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RESUMO

O ipé-branco é uma espécie que apresenta dificuldades de propagacgdo
devido a baixa taxa de germinacdo e curto periodo de viabilidade de suas
sementes. O objetivo do presente trabalho foi a caracterizagdo de massas pro-
embriogénicas de calos de ipé-branco. Para inducéo de calos, avaliou-se o efeito
de diferentes concentragdes de ANA, onde folhas cotiledonares foram
inoculadas em meio MS contendo, 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg L™ de ANA e apds
30 dias avaliou-se a presenga de calos. Ap6s 90 dias no meio de indugéo, o0s
calos foram classificados de acordo com sua coloragdo (branco, branco-
amarronzado e marrom) e determinada a massa fresca e viabilidade celular em
cada tratamento. Avaliou-se também a massa fresca e viabilidade celular pelo
teste do CTT durantes 3 subcultivos, aos 30, 50 e 70 dias apds a inoculagdo no
meio de inducdo. Para confirmacdo da presenga de massas pré-embriogénicas,
realizou-se analise ultraestrutural através da MEV e analise citoquimica através
do Carmim acético/ azul de Evans, nos calos obtidos. A curva de crescimento de
calos foi obtida da avaliagdo da massa fresca e seca dos calos e
acompanhamento da viabilidade celular pelo teste do CTT, durante 36 dias. Aos
30 dias ap6s a inducéo foi verificada a presenca de calos em todos meios onde
houve a adicdo de ANA, sendo responsivo ao aumento na concentra¢do da
intensidade de inducdo de calos. Maior porcentagem de calos com coloragdo
branca foi verificada nas menores concentracfes de ANA testada, o inverso
aconteceu para calos com coloragdo marrom, onde ocorreu maior porcentagem
em meio acrescido de 8 mg L™ de ANA. A maior massa fresca foi verificada em
calos obtidos em meio de induco acrescido de 6 mg L™ de ANA, durante os trés
subcultivos. A viabilidade celular durante os subcultivos, apresentou maiores
valores de absorbancia no 1° e 3° para calos obtidos com tratamento 6 mg I de
ANA. Através da anélise ultraestrutural e citoquimica foram possiveis confirmar
o potencial embriogénicos dos calos ipé-branco, sendo obtido maior proporcao
de células isodiamétricas com adicdo de 6mg.I" e coloragdo vermelho intensa. A
curva de crescimento de calos de ipé-branco apresentou comportamento
sigmoide, com distingdo das 5 fases de crescimento, fase lag, exponencial,
linear, desaceleracdo e estacionaria

Palavras-chave: Tabebuia roseo alba. Viabilidade celular. Analise ultraestrutural.
Anadlise citoquimica. Curva de crescimento de calos.



ABSTRACT

The ipe-white is a species that is not easily spread due to the low
germination rate and short viability of its seeds. Aim of this work was the
characterization of mass pro-embryogenic callus-ipe white. For callus induction,
we evaluated the effect of different concentrations of NAA, where cotyledons
were inoculated on MS medium containing 0.0, 2.0, 4.0, 6.0 and 8.0 mg.L-1
NAA After 30 days, we evaluated the presence of calluses. After 90 days on
induction medium, calli were classified according to their color (white, white-
brown and brown) and determined the fresh weight and cell viability in each
treatment. We also evaluated the fresh weight and cell viability test by CTT for
3 subcultures at 30, 50 and 70 days after inoculation in the induction medium.
To confirm the presence of pro-embryogenic masses, ultrastructural analysis was
performed by SEM analysis and cytochemistry by Carmine acetate / Evans blue
in the callus. The growth of callus was obtained from the evaluation of fresh and
dry weight of callus and cell viability by monitoring the CTT test for 36 days. At
30 days after induction was verified the presence of callus in all media was the
addition of NAA, being responsive to the increase in the intensity of induction.
Highest percentage of callus with white coloration was observed at lower
concentrations of NAA tested, the reverse happened to have brown callus, where
higher percentage in medium supplemented with 8 mg L-1 NAA. The greatest
weight was observed in callus on induction medium supplemented with 6 mg L-
1 NAA, during the three subcultures. The cell viability during subculture, with
higher absorbance values in 1 ° and 3 ° for callus treatment with 6 mg I-1 NAA.
Through analysis and ultrastructural cytochemistry were possible to confirm the
potential of embryogenic callus ipe-white, and obtained a higher proportion of
isodiametric cells with added 6mg.I-1 and intense red coloration. The growth of
callus-ipe white showed a sigmoid, with the distinction of five phases, lag phase,
exponential, linear deceleration and stationary.

Keywords: Tabebuia roseo alba. Viability. Ultrastructural. Cytochemical
analysis. Growth curve of callus.
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1 INTRODUGCAO

O ipé-branco (Tabebuia roseo-alba) é uma espécie utilizada para
diversos fins, como a ornamentacao e arborizacdo de ruas e avenidas, devido ao
seu exuberante florescimento e porte, assim como para recomposicdo florestal
em terrenos secos e pedregosos.

As espécies do género Tabebuia, apesar de sua importancia, tém sido
afetadas pelo alto grau de desmatamento e consequente destruicdo de areas
florestais, seja pela expansdo das fronteiras agricolas, construcéo de rodovias ou
exploracdo indevida, o que tém levado a diminuicdo das populagGes dessas
espécies (OLIVEIRA, 2005). Ainda, algumas espécies desse género apresentam
dificuldade de propagacdo com baixa taxa de germinacdo e curto periodo de
viabilidade das sementes.

Nesse contexto, a cultura de tecidos de plantas vem permitindo acelerar
a producdo de mudas de plantas com dificuldade de propagacdo, em relacdo aos
métodos convencionais de propagacdo vegetativa. A possibilidade de obtencéo
de mudas em laboratério, em condi¢des controladas e reprodutiveis,
independentemente da sazonalidade dos ciclos agricolas, torna a
micropropaga¢do a melhor alternativa para a obtengdo de material vegetal de
qualidade, com fixacdo de ganhos genéticos e fitossanidade garantida.

Utilizando-se dessa técnica, alguns trabalhos j& foram realizados para o
ipé-branco. Abbade et al. (2010) induziram a formacgdo de calos a partir de
segmentos foliares de ipé-branco utilizando diferentes reguladores de
crescimento acrescidos ao meio de cultura, indicando a possibilidade de
propagacdo dessa espécie a partir da organogénese indireta. Ja Porto (2009)
avaliou o potencial embriogénico e organogénico de diferentes fontes de

explantes de ipé-branco.
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Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo, a
caracterizacdo de massas pro-embriogénicas de ipé-branco, com intuito de

fornecer subsidios para a obtencdo de embrides somaticos da espécie.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas gerais da espécie

Os ipés (Tabebuia spp) pertencem a familia Bignoniaceae e destacam-se
pela sua beleza, sendo muito utilizados no paisagismo (arborizacdo de parques e
ruas) e no reflorestamento. Em adicdo, tém se identificado também algumas
propriedades medicinais além do uso de sua madeira na construcdo civil
(LORENZI, 2002).

A familia Bignoniaceae apresenta cerca de 800 espécies, reunidas em
120 géneros (JOLY, 1998). Sua distribuicdo é pantropical, com maior nimero de
espécies nos Neotropicos e menor nimero na zona temperada. Segundo Gentry
(1992), o centro de diversidade da familia estd no Brasil, onde ocorrem 56
géneros e cerca de 340 espécies, incluindo muitos tdxons endémicos. As
espécies de Bignoniaceae sdo encontradas em diferentes tipos de ambientes,
desde os cerrados abertos até as florestas Umidas e perenifolias.

O nome vulgar de varias espécies do género Tabebuia refere-se a
coloragdo de suas flores, que podem ser brancas, amarelas, réseas ou roxas
(FERRETTI et al., 1995). Tabebuia roseo alba (Ridl) Sandwith, popularmente
conhecido como ipé-branco, dentre as espécies cultivadas, é a Unica que
apresenta flores de coloracdo branca (MAEDA; MATTHES, 1984).

Ipé-branco, pau-d’arco ou ipé-do-cerrado é uma arvore com altura entre
7 a 16 metros, tronco de 40 a 60 cm de didmetro; com ocorréncia no norte do
estado de Sdo Paulo, em Minas Gerais, Mato Grosso do Sul e Goias (SANTOS;
SUGAHARA; TAKAKI, 2005). Apresenta madeira de densidade
moderadamente pesada, macia, com superficie lustrosa, de 6tima durabilidade
em ambientes internos (LORENZI, 2002).
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A érvore é extremamente ornamental, ndo somente pelo exuberante
florescimento, mas também pela folhagem densa de cor verde-azulada,
formando copa piramidal. E utilizada na arborizacdo de ruas e avenidas, em
fungdo do porte mediano. Pela sua adaptacéo a terrenos secos e pedregosos é
recomendada para reflorestamentos nesse tipo de ambiente, sendo utilizado para
recomposicdo da vegetacdo arbdrea (LORENZI, 2002).

2.2 Propagacao

A propagacdo convencional do ipé-branco é feita essencialmente por
meio de sementes, cuja germinagdo, segundo Gurgel Filho e Pasztor (1963),
ocorre rapidamente, no periodo de 10 dias, em condi¢es de campo. De acordo
com Kageyama e Marques (1981), espécies do género Tabebuia sdo pioneiras e
apresentam mecanismos adaptaveis que favorecem a dispersdo das sementes € 0
seu rapido estabelecimento.

As sementes apresentam comprimento médio de 2,63 + 0,32 cm, érea
total de 1,95 £ 0,34 cm?, &rea do embrido de 0,42 + 0,07 cm? e a biomassa de
15,76 + 3,32 mg (DUARTE et al., 2010). No entanto, por possuirem pequena
quantidade de reserva e elevado teor de dleo em sua composi¢cdo quimica,
apresentam um curto periodo de viabilidade (DEGAN et al., 2001).

Quando armazenadas, as sementes também perdem a viabilidade
rapidamente, mantendo-se, apenas, por cerca de quatro meses (CABRAL,;
BARBOSA; SIMABUKURO, 2003; LORENZI, 2000). Martins, Lago e
Andrade (2009) indicam que o armazenamento das sementes com teor de agua
de 10,1 ou 8,3 % e temperatura de 10 ou -20°C favorecem sua conservacao.

Segundo Began et al. (2001), as sementes de ipé-branco apresentam
durante o armazenamento comportamento que as classifica como ortodoxas,

conforme ocorre com outras espécies de Bignoniaceae (CARVALHO; SILVA,;
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DAVIDE, 2006; MELLO; EIRA, 1995). Alteracfes no vigor de sementes dessas
espécies sdo inicialmente identificadas pela redugdo da velocidade de
germinacgdo (BORBAFILHO; PEREZ, 2009).

De acordo com Berjalo (1995), outro problema verificado na
germinacdo ex vitro de sementes do género Tabebuia é a presenca de micro-
organismos que, muitas vezes, somente se manifestam quando as sementes séo
colocadas para germinar.

A temperatura ideal para germinacdo de varias espécies do género
Tabebuia é de 30°C em substrato papel, sendo que temperaturas constantes e
inferiores a 20°C reduzem ou inibem a germinacdo de sementes de ipé-branco
(STOCKMAN et al., 2007).

O ipé-branco, apesar de apresentar floracdo abundante produz, poucas
sementes € muitas ndo viaveis. Mello e Eira (1995) obtiveram germinacao
méaxima para sementes de ipé-branco variando de 50 a 60% em teste realizado
em casa de vegetacdo. Confirmando, Abadde (2008) obteve 50% de germinagéo.
Esses resultados estdo de acordo com o relato de que as sementes de ipé-branco
tém baixa porcentagem de germinagdo, mas, em geral, superior a 40%
(LORENZI, 2002).

Ao contrario do que relata a literatura, Stockman et al. (2007) obtiveram
germinagdo de 94% para sementes de ipé-branco, quando dispostas sobre duas
folhas de papel, porém, apds 30 dias de armazenamento essa taxa foi reduzida
para 90%. Abbade (2008) obteve porcentagem de 50% de germinagdo de
sementes em substratos constituidos por terra + areia ou apenas Plantmax®,

utilizando sementes armazenadas por 1 ano.
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2.3 Propagacao in vitro

Com o intuito de ampliar essa taxa de germinacdo de sementes de ipé-
branco, Abadde (2008) usou técnicas de cultura de tecidos para a germinagdo in
vitro, utilizando o meio MS adicionado de 3 mg L™ de GAs, ou acrescido de
1,52 mg L™ de GA; no meio MS com 50% de concentracdo de sais, obtendo 88
e 80% de germinacéo, respectivamente.

No cultivo in vitro, as células das plantas requerem o fornecimento
exogeno de reguladores de crescimento para iniciar e continuar o processo de
divisdo celular, principalmente de auxinas e citocininas (LOYOLA-VARGAS;
VAQUEZ-FLORA, 2006).

Para as espécies lenhosas, a micropropagacdo apresenta algumas
limitagdes, como a grande variabilidade genética existente em plantas nativas, a
maior dificuldade de crescimento e a diferenciacdo dos seus tecidos in vitro
(COELHO, 1999). Para superar esses obstaculos é importante o
desenvolvimento de metodologias que atendam &s exigéncias de cada espécie
(DECCETI, 2000).

2.4 Embriogénese somatica

Dentre as técnicas de cultura de tecidos, destaca-se a embriogénese
somatica, que € o processo pelo qual células somaticas diferenciam-se em
embrides. Este processo se assemelha morfologicamente ao que ocorre com 0s
embribes zigoticos (GEORGE; HALLL; KLERK, 2008). As células vegetais
apresentam grande capacidade de diferenciarem-se ou desdiferenciarem-se
durante o desenvolvimento, de modo especial as células somaticas (KERBAUY,
1999).
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Outros termos também podem ser empregados além de embriogénese
somatica, como adventicia ou assexual, para designar o processo pelo qual
células hapldides ou somaéticas desenvolvem-se por meio de diferentes estadios
embrionérios, dando origem a uma planta, sem que ocorra fusdo dos gametas
(GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Dois padrdes de embriogénese somatica podem ocorrer in vitro. O
primeiro corresponde ao modelo direto, no qual os embrides originam-se dos
tecidos-matrizes, sem a formacéo de estadios intermediarios de calos. O segundo
corresponde ao modelo indireto, no qual os embrifes se formam a partir de
calos, que apresentam diferentes estagios de diferenciagdo (GEORGE; HALLL,;
KLERK, 2008; GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

A embriogénese somatica é um exemplo da plasticidade de
desenvolvimento de plantas e o0 processo se inicia com a transicdo de células
somaticas para o estado embriogénico, podendo ser induzida por certas
condigdes in vitro, onde a presenca de células competentes e estimulo pelas
auxinas sao pré-requisitos (GAJ, 2004).

As auxinas, principalmente o 2,4-D (acido 2,4 diclorofenoxiacético),
estdo diretamente envolvidos na inducéo e na iniciacdo de embriGes somaticos,
formando as massas pro-embriogénicas (MPE). Essas MPE apresentam células
pequenas, com citoplasma denso, semelhante as células meristematicas (FEHER
etal., 2003; FILONOVA et al., 2000).

Para a regeneragdo de plantas via embriogénese somatica € necessario
estudos de fontes de explantes e reguladores de crescimento, bem como, a
concentracdo desse.

A propagacdo via embriogénese somética de algumas espécies lenhosas
vem sendo reportada com sucesso, tanto por via direta, como indireta, por
exemplo, em Araucaria angustifolia (STERINER et al.,, 2005), Cassia
angustifolia (AGRAWAL; SARDAL, 2007), Coffeae arabica (TEIXEIRA et al.,
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2004), Jatropha curcas (SANTOS, 2010) e Pinus brutia (YILDRIM; KAYA,;
ISIK, 2006).

2.5 Curva de crescimento de calos

Calos podem ser formados a partir de qualquer parte da planta. Durante
a calogénese é importante estabelecer a curva de crescimento de calos, a partir
da qual é possivel determinar o momento exato da repicagem dos calos para um
meio fresco ou a possibilidade de sua utilizagdo em suspensdes celulares.

O crescimento in vitro de calos geralmente apresenta um padréo
sigmoidal, com cinco fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e
estacionaria, segundo George, Halll e Klerk(2008).

A fase lag se caracteriza como a de maior producdo de energia,
correspondendo ao periodo em que as células se preparam para o inicio da
divisdo celular, visando sua expansdo. Também ocorre o inicio da mobilizagao
de metabdlitos, sintese de proteinas e compostos especificos, resultando em um
pequeno crescimento de calos. A fase exponencial é biossintética, ocorrendo
maior crescimento dos calos, devido a alta taxa de diviséo celular e ao aumento
do ndmero de células. A fase linear caracteriza-se por redugdo no processo de
divisdo e aumento de volume celular; a fase de desaceleragcdo é 0 momento em
que as culturas devem ser transferidas para outro meio, pois ocorre a reducéo de
nutrientes, producao de toxinas e secagem do agar, devido a reducéo do oxigénio
no interior das células. Na fase estacionaria, ocorre maior acumulo de
metabolitos secundarios (SMITH, 1992).
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2.6 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura é uma técnica de caracterizacéo
microestrutural bem versatil, que se encontra aplicada nas mais diversas areas do
conhecimento.

A interacdo de um fino feixe de elétrons focalizado sobre é&rea ou
microvolume a ser analisado gera uma série de sinais que podem ser utilizados
para caracterizar propriedades da amostra, tais como composi¢do, superficie
topograéfica, cristalografia, etc.

A imagem ¢ formada pelos secundarios emitidas da superficie do
espécime irradiada pelo feixe de elétrons primarios ou pelos elétrons
retroespelhados (que geram imagens de pior qualidade, mas podem indicar

diferengas na composicao elementar da amostra) segundo Alves (2009).

2.7 Anélises citoquimica

Os corantes carminacético e azul de Evans possibilitam a identificacao
de células com potencial embriogénico em culturas de calos (STEINER et al.,
2005). Células embriogénicas apresentam-se com citoplasma denso,
isodiamétricas e reativas ao corante carmim acético, resultando em coloracéo
avermelhada. A reacdo positiva ao carmim acético estd associada & competéncia
das células para o desenvolvimento embriogénico (STEINER et al., 2005) e
integridade cromossémica (MUNHOZ et al., 2008).

Células alongadas sd@o normalmente vacuoladas. A vacuolizacdo € o
primeiro sinal da morte celular, a qual vem acompanhada de ruptura das
membranas (FILONOVA et al., 2000). O azul de Evans é um corante que
penetra através da ruptura da membrana, colorindo de azul o interior dessas
células (BHARGAVA et al., 2007).



18

Silveira et al. (2006) e Steiner et al. (2005) utilizaram do teste da dupla
coloragdo em embriogénese somatica de Auraucaria angustifolia para analise de

histodiferenciacdo e cultura de suspensdes celular.

2.8 Viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular é importante para fornecer
informacfes sobre as condi¢cBes do material em cultivo. O uso de corantes
especificos vem fornecendo importante subsidio para essa determinag&o.

O cloreto de 2,3,5 trifeniltetrazélio (CTT), dentre os corantes utilizados,
tem uma posicdo de destaque, tendo sido inicialmente utilizado em ensaios de
viabilidade de sementes (MIKULA; NIEDZIELSKI; RYBCZNSKI, 2006) e
para detectar danos causados pelo congelamento em plantas (STEPONKUS;
LANPHEAR, 1967). Em cultura de tecidos, o uso do CTT foi descrito pela
primeira vez por Stein e Gerade (1950) e Twuille Mazur (1975).

O CTT é um composto bastante conhecido pelo alto potencial redox,
podendo ser inserido na cadeia respiratoria mitocondrial e ser reduzido a um
composto de coloragdo intensa, o trifenilformazan (TFF) ou simplesmente
formazan. A atividade de uma desidrogenase mitocondrial reduz o néo colorido
CTT ao trifenilformazan de coloracdo vermelha (STEPONKUS, 1971;
STEPONKUS;LANPHEAR, 1967; TWUILL; MAZUR, 1975) e insolivel em
4gua (DUNCAN; WIDHOLM, 2004; SILVA; YUFFA, 2006).

O CTT entra na cadeia respiratéria no lugar do oxigénio funcionando
como aceptor final de elétrons entre o citocromo a; até o0 asz, no complexo
citocromo oxidase (AMUTHA et al., 2007; KALINA; PALMER, 1968), e assim
demonstrando a integridade funcional e estrutural do aparato respiratdrio
(TWOILL;MAZUR, 1975).
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Através do teste de CTT é possivel determinar o nivel respiratdrio das
amostras testadas, com base na atividade enzimatica de células vivas
(WHITERS, 1985). A quantidade do produto final (formazan), que é extraido
em etanol, pode ser determinada espectrofotomecamente (ZAPATA et al.,
1991), sendo essa quantidade de formazan produzido por células vivas
relacionada com o grau de viabilidade dos tecidos amostrados(NAM et al.,
1998).
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos in vitro foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Departamento
de Biologia, Setor de Fisiologia Vegetal, Lavras - MG, utilizando-se sementes
de ipé-branco cedidas pela Companhia Energética de Minas Gerais (CEMIG),
Lavras - MG.

Sementes de ipé-branco foram desinfestadas em cémara de fluxo
laminar, por meio da imersdo em alcool 70% (v/v) por 20 segundos e em
solucéo de hipoclorito de sodio (NaOCI) com 1% de cloro ativo por 20 minutos.
As sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada e autoclavada, entre
cada etapa.

Posteriormente, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio (23 x
137 mm) contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;SKOOG,
1962) suplementado com sacarose (3,0%) e agar (0,6%), acrescido de 0,5 mg L
de GAgs, segundo recomendacdo de Abbade et al. (2009). O pH do meio foi
ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a uma temperatura de 121°C e 1 atm de
pressdo, por 20 minutos. Apos a inoculagdo, os tubos foram mantidos em salas
de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas e densidade de fluxo de fétons de

43 umol m? e temperatura de 25 + 2°C.

3.1 Inducdo de calogénese

Depois das sementes germinadas (20 dias apds inoculacéo) realizou-se a
excisdo dos explantes. As folhas cotiledonares com &rea média de 0,25cm?
conforme Porto (2009) foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 10 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) suplementado com

sacarose (3,0 %) e &gar (0,6%) e acrescidas do regulador de crescimento acido
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naftalenoacético (ANA) nas concentracdes de 0,0; 2,0; 4,0; 6,0 e 8,0 mg L™
constituindo os tratamentos.

O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a uma
temperatura de 121°C e presséo de 1 atm, por 20 minutos. Apoés a inoculagdo, 0s
tubos foram transferidos para sala de crescimento, onde foram mantidos na
auséncia de luz e em temperaturas de 25 + 2°C durante 30 dias. A varidvel
analisada foi a presenca ou a auséncia de calos nos explantes. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. As avaliacGes foram realizadas por 5
avaliadores, sendo avaliados 15 tubos por cada tratamento, retirados
aleatoriamente. Os resultados foram submetidos & analise de variancia e de
regressao no programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).

3.2 Caracterizacao de massas pro-embriogénicas

Folhas cotiledonares de ipé-branco germinadas in vitro foram inoculadas
em tubos de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962) suplementado com sacarose (3,0 %) e agar (0,6%) e acrescidas
de 4cido naftalenoacético (ANA) nas concentracdes de 2,0, 4,0; 6,0 e 8,0 mg L™
constituiram os tratamentos. N&o foi testada a auséncia de ANA no meio de
cultivo, pois esse ndo induz a formacéo de calos.

O material foi mantido em sala de crescimento na auséncia de luz e em

temperaturas de 25 + 2°C.

3.2.1 Coloracéo de calos

Foram realizados subcultivos a cada 30 dias, em um periodo de 90 dias.

Apos esse periodo, foi realizada a classificacdo dos calos em relagdo a sua
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coloragdo, considerando como branco, branco-amarronzado e marrom. Essa
classificacdo foi realizada por 4 avaliadores.

A partir dessa classificacdo, realizaram-se as avaliacdes de massa fresca
e a viabilidade celular desse material através do teste do Tetrazolio. A massa
fresca foi obtida através da pesagem de 6 calos de cada cor determinada, para os
diferentes tratamentos.

Para determinacdo da viabilidade celular, pelo Teste do Tetrazolio
amostras contendo 500 mg de calos, foram subdivididas em cinco amostras de
100 mg cada, em tubos de ensaio, homogeneizada em trés mililitros de reagentes
de CTT 0,6% (p/v) preparados em solugdo-tampéo fosfato e encubados por 24
horas no escuro. Apds esse periodo, foi adicionado 7 mL de etanol 95% (v/v) no
tubo. O composto Formazan foi extraido mediante incubacdo dos tubos em agua
fervente durante 4 minutos. Apds a extracdo, o material foi centrifugado por
duas vezes a 600 rpm durante 20 minutos, sendo o sobrenadante reservado para
as leituras de absorbancia.

A curva padrdo, absorbancia/peso fresco de calos foi obtida com cinco
leituras de absorbancia para cada ponto da curva, sendo a viabilidade celular
expressa como absorbancia/g de peso fresco de acordo com Benson (1994). Para
cada subcultivo foram realizadas 5 leituras de absorbancia por dia de
amostragem. O espectrofotémetro utilizado foi o Beckman DU® a 490 nm de
comprimento de onda.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado. A
determinacdo da porcentagem dos calos com as diferentes coloracdes foi
realizada por 4 avaliadores e retirados 30 tubos aleatoriamente de cada
tratamento, por cada avaliador. Para avaliacdo da massa fresca, foram retirados 6
tubos aleatoriamente. Para andlise do CTT, foram utilizados 5 repeti¢fes para
cada tratamento. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia e de

regressdo no programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).
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3.2.2 Massa fresca e viabilidade celular de massas pré-embriogénicas de

ipé-branco

Para a determinagdo do efeito dos subcultivos e purificacdo dos calos
foram realizados 3 subcultivos, aos 30, 50 e 70 dias ap6s a inoculacdo dos
explantes. Em cada subcultivo, os calos foram transferidos para meio fresco com
igual concentracdo de sais e reguladores de crescimento utilizados no meio de
inducdo. A cada subcultivo foram retirados 15 tubos para determinacdo da massa
fresca e 4 tubos para o viabilidade celular pelo teste do Tetrazoélio.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia e de regressao no programa
estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).

3.2.3 Andlise ultraestrutural

Objetivando-se observar se as células possuiam caracteristicas
embriogénicas, foi realizada andlise ultra-estrutural dos calos dos quatro
tratamentos (2,0, 4,0, 6,0 e 8,0 mg L™ de ANA adicionada ao meio de inducéo
de calo). Estas andlises foram realizadas no Laboratério de Microscopia e
analise Ultra-estrutural da Universidade Federal de Lavras, Departamento de
Fitopatologia, Lavras - MG.

Aos 70 dias foram coletadas as amostras constituidas de calos dos quatro
tratamentos, as quais foram imersas em solucdo fixadora Karnovisky (pH 7,2)
por um periodo de 24 horas.

Posteriormente, as amostras foram lavadas em tampéo cacodilato 0,056
M trés vezes por um periodo de 10 minutos cada e pés-fixados em tetréxido de
6smio 1% em tampéo cacodilato 0,05 M por 4 horas em temperatura ambiente.

Apos esse periodo, foram lavadas por 3 vezes em agua destilada e, em seguida,
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realizada a desidratacdo em gradiente de acetona (25%, 50%, 75% e 90%), por
10 minutos e trés vezes com 100%, por 10 minutos cada.

Apbs a desidratacdo para a analise em microscopia eletrbnica de
varredura (MEV), as amostras foram secas em aparelho de ponto critico CDP
030, por meio de CO, liquido e, entdo, montadas em stubs para metalizagdo com
ouro. Os espécimes foram observados em microscopio eletrénico de varredura
(LEO Evo 040), operando entre 10 e 20 kV.

3.2.4 Analise citoquimica com carmim acético e azul de Evans

Para a realizacao do teste de dupla coloragdo com carmim acético e azul
de Evans visando a confirmacdo da existéncia de células pro-embriogénicas,
utilizaram-se calos apds 70 dias de cultivo no meio de indugdo de calos.
Coletaram-se as amostras constituidas de 500 mg de calos que foram
homogeneizadas em 5 mL de solugdo de manitol 0,6 M de CaCl2 0,03M pH 5,8
por 30 minutos & 70 rpm em temperatura ambiente na auséncia de luz.

Apo6s 30 minutos, as amostras foram filtradas em peneiras de 100 um
para retirada dos agregados maiores. Coletou-se 1 mL dessa suspensdo e
adicionou 200 pl de CA(2%), deixando agir por 1 minuto e, em seguida, lavou-
se 0 material com agua destilada, para retirar o0 excesso do corante. Em seguida,
adicionou-se ao material 100 pl de AE (0,1%) por 30 segundos, repetindo o
processo de lavagem do material com agua destilada para retirada do excesso de
corante, conforme metodologia adaptada de Valente (2007).

Em eppendorf, foram adicionados 200 pL de agua glicerina 50%. Em
cada lamina foram adicionados 20 pL dessa suspensdo corada. A visualizacdo
foi realizada em microscépio de luz em um aumento de 10 vezes, modelo Bell

Photomic®.
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3.2.5 Determinagéo da curva de crescimento de calos

Foram realizados trés subcultivos dos calos, aos 30, 50 e 70 dias apos a
inoculagdo dos explantes. Apds o terceiro subcultivo teve inicio a determinagdo
da curva de crescimento, onde 10 tubos foram retirados aleatoriamente em
intervalos de trés dias, durante 36 dias de cultivo. Desses 10 tubos, 8 foram
utilizados para determinacdo da massa fresca e massa seca (determinada através
da secagem em estufa de circulacdo fechada de ar a 45° C até peso constante).

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 8
repeticoes para cada coleta. Os resultados foram submetidos a andlise de

egressdo no programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).
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4 RESULTADOS
4.1 Inducéo de calos
O meio em que ndo houve adicdo de ANA, ndo houve a inducdo de

calos, verificando a necessidade de adi¢do de regulador de crescimento ao meio

para a inducdo de calos (Gréfico 1).
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Gréfico 1 Inducdo de calos (%) em folhas cotiledonares de ipé-branco cultivados
em meio de cultura acrescido de diferentes concentracdes de ANA

Em todos os tratamentos onde foi adicionado ANA ao meio de cultura,
verificou-se alta porcentagem de formacédo de calos brancos e de aspecto fridvel
nos explantes aos 30 dias de cultivo. Neste estudo confirmou-se o rapido efeito
do ANA para inducdo de calos, ndo sendo necessaria combinagdo com outro
regulador de crescimento conforme comumente utilizado por outros autores.

As respostas dos explantes no meio de inducdo séo influenciadas pelo

balanco entre auxina e citocinina endégenos (GEORGE; HALLL; KLERK,
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2008). Em ipé-branco, o fornecimento da auxina foi suficiente para promover
uma relagdo favoravel com a citocinina enddgena e assim promover a inducao
de calos.

Martin et al. (2007) obtiveram em Ophiorrhiza prostrata D. Don
(Rubiaceae) formacdo de raizes em explantes quando o meio de cultura foi
acrescido de ANA mas, com a utilizacdo de apenas 2,4-D ou em combinagéo
com N6-benziladenina (BA) ou cinetina (KIN), houve formacdo de calos
embriogénicos.

Os resultados seguiram uma tendéncia linear para a formacéo de calos,
indicando que o aumentou nas concentracdes do regulador de crescimento ANA
promoveu também um aumento na porcentagem de explantes com presenca de
calos. Os resultados deste trabalho estdo semelhantes ao de Nogueira et al.
(2007), que observaram comportamento semelhante, em murici-pequeno
utilizando como fonte de auxina 2,4-D.

Explantes cultivados em meios sob a influéncia da menor concentracéo
(2 mg.L™ de ANA) foram os que apresentaram maior porcentagem de explantes
sem a formac&o de calos, sendo que 43% dos explantes ndo induziram calos na
referida concentragdo (Gréficol).

Flores, Nicoloso e Vasconcellos (2006) obtiveram em Pfaffia tuberosa
maior intensidade de formag&o de calos com aumento na concentracdo de ANA
acrescido ao meio de cultivo, nos diferentes explantes testados (segmentos

nodais, entrends e raizes).
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4.2 Caracterizacdo de massas pré-embriogénicas

4.2.1 Coloracéo de calos

Ap0s 90 dias de cultivo dos explantes de ipé-branco no meio de indugéo,

passando por 3 subcultivos de 30 dias cada, foi possivel verificar diferentes

coloragdes dos calos, conforme visualiza na Figura 1.

Figura 1 Diferentes coloragdes de calos de ipé-branco aos 90 dias de cultivo. A
- Branco, B - branco-amarronzado e C - Marrom

Observou-se a formacdo de calos de coloracdo branca, branco-
amarronzado e marrom. A medida que se aumentaram as concentragdes de ANA
houve uma reducédo na porcentagem de calos com a coloracdo branca (Grafico
2). A adicdo de ANA promoveu um aumento da porcentagem de calos de
coloragdo marrom, sendo essa porcentagem maxima verificada na concentracao
6mg L™ Reducdo nessa porcentagem de calos marrons foi verificada em
concentragcBes maiores que estd com aumento na porcentagem de calos de

coloragdo branco-amarronzado.
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Calos de Passiflora gibertte com coloracdo clara e aspecto granular
apresentaram maior potencial morfogenético (FIGUEIREDO, 2007). Rodrigues
et al. (2009) indicam que parametros como coloracao e textura de calos tém sido

utilizados como indicativos de capacidade regenerativa.
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Gréfico 2 Porcentagem de calos de coloracdo branco, branco-amarronzado (BM)
e marrom formados em explantes de folhas cotiledonares de ipé-
branco em diferentes concentragcdes de ANA

Carvalho et al. (2007), trabalhando com duas espécies de maracujazeiro
nativo (Passiflora spp.), obtiveram calos com coloragdo amarelo-esverdeada e
textura fridvel. Ndo houve relacdo entre a massa fresca e a coloragdo dos calos
de ipé-branco nos diferentes tratamentos testados.

O teste de viabilidade celular demonstrou que, calos com a coloragdo
branca apresentaram maiores valores de absorbancia no tratamento com 4 mg.L™
de ANA (Gréfico 3). Em calos com coloracdo marrom, os maiores valores de

absorbancia foram encontrados em tratamentos acrescidos de 8 mg.L™ de ANA.
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Silva et al. (2009) utilizaram do teste CTT, para caracterizacdo de
massas pré-embriogénicas de calos de murici-pequeno, relatando a absorbéncia
de 0,58897. Em calos de banana cv. Prata ana, Lima (2009) utilizou-se do teste
do CTT e obteve valores de absorbancia de 0,9376.

Duncan e Widholm (2004) utilizaram o CTT para verificar o efeito do
ABA e de outros sobre os condicionadores osmdticos em calos de milho. Esses
autores indicam que é necessaria cautela para interpretar valores de viabilidade
de células ou tecidos que foram incubados em diferentes condi¢cdes ambientais.
N&o podendo assim comparar valores de absorbancia para calos de diferentes

espécies, mas sim o0 comportamento desses.
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Gréfico 3 Viabilidade celular para os calos branco, branco amarronzado e
marrom nas diferentes concentracGes de ANA

Calos com coloracdo branca apresentaram menores valores de absorbancia
na maior concentracdo de ANA (8 mg.L™). A medida que se aumentaram as
concentragbes de ANA, houve uma reducdo da absorbincia dos calos de

coloracdo branca, enquanto que para os calos de coloragdo marrom e branco



31

amarronzado, houve um aumento na absorbancia, sendo que os calos de
coloragdo marrom apresentaram maiores valores de absorbancia. O pico de
absorbéancia para os calos de coloracdo marrom pode ser devido ao inicio de
morte celular, consequentemente, aumento da taxa respiratoria.

Pelo teste de CTT ¢é possivel inferir sobre o nivel respiratério das amostras
testadas, com base na atividade enziméatica de células vivas. Amostras que
apresentam maior taxa respiratoria quando incubadas em tetrazélio formarao
maiores quantidades de formazam e assim terdo maiores valores de absorbancia.

Acrtioli (2010) obteve alta viabilidade para calos de Passiflora giberti, em
uma analise 30 dias ap6s o subcultivo, indicando que a alta viabilidade em
ambos os tratamentos pode sugerir uma alta taxa respiratéria das células por

estarem em um estagio de morte celular programada.

4.2.2 Massa fresca e viabilidade celular de massas pré-embriogénicas de

ipé-branco

Apos 30 dias da indugdo, foi realizado o primeiro subcultivo e avaliada a
massa fresca dos calos, ndo sendo observadas diferencas significativas entre o0s
tratamentos testados (Gréfico 4).

Segundo Guerra, Torres e Teixeira (1999) recomenda-se a realizagéo de
subcultivos para que ocorra a purificagdo e a estabilizacdo da cultura, de maneira
gue sejam consideradas linhagens celulares embriogénicas

Entretanto, no 2° subcultivo houve diferenca entre os tratamentos
testados, mas as repostas aos tratamentos ndo se ajustaram a um modelo
polinomial (Grafico 4). Maiores valores de inducdo de massa fresca foram
obtidos na concentracdo de 6 mg.L™.

Aos 70 dias (3° subcultivo), também foram observadas diferencas entre

os tratamentos. Com o aumento nas concentracdes testadas de ANA, verificou-
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se um aumento na massa fresca dos calos, ocorrendo o valor maximo na

concentracdo de 6 mg L™, reduzindo ap6s esse valor.
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Gréfico 4 Massa fresca dos calos de ipé-branco cultivados em meio de cultura
acrescido de diferentes concentracbes de ANA e em diferentes
subcultivos

A inducdo de calos embriogénicos em Cassia angustifolia utilizando
ANA como fonte de auxina, foi responsiva ao aumento da concentracdo do
regulador, sendo obtida a maior porcentagem utilizando-se 10 UM, segundo
Agrawal e Sardal (2007).

Dentre as auxinas, as mais utilizadas para a inducdo de embribes
somaticos sdo 2,4-D e ANA, sendo este efeito promovido sobre o explante
influenciado pela concentracdo do regulador de crescimento, tipo de explante,
condicdes de cultivo e gendtipo utilizado (JIMENEZ, 2005).

Para o teste de tetrazélio verificou-se diferenca significativa entre as
diferentes concentracfes de ANA. No 1° subcultivo realizado, aos 30 dias, a

concentragdo 6 mg.L™ de ANA acrescida ao meio de cultura foi a que
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proporcionou maior viabilidade celular, com absorbancia de 0,10668, enquanto
que a utilizagio de 8 mg.L™ de ANA proporcionou menor valor (Gréfico 5).

Os dados de absorbancia encontrados para o primeiro subcultivo (30
dias) ndo se ajustaram a um modelo de regressdo polinomial. No 2° subcultivo,
50 dias apo6s a inducdo, ndo foi observado diferenca nos valores de absorbancia
entre os tratamentos testados, mas em todos houve um aumento nos valores de

absorbancia em relagdo ao primeiro subcultivo (Gréfico 5).
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Gréfico 5 Avaliagdo da viabilidade celular em calos de ipé-branco cultivados em
meio de cultura acrescido de diferentes concentracdes de ANA durante
subcultivos (30; 50 e 70 dias)

Aos 70 dias, foi realizado o 3° subcultivo e a viabilidade celular pelo
teste do tetrazdlio apresentou diferenca entre os tratamentos testados. A
utilizagdo de 6 mg L™ de ANA no meio de cultivo proporcionou maiores valores
de absorbancia em relacdo aos demais tratamentos, mas observou-se uma

diminuicdo em relacdo ao segundo subcultivo.
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Silva et al. (2009) verificaram uma diminuicdo nos valores de
viabilidade celular no terceiro subcultivo de calos de murici-pequeno. A
diminuicdo nos valores de absorbancia pode ser um indicativo de perda de vigor

do material.

4.2.3 Analise ultraestrutural

A analise ultraestrutural dos calos, através da microscopia eletrdnica de
varredura, permitiu confirmar o potencial dos calos na formacdo de embrides
somaticos para todos os tratamentos, através da visualizacdo de células
isodiamétricas.

A microscopia eletrnica de varredura para analise ultraestrutural, é uma
ferramenta que permite o conhecimento das células e suas camadas de tecidos
envolvidos nos eventos morfogenéticos segundo Silva et al. (2009). Essa técnica
também foi utilizada por Santos (2010) para o esclarecimento da capacidade
morfogenética de explantes de pinhdo-manso cultivados in vitro.

No presente estudo, no meio contendo 2 mg L™ de ANA foi possivel a
visualizacdo de células isodiamétricas, alongadas e com membranas rompidas
(Figura 2A). No meio de cultura acrescido com 4 mg L™ de ANA, a quantidade
de células alongadas e com a membrana rompida foi maior em relacdo as células
isodiamétricas (Figura 2 B).

Segundo Filanova et al. (2000), células alongadas apresentam
vacuolizacdo, sendo esse um primeiro sinal da morte celular acompanhado da
ruptura de suas membranas.

Em calos induzidos em meio com a adicdo de 6 mg L™ de ANA, as
células apresentaram melhores caracteristicas embriogénicas, como maior
proporcao de células isodiamétricas em relagdo as células rompidas e alongadas

(Figura 2C). Por meio das imagens é possivel caracterizar o potencial
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morfogenético dos calos formados na concentracdo de 6 mg L™ de ANA, pois,
segundo Steiner et al. (2005) calos embriogénicos sdo, em sua maioria,
compostos por células isodiamétricas.

As MPE podem ser definidas como aglomerados celulares capazes de
produzir embrides somaticos (XU; HUANG, 2008), constituidas de células com
tamanho reduzido e, portanto, citoplasma denso (FEHER; PASTERNAK;
DUDITS, 2003; FILANOVA et al., 2000).

100pm

100um 100pm
— —

Figura 2 Analise ultraestrutural de calos de ipé-branco cultivados em meio de
cultura acrescido de A) 2mg.L™" B) 4 mg.L™ C) 6 mg.L™" e D) 8mg.L™
de ANA

Segundo Nogueira et al. (2007), o uso de andlises ultraestruturais por

meio da microscopia eletrbnica de transmissdo e varredura é Uutil para
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caracterizacdo de MPE, fornecendo detalhes da morfologia interna e externa dos

tecidos embriogénicos.

4.2.4 Analise citoquimica

O teste citoquimico determinado através da dupla coloragdo dos corantes
azul de Evans e carmim acético confirmou o potencial embriogénico dos calos
de ipé-branco formados em todas as concentracfes de ANA testadas (Figura 3).

Silva et al. (2009) obtiveram a confirmagéo da presenca de massas pro-
embriogénicas em calos de Passiflora cincinnata através da coloragdo com o
corante carmim acético, onde populacdes de células apresentaram coloracéo
vermelho intenso.

Calos de ipé-branco desenvolvidos em meio acrescido de 2 mg.Lde
ANA apresentaram reacdo aos dois corantes, sendo corados de azul, as células
alongadas e rompidas (Figura 3A). Calos formados em meio com 4 mg.L™ de
ANA apresentaram éareas com rea¢do em maior intensidade ao corante azul de
Evans (Figura 3B). Esse tipo de reacédo, segundo Silveira et al. (2006) e Steiner

et al. (2005) indica que essas células ndo possuem potencial para formacdo de

embrides.
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Figura 3 Dupla coloracdo azul de Evans e carmim acético em calos de ipé-
branco cultivados em meio de cultura acrescido A-) 2 mg.L" B) 4
mg.L* C) 6 mg.L* D) 8 mg.L* de ANA

A inducdo de calos com células apresentando caracteristicas pro-
embriogénicas é a primeira etapa para se obter a regeneracdo de plantas via
embriogénese somatica indireta. Os resultados da andlise ultraestrutural através
da MEV e da anélise citoquimica pela dupla coloragéo indicaram que 6 mg L™de
ANA é a melhor concentragdo para a indugdo de calos embriogénicos.

Porto (2009) também utilizou das andlises citoquimicas e ultraestruturais
para determinagdo da melhor fonte de explante para a indugdo de calos
embriogénicos em ipé-branco, as quais permitiram a esse autor concluir que as
folhas cotiledonares constituiam o melhor explante.

A utilizacdo da dupla coloragdo Carmim acético/azul de Evans tem sido
relatada para identificacdo de massas calosas com potencial embriogénico para
varias outras espécies como, murici-pequeno (SILVAet al., 2009), banana
(LIMA, 2009) e pinhdo-manso (SANTOS, 2010).
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4.2.5 Determinacao da curva de crescimento

A curva de crescimento de calos de ipé-branco foi determinada num
periodo de 36 dias sendo que, no final desse periodo, 0s calos j& apresentavam
alteragdes visiveis na sua coloracdo, tornando-se mais escuros (Grafico 6). O
tempo para a formacdo da curva foi curto se comparado com outras espéecies
como murici (SERRA; PAIVA; PAIVA, 2000), castanha-do-para (NOGUEIRA
et al., 2008) e café (SANTOS; FERREIRA; SARUBO, 2010), que apresentaram
uma curva de 100, 90 e 60 dias, respectivamente.

A curva de crescimento de calos foi obtida através da determinagdo da
massa fresca e seca. A curva apresentou crescimento do tipo sigmoidal, com
tendéncia de acimulo de matéria seca em funcdo do aumento do tempo de
cultivo, sendo possivel identificar as fases de crescimento dos calos.

A fase lag ocorreu até 3 dias ap6s a inoculagdo, quando as células estéo
se preparando para a divisdo. Lameira et al. (2009) relata que a fase lag, em
calos de Cordea verbenaceae, ocorreu ate o quarto dia. Em J. curcas, ndo foi
verificada a presenca da fase lag (SANTOS, 2010). A fase de crescimento
exponencial (fase biossintética), ocorreu entre 3 e 15 dias. Nessa fase ocorre a
méaxima divisdo celular. A fase linear ocorreu entre 15 e 21 dias, onde se
verificou a diminuicdo da taxa de divisdo e aumento da area.

O inicio da fase de desaceleracdo ocorreu entres os dias 21 e 30 dias.
Nessa etapa o calo deve ser repicado devido a redugdo da quantidade de
nutrientes no meio, ressecamento do agar, producdo de produtos téxicos e
reducdo do O, no interior das células e calos (SMITH, 1992). Para pinhao-
manso a fase de desaceleragdo compreendeu o periodo de 14 a 28 dias

(SANTOS, 2010). A fase estacionaria ocorreu 30 dias apds a inoculacéo.
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Passado a fase de crescimento, as células entram na fase estacionaria onde ha um
maior namero de células com menor capacidade de divisdo e essas células
entram em um estadio de diferenciacdo celular (LAMEIRA et al., 2009).

Maior matéria seca de calos foi obtida préximo aos 27 dias apés o
subcultivo em meio fresco, sendo, o estabelecimento da curva ocorrendo ap0s o

30° dia da inoculago.

2,2 0,09
® Dias vs Massa fresca
2,0 1 O Dias vs massa seca ///. L 0,08
- 0,07
- 0,06

- 0,05

- 0,04

Massa fresca (g)
Massa seca (g)

- 0,03

- 0,02

014 T T T T T T T T T T T T 0,01
0 3 6 9 12 15 18 21 24 27 30 33 36

Dias
Gréfico 6 Curva de crescimento de calos de ipé-branco cultivados em meio de
cultura acrescido de 6 mg.L-1, obtidas através da massa fresca e
massa seca dos calos

No teste do CTT, foi determinada a viabilidade celular desse material o que

permitiu verificar o comportamento respiratério durante a fase de crescimento
(Gréfico 7).
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Grafico 7
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Dias

Viabilidade celular de calos de ipé-branco cultivados em meio de
cultura acrescido de 6 mg.L™ de ANA, durante curva de crescimento
de calos

Trés dias ap6s a inoculacdo foi verificado um aumento na respiracéo,

que pode

ter ocorrido devido ao fato de estar presente matéria em estagios

iniciais de morte. A determinacdo da viabilidade pelo teste do CTT auxilia na

tomada de decisdo quanto ao momento para realizacéo do subcultivo.

A

partir de 3 dias houve uma diminuigdo nos valores de absorbancia,

durante as fases exponencial e linear. A absorbancia voltou a aumentar durante a

fase de desaceleracdo, obtendo seu pico maximo aos 30 dias, na fase de

desaceleracédo e caindo novamente. Esse pico final € um indicativo do inicio da

morte celular, devido ao aumento da respiragéo.
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5 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

0 aumento nas concentragdes de ANA promove um aumento na
inducdo de calos em folhas cotiledonares de ipé-branco;

a adicdo de 6 mg L-1 de ANA proporciona maior quantidade de
massa fresca e maior viabilidade celular de calos durante os
subcultivos;

a adicdo de ANA ao meio de cultivo promove a formagdo de massas
pré-embriogénicas em folhas cotiledonares de ipé-branco;

a curva de crescimento de calos de ipé-branco apresentou

comportamento do tipo sigmoide e duracdo de 36 dias.
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