. Aos 45
dias observam-se pequenas protuberancias translicidas, as quais evoluiram para
estruturas globulares aos 90 dias. Como nas fotomicrografias de varredura
observaram-se estruturas globulares aos 77 dias, provavelmente estas
continuaram a se desenvolver e tornaram-se perceptiveis a olho nu por volta dos
90 dias de cultivo. Simultaneamente a esse periodo, foram observadas estruturas

em formato codiforme que é o segundo estadio de desenvolvimento do embrido

somatico (Figura 5C).

s PR

FIGURA 5 Calos de J. curcas cultivados com 1 mg.L™" de 2,4-D. A — 45 dias de
cultivo; B e C — 90 dias de cultivo.

Visualmente detectou-se embrido em estagio codiforme, enquanto pela
varredura, somente o embrido globular foi observado. Durante o processo de
varredura da amostra nem todos os campos sdo averiguados, por isso a nio
visualizagdo do embrido em estagio codiforme pela MEV ndo significa,
necessariamente, sua auséncia na massa calogénica

A despeito da MET, esta ¢ uma ferramenta de analise subcelular, que
propicia inferéncias mais precisas quanto ao desenvolvimento. Mediante a MET
dos calos da curva de crescimento de J. curcas, observa-se que as células do
tempo 0, ou seja, da massa calogénica no dia da inoculagdo, e do tempo 1, aos 7
dias da inoculagdo, possuem vacuolos grandes e parede celular estreita (Figura
6A). De modo geral, as células apresentam-se pouco preenchidas no que diz

respeito as organelas, tendo aspecto degradado, com sistema celular
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desorganizado e citoplasma estreito, o qual é comprimido contra a parede celular
pelo vacuolo (Figura 6 B-D). Esta tltima observacdo também foi feita por
Canhoto et al. (1996), que cita que células de pro-embrides podem ser tdo
vacuoladas, mostrando apenas um fino citoplasma entre o tonoplasto ¢ a

membrana plasmatica.

FIGURA 6 Eletromicrografias de calos de Jatropha curcas, ao 0 e aos 7 dias,
desenvolvidos sob 1 mg.L" de 2,4-D. A- vacuolos grandes (v) e
parede celular fina (Pc) ; B — célula com aspecto vazio; C — célula
com sistema celular desorganizado; D — citoplasma estreito (Ci),
comprimido pelo vactolo contra a parede celular.

Segundo Filonova et al. (2000), a vacuolizacdo ¢ um dos primeiros
sinais de morte celular e para Taiz & Zeiger (2004) em nivel citologico, algumas
organelas sdo destruidas e outras permanecem ativas. Fukuda (2000) tem
pensamento semelhante relatando que o colapso do vacuolo permite a liberagao
de enzimas hidroliticas que atacam as organelas, interferindo na organizacdo

celular. Segundo ainda este autor, uma célula senescente degrada primeiramente
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o cloroplasto, de forma lenta, permitindo o fornecimento do digerido a células de
novos 6rgdos em desenvolvimento, o rompimento do vactiolo ocorre mesmo
somente no final da morte da célula.

No presente trabalho, a massa calogénica ¢ advinda da fase final de um
cultivo anterior, procedendo-se o aspecto degradado, a presenga de grandes
vacuolos ou ainda baixo indice de organelas. Para Junqueira & Carneiro (1997),
a menor ocorréncia de organelas € uma caracteristica de células meristematicas
ou embrionarias. Essa baixa ocorréncia de organelas também foi relatada por
Nogueira et al. (2007), em calos embriogénicos de murici-pequeno, igualmente
no inicio do cultivo.

Apesar das caracteristicas subcelulares aos 0 e 7 dias mostrarem
caracteristicas de embriogénese ou senescéncia, os demais periodos avaliados
mostram evolugdo celular positiva. Isso € devido a caracteristica de regeneracao
das células vegetais quando submetidas a um novo estimulo, seja por dano fisico
(corte) e/ou submissdo a um regulador de crescimento. Segundo Taiz & Zeiger
(2004), os tecidos vegetais possuem capacidade de rejuvenescimento devido a
caracteristicas inerentes a estas células de totipotencialidade.

O aspecto subcelular, demonstrado pela MET nos calos de 0 aos 7 dias
de cultivo, como escassez de organelas, vactiolos grandes, e outros, inferem a
massa calogénica baixa divisdo celular, condizendo com o periodo de 0 a 7 dias
da curva de calos que corresponde a fase lag. Tal fase se estabelece justamente
devido a baixos niveis de divisdo das células, que culminam por nio ocasionar
ganho em massa, promovendo um pequeno plat6 na curva.

Vale ressaltar que no todo da massa calogé€nica ha células em diversos
estagios. Aquelas que estavam em senescéncia € que eram maioria continuaram
tal processo. Ja as células mais jovens, que sdo normalmente as da periferia do
calo, apesar de poucas, foram o suficiente para renovar a massa calogénica nos

demais periodos de cultivo, fato que pode ser observado na Figura 7.
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Aos 14 dias de cultivo observam-se células menores, a principio ainda
sdo desorganizadas principalmente com relagdo ao nucleo, o qual vai tomando
forma com o decorrer dos dias (Figura 7 A-C). Ao final deste periodo ¢é possivel
a detec¢do de mitocOndrias ainda em formagdo, evidenciado pela presenga de
invaginagdes, demonstrando que o metabolismo respiratorio da massa

calogénica estd se ativando (Figura 7 D).

FIGURA 7 Eletromicrografias de transmissao de calos de J. curcas, aos 14 dias,
desenvolvidos sob 1 mg.L" de 2,4-D. A e B- célula com niicleo (N)
em organizagdo; C — célula ja com o nucléolo proeminente (Nu); C —
Presenca de mitocondrias (M).

O metabolismo respiratorio funcional é importante, pois € através da
respiracdo que a sacarose, previamente adicionada ao meio de cultura, sera
incorporada a glicolise. O catabolismo da sacarose em aglicares menores
formara ATPs necessarios para suprir toda a demanda energética da célula em

seus processos anabolicos.
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Com o metabolismo respiratério do calo ativo, pode-se reiniciar o
processo de divisdo celular renovando o complexo celular da massa calogénica.
Por isso, € possivel observar uma fase de crescimento exponencial na curva dos
calos de J. curcas a partir dos 14 dias.

Pela Figura 7 D observa-se, também, que as mitocOndrias possuem
formato esférico e, segundo Canhoto et al. (1996), em células embriogénicas as
mitocOndrias sdo arredondadas, enquanto em células ndo embriogénicas, elas
sdo alongadas. Mitocondrias com formato arredondado, oval ou isodiamétrico
também foram observadas por Nogueira et al. (2007), em calos de murici-
pequeno e em calos de ingazeiro cultivados sob TDZ, em trabalho conduzido
por Stein (20006).

Aos 21 dias, novamente foi possivel a deteccdo de mitocondrias, mas
com um ganho, a visualiza¢ao das cristas mitocondriais (Figura 8 A). As cristas
sdo pregas da membrana interna da mitocondria, pois essa organela ¢ formada
por uma membrana externa e outra interna, constituindo um espaco
intermembrana entre elas. Nas cristas ocorrem algumas das reacdes de
transporte de elétrons e sintese de ATP, importantissimas para a respiracao
aerobia. No espaco delimitado pela membrana interna, encontra-se a matriz
mitocondrial que possui varias enzimas e outros compostos envolvidos no ciclo
de Krebs, também importantissimo para a respiragdo aerdbia, gerando os
precursores NADH ¢ FADH, utilizados na cadeia de transporte de elétrons

(Castro et al., 2009).
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FIGURA 8 Eletromicrografias de transmissdo de calos de J. curcas, aos 21 dias,
desenvolvidos sob 1 mg.L" de 2,4-D. A — visualizagdo de mitocondria
e suas cristas (M); B — Célula com nucleo bem definido (N).

Com 21 dias de cultivo foi possivel perceber que o nucleo celular estava
organizado em sua plenitude, impulsionando assim o crescimento linear
observado na curva de crescimento dos calos de J. curcas. Segundo Castro et al.
(2009), o nucleo possui papel central em todos os processos metabolicos, ele ¢
uma organela tipica das células eucariodticas, encerrando o genoma destas e
estando relacionado a sintese de proteinas e divisdo celular.

Com o passar do tempo, a célula vai ganhando em nivel de organizagao.
Aos 28 dias detecta-se nucleo com nucléolo proeminente, mitocondrias,
pequenos vacuolos, reticulo endoplasmatico e parede celular espessa (Figura 9
A).

O espessamento da parede ¢ um indicio de que a célula diminuiu suas
divisdes celulares. Para Castro et al. (2009) paredes espessas podem dificultar
(retardar e até impedir) as divisdes celulares. Isso explica o crescimento
estacionario obtido na curva de calos de J. curcas a partir dos 28 dias de cultivo.

O observado estd em acordo com o periodo de repicagem recomendado
na curva de calos de J. curcas, pois esta técnica metodologica s6 deve ser
realizada quando a célula apresenta nivel organizacional o mais completo

possivel, o qual de acordo com a MET ocorre aos 28 dias.
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Neste periodo também se observou a presenga de corpos lipidicos
(Figura 9 B). De acordo com Castro et al. (2009), lipideos podem constituir-se
em reserva e serem convertidos em glicose, como substrato na respiragdo, o que

¢ muito comum em sementes.

FIGURA 9 Eletromicrografias de transmissao de calos de J. curcas, aos 28 dias,
desenvolvidos sob 1 mgL' de 2,4-D. A — célula em completa
organizagdo (N- nucleo; Nu- nucléolo; M — mitocondria; V- vacuolo;
Re- reticulo endoplasmatico; e Pc- parede celular); B — corpos lipidicos
(CL).

Sete dias apos o término da fase estacionaria, ou seja, entrando na fase
de declinio da curva de calos de J. curcas, aos 84 dias de cultivo, observa-se
novamente um desarranjo celular. Stein (2006) trata esse desarranjo celular
como células inviaveis, apresentando nucleo irregular, poucas organelas e
presenca de amiloplastos (Figura 10 A). Isto pode ser decorrente do longo
periodo de cultivo a que as culturas foram submetidas, devido a metodologia
demandada no presente experimento, demonstrando que periodos tdo longos nao

devem ser mantidos, pois prejudicam a cultura a nivel subcelular.
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FIGURA 10 Eletromicrografias de transmissdo de calos de J. curcas, aos 84 dias,
desenvolvidos sob 1 mg.L" de 2,4-D. A — célula desorganizada e
com amiloplato (A); B — amiloplastos (A).

No intervalo de 77 e 90 dias de cultivo, pelo aspecto visual e pela MEV,
observou-se a formacdo de estruturas globulares e codiformes, as quais nao
prosseguiram seu desenvolvimento. Provavelmente, como as células nao
estavam com organizacdo a nivel subcelular adequada, devido ao longo periodo
de cultivo sem a troca de meio de cultura, estas ndo apresentavam mais condicao
de promover suas reacdes de sintese para diferenciacdo. Assim, as estruturas
formadas foram catabolizadas em fun¢do da manutengdo da célula.

A célula nessa fase passou somente a sobreviver, o que se estendeu
ainda por um periodo, até 112 dias, pois como demonstrado na Figura (10 A-B)
ela possui amiloplastos, reservas de amido que foram degradados para a sua
vitalidade. Segundo Ho & Vasil (1983), a presenca de griaos de amido podem ser
utilizados como marcadores iniciais do potencial embriogénico. Stein (2006)
aceita essa informacao, ressaltando a necessidade de sucessivas repicagens para
a selec@o de células vivas. De forma contraria, Hisler et al. (2003) identificaram
a presenca de muitos amiloplastos contendo grdos de amido em células
cultivadas por longos periodos in vitro, associando esse fato a perda da

capacidade regenerativa da célula.
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Portanto, pela analise de MET fica justificado o comportamento exibido
na curva de crescimento e esclarecido o porqué do ndo desenvolvimento
subsequente das estruturas embriogénicas dos calos de J.curcas.

Para se obter as demais fases de diferenciacdo dos embrides somaticos, é
necessario o subcultivo para novo meio, que suprira a demanda nutricional do
embrido, pois deve-se considerar que o meio de cultura apés 112 dias de cultivo
esta nutricionalmente deficiente. De acordo com representagcdo esquematica para
a indu¢ao e modulacdo da embriogénese somatica (Figura 11), adaptado de
Durzan (1988) e Guerra et al. (1999), este trabalho se localiza no ciclo A
(condigdes basicas para a obtencao de ciclos repetitivos de divisao celular), para
o desenvolvimento mais avangado dos embrides somaticos, devemos passar para
o ciclo B (condigdes basicas para a progressdo e maturacdo dos embrides

somaticos e posterior regeneracdo de plantas).

ABA
FONTE N 24P
Gemaga;}'* Embriogénese Inducdo
Repetitiva a
(2,4-D+ 2iP) Gemacéao
Embrido Zigético
ou Pré-Embrido /\\
Escuro Ciclo Ciclo de | Citocininas
Repetitivo Maturagéo HLuz
|Agentes
24D A \B/ QOsmobticos
Inductio Complexos Pro{ | Sementes Maturagdo
¢ Embrionarios Sintéticas de Embrides
Refrigera¢éao
de 4-6 graus
¥ Conversao Y\
Regeneracéo
de Plantas

FIGURA 11 Processo de dois ciclos para a indugdo ¢ modulagdo da
embriogénese somatica. Adaptado de Durzan (1988).
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Portanto, o recomendado seria a retirada total do 2,4-D ou adig¢do de
citocinina, pois algumas espécies tém essa demanda; a passagem e manutengao
para ambiente iluminado e adicdo de ABA (acido abscisico) para a maturagdo
dos embrides somaticos. Com isso, sugere-se que novos trabalhos sejam
conduzidos, partindo do protocolo até aqui estabelecido, visando o progresso

dos embrides somaticos de J. curcas obtidos.
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6 CONCLUSOES

Pela MEV e analise visual, entre 77 € 90 dias de cultivo, embriGes em
estagio globular e codiforme estdo em formagdo nas massas calogénicas de J.
curcas, os quais nao prosseguiram no desenvolvimento.

Pela MET estruturas globulares e codiformes sdo observadas no periodo
que corresponde a organizacao inadequada a nivel subcelular.

A MEV e MET déo respaldo a curva de crescimento de calos de

J.curcas, indicando que o melhor periodo de repicagem deve ser aos 28 dias.
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CAPITULO 5

ANALISE CITOQUiMIpA E VIABILIDADE CELULAR EM CALOS DE
PINHAO-MANSO (Jatropha curcas L.)
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1 RESUMO

Dentre as fontes de biomassa prontamente disponiveis, os 6leos vegetais
tém sido largamente investigados como candidatos promissores aos programas
de energia renovavel, pois proporcionam uma geracdo descentralizada de
energia. O pinhdo-manso, como oleaginosa, tem despertado interesse de
produtores, governos e instituicdes de pesquisa. A pesquisa busca o
desenvolvimento de tecnologia agronomica possibilitando sua ampla utilizagao
como cultura agroenergética. A cultura de tecidos ¢ uma dessas tecnologias e
para contribuir com o melhor estabelecimento da cultura in vitro, técnicas
citoquimicas, visando identificagdo do potencial morfogenético e a viabilidade
celular, inferindo sobre vivacidade destas culturas, podem ser utilizadas. Nesta
perspectiva, o trabalho objetivou analisar calos de pinhdo-manso, em fungdo de
sua curva de crescimento, visando a identificacdo de massas pro-embriogénicas
por meio de andlises citoquimicas pela dupla coloragdo carmim acético (C.A.)/
azul de evans (A.E.) e a mensuracao da viabilidade celular destas culturas, via
trifeniltetrazolio (CTT). O periodo de expressdo do potencial embriogénico nas
massas calogénicas de J.curcas ocorre de 21 aos 70 dias de cultivo e o maior
indice de viabilidade ocorre no dia da inoculagdo e posteriormente aos 28 e 35
dias de cultivo. Os intervalos identificados como positivos pelas ferramentas
acima envolveram o periodo de 28 dias, periodo recomendado pela curva de
crescimento de calos como o mais aconselhavel a repicagem, portanto as
técnicas C.A., A.E. e CTT dao respaldo e confirmam tal periodo para repicagem
dos calos de J.curcas.

Palavras Chave: carmim acético, azul de evans, Trifeniltetrazolio.
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2 ABSTRACT

The sources of readily available biomass, vegetable oils have been widely
investigated as promising candidates for renewable energy programs, because
they provide a decentralized power generation. The physic nut as oleaginous has
attracted the interest of producers, governments and research institutions. The
research aims to develop the agronomic technology enabling their widespread
use as agro-energy culture. Tissue culture is one such technology and to
contribute to better crop establishment in vitro, cytochemical techniques, aiming
at identification of morphogenetic potential and cell viability, implying alertness
on these crops can be used. Accordingly, the study aimed to evaluate callus
physic nut, according to their growth curve for the identification of pro-
embryogenic masses by cytochemical analysis by double staining with acetic
carmine (AC)/evans blue (EB) and measurement of cell viability of these
cultures, through triphenyltetrazolium (TTC). The period of expression of
embryogenic potential in the masses of callus of J.curcas, occurs in 21 to 70
days of cultivation and the higher rate of viability occurs on the day of
inoculation and subsequently at 28 and 35 days of cultivation. The intervals
identified as positive by the tools above involving the 28 days, period
recommended by the curve of growth of callus as the most advisable to
transplant, so the techniques AC, EB and TTC give support and confirm this
period for transplanting the callus J. curcas.

Key-words: acetic carmine, evans blue, tiphenyltetrazolium.
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3 INTRODUCAO

O pinhdo-manso, como oleaginosa, tem despertado interesse dos
produtores, do governo e das instituigdes de pesquisa (Nery et al., 2009),
abrindo amplas perspectivas para o aumento das areas de plantio com esta
cultura, no territdrio nacional, principalmente no semi-arido nordestino (Arruda
et al., 2004).

Mas, como o pinhdo-manso ainda é uma planta em domesticagdo no
territorio nacional, tecnologia agrondmica deve ser desenvolvida para
possibilitar sua ampla utilizagdo como cultura agroenergética.

A cultura de tecidos ¢ uma dessas tecnologias, pois € uma técnica que
tem incrementado as pesquisas, basica e aplicada, em plantas superiores (Costa,
1995). Para contribuir com o melhor estabelecimento da cultura in vitro, técnicas
citoquimicas e de viabilidade celular podem ser utilizadas.

Massas calosas e pro-embrionarias desenvolvidas no cultivo in vitro
podem ser distinguidas por caracteristicas citoquimicas, através da dupla
coloragdo carmim acético ¢ azul de evans que, segundo Munhoz et al. (2008),
tem a vantagem de ser uma técnica rapida e eficiente. Steiner et al. (2005)
afirmam que o uso dos corantes carmim acético e azul de evans possibilitam a
diferenciagdo de culturas embriogénicas. Células que reagem fortemente ao
carmim acético ¢ fracamente ao azul de evans sdo embriogénicas e células com
reacdo fraca ao primeiro ¢ intermedidria ao segundo sdo células calosas. De
acordo com Béez et al. (2002) e Pline et al. (2002), estes corantes refletem a
integridade das estruturas celulares como o nucleo e a membrana plasmatica.

A identificacdo do potencial embriogénico ¢ possivel, pois as células
embriogénicas que apresentam citoplasma denso sao isodiamétricas e reativas ao
carmim acético, resultando em colora¢do avermelhada. Associa-se essa reacao

com a competéncia celular para o desenvolvimento embriogénico e integridade
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cromossdmica (Steiner et al., 2005; Munhoz et al., 2008). Ja o azul de evans age
penetrando através de rupturas da membrana, de células que estdo em processo
de morte celular. Segundo Silva & Yuffa (2006), o azul de evans é reduzido
transformando-se em incolor em células vivas, enquanto nas células mortas a
redug@o ndo ocorre ¢ elas ficam azuis. Morfologicamente, células com sinais de
morte celular t€ém alto grau de vacuolizagdo, e esta vacuolizagdo configura a
célula o formato alongado (Filonova et al., 2000; Bhargava et al., 2007). A
relagdo morte celular e elevada vacuolizagdo se da segundo Fukuda (2000),
porque o vactolo se expande com o acimulo de enzimas hidroliticas, como
proteases, que sao liberadas para a degradagdo dos compostos celulares.

Com relagdo a viabilidade celular, esta ¢ necessaria para avaliar as
condi¢des da cultura (Silva & Yuffa, 2006). A viabilidade pode ser quantificada
mediante o uso do cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio (CTT), o tetrazolio. Este
corante, ao ser inserido, pela respiracdo do tecido, na cadeia de transporte de
elétrons mitocondrial, ¢ reduzido a um composto de coloragdo vermelha, o
trifenilformazam ou simplesmente "'formazan'" (Amutha et al., 2007). Portanto,
o CTT exercera a fungdo de ultimo aceptor de elétrons, substituindo o oxigénio,
dentro da cadeia transportadora de elétrons na membrana interna da mitocondria
(Amutha et al., 2007). O composto formado, o formazan, pode ser extraido por
etanol e quantificado em espectrofotometro (Zapata et al., 1991).

De acordo com Mikula et al. (2006), o teste de viabilidade celular
mediante o uso do CTT, foi primeiramente utilizado em sementes. A descri¢do
do uso deste no cultivo in vitro teve seu primeiro relato por Stein & Gerarde
(1950) e posteriormente Towill & Mazur (1975). Tal teste é amplamente
utilizado, inclusive para a avaliacdo da viabilidade celular em massas pro-
embriogénicas.

Gracia-Medrano &  Miranda-Ham (2003) t&m recomendado

enfaticamente o uso de um ensaio, com base na redu¢do de sais de tetrazolio
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para avaliar as alteragdes na viabilidade em culturas em suspensdo de
Lycopersicon esculentum, pois agem como indicador adequado de mudangas na
atividade metabdlica dos tecidos.

O CTT tem sido util na avaliagdo de viabilidade em calos de
Arabidopsis thaliana (O’Kane et al., 1996), em suspensdes celulares
criopreservadas de Medicago sativa (Shibli et al., 2001), de violeta africana
(Saintpaulia ionantha) (Moges et al., 2004), células embriogénicas de Vitis spp.
(Wang et al., 2004), massas pro-embriogénicas de murici-pequeno (Silva, 2009)
e suspensoes celulares de bananeira cv. prata and (Lima, 2009).

A identificacdo do potencial morfogenético de culturas in vitro, para a
conversdao de embrides somaticos e a vivacidade destas culturas, pode fornecer
informagdes importantes para a continuidade de trabalhos que visem a
embriogénese somatica. Nesta perspectiva, o trabalho teve como objetivo
analisar calos de pinhdo-manso, em func¢do de sua curva de crescimento, visando
a identificagdo de massas pro-embriogénicas por meio de analises citoquimicas
via carmim acético (C.A)/azul de evans (A.E) e a mensuracdo da viabilidade

celular destas culturas, com trifeniltetrazolio (CTT).
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4 MATERIAL E METODOS

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA.

Utilizou-se, como material vegetal, sementes colhidas na safra de 2008,
provenientes da matriz Oracilia, do banco de germoplasma do campo comercial
no municipio de Janauba (MG), cedidas pela empresa NNE Minas Agroflorestal.
Para manutencdo da qualidade das sementes, estas foram armazenadas sob
condi¢des de cdmara fria (temperatura de 10°C e umidade relativa de 60%), no
Setor de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras - UFLA.

Plantulas obtidas por meio de germinagdo in vitro foram utilizadas como
fonte de explantes foliares, as quais tiveram suas folhas cotiledonares
seccionadas em média com lem® por meio de bisturi, em ambiente estéril de
camara de fluxo laminar. Tais se¢des foram inoculadas em tubo de ensaio
contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado com 1,0 mg.L™
de 2,4-D (Capitulo 3). O meio foi preparado com adigio de 30 g.L"' de sacarose
e solidificado com 5,5 gL"' de 4gar, antecipadamente a autoclavagem que
ocorreu a 121°C por 20 min. Posteriormente, as culturas foram acondicionadas
em armario de metal, propiciando a auséncia de luz, em sala de crescimento a
25+2°C.

Para elucidagdo do potencial morfogenético dos calos obtidos, foi
realizada a analise citoquimica de uma fragdo do material. A coleta de amostras
para as analises citoquimicas foi realizada ao acaso, em intervalos de 7 dias,
seguindo a curva de crescimento de calos, até 112 dias de cultivo. Coletaram-se
fragdes de 100mg de calos a cada periodo, as quais foram maceradas sobre vidro

de relogio com auxilio de bastdo, a este macerado adicionou-se trés gotas do

105



corante azul de evans (A.E.) 0,1% por trés minutos, seu excesso foi retirado e
adicionadas trés gotas do corante carmim acético (C. A.) 2% pelo mesmo tempo
(Valente, 2007). Ao término foram montadas laminas e destas foram feitas
fotomicrografias via microscopia de luz Olympus BX 60 em objetiva de 10x,
utilizando-se maquina fotografica digital acoplada ao microscépio, localizado no
Laboratorio de Anatomia do Departamento de Biologia da UFLA. A analise das
imagens foi realizada pela técnica RGB (Red, Green, Blue) e por meio da
ferramenta histograma do Software Adobe® Photoshop® CS3 versio 10.0.

A andlise computacional RGB aplicada a citoquimica permite a
identificagdo de diversas cores através das cores basicas iniciais: vermelho
(Red), verde (Green) e azul (Blue). Computacionalmente cada cor é representada
por ntimeros, ou seja, bits. Cada 8§ bits constitui um byte, o byte é usado em
sistema binario (2*), permitindo 256 combinagdes. E intuitivo perceber que 0 é
a auséncia de uma cor, enquanto 256 ¢ utilizar a cor na sua plenitude. Entdo, em
RGB, amarelo ¢ (256, 256, 0), preto é auséncia de cor ou (0, 0, 0) enquanto
branco € o conjunto de todas as cores ou (256, 256, 256).

Apesar deste Software analisar trés intensidades de cores (vermelho,
verde e azul), a analise estatistica foi realizada somente com vermelho e azul,
pois estes sdo os matizes resultantes dos corantes utilizados. Esta estatistica
também foi analisada por intermédio do teste Scott-Knott t, via Software
Sisvar® (Ferreira, 2000).

A coleta de amostras para a analise de viabilidade celular também
ocorreu em fungdo da curva de crescimento de calos, ou seja, em intervalos de 7
dias durante 112 dias de cultivo.

Tubos foram coletados ao acaso, dos quais foi retirada uma amostra de
500 mg de calo, que foi subdividida em cinco amostras de 100 mg. Tais
amostras foram acondicionadas em tubos de ensaio, envolto por papel aluminio,

o qual continha 3 mL do reagente cloreto de 2,3,5- trifeniltetrazolio (CTT) 0,6%,
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preparado em solucdo tampdo-fostato pH 7,4. A cultura foi incubada em tubos
de ensaio por 24 horas, em ambiente escuro, a 28°C. Ao término da incubagio,
adicionou-se aos tubos de ensaio 7 mL de etanol 95% (v/v) e estes
permaneceram por 4 minutos em banho-maria, para a extracdo do composto
colorido, o formazam (Figura 1). Em seguida, o material foi centrifugado por
duas vezes a 6000 rpm durante 20 minutos para separacdo dos solidos,
reservando o sobrenadante para as leituras de absorbancia em espectrofotdmetro
tipo Beckman modelo DU® 640B, com comprimento de onda regulado para 490
nm. A viabilidade celular foi expressa como absorbancia/g matéria fresca, de

acordo com Benson (1994).

FIGURA 1 Extragdo de Formazan em calos de J. curcas desenvolvidos
sob 1 mg.L™" de 2,4-D. O tltimo tubo de ensaio ¢ o controle
(sem calo) e os anteriores sdo as repetigoes.

107



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela analise estatistica dos dados obtidos da avaliagdo das laminas de
calos de J. curcas, coradas com C.A e A.E., observou-se que o corante C.A.

reagiu de forma positiva aos 0, 28 e 35 dias (Figura 2).

o |

FIGURA 2 Massas calogénicas de J. curcas desenvolvidos sob 1 mg.L™" de 2,4-
D, corados com carmim acético. A- 0 dias de cultivo; B- 28 dias de
cultivo; C- 35 dias de cultivo.

De forma geral, observou-se que o corante C.A. reagiu de forma
decrescente do dia da inoculacdo até aos 14 dias (Figura 3). Portanto, no inicio
do cultivo a massa de calos apresenta baixo potencial embriogénico.
Provavelmente esse comportamento deve-se ao fato da célula estar em processo
de organizagio, fato observado pela MET no capitulo 4.

Pela MEV, as células até aos 14 dias apresentam formato alongado,
exceto no dia da inoculagdo. Teoricamente, o comportamento de células
alongadas € uma reagdo mais favoravel ao A.E., pois estas células alongadas sao
muito vacuoladas e permeaveis a este corante (Filonova et al., 2000; Suarez et
al.,, 2004; Steiner et al., 2005). Esta alta vacuolizagdo procede e pode ser

comprovada pela MET.
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FIGURA 3 Imagem de laminas de massas calogénicas de J. curcas, coradas com carmim acético (vermelho) e azul de evans (azul), cultivadas
em meio MS com Img.L" de 2,4-D. * Letras iguais na coluna ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott a
5% de probabilidade.



Aos 21 dias, a intensidade de vermelho é estatisticamente superior a
coloracdo azul, significando que o C.A. reagiu fortemente na massa de calos
neste periodo de cultivo. A porcentagem de vermelho em fungdo do C.A. é de
55,52%, enquanto para A. E. tém-se 44,48% de azul. Ressalta-se que o periodo
de 21 dias precede a repicagem, que ¢ recomendada com base na curva de
crescimento de calos ¢ aconselhada pela microscopia eletrénica, que ocorra aos
28 dias. Neste periodo de 28 dias tém-se 52,78% de vermelho em detrimento de
47,22% de azul, portanto o periodo de repicagem aos 28 dias procede, apesar de
estatisticamente ndo existir diferenga entre vermelho e azul neste periodo.
Afinal, periodos superiores podem ocasionar danos no desenvolvimento
embriogénico.

Aos 21 dias, de acordo com a MEV, as células exibem o aspecto
alongado, portanto esperava-se que estas fossem mais reativas ao A.E., fato que
ndo ocorre. A maior reatividade neste periodo é para o C.A., o qual de acordo
com diversos autores cora células com formato isodiamétrico (Murashige &
Skoog, 1962; Filonova et al., 2000; Fehér et al., 2003; George et al., 2008).
Apesar dos resultados obtidos para este periodo de cultivo contradizerem a
literatura, estes estdo coerentes com os obtidos na presente pesquisa € em
concordancia com Silva (2009), que trabalhando com murici-pequeno, também
identificou um periodo de cultivo, no caso o terceiro, o qual apesar de possuir
células isodiamétricas, estas foram mais responsivas ao A.E. que ao C.A.;
(Lima, 2009) também se utilizou desta ferramenta para caracterizar aglomerados
celulares de bananeira cv. prata and, e cita que as células do 2° subcultivo,
apesar de ndo alongadas, foram mais reativas A.E.

Aos 28 dias, as células continuam com formato alongado, ndo sendo
superiormente susceptiveis ao A.E. como esperado, na verdade ha uma
equivaléncia estatistica na reacdo da massa de calos, tanto para o A.E. quanto

parao C. A.

110



Novamente médias superiores para o corante C.A. ocorreram aos 42, 49
e 70 dias. Correlacionando esta resposta com o formato celular, novamente
verifica-se resultado compativel com a literatura. As células neste periodo de
cultivo apresentam-se arredondadas reagindo positivamente ao C.A.,
concordando com varios autores (Murashige & Skoog, 1962; Filonova et al.,
2000; Fehér et al., 2003; George et al., 2008). De tal modo, fica pressuposto que
assim como as células desenvolvidas aos 21 dias, as daqueles cultivos também
exibem potencial embriogénico.

Nos periodos superiores aos 77 dias, a reacdo ao C.A. e ao A.E. nas
massas calogénicas permanecem equivalentes. Apesar das células nesse periodo
serem arredondas, elas ndo respondem de forma superior ao C.A. como
esperado. Ou seja, nos periodos de cultivo finais, ndo ¢ mais expressado o
potencial embriogénico nas massas calosas de J.curcas o que ¢ esperado, uma
vez que este periodo equivale a fase de declinio da curva de calo.

Cangahuala-Inocente et al. (2007) propuseram-se a medir a competéncia
embriogenética em tecidos florais de Acca sellowiana, utilizando-se da dupla
coloragdo carmim acético/azul de evans, concluindo que as células destas
culturas apresentavam-se redondas, pequenas e agrupadas, com reagdo positiva
ao C.A. Ja Gatica-Arias et al. (2008) se utilizaram do corante A.E. para
determinar a viabilidade de células de Coffea arabica em suspensdo; células
inviaveis apresentavam coloragdo azul intensa, enquanto que células viaveis
apresentavam auséncia de coloragdo. Padua (2009), também trabalhando com
Coffea arabica cv. Catigua, utilizou-se da mesma ferramenta na identificagdo do
potencial embriogénico em funcdo da coloragdo dos calos, identificando que os
amarelos e friaveis se caracterizaram embriogénicos por terem sido mais
reativos ao C.A.

Fica ilustrado que a dupla coloragdo carmim acético/azul de evans € uma

ferramenta vidvel para a identificacdo de estagios com potencial embriogénico
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em massas calosas de J.curcas e infere-se que o periodo de cultivo de 21 a 70
dias, por exibir médias superiores de vermelho associado a quatro periodos
intercalares de equivaléncia entre vermelho e azul, ¢ um periodo de potenciais
massas pro-embriogénicas. Portanto, a embriogénese somatica em explantes
foliares de J.curcas, sob esta condi¢do de cultivo, deve ser explorada nesse
intervalo de tempo.

A viabilidade celular de calos com potencial embriogénico pode ser
determinada por meio do uso do CTT. Com os resultados obtidos por este teste,
observou-se que houve diferenca significativa entre os periodos de cultivo dos
calos, ressaltando entdo a influéncia do tempo de cultivo na viabilidade celular

(Figura 4).
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FIGURA 4 Viabilidade celular via CTT, de calos de J. curcas cultivados em
meio MS com 1 mg.L™" de 2,4-D, por 112 dias de cultivo. Médias
seguidas de mesma letra na linha ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5%de probabilidade.
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O indice mais alto de absorbancia coincide com a colora¢do vermelho
mais intenso que ocorreu no dia da inoculagdo e em seguida reduziu
drasticamente (Figura 4). Essa queda na viabilidade se deve provavelmente a
lesdo ocasionada aos calos mediante o corte a que foram submetidos na
repicagem. Tal dano pode ter se expressado no periodo seguinte de cultivo, 7
dias. No entanto, a viabilidade ainda se mantém baixa até¢ aos 21 dias, o que
pode representar a adequagdo da massa calogénica ao novo ambiente de cultivo
a que esta sendo acondicionada.

A recuperagdo da viabilidade procedeu-se aos 28 dias e se manteve-se
até aos 35 dias (Figura 4). Tal comportamento demonstra que o periodo de
repicagem aconselhado pela curva de calo e pela microscopia eletronica é uma
data viavel, pois em periodos anteriores e posteriores a viabilidade celular ¢
baixa.

A viabilidade testada por CTT serd maior proporcionalmente a
respiracao celular. Isso devido a caracteristica inerente a este corante, que esta
ligado a atividade de enzimas desidrogenases, as quais estdo envolvidas na
atividade respiratoria de tecidos vivos (Munhoz et al., 2008). Portanto, via CTT
pode-se mensurar a respiragdo do tecido em cultivo. De acordo com a MET no
capitulo 4, observa-se que mitocondrias em estruturacdo aparecem a partir dos
21 dias e a atividade respiratdria avaliada pelo CTT ¢ intensa a partir dos 28
dias. Relacionando-se as informagdes desta organela com o nivel respiratorio do
tecido, pode-se inferir que apesar destas mitocOndrias apresentarem-se
estruturadas aos 21 dias, somente a partir dos 28 dias sua atividade respiratéria &
potencializada.

Apos 35 dias de cultivo, a viabilidade celular decresce, ¢ se mantém
baixa dos 42 dias até o final do cultivo, que se conduziu até aos 112 dias. Como
aos 42 dias a massa calogénica ja estd na fase estacionaria da curva de calo, a

reducdo nos niveis de viabilidade é uma resposta conivente. Na fase de declinio
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da curva de calo, que ocorre a partir dos 77 dias, a viabilidade ndo decresce
mais, ela mantém niveis estatisticamente semelhantes ao obtido na fase anterior.

A baixa viabilidade ao final do cultivo ¢ sinénimo de metabolismo
respiratorio lento. A elevada presenga de grios de amido, observados aos 84
dias pela MET, ¢ um comprovante do baixo indice respiratorio, pois de acordo
com Taiz & Zeiger (2004) o amido ¢ o polissacarideo primario de reserva
energética dos vegetais. Em caso de metabolismo ativo, os graos de amido nao
seriam detectados, pois teriam sido degradados para suprir energeticamente os
processos de sintese da célula.

De forma semelhante, Silva (2009) também utilizou o CTT para
identificar em qual periodo do subcultivo de murici-pequeno ha maior
viabilidade celular, identificando o 27°, 28° e 21° dias dos subcultivos 1, 2 ¢ 3
como os mais adequados. Também tentando identificar o periodo de maior
viabilidade, Lima (2009) testou o CTT em suspensoes celulares de bananeira cv.
prata ana, percebendo que aos 7 meses o cultivo tem a maxima viabilidade. Ja
Padua (2009), trabalhando com Coffea arabica cv. Catigua, utilizou-se do CTT
para identificar em qual coloragdo de calo se associava maior viabilidade,
observando que esta se expressava melhor nos calos amarelos e friaveis.

Mediante a utilizagdo do CTT, constata-se que o cultivo de calos de J.
curcas exibe maior viabilidade no final da fase de desaceleragdo (28 dias) e
inicio da fase estacionaria (35 dias) da curva de calo, no decorrer da fase
estaciondria e por toda a fase de declinio a viabilidade celular ¢ baixa. Pela curva
de calo, a repicagem deve ocorrer aos 28 dias e se levarmos em consideragdo a

viabilidade neste periodo, esta ¢ uma 6tima época para tal pratica.
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6 CONCLUSOES

Tanto a dupla coloragdo carmim acético/azul de evans quanto o CTT sdo
ferramentas viaveis para a identificacdo de estagios com potencial embriogénico
e mensuracdo da viabilidade celular de massas calosas de J.curcas,
respectivamente.

A expressdo do potencial embriogénico nas massas calogénicas de
J.curcas ocorre entre 21 e 70 dias de cultivo.

O maior indice de viabilidade celular ocorre no dia da inoculagdo e
posteriormente aos 28 e 35 dias de cultivo dos calos de J. curcas.

Com respaldo das ferramentas C.A., A.E. e CTT, 28 dias é o periodo de

repicagem mais adequado para as massas calogénicas de J. curcas.
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