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LISTA DE ABREVIATURAS

AIA = 4cido indol acético;

AIB = acido indol butirico;

ANA = 4cido naftaleno acético;

BAP = 6-benzilaminopurina;

CCD = cromatografia de camada delgada;
CG/EM = cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massa;
CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia;
CLC = cromatografia liquida de coluna;

CHN = carbono, hidrogénio e nitrogénio;

DKW = Driver & Kuniyuki (1984);

2,4-D = 4cido 2,4-diclorofenoxiacético;

2iP = N-isopentenilaminopurina;

EM = epectrometria de massa;

GA;j =g4cido giberélico;

IV = infravermelho

KIN = cinetina;

MS = Murashige & Skoog (1962);

MS/2 = metade da for¢a do meio MS;

pH = concentra¢io de hidrogénio;

Rf = indice ou fator de retengio

RMN"C = ressonéncia magnética de carbono-13;
RMN'H = ressonéncia magnética de hidrogénio ou préton
SH = Schink & Hildebrant (1972);

TDZ = thidiazuron;



UV = ultravioleta;
WPM = Wood Plant Médium (Lloyd & Mc Cown, 1981);



RESUMO

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Propagagiio in vitro, indugio, curva de
crescimento de calos e abordagem fitoquimica em Rudgea viburnoides
(Cham.) Benth. Lavras: UFLA, 2002. 162. (Tesc — Doutorado em Fitotecnia).*

O uso da fitotcrapia remonta aos primérdios da humanidade, presente sempre no
saber popular das mais antigas civilizagdes. No decorrer da histdria, os sistemas
médicos langaram mido quase que exclusivamente das plantas medicinais, até o
cxplosivo desenvolvimento dos medicamentos sintéticos. No entanto, assiste-se
atualmente a uma revalorizagio das plantas medicinais. Rudgea viburnoides, é
uma planta do cerrado, considerada medicinal ¢ sobre a qual ndo existem relatos
na literatura sobre a sua micropropagagio. Neste trabatho foi estudada a
multiplicagiio da cspécie através de scgmentos nodais, a indugdo de calos e sua
curva de crescimento bem como a identificagio de principios ativos de material
vegetal in vitro e in vivo. O melhor meio para indugio de brotagdes multiplas foi
o WPM suplementado com 4,0 mg.L" de BAP. O enraizamento foi alcangado
em meio WPM, adicionado de 0,5 mg. L” de IBA. Na indugiio de calos a partir
de explantes foliares e caulinares o melhor tratamento foi o de 1,0 mgL'e0,l
mg.L" de 2,4-D, no escuro ¢ na luz respectivamente. A curva de crescimento de
calos mantidos em meio MS suplementado com 1,0 mg.L" de 2,4-D e mantidos
no escuro apresentou padrdo sigméide com cinco fases de crescimento distintas,
num periodo de 56 dias. O maior crescimento dos calos ocorreu no 48° dia apés
a inoculagdo. Trés substincias foram identificadas e purificadas dos extratos das
fothas, do caule ¢ da raiz. Identificou-se uma substincia altamente polar de
ponto de decomposicio de 46 % 2 °C, solivel em metanol, &cido acético ¢ H,O ,
provavelmente um agicar. Por meio das anélises de CG/MS, verificou-se a
similaridade cntrc os compostos isolados do caule e da raiz, identificados como
oxido de cariofileno com PM de 253 g/mol. Este apresentou caracteristicas com
cristais com ponto de fusdo de 220 — 230 e 218 - 230 °C, solubilidade em
metanol e as caracteristicas espectrais no IV (KBr cm™") 3500 - 3000; 1610 ~
1608; 1400 -1380 e 1053 — 1026.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA.
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ABSTRACT

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. In vitro propagation, callus induction and
phytochemical approach in Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. Lavras:
UFLA, 2002. 162. (Thesis — Ph.D. in Crop Science).*

Use of phytotherapy traces back to the beginnings of mankind, present always in
the folklore of the most ancient civilizations. Over History, the medical systems
make use of almost exclusively of the medicinal plants until the explosive
development of synthetic medicines. Nevertheless, we watch at present to a
valorization of medicinal plants. Rudgea viburnoides is a cerrado (savanna)
plant, regarded as medicinal and about which there are no reports in the
literature about is micropropagation. In this work, the multiplication of the
species through nodal segments, callus induction and its growth curve as well as
the identification of active principles of plant material, both in vitro and in vivo.
The best medium for inducing multiple shoots was WPM supplemented with 4.0
mg.L" of BAP. Rooting was reached in WPM medium, added with 0.5 mgL"!
of IBA. In callus induction from leaf and stem explants the best treatment was
that of 1.0 mg.L" and 0.1 mg.L" in dark and light, respectively. The growth
curve of calluses maintained in MS medium supplemented with 1.0 mgL" of
2.4 -D and kept in dark presented a sigmoid pattern with five distinct growth
phases, over a period of 56 days. The greatest callus growth took place on the
48" after inoculation. Three substances were identified and purified from the
extracts of leaves, stems and roots. A highly polar substance of decomposing
point of 46 % °C, soluble in methanol, acetic acid and H,O, probably a sugar was
identified. By means of the analysis of GC/MS, the similarity among the
compounds isolated from the stem and root, identified as karyophylen acid with
a MW of 253 g/mol. This one presented characteristics with a fusion point 220 -
230 and 218 — 230 °C, solubility in methanol and spectral characteristics at IV
(KBr cm™) 3500 -3000, 1610 — 1608, 1400 ~ 1380 and 1053 — 1026.

* Guidance Committee: Jose Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
Professor), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes -
UFLA.

i



CAPITULO 1
1 INTRODUGCAO GERAL

O uso da fitoterapia remonta aos primérdios da humanidade, estando
presente sempre no saber popular das mais antigas civilizagdes. Esse
conhecimento originou-se de tentativa, erros ou por acaso e, as vezes é resultado
da imitag@o do comportamento dos animais silvestres ou domésticos.

Hé pouco tempo foi documentada a selecio de espécies vegetais
terapéuticas efetuada por chimpanzés e que permitiu o isolamento de diversas
substancias, entre as quais a Tiarubrina A, um importante antibitico isolado da
planta Aspilia mossambicencins, consumida por chimpanzés com propésitos
antihelminticos, sendo recentemente, comprovada sua propriedade
anticancerigena (Root-Bernstein & Root-Bernstein, 1998).

Durante muitos séculos, os médicos langaram méo principalmente das
plantas medicinais que, s vezes constituiam o Unico recurso disponivel para o
tratamento de seus pacientes (Trindade & Sartorio, 1999). Estratégia estas que
fazia parte da pritica didria dos médicos até o explosivo desenvolvimento dos
medicamentos sintéticos, que ocorreu um pouco depois da Segunda Guerra
Mundial (Gilbert et al., 1997).

Nos dias atuais, assiste-se a um fendmeno um tanto inusitado: a
intensificagdo do uso de plantas medicinais; comportamento estes ndio mais
limitado as populages dos paises subdesenvolvidos (Gottlieb & Kaplan, 1993).
Para Gilbert et al. (1997), esse ressurgimento deriva como contrapartida do
aparente aumento da resisténcia microbiana a alguns produtos sintéticos, aos
efeitos colaterais, bem como ao maior prego das drogas sintéticas, quando

comparadas com a maioria dos analogos derivados naturalmente.



A Organizagio Mundial de Saide (OMS) estima que aproximadamente
80% da populagiio dos paises em desenvolvimento utilizam principalmente
medicamentos tradicionais para suprir suas necessidades primérias de saiide e
85% desses envolvem o uso de plantas e, desse total, pelo menos 30% foram por
indicagdo médica (Martins, et al., 1995),

Cerca de 60% dos medicamentos desenvolvidos nos paises do Primeiro
Mundo vém de sintese orgdnica; os outros 40% sdio oriundos de recursos
naturais (30% de plantas e 10% de animais e microorganismos (Calixto, 1996).
Tem sido documentado por anos o fato de que as plantas tém dado & medicina
moderna uma considerivel variedade de drogas, e que nos paises
industrializados 25% das prescri¢des de drogas contém principios ativos que
ainda so extraidos de plantas superiores, situagdo essa que tem persistido pelo
menos nos ltimos 25 anos (Wijesekera,1991).

O consumo mundial de medicamentos em 1990 atingiu cerca de US$
170,0 bilhes, dos quais as plantas e seus derivados representaram cerca de 25%
dos farmacos consumidos (Estrella, 1993; citado por Pereira, 1999). Para
exemplificar, Robbers, et al. (1997) ressaltam que se prevé uma comercializagdio
anual de vimblastina e de vincristina (agentes antineoplésicos) em torno de
US$100,0 milhdes anuais, entre outros.

O mercado mundial de fitoterapia movimenta cerca de US$22 bilhdes
por ano. Em 2000 esse setor faturou somente nos Estados Unidos US$ 6,3
bilhdes. Na Europa, foram US$ 8,5 bilhdes. No Brasil, niio h4 estatisticas
oficiais, mas calcula-se que o faturamento esteja em torno de US$ 500 milhdes.
Ha previs@io de que em 2010 esse montante passe a ser de US$ 1 bilh#io no Pafs
(segundo a consultoria Booz, et al., citada por Zaché, 2001).

Considerando-se que o Brasil é o pais do mundo com maior diversidade
genética de plantas, compreendendo cerca de 55.000 espécies catalogadas de um
total de 350.000 a 500.000 (Guerra et al., 1998), somente 8% das espécies



vegetais tém sido extensivamente estudadas no que diz respeito & bioatividade
terapéutica dos seus compostos e somente 1.100 espécies de plantas foram
extensivamente estudadas nas suas propriedades medicinais.

O Brasil, com uma flora extremamente variada, mas com poucos
investimentos em pesquisa, vem desperdigando negdcios que movimentam perto
de $ US 60 bilhdes por ano. Assim, o quarto mercado mundial em vendas
unitirias de medicamentos é dono de uma flora com cerca de 100 mil espécies e
do maior acervo medicinal do planeta (Martins, 1999; citado por Bertolucci,
2000).

O custo para desenvolver medicamentos sintéticos ou semi-sintéticos é
muito elevado (Martins et al., 1995). Segundo Calixto (1996), uma nova droga
custa de $ US 100 a 500 milhdes para ser desenvolvida. De cada 100 mil
produtos sintetizados, cerca de 100 siio testados no homem, 10 chegam a
medicamento e, desses, 2 ou 3 revelam competitividade e sio langados no
mercado. O processo € lento e leva de 10 a 15 anos para completar.

Os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais, via de regra, originam
medicamentos em menor tempo, com custos muitas vezes inferiores e,
conseqiientemente, mais acessiveis a populagiio, que geralmente nfo tem
condigdes de arcar com os custos elevados para aquisigio de medicamento para
o atendimento das suas necessidades basicas de saide. Na maioria das vezes, as
matérias-primas utilizadas na fabricagfio desses medicamentos séio importadas, o
que aumenta ainda mais o seu prego final (Martins et al., 1995).

Assim sendo, h4 necessidade de estudos de plantas que vém sendo
utilizadas empiricamente pela medicina popular, j& que é imprescindivel
selecionar as que se apresentam ativas, aumentando-se a capacidade de
suprimento de plantas com propriedades terapéuticas, a0 mesmo tempo que as
tornam acessiveis as camadas sociais com menor poder de compra. Conforme

Martins et al. (1995), as pesquisas com essas espécies devem receber apoio total



do poder publico, pois além do fator econdmico, hé de se destacar a importéncia
para a seguranga nacional e preservagdo do ecossistema onde existem tais
espécies.

Dentre os problemas apresentados pelas espécies nativas, os mais
importantes séo os relacionados com a propagagéo, visto que as espécies nativas
produzem sementes em apenas determinadas épocas. Algumas espécies
produzem pouca ou nenhuma semente (Gurgel Filho, 1947, citado por Coelho,
1999).

A taxa de germinagfo de sementes de Rudgea viburnoides geralmente &
inferior a 50%. O desenvolvimento das plantas no campo ¢ bastante lento, A
emergéncia ocorre em 40-70 dias (Lorenzi, 1998). A semente é altamente
atacada por brocas que inviabilizam a maioria das sementes, seja por dano
direito ao embriio ou pela contaminagfio de agentes patogénicos, e isso &
facilitado pela exposico dos tecidos ao meio ambiente (conforme observagdo
pessoal).

O cerrado ¢ um Bioma tipico de zona tropical e ocupa cerca de 20% do
territdrio nacional, compreendendo o sul do Estado do Mato Grosso, os Estados
de Goids, Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, oeste da Bahia e o
Distrito Federal (Eiten, 1993). O cerrado estende-se para fora do Brasil Central
alcangando os Estados de Maranh#o, Piaui, Rondénia e S&o Paulo. Em Minas
Gerais, mais de 50% do territ6rio do Estado é constituido de cerrado (Silveira,
1989).

Atualmente com a expansdo da fronteira agricola, vem-se observando
uma ocupagiio e exploragio desordenada numa velocidade impressionante, em
que imensas édreas do cerrado vém sendo devastadas para instalagio de culturas
de exportagio ou pecudria extensiva, tendo como conseqiiéncia a perda de

material genético, o que, aliado 4 exploragio extrativista de espécies nativas de



interesse econdmico, vem colocando em risco a sobrevivéncia de diversas
espécies do cerrado.

Considerando-se a problemética exposta e também a caréncia de estudos
sobre a micropropagac#io de Rudgea viburnoides, vegetal considerado medicinal,
com o presente trabalho objetiva-se:

e Estudar uma metodologia para a multiplicagdo clonal in vitro da
espécie.

® Avaliar o efeito de reguladores de crescimento na indugéo de calos.

e Extrair e identificar o principio ativo em folhas, caules e raizes. de

material vegetal in vivo e in vitro.
2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos Taxondmicos e Descrigiio Botinica da espécie em estudo

- Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. (Figuras 1 e 2) possui como
sinonimia boténica: Cottea viburnoides Cham., Palicourea densiflora Mart. e
Palicourea densifolia Mart. E conhecida popularmente como coté-cotd, tangara-
agl, congonha-de-gentio, ché-de-bugre, folha grossa-do-sertiio, folha-dura, casca
branca, bugre, douradinha, etc. (Penna, 1946; Pio Corréa, 1984; Lorenzi, 1998;
Rodrigues & Carvalho de, 2001).

A espécie ocorre no cerrado e cerraddes e campos sujos dos Estados de

Rio de Janeiro, Bahia, Minas Gerais, Tocantins, Goiés, Mato Grosso do Sul, Séo
Paulo (Penna, 1946; Lorenzi, 1998; Rodrigues & Carvalho de, 2001).
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Foto extraida de: Rodrigues e Carvalho de (2001)

FIGURA 1. Detalhes de ramos de arbusto de Rudgea viburnoides (Cham.)
Benth. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Pertencente a familia das Rubidceas, a planta apresenta as seguintes
caracteristicas botdnicas; altura de 4 a 5 m, sendo encontrada com mais
freqiiéncia como arbusto de 2 a 3 m de altura, dotada de copa globosa densa,
com ramos novos denso-tomentosos. Possui tronco curto e tortuoso, de 15 a 20
cm de didmetro, com casca espessa, mais ou menos suberosa e fissurada
superficialmente; folhas simples, opostas, curto-pecioladas, grossas € rugosas,
discolores, glabras na face superior ¢ fosco-tomentosas com nervuras salientes
na face interior, d¢ 9 a 17 cm de comprimento por 3 a 8 cm de largura.
Inflorescéncia em paniculas terminais ¢ nas axilas da extremidade dos ramos,

com flores de cor branca muito perfumadas. Fruto drupa ovoide de cor



vermelho-escuro ou preto quando maduro, com polpa carmnosa e contendo uma
Gnica semente (Lorenzi, 1998; Rodrigues & Carvalho de, 2001).

Gravura extraida de: Rodrigues e Carvalho de (2001)

FIGURA 2. Detalhes de ramo de Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

O florescimento da planta ocorre em mais de uma época no ano; porém,
predomina durante os meses de agosto-setembro. Os frutos amadurecem
predominantemente em junho-julho (Lorenzi, 1998).

Segundo Pio Corréa (1984), as folhas de Rudgea s#o anti-reuméticas e
anti-sifiliticas, sendo uteis também contra a astenia, dispepsia e inchagéo dos

membros. Seu uso é aparentemente perigoso, porque as infusdes em doses



elevadas produzem célicas violentas e provocam vomitos. As cascas da raiz e do
caule encerram virios alcaléides, entre eles a paracotoina e a cotoina. O aldeido
férmico, agindo sobre este dltimo, forma um alcaléide artificial, a fortoina, que
se apresenta em cristais amarelos sem sabor ¢ com a aroma de canela, sendo
muito soliiveis na dgua e pouco solivel no dlcool € na benzina. Esses alcaléides,
e, s vezes as préprias cascas, tém sido empregados na Europa por médicos
eminentes €, com 6timo resultado, para combater o reumatismo, gota, suores
noturnos dos tuberculosos, enterite catarral e as ulceras de estomago. A fortoina

¢ um verdadeiro tonico especifico contra diarréia.
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CAPITULO 2

MICROPROPAGAGCAO DE RUDGEA VIBURNOIDES
1 RESUMO

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Micropropagaciio de Rudgea viburnoides
(Cham.,) Benth. Lavras: UFLA, 2002. 162p, (Tese — Doutorado em
Fitotecnia).*

Realizou-se este trabalho com o objetivo de identificar um protocolo de
propagagdio in vitro de Rudgea viburnoides baseando-se em segmentos nodais
oriundos de embrides zigbticos assepticamente germinados. Para a indugdo de
brotagtes miltiplas, segmentos nodais com 1,0 cm de comprimento ¢ inoculados
em meio MS ou WPM suplementados com niveis de 0,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L’I de
BAP foram mantidos em sala de crescimento e avaliados aos 60 dias apés a
inoculagéio. Pelos resultados obtidos, infere-se que o meio mais adequado para a
indugio de multibrotagdes foi o meio WPM, adicionado de 4,0 mg.L" de BAP,
o qual foi superior nas varidveis avaliadas e qualidade de brotos. Néo ocorreu
redugdo do tamanho de brotos por efeito do BAP. O meio WPM sem regulador
de crescimento permite obter, em média, um broto axilar > 1,0 cm. Houve a
ocorréncia de calos em ambos os meios sem regulador de crescimento, sendo
maior no WPM. A indug#io de enraizamento dos brotos obtidos foi estudada em
meio MS/2 e WPM adicionados de 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L" de AIB. O meio
WPM, suplementado com 0,5 mg.L™" de AIB, foi superior ao induzir um maior
nimero de raizes e menor ocorréncia de calo. No meio WPM, houve uma
tendéncia para induzir um maior nimero de raizes. Houve ocorréncia de calo
em ambos os meios, sendo maior no meio WPM e com menor freqiiéncia no
meio WPM, quando isento de regulador de crescimento.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso ~ UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA.
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2 ABSTRACT

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Micropropagation of Rudgea viburnoides
(Cham.) Benth. Lavras: UFLA, 2002. 162p. (Thesis — Ph. D. in Crop Science)*

The objective of this work was studying the in vitro propagation of Rudgea
viburnoides with nodal segments coming from aseptically germinated zygotic
embryos. For the induction of multiple shoots, nodal segments 1.0 cm long and
inoculated in MS or WPM media supplemented with 0.0; 2.0; 4.0 and 6.0 mg.L’I
of BAP were maintained in a growth room and evaluated at 60 days after
inoculation. The results obtained showed that the medium most adequate for
inducing multi-shoots was WPM supplemented with 4.0 mgL"! of BAP, which
was superior in the variables evaluated and quality of shoots. The WPM media
without a growth regulator allows to obtain, an axillary shoot > 1.0 cm. There
was callus occurrence in both media without a growth regulator, its being greater
in WPM. The induction of rooting of the shoots obtained was studied in MS/2
and WPM media supplemented with 0.0; 0.5; 1.0 and 2.0 mg.L" of IBA. The
WPM supplemented with 0.5 mg.L" of IBA was superior to inducing a greater
number of roots. There was callus occurrence in rooting media, being greater in
the MS/2 medium with less frequency in the WPM medium, when without
growth regulators.

* Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
Professor), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes -
UFLA.
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3 INTRODUCAO

Uma das alternativas para a preservagio de espécies em extin¢do € a
utilizagéio da cultura de tecidos, principalmente na forma da propagagéio clonal
in vitro por meio da organogénese diretamente a partir do explante.

Sabe-se que as espécies lenhosas sdo mais dificeis de se propagar in
vitro, em comparagdo as espécies herbaceas. De acordo com Pierik (1987), isso
se deve, principalmente, ao fato de as plantas lenhosas apresentarem, em geral,
uma maior variabilidade genética, além de uma menor capacidade regenerativa
dos tecidos, dorméncia das gemas e maior concentragdo de fendis, os quais,
liberados ao meio de cultura, alteram a cor do meio e impedem o crescimento
dos explantes.

Rudgea viburnoides, planta considerada medicinal por causa de suas
propriedades principalmente anti-reuméticas, ¢ nativa do cerrado ¢ é uma
espécie que vem sofrendo com o extrativismo e com a redug@o do seu habitat,
em conseqiiéncia da expansdo agricola. Como néo existem estudos sobre sua
multiplicagdo in vitro, com este trabalho estudar a propagacfio in vitro de
Rudgea viburnoides por meio de segmentos nodais assepticamente obtidos com

embrides zigoticos germinados in vitro.

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Cultura de Tecidos

A cultura de tecidos é um processo, por meio do qual pequenos
fragmentos de tecido vivo (explantes) sfio isolados de um organismo e
cultivados assepticamente por periodos indefinidos em um meio nutritivo
semidefinido ou definido (Mantell, et al., 1994).
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O uso das técnicas de cultura de tecidos tem sido um instrumento valioso
na obtengdo de plantas livres de virus e de outros patbgenos, na propagacio
clonal répida, no desenvolvimento de variedades melhoradas, na preservagdo de
germoplasma e no melhor entendimento dos principios bésicos relacionados
com a fisiologia, bioquimica e desenvolvimento das plantas (Vaz, 1986 e
Thorpe, 1990).

A regeneragdo de plantas por meio da cultura de tecidos pode ser
realizada pela cultura de embrides, da embriogénese somética e da
organogénese. O desenvolvimento da planta por organogénese consiste na
formagfio e crescimento de brotos diretamente do explante ou via formacdo de
calos (Tisserat, 1985).

A tecnologia do cultivo in vitro pode ser aplicada em plantas medicinais
mediante micropropagagfio, cultura de calos e suspensdo celular, visando a

maior produgio de metabélitos secundérios (Tabata, 1977).

4.1.1 Micropropagacio

A micropropagagio ¢ definida como uma cultura asséptica que envolve
procedimentos de manipulaglio de érgos, tecidos e células de plantas que
produzem uma populagio de plantulas mediante processos de propagagéo sexual
ou propagacfo vegetativa (Krikorian, et al., 1988).

A regeneragiio de plantulas in vifro por meio da cultura de gemas &
freqiientemente utilizada para obtengdo de clones, que mantém todas as
caracteristicas da planta-matriz. Essa é uma técnica especialmente vantajosa para
a preservagéio de genétipos produtores de compostos medicinais (Franga, 1999).

A micropropagac#io pode ser feita por brotos apicais e axilares. Os brotos
axilares sdio aqueles que emergem em suas posigdes normais, nas axilas das
folhas, ao passo que os brotos apicais sdo os que ocupam a extremidade apical
(Mantell, et al., 1994).
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A capacidade de regeneragiio e crescimento in vitro parece estar
associada nfio apenas ao genétipo, mas também a atividade fisiolégica na planta
matriz, sob o controle de diversos fatores endégenos (Caldas, et al., 1990).

A propagacdio clonal é altamente desejivel ao processo de regeneragéio
de espécies que apresentam alguma dificuldade na etapa de germinagdio de
sementes e propagacdo vegetativa. Poucas sfio as informagdes a respeito da
propagaglio de espécies nativas, o que dificulta o estabelecimento de

generalizagdes sobre o comportamento das mesmas in vitro (Caldas, 1986).

4.2 Plantas lenhosa x micropropagaciio

No caso especifico de plantas lenhosas, alguns fatores, como
contaminagdo, liberagfio de substancias oxidantes no meio, bem como a grande
variabilidade genética existente, dificultam os estudos de propagacdo in vitro.
Além disso, a freqiiéncia de regeneragfo in vitro geralmente diminui em fungdo
da idade da fonte de explantes (Rao & Venkateswara, 1996).

Os tipos de cultivo in vitro utilizados para propagacdo de plantas
lenhosas néo diferem muito dos tipos utilizados para outras espécies de plantas.
A principal diferenga, na maioria dos casos é que somente tecidos jovens tém
sido utilizados ou tém dado resultados satisfatérios; sendo raro obter sucesso
com tecidos maduros. A micropropagagdo tem sido aplicada para multiplicar e
propagar numerosas plaitas lenhosas nos Giltimos anos (Sommer & Wetzstein,
1984).

4.3 Induciio de brotagio miiltipla e enraizamento de plantas lenhosas
medicinais

Para a maioria das espécies, o0 método mais desejavel de multiplicagdo é

a organogénese ou cauligénese adventicia (diferenciacdo de brotos adventicios) ,

pois proporciona a obtengfo rapida de um grande nimero de propagulos. Os
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brotos adventicios tém sua origem na formag#o do tecido meristemético, com
posterior diferenciagfio de épices. Para isso, os explantes utilizados sdo os
meristemas, gemas e segmentos caulinares (a;iical, nodal e internodal). A
utilizagfio de gemas axilares (a partir de gemas pré-existentes), entretanto, pode
ser utilizada com sucesso em muitas espécies (Hoffmann et al., 1998; Pinto &
Lameira, 2001).

O conceito de que a diferenciag@io de érgos em plantas ¢ regulada pela

interagéio de dois tipos de horménios (auxinas e citocininas) pode ser utilizado

X )como guia no desenvolvimento de sistemas para a micropropagagio de novas

espécies de plantas. Uma relagfio elevada citocinina/auxina promove, em geral, a
formagdo de brotos, ao passo que uma relaglio elevada auxina/citocinina
favorece a diferenciagéio de raizes (Echeverrigaray et al., 2001).

As citocininas constituem a classe de reguladores de crescimento mais
utilizados na fase de multiplicagdo, pelo seu efeito na quebra da dominéncia
apical e na indugdio na proliferagdo de gemas axilares. Utilizam-se diversas
citocininas ou substfincias de agfio semelhantes a citocinina, tais como o BAP
(Benzilaminopurina), 2iP (2-isopenteniladenina), (KIN) cinetina, TDZ
(thidiazurom), entre outros. Apesar de nfio serem essenciais, as auxinas podem
ser adicionadas ao meio nessa fase para favorecer o desenvolvimento da parte
aérea. O ANA (4cido naftalenoacético) é a auxina mais utilizada nessa fase,
além de outras, como a AIB (4cido indolbutirico). Auxinas mais potentes como
0 2,4-D e picloram n#o s#io utilizadas nessa fase, a meno§ que seja desejével a
formagéo de calo (Hoffmann et al., 1998).

Pasqual & Barros (1991), ao determinarem aos 90 dias apés inoculagio,
o efeito do BAP nas concentragdes de 0, 500, 1.000, 1.500, 2.000, 2.500, 3.000
3.500 e 4.000 pg.L”, na auséncia ou presenca de ANA (200 pg.L") sobre a
propagacdo in vitro, de cafeeiro “Catui”, por meio da cultura de gemas,
concluiram que a multiplicagdio de gemas ¢é maior (3,14) com a adigio de
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3.000pg.L” de BAP na auséncia de ANA, que a maior proliferagiio de brotos
com mais de 1 cm ocorreu na concentragiio de 500 pg.L" de BAP e que 0o ANA
na concentragdo utilizada é prejudicial a proliferagdo de brotos.

Num trabalho com barbatimfio (Stryphnodendron adstringens), planta da
familia das leguminosas e de ocorréncia nos cerrados, Pasqual & Barros (1992)
avaliaram o efeito de combinag@es de BAP (0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg/L e ANA
(0,0; 0,1 e 1,0 mg/L) adicionados a meio MS sobre a proliferagéio de brotos em
segmentos de plantas oriundas de germinagio de sementes e mantidos in vitro e
verificaram que a maior proliferagio de brotos (2,16) ocorreu com o uso de 4,0
mg/L de BAP na auséncia de ANA, e que o maior niimero de brotos maiores que
1 em (1,21) foi observado na auséncia de reguladores de crescimento.

Arello & Pinto (1993), ao estudarem a propagacéio in vitro de Kielmeyera
coriacea (Guttiferae), planta do cerrado considerada medicinal e conhecida
como pau-santo, utilizaram diversas combinagdes de BAP (0,0; 0,45; 4,5 e 22,3
uM) e ANA (0,0; 0,55 e 5,5 pM) adicionados a meio MS inoculado com
segmentos nodais de plantulas obtidas por germinagiio de sementes in vitro, e
verificaram que a méxima proliferagdo de brotos foi alcangada com o emprego
de 22,3 uM (5,0 mg.L"'") de BAP + 0,55 uM (0,1 mg.L) de ANA (6,3) e a maior
proliferag#@io de brotos com mais de 1,0 cm de altura foi obtida com o uso de 0,45
uM (0,1 mg.L™") de BAP +0,0 pM de ANA (89,3%).

Deschamps et al. (1993) ao estudarem o estabelecimento e indugdo de
sarandi (Sebastiania schottiana) com doses de 0,0 a 10uM de AIB, obtiveram
os melhores resultados na concentragéio de 2,5 pM aplicado em meio WPM,
independente da presenga ou néo de dgar.

Pinto et al. (1994) estudaram a multiplicaglio in vitro de Kilmeyera
coriacea utilizando segmentos nodais e apicais inoculados em meio MS
suplementado com doses de 0,0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 mg.L"' de BAP ¢

obtiveram os melhores resultados (produgdo de brotos > 1 cm) com segmentos
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nodais, sendo as maiores taxas de multiplicagio (7,3) e (5,3) com as
concentragdes de 0,5 e 1,0 mg.L"! de BAP, respectivamente, para os segmentos
nodais e apicais. Concluiram, ainda, que a espécie é sensivel a altas
concentragdes de BAP, ndo sendo essas eficazes para o crescimento e
desenvolvimento dos explantes.

Chen, et al. (1995), ao estudarem a reprodugfio assexuada rdpida de
Eucommia ulmoides (Eucomiaceae), 4rvore medicinal nativa da China,
compararam 0s meios basais MS ¢ WPM (Lloyd & Mc Cown, 1981)
suplementados com niveis de 0,0; 0,3; 1,0; 3,0; 10,0; e 30,0 mg/L de BAP e
sacarose na dose de 0 a 7% inoculados com brotos apicais de 3-5 mm de
comprimento retirados de plantulas com 1 més de idade, e verificando a
superioridade do meio MS sobre 0 WPM e concluiram que o meio MS
adicionado de 1,0 mg/L de BAP ¢ 3% de sacarose foi adequado para o
estabelecimento de cultura priméria e a subseqiiente multiplicagio de brotos na
taxa de 7,5 novos brotos/explantes com 2 gemas a cada 3 semanas. Argumentam
também que a adiglio de auxina (0,1 mg/L de ANA) diminuiu a proliferaggo,
suprimiu a elongagdio e estimulou a formagdo de calos. O enraizamento de
brotos foi verificado em meio com Gelrite com 1/3 da forga dos sais de MS e 0,1
mg/L de ANA. Contudo, ressaltam que o método somente é aplicivel a material
rejuvenescido.

Franga et al. (1995) ao inocularem segmentos de nds cotiledonares de
barbatiméio assepticamente obtidos em meio MS, concluiram que a maior
proliferag@io de brotos foi alcangada com BAP na concentragéio de 13,3 uM; no
entanto, houve um maior alongamento dos brotos quando o meio MS foi
suplementado com 0,04 pM de BAP e 0,005 uM de AIA. O melhor
enraizamento ocorreu quando os brotos foram inoculados em meio MS com
metade da concentragio de macronutrientes suplementado com 5,37 puM de
ANA e 80 mg L"! de floroglucinol.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Pereira et al. (1995) ao
estudarem a micropropagacio de Maytenus ilicifolia (Celastraceae), arbusto
encontrado no Brasil e que possui propriedade medicinal. Esses pesquisadores
avaliaram o efeito de BAP nas concentragdes de 0,0; 1,8; 4,4; 13,3 e 26,6 pM
isolado e BAP (0,0; 1,8 e 13,3) combinado com auxina (0,0 ¢ 1,1 pM de AIA)
adicionados a meio MS e obtiveram os melhores resultados em relagdo ao
nimero de brotos formados, em meio suplementado com 13,3 uM de BAP.
Niveis maiores aumentaram o nimero de brotos, mas diminufram o
comprimento, ¢ a adi¢io de ALA n3o teve efeito sobre o niimero de brotos, mas
aumentou o comprimento, principalmente no nivel ‘de 1,8 pM de BAP. O
nimero de brotos foi influenciado pela concentragdio de BAP, pelo grau de
juvenilidade do explante e pela posi¢io da gema no caule. Quanto mais préximo
do 4pice o explante for retirado, mais calo serd produzido se comparado aos
brotos O enraizamento de brotos micropropagados alcangou 90%, com raizes
vigorosas e sadias, apés a transferéncia direta a mistura de solo.

Sudha & Seeni (1996), trabalhando com segmentos nodais e brotos apicais
de Rauwolfia micrantha, (Apocynaceae), um arbusto lenhoso medicinal e raro,
relatam que a combinaglio de 13,2 pyM de BAP e 2,68 uM de ANA
suplementado em meio MS induziu uma alta freqiiéncia (77%) de formagao de
até 3 brotos por cada n6 a cada 8 semanas e que o subcultivo repetido de brotos
em meio contendo 4,4 pM de BAP e 0,27 pM de ANA possibilitou produgdo
massal de brotos sem qualquer evidencia de declinio. Verificaram, ainda, que o
uso de baixas concentragGes (1,14 uM e 0,98 pM) e altas (5,7 pM e 4,92 uM) de
AlIA e AIB resultou em diminuigdo da resposta ao enraizamento e ndo
incrementou o estabelecimento, o que foi contornado com a utilizagdo de 2,68
UM de ANA, o qual promoveu a formagéio de 8 a 10 raizes robustas ¢ uma alta
porcentagem de sobrevivéncia e estabelecimento (83%) das plantas.
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Forni & Pasqual (1996), em um estudo sobre a influéncia do BAP (0,0;
3,6 € 9,0 mg/L) e vérias concentragdes do meio MS (25%, 50%, 75% e 100%)
na micropropagag@io de café “Catui”, concluiram que para a produgdo total de
brotos e folhas, 0 MS usado integralmente, acrescido de 9,0 mg/L de BAP, ¢é a
combinagéo que dé os melhores resultados (6,62 novos brotos/explante) aos 120
dias apds a inoculagdo (DAI). Aos 90 DAI, o nivel ideal de BAP & de 6 mg/L
(4,29 brotos). Para a producfio de matéria seca (aos 120 DAI), a combinagio
ideal é 9 mg/L de BAP, com 75% dos componentes do MS.

Jain & Nessler (1996) desenvolveram a propagaciio clonal de
Camptotheca acuminata (Nyssaceae), importante érvore medicinal chinesa,
mediante cultivo de gemas de brotos. As gemas foram retiradas de plantulas com
25 a 30 dias, pré-embebidas por 48 horas em trés diferentes meios liquidos: LS
(Linsmaier & Skoog, 1965), BS (Gamborg, et al., 1968) e WPM contendo BAP
(2,22 a 35,5 pM), cinetina (2,32 a 18,58 uM) ou tiadizuron (0,1 a 10,0 pM) e,
posteriormente, cultivados em meio semi-s6lido com a mesma composi¢do. As
brotagdes miiltiplas somente se desenvolveram em explantes pré-embebidos em
BAP, sendo o nimero méximo de brotos alcancado a partir de gemas
anteriormente embebidas em meio BS suplementado com 174 puM e,
posteriormente, cultivadas no mesmo meio contendo a mesma concentragdo de
BAP. Eles obtiveram o enraizamento pelo cultivo de brotos individuais com 15 a
20 mm excisados e cultivados em meio basal suplementado com AIB (4,9; 9,8;
14,7 ou 19,6 pM) e concluiram que a menor concentragio de AIB (4,9 pM)
resultou na maior porcentagem de enraizamento (82%) e o menor periodo de
iniciagéio de raiz (18 dias).

Lameira (1997), ao determinar um protocolo para micropropagagio para
Cordia verbendcea (Boraginaceae) através de segmentos nodais e apicais
provenientes de plantas cultivadas em casa-de-vegetag@io, inoculados em meio
MS solidificado com 0,6% de égar e suplementado com 0,1; 1,0; 5,0 e 10,0 uM
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de cinetina todos complementados com 0,01 pM de ANA, verificou que o
segmento nodal € mais eficiente que o apical, pois proporciona um maior
niimero e comprimento de propagulos por explante, e a cbncentrat;ﬁo de 5,0 pM
de cinetina + 0,01 pM de ANA no meio de cultura MS. induz um maior nimero
¢ comprimento de propagulos. O enraizamento dos propagulos ocorreu em meio
MS sem regulador de crescimento aos 32 dias apds a inoculagio inicial e
aclimatados em casa-de-vegetagio com 70% de sobrevivéncia apés duas
semanas de plantio.

Ajithkumar & Seeni (1998) estabeleceram um protocolo para a
multiplicagéo clonal rapida de Aegle marrmelos, uma arvore medicinal da
familia das Rutaceas, pela indugéio de brotagdes axilares em segmentos nodais
com 1,0 a 1,5 cm obtidos in vitro. O meio utilizado foi o MS suplementado com
diferentes concentragdes de BAP (0,5 a 10,0 mg.L") e cinetina e combinagdes
de citocininas (0,5 a 2,5 mg.L") ¢ 0,5 a 1,0 mg.L" de ANA e AIA. O maior
niimero de brotagGes (6,4 e 5,7 brotos) foi obtido em 1,5 e de cinetina e 2,5
mgL" de BAP, respectivamente). Contudo, a influéncia sinérgica da auxina foi
observada na combinago de 2,5 mg.L” de BAP e 1,0 mg.L! de AIA, que
induziu a formagdio de 12,1 brotos sadios e longos (5,2 cm). Durante o
subcultivo de vérios explantes, foram testadas varias concentragdes de BAP (0,0
a 2,5 mg.L™"), e os segmentos nodais produziram 11,3 brotos e gemas a uma taxa
de 100% em sete semanas. De todos os tipos de explantes, os segmentos nodais
crescidos in vitro responderam mais favoravelmente na presenga de baixas
concentragGes de BAP (0,05 a 0,1 mg.L™). Brotos excisados com 3,0 a 2,5 cm
foram mais bem enraizados em meio % MS com 0,5 mg.L"' de AIA (70%) ou
10,0 mg.L™ de AIB (90%).

Carvalho (1998), ao estudar a propagacéo in vitro de Bauhinia forficata,
avaliou vérios tipos de explantes, entre os quais segmentos de caule com gemas

(segmentos nodais) e sem gemas axilares (entrends), inoculados em meio MS/2
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~ sélido acrescido de BAP nas concentragdes de 0,0; 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0;

6,0 e 10,0 mg/L. Esse pesquisador verificou que os segmentos nodais e de
entrenés formaram brotagSes adventicias de forma proporcional ao aumento na
concentragio de BAP até o nivel de 0,5 mg/L. Ao estudar o enraizamento da
espécie por meio de brotos micropropagados inoculados em meio % MS sem
fitorreguladores ou suplementado com AIB (1,0; 2,5 € 5,0 mg/L) ou de ANA
(0,10; 0,25; 0,5; 1,0; 2,5 ¢ 5,0 mg/L), verificaram que o ANA induziu a
formagdo de raizes em 40% dos brotos em meio contendo 5,0 mg/L e 20% em
média nas outras concentragdes. O AIB estimulou o enraizamento em 40% dos
brotos em meios contendo 1,0 mg/L e 10% nos demais niveis testados.

Ao estudar a micropropagacdo e composigo do dleo essencial de plantas
clonalmente propagadas de Minthostachys mollis (arbusto aromético da familia
Lameacea encontrado na Argentina) a partir de brotos apicais e segmentos
nodais inoculados em meio ¥4 MS contendo BAP (0,0; 2,2; 4,4; 13,3; 22,0 € 30,8
HM) elou ANA (0,0; 0,05; 0,27; 0,1; 0,53 e 1,07uM), Chebel et al. (1998)
verificaram que o nimero de brotos aumenta conforme o incremento da
concentragdo de BAP; contudo, na maior concentragio ocorreu maior numero de
brotos vitrificados. A combinagéio de 0,05 pM de ANA + 2,2 uM de BAP
induziu o maior niimero de brotos/explante. O comprimento dos brotos foi
geralmente inverso ao niimero de brotos, sendo 0 maximo comprimento iniciado
com 2,2 pM de BAP ou meio sem regulador de crescimento. Para avaliar o
enraizamento, brotos de 1,5 cm de comprimento foram transferidos a meio MS
com metade da forga e suplementado com 0,05 ou 0,5 pM de ANA, 0,05 ou 0,5
pM de AIB ou 0,06 ou 0,6 pM de AIA. Verificaram ainda que o meio que
proporcionou os melhores resultados foi o suplementado com 0,05 uM de ANA.

Fidelis (1998), ao estudar a propagagdo in vitro de Brosimum
guadichaudii (mama-cadela), utilizou segmentos nodais com 13 mm e média de
1 a 2 gemas inoculados em meio MS completo suplementado com TDZ nas
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concentragdes de 0,0; 1,0; 2,0 e 3,0 mg/L, verificando aos 60 dias que o TDZ
néo promoveu aumento do niimero de brotagdes axilares a adventicias. Por outro
lado, observou uma redugéo no tamanho das brotagSes conforme aumentavam as
concentragSes do regulador. Aos 60 dias, o niimero de gemas caiu de 4,3 para
2,2 e o tamanho das brotagdes de 1,9 para 0,2, respectivamente, quando a
concentragcdo de TDZ variou entre 0,0 para 3,0 mg/L. Esse mesmo autor, ao
avaliar o enraizamento de segmentos nodais de 13 mm de comprimento com 1
ou 2 gemas em média, com os segmentos inoculados em meio % MS liquido e
suplementado com AIB na concentragfio de 0 ¢ 1 mg/L e pH variando de 3,5 a
6,5, concluiu que niio houve diferenga entre os tratamentos quanto ao niimero de
raizes formadas. O tamanho das brotagdes foi afetado pela presenga de AIB,
havendo na sua presenca uma redugéio de 54%.

Parra & Amo-Marco (1998) utilizaram brotos apicais ¢ segmentos nodais
provenientes de material adulto e de plantulas para estudar o efeito do material
de origem, niimero prévio de subcultivos (1, 3 ou 5) no meio de estabelecimento,
o tipo de explante e os macronutrientes sobre a multiplicagdo e alongamento em
Myrtus communis (Myrtaceae), planta lenhosa medicinal, sempre na presenga de
4,4 uM de BAP, e observaram que a proliferagdo de brotos foi influenciada
principalmente pela origem do material, com a maior taxa de multiplicago e
alongamento para o material adulto do que para o material proveniente de
pldntulas, e pelo nimero de subcultivos, com a maior taxa de multiplica¢do e
clongagdo para o primeiro subcultivo. Ao testarem a formulagéio de
macronutrientes (MS, 1/2MS e MS com metade da concentragdio de NH;NO; e
WPM, verificaram que o nimero maximo de brotos foi obtido a partir de
explantes apicais em meio MS, ao passo que o maior comprimento foi
encontrado em explantes nodais em meio WPM. O maior nliimero de segmentos
que pode ser obtido por fragmentagfio de brotos foi conseguido em explantes

apicais em meio WPM, sempre no primeiro subcultivo.
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Para Holostemma annulare (Asclepiadaceae), um raro arbusto nativo da
fndia com propriedades medicinais, foi estabelecido um sistema de
micropropagagéo rapida por Sudha, et al. (1998). Brotos apicais (0,5 a 0,8 cm)e
n6s basais e terminais (1,0 a 1,5 cm) obtidos de plantas produzidas
convencionalmente foram cultivados em meio MS suplementado com virias
concentragSes de BAP e ANA. Foi observada formagdo de brotagio miultipla
(3,8 brotos) em 68% dos nés basais cultivados em meio com um 6timo de
concentragdo de 4,43 uM de BAP e 0,54 uM de ANA ap6s 8 semanas. Por outro
lado, os nés terminais ndo foram adequados para a formagdio de brotagdo
miultipla, e os explantes provenientes de brotos apicais formaram um tinico broto
em todos os tratamentos. Ao avaliar a iniciagdo radicular com brotos cultivados
em meio 0,5 MS solidificado com dgar e suplementado com carvdo ativado e
concentragdes de AIA (0,57 a 2,85 pM), ANA (0,54 a 2,69 pM) e AIB (0,49 a
2,46 pM), constatou-se que a melhor percentagem de enraizamento (75%) e
sobrevivéncia (80%) foi alcangada em meio 0,5 MS suplementado com 1,48 uM
de AIB.

A multiplicagio répida de Syzygium travancoricum (Myrtaceae), uma
espécie arbérea em extingdo e utilizada na india na medicina local, foi alcangada
por Sudha, et al. (1998) em explantes nodais em meio composto por MS
(macronutrientes e vitaminas) e WPM (micronutrientes) e reguladores de
crescimento: BAP (0,0 a 26,6 uM) e cinetina (0,0 a 27,8) isolados ou em
combinagio com ANA (0,0 a 10,7 pM). Foi observada a indugdo de brotagdes
multiplas a partir de plantulas de 1 a 2 anos de idade em meio basal
suplementado com 17,7 M de BAP e 1,3 uM de ANA. Foi verificado um alto
numero de brotos miltiplos (25 brotos/explante nodal) no terceiro subcultivo em
meio de multiplicagfio. Brotos com comprimento médio de 2,0 cm e portando

dois nés foram subcultivados em meio basal % suplementado com 0,0 a 5,7 uM
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de AIA para enraizamento. O enraizamento méaximo (65%) foi alcangado aos 15
a 20 diasem 1,1 uM de AIA.

Coelho (1999), num estudo sobre a propagagio in vitro de sucupira-branca
Pterodon pubescens, comparou aos 30, 60 e 90 dias o comportamento de
segmentos nodais (20 mm) com idade de 3 meses e 13 dias nos meios bésicos
MS e WPM com 0,7% de 4gar quanto & altura de haste, nimero de hastes,
niimero de gemas e comprimento de raiz e verificou que os segmentos nodais de
sucupira-branca apresentaram maior desenvolvimento em meio basico WPM.
Esta pesquisadora estudou ainda segmentos nodais inoculados em meio MS,
diluido para a metade dos sais dos macro e micronutrientes com vitaminas de
MS e 2% de sacarose, com 0,7% de 4gar suplementado com BAP (0,0; 2,5;5,0¢
10,0 pM) e ANA (0,0; 1,0; 3,0 e 5,0 uM), constatou que a concentracdo de 5,0
HM de BAP em segmentos nodais de sucupira proporcionou a maior quantidade

de aglomerados (multibrotagdes), em média, de 3,2 aglomerados por segmento
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nodal e a maior quantidade de brotos, media de 7,65 brotos por segmento nodal. -

Juliani et al. (1999) determinaram um método de micropropagacgio do
arbusto perene com propriedades medicinais Lippia junelliana (Verbenicea) em
brotos apicais e segmentos nodais. A proliferagio de microbrotos foi obtida
colocando-se os explantes em meio MS completo suplementado com 4,4 pM de
BAP ou 0,04 pM de AIB + 4,4 uM de BAP. Para a indugéio de enraizamento,
foram utilizados brotos de até 2 em de comprimento e transferidos para meio
MS suplementado com AIB (0,04; 0,4 ¢ 0,8 1M) ou ANA (0,05; 0,5 e 1,0 uM).
Constataram que o enraizamento dos brotos foi maior (100%) em meio MS
completo sem regulador de crescimento. O meio suplementado com 0,05 puM
ANA foi o mais efetivo em termos de produgfio de raizes por brotos (4,3),
seguido da testemunha (3,6).

Explantes de plantulas de jojoba (Simmondsia chinensis), arbusto com

utilidade farmacéutica, foram cultivados em meio basal Walnut DKW (Driver
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& Kuniyuki, 1984) e suplementados com vérias concentragSes de BAP (4,4; 8,9;
17,8; 26,6 € 35,5 uyM) e em combinagiio com nitrato de prata. A proliferagdo de
brotos foi eficiente em todas as concentragdes testadas, com um méximo de 15,2
brotos por explante original. Os brotos produzidos durante o estigio de
proliferagdo foram testados com ANA, AIB e AIA para induzir a rizogénese,
alcangando 64% em alguns tratamentos. Brotos axilares e adventicios com 1,0 a
1,5 cm foram transferidos a meio fresco e submetidos a diferentes tratamentos,
que incluiam a adigdo de AIB (24,6; 49,2 ¢ 98,4 uM) ou ANA (26,8; 53,7 ¢
107,4 uM) isolados ou em combinago (24,6 mais 26,8 pM, 49,2 mais 53,7 M
e 98,4 mais 107,4 pM de AIB mais ANA, respectivamente, A auséncia ou
baixas concentragdes de auxina ndo aumentaram a indugsio de raizes. Foi
observado um aumento no enraizamento quando os dois reguladores foram
combinados nas concentragSes de 49,2 MM de AIB, mais 53,7 pM de ANA ¢
98,4 pM de AIB, mais 107,4 uM de ANA, sendo o primeiro o que resultou na
maior porcentagem de enraizamento em todos os tratamentos testados (Roussos
et al., 1999). v
Sansberro et al. (1999), num trabalho realizado para estudar a propagacdo
in vitro de llex paraguariensis com dois anos de idade em segmentos nodais e
brotos apicais e combinag3es de ANA (0,0 a 5,4 uM) e BAP (0,0 a 4,4 uM)
relatam um méximo de regeneragio de brotos quando os segmentos nodais
foram cultivados em meio % MS com 3% de sacarose. No entanto, o meio
contendo BAP (4,4 uM) produziu brotagio multipla com mais de 5 mm de
comprimento (uma média de 4 brotos/explante). Esses autores obtiveram
enraizamento de brotos regenerados pelo cultivo em % meio MS + 7,4 uM de
AIB com 2,5 g /1 de fitagel por 10 dias, sendo, posteriormente transferidos a um
meio fresco composto de % de meio MS sem reguladores de crescimento.
Andrade et al. (2000), em um experimento com aroeira (Myracrodruom

urundeuva —Anacardiaceae) utilizando como explante segmentos cotiledonares,
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internodais, nodais e apicais inoculados em meio MS modificado e
suplementado com combina¢des de BAP, ANA e cinetina. A multiplicacﬁov de
brotagdes foi feita a partir de segmentos nodal e apical inoculados no mesmo
meio adicionado de 0,0; 2,7; 4,5 ¢ 6,7 pM de BAP. Constataram que os
segmentos nodais e apicais tiveram 90% de regenerag#o e 0 maior comprimento
da brotagdio (6,3 cm), no meio com 4,5 pM de BAP. Esses pesquisadores
testaram o enraizamento “in vitro” das brotagdes obtidas inoculando-as em meio
MS modificado, suplementado com ANA nas concentragdes de 0,0; 3,8; 4,8 ¢
6,4 uM mantidos nos primeiros 4 dias no escuro, e constataram que o melhor
desenvolvimento radicular ocorreu no meio com 4,8 uM de ANA, alcan¢ando
85,5% de plintulas enraizadas, com raizes de até 17 mm de comprimento.

Bertolucci (2000), ao estudar a micropropagacdio de Towrmefortia cf 7
paniculata (marmelinho), utilizou segmentos nodais (15 a 20 mm) provenientes
de plantulas pré-estabelecidas in vitro, comparou os meios basico MS completo f‘
e diluido a metade dos sais dos macro e micronutrientes e o meio WPM, {
verificando a superioridade do meio WPM, e ao estudar o meio suplementado
com 0,0; 0,5; e 1,0 mg.L? de BAP, obteve melhores resultados em termos de
miltiplas brotagdes com a suplementagio com 1,0 mgL' de BAP (7
brotagSes/segmento). Observou também a formag#o de raizes com bom
crescimento e desenvolvimento em brotagdes em meio WPM, sem a
necessidade de utilizagé@o de reguladores de crescimento.

Conceigéio (2000), ao desenvolver um protocolo para micropropagagéo de \
timbds (Derris urucu e D. nicou), estudou o comportamento de segmentos ;
nodais contendo uma ou duas gemas axilares inoculadas em meio 0,7% de 4gar,
3 ou 4% de sacarose e BAP (0,0; 1,0; 2,0 ¢ 4,0 mg.L") avaliados aos 28 dias,
observou que o niimero de brotos no segmento nodal com duas gemas axilares
teve um comportamento quadritico, com aumentos até 2,0 mg.L"' de BAP,

independente da concentragfio de sacarose. Quanto ao tamanho de broto,
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também teve um comportamento quadritico, e o maior tamanho de broto foi
encontrado na auséncia de BAP. Verificou-se que brotagdes oriundas de
segmentos nodais com duas gemas axilares foram enraizadas em meio nutritivo
MS/2 + 2% de sacarose + 0,55% de 4gar + imersdo por 30 segundos em AIB a
2.000 ppm, com pH ajustado para 4,5 ou 5,7 e, em meio MS/2 + 2% de sacarose
+ 0,55% de agar + imersdo por 30 segundos em ANA a 2.000 ppm, com pH
ajustado para 5,7.

Lisowska & Wysokinska (2000) estudaram a propagacdo in vitro de
Catalpa ovata (Bignonidcea), planta lenhosa do leste da Asia, com importéincia
medicinal, a partir de explantes nodais (10 mm) e gemas apicais (5 mm), bem
como de calos derivados de cotilédones. Para a proliferagdo de brotos a partir de
brotos apicais e segmentos nodais, foram utilizados meios basais de SH (Schenk
& Hidebrandt, 1972) e WPM suplementados com BAP (2,2 a 22,2 pM) isolados
ou em combinagio com AIA (0,6uM). O enraizamento de brotos com, no
minimo, 5 mm de comprimento foi obtido em meio MS solidificado com dgara
0,7% sem regulador de crescimento.

Pereira et al. (2000) estudaram a proliferagio de brotos e a indugdo de
raizes em com Salix humboldtiana (Salicaceae) utilizando duas fontes de
explantes, provenientes de plantas adultas e de plantas jovens clonadas. Os
explantes adultos foram inoculados em meio MS supiementado com cinetina
(0,0 a 23,2 uM) e os explantes jovens em meio MS contendo varias
concentragBes de cinetina (0,0 a 23,2 pM), BAP (0,8 a 22,2 pM) e zeatina (0,9 a
22,8 uM), cinetina (2,3 uM) + AIA (0,5 a 2,8 pM) ou cinetina + ANA (0,5 a 2,3
1M), e observaram que os explantes de arvores adultas inoculados em meio MS
com 13,9 uM de cinetina mostraram a maior proliferagdo de brotos (2,3
brotos/gema), ao passo que os explantes de plantas jovens, em meio MS
suplementado com 2,3 uM cinetina produziram 3,8 brotos /gema. Os brotos de

explantes jovens, quando transferidos a meio MS sem regulador, alongaram 26
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mm, e os explantes de plantas jovens, 27 mm. Ao avaliar o enraizamento de
brotos inoculando-os em meio MS ou MS/2 com metade da forga suplementados
com 5,3 uM de ANA e brotos obtidos de plantulas clonadas inoculados em meio
basico MS, MS/2 ou MS/4 suplementados com ANA (0,5 a 10,7 uM); ou AIB
(0,4 a 9,8 pM), esses pesquisadores verificaram que pléntulas derivadas de
explantes oriundos de arvores adultas em meio MS/2 + 5,3 uM de ANA
mostraram 93% de enraizamento enquanto que pldntulas inoculadas em meio
basico MS suplementado com a mesma concentragio de ANA, exibiu somente
31% de enraizamento.

Sreckumar, et al. (2000), ao testarem a respostas de vdrios tipos de
explantes (brotos apicais, segmentos nodais, internodais, folhares e radiculares)
do arbusto medicinal Hemidesmus inducus (Periploclaceae), com 12 meses de
idade cultivados em meio MS com metade da forga suplementado com varias
concentragdes e combinagdes de BAP (0,0 a 6,6 pM), cinetina (1,16 a 13,94
pM), BAP (2,22 pM) combinado com cinetina (0,46 a 13,94 pM) e BAP (0,0 a
6,66 uM) combinado com ANA (0,0 a 2,69 pM), constataram que o segundo e o
terceiro né visiveis do épice foram os mais regenerativos, com 9,37 brotos em 4
semanas em meio % MS suplementado com 2,?2 uM de BAP e 1,07 pM de
ANA, ndo sendo necesséria uma fase de alongamento dos brotos. A capacidade
de produzir caules dos nés diminuiu com o aumento da maturidade. Foi
conseguida a multiplicagio por até 25 subcultivos semanais dos brotos sem
declinio do vigor. Brotos com 6-7 cm foram transferidos a MS/4, MS/2 ¢ MS
suplementado com AlA (0,0 a 14,27 uM), AIB (2,46 a 14,7 pM) e ANA (0,54 a
5,37 uM). As culturas de brotos foram enraizadas em MS/4 contendo 9,8 pM de
AIB, alcangaram um nimero méximo de raizes sem a produgéo de calos.

Foi desenvolvido por Dhar, et al. (2000) um protocolo para propagac#o in
vitro de arvores maduras de Pittosporum napaulensis, espécie medicinal do
Himalaia da familia Pittosporaceae. Foi testada a combinagfio de BAP (1,0 a
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10,0 pM) e ANA (0,05 a 0,25 pM) adicionada a meio MS e inoculada com
segmentos nodais com uma gema lateral. A melhor proliferagio de gemas
(83,1%), nimero de brotos (21 brotos axilares/explante) e comprimento de
brotos (5,5 cm) foi alcangada em meio MS suplementado com 5,0 pM de BAP e
0,1 uM de ANA. Ao compararem a resposta dos explantes em varios meios:
MS, WPM, B5 ou %2 MS suplementados com 5,0 uyM de BAP e 0,1 uM de
ANA, verificaram que culturas de em meio MS forneceram uma média de 20,8
brotos axilares/explante, que foi significativamente superior ao obtido em meio
WPM e BS. Das trés citocininas testadas (BAP, Cinetina e TDZ), o BAP
mostrou ser o melhor na indugdo de brotos. O potencial de regeneragio de brotos
variou entre os genodtipos. Obteve-se enraizamento dos brotos regenerados, apés
tratamento por 48 horas em meio liquido com % da forga de meio MS
suplementado com 20,0 pM de AIB.

Santos (2001), com o objetivo de estabelecer um sistema de propagagéo
de Salix humboldtiana a partir de segmentos nodais com 1,0 cm de comprimento
inoculados em meio MS suplementado com 30 g/L de sacarose, 7,0 g/L de agar
e diferentes combinagtes de GAj e BAP, ambos nas concentragdes de 0,0; 0,5;
1,0 e 2,0 mg/L, verificou que a indugéo de brotagSes de Salix pode ser obtida na
auséncia de GA; e BAP e que o uso de GA; ou BAP favorece o surgimento de
mais de um broto por explante. Comparando os dois reguladores, o uso de GA;
, foi superior, possibilitando a formag#io de dois brotos por explante quando esses
foram inoculados na presenca de 2,0 mg/L. Avaliou-se o enraizamento de
brotagdes com aproximadamente 3,0 cm de comprimento, quando transferidas
para meio WPM suplementado com 3,0% de sacarose, 0,7% de agar e acrescido
das combinagdes de AIB (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0 mg/L) e carvdo ativado
(0,0; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg/L). Constatou-se que o melhor tratamento para
obtencdo de rizogénese in vitro foi o meio adicionado com 4,0 g/L. de carvéo
ativado associado a 3,0 mg/L de AIB,

by
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Estabelecimento da cultura in vitro

5.1.1 Procedéncia das sementes

A classificagdio da espécie em estudo foi realizada pelo professor Manuel
Losada Gavilanes, do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras (UFLA). Exsicatas estfo depositadas no herbério ESAL do
Departamento de Biologia da UFLA, sob registro n® 15.300.

Foram utilizadas sementes de populagdes naturais do municipio de
Itumirim, na regido Sul de Minas Gerais.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de

Tecidos do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

5.1.2 Desinfestagfio das sementes.

As sementes foram inicialmente lavadas em #égua corrente por 10
minutos e, posteriormente, desinfetadas com #lcool 70% por um minuto e em
solugio de hipoclorito de sédio a 2% por quinze minutos. Em seguida, em
camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas por quatro vezes em agua

destilada e autoclavada.

5.1.3 Excisfio do embriiio

Embries imaturos no estégio torpedo foram excisados com o auxilio de
pinga, cabo de bisturi e lupa estereoscpica na cémara de fluxo laminar
horizontal, sendo inoculados diretamente em tubos de ensaio de 25 x 150 mm,
tampados com tampa pléstica e vedados com parafilme. O meio utilizado foi o
MS (Murashige & Skoog, 1962), solidificado com 4gar a 0,6%, e o pH ajustado
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em 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem, sendo os embrides cultivados em céimara de
crescimento com fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro sob intensidade luminosa
de 25 pmol.m?s?, i temperatura de 26 + 1 °C e umidade relativa do ar de 70 +
5%.

5.2 Efeito do BAP adicionado aos meios MS e WPM sobre a induciio de
brotagdes miltiplas em segmentos nodais de Rudgea viburnoides.

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentra¢des de
benzilaminopurina (BAP) associadas aos meios de culturas sobre a indugdio de
brotagGes em segmentos nodais de Rudgea viburnoides, foi conduzido um
experimento utilizando-se o delineamento experimental inteiramente
casualizado, com seis repeticSes, sendo cada repeti¢do constituida por cinco
tubos. Os tratamentos foram dispostos num esquema fatorial 4 x 2, sendo
constituidos por concentragdes de BAP de 0; 2,0; 4,0 e 6,0 mg.L", combinadas
com os meios de cultura MS e WPM, que foram solidificados com agar, sendo o
pH ajustado para 5,7 + 0,1, antes da autoclavagem (Lloyd & McCown, 1981).

Segmentos nodais com aproximadamente 10 mm de comprimento
contendo 2 gemas axilares, oriundos de pléntulas assepticamente cultivados,
foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados
com tampa de plastico e vedados com parafilme. Os explantes foram cultivados
em cimara de crescimento em fotopericdo de 16/8 horas luz/escuro, sob uma
intensidade luminosa de 25 pmol.m?s™, a uma temperatura de 26 £ 1 °C e
umidade relativa do ar de 70 = 5%. A avaliagiio foi realizada aos 60 dias apés a
inoculacdio e foram levadas em consideragfio as seguintes varidveis: tamanho de
brotos (TB), estimativa total de rendimento de segmentos nodais (ETRSN), peso
de matéria fresca de brotos (PMFB), peso de matéria seca de brotos (PMSB),
peso de matéria fresca de calo (PMFC), peso de matéria seca de calo (PMSC),
ntimero de brotagdes axilares (NBAX), niimero de brotag3es adventicias (NBAd)
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e niimero total de brotagdes (NTB). Para obtengdio da estimativa de rendimento
de segmentos nodais total (propagulos), foram consideradas as porgoes das
brotagdes totais/explante que possuiam aproximadamente 10 mm de
comprimento, com gemas bem situadas, ou seja, localizadas no tergo superior da
porgao.
5.3 Efeito do AIB adicionado aos meios MS/2 e WPM sobre a indugiio de
enraizamento em brotagdes de Rudgea viburnoides

Com o objetivo de avaliar o efeito de diferentes concentragdes do acido
indolbutirico (AIB) associadas aos meios de culturas sobre a indugdo de
brotagdes em segmentos nodais de Rudgea viburnoides, foi conduzido um
experimento  utilizando-se o delineamento  experimental  inteiramente
casualizado, com seis repetigdes, sendo cada repeti¢do constituida por cinco
tubos. Os tratamentos foram dispostos num esquema fatorial 4 x 2, sendo
constituidos por concentragdes de AIB de 0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.I_,", combinadas
com os meios de cultura MS/2 e WPM, que foram solidificados com éagar, o pH
ajustado para 5,7 % 0,1, antes da autoclavagem (Lloyd & McCown, 1981).

Foram utilizados como explantes segmentos nodais com
aproximadamente 10 mm de comprimento contendo 2 gemas axilares, oriundos
de plantulas assepticamente cultivadas em meio WPM solidificado com égar a
0,6%, pH ajustado a 5,7 + 0,1 antes da autoclavagem, isento de regulador,
inoculados em tubos de ensaio de 25 x 150 mm, tampados com tampa de
plastico e vedados com parafilme. Os explantes foram cultivados em cdmara de
crescimento em fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro, sob uma intensidade
luminosa de 25 pmol.m™s”, a uma temperatura de 26 + °C e umidade relativa
do ar de 70 £ 5%. A avaliagiio foi efetuada aos 60 dias ap6s a inoculagdo e
foram levadas em consideragdo as seguintes varidveis: tamanho de brotagio

(TB), peso de matéria fresca de parte aérea (PMFPA), peso de matéria seca de
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parte aérea (PMSPA), peso de matéria fresca de calo (PMFC), peso de matéria
seca de calo (PMSC), peso de matéria fresca de raiz (PMFR), peso de matéria
seca de raiz (PMSR), nimero de raizes (NR), nimero de raizes secundarias (RS)
e tamanho de raiz (TR).

Para os dados obtidos em 3.2 e 3.3, as varidveis foram submetidos a
analise de varidncia de acordo com modelo sugerido por Steel et al. (1997) para
os experimentos fatoriais. Quando houve efeito significativo dos tratamentos,
aplicou-se o teste F para comparar os dois meios de cultura, tanto isoladamente
como em cada concentragiio de BAP, utilizando-se a analise de regressdo para
avaliar o comportamento das varidveis analisadas em fungdo das concentragdes
de BAP. A escolha do melhor modelo de regressio foi feita observando-se a
significincia de cada modelo de regressdo e as estimativas do coeficiente de
determinagdo.

As analises de variincia e de regressiio foram realizadas utilizando-se o
programa computacional SISVAR, ou seja, sistema de analise de varidncia

(Ferreira, 2000).
6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do BAP adicionado aos meios MS e WPM sobre a indugio de
brotagdes em segmentos nodais de Rudgea viburnoides.

O resumo do resultado da andlise de variancia dos dados referentes ao
tamanho de brotagdo e estimativa de rendimento de segmentos nodais é
apresentado na Tabela 1. Observa-se que os meios de cultura, o regulador de
crescimento e a interagdo meio X regulador tiveram efeitos significativos ao
valor nominal de 1% de probabilidade para o tamanho de brota¢do. O meio de
cultura e o regulador de crescimento tiveram efeito significativo para a

estimativa de rendimento total de segmentos nodais.
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TABELA 1. Resumo da analise de varidncia para o tamanho de brotagéio (TB),
em cm, e estimativa total de rendimento de segmentos nodais
(ETRSN), em nimeros, de Rudgea viburnoides aos 60 dias de
cultivo. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Variaveis'

Fonte de Variacio GL TB (cm) ETRSN (N°)
Meio de cultura 1 19,891875 ** 8,159252 *+
BAP 3 3,936425 ** 29511741 **
Meio x BAP 3 0,674947 ** 3,210369 N
Residuo 40 0,152075 1,892448
Média ‘ - 2,59 3,71

C.V. (%) - 15,03 37,04

INS, ** = Teste F ndo significativo e significativo a 1%, respectivamente

Com relagfio ao tamanho de brotagdo, pelos dados (Tabela 2) observa-se

a superioridade do meio WPM.

TABELA 2. Valores médios para tamanho de brotagdio (cm) de Rudgea
viburnoides em fungdo dos dois diferentes meios de cultura e
submetidos a vérios niveis de BAP'. UFLA, Lavras — MG,

2002.
BAP (mgL™)
Meios 0,0 2,0 4,0 6,0
MS 1,47b 2,00b 1,95b 2,38b
WPM 2,2l a 3,78a 3,0la 395a

'Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Os dados alcangados neste trabalho com relagéio ao tamanho de brotagdo
nos meios bdsicos completos, concordam com os obtidos por Parra & Amo-
Marco (1998) que, a0 compararem a formula¢io de macronutrientes dos meios
MS, MS/2, MS com metade da concentragdo de NHy;NO; e WPM, verificaram
que o maior comprimento das brotagdes (20,5 mm) de segmentos nodais de

Myrtus communis foi obtido em meio WPM, dos observados por Coelho (1999)
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que, ao estudar o efeito dos meios basicos MS e WPM sobre o desenvolvimento
de segmentos nodais de sucupira-branca (Preredon pubescens), também
verificou a superioridade do meio WPM e dos de Bertolucci (2000), que ao
verificar o tamanho médio de brotagdes formadas de segmentos nodais de
marmelinho (Tournefortia cf paniculata), a0 comparar os meios MS, MS/2 e
WPM, verificou um incremento de 30% no tamanho das brotagées em meio
WPM quando comparado ao meio MS.

Por outro lado, esses dados diferem dos dados obtidos por Chen, et al.
(1995) com Eucommia ulmoides, que ao compararem o meio MS e WPM,
ambos adicionados de 1,0 mg.L"' de BAP e 3% de sacarose, registraram que o
meio MS foi superior para a cultura de brotos apicais obtidos de plintulas com 1
més de idade e que os brotos foram mais verdes e vigorosos no meio MS, o que
mostra a importincia do gendtipo na resposta aos diferentes meios utilizados
(Sato et al., 1999).

Observou-se um desenvolvimento maior dos segmentos nodais
inoculados em meio WPM. Os meios MS e WPM diferem principalmente na
concentragio de macro e micronutrientes, sendo o meio MS um meio mais
concentrado. Esse fato pode ser atribuido a uma fitotoxidez causada pela alta
concentragdo de nitrato de amdnia (Sato et al., 1999).

Quanto a anélise de regresséio (Figura 3), verifica-se qué, dentro do
meio MS, o efeito dos niveis crescentes de BAP foi linear sobre o tamanho de
brbtaq:ﬁes, ao passo que, dentro do meio WPM, o efeito foi do tipo senoidal,
ambos com coeficientes de determinagdio altos, ou seja, 86,45 e 99,13%,
respectivarﬁente. No presente trabalho, o maior tamanho de brotos foi obtido em
meio WPM, suplementado com 6,0 mg.L" de BAP. Os dados alcangados no
presente estudo diferem dos verificados por Chen, et al. (1995) com brotos
apicais, ja que esses autores verificaram que doses superiores a 3,0 mgL' de

BAP em meio MS resultou numa diminuigéio do comprimento dos brotos.
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Ywpy = 2270458 + 0,331893x + 0,876289sen(x)
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FIGURA 3. Tamanho de brotagio de Rudgea viburnoides em meio MS e WPM,
em fungdio das concentragdes de BAP. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Por outro lado, Andrade et al. (2000) constataram um efeito significativo
do BAP na concentragiio de até 4,5 mg.L'em meio MS modificado sobre o
comprimento de brotagdo (apical e nodal) de Myracroduon urendeuva, tendo um
comportamento linear, mas foi na concentragfio de 4,5 mg.L" que obtiveram a
maior média (6,3 cm), e a partir da qual observaram uma tendéncia de queda no
comprimento da parte aérea.

Diversos trabalhos mostram a redugdo do comprimento dos brotos com
base em dada concentragiio de BAP. Pereira et al. (1995) observaram este efeito
com concentragdes superiores a 13, 3 pM (3,0 mg. L") em brotos axilares de
Maytenus ilicifolia. Por outro lado, Chebel et al. (1998), ao avaliarem
concentragdes de 0,0 a 30,8 pm de BAP (7,0 mg.L™"), concluiram que o maior
comprimento de brotos de Minthostachys mollis ocorreu em meio MS/2 sem
regulador de crescimento ou na concentragio de 2,2 pM de BAP (0,5 mgL™),
mas, nas doses superiores de BAP houve uma redugio do comprimento. Os
pesquisadores deduziram ainda que o comprimento de brotos foi geralmente

inverso ao nimero de brotos. Pereira et al. (2000), com Salix humboldtiana em
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meio MS suplementado com concentragdes de 0,8 a 22,2 pM de BAP,
verificaram a superioridade da menor concentragdo de BAP (0,18 mgL™).
Conceigéio (2000), com Derris sp., registrou o maior tamanho de brotos em
explante nodal nas concentragdes 0,0 a 4,0 mg.L"! de BAP com 3% de sacarose
com tendéncia quadritica e uma redugdo significativa do crescimento em
concentragdes superiores a 1,0 mg.L” de BAP.

De acordo com Gratapaglia & Machado (1998), a tendéncia de
diminui¢fio do comprimento da brotag#io a partir de determinada concentragéio
pode estar ligada ao fato de que as citocininas estimulam a maior produg@o de
parte aérea até uma dada concent.rac;ﬁo, o que ¢ especifico para cada espécie e, a
partir dessa, ocorre um efeito téxico, que se caracteriza principalmente pelo
estufamento excessivo, falta de alongamento das culturas, encurtamento dos
entrends, espessamento exagerado dos caules e vitrificagio generalizada, o que
leva a sérios problemas na fase de enraizamento. Pode-se deduzir com base nos
resultados observados, que Rudgea viburnoides é uma cultura que se beneficia
da adicdo de BAP, sendo tolerante a altas concentragdes, ocorrendo
alongamento, sem a necessidade da adigfio de auxina ex6gena.

Virios estudos relatam o efeito sinérgico da combinaggio de citocininas e
auxinas sobre a multiplicagdo de brotos e alongamento. Pereira et al. (1995),
com Maytenus ilicifolia, a0 compararem o efeito da adicdio ou ndo de AIA,
observaram que a adigiio de 1,1 puM (0,2 mg.L"') de AIA ao meio MS aumentou
significativamente o comprimento dos brotos em todos os niveis de BAP (0,0 a
6,0 mgL" de BAP). Ajithkumar & Seeni (1998), com Aegle marmelos,
verificaram que a combinagdio de 2,5 mg.L"' de BAP e 1,0 mg.L" de AIA em
meio MS induziu a formag@o de um namero 6timo (12,1) de brotos vigorosos e
longos (5,2 cm). Sudha, et‘ al. (1998), com Holostemma annulare, observaram
que a maior resposta em comprimento de brotos (6,0 a 6,5 cm) ocorreram em
meio MS suplementado com 8,86 yM (2,0 mg.L") de BAP e 0,27 um (0,05
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mg.L"') de ANA. Dhar, et al. (2000), com Pittosporum napaulensis em meio
MS, suplementado com BAP (1,13 mg,L™") e ANA (0,019 mg.L™), obtiveram a
maior proliferagéio de gemas, nimero de brotos e comprimento.

Os resultados obtidos para o comprimento de brotos e estimativa de
segmentos nodais total indicam que houve alongamento dos brotos e dos
entrends, sem a necessidade de adi¢#o de auxinas.

Com relagio 4 ETRSN, ou seja, os segmentos nodais com
aproximadamente 10 mm de comprimento e gemas na porgéo superior (Tabela
3), verificou-se a superioridade do meio WPM, que apresentou uma média geral
de rendimento de segmentos nodais de 4,13 segmentos/explantes superior aos
3,30 do meio MS. Resultados semelhantes foram observados por Parra & Amo-
Marco (1998). Eles trabalharam com segmentos nodais oriundos de pléntulas de
Myrtus communis e a0 compararem na oitava semana o nimero de segmentos
nodais com 8 semanas com mais de 0,5 cm, obtidos nos meios MS, MS/2, MS
com metade do nitrato de aménio ¢ WPM, concluiram que o meio WPM foi
superior quanto ao nimero de segmentos nodais (9,4 segmentos com 0,5 cm de
tamanho/explante).

TABELA 3. Médias gerais da estimativa de rendimento total de segmentos
nodais (ERTSN), em segmentos nodais por explantes de Rudgea
viburnoides submetidos aos diferentes meios de cultura. UFLA,
Lavras — MG, 2002.

Meios basicos ETRSN (N°)°
MS 3,30b
WPM 4,13 a

T Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Quanto & analise de regressdio (Figura 4), verifica-se que as
concentragdes de BAP tiveram em efeito linear positivo sobre a ETRSN. Por
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meio desses resultados, pode-se inferir que, para cada mg.L"! de BAP que se
adicionar, espera-se um aumento médio de 0,586 segmentos nodais/explante.
Contudo, esses resultados diferem dos obtidos por Sudha, et al. (1998) que, ao
estudarem as concentragdes de 0,2 a 2,0 mgL"' de BAP, obtiveram o maior
nimero de segmentos nodais (propégulos) com a concentragio de 0,5 mg.L"! de
BAP (3 propagulos/explante), a partir da qual observaram um decréscimo. Os
pesquisadores verificaram, ainda, que o rendimento foi superior quando da
combinagio dessa concentragio com 0,05 mgL' de ANA (7
propégulos/explante). '

1 v =1,954917 + 0,586208X
IR =93,15%

segmentos nodais (N°)
w
®

Estimativa de rendimento de

=
[}
1

0,0 T T
0,0

20 4,0 6,0
Concentragio de BAP (mg.L™")

FIGURA 4. Estimativa do rendimento total de segmentos nodais (ETRSN) de
Rudgea viburnoides, em fungiio das diferentes concentragSes de
BAP. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Os resultados das anélises de varidncias para o peso de matéria fresca de
brotos ¢ matéria seca de brotos sfo apresentados na Tabela 4. Verifica-se que
para o peso de matéria fresca de brotos, somente foi significativo o fator
regulador, ¢ para o peso de matéria seca de broto, os efeitos do meio e do

regulador foram significativos.



TABELA 4. Resumo da analise de varidncia para o peso de matéria fresca de
brotos (PMFB) e peso de matéria seca de brotos (PMSB) obtidos a
partir de segmentos nodais de Rudgea viburnoides aos 60 dias de
cultivo. UFLA, Lavras -MG. 2002.

Varidveis'
Fonte de Variagdo GL PMFB (g PMSB (g)
Meio 1 0.050097 0,001004 *
BAP 3 0,132865 ** 0,002912 **
Meio x BAP 3 0,009709 ™ 0,000243 ™
Residuo 40 0,015194 0,000240
Média - 0,12 0,02
C.V. (%) - 102,41 85,15

NS, *, ** = Valor do teste F ndo significativo, significativo a 5% e significativo
a 1%, respectivamente.

Pelos valores médios da Tabela 5, infere-se que ndo houve diferenga
significativa entre os meios quanto ao peso de matéria fresca de brotos. Contudo,
para o peso de matéria seca, o meio basico WPM proporcionou maior peso que
o MS, contrastando com os resultados observados por Bertolucci (2000), que
niio observou diferenga no peso de matéria seca de brotagGes ao comparar os
meios MS, MS/2 e WPM, aos 45 dias.

TABELA 5. Valores médios de peso de matéria fresca de brotos (PMFB) e peso
de matéria seca de brotos (PMSB) em segmentos nodais de
Rudgea viburnoides submetidos aos diferentes meios de cultura'.
UFLA, Lavras — MG, 2002

Meios basicos PMFB (g) PMSB (g)
MS 0,088 a 0,014 b
WPM 0,153 a 0,023 a

"Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Com relag#io & analise de regressdio, verifica-se que os niveis crescentes

de BAP tiveram um efeito linear positivo sobre 0 peso de matéria fresca de
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brotos (Figura 5) e peso de matéria seca de brotos (Figura 6), permitindo-se

inferir que se espera um aumento médio de 0,0248 g e de 0,0060 g

respectivamente, para cada incremento de uma unidade que se aumentar na

concentrag#o de BAP.

Peso de matéria fresca de brotos

0,300
0,250
0,200
0,150 -

0,100

0,050 -

0,000

Y =0,001642 + 0,040669 X
R'=99,59 %
o T Ll
0,0 20 4,0

Concentragiio de BAP (mg.L")

6,0

FIGURA 5. Efeito de niveis crescentes de BAP sobre o peso de matéria fresca
de brotos em Rudgea viburnoides. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 6. Efeito de niveis crescentes de BAP sobre o peso de matéria seca de
brotos em Rudgea viburnoides. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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Resultados semelhantes foram alcancados em timb6é por Conceigéio
(2000), quando comparou o meio MS com 3% de sacarose, 0,7% de 4gar com e
sem BAP (2,0 mg.L™) e verificou que a presenga de BAP acarretou um aumento
significativo nessas varidveis.

Os dados referentes ao peso de matéria seca de brotos obtidos neste
trabalho diferem dos verificados por Bertolucci (2000), que ndo obteve diferenca
quanto ao peso seco de parte acrea ao estudar as concentragdes de 0,0; 0,5 e 1,0
mg.L"! de BAP em meio WPM. No presente trabalho, o peso de matéria fresca e
de matéria seca tiveram um efeito linear. Forni & Pasqual (1996) também
verificaram o efeito linear do BAP sobre o peso de matéria seca de parte aérea
de café nas concentragdes de 0,0 a 9,0 mg.L". Neste estudo, a concentragio de
BAP mais eficiente para essas varidveis foi a de 6,0 mg.L", provavelmente pelo
maior niimero de brotagdes, uma vez que se aumentando o nimero de brotos,
maior serd o peso da matéria fresca e seca das brotagdes.

No tratamento com 6,0 mg.L"de BAP, principalmente no meio WPM,
os brotos apresentaram-se com aspecto hiperhidrico, caules engrossados, certo
grau de clorose e necrose de folhas. Sudha et al. (1998) também observaram
efeitos negativos do BAP em concentragdes de 3,0 a 5,0 m'g.L". O uso de
citocininas estimula um maior desenvolvimento da parte aérea; contudo, quando
utilizadas em excesso, tornam-se toxicos e caracterizam-se principalmente pelo
demasiado entufamento e falta de alongamento, redu¢io no tamanho das folhas,
encurtamento dos internos, engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo
generalizada, o que leva a sérios problemas na fase de enraizamento (Lane,
1979; Leshem et al., 1988, citados por Grattapaglia & Machado, 1998).

Os resultados de anélise de varidncia para o peso de matéria fresca e
seca de calos estdo apresentados na Tabela 6 Verifica-se que o peso de matéria

fresca de calo foi afetado pelos meios de cultura e pelas concentragdes de BAP,
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mas ndo pela interagfo, ao passo que, para o peso de matéria seca de calos, a

interag#io foi também significativa.

TABELA 6. Resumo da anédlise de varifincia para o peso de matéria fresca de
calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) formado
na base dos segmentos nodais de Rudgea viburnoides aos 60 dias

de cultivo. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Varidveis'
Fonte de variagio  GL PMFC (g) PMSC (g)
Meio 1 0,507030 ** 0,048019 **
BAP 3 0,395303 ** 0,028349 **
Meio x BAP 3 0,023520 ™ 0,006636 **
Residuo 40 0,013780 0,000927
Média - 0,30 0,06
C.V. (%) - 39,14 50,79

'NS, ** = Valor do teste F ndio significativo e significativo a 1%,
respectivamente.

Pelos valores médios (Tabela 7) para a varidvel peso de matéria fresca

de calo, infere-se pelo teste F, que no meio WPM houve um maior estimulo a

producéo de calo.

TABELA 7. Valores médios de peso de matéria fresca de calos (PMFC)
formado na base dos segmentos nodais de Rudgea viburnoides
submetidos a vérios niveis de BAP'. UFLA, Lavras — MG, 2002

Meios basicos PMFC (g)
MS 0,197 b
WPM 0,403 a

'Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.

Por meio da anélise de regressdio para o peso de matéria fresca de calo,

deduz-se um efeito linear dos niveis crescentes de BAP (Figura 7), esperando-se



um incremento médio de 0,069 g no PMFC para cada aumento de uma unidade
de BAP.
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R’=96,90 %
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FIGURA 7 - Efeito de concentrages de BAP sobre o peso de matéria fresca de
calos formados na base dos segmentos nodais de Rudgea
viburnoides. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Pelos valores médios (Tabela 8), para o peso de matéria seca de calos,
observa-se que o meio WPM induziu uma maior produgfio de matéria seca de

calo dentro dos niveis de BAP, exceto para o nivel zero.

TABELA 8. Valores médios de peso de matéria seca de calos (g) formados na
base dos segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos a
vérios niveis de BAP!. UFLA, Lavras - MG, 2002

BAP (mg.L")
Meios 0,0 2,0 4,0 6,0
MS 0,004 a 0,019b 0,027 b 0,063 b
WPM 0,024 a 0,058 a 0,093 a 0,191 a

" Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, comparam 0s meios dentro de
cada concentragio de BAP e diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.
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Quanto a anélise de regressiio (Figura 8), os niveis crescentes de BAP
tiveram um efeito linear sobre o peso de matéria seca de calos dentro dos meios
MS e WPM, com coeficientes de determinacdio altos, 90,61 e 92,08%,
respectivamente). As estimativas dos coeficientes de regressdio fornecem
informag¢des de que no meio WPM houve maior formagio de calos do que no
meio MS, o que neste experimento n#o é desejivel. Comparando-se os valores
0,0268 g (WPM) com 0,00928 (MS), verifica-se uma maior formacdo de calo

em termos de peso de matéria seca no meio WPM.
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I Yune™ 0,11195 +0,026793X
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§ 0,0 % T
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Coucentragko de BAP (mg.L")

FIGURA 8. Efeito de niveis crescentes de BAP sobre o peso de matéria seca de
calo formado na base dos segmentos nodais de Rudgea viburnoides
em meio MS e WPM. UFLA, Lavras - MG, 2002,

No presente trabalho, foram verificados a indugfio de brotos axilares e o
entumescimento do caule na extremidade do corte com a emisséo de brotos
adventicios e a posterior formagdo de calos. Sudha et al. (1998), estudando
Holostema annulare em meio MS suplementado com BAP na concentragéo de
0,0 a 5,0 mg.L", também detectaram que a regeneragéio de brotos em todos os
casos foi seguida por entumescimento e subsegilente formagdo de calo na

extremidade basal do corte dos explantes.
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Ainda, observou-se neste trabalho, que ndo houve ocorréncia de inducéo
de enraizamento, tanto nos meios ndo suplementados, como nos suplementados
com BAP, o que era de se esperar, pois altas concentragdes de citocininas
induzem a formagio de brotagdes, mas, geralmente, inibem a formagdio de
raizes, conforme Pierik (1987), citado por Bertolucci (2000).

O resumo do resultado da anélise de varidncia dos dados referentes ao

nimero de brotag3es axilares e brotagdes adventicias é apresentado na Tabela 9.

TABELA 9. Resumo da anélise de varidncia para nimero de brotagdes axilares
(BAx) e nimero de brotagSes adventicias (BAd) obtidas de
segmentos nodais de Rudgea viburnoides aos 60 dias de cultivo
em meio MS ¢ WPM, submetidos a niveis crescentes de BAP e
classificados quanto ao tamanho em brotagdes < 1 ¢ >1 cm.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

Varidveis'
Fonte de Variagéio GL BAx (N°%F Bad (N°)
Meio 1 0,081667 32,900417 **
BAP 3 0,964444 * 58,825972 **
Tamanho 1 0,960000 NS 183,153750 **
Meio x BAP 3 0,206111 N8 9,260417 *
Meio x Tamanho 1 3,681667 ** 0,070417 8
BAP x Tamanho 3 0,657778 22,531528 **
Meio x BAP x Tam. 3 0,055000 NS 5,443750 NS
Residuo 80 0,243000 2,893750
Média - 0,83 2,17
C.V. (%) - 59,15 78,29

INS, *, ** = Valor do teste F ndio significativo, significativo a 5% e
significativo a 1% respectivamente.

Conceigio (2000), comparando o meio MS com 3% de sacarose, 0,7%
de agar com e sem BAP (2,0 mg.L™), verificou que a presenga de BAP acarretou
um aumento significativo nessas variaveis.

Pela andlise de regressio para o numero de brotagdes axilares,

concluiu-se que as doses crescentes de BAP tiveram um efeito positivo até a
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dose de 1,2 mg.L”, com um niimero de brotagGes axilares de 1,1 broto, a partir

da qual niveis crescentes de BAP induziram menor niimero de brotagdes axilares
(Figura 9).

| Y=1,452630 -0,123780X-0,357276.1/(X + 0,5)

R'=7901%

0,0 ¥ Y )
0,0 2,0 40 6,0

Concentragho de BAP (mg.L")

FIGURA 9. Efeito da concentragio de BAP sobre o nimero de brotagdes

axilares em segmentos nodais de Rudgea viburnoides. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

Observando-se as comparages mostradas na Tabela 10, verifica-se que
no meio MS houve uma predominéncia de brotagdes < 1,0 cm (0,90 no meio MS
contra 0,57 no meio WPM), e no meio WPM houve uma predomindncia de
brotagSes > 1,0 cm (0,71 no meio MS contra 1,16 no meio WPM).

TABELA 10. Médias do niimero de brotages axilares conforme o tamanho em
segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos a vérios
niveis de BAP'. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Tamanho
Meio <1,0 >1,0 Média geral
MS 0,90 a 0,71b 0,80
WPM 0,57b 1,16 a 0,86

"Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura sdo diferentes pelo teste F ao valor nominal de 5% de probabilidade.
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Comparando-se o nimero de brotagdes adventicias dos meios MS e
WPM dentro de cada dose de BAP, verifica-se a superioridade do meio WPM
dentro da dose de 4,0 mg.L", com 4,57 brotagdes adventicias no meio WPM e
1,68 no meio MS (Tabela 11) ¢, também, na dose de 6,0 mg.L".

Na concentragdo 4,0 mg.L' ocorreram os maiores percentuais de
indugdo de brotos adventicios, com 70% e 80% para os meios MS e WPM,
respectivamente (Tabela 11).

TABELA 11. Médias dos meios MS ¢ WPM para nimero de brotagdes ¢
porcentagem de indugdo de brotagdes adventicias em segmentos
nodais de Rudgea viburnoides submetidos a vérios niveis de
BAP'. Dados transformados para Raiz quadrada de Y + 1,0.
UFLA, Lavras — MG, 2002.

BAP (mgL™)
Meios 0,0 2,0 4,0 6,0 Média geral
MS  (0)° 0,00a (54) 1,78a (70) 1,68b (61) 2,88Db 1,59
WPM (0) 0,00a (42) 2,38a (80) 4,57a (76) 4,08a 2,76
TMédias seguidas de letras distintas nas colunas indicam que os meios diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade, dentro dos niveis de BAP
considerados.
2 Nimero entre paréntese refere-se & porcentagem de indugéo de brotos.

A andlise de regressio para o efeito do BAP dentro dos meios de cultura
indica um efeito linear positivo para o meio MS, aumentando-se o niimero de
brotag3es adventicias até a concentragio maxima, e um efeito quadrético dentro
do meio WPM, aumentando-se o nimero méximo de brotagles até a
concentragdo de 5,0 mg.L'l, no qual estima-se em 4,4 o nimero de brotagdes
adventicias. Ambos os coeficientes de determinagéio foram altos, isto &, 86,07%
e 97,62%, respectivamente, para os meios MS ¢ WPM (Figura 10).

O meio WPM no nivel de 4,0 mg.L"! de BAP propiciou os melhores
resultados, notavelmente no que diz respeito ao niimero de brotagSes

adventicias, principal componente dos brotos totais.
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FIGURA 10. Efeito da concentragio de BAP sobre o niimero de brotagdes
adventicias em segmentos nodais de Rudgea viburnoides em
meio MS e WPM. UFLA, Lavras - MG, 2002.

Conforme Grattapaglia & Machado (1990), o BAP ¢ muito eficaz para
promover a multiplicacdio de brotos e indugdio de gemas adventicias em varias
espécies. No presente trabalho, o BAP, na concentragéio de até 4,0 mg.L? no
meio WPM, foi eficiente na indug#o de brotagdes miiltiplas, sendo essa expressa
principalmente em nimero de brotos adventicios. Compardvel aos resultados
obtidos por Jain & Nesler (1996), ao avaliarem o efeito de concentra¢des de 0,5
a 8,0 mg.L" de BAP em meio WPM sobre a propagagéo clonal de Camptotheca
acuminata, foi obtido o maximo de brota¢des com 4,0 mg.L’l de BAP (2,9
brotos com 52,5% de freqiiéncia), a partir da qual houve uma redugéio, sendo 2,4
brotos com freqiiéncia de 20% na concentragio de 6,0 mg.L"' de BAP.

Por outro lado, pelos dados obtidos, levanta-se a possibilidade da
necessidade da presenga de auxinas para induzir a proliferagdo de brotos
axilares, o que ¢ salientado por alguns autores, como Arnand, et al. (1999), que
utilizando meio MS suplementado com os micronutrientes do meio WPM,
concluiram que a presenga de auxina em baixas concentragdes €, algumas vezes,

favoravel para uma 6tima multiplicag@o de brotos em plantas lenhosas, o que
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contradiz o verificado por Lisowska & Wysokinska (2000), em que a adigio de
AIA (0,1 mg.L") aos meios SH e WPM principalmente com 2,0 mg.L" de BAP
em meio WPM conduziu a um decréscimo na proliferagéio de brotos, mas
melhorou o alongamento dos brotos, € Coelho (1999), em meio MS/2, nfio
recomenda a utilizagio da combinagio de BAP com ANA na indugéo de
brotagdes maltiplas de sucupira-branca.

O resumo do resultado da anilise de varidncia dos dados referentes ao
nimero de brotagdes totais (brotagdes axilares + brotagSes adventicias) €
mostrado na Tabela 12. Percebe-se que o meio, 0 BAP, o tamanho e a interago
BAP x tamanho tiveram efeito significativo sobre o nimero de brotagdes totais.

TABELA 12. Resumo da anilise de varidncia para niimero total de brotag3es
(NTB) obtidas de segmentos nodais de Rudgea viburnoides aos
60 dias de cultivo em meio MS ¢ WPM, submetidos a niveis
crescentes de BAP e classificados quanto ao tamanhoem <1 e
> 1 cm. UFLA, Lavras - MG, 2002,

Variaveis'
Fonte de Variagédo GL BT (N°)
Meio 1 36,260417 **
BAP 3 59,121528 **
Tamanho 1 157,593750 **
Meio x BAP 3 8,213750 NS
Meio x Tamanho 1 2,733750 NS
BAP x Tamanho 3 16,353750 **
‘Meio x BAP x Tam. 3 5813750
Residuo 30 3,188750
Média - 3,01
CV. (%) - 59,40

NS, ** = Valor do teste F ndo significativo e significativo a 1%,
respectivamente :

Observando-se as médias do namero de brotagSes totais (Tabela 13),
verifica-se a superioridade do meio WPM, e esse meio teve aproximadamente

52% mais brotos do que o meio MS (3,62 brotos contra 2,39). Resultados
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semelhantes foram obtidos por Coelho (1999) com sucupira-branca, que
também, verificou a superioridade do meio WPM. Contudo, esses resultados
diferem dos observados por Chen, et al. (1995), quando compararam os meios
MS e WPM suplementados com 0,1 mg.L" de BAP e 3% de sacarose, que
apesar de terem evidenciado a superioridade do meio MS, niio observaram
diferenga entre os meios quanto ao escurecimento e vitrificagdo dos tecidos. Eles
verificaram que o'meio MS suplantou o meioc WPM, possibilitando dobrar o
niimero de novos brotos (7,8 vs. 3,2 do meio WPM), e dos verificados por Dhar,
et al. (2000) que verificaram a superioridade do meio MS sobre os meios WPM,
MS/2 e BS. Bertolucci (2000) com Tournefortia cf paniculara que ndo obteve
diferenga entre os meios MS, MS/2 e WPM avaliados aos 30 e 45 dias.

TABELA 13. Médias do nimero total de brotagdes em meio MS ¢ WPM de
Rudgea viburnoides submetidos a vdrios niveis de BAP'.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

Meios NTB
MS 2,390
WPM 3,62a

'Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que os meios de
cultura diferem entre si pelo teste F a 1% de probabilidade.

As médias do niimero de brotagdes totais na interagio BAP x tamanho
indica a predominéncia de brotos < 1,0 cm sobre os brotos > 1,0 (Tabela 14),
sendo que o maior niimero de brotos foi alcangado no maior nivel de BAP. Os
dados contrastam com os alcangados aos 90 dias por Pasqual & Barros (1991),
0s quais encontraram um maior nimero de brotos > 1,0 cm com o uso de 0,5

mg. L™ de BAP no cafeeiro em meio MS.
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TABELA 14. Médias para o nimero de brotagdes totais < 1,0 e > 1,0 cm no
desdobramento da interagio BAP x tamanho em segmentos

nodais de Rudgea viburnoides submetidos a vérios niveis de
BAP'. UFLA, Lavras - MG, 2002.

BAP (mgL™)
Tamanho 0,0 2,0 4,0 6,0
<1 0,83a 4,57 a 5,60 a 6,15a
>1 0,63 a 1,87 b 2,15b 2,25b

" Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que diferem entre si
pelo teste F a 5% de probabilidade, em cada um dos niveis de BAP
considerados.

Por meio da anlise de regressiio, verifica-se que os niveis crescentes de
BAP tiveram um efeito quadritico significativo sobre os brotos totais < 1,0 cm
(Figura 11) e um efeito ndo-significativo para o numero de brotos totais > 1,0
cm. O nimero méximo de brotos < 1,0 cm (6,22 brotos) foi obtido na dose de
5,0 mgL' de BAP; portanto, a proliferagio de brotos foi proporcional a
concentragio de BAP utilizada. Contudo, Pasqual & Barros (1992), com
Stryphnodendron adstringen (barbatim#o), obtiveram a maior proliferagéio de
brotos com 4,0 mg.L'l de BAP em meio MS, mas o maior nimero de brotos
> 1,0 cm foi observado na auséncia do regulador. Por outro lado, concentragdes
menores tém sido indicadas como mais eficientes. Arello e Pinto (1993), com
Kielmeyera coriacea, obtiveram a maior proliferagio de brotos > 1,0 cm na
concentragio de 0,1 mg.L"' de BAP e Pinto et al. (1994), obtiveram com a
mesma espécie, a maior porcentagem de brotos > 1 cm com segmentos nodais
em comparagio aos apicais e a melhor porcentagem de brotos > 1,0 cm foi

alcangada com a concentragiio de 0,5 mg.L"!, ambos em meio MS.
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FIGURA 11. Efeito da concentragiio de BAP sobre o nimero de brotagdes totais

< 1,0 cm em segmentos nodais de Rudgea viburnoides. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

O nimero de brotagGes totais, para o tamanho > 1,0 ¢cm, apresentou um
comportamento crescente em fungiio da concentragiio de BAP. O maior aumento
ocorreu da dose zero para a dose 2,0 mg.L". O niimero de brotagdes totais > 1,0
cm obtido (2,15) com 4,0 mg.L" ndo diferiu do nimero obtido (2,25) com 6,0
mgL?. Contudo, o BAP, na concentragio de 6,0 mgL", determinou
caracteristicas ndo desejiveis nos brotos, como o engrossamento exagerado dos
caule, vitrificagfio, amarelecimento, etc. Essas caracteristicas provavelmente
resultantes do efeito téxico do BAP, levando a sérios problemas na fase de
enraizamento (Lane, 1979; Leshem et al., 1988, citados por Grattapaglia &
Machado, 1988).

Um outro fator a ser considerado é que sempre s#io indicados niveis
reduzidos de reguladores de crescimento com o objetivo de minimizar a variagéo
clonal (Pereira et al., 2000) e possivel efeito residual do BAP, o que poderia
interferir nas etapas seguintes de multiplicag&o (Hoffmann et al., 1998).
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Nas Figuras 12 e 13 observam-se os efeitos do BAP na indugio de
brotos em segmentos nodais de Rudgea viburnoides obtidos de plantulas
originadas de embrides zigéticos ¢ inoculados em meio MS ¢ WPM,

respectivamente e suplementados com 0,0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 mg L' de BAP.

00 20 40 60

FIGURA 12. Aspecto geral aos 60 dias de segmentos nodais inoculados em
meio MS suplementado com 0,0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 mg.L"' de BAP.
UFLA, Lavras — MG, 2002.

FIGURA 13. Aspecto geral aos 60 dias de segmentos nodais inoculados em
meio WPM suplementado com 0,0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 mg.L"' de BAP.
UFLA, Lavras — MG, 2002.
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4.2 Efeito do AIB adicionado aos meios MS/2 ¢ WPM sobre a inducio de
enraizamento de brotacdes de Rudgea viburnoides.

O resumo da anélise de varidncia referente aos dados de tamanho de

broto encontra-se na Tabela 15. Nota-se que o efeito do meio e a interagdo Meio

x AIB sobre essa varidvel foi significativo a 5% de probabilidade.

TABELA 15. Resumo da anélise de varidncia para tamanho de brotagdio (N°)
obtido de segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetida a
vérias concentragdes de AIB, aos 60 dias de cultivo. UFLA,
Lavras — MG, 2002.

Variavel'
Fonte de Variacio GL TB (cm)
Meio 1 ' 1,778700 *
AIB 3 0,585156 ™S
Meio x AIB 3 0,868600 *
Residuo 40 0,273758
Média - 1,66
C.V. (%) - 31,42

'NS, * = Valor do teste F ndo significativo e significativo a 5% respectivamente

Pelos resultados médios (Tabela 16) do tamanho de broto nos dois
meios, conclui-se que houve diferenca significativa entre os dois meios na
auséncia de regulador, sendo o meio WPM superior ao meio MS/2 (2,41 contra
1,56 cm). Esses dados confirmam os anteriormente obtidos no experimento de
indugdio de brotagGes. Na presenga do regulador, observa-se que houve diferenga
entre os meios quando suplementados com AIB na concentragiio de 1,0 mg.L",
e, sendo que mais uma vez 0 meio WPM superou o MS/2.

Por outro lado, pela anélise de regressdo, pdde-se verificar que os niveis
crescentes de AIB tiveram comportamento diferenciado sobre o tamanho de
broto nos dois meios. No meio MS/2, estas concentragdes tiveram um efeito
linear ligeiramente positivo, mas nd@io significativo, com um coeficiente de

determinagdo muito baixo (6,61%), ¢ média geral de 1,47 cm de tamanho de
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broto. No meio WPM (Figura 14), essas mesmas doses tiveram um efeito linear
negativo i.e., ¢ o tamanho de brotag#o teve uma reduglio conforme o incremento
dos niveis de AIB. De acordo com Pereira et al. (2000), o menor crescimento da
parte aérea é uma resposta tipica dos explantes cultivados em meio

suplementado com AIB.

TABELA 16. Médias da interagio Meio x AIB para tamanho de brotag3es (cm)
em segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos a vrios
niveis de AIB'. UFLA, Lavras — MG, 2002.

AIB (mg.L")
Meios bésicos 0,0 0,5 1,0 2,0
MS/2 1,56 b 1,44 a 1,23 b 1,66 a
WPM 241a 1,79 a 1,92a 1,30a

TMédias seguidas de letras distintas nas colunas indicam que os meios diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade, nas concentragdes de BAP
consideradas.

3,0 1
g,
[}
< 2,0 1
£ °
$151
(-]
S 1,0 -
‘E‘ Y =2.287667 - 0491619 X
S 05 - R}=84,54 %
0,0 T : r )
0,0 0,5 1,0 L5 2,0
Concentragiio de IBA (mg.l..")

FIGURA 14. Efeito da concentragiio de AIB sobre o tamanho de broto de
Rudgea viburnoides em meio WPM. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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Pelo, resumo do resultado da andlise de varidncia dos dados
concernentes ao peso de matéria fresca e peso de matéria seca de parte aérea
apresentado na Tabela 17, deduz-se que para o peso de matéria fresca, somente
foi significativo o efeito do meio, e para o peso de matéria seca, somente o efeito

do regulador.

TABELA 17. Resumo da anélise de varidncia para peso de matéria fresca de
parte aérea (PMFPA) e peso de matéria seca de parte aérea
(PMSPA) obtidos a partir de segmentos nodais de Rudgea
viburnoides submetida a vérias concentragdes de AIB, aos 60
dias de cultivo. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Variaveis'
Fonte de variagio GL PMFPA (g) PMSPA (
Meio 1 0,021412 * 0,000030
AIB | 3 0,004048 NS 0,001064 *
Meio x AIB 3 0,004925 NS 0,000252 NS
Residuo 40 0,004562 0,000252
Média - 0,12 0,03
C.V. (%) - 54,55 57,58

'NS, * = Valor do teste F néio significativo e significativo a 5% respectivamente

As médias do peso de matéria fresca indicam o meio WPM como

superior ao meio MS/2 (Tabela 18).

TABELA 18. Médias do peso de matéria fresca de parte aérea (PMFPA) e peso
de matéria seca de parte aérea (PMSPA) em segmentos nodais de
Rudgea viburnoides submetidos a vérios niveis de AIB'. UFLA,
Lavras — MG, 2002.

Meios basicos PMFPA (g) PMSPA (g)
MS/2 0,103 b 0,027 a
WPM 0,144 a 0,028 a

! Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam que os meios diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.
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Por outro lado, no que diz respeito ao peso de matéria seca, verifica-se
pelo teste F que néio houve diferenga significativa entre os meios. Portanto, o
maior tamanho do broto somente se refletiu sobre o peso de matéria fresca,
indicando uma maior hidrata¢&o do tecido no meio WPM.

A andlise de regressio para o peso de matéria fresca de parte aérea
(Figura 15) indica um efeito linear negativo para o peso de matéria fresca de
parte aérea ¢ uma tendéncia a redugdo do peso de matéria seca de parte aérea
(Figura 16), mesmo com o ajuste de uma regressio quadrética. Isso possibilita a
dedugdio de uma coincidéncia entre os dados de peso de matéria fresca e seca

obtidos, o que est4 de acordo com os dados de tamanho de brotag#o alcangados.

0,160
0,140
0,120 J

0.040 | Y =0,141272-0,019963 X
| R*=86,13%

Peso de matéria fresca da parte
aérea (g)
R
=1
[}
[}

0,000 T T T .
0,0 0,5 1,0 1,5 20

Concentracio de IBA (mg.L")

FIGURA 15. Efeito da concentrago de AIB sobre o peso de matéria fresca da
parte aérea de segmentos nodais de Rudgea viburnoides. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

O resumo da anilise de varidncia dos dados referentes ao peso de matria
fresca e peso de matéria seca de calo ¢ apresentado na Tabela 19. Nota-se que

para o peso de matéria fresca de calo foram significativos o AIB e a interaggo do
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meio x AIB. Para o peso de matéria seca, a andlise ndo detectou qualquer

diferenca significativa.

o 0045
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FIGURA 16. Efeito da concentragfio de AIB sobre o peso de matéria seca de
parte aérea de segmentos nodais de Rudgea viburnoides. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

TABELA 19. Resumo da anélise de varidincia para peso de matéria fresca de
calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) obtido de
segmentos nodais de Rudgea vibwrnoides submetida a vérias
concentragdes de AIB, aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras —

MG. 2002. :
Varidveis'

Fonte de Variagdo GL PMFC (ggs PMSC (
Meio 1 0,012701 0,000507
AIB 3 0,041744 ** 0,001497 NS
Meio x AIB 3 0,057195 ** 0,000620 NS
Residuo 40 0,008677 0,000755
Média - 0,15 0,02

C.V. (%) - 63,11 118,28

'NS, ** = Valor do teste F ndo significativo e significativo a 1%,
respectivamente
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Pelos resultados médios do peso de matéria fresca de calo, verifica-se
que houve uma diferenga significativa entre as médias dos meios MS/2 ¢ WPM

na auséncia de regulador (Tabela 20).

TABELA 20. Médias da interagio meio*AIB para peso de matéria fresca de
calo (PMFC) em segmentos nodais de Rudgea viburnoides
submetidos a varios niveis de AIB'. UFLA, Lavras — MG, 2002.

AIB (mg.L")
Meios 0,0 0,5 1,0 2,0
MS/2  (85) 0,217 a (96) 0,117a  (100) 0,164 a (100) 0,156 a
WPM (100) 0,002 b (91) 0,054a _ (96) 0.250a (100) 0,218 a
TMédias seguidas de letras distintas nas colunas comparam 0s meios dentro de
cada concentragio de BAP e diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.
Niameros entre paréntese referem-se  porcentagem de indugéo de calos

Observa-se que na auséncia de regulador, o meio MS/2 propiciou uma
pequena formagdo de calo; no entanto, no meio WPM, praticamente foi
inexistente. Por outro lado, verifica-se que o AIB teve efeito sobre a formac#o
de calo na varidvel peso de matéria fresca de calo, mas os calos, no que se
refere a peso fresco de matéria fresca, foram menores no meio WPM na
concentragéo de 0,5 mg.L? de AIB. Contudo, as diferengas detectadas entre os
dois meios ndio foram significativas. No presente estudo, o enraizamento foi
acompanhado de formagdio de calo, principalmente no meio WPM e nas
concentragdes acima de 1,0 mg.L'de AIB. Nas concentragdes inferiores, os
calos restringiam-se & extremidade do corte do broto e as raizes, diferenciaram-
se lateralmente dos brotos pouco acima do local de formag&o do calo. Contudo,
nas concentragSes acima de 1,0 mg.L", os calos ocorriam acima e as raizes, na
maioria das vezes, surgiam desses. Observagio semelhante foi relatada por
Sudha & Seeni (1996). Nas concentragBes maiores, o calo apresentava um maior

crescimento, inclusive ocorrendo na regido de formagdo das raizes, bem como
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ocorrendo o surgimento de raizes da regido do calo. A formag#o de calo na base
dos explantes pode algumas vezes obstruir a conexo entre a pléntula e as raizes
(Thorpe et al., 1991, citados por Franga et al., 1995).

Contudo, segundo Monacelli et al. (1999), o enraizamento induzido por
tratamentos com AIB ocorre por origem direta da divisdo ativa das células
cambiais, resultando no desenvolvimento de um sistema radicular funcional.

A andlise de regressfio para o peso de matéria fresca de calo dentro do
meio MS/2 ndo foi significativa, e possivelmente & tendéncia a redugfio
observada seja ao acaso. Contudo, o peso de matéria fresca no meio WPM infere
que os niveis crescentes de AIB tiveram um efeito do tipo senoidal sobre o peso
de matéria fresca de calo, sendo até a dose de 1,0 mg.L'l o efeito praticamente

linear, a partir da qual parece ocorrer uma estabilizagsio (Figura 17).
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g 0,000 . - ' ‘
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FIGURA 17. Efeito da concentragiio de AIB sobre o peso de matéria fresca de
calo em segmentos nodais de Rudgea viburnoides em meio WPM.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

O uso de baixas concentragdes de auxinas, em geral, induz a formacéio
de raizes adventicias, ao passo que altas concentragSes induzem a formagéo de
calos. A combinagfio de concentragdes de auxinas ¢ citocininas também é muito

utilizada para a indugdio de calogénese (Gomes, 1999, citado por Santos, 2001).
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O resumo do resultado da anélise de varidncia dos dados referentes ao
peso de matéria fresca de raiz e peso de matéria seca de raiz é apresentado na
Tabela 21. Verifica-se que néio houve efeito significativo em nenhuma das fontes

de variagiio sobre as varidveis consideradas.

TABELA 21. Resumo da anélise de varidncia para peso de matéria fresca de raiz
(PMFR) e peso de matéria seca de raiz (PMSR) obtidos de
segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetida a vérias
concentragdes de AIB, aos 60 dias de cultivo. Dados
transformados: Raiz quadrada de Y + 0,5. UFLA, Lavras -MG.

2002.
Varidveis'

Fonte de Variacio  GL PMFR (g%r PMSR (ga
Meio 1 0,000080 0,000002 ™
AIB 3 0,000105 NS 0,000007 ™
Meio x AIB 3 0,000009 NS 0,000005 M
Residuo 40 0,000048 0,000003
Média - 0,71 0,71
C.V. (%) - 0,97 0,26

NS = Valor do teste F ndo significativo

Na Tabela 22 estdo apresentados os valores médios gerais dos meios de

cultura para as varidveis PFMR e PMSR. Nota-se que os valores séo muito

préximos.

TABELA 22. Médias do peso de matéria fresca de raiz (PMFR) e peso de
matéria seca de raiz (PMSR) em segmentos nodais de Rudgea
viburnoides submetidos a vérios niveis de AIB!. UFLA, Lavras

- MG, 2002
Meios bésicos PMER (g) PMSR (g)
MS72 0,713 a 0,709 a
WPM 0,716 a 0,709 a
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O resumo do resultado da anélise de varidncia para o niimero de raizes é
registrado na Tabela 23.

TABELA 23. Resumo da anélise de varidncia para nimero de raizes (NR)
obtidos de segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetida
a vérias concentragdes de AIB, aos 60 dias de cultivo. UFLA,
Lavras -MG, 2002,

Varidveis'
Fonte de Variacio GL NR (N°)
Meio 1 8,416875 **
AIB 3 0,275883 NS
Meio x AIB 3 2,224147 **
Residuo 40 0,492552
Média - 1,11
C.V. (%) - 63,32

‘NS, ** = Valor do teste F ndo significativo e significativo a 1%,
respectivamente

Os resultados médios referentes ao nimero de raizes (Tabela 24)
indicam que houve diferenga significativa entre os meios ¢ que o meio WPM
superou 0 meio MS/2 no tratamento sem regulador, (1,81 contra 0,41
raizes/explante).

TABELA 24. Médias da interagio Meio x AIB para nimero de raizes (NR) em

segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos a vérios
niveis de AIB'. UFLA, Lavras ~ MG, 2002.

AIB (mg.L")

Meios 0,0 0,5 1,0 2,0

MS/2 (21,4°041b (23,00045b (51,8)0,85a (38,5 1,04a

WPM (48,0) 1,81a (652)2,18a (38,5)1,07a (40,7) 1,04 a

" Médias seguidas de letras distintas nas colunas comparam os meios dentro de
cada concentragéio de AIB e indicam que os meios diferem entre si pelo teste
F a 5% de probabilidade.

2 Nimeros entre parénteses referem-se i porcentagem de indugdo de
enraizamento




Quanto a ocorréncia de enraizamento em meio WPM e sem regulador,
ha concordancia com o relato de Bertolucci (2000), que obteve enraizamento de
Tournefortia cf paniculata em meio WPM, o que discorda do verificado por
Santos (2001), que s6 obteve enraizamento de Salix humboldtiana em meio
WPM com regulador (AIB) e carvio ativado.

De acordo com George (1996), citado por Santos (2001), o uso de
auxinas no meio normalmente ¢ responsavel pela indugéio do enraizamento. No
entanto, em algumas espécies, a rizogénese pode ocorrer sem a necessidade de
adi¢do de auxinas. Juliani et al. (1999), trabalhando com Lippia junelliana em
meio MS, constataram um melhor enraizamento em termos de nimero de
raizes/brotos e porcentagem de enraizamento em meio basico isento de
regulador de crescimento.

O AIB na dose de 0,5 mg.L" induziu a formagdo do maior niimero de
raizes e com maior fregiiéncia de indugdo de enraizamento (65,2%) no meio
WPM (2,18 contra 0,45 raiz/explante no meio MS/2). Maiores concentragdes
passaram a ter um efeito inibitorio sobre essa variavel. Os dados observados
coincidem com os obtidos por Deschamps et al (1993) com sarandi (Sebastiania
schottiana), que obtiveram o maior nimero de explantes enraizados e maior
nimero de raizes também com a concentragio de 0,5 mg.L" de AIB. Sudha &
Seeni (1996) identificaram como ideal a dose de 0,5 mg.L"' de AIB em meio MS
na propagacdo in vitro de Rauwolfia micrantha, uma vez que niveis menores
(0,2 mg.L™") e maiores (1,0 mg.I_.") inibiram as respostas ao enraizamento.

Contudo, Santos (2001) obteve o melhor resultado com uma dose maior
(3,0 mg.L" de AIB) no enraizamento de Salix.

Nas Figuras 18 e 19 observam-se aos 60 dias os efeitos do AIB no
enraizamento de segmentos nodais de Rudgea viburnoides inoculados em meios

MS/2 e WPM, respectivamente, suplementados com 0,0; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mg.L" de
AlB.
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Nas Figuras 18 ¢ 19 observam-se aos 60 dias os efeitos do AIB no
enraizamento de segmentos nodais de Rudgea viburnoides inoculados em meios
MS/2 e WPM, respectivamente, suplementados com 0,0; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 mg.L" de
AIB.

0,0

?

FIGURA 18. Aspecto geral aos 60 dias do enraizamento de segmentos nodais de
Rudgea Viburnoides em meio MS/2 adicionado de AIB nas
concentragdes de 0,0; 0,5; 1,0 e 2,0 mg.L". UFLA, Lavras - MG,
2002. ;

0,0 0,5 1,0 2,0

FIGURA 19. Aspecto geral aos 60 dias do enraizamento de segmentos nodais de
Rudgea Viburnoides em meio WPM adicionado de AIB nas
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incrementar a concentragio de AIB, apesar de o efeito néo ter sido significativo.
No meio WPM, o maior nimero de raizes e freqiléncia de induglio de
enraizamento foram obtidos com AIB na concentragiio de 0,5 mg.L”. A partir
desta concentragdo, houve um decréscimo do nimero de rafzes até a dose de 1,0
mg.L", em que aparentemente o efeito inibitério estabilizou (Figura 20). Santos
(2001) verificou efeito inibitério do AIB somente em concentrag3es acima de
3,0 mg.L", ao trabalhar com Salix humboldtiana em meio WPM.
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FIGURA 20. Efeito da concentra¢do de AIB sobre o nimero de raizes em

segmentos nodais de Rudgea viburnoides em meio WPM.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

Diversos autores obtiveram bons resultados com a utilizagdo do meio
MS diluido em vérias proporgdes suplementado com AIB: Ajithkumar & Seeni
(1998) com Aegle marmelos; Carvalho (1998) com Bauhinia forficata, Fidelis
(1998) com Brosimum guadichaudii em meio liquido; Sudha, et al. (1998) com
Holostemma annulare; Sansberro et al. (1999) com flex paraguariensis; Dhar, et

al. (2000) com Pittosporum napaulensis em meio liquido e Sreekumar, et al.

(2000) com Hemidesmus indicus.
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O resultado da anélise de varidncia dos dados relacionados ao niimero de
rafzes secundirias e tamanho de rafzes é mostrado na Tabela 25. Observa-se que

nenhuma das fontes de variagdo teve efeito significativo sobre as duas varidveis.

TABELA 25. Resumo da andlise de varidncia para o nimero de raizes
secunddrias e tamanho de raizes (TR) obtidos a partir de
segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetida a vérias
concentragdes de AIB, aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras -

MG, 2002.
Quadrados Médios'

Fonte de Variagio GL RS (N9 TR (cm)
Meio 1 6,855408 & 0,376302 ™
AIB 3 1,262939 NS 0,149024 S
Meio x AIB 3 3,429614 3 0,333713 S
Residuo 40 1,937132 0,144580
Média - 1,30 0,60
C.V. (%) - 107,96 63,18

'NS = Valor do teste F n#o significativo

Alguns autores relatam o efeito de niveis crescentes de AIB no
incremento do comprimento de raizes. Sudha, et al. (1998), com Holostemma
annulare, obteve aumento até o nivel de 0,3 mg.L" em meio MS.

Na Tabela 26 encontram-se os valores médios do nimero de raizes
secundirias e tamanho de raiz em fungdo dos meios de cultura. Verifica-se que
os meios n#o afetaram as varidveis RS e TR; contudo, as médias do meio WPM
foram ligeiramente maiores.

De acordo com Grattapaglia & Machado (1990), durante a fase de
enraizamento in vitro, uma toxidez de auxina pela alta concentragéo ou pelo
longo periodo de exposi¢dio dos brotos ao meio indutor, poderia se manifestar
somente na fase de alongamento das raizes, em que as raizes ndo continuariam

seu crescimento.
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TABELA 26 Médias do nimero de raizes secundérias (RS) e tamanho de raiz
(TR) em segmentos nodais de Rudgea viburnoides submetidos a
vérios niveis de AIB'. UFLA, Lavras - MG, 2002

Meios basicos RS (N9 TR (cm)
MS/2 Lila 0,51a
WPM 1,38 a 0,69 a

'Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam que os meios diferem
entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Para melhorar o alongamento das raizes in vitro, apés a iniciagéio
radicular, alguns pesquisadores transferem os brotos de um meio com auxina
para um meio sem reguladores de crescimento (Silvir & Erez, 1980; James &
Thurbon, 1981; Lameira, et al., 1994; citados por Costa da, 1995).

No presente trabalho, foi alcangada a indug#io de enraizamento em meio
WPM e MS/2 isentos de carvio ativado e sem a necessidade de utilizar
compostos antioxidantes, uma vez que o processo de oxidagio comum em
plantas lenhosas néo foi observado.

Os meios MS/2 e WPM diferem entre si, principalmente pela
concentrag@io de nitrogénio (N,), havendo uma alta proporgéo de N na forma de
NH," no meio MS, e a quantidade N é muito maior do que na maioria dos outros
meios. Por outro lado, 0 meio WPM possui N com metade nessas formas, com
uma relago NO;" /NH;" semelhante (Hoffman et al., 1998). De acordo com
George (1993), é importante considerar o total de N, no meio e a razfio de fons
NO; /NH," para as diferentes espécies de plantas e tipo de cultura, uma vez que
o conteido total de nitrogénio no meio constitui um fator crucial para o

crescimento e a morfogénese.
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7 CONCLUSOES

- O tamanho de brotagio aumenta em anﬁbos os meios sem regulador de
crescimento;

- A formagio de calos ocorre nos meios MS e WPM sendo proporcional ao
incremento do nivel de BAP e maior no meio WPM;

- O meio WPM sem regulador de crescimento permite obter, em média, um
broto axilar > 1,0 cm;

- O meio WPM apresenta uma média geral de rendimento total de segmentos
nodais de 4,13 segmentos/explante;

- O maior nimero de brotos é obtido com 4,0 mg.L'l de BAP no meio WPM;

- O meio WPM suplementado com 4,0 mg.L" de BAP mostra superioridade nas
varidveis analisadas, com estimativa de rendimento de brotagdes adventicias
de 4,57

- O AIB tem efeito negativo sobre o tamanho de brotagéio, peso de matéria
fresca e seca de parte aérea em meio MS/2;

- Produgdio de calos maiores ocorre em meio MS/2, comparado aoc WPM,
quando isentos de regulador de crescimento;

- O meio WPM suplementado com 0,5 mg.L'l de AIB induz maior nimero de

raizes com ocorréncia minima de calos.
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CAPITULO 3

INDUCAO E ESTABELECIMENTO DA CURVA DE
CRESCIMENTO DE CALOS DE RUDGEA VIBURNOIDES

1 RESUMO

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Indugiio de calos e estabelecimento da
curva de crescimento de calos de Rudgea viburnoides (Cham.) Benth.
Lavras: UFLA, 2002. 162p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia).*

Com o objetivo de estudar a indugio e manutencdio de calos de Rudgea
viburnoides, foi testado o efeito do 2,4-D e ANA nos niveis de 0,0; 0,1 ¢ 1,0
mgL" isolados ou em combinagdo sobre explantes foliares e caulinares
mantidos no claro e na auséncia de luz. Os explantes foram provenientes de
plantulas assepticamente obtidas de embrides zigéticos. Foi estabelecida a curva
de crescimento celular de calos mantidos em meio MS, suplementado com 1,0
mg.L" de 2,4-D na auséncia de luz. Pelos resultados alcangados, pode-se inferir
que houve variagio quanto ao tipo explante, as condigdes de luminosidade o
regulador de crescimento e a procedéncia dos explantes. Para os explantes
foliares, a melhor condigio para indugdo de calos foi no nivel de 1,0 mg.L" de
24-D na auséncia de luz, sejam eles provenientes de plantulas recém- .
germinadas ou subcultivadas, as quais apresentaram as melhores caracteristicas.
Os explantes caulinares mostraram melhores resultados na indugdio de calos no
nivel de 0,1 mg.L"! de 2,4-D no claro. Houve um efeito negativo da interagdio de
2,4-D e ANA sobre o peso de matéria fresca e seca de calos. A curva de
crescimento de calos mantidos em meio MS suplementado com 1,0 mg.L" de
2,4-D e mantidos na auséncia de luz apresentou padrio sigméide, com cinco
fases de crescimento distintas, num periodo de 56 dias. O méximo de
crescimento de calos ocorreu no 48° dia apés a inoculagdo

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA.
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2 ABSTRACT

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Induction and establishment of the
growth curve of callus of Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. Lavras: UFLA,
2002. 162p. (Thesis — Doctorate in Crop Science).*

With a view to investigating the induction and maintenance of callus of Rudgea
viburnoides, the effect of 2,4-D and NAA was tested at the levels of 0.0; 0.1 and
1.0 mg.L" single or in combination on leaf and stem explants kept in light and
dark. The explants were coming from seedlings aseptically obtained from
zygotic embryos. The cellular growth curve of callus kept in MS medium
supplemented with 1.0 mg. L™ of 2,4 -D in the absence of light. The results
showed difference among the explant, the conditions, the growth regulator and
the precedence of the explants. For the leaf explants, the best condition for
inducing callus was at the level of 1.0 mg.L" of 2,4 -D in dark and for stem
explant was at the level of 0,1 mg.L" in light. There was a negative effect of the
interaction of 2,4-D and NAA on the weight of the fresh and dry matter of
callus. The growth curve of callus maintained in MS medium supplemented with
1.0 mg.L" of 2,4-D and maintained in dark, presented a sigmoid pattern with
five distinct growth phases over a 56 day period. The maximum growth took
place on the 48" day after inoculation.

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major

Professor). Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes —
UFLA.
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3 INTRODUCAO

A tecnologia da cultura in vitro pode ser aplicada em plantas medicinais
por meio de micropropagagfo, cultura de calos e suspensdo celular, visando a
produgiio de metabdlitos secundarios.

A concentragdo dos reguladores de crescimento, em especial o balango
auxina/citocinina no meio de cultura, influencia a morfogénese na cultura in -
vitro. Geralmente concentragdes semelhantes de auxina e de citocinina no meio
promovem a formagdo de calos. Segundo Tisserat (1985), a produgdo de calos
pode ser induzida apenas pela adigdo de auxina; contudo, no seu estudo, quando
adicionou citocinina, aumentou-se a proliferagdo do mesmo.

A maioria das culturas de suspensGes celulares sdo obtidas pela
transferéncia de calos fridveis para meio liquido de mesma composigdo que o
meio utilizado para crescimento de calos (Dixon, 1985).

Segundo Echeverrigaray et al. (2001), poucos sdo os exemplos de
utilizagio em escala comercial de culturas celulares para a producdo de
metabodlitos secundérios; contudo, pode ser citada como exemplo bem sucedido
a produg#io de chiconina, de vincristina e vinblastina e de nicotina.

Nido foram encontrados na literatura relatos de trabalhos abordando a
indug@io de calos e estudos sobre a curva de crescimento celular de Rudgea
viburnoides.

Com este trabalho objetivou-se verificar a influéncia do acido 2,4-
diclorofenoxiacético (2,4-D) e do acido naftaleno acético (ANA) sobre explantes
foliares e caulinares de plantulas assepticamente obtidas na inducdo e
manutengfio de calos, bem como estabelecer a curva de crescimento celular de

Rudgea viburnoides.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Cultura de calos

A cultura de calos consiste na indugiio e manutengfo de células ndo
diferenciadas do parénquima, constituindo-se uma massa de células com um
baixo nivel de organizagiio, obtido pela inoculagdo de partes da planta para um
meio de nutriente adequado, freqiientemente contendo combinagdes apropriadas
de reguladores de crescimento (Collin & Dix, 1990; Brown, 1990, citados por
Bertolucci, 2000).

Geralmente o calo é o material de partida para a produgio e acimulo de
metabdlitos secundarios in vitro. Para a indugdo de calos, praticamente qualquer
parte da planta pode ser utilizada como explante; entretanto, tecidos e orgéos
contendo células nfio diferenciadas, como as que ocorrem em apices caulinares,
gemas axilares e regiSes meristematicas, sio mais adequadas (Handro & Floh,
1990), tornando a escotha do explante um dos fatores mais importantes para
obter a calogénese (Bonga, 1977, citado por Abreu, 1998).

Conforme Murashige (1974), vérios fatores relacionados com o explante
interferem na calogénese, como: o tamanho do explante, composigéio do meio de
cultura e reguladores de crescimento, 6rgéos fornecedores do explante, a idade e
a época do ano em que é colhido o gendtipo da planta doadora. Ainda, a
freqiiéncia de sobrevivéncia e a velocidade de desenvolvimento dos calos estéo
diretamente relacionados com o seu tamanho inicial.

Segundo Yeoman & Macleod (1997), apesar de os calos serem tecidos
ndo diferenciados e crescerem como grupos de células desorganizadas, essas
podem apresentar composigéio bioquimica e exigéncias distintas em relagfio ao
explante e planta de origem.

Durante o estabelecimento dos calos, ocorrem trés fases: indugdo,

divisdo e diferenciagdio celular. Na fase de indugdo, as células preparam-se para
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a divisdo, o metabolismo ¢ ativado e as células permanecem com o tamanho
constante. A duragio dessa fase ird depender do estado fisiolégico das células.
Durante a divisio celular, ocorre a dediferenciagio das células para
caracteristicas parenquimdticas, resultando na formag#io de crescimento padréio
(Aitchison, et al., 1977).

De. acordo com Smith (1992), o crescimento e o desenvolvimento
(diferenciagéo celular) do calo podem ser verificados pela curva de crescimento,
que geralmente apresenta cinco fases distintas: fase lag, exponencial, linear,
desaceleragdio e estaciondria. A fase lag caracteriza-se como fase de maior
produgiio de energia; a fase exponencial, como a fase biossintética; a fase linear,
de diminui¢#io da divisdo celular, mas de aumento de volume celular; a fase de
desaceleragio ¢ o momento em que as culturas devem ser transferidas para outro
meio, por causa da redugdo de nutrientes, produgdio de produtos téxicos,
secagem do agar e redugdio do oxigénio no interior das células e, por Gltimo, a
fase estaciondria, quando ocorre maior acimulo de metabélitos secundérios.

Geralmente, concentragdes semelhantes de auxina e citocinina no meio
promovem a formag#io de calos, mas isso varia em fung¢éio do balango hormonal
de cada espécie. Tisserat (1985) verificou em seu trabalho que a produgdio de
calos pode ser induzida apenas pela adigio de auxina; entretanto, quando

adicionou citocinina, aumentou a proliferacdo dos mesmos.

4.2 Inducdio de calos em explantes foliares e caulinares com diferentes
reguladores de crescimento em plantas lenhosas medicinais
Kumar (1992), com Thevetia peruviana (Apocinaceae), obteve calos
esverdeados fridveis em discos foliares cultivados em meio MS suplementado
com 9,0 uM de 2,4-D e 4,6 uM de cinetina em 30 dias, observarando que o

crescimento dos calos inicialmente era lento, mas o subcultivo de calos em
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fragmentos de 2-3 mm em meio MS contendo niveis baixos de regulador (4,5
1M de 2,4-D+ 0,46 pM de cinetina) acelerou a taxa de crescimento.

Com Bauhunia forficata (Leguminosa) em meio MS modificado (50%
de sais), utilizando como explantes embrides, hipocétilos e dpices caulinares,
ocorreu a formagdo de calos na presenga de 2,5 mg.L’l de 2,4-D (Carvalho et al.,
1993).

A combinagiio de 2,2 ou 4,4 pM de 2,4-D e 2,4 ou 4,9 pM de AIB em
explantes foliares de Coffea canephora produziu calos fridveis quando cultivado
num meio basico MS adicionado de 2,2 de pM de 2,4-D, 2,4 uM de AIB e 9,8
pM de 2iP por 4 semanas e depois num meio basico de indugdo com 4,4 pM
2,4-D e 17,8 uM de BAP por 10 semanas. Durante o primeiro cultivo no
primeiro meio, os calos eram brancos e compactos, ¢ tornaram-se bege; quando
transferidos apés 3-4 semanas para um segundo meio, os calos gradualmente
tornaram-se marrom. Novos calos amarelos fridveis foram observados na
superficie do explante dos explantes apés dez semanas no segundo meio. Apds
esse periodo de tempo, os calos que ndo foram subcultivados perderam a cor
amarelada e a capacidade de regeneragiio (Berthouly & Michaux-Ferriere,
1996).

Num estudo com Cordia verbenacea (Boraginaceae), ocorreu a indugéo
e manutengdo de calos em segmentos caulinares com 3,0 a 4,0 cm de
comprimento inoculados em meio MS suplementado com 2,04; 0,58; 2,04 e 13,0
uM de TDZ. Houve formagéo de calos em 100% dos explantes quando o meio
foi suplementado com 2,04 e 6,13 uM de TDZ. Os calos, quando transferidos
para meio fresco de cultura, continuaram crescendo (Lameira, 1997).

Carvalho (1998), num experimento com Bauhinia forficata em meio Y2
MS acrescido de niveis de 0,1; 0,25; 0,5; 2,5; ¢ 5,0 mg.L'l de 2,4-D utilizando
como explantes embrides zigbticos, apices caulinares e radiculares, constatou

que concentragdes menores que 1,0 mg.L" foram suficientes para a indugdo de
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calo para todos os explante. O 2,4-D mostrou-se eficiente na indug#io de calos na
maioria dos explantes testados em concentragdes superiores a 0,5 mg.L” em 30
dias apés a inoculagio em concentragdes superiores a 0,25 mg.L™. Observou,
ainda, que em meios contendo até 0,25 mg.L" houve a formagio de raizes
adventicias, sem a formagfo de parte aérea.

Sansbero et al. (1999), ao estudarem a propagac¢iio in vitro de Ilex
paraguariensis (Aqiiifolidcea), testaram a combinag#io de niveis de ANA (0,0 a
5,4 pM) e BAP (0,0 a 4,4 uM, verificaram que as concentragdes de 0,54 ¢ 5,4
pM de ANA promoveram a formagdio de raizes. A formagéio de calo também
ocorreu particularmente nos tratamentos com altas concentragdes de auxinas.

Landa (1999) estudou a indug@o in vitro de calos em explantes foliares
de pequizeiro (Caryocar brasilense), em meio WPM suplementado com BAP
(2,2 e 4,4 uM de BAP), ANA (10,7 pM) e BAP (10,7 uM) combinado com
ANA (2,2 e 4,4 pM) na presen¢a e na auséncia de luz, verificou que na presenga
do BAP isolado houve pequena formag#io de calos, mas quando em combinag#o
com o ANA, os calos formados foram maiores, indicando uma intera¢do entre os
reguladores de crescimento A melhor indugio de calos foi observada na
auséncia de luz inoculados em meio contendo a combinagdo de 10,74 pM de
ANA e BAP (1,11 e 2,22 puM). A manutengdo dos explantes foliares na auséncia
de luz induziu a formagdo de calos com melhor aspecto visual. O enraizamento
ocorreu a partir do 45° dia apés a inoculagdo no mesmo m;.io de inoculagdo,
somente nos explantes mantidos na auséncia de luz.

Monacelli et al. (1999) estudaram a indugio de calos de Vismia
guianensis (Hypericaceae) em explantes de segmentos caulinares em meio MS
suplementado com 4,52 pM de 2,4-D combinado com 0,46 pM de cinetina
(KIN) ou 1,11 ou 2,22 uM de BAP, ou suplementado com 2,26 pM de 2,4-D
combinado com 1,11 pM de BAP. A produgiio de calos ocorreu em todos os

tratamentos suplementados com reguladores de crescimento. Contudo, segundo
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os autores, a maior massa de calos foi observada em meio contendo 4,52 pM de
2,4-D e 0,46 uM de KIN. Os calos no inicio eram escuros, duros e de
crescimento lento, mas apds cinco a seis subcultivos, tornaram-se mais claros e
fridveis e tinham um crescimento mais rapido.

Bertolucci (2000) estudou a indugio de calos de Tounmerfortia cf

paniculata em explantes foliares no claro e na auséncia de luz, inoculados em ;

meio MS suplementado com 0,5 mg.L"'de ANA + 1,0 mg.L" de BAP € com 0,5

mg.L'de ANA e 2,0 mg.L"' de BAP, constatou que o melhor tratamento na
indugdo de calos foi a combinagio de 0,5 mg.L‘l de ANA e2,0 mg.L'1 de BAP,

sob auséncia de luz.

Figueiredo et al. (2000), ao estudar o estabelecimento e condigdes de
crescimento de suspensdes celulares de Rollinia mucosa, vérias combinagdes de
reguladores de crescimento (2,4-D, BAP, ANA e GAj;) e quatro niveis de
picloram (PIC), na auséncia de luz. Constataram que os calos formados na
presen¢a de 2,4-D mostraram um crescimento limitado, ao passo que o
tratamento com ANA mostrou o menor crescimento aos 84 dias; o GAj3 ndo
estimulou significativamente o crescimento de calos ao passo que o picloram
induziu o desenvolvimento de calos brancos, suaves e fridveis, independente da
concentragdo. O incremento total no peso fresco dos calos cultivados em PIC foi
significativamente maior do que os observados nos meios com 2,4-D e ANA,
sendo a concentragdo de 20,8 uM de PIC a que induziu a maior producéo de
calo.

Num estudo com Salix humboldtiana, Santos (2001) utilizou folhas
jovens como explantes para indugdo de calos em meio MS no claro. Os
reguladores testados foram o 2,4-D nos niveis de 0,0 a 12 mg.L", BAP e ANA
(0,0 a 8,0 mg.L") e combinagdes de ANA e BAP. Constatou que explantes
foliares de Salix inoculados em meio MS desprovido de reguladores de

crescimento néio apresentaram a formagdo de calos fridveis. A produgéo de calos
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fridveis foi favorecida pela adigdo de 2,4-D isolado ou em combinagiio de BAP e
ANA, sendo a concentragdo de 4,0 mg.L'l de 2,4-D recomendavel para a
indugdio de calos fridveis. Observou ainda que as concentragdes individuais de
ANA ou BAP induziu a formagao de calos, seguida de rizogénese nos explantes.

Conceigdio (2000) estudou a indugdo de calos em explantes foliares de
pléntulas de Derris urucu germinadas in vitro, inoculados em meio MS
suplementado com 2,4-D nos niveis de 0,0; 0,4; 0,8; 1.2; 1,6 e 2,0 mg.L"
durante 35 dias no claro. Verificou que a melhor resposta a indugfio ocorreu na
concentragiio de 1,6 mg.l" de 2,4-D, apés 28 ou 35 dias de cultivo in vitro. As
andlises de regress@o para os peso de matéria fresca e peso de matéria seca de
calos mostraram efeito significativo das concentragdes de 2,4-D e podem ser
estimadas por equag8es quadraticas. As produgdes maximas foram obtidas com
7,24 pM de 2,4-D (1,35 mg.L™).

4.3 Estabelecimento da curva de crescimento de calos

Conforme George (1993), citado por Conceigdo (2000), o crescimento e
desenvolvimento de calos podem ser verificados pela curva de crescimento de
calos, que normalmente exibe cinco fases distintas: lag, exponencial, linear,
desaceleragio e estaciondria. A fase lag caracteriza-se como a fase de maior
produgdo de energia; a fase exponencial é a fase biossintética; a fase linear
caracteriza-se pela diminuig#io da divisdio celular; a fase de desaceleragéio é a
fase indicada para repicagem das culturas, devido & redugdo de nutrientes,
produgdo de produtos toxicos, secagem do gar e redugdio do oxigénio no
interior das células, e finalmente a fase estacionaria, em que ocorre 0 maior
acimulo de metabélitos secundarios (Smith, 1992; Shimizu, 1977; Sragg &
Allan, 1993; citados por Santos (2001). Contudo, conforme Aictchison, et al.
(1977), citados por Santos (2001), o acimulo de metabdlitos secundérios pode

ocorrer em diferentes fases do crescimento celular, ¢ pode ser durante a fase
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estaciondria, com relagio inversa entre crescimento e acimulo e durante a fase
logaritmica, com uma relagéio direta com a divisdo celular.

Viérios autores estabeleceram curvas de crescimento para espécies
vegetais medicinais lenhosas, ficando evidenciado que o padriio da curva é
influenciada pela espécie vegetal.

Lameira (1997), em Cordia verbendcea, trabalhou com calos e células
de erva-baleeira, ap6s terem sido subcultivados trés vezes a intervalos de 28 dias
e avaliados durante um periodo de 30 a 32 dias, apresentando curvas de
crescimento com cinco fases distintas: a fase lag, exponencial, linear,
desaceleragdio e estaciondria. O maior percentual de crescimento de calos e de
células foi observado na fase exponencial € o menor percentual de crescimento
ocorreu na fase lag. A utilizagio de TDZ em altas concentragdes tende a
estimular a formacgfo de calos a custa do crescimento de brotos axilares.

Landa (1999), ao estudar o crescimento de calos de Caryocar brasiliense
em meio WPM com 10,7 uM de ANA e 4,4 uM de BAP, observou cinco fases
de crescimento distintas, sendo a fase lag até o 7° dia, a fase exponencial ente o
7° e 35° dia, a fase linear entre 0 36° e 0 45°, o periodo de desaceleragdo entre o
46° e 49° dia e a estacionéria a partir do 50° dia.

Bertolucci (2000), no estabelecimento da curva de crescimento celular
de calos mantidos em meio MS suplementado com 0,5 mg.L"! de ANA e 1,0
mg.L" de BAP, verificou que a curva de crescimento de calos oriundos de
explantes foliares e caulinares apresentou um padréo sigméide com cinco fases
distintas, num periodo de 40 dias de crescimento in vitro, sendo a fase lag até o
6° dia; exponencial, do 6° ao ° dia; linear, do 12° segundo dia ao 24° dia;
desacelerag@o do 24° o quarto dia ao 26° e estaciondria a partir do 26° dia.

Conceigdio (2000), ao estabelecer a curva de crescimento de calos em
explantes foliares e caulinares, verificou que apresentaram cinco fases distintas:

lag até o 6° dia; exponencial, do 6° ao 12° dia; linear, do 12° dia ao 24° dia;
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desaceleragiio, do 24° dia ao 26° dia e estaciondria a partir do 27° dia. O melhor
tratamento na indugdo de calos foi a combinag@io de 0,5 mg.L"! de ANA e 2,0
mg.L" de BAP, sob auséncia de luz

A necessidade de se determinar quando o calo deve ser transferido para
um meio fresco e a possibilidade de utilizagdo em suspensdes celulares visando
a produgdio de metabélitos secundérios tomam essenciais o estudo cinético do
crescimento do calo. A produgiio de metabélitos secundérios vegetais esta
relacionada como o crescimento e desenvolvimento da planta, estando limitada a
determinados drgdos ou tecidos. A expressdo do metabolismo secundérios em
calos também estd relacionada ao seu estdgio de desenvolvimento (Misawa,
1994).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Efeito do 2,4-D na indugéio de calos em explantes foliares e caulinares
de Rudgea viburnoides

Com a finalidade de avaliar o efeito de diferentes concentra¢Bes de 2,4-
D na indugdo de calos em explantes foliares e caulinares de Rudgea viburnoides,
foi conduzido um experimento utilizando-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco repeti¢Ses, sendo cada repetigio (parcela)
constituida por quatro tubos de ensaio. Os tratamentos foram dispbstos num
esquema fatorial 2 x 2 x 3, sendo constituidos pelas combinag¢des dos dois tipos
de explantes (fotha e caule) com as duas condigSes (presenca e auséncia de luz)
e com as concentragdes de 2,4-D (0,0 0,1 e 1,0 mg.L™).

Foram utilizados como explantes folhas (1 cm?) e caules (1,0 cm de
comprimento) de plantas assepticamente germinadas de embrides e mantidas em
ambiente asséptico. Os explantes foram inoculados em tubo de ensaio de 150 x

25 mm contendo 15 ml de meio nutritivo MS suplementado com as diferentes
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concentra¢des de 2,4-D a 0,0; 0,1 e 1,0 mg.L"durante 60 dias, na presenga e na
auséncia de luz. Os efeitos de tratamentos foram avaliados pelas seguintes
variaveis de resposta: drea coberta pelo calo, cor do calo, consisténcia do calo,
ocorréncia de raizes, ocorréncia de brotos, peso de matéria fresca de calo
(PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC). O delineamento experimental
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 2 x 3 (2 explantes, 2
condigdes e 3 concentragdes de 2,4-D) com 5 repeticdes, sendo cada uma

constituida de 4 tubos de ensaio.

5.2 Efcito do 2,4-D e ANA na indugiio de calos em explantes foliares de
Rudgea viburnoides

Com a finalidade de avaliar o efeito de diferentes concentrag¢Ses de 2,4-
D e ANA na indugdio de calos em explantes foliares de Rudgea viburnoides, foi
conduzido um experimento utilizando-se o delineamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco repetigSes, sendo cada repetigéio (parcela)
constituida por cinco tubos de ensaio. Os tratamentos foram dispostos num
esquema fatorial 2 x 3 x 3, sendo constituidos pelas combinagdes das condigdes
(presenca e auséncia de luz), com trés concentragdes de 2,4-D (0,0 0,1 ¢ 1,0
mg.L™") e trés concentragdes de ANA (0,0 0,1 e 1,0 mg.L™").

Foram utilizados como explantes segmentos foliares (1,0 cm?) de plantas
mantidas em subcultivo em meio MS suplementado com 4,0 mg.L"'de BAP a
cada 60 dias a partir de segmentos nodais e mantidas em ambiente asséptico. Os
explantes foram inoculados em tubo de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 ml
de meio nutritivo MS suplementado com 2,4-D e ANA nas concentragdes de
0,0; 0,1 e 1,0 mg.L" durante 60 dias, no claro ou na auséncia de luz. Os efeitos
de tratamentos foram avaliados pelas seguintes variaveis de resposta: peso de

matéria fresca do calo (PMFC) e peso de matéria seca do calo (PMSC).
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5.3 Efeito do 2,4-D ¢ ANA sobre a indugiio de calos em explantes caulinares
de Rudgea viburnoides.

Com a finalidade de avaliar o efeito de diferentes concentragdes de 2,4-
D e ANA na indugdo de calos em explantes caulinares de Rudgea viburnoides,
foi conduzido um experimento utilizando-se o delinecamento experimental
inteiramente casualizado, com cinco repeticdes, sendo cada repetigiio (parcela)
constituida por cinco tubos de ensaio. Os tratamentos foram dispostos num
esquema fatorial 2 x 3 x 3, sendo constituidos pelas combinag3es das condiges
(presenca e auséncia de luz), com trés concentragdes de 2,4-D (0,0 0,1 e 1,0
mg.L™) e trés concentragdes de ANA (0,0 0,1 e 1,0 mg.L™).

Foram utilizados como explantes segmentos caulinares (10 mm) de
plantas mantidas em subcultivo em meio MS suplementado com 4,0 mg.Lde
BAP subcultivadas a cada 60 dias a partir de segmentos nodais e mantidas em
ambiente asséptico. Os explantes foram inoculados em tubo de ensaio de 150 x
25 mm contendo 15 ml de meio nutritivo MS suplementado com 2,4-D e ANA
nas concentragdes de 0,0; 0,1 e 1,0 mg.L" durante 60 dias, no claro ou na
auséncia de luz. Os efeitos de tratamentos foram avaliados pelas seguintes
varidveis de resposta: peso de matéria fresca do calo (PMFC) e peso de matéria
seca do calo (PMSC).

Para os dados obtidos em 3.1, 3.2 e 3.3, as varidveis foram submetidas a
anélise de varidncia de acordo com modelo sugerido por Steel et al. (1997) para
os experimentos fatoriais. Quando houve efeito significativo dos tratamentos,
aplicou-se o teste F para comparar os dois tipos de explantes, tanto nas
concentragdes isoladas 2,4 -D e ANA, como na combinagdo de cada
concentragdo de 2,4-D e ANA, e utilizou-se a analise de regressdo para avaliar o
comportamento das varidveis analisadas em fungdo das concentragdes de 2,4-D

e ANA. A escolha do melhor modelo de regressio foi feita observando-se a
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significincia da cada modelo de regressdo e as estimativas do coeficiente de
determinagéo.

As analises de variincia e de regressdo foram realizadas utilizando-se o
programa computacional SISVAR, sistema de anélise de varidncia (Ferreira,
2000).

5.4 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de Rudgea
viburnoides

Calos derivados de explantes caulinares de Rudgea viburnoides oriundos
de plantulas assepticamente desenvolvidas de embrides zigéticos foram
mantidos na auséncia de luz em meio MS suplementado com 1,0 mg.L'l de 2,4-
D. Apébs trés subcultivos a intervalos de quatro semanas, os calos foram
secionados em fragmentos de aproximadamente 1 cm® e inoculados em tubos de
ensaio 25 x 150 mm contendo meio MS com 6% de agar e 3% de sacarose
suplementado com 1,0 mg.L" de 2,4-D, e mantidos na auséncia de luz.

Para a determinagdio da curva de crescimento, 10 calos subcultivados ¢
aleatoriamente selecionados foram pesados a intervalos de 4 dias, durante um
periodo de 56 dias. As varidveis determinadas foram o peso de matéria fresca e
peso de matéria seca. O peso de matéria seca foi determinado colocando-se os

calos em estufa com circulagéo forgada de ar a 45° até peso constante.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do 2,4-D na indugfio de calos em explantes foliares e caulinares de
Rudgea viburnoides

O resumo da andlise de varidncia dos dados referentes ao peso de

matéria fresca de calo (PMFC) e o peso de matéria seca de calo (PMSC) é

apresentado na Tabela 27. Observa-se que o 2,4-D, na interagio Explante x

91



Condigdes, Explante x 2,4-D, Condigdes x 2,4-D e interagéio tripla Explante x
Condi¢3es x 2,4-D teve efeitos significativos sobre o peso de matéria fresca de

calo e peso de matéria seca de calo.

TABELA 27. Resumo da anélise de varidncia para peso de matéria fresca
(PMFC) e peso de matéria seca (PMSC) de calos foliares e
caulinares de Rudgea viburnoides aos 60 dias apés a inoculag#io.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

Varidveis'
Fonte de Variagiio GL PMFC (gg PMSC (
Explante 1 0,000058 ™ 0,000255
Condigdes 1 0,003517 NS 0,000074 NS
2,4-D 2 3,062564 ** 0,014892 **
Explante x Condigdes 1 0,604448 ** 0,001726 *
Explante x 2, 4-D 2 0,830621 ** 0,004378 **
Condig¢des x 2, 4-D 2 0,649528 ** 0,002204 **
Expl. x Cond. x 2, 4-D 2 0,233856 * 0,000925 *
Residuo 48 0,054897 0,000275
Média - 0,453 0,032
C.V. (%) - 51,69 51,19

'NS, *, ** = Teste F nio significativo, significativo a 5% e significativo a 1% de
probabilidade respectivamente

Pelos dados obtidos de peso de matéria fresca de calo (Tabela 28),
infere-se que a resposta dos tipos de explantes foi variavel conforme a condi¢gio
de luminosidade e a concentraglio do regulador. Identificam-se duas situagdes:
na luz, o maior peso de matéria fresca de calo foi obtido com o explante caulinar
na concentragio de 0,1 mg.L"' de 2,4-D e na auséncia de luz, o melhor resultado
em termos de peso de matéria fresca foi obtido com a folha na concentragéio de
1,0 mgL' de 24-D. Os tratamentos sem regulador de crescimento ndo
apresentaram calogénese, exceto para o explante caulinar na auséncia de luz, no
qual foi minima. Landa (1999), em meio WPM, néo constatou a presenga de

calo em explantes foliares de Caryocar brasiliense na presenga ou auséncia de
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luz em meio sem rcgulador de crescimento Santos (2001) também verificou a
auséncia de calogénese em explantes foliares de Salix humbldtiana nas duas

condi¢des de luminosidade.

TABELA 28. Valores médios do peso de matéria fresca de calo (g) em fungéo
dos tipos de explantes foliares e caulinares de Rudgea
viburnoides aos 60 dias, para cada combinacgio de condigSes de
luminosidade com concentra¢3es de 2,4-D'. UFLA, Lavras -

MG, 2002
Claro Escuro
Explante 0,0 0,1 1,0 0,0 0,1 1,0
Folha 0,000a 0,398b 0,680a 0,000a 0,427a 1,208 a
Caule 0,000a 1,220a 0467a 0,028a 0412a 0,598 b

TMédias seguidas de letras distintas, nas colunas, indicam que tipos de explantes
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Quanto & andlise de regressfio, verifica-se que os niveis crescentes de
2,4-D tiveram um efeito significativo. Para o peso de matéria fresca de calos
obtidos de explantes foliares na concentragio de 0,0 a 1,0 mg.L” de 2,4-D na
luz e na auséncia de luz, as equagdes de regressdo (Figuras 21) indicam o
maximo esperado de incremento (1,81 g) no peso de matéria fresca de calo na
auséncia de luz, quando se adiciona uma grande quantidade de 2,4-D. Conceigéo
(2000) observou efeito quadratico sobre o peso de matéria fresca e matéria seca
de calos obtidos de explantes foliares de Derris urucu, obtendo estimulo até a
concentracdo de 1,6 mg.L" de 2,4-D na luz. Resultados semelhantes foram
observados por Santos (2001) com Salix humboldtiana.

Para o peso de matéria fresca de calos utilizando segmentos caulinares
na presenga de luz, um maior peso de matéria fresca de calo foi encontrado na
0,10 mg.L-', mas apesar da significincia da anélise, néio foi possivel ajustar um

modelo que explique a relag@o entre o peso de matéria fresca nessa condigéo de
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luminosidade e a concentragio de 2,4-D. Por outro lado, na auséncia de luz, o

aior valor encontrado foi no nivel de 1,0 mg.L" (Figura 22).

I:Chro —Escuro]
8 14 4 Yescuro= 1,81185-0,87705. 1/(X + 0,5)
< R'=98,72%
- l,z-
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(4 86,27%
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Concentragho de 2,4-D (mg.L™")

FIGURA 21. Peso de matéria fresca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides
na presenga ¢ na auséncia de luz, em fun¢io das concentragSes de
2,4-D. UFLA, Lavras - MG, 2002.

De acordo com as médias do peso de matéria seca de calo (Tabela 29),
as respostas também variaram conforme o explante utilizado, a condi¢éio de
luminosidade e a concentragdo de 2,4-D, e na luz, constata-se a superioridade do
explante caulinar na concentragiio de 0,1 mg.L™” de 2,4-D (0,091 g), ao passo que
na auséncia de luz, o explante foliar na concentragiio de 1,0 mg.L" supera a
média do peso de matéria seca de calo caulinar. O comportamento dos dados
obtidos para o peso de matéria seca de calo estd de acordo com os registrados

para o peso de matéria fresca de calo.
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FIGURA 22. Peso de matéria fresca de calo (g) de caule de Rudgea viburnoides
na auséncia de luz, em fungiio das concentragdes de 2,4-D. UFLA,
Lavras - MG, 2002.

TABELA 29. Valores médios do peso de matéria seca de calo (g) em fung#o dos
tipos de explantes foliares e caulinares de Rudgea viburnoides aos
60 dias, para cada combinag#o de condigbes de luminosidade com
concentragdes de 2,4-D'. UFLA, Lavras - MG, 2002

Claro Escuro
Explante 0,0 0,1 1,0 0,0 0,1 1,0
Folha 0,000a 0,031b 0,047a 0,000a 0,032a 0,072a
Caule 0,000a 0,091a 0,031a 0,004a 0,041a 0,039b

" Médias seguidas de letras distintas nas colunas indicam que tipos de explantes
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

A analise de regress@o para os dados referentes ao peso de matéria seca
de calo indica efeito significativo das concentragdes crescentes de 2,4-D. O peso
de matéria seca para os calos induzidos de explantes foliares tiveram seu efeito
explicado por equagdes que estimam os maiores pesos de matéria seca na
concentragio de 1,0 mg.L"' de regulador de crescimento na presenga e na

auséncia de luz (Figuras 23 e 24).
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FIGURA 23. Pcso de matéria scca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides
na presenga € na auscncia de luz, em fun¢do das concentrag¢des de
2,4-D. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 24. Peso de matéria seca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides
na presen¢a e na auséncia de luz, em fung¢do das concentragdes de
2,4-D. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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Na figura 25 ¢ 26 observam-se detalhes de explantes foliares primarios
submetidos a concentragdes de 0,0; 0,1 ¢ 1,0 mg.L'1 de 2,4-D no claro e na

auséncia de luz, respectivamente.

b s

L

é :;;;F |
0,0 0,1 L0

FIGURA 25. Aspecto geral de calos induzidos de explantes foliares primarios de
plantulas de Rudgea viburnoides germinadas in vitro, em meio
MS, suplementado com 2,4-D nas concentragdes de 0,0; 0,1 ¢ 1,0
mg.L", apés 60 dias de inoculagdo no claro. UFLA, Lavras — MG,
2002.

FIGURA 26. Aspecto geral de calos induzidos de explantes foliares primarios de
plantulas de Rudgea viburnoides germinadas in vitro, em meio
MS, suplementado com 2,4-D nas concentragdes de 0,0; 0,1 ¢ 1,0
mg.L", apés 60 dias de inoculagio na auséncia de luz. UFLA,
Lavras — MG, 2002.
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A cor dos calos de explantes foliares de Rudgea viburnoides, em geral,
variou de branco-amarelados a amarelo-escuros.

Por outro lado, para os calos oriundos de explantes caulinares em ambas
as condig¢des de luminosidade, o maximo de peso de matéria seca foi alcangado
na concentragdo de 0,1 mg.L" ¢, apesar do efeito do 2,4-D ter sido significativo,
ndo foi possivel ajustar um modelo que explique a relagdo entre o peso de
matéria seca de calo e a concentragio de 2,4-D em ambas as condi¢des de
luminosidade. Efeito positivo de niveis crescentes de 2,4-D sobre o peso de
matéria seca de calo foram registrados por Conceigdo (2000) e Santos (2001).

Na Figura 27 observam-se detalhes de explantes caulinares primarios
submetidos a niveis de 0,0; 0,1 ¢ 1,0 mg.L" de 2,4-D no claro ¢ na auséncia de
luz.

A cor dos calos de explantes caulinares de Rudgea viburnoides, em

geral, variou de branco a branco-amarelados, tanto no claro como no escuro.

CLARO ESCURO CLARO ESCURO CLARO ESCURO

0,0 ' 0,1 1,0

FIGURA 27. Aspecto geral de calos induzidos de explantes caulinares primarios
de plantulas de Rudgea viburnoides germinadas in vitro, em meio
MS, suplementado com 2,4-D nas concentragdes de 0,0; 0,1 ¢ 1,0
mg.L", apés 60 dias de inoculagdo na luz e no escuro. UFLA,
Lavras — MG, 2002,
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Nas Tabelas 30 e 31 encontram-se registradas algumas respostas

morfogenéticas observadas em calos de Rudgea viburnoides oriundos de
explantes foliares e caulinares, respectivamente. De modo geral, no explante
foliar ocorreu somente calogénese, exceto na menor concentragdo (0,1 mg.L™")
na luz, em que também ocorreu rizogénese. Para o explante caulinar, a
concentragiio de 0,1 mg.L™" de 2,4-D induziu a formagio de raizes, independente
da condi¢iio de luminosidade. O 2,4-D, na maior concentragiio, somente induziu
calogénese em ambos os explantes. No meio basico sem regulador de
crescimento ndo ocorreu a formaglio de calo em nenhuma das condig¢des no
explante foliar, e na luz, o explante caulinar produziu brotos e no escuro,

ocorreram o0s trés Processos.

TABELA 30. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em
explantes foliares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
concentragdes de 2,4-D (mgL™). UFLA e nos tipos de
luminosidades. Lavras - MG, 2002

Luz Escuro
2,4-D (mg.L") Calo Broto Raiz Calo Broto Raiz
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0,1 40,0 0,0 35,0 450 0,0 0,0
1,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0

TABELA 31. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em
explantes caulinares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
concentragdes de 2,4-D (mg.L™") em explante foliar de plantulas
desenvolvidas in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2002

Claro Escuro
2,4-D (mg.L") Calo Broto Raiz Calo Broto  Raiz
0,0 0,0 45,0 0,0 15,0 25,0 10,0
0,1 100,0 35,0 35,0 85,0 0,0 15,0
1,0 100,0 0,0 0,0 100,0 0,0 0,0

99



Pelo fato de ter ocorrido os trés processos morfogenéticos, isso ndo
significa que tenham ocorrido plantas inteiras. Nos explantes em que ocorreu
organogénese, essa ocorreu apds a formagdio do calo aproximadamente aos 45
dias de inoculagio. Outros autores tém obtido resultados semelhantes; segundo
Carvalho (1998), em concentragdes menores que 0,25 mg.L™" de 2,4-D, ocorre a
formagdo de raizes adventicias em calos de virios explantes de Bauhinia
Jorficata no claro. Landa (1999) observou rizogénese ao combinar ANA ¢ BAP
no escuro em explantes foliares de Caryocar brasiliense; Sansberro também
observou (1999), com explantes nodais de Jlex paraguariensis com ANA (0,1 a
1,0 mg.L‘i) no claro, e Bertolucci (2000), ao combinar ANA e TDZ no escuro
com explantes foliares de Tounerfortia cf paniculata. Contudo, Santos (2001),
com explantes foliares inoculados em meio MS com ANA e BAP isolados em
concentragdes de 0,0 a 8,0 mg.L" no claro, também verificou o fenémeno de
rizogénese e recomenda a combinagido de ambos os reguladores para evité-lo.

De um modo geral, os calos produzidos pela adigdo de 2,4-D ao meio
apresentaram coloragdo oscilando entre o branco e o branco-amarelado e de
consisténcia fridvel. Conceigdo (2000) também obteve calos de Derris urucu
amarelos e friaveis na presenga de 2,4-D; Yan-Xiu, et al. (1993), citados por
Landa (1999), obtiveram calos brancos amareclados e fridveis. Contudo, outros
autores enfatizam a necessidade de combinagéo de auxinas e citocininas para a
obtengdo de calos fridveis, como Kumar (1992) e Monacelli et al. (1999), com
2,4-D e cinetina; Berthouly & Michaux-Ferriere (1996), com 2,4-D, AIB e 2iP;
o que nao foi verificado por Landa (1999), com ANA e BAP; por outro lado,
outros autores recomendam a utilizagdo de outras auxinas, como o picloram

(Figueiredo, 2000).
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Nas Tabelas 32 e 33 esta registrada a varidvel quanto a aparéncia dos
calos, podendo-se se verificar que os calos provenientes de folhas tiveram um
bom desenvolvimento no escuro, isto é, explantes totalmente cobertos pelo calo.
Os calos oriundos de segmentos caulinares e que cobriam os calos totalmente
cobrindo o explante ocorreram no claro, ambos na concentragdo de 1,0 mg.L*de
2,4-D.

TABELA 32. Respostas morfogenética (%) observadas aos 60 dias quanto ao
desenvolvimento em calos de Rudgea viburnoides induzidos
com trés concentragdes de 2,4-D (mg.L"") em explante foliar de
plantulas desenvolvidas in vitro na presenca de luz e no escuro.
UFLA, Lavras - M@, 2002

Claro Escuro
Nota' 0,0 0,1 1,0 0,0 0,1 1,0
0 0,0 50,0 0,0 0,0 10,0 0,0
1 100,0 22,5 150 100,0 20,0 0,0
2 0,0 22,5 0,0 0,0 0,0 0,0
3 0,0 5,0 0,0 0,0 10,0 0,0
4 0,0 00 850 0,0 60,0  100,0

' As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= Néo houve indugio de calo;
1= Indugéo de calo na extremidade;
2= Indugfio de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo as margens e as nervuras;
4= Calo cobrindo todo o explante.
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TABELA 33. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias quanto ao
desenvolvimento em calos de Rudgea viburnoides induzidos
com trés concentragdes de 2,4-D em explante caulinar de
pléntulas desenvolvidas in vifro na presenca de luz e no escuro.
UFLA, Lavras - MG, 2002.

Claro Escuro
Nota' 0,0 0,1 1,0 0,0 0,1 1,0
0 0,0 0,0 0,0 75,0 10,0 0,0
1 100,0 10,0 0,0 10,0 20,0 0,0
2 0,0 5,0 0,0 10,0 0,0 0,0
3 0,0 200 0,0 5,0 100 200
4 00 650 1000 0,0 60,0 80,0

' As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= Néo houve indugdo de calo;
1= Indugiio de calo na extremidade;
2=Indugdo de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo todo o explante (identificivel);
4= Calo cobrindo todo o explante (ndo identificavel).

6.2 Efeito do 2,4-D e do ANA sobre a indugiio de calos em explantes foliares
de Rudgea viburnoides

O resumo do resultado da andlise de varidncia dos dados referentes ao
peso de matéria fresca de calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) é
mostrado na Tabela 34. Constata-se que as condigdes, o0 2,4-D e a interagéio
Condigéio*2,4-D tiveram efeitos significativos (p < 0,01) para o peso de matéria
fresca de calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC).

Pelos resultados médios dos dados de peso de matéria fresca e matéria
seca obtidos, (Tabela 35) deduz-se superioridade da condigio de escuro na

concentragiio de 1,0 mg.L” de 2,4-D
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TABELA 34. Resumo da anélise de varidncia para peso de matéria fresca de
calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) de
explantes foliares de Rudgea viburnoides aos 60 dias apés a
inoculagio em meio MS suplementado com 2,4-D e ANA..
Dados transformados: Raiz quadrada de Y + 0,5. UFLA, Lavras

- MG, 2002.
Variaveis'

Fonte de Variagio GL PMFC (g) PMSC (g)
Condigdes 1 0,127825 ** 0,000588 **
2,4-D 2 0,040139 ** 0,000182 **
ANA 2 0,008409 NS 0,000043 N°
Condigdes x 2,4-D 2 0,043914 ** 0,000205 **
CondigBes x ANA 2 0,009515 ™ 0,000055 NS
2,4-D x ANA 4 0,006690 N 0,000044 NS
Cond. X 2,4-D x ANA 4 0,006222 M 0,000028 NS
Residuo 72 0,006132 0,000029
Média - 0,077 0,005
C.V. (%) - 10,39 0,75

NS, ** = Teste F ndo significativo e significativo a 1% de probabilidade,
respectivamente

TABELA 35. Valores médios para o peso de matéria fresca de calo (PMFC) e
peso de matéria seca de calo (PMSC) obtidos de explantes foliares
de Rudgea viburnoides aos 60 dias, em fungdio das condigdes de
luminosidade e em cada concentragdo de 2,4-D'. UFLA,
Lavras - MG, 2002

PMFC (g) PMSC (g)
Condicdo 2.4-D 2,4-D
0,0 0,1 1,0 0,0 0,1 1,0
Claro 0,000a 0,029a 0,010b 0,000a 0,003a 0,001b
Escuro 0,068a 0,061a 0,293 a 0,005a 0,004a 0,017a

" Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, comparam as condi¢des nas
concentragdes de 2,4-D e diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Pela anilise de regressdo, verifica-se que 0 2,4-D teve um efeito linear
positivo e significativo sobre o peso de matéria fresca de calo (Figura 28) e peso

de matéria seca de calo (Figura 29), ambos com coeficientes de determinagdo

103



altos, (99,99%) e (98,82%), respectivamente, permitindo-se inferir que niveis
crescentes do regulador possibilitaram incrementos proporcionais no peso de

matéria fresca e seca de calo.
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Peso de matéria fresca de calo (g)

FIGURA 28. Peso de matéria fresca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides,
em fungdo das concentragBes de 2,4-D, UFLA, Lavras - MG,
2002.
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FIGURA 29. Peso de matéria seca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides,
em fungiio das concentragbes de 2,4-D. UFLA, Lavras - MG,
2002,

104



A analise de regressio para o efeito do ANA sobre o peso de matéria
fresca e seca de calo ndio foi significativa: contudo, é possivel verificar que os
niveis crescentes de ANA tiveram uma tendéncia de incrementos lineares sobre
o peso de matéria fresca ¢ seca de calo, sendo esses incrementos ndo
significativos

Santos (2001) obteve efeito quadritico do ANA sobre a indugdo de calos
em explantes foliares, apesar de ter ocorrido rizogénese. Contudo, efeito do
ANA isolado nio foi verificado por Landa (1999) que, ao utilizar a concentragéo
de 10,74 pM de ANA (2,0 mg.L™), ndo verificou indugdo de calos em explantes
foliares de Caryocar brasilense na presenga ou auséncia de luz. Por outro lado,
alguns autores recomendam a utilizagdo de ANA e citocinina, como o TDZ
(Bertolucci, 2000), ou BAP (Santos 2001).

A analise de regressio para o efeito do 2,4-D no claro ndo foi
significativa para o peso de matéria fresca de calo e peso de matéria seca de calo
no claro.

Para o efeito do 2,4-D sobre o peso de matéria fresca de calo no escuro
(Figura 30) e peso de matéria seca de calo no escuro (Figura 31), a anilise de
regressio indica um efeito linear positivo significativo do 2,4-D sobre as
varidveis, ambas com coeficientes de determinago elevados, indicando um bom
ajuste do modelo. O incremento nas concentragSes de 2,4-D resultou em
aumentos do peso de matéria fresca e seca de calo no escuro .

Na Tabela 36 encontram-se os resultados sistematizados de varidveis
qualitativas em calos de Rudgea oriundos de explantes foliares. De modo geral,
a cor dos calos foi predominantemente entre branco-escura (BE) e amarelo-
escura (AE) no claro e branco-amarelada (BA) na auséncia de luz. A
consisténcia foi sempre fridvel na presenca de 2,4-D no claro no escuro em todas

a combinagdes de reguladores.
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FIGURA 30. Peso de matéria fresca de calo (g) de folha de Rudgea viburnoides
em fungio das concentragSes de 2,4-D. UFLA, Lavras
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TABELA 36. Respostas de varidveis qualitativas na interaglio Condigdes x 2,4-
D x ANA para a consisténcia do calo (C) e cor do calo (CC)
observadas aos 60 dias em calos obtidos de explantes foliares de
Rudgea viburnoides oriundos de plantulas germinadas in vitro.
UFLA, Lavras - MG, 2002

Claro Escuro

24D ANA C CcC’ C CcC
0,0 0,0 - - - -
0,0 0,1 - - F BA
0,0 1,0 - - F AE
0,1 0,0 F AE F BA
0,1 0,1 F AE F BA
0,1 1,0 F BE F B
1,0 0,0 F BE F BA
1,0 0,1 - - F BA
1,0 1,0 - - F B

TF = friavel; SF = semi fridvel; NF = néo fridvel
2 B = branco; BA = branco-amarelado; BE = branco-escuro; AE = amarelo-
escuro;

Os calos foliares na concentragdo de 1,0 mg.L" de 2,4-D e 0,0 mg.L'de
ANA na auséncia de luz apresentaram um bom desenvolvimento, ou seja 60%
de indugio de calos sem a formag@io de outras estruturas, e os calos em sua
maioria, foram de tamanho grande (Tabelas 37 e 39). Na presenca de luz, a
formacdo de calos e o tamanho foram menores que na auséncia de luz (Tabelas
37 e 38).
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TABELA 37. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em calos de
explantes foliares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
combinagdes de concentragdes de 2,4-D e ANA. UFLA, Lavras -

MG, 2002
Claro Escuro

2,4-D ANA Calo Broto Raiz Calo Broto Raiz
0,0 0,0 0 0 0 0 0 0
0,0 0,1 0 0 0 20 0 0
0,0 1,0 0 0 0 30 0 10
0,1 0,0 20 10 10 20 0 0
0,1 0,1 10 0 0 55 0 0
0,1 1,0 10 0 0 20 0 0
1,0 0,0 20 0 0 60 0 0
1,0 0,1 0 0 0 40 0 0
1,0 1,0 0 0 0 80 0 0

TABELA 38. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em calos de
explantes foliares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
combinagdes de concentragdes de 2,4-D e ANA no claro. Lavras -

MG, 2002
Nota
24-D ANA 0 1 2 3 4
0,0 0,0 0 0 0 0 0
0,0 0,1 0 0 0 0 0
0,0 1,0 0 0 0 0 0
0,1 0,0 0 0 0 100 0
0,1 0,1 0 0 0 100 0
0,1 1,0 0 100 0 0 0
1,0 0,0 0 0 100 0 0
1,0 0,1 0 0 0 0 0
1,0 1,0 0 0 0 0 0

! As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= Néo houve indugéo de calo;
1= Indug#o de calo na extremidade;
2= Inducio de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo as margens e as nervuras;
4= Calo cobrindo todo o explante.
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TABELA 39 - Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em calos
de explantes foliares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
combinagdes de concentragdes de 2,4-D e ANA na auséncia de
luz. UFLA, Lavras - MG, 2002

Nota

24-D ANA 0 1 2 3 4
0,0 0,0 0 0 0 0 0
0,0 0,1 0 50 0 50 0
0,0 1,0 0 67 33 0 0
0,1 0,0 0 50 50 0 0
0,1 0,1 0 12,5 25 25 37,5
0,1 1,0 0 100 0 0 0
1,0 0,0 0 0 0 17 83
1,0 0,1 0 25 0 50 25
1,0 1,0 0 8 0 25 67

! As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= N#o houve indugdo de calo;
1= Indugéo de calo na extremidade;
2= Indug#o de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo as margens e as nervuras;
4= Calo cobrindo todo o explante.

6.3 Efeito do 2,4-D e ANA sobre a indugiio de calos em explantes caulinares
de Rudgea viburnoides.

O resumo do resultado da anélise de varidncia dos dados referentes ao

peso de matéria fresca de calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) é

apresentado na Tabela 40. Para o peso de matéria fresca, foram significativos os

efeitos do ANA, da interagiio condigdes x 2,4-D e para a interagdio 2,4-D x

ANA. Para o peso de matéria seca, somente foi significativa a interagfio tripla
condigdes x 2,4-D x ANA.
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TABELA 40. Resumo da anilise de varidncia para peso de matéria fresca de
calo (PMFC) e peso de matéria seca de calo (PMSC) de
explantes caulinares de Rudgea viburnoides aos 60 dias apés a
inoculagio em meio MS suplementado com 2,4-D e ANA.
UFLA, Lavras — MG, 2002.

Variaveis'
Fonte de Variag¢do GL PMFC (ggs PMSC (g)
Condigdes 1 0,002092 0,000010 ™
2,4-D 2 0,156398 NS 0,000601 NS
ANA 2 0,353370 * 0,000258 NS
Condigdes x 2,4-D 2 0,380561 ** 0,001344 N5
Condigdes x ANA 2 0,100645 NS 0,000050™S
2,4-D x ANA 4 0,496802 ** 0,001328 NS
Cond. x2,4-DxANA 4 0,041675"8 0,000483 *
Residuo 48 0,075460 0,000181
Média - 0,414 0,025
C.V.(%) - 66,34 52,20

NS, *, ** = Teste F ndo significativo, significativo a 5% e significativo a 1% de
probabilidade, respectivamente

A anilise de regressdo para o efeito dos niveis crescentes de ANA sobre
o peso de matéria fresca de calo foi significativa (Figura 32), sendo o incremento
maior até o nivel de 0,1 mgL" e, a partir do qual, o efeito foi linear com
incrementos minimos sobre o peso de matéria fresca. O maior peso observado
(0,477 g) foi na concentragio de 1,0 mg.L". Esses resultados diferem dos
observado para os calos de origem foliar, em que o ANA em niveis crescentes
nio teve efeito significativo.

Os valores médios do peso de matéria fresca de calo em fungéo das
condi¢des de luminosidade e dentro das concentragdes de 2,4-D indicam os
maiores pesos de matéria fresca de calo verificados na presenga de luz dentro da
concentragdo de 0,0 mg.L'l e na auséncia na concentragéio de 1,0 mg.L’l de
2,4-D. Na concentragio de 0,1 mglL’' de 2,4-D, ndio houve diferengas
significativas entre as condigSes (Tabela 41).
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FIGURA 32. Peso de matéria fresca de calo (g) de caule de Rudgea viburnoides,
em fungdo das concentragGes de ANA. UFLA, Lavras - MG,
2002.

TABELA 41. Valores médios para o peso de matéria fresca de calo (PMFC)
obtidos a partir de explantes caulinares de Rudgea viburnoides
aos 60 dias e em cada concentragio de 2,4-D'. UFLA, Lavras -

MG, 2002
2,4-D (mg.L")
Condigdo 0,0 0,1 1,0
Claro 0,534 a 0479 a 0,215 b
Escuro 0,325b 0,475 a 0,456 a

' Médias seguidas de letras distintas, nas colunas, comparam as condi¢Ses dentro
das concentragSes de 2,4-D e diferem entre si pelo teste F a 5% de
probabilidade.

Carvalho (1998) verificou a ocorréncia de indugdo de formacgdo de calos
fridveis em meios isentos de fitorreguladores de explantes de segmentos de
entrends e segmentos nodais de Bauhinia forficata. Os calos eram pequenos,
com cor clara nos locais de coﬁe, resultando numa camada periférica ativa em

divisdes celulares, podendo ser considerado uma resposta a injiria.
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Neste trabalho, ao se compararem os calos oriundos de explantes foliares
e caulinares provenientes de pldntulas recém-germinadas e pléantulas
subcultivadas, observa-se que houve uma maior produgdo de calos nos explantes
de plantulas subcultivadas. Foi observado que os explantes das plintulas
subcultivadas, principalmente os caulinares, eram mais desenvolvidos. Os
explantes caulinares de plantulas mais jovens, talvez por possuirem menos
assimilados acumulados e menor teor endégeno de horménio, na maioria das
vezes nido sobreviveram; pois quando iniciavam a formagio do calo,
amareleciam, definhavam e morriam. Nesses casos, o calo ficava restrito a
extremidade do explante caulinar.

Por outro lado, ¢ interessante ressaltar que a espécie em estudo tem uma
boa capacidade de formagdo de calos, principalmente de explantes caulinares. A
inducio de calos ¢ resultado de interagéio fisico-quimica. A indugdio de calos
pode se originar de injiria fisica dos tecidos (lesdo fisica) ou mais comumente
ser conseqiiéncia da suplementacdo do meio de cultura com reguladores de
crescimento (quimica). Esses agem sobre a expresséio génica, fazendo com que,
a partir de células de tecidos organizados, forme-se uma massa desorganizada
de células.

Ainda, conforme Pierik (1987), na cultura de calos, um suprimento
exogeno de reguladores de crescimento ¢ freqgilentemente necessério na indugéio
em um explante qualquer. Esse requerimento exdgeno de regulador (tipo,
concentragdo e razdio auxina/citocinina) depende fortemente do genétipo e
contetido endégeno de horménios.

A andlise de regresséio para o efeito do 2,4D sobre o peso de matéria
fresca de calo nas duas condigdes somente foi significativo na presenga de luz;
no geral, as concentragdes crescentes de 2,4-D tiveram um efeito linear negativo,
ou seja, com o incremento do regulador, houve uma redugdo no peso de matéria

fresca, sendo a maior média observada no meio sem regulador de crescimento
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(Figura 33). Nesse caso, espera-se um decréscimo médio de 0,309 g no PMFC

para cada unidade que se aumenta na concentragio de 2,4-D.

0,600
Y =0,522611 - 0,309170 X

0,500 R'=9949%
0,400
S 0,300 -
0,200
0,100

09000 T T T T T T T T 1

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0
Concentra¢iio de 2,4-D (mg.L")

Peso de matéria fresca de calo

FIGURA 33. Peso de matéria fresca de calo (g) de Rudgea viburnoides de
explantes caulinares na presenga de luz, em fungdo das
concentra¢des de 2,4-D. UFLA, Lavras - MG, 2002.

A anélise de regressdo para o efeito da interagéio 2,4-D x ANA indica
um efeito significativo das concentragdes 0,0 e 1,0 mg.L™" de 2,4-D em cada uma
das concentragdes de ANA. (Figuras 34 e 35). Dentro de 0,0 mg.L! de ANA, o
peso de matéria fresca de calo teve um incremento maior na concentragéio de 0,1
mg.L"! de 2,4-D, a partir da qual os incrementos foram menores com tendéncia
linear; 0 maximo de peso de matéria fresca foi obtido na concentragiio de 1,0
mg.L" de 2,4-D (Figura 36).
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FIGURA 34. Peso de matéria fresca de calo (g) de caule de Rudgea viburnoides,
em fungdio das concentragdes de 2,4-D dentro da concentragio de

0,0 mg.L"' de ANA. UFLA, Lavras - MG, 2002.
As concentragles de 2,4-D combinadas com o ANA tiveram um efeito
sinérgico negativo sobre o peso de matéria fresca, e no nivel 0,1 mg.L"' de ANA,

n#o foi significativo.
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FIGURA 35. Peso de matéria fresca de calo (g) de caule de Rudgea viburnoides,
em fungdo das concentra¢des de 2,4-D dentro das concentragfio de
1,0 mg.L" de ANA. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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Na concentragdo de 1,0 mg.L"' de ANA, o peso de matéria fresca de calo
teve uma tendéncia de redugdio linear e significativa, sendo o maior peso de
matéria fresca encontrado dentro do nivel de 0,0 mg.L'l de 2,4-D (Figura 51).

Agora, fazendo o estudo da influéncia das concentragdes de ANA em
cada concentragiio de 2,4-D, verificou-se na anélise de regressio um efeito
significativo dentro do nivel de 0,0 mgL"' de 2,4-D (Figura 36) e ndo
significativo para os niveis de 0,1 e 1,0 mg.L".

Dentro da concentragiio 0,0 mg.L" de 2,4-D, o maior peso de matéria
fresca de calo foi obtido na maior concentragiio de ANA (0,680 g). Mas, na
concentracio de O,Img.L", o maior PMFC foi obtido na concentrag@o de 1,0
mg.L”’ de ANA, mesmo ndio havendo diferenca significativa em relago as
outras concentragdes (0,0 ¢ 0,1). Por outro lado, na maior concentragdio (1,0

mg.L™"), o maior PMFC ocorreu na auséncia de ANA.

[---- omgL1 1mgL-1]

 Y=0,134195 + 0,605572 X ~(113) R'=88,18%
Y = 0,417049 + 0,163903 R’ = 72,40 %

0.1 mg.L-y

01 1 y=0428086-0253006 X R'=99,62%

Peso de matéria fresca de calo (g)

00 01 02 03 04 0,5 06 0,7 0,8 09 1,0
Concentragiio de ANA (mg.L")

FIGURA 36. Peso de matéria fresca de calo (g) de caule de Rudgea viburnoides,
em fungfio das concentragdes de 2,4-D dentro das concentra¢des
de 0,0; 0,1 e 1,0 mg.L"! de ANA. UFLA, Lavras - MG, 2002.
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Pelos valores médios do peso de matéria seca de calo para a interagdo
condi¢io x 2,4-D x ANA (Tabela 42), infere-se que a condigio no claro
propiciou maior PMSC que na auséncia de luz, na concentragdio de 1,0 mg.L" de
ANA e auséncia de 2,4-D. Ja na condigfo de auséncia de luz houve maior PMSC

na presenga de 1,0 mg.L" de 2,4-D, combinado com 0,1 mg.L"! de ANA.

TABELA 42. Valores médios do peso de matéria seca de calo (g) obtidos de
explante caulinar de Rudgea viburnoides aos 60 dias em fungéio

das diferentes condigSes de luz e nas diversas combinagdes de
2,4-D e ANA'. UFLA, Lavras - MG, 2002

Condigéo

2.4-D ANA Luz Escuro
(mg.L™" '

0,0 0,0 0,015a 0,007 a
0,1 0,022 a 0,018a
1,0 0,053 a 0,028 b

0,1 0,0 0,028 a 0,032 a
0,1 0,044 a 0,026 a
1,0 0,026 a 0,029 a

1,0 0,0 0,025 a 0,028 a
0,1 0,013b 0,039 a
1,0 0,009 a 0,020 a

" Médias seguidas de letras distintas, nas linhas, comparam as condigGes luz e
auséncia de luz, nas diferentes combina¢des das concentragdes de ANA, e
diferem entre si pelo teste F a 5% de probabilidade.

Na Tabela 43 encontram-se os resultados sistematizados de varidveis
" qualitativas em calos de Rudgea oriundos de explantes caulinares. De modo
geral, a cor dos calos foi predominantemente de branca (B) a branco-amarelada
(BA), no claro e na auséncia de luz, entre branco-amarelada (BA) e amarelo-
escura (AE). A consisténcia foi de fridvel a semifridvel na auséncia de 2,4-D no

claro; no escuro, em qualquer das combinages de reguladores, foi friavel.
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TABELA 43, Respostas de variaveis qualitativas na interagdo Condigdes x 2,4-
D x ANA para a consisténcia do calo (C) e cor do calo (CC)
observadas aos 60 dias em calos obtidos de explantes caulinares
de Rudgea viburnoides oriundos de plantulas germinadas in vitro.
UFLA, Lavras - MG, 2002

Claro Escuro

24-D ANA C! cC’ C CC
00 00 SF BA F AE
00 0,1 SF B F BA
00 10 F BA F AE
00 00 F BE F BA
01 01 F BA F AE
0,1 10 F B F B
1,0 00 FN BA F B
0 01 F AE F BA
10 10 F A F BA

"'F = friavel; SF = semi fridvel; NF = n#o fridvel

2 B = branco; BA = branco-amarelado; BE = branco-escuro; AE = amarelo-

escuro; A = amarelo

Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em explantes caulinares
de Rudgea viburnoides submetidos a trés combinagSes de
concentragdes de 2,4-D e ANA. UFLA, Lavras - MG, 2002

Claro Escuro

2,4-D ANA Calo Broto Raiz Calo Broto Raiz
0,0 0,0 60 90 10 80 20 0
0,0 0,1 70 10 10 80 0 20
0,0 1,0 90 0 0 100 0 10
0,1 0,0 90 0 0 1060 0 0
0,1 0,1 100 30 20 100 0 0
0,1 1,0 90 0 0 100 0 0
1,0 0,0 90 0 0 90 0 0
1,0 0,1 50 0 0 90 0 0
1,0 1,0 50 0 0 90 0 0

Quanto as respostas morfogenéticas, os dois tratamentos tiveram um

comportamento semelhante, com 90% de indugdio de calo sem a produgédo de

brotos e raizes (Tabela 44). Contudo, o peso do calo no escuro foi superior e de

117



melhor qualidade; calos maiores ocorreram no escuro na concentragéio de 1,0
mg.L" de 2,4-D € 0,1 mg.L" de ANA (Tabelas 45 e 46).

TABELA 45. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em
explantes caulinares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
combinages de concentragdes de 2,4-D e ANA na presenga de
luz. Lavras - MG, 2002

Nota
24-D ANA 0 1 2 3 4
0,0 0,0 0 67 33 0 0
0,0 0,1 0 0 17 66 17
0,0 1,0 0 0 11 22 67
0,1 0,0 0 0 11 22 67
0,1 0,1 0 0 60 40 0
0,1 1,0 0 11 11 22 56
1,0 0,0 0 11 0 78 11
1,0 0,1 0 0 0 100 0
1,0 1,0 0 20 20 60 0

! As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= Néo houve indugio de calo;
1= Indug&o de calo na extremidade;
2= Indug@o de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo as margens e as nervuras;
4= Calo cobrindo todo o explante.
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TABELA 46. Respostas morfogenéticas (%) observadas aos 60 dias em
explantes caulinares de Rudgea viburnoides submetidos a trés
combinagdes de concentragdes de 2,4-D e ANA na auséncia de
luz. UFLA, Lavras - MG, 2002

NOTA
24-D  ANA 0 1 2 3 4
0,0 0,0 0 12,5 875 0 0
0,0 0,1 0 25 0 25 50
0,0 1,0 0 0 10 60 30
0,1 0,0 0 0 20 40 40
0,1 0,1 0 0 10 60 30
0,1 1,0 0 10 0 40 50
1,0 0,0 0 11 0 33 56
1,0 0,1 0 11 0 11 88
1,0 1,0 0 0 22 33 45

! As notas foram atribuidas conforme os seguintes critérios:
0= Nio houve indugdo de calo;
1= Indugdo de calo na extremidade;
2= Indugdo de calo em ambas as extremidades;
3= Calo cobrindo as margens e as nervuras;
4= Calo cobrindo todo o explante.

6.4 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de Rudgea

viburnoides

N Figura 55 estdo as curvas de crescimento de calos determinadas em
segmentos caulinares de Rudgea viburnoides oriundos de plantulas
assepticamente desenvolvidas, mediante os dados referentes as médias do peso
de matéria fresca de calo e peso de matéria seca de calos caulinares cultivados
em meio MS suplementado com 1,0 mgL" de 2,4-D na auséncia de luz.
Verifica-se que a curva apresentou um padréio do tipo sigméide, podendo-se
distinguir cinco fases distintas, conforme mencionado na literatura para outras
espécies medicinais lenhosas (Lameira, 1997; Landa, 1999; Betolucci, 2000 e
Conceigo, 2000).
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Analisando-se a Figura 37, observa-se um aumento no peso fresco e seco
dos calos de cerca de 3,45 e 4,15 vezes, respectivamente, do valor inicial apés

56 dias de cultivo.
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FIGURA 37~ Representagiio grafica da curva de crescimento da matéria fresca e
seca (g) de calos obtidos de explantes caulinares de Rudgea
viburnoides durante 56 dias. UFLA, Lavras - MG, 2002.

A primeira fase, a fase lag, na qual as células preparam-se para a divisio
celular, prolongou-se até o 8° dia, e segundo Scragg & Allan (1993), citados por
Landa (1999), pode ser considerada como uma fase produtora de energia,
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quando ocorre a sintese de proteinas e de metabblitos especificos necessdrios a
divisdo celular.

A segunda fase, a fase exponencial, ocorreu entre 0 9° e o 32° dia de
cultivo, e segundo Scragg & Alan (1993), citados por Landa (1999),
corresponde & fase em que a divisdo celular é méxima, formando agregados.

A terceira fase, a fase linear, ocorreu entre o 33° e 48° dia; nessa fase,
segundo Smith (1992), o crescimento e desenvolvimento celular é evidente, isto
é, as células cessam de se dividir e comegam a crescer.

A quarta fase, a fase de desaceleragfio, teve lugar entre 0 49° e 52° dia.
Essa fase, segundo Smith (1992), ¢ a indicada para se efetuar a transferéncia da
cultura para meio fresco, em virtude das limitagSes nutricionais, produgio de
produtos toxicos, secagem do dgar e redugdo do oxigénio no interior das células
e dos calos.

A 1ltima fase, a fase de estacionéria, ocorreu a partir do 53° dia. Nessa
fase ndo ocorre mais divisio celular nem sintese de biomassa. A fase
estaciondria estd relacionada com o méximo de acumulo de metabdlitos
secundérios (Nakagawa, et al., 1986; citados por Lameira (1997).

O padréio de crescimento neste trabaltho coincide com o observado por
Landa (1999), que verificou uma fase lag mais prolongada e uma maior
longevidade das culturas, se comparado ao constatado por outros autores
(Lameira, 1997; Bertolucci, 2000 e Concei¢éio, 2000), que verificaram uma
precocidade da fase estacionaria aos 27°, 37° e 27° dia apds a inoculagdo,
respectivamente. No presente estudo, o maximo de crescimento alcangado

ocorreu no 48° dia, também coincidindo com o verificado por Landa (1999).

121



7 CONCLUSOES.

- Ocorre indugdo de calos no meio MS isento de regulador de crescimento apés a
inoculagio com explantes caulinares provenientes de plantulas subcultivadas,
sendo essa maior na presenga de luz;

- O tratamento mais eficiente na indugdo de calos de explantes foliares de
plantulas recém-germinadas e de plantulas subcultivadas é o de 1,0 mg.L™" de
2,4-D na auséncia de luz, o que concordam com as melhores respostas
morfogenéticas e caracteristicas de calos;

- Em material proveniente de pldntulas subcultivadas, o ANA, em concentragdes
de até 1,0 mg.L", ndo apresenta efeito na indugdio de calos foliares, mas sim
sobre os explantes caulinares;

- O tratamento mais eficiente para indugfio de calos e caracteristicas de explantes
caulinares subcultivados ¢ o de 1,0 mg.L" de ANA no claro;

- A concentragiio de 2,4-D mais eficiente na indugio de calos de explantes
caulinares de plantulas recém-germinadas € o de 0,1 mg.L" no claro, apesar da
ocorréncia de respostas morfogenéticas e de caracteristicas ndo desejaveis;

- Ha um efeito negativo da interagfio do 2,4-D e ANA sobre o peso de matéria
fresca e seca de calos de explantes caulinares subcultivados;

- A curva de crescimento de calos mantidos em meio MS suplementado com 1,0
mg.L"! de 2,4-D e mantidos na auséncia de luz apresenta padrdo sigméide,
com cinco fases de crescimento distintas, num periodo de 56 dias;

- O méximo de crescimento de calos ocorre no 48° dia apés a inoculagéo.
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CAPITULO 4

EXTRAGAO E IDENTIFICACAO DO PRINCIPIO ATIVO DE RUDGEA
VIBURNOIDES A PARTIR DE MATERIAL VEGETAL IN VIVO.

1 RESUMO

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Extracio e identificagdio do principio
ativo de Rudgea viburnoides (Cham.) Benth em material vegetal i vivo.
Lavras: UFLA, 2002. 162p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia).*

Foram estudados os extratos brutos em hexano, cloroférmio acetato de etila,
etanol ¢ metanol de material vegetal obtidos ir vivo (folhas, caules e raizes) e in
vitro (calos) de Rudgea viburnoides (Cham.) Benth., planta nativa do cerrado
brasilciro e considerada empiricamente como uma planta com propriedades
terapluticas. A purificagio dos extratos foi efetuada por cromatografia liquida
em coluna (CLC), com solventes em ordem crescente de polaridade e
monitoradas com cromatografia em camada delgada (CCD) preparativa em
silica gel G 60. Pclos resultados das analises fitoquimicas dos extratos das
folhas, do caule e, da raiz, constatou-se a presenca de taninos, alcaléides,
agucares redutores, alcoois, esterdis ¢ terpendides. Trés substincias foram
isoladas e purificadas dos extratos das folhas, do caule ¢ da raiz. Na folha,
identificou-se uma substincia altamente polar de ponto de decomposigiio de 46
% 2 °C, solivel em mctanol, acido acético ¢ H;0, a qual provavelmente é um
agucar. Por meio das anilises por composicio CG/MS, verificou-se a
similaridade entre os compostos isolados do caule € da raiz, identificados pelo
banco de dados do equipamento como “éxido de cariofileno”, com PM de 253
g/mol. Esse apresentou como cristais com ponto de fusdo 220 — 230 e 218 - 230
°C, solubilidade em metanol ¢ as caracteristicas espectrais no IV (KBr, cm™):
3500 - 3000; 1610 - 1608; 1400 — 1380 ¢ 1053 — 1026.

*Comité Orientador: Jos¢ Eduardo Brasil Percira Pinto — UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso - UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA.
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2 ABSTRACT

BONILLA, Marvin Gerardo Olivas. Extraction and identification of the
active principle of Rudgea viburnoides (Cham.) Benth. from in vivo and in
vitro plant material. Lavras: UFLA, 2002. 162p. (Thesis - Doctorate in Crop
Science).*

The crude extracts in hexane, chloroform, ethyl acetate, ethanol and methanol of
plant material obtained in vivo (leaves, stems and roots) and in vitro (callus) of
Rudgea viburnoides (Cham). Benth; a plant native to the Brazilian cerrado
(savanna) and regarded empirically as a plant with therapeutic properties. The
purification of the extracts was accomplished through column liquid
chromatography (CLC), eluted with solvents in decreasing order of polarity and
monitored with thin layer chromatography (TLC) preparative in G 60 silica gel.
From the results of the phytochemical analyses of leaves, stems and roots. The
presence of tannins, alkaloids, reducing sugars, alcohols, sterols and terpenoids
was found. Three substances were isolated and purified from the extracts of
leaves, stems and roots. In the leaf, a highly polar substance of decomposing
point of 46 * 2 °C, soluble in methanol, acetic acid and H;O was identified,
which is probably a sugar. By means of the composition analyses GC/MS, a
similarity among the compounds isolated from the stem and root was observed,
identified by the data bank of the equipment as “kariophylene oxide’ with a
MW of 253 g/mol. This one presented itself as crystals with fusion point 220 —
230 e 218 — 230 °C, solubility in methanol and the spectral characteristics at IV
(KBr cm™): 3500 — 3000; 1610 — 1608; 1400 — 1380 and 1053 - 1026.

* Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto ~ UFLA (Major
Professor), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Manuel Losada Gavilanes —
UFLA.
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3 INTRODUCAO

As plantas superiores biossintetizam e acumulam substincias quimicas
que vém sendo utilizadas como remédios, cosméticos, antioxidantes na
conservagdo de alimentos, adogantes, dleos essenciais, biocidas, etc. Essas
substdncias quimicas ou principios ativos das plantas podem ser produtos do
metabolismo primério e/ou secundario.

No caso das plantas que proporcionam principios ativos utilizados na
medicina, existem inimeros exemplos com importincia econdmica, como:
acetildigoxina  (cardiotonico),  aescina  (antiinflamatério),  atropina
(anticolinérgico), emetina (amebicida), vincristina, vimblastina e taxol
(antineopldsicos), pilocarpina (parassimpaticomimético), quinina (antimaldrico),
reserpina (anti-hipertensivo), efedrina (simpaticomimético) e outros (Balandrin
& Klocke, 1988).

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes
quimicos de espécies vegetais ou avaliar a sua presenga. Para atingir tal objetivo,
sdo estabelecidas etapas que iniciam com a coleta, preparagio do material
vegetal, anélise fitoquimica preliminar, fracionamento, isolamento e purificagéo
de substéncias e elucidagéo estrutural (Falkenberg,et al., 1999).

O material vegetal € submetido a sucessivas extragBes com solventes de
polaridade crescente; em seguida, esse material é isolado, para que se possa
obter extratos semipuros, fragdes e, por ualtimo, compostos puros. A
cromatografia liquida em coluna (CLC) € uma das técnicas mais utilizadas no
processo de separagfio. Uma vez estando purificada a amostra, a determinagdo
da estrutura molecular ¢ obtida mediante uso concomitante de técnicas
espectrais, tais como: ulltravioleta (UV); infravermelho (IV); espectroscopia de
massa (EM), que pode ser acoplada a um cromatégrafo de fase gasosa (CG/EM);
ressondncia magnética protdnica (RMN 'H) e de carbono 13 (RMN C), os
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quais tém permitido propor com seguranga a estrutura molecular das substéncias
naturais (Cechinel Filho & Yunes, 1998; Falkemberg, et al., 1999).

Com relagdio 3 espécie-objeto da pesquisa, o inico relato obtido sobre
sua constituigiio quimica ¢ o de Pio Corréa (1984), segundo o qual as cascas da
raiz e do caule de Rudgea viburnoides encerram vérios alcal6ides, entre eles a
paracotofna e a cotoina, e o aldeido férmico agindo sobre esse wltimo, forma um
alcal6ide artificial, a fortoina, que se apresenta em cristais amarelos sem sabor e
com a aroma de canela, muito soliveis na dgua e pouco solivel no élcool ¢ na
benzina. Esses alcaldides e, s vezes as proprias cascas, tem sido empregado na
Europa por médicos eminentes e com étimo resultado, para combater o
reumatismo, gota, os suores noturnos dos tuberculosos, enterite catarral e as
Gilceras de estdmago. A fortoina é um verdadeiro tonico especifico contra
diarréia.

Objetivou-se com o presente estudo identificar principios ativos
presentes em material vegetal “in vivo” e “in vitro” de Rudgea viburnoides, uma

espécie considerada medicinal.
4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Metabélitos primdrios e secundérios

As plantas sintetizam uma série de substéncias, as quais s@o divididas, de
um modo geral, em compostos primarios e compostos secundérios.

Os compostos primérios sdo aqueles que s3io fundamentais para o
crescimento e desenvolvimento fisiologico. Estdio presentes em quase todos os
seres vivos, em quase todos os seus 6rgdos, sendo acumulados em alguns desses
(sementes, frutos e raizes). Destacam-se nesse grupo carboidratos, agucares,
6leos, gorduras, acidos graxos, entre outros, que sdo matérias-primas da
indastria alimenticia (Balandrin & Clocke, 1988).
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Os compostos secundérios sdo sintetizados a partir de um metabélito
primdrio em uma via metabdlica alternativa, sem fungfio direta no crescimento e
desenvolvimento fisiolégico do vegetal. Sdo compostos de baixo peso molecular
e normalmente de estrutura complexa (Fowler, 1982).

O interesse crescente por compostos naturais, principalmente de
aplicagdio farmacéutica, e as dificuldades j& conhecidas para assegurar o
fornecimento constante de plantas, tém estimulado a investigago do potencial
de culturas de tecidos e células in vitro para a produgio de metabélitos
secundarios (Grattapaglia & Machado, 1990).

4.1.1 Biossintese de metabélitos secundarios _

Os principios ativos sdo classes do metabolismo secunddrio constituidos
de uma substéncia ou conjunto de substincias quimicamente bem definidas
produzidas por plantas que apresentam propriedades biolégicas. Com poucas
excegdes, esses compostos sdo sempre sintetizados segundo a rota biossintética
proveniente da via dos acidos mevalnico, malénico e do chiquimico.
Compostos sintetizados do metabolismo primério, que podem ser utilizados
farmacologicamente como polissacarideos cidos (mucilagem) e proteinas, estio

incluidos nesse grupo (Swain, 1977, citado por Abreu, 1998).

4.1.2 Metabélitos secunddarios in vive

A produgio de metabdlitos secundérios é o resultado de complexas
interagSes entre biossintese, transporte, estocagem e degradagdo. Embora
qualquer tecido ou célula vegetal tenha a capacidade de biossintetizar
metabdlitos secundérios, parece que isso ocorre somente em alguns tecidos ou
mesmo em células especiais, em fungio do grau de diferenciagio e
desenvolvimento dos mesmos, dificultando a extra¢do, isolamento e purificagdo

dessas substancias. Em alguns casos, a produg@io pode estar restrita a um estadio
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de desenvolvimento do vegetal, sendo fortemente influenciada por fatores
ambientais, como clima, luz, presenca de pragas, nutricionais, composi¢do
quimica do solo, umidade (Balandrin & Kloecke, 1988; ¢ Costa, 1994).

4.1.3 Metabédlitos secunddrios in vitro

O crescimento celular pode ser dividido em duas fases: aumento do
nimero de células e aumento de volume celular, e, na maioria das vezes, esses
eventos ocorrem simultaneamente (Sakuta & Komamine, 1987). Em suspensio
celular, células cultivadas exibem um crescimento sigmoidal em cinco fases: lag,
logaritmica (exponencial, log), linear, desaceleragio e estaciondria. A fase lag
pode ser considerada como sendo de produgdo de energia, e a logaritmica, como
uma fase biossintética (Shimizu et al., 1977).

Relativamente pouca atengfio tem sido dada ao relacionamento entre
crescimento celular e acumulagdo de metabdlitos secundarios. Contudo, dois
tipos de acumulagfio tém sido observados: durante a fase estaciondria com uma
relagdio inversa entre crescimento e acimulo, e durante a fase logaritmica, tal
como a acumulagio de betacianina em Phytolacca americana, que esta
associada com a divis@o celular (Sakuta, et al., 1986). Na maioria das espécies, o
acimulo de metabélitos ocorre na fase estacionéria, como observado por
Lameira (1997) em Cordia verbendcea.

Os metabélitos secundérios séo influenciados por fatores ambientais. Em
cultura de suspensiio de células, reguladores de crescimento e fatores
nutricionais afetam a produgiio de metabdlitos secundérios, bem como o
crescimento celular (Sakuta & Komamine, 1987).

A maioria das suspensdes celulares sfio obtidas pela transferéncia de
calos fridveis para meio liquido de mesma composi¢io do meio usado para

crescimento de calos (Dixon, 1985; Tisserat, 1985).
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Entre as vantagens da produgfio de compostos secundérios in vitro, pode-
se citar a maior facilidade na purificagiio dos extratos, em virtude da auséncia de
quantidades significativas dos pigmentos, resultando em reduglio dos custos de
produgiio (Baladrin & Klocke, 1988). Entretanto, tem-se observado que as
culturas de tecidos produzem quantidades muito pequenas do composto
desejado. De acordo coxﬁ Alfermann & Petersen (1995), cafeina, dopa,
ajmalicina e serpentina sfio os Gnicos compostos usados em farmécia que sdo

produzidos em grandes quantidades pelas culturas de tecidos.

4.2 Alcaléides

\ Alcaldides sfio compostos secundérios que contém em sua estrutura o
elemento nitrogénio, cujos precursores sio aminodcidos e geralmente sdo
sintetizados em tecidos com crescimento ativo. Eles tém como precursores
basicamente quatro aminoécidos: ornitina, lisina, tirosina e triptofano (Goodwin
& Mercer, 1983). Esses compostos sdio classificados de acordo com seus
precursores; por exemplo, os alcalides isoquinolinicos siio derivados do
aminoécido tirosiqa (Robinson, 1974). Os alcaléides compreendem uma grande
classe de substincias secundérias de plantas; geralmente incluem substincias
basicas, sdio heterociclicos e geralmente exibem atividade ﬁsioiégica
significativa em humanos e animais. Tais compostos sdo as mais velhas drogas e
ainda sdo de grande uso na medicina moderna (Conn & Stumpf, 1981). Na
Figura 38, sfio apresentadas as estruturas quimicas bésicas dos alcal6ides
verdadeiros.

Os alcaléides séo geralmente ausentes nas gimnospermas, pteridéfitas,
musgos e plantas inferiores e sua fungfio nas angiospermas ¢é ainda obscura,
embora se tenha relato do envolvimento de substéincias individuais na regulago
do crescimento, repelentes e atraentes de insetos. A teoria sobre a funcfio de

reserva de nitrogénio ndo ¢ ainda bem aceita (Harbone, 1984).
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FIGURA 38. Estruturas quimicas bdsicas dos alcaléides. UFLA/DQI, Lavras —
MG, 2002.

Os alcaldides apresentam a tendéncia de acumularem-se principalmente
nos tecidos em crescimento ativo, nas células epidérmicas, na bainha vascular e
vasos laticiferos (Goodwin & Mercer, 1983). Esse acimulo depende do grau de
diferenciag@io do tecido e do estigio de desenvolvimento dos 6rgéos da planta
(Balandrin & Kloche, 1988).

4.3 Flavonéides

Os flavon6ides caracterizam-se estruturalmente por serem polifenélicos
derivados de C6-C3-C6, ligados na orientagiio cabega-cauda e que podem conter
como substituintes, hidroxilas ou seus derivados funcionais, tais como ésteres,
metoxilas, além de glicosideos, isoprénicos, etc, presos em posi¢des especificas
dos anéis (Figura 39). Algumas reacdes levam & formagd#io de flavonéides
contendo um anel de cinco membros, as auronas (Figura 40), outras, por
isomerizag#o, levam & formacfio de flavonéides de cadeia aberta, as chalconas
(Figura 41) (Cardoso et al., 2001).
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FIGURA 39. Estrutura bésica dos flavonédides.

o)

FIGURA 40. Estrutura quimica basica das auronas

oo

FIGURA 41. Estrutura quimica basica das chalconas.

4.4 Taninos

S@o compostos fendlicos, de sabor adstringente, derivados de
fenilpropanos capazes de formar complexos com proteinas, agiicares e alcaléides
indolicos. Dividem-se em duas categorias: derivados de esqueletos (C¢-C))n,
chamados de taninos hidroliséveis (Figura 42 e 43) e derivados de esqueleto (Cs-
C;3-Ce)n, chamados de taninos condensados ou prontocianidinas (Figura 44)
(Cardoso et al., 2001).
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FIGURA 42. Exemplo de um tanino hidrolizdvel da classe dos galotaninos.
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FIGURA 43. Exemplo de taninos hidrolizdveis da classe dos elagitaninos.
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FIGURA 44, Estrutura basica de tanino condensado.

4.5 Andlise e determinagiio quimica

De acordo com Matos (1988), estudo fitoquimico consiste na extragio e
identificagio dos metabélitos secundarios, buscando conhecer a composigdo e a
estrutura dessas substincias. Embora uma planta possa conter centenas de
metabdlitos secundérios, apenas os compostos presentes em maior quantidade
sdo isolados e estudados pela fitoquimica clissica. A analise de substincias
ativas ¢ muito complexa e longa; geralmente, os compostos presentes em menor
propor¢do na planta sfo os que apresentam melhores efeitos bioldgicos
(Cechinel Filho & Yunes, 1998).

A anilise fitoquimica preliminar, no entanto, pode indicar os grupos de
metabélitos secunddrios relevantes na mesma. Os passos basicos para o
desenvolvimento desse estudo consistem em: escolha da planta a ser estudada,
identificacdo botédnica, coleta e preparagio do material vegetal, prospecgéo
preliminar de sua composi¢io quimica, isolamento e purificagio dos
constituintes principais, determinagfio da estrutura molecular dos compostos

quimicos isolados e purificados (Matos, 1988; Simdes et al., 1999).
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Quando se pretende obter substincias ativas em plantas, a selegio
baseia-se em informagdes da medicina popular, pois, é mais provével encontrar
atividade biolgica em plantas orientadas pela mesma do que aquelas escolhidas
ao acaso. Deve-se, porém, dar sempre importéncia as informagdes botdnico-
taxondmicas e quimico-taxondmicas. Como a constituigio quimica da maioria
das plantas difere significativamente em relagdo 4s distintas partes, parece mais
vidvel inicialmente estudar aquela empregada na medicina popular e,
posteriormente, as outras partes da planta, que também podem conter principios
ativos (Tortoriello et al., 1995; Ferri, 1996 ¢ Montellan, 1975; Famsworth, 1981;
Unander, 1995, citados por Pereira, 1999).

A preparagdo dos extratos brutos das plantas é o ponto de partida para se
identificar, isolar e purificar os seus constituintes fixos (Matos, 1988). A escolha .
por um determinado método de extragiio vai depender da textura e do conteudo
de 4gua presente no material a ser extraido, bem como do tipo de substéncia que
se deseja isolar (Ferri, 1996). v

Para se proceder 4 caracterizagio de um determinado grupo de
substincias presentes em um vegetal, deve-se primeiro extrair compostos com
um solvente adequado, para depois caracterizi-los no extrato. A caracterizagio
dos principais grupos de substincias vegetais de interesse tem sido investigada
por meio de reagdes quimicas, que resultam no desenvolvimento de coloraggo
e/ou precipitado caracteristico (Simdes et al., 1999).

Apds a extrago, sfio realizadas técnicas de fracionamento dos extratos
vegetais com vistas ao isolamento, das quais se obtém extratos semipuros,

fragdes e, finalmente, os compostos puros (Cechinel Filho & Yunes, 1998).
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4.6 Extraciio, separagiio e identificacio de principio ativo em material
vegetal e calos de Rudgea viburnoides

Em estudos quimicos de material vegetal, quando n#o se conhece

previamente o contetido do material a ser analisado, é necessario submeté-lo a

sucessivas extragdes com solventes de polaridade crescente, conseguindo-se,

assim, uma extragfio fracionada em que as diferentes fragSes contém compostos

de polaridade crescente conforme apresentado na Tabela 47,

TABELA 47 - Tipos de substincias encontradas na extragéio por solventes, em
ordem crescente de polaridade, de acordo com Falkenberg, et al.

(1999).
Solventes Tipos de substéncias preferencialmente
A extraidas
éter de petréleo, hexano: lipideos, ceras, pigmentos, furanocuamrinas;

diclorometano, cloroférmio: bases livres de alcalbides, antraquinonas
livres, glicosideos carditénicos;

acetato de etila, butanol: flavondides, cumarinas simples;
etanol, metanol: heterosideos, em geral
misturas hidroalcoélicas, dgua: | saponinas, taninos;
dgua acidificada: alcaléides;
_fgua alcalinizada: saponinas

E importante ressaltar que o solvente a ser utilizado deve ser o mais
seletivo possivel, pois ¢ gragas a essa caracteristica que 0 mesmo pode extrair
apenas as substincias desejadas € em maior quantidade. Como a seletividade
depende da polaridade, o conhecimento do grau de polaridade do grupo de
substancias que se deseja preferencialmente extrair determina o solvente que
mais se aproxima do 6timo de seletividade para aquela extragdo (Falkenberg, et
al., 1999). Na escolha de um solvente, além dos fatores relacionados &
eficiéncia do processo extrativo, devem ser considerados a toxicidade e/ou risco
que seu manuseio representa, a estabilidade das substdncias extraidas, a
disponibilidade e o custo do solvente (Prista, et al., 1981).
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A separagdo e purificagio dos constituintes quimicos de extratos
vegetais € realizada por meio de técnicas cromatograficas, nas quais os
componentes de uma mistura sio distribuidos entre duas fases que se encontram
em contato intimo; a fase estaciondria e a fase mével, que se desloca através
daquela. Durante o deslocamento da fase mével através da fase estaciondria, os
componentes em mistura so retidos seletivamente pela fase estaciondria. Como
resultado dos diferentes graus de afinidade de cada um dos componentes em
mistura com a fase estaciondria, ocorrem migragdes diferenciais (Collins, 1997).

Apesar de jd terem sido desenvolvidas técnicas de cromatografia
modernas que possibilitam uma separagiio dos componentes em mistura de
extratos de plantas mais rdpida e eficiente, a cromatografia liquida em coluna
(CLC), mesmo sendo mais demorada, é extensamente empregada, por ser uma
técnica simples e ndo exigir instrumentagio sofisticada. Mas, ¢ indispensével um
monitoramento das caracteristicas das amostras em cromatografia de camada
delgada (CCD) antes de se usar a CLC (Costa, 1982; Shriner et al., 1983;
Falkenberg, et al., 1999).

A CLC ou de adsorgdo consiste em um tipo de cromatografia em que se
utiliza uma coluna recheada com um sélido (fase estacionéria), sendo a silica gel
¢ a alumina as mais utilizadas, e uma fase mével liquida, em que dependendo do
extrato, € eluida com uma mistura de solventes que devem ser anteriormente
determinados por CCD. A CLC ¢ muito utilizada para isolamento de produtos
naturais e purificago de produtos de reagSes quimicas. O processo de adsorgdo
consiste num aumento da concentragio do material (que se encontra em excesso
na fase mdvel) entre as superficies da fase mével e estacionaria (Collins, 1997;
Degani, et al.,1998).

A cromatografia destaca-se entre os métodos mais modernos e eficientes
de anélise, por causa da facilidade em ser efetuada isoladamente ou em conjunto

com outra técnicas instrumentais de anélise, como a espectrometria de
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infravermelho e ultravioleta (IV, UV) ou a espectroscopia de massa (EM). A
andlise de IV € muito sensivel & multiplicidade de ligagdes e a composig#o
atdmica dos grupos funcionais. Sendo assim, em grande parte, com um ensaio
dos grupos funcionais da molécula, pode-se inferir algumas conclusdes gerais
sobre a sua estrutura e, através da EM, pode-se obter a férmula molecular, assim
como o padrio de fragmentagdo da molécula (Shriner et al., 1983; Ferri, 1996;
Collins, 1997).

Uma outra caracteristica a ser determinada e utilizada como auxiliar em
analises fitoquimicas ¢ o ponto de fusdio. Toda substincia sélida, cristalina e
pura esta definida pelo seu ponto de fusdo. Essa constante fisica é determinada
com o fim de avaliar o estado de pureza das substancias isoladas. As vezes, essas
decompdem-se antes de se fundirem; contudo, se tal transformag#o se realizar a
mesma temperatura, pode-se utilizar 0 mesmo modo de reconhecimento. O
comportamento da substincia em CCD e a andlise elementar d¢e CHN também
sdo métodos de determinaggio da pureza (Costa, 1982; Matos, 1988).

A espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN) fornece
informages sobre tipos, niimeros e conectividade dos dtomos em particular, A
RMN pode ser aplicada em moléculas em qualquer estado de matéria. A
determinaciio de quase todas as moléculas organicas e biolégicas comeca com
essa técnica, que ¢ a ferramenta quimica mais direta para identificar a estrutura,
tanto de compostos puros quanto de misturas de compostos. O processo envolve
vérias representagdes experimentais para deduzir a estrutura molecular de
propriedades magnéticas dos nucleos atémicos e dos elétrons circunvizinhos
(Lambert et al., 1998).

Uma vez fracionada a amostra, 0 uso em conjunto de técnicas espectrais,
como UV, 1V, EM, que pode ser acoplada a um cromatégrafo gasoso (CG/EM),
e técnicas refinadas, como a ressondncia magnética protnica (RMN 'H) e de

carbono (RMN "C) tem permitido propor com seguranga a estrutura molecular
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de substincias naturais, O resultado desses e o uso de anélises de determinagéo
da atividade Stica e da difragfio por Raio-X permitem avaliar a estereoquimica
real dessas substincias (Cechinel Filho & Yunes, 1998; Falkenberg, et al,,
1999).

Com o desenvolvimento das técnicas espectroscopicas, tem-se
conseguido elucidar rapidamente estruturas moleculares complexas de
constituintes naturais, até ha pouco tempo dificeis de serem identificadas
(Cechinel Filho & Yunes, 1998). Diversos pesquisadores citam a identificagdo
de compostos puros por meio de estudos cientificos aplicados para cada caso
especifico. Sendo assim, tém sido possivel identificar novos compostos, como a
alantoina, que foi identificada em Cordia verbenaceae Vell. (Boraginaceae) pelo
uso da anélise elementar de CHN, IV e RMN C e *C (Saito, et al., 1985).
Outros compostos identificados em folhas e células de Cordia verbenaceae L.
foram caracterizados como sendo flavonéides 7,4’-diidroxi-5
carboximetoxiisoflavona e 7,4’ diidroxi-5’-metilisoflavona, por meio de
espectrometria no IV, UV, EM e RMN 'H (Lameira, 1997). Nas partes aéreas de
Eugenia moraviana Berg, conhecida por Cambui, as estruturas dos compostos
identificados por espectros IV, EM ¢ RMN 'H foram caracterizadas como
triterpeno  4cido 6-a-hidroxibetulinico, nor-triterpeno 4cido platdnico e B-
sitosterol (Lunardi, et al., 1998). Em folhas de Maytenus truncata, ou espinheira-
santa, foram isolados, por Salazar et al. (1998), os triterpenos pentaciclicos a-
friedelinol, B-friederinol e friedelina e o poliol dulcitol, utilizando dados de
espectrometria no IV e ponto de fusdo misto, comparados com aqueles
encontrados na literatura de amostra auténtica. Viana, et al. (1998), em cascas de
Bauhinia guianensis Aublet., conhecida popularmente como jaboti, elucidaram
através de RMN 'H, IV e EM o p-sitosterol e estigmasterol nas formas livres e
glicosiladas. As naftoquinonas (lapachol, desidro-a-lapachina e a-lapachona)

foram quantificadas no extrato etandlico das raizes de Zeyheria montana Mart.
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(Bignoniaceae), sendo suas estruturas confirmadas comparando-se os dados das
espectrometrias no IV, RMN 'H e "*C e de massa com dados de literatura
(Jacomé et al., 1999). A elucidagiio do flavonéide trixol em folhas frescas de
Trixis vauthhieri DC (Asteraceac), que mostrou efeito tripanossomicida eficiente
em ensaios in vitro, foi possivel gracas 2 utilizagdio de técnicas modernas de
RMN e EM (Ribeiro et al., 1999).

5 MATERIAL E METODOS

5.1 Coleta do material

O material vegetal (folhas, caule e raizes) foi coletado no municipio de
Itumirim — MG, nos periodos da manhi dos dias 10, 11 e 12 de agosto de 1999,
Apés a coleta, o material foi imediatamente levado para o Laboratério de
Quimica Organica no Departamento de Quimica, da UFLA; no laboratério, foi
realizada “toalette” e, posteriormente, o material foi triturado com o auxilio de
um triturador tipo Politron®. Em seguida, foram pesados 500 g de folhas e 500 g
de caules. As raizes foram primeiramente lavadas e colocadas para secar em
estufa ventilada a temperatura de 30 °C e por causa da heterogeneidade do
material e dificuldade de trituragio, foram classificadas em fragdes conforme a
seguir: pequenas (raizes com!comprimento menor do que 2,0 cm), médias (2,0-
3,0 cm) e grandes ( 6,0-7,0 cm), correspondendo a 137,2 g; 122,44 g € 115,66 g,

respectivamente

5.2 Obtenciio dos extratos

Para obten¢fio dos extratos, o material foi submetido a extragfio a frio
com solventes de polaridade crescente e condicionado em local isento de luz.
Primeiramente, macerou-se o material verde, deixou-se em repouso por 8 dias.

em hexano; em seguida, filtrou-se a véicuo, em funil de Biichner, sendo
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concentrado em evaporador rotatério modelo Biichi R-14 sob pressdo reduzida.
O concentrado, foi levado & estufa a 40 °C para completa evaporagiio do
solvente, obtendo-se, desta forma, o extrato hexéinico. A torta resultante foi
colocada para secar em estufa ventilada a 30 °C. Prosseguindo, o residuo foi
colocado em cloroférmio, submetendo-o a mesma metodologia anterior e, assim,
sucessivamente com o acetato de etila e 0 metanol. O processo de obtengd@io dos

extratos brutos encontra-se esquematizado na Figura 45.

Material vegetal

Hexaro (8 dias)

[ ]

Filtrado Torta

Rotocvaporagid 1) 48 horas em estufa ventilada
2) Clorofdrmio (8 dias)

Extrato hexinico l————l

Filtrado| | Torta

Rotoevaporagic 1) 48 horas em estufa ventilada
2) Acetato de etila (8 dias)

Extrato cloroférmico I————'

Filtrado Torta

Rotoevaporagiio) 1) 48 horas em estufa ventilac
2) Etanol (8 dias)

Extrato ac. de etila I__|

Filtrado Torta
Rotoevaporagio l

FIGURA 45. Esquema geral de obteng@io dos extratos brutos de Rudgea
viburnoides com solventes de polaridade crescente modificado.
(Shan, 2002). UFLA/DQ], Lavras - MG, 2002,

143



5.3 Avaliagfio fitoquimica

Os extratos brutos foram submetidos aos testes de solubilidade nos
seguintes solventes (polaridade crescente): hexano, éter de petréleo,
ciclohexano, pentano, tetracloreto de carbono, benzeno, diclorometano,
cloroférmio, éter etilico, acetato de etila, acetona, butanol, isopropanol,
propanol, etanol, metanol e &gua. Posteriormente, esses foram submetidos 4
cromatografia liquida de coluna CLC, em coluna de 50 cm de comprimento por
3 cm de didgmetro e recheada com silica gel 70-230 mesh Merck® e eluidos com
hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol, metanol e Acido acético. Esses
solventes foram definidos pela série eluotropica em cromatografia de camada
delgada (CCD).

Apés a evaporagdo dos solventes, algumas das fragSes dos extratos
apresentaram a formagdio de cristais, evidenciando que se encontravam-se puros
e foram determinados os ponto de fusio das amostras selecionadas, usando-se o
tubo de Thiele, em que pequenas quantidades das amostras foram introduzidas
em tubos capilares com uma das extremidades fechadas. Amostras do mesmo
material foram submetidas a testes de solubilidade ¢ espectrofotometria de IV e
RMN'H e RMN"C. Foram ainda colhidas informagdes de caracteristica fisicas e
organolépticas, como: cor, odor, aparéncia dos cristais formados,
higroscopicidade e indicag#io de mistura.

Das raizes, somente foi observada a formag#o de cristais na fragdio raiz
média, sendo isoladas do extrato bruto hexanico duas amostras: amostra 1 -
eluida na fragdo metanol ¢ a amostra 2 - eluida na fragio intermedidria metanol
e dcido acético. Da folha foram separadas trés amostras, duas do extrato bruto
hexénico: amostra 3 — eluida na fragfio intermediéria metanol e acido acético e a
amostra 4 — eluida também da frag#o intermediria metanol e 4cido acético; e
uma do extrato bruto cloroférmico; amostra 5 — eluida da fragdo metanol. Do

caule, foram separadas trés amostras, sendo uma do extrato bruto em acetato de
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etila, amostra 6 — eluida da fra¢dio intermediaria metanol e 4cido acético; uma
do extrato bruto hexénico, amostra 7 — eluida da fragdo metanol e uma do
extrato bruto cloroférmico; amostra 8 — eluida da fragdo intermediéria etanol e
metano. Dos calos, foram separadas duas amostras do extrato bruto metandlico:
amostra 9 — eluida da fragfio intermedidria dcido acético e dgua e a amostra 10 —
eluida da mesma frag#o intermediéria.

As amostras isoladas apés a CLC e evaporagdo dos solventes
apresentaram-se inodoras, com cristais com aparéncia de pé fino e
higroscépicas, exceto as amostras 9 e 10 oriundas de material in vitro (calos),
que apresentaram odor adocicado (rapadura) e cristais com aparéncia de pé um
pouco mais grosso.

As substincias isoladas foram caracterizadas pelo seu fator de retengéio
(Rf), que consiste na relagéo entre a distdncia percorrida desde a origem pela
substdncia em estudo e a distdncia percorrida desde a origem pela fase mével,
sendo esse valor obtido a média de trés placas. As manchas foram reveladas em
atmosfera saturada de iodo.

A espectrofotometria de infravermelho (IV) foi obtida foi utilizando-se
espectrometro modelo FTIR — 8201 A- Shimadzu, empregando-se pastilhas de
KBr como suporte.

As substincias isoladas dos extratos brutos hexanico do material vegetal
in vitro foram submetidas a reag3es para a caracterizagdo dos principais grupos
de substincias vegetais de interesse, por meio de reagdes quimicas especificas
que resultaram no desenvolvimento de coloragdo e/ou precipitado caracteristico,
conforme modelo de triagem fitoquimica preconizado por Matos (1988),

utilizando-se os reagentes descritos na Tabela 48.
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TABELA 48. Reagentes utilizados na identificagdo das classes de metabélitos
presentes em material vegeta de Rudgea viburnoides.

Classe de metabdélito

Reagentes

Acidos orgénicos
Agucares redutores
Polissacarideos
Proteinas e aminoécidos
Lactonas e Sesquiterpenlactonas
Azulenos

Carotendides

Esteréides e Triterpenoides
Depsidios e depsidona
Cumarinas

Saponinas

Taninos

Flavondides

Flavonéides

Alcaléides

Alcaldides

Alcalbides

Alcaldides

Antraquinonas

Purinas

Catequinas

Reativo de Pascova

Reativo de Fehling

Lugol

Reativo de Molish
HONH;+CI-10 % /KOH 10 % /FeCl; 1 %
Reativo de Kaiser

Acido trifluoracético

Reagdio de Liebermann-Burchard
Eter /Metanol /FeCl,

Eter /NaOH IN /luz U.V.
Solugdio de etanol a 80%
Solugdio 4cida de cloreto férrico a 1%
Teste de cianidina

Solugdo acidificada / magnésio
Reagente de Bouchardat

Reativo de Mayer

Reativo de Dragendorff

Reativo de Bertrand

Reagdio de Borntriinger

HCI1 6N/H;0, 30 %

Vanilina 1 % / HCI

Os calos provenientes de material vegetal cultivado in vitro obtidos em
meio contendo 2,4-D (amostra 5) e 2,4-D + ANA (amostra 6) foram submetidos

a secagem em estufa ventilada a 45° C e pesados (6,9555 g). Posteriormente, o
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material foi triturado em cépsula de porcelana com torpedo e colocado em
metanol por 8 dias em local protegido da luz. Em seguida, filtrou-se em funil de
Bilchner, evaporou-se em evaporador rotatdrio, concentrou-se e levou-se a
estufa a 40 °C para completa evaporagfo do solvente.

As amostras de calos foram diluidas em metanol e também submetidas a
CLC e monitoradas conforme metodologia anterior. Posteriormente, foram
submetidas a testes de solubilidade, determinago do ponto de fusdo,
espectrometria de IV ¢ RMN.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 49 estdo relacionadas as principais caracteristicas das
substéincias isoladas.

TABELA 49. Caracteristicas das substancias isoladas apés a cromatografia
liquida de coluna (CLC) e evaporagio dos solventes:
UFLA/DQ], Lavras - MG, 2002.

Substdncia Origem Coloragio P.F(°C)'  Solubilidade v

Amostral  Folha Branca/ 46 -48 Metanol  Fig. 4648
amarelada

Amostra2 RaizM  Amarela 220-230 Metanol Fig. 49

Amostra3 RaizM Résea 270275 Metanol

Amostra4  Caule Bege 218-230 Metanol Fig. 50

Cloroférmio
Amostra 5 Calo Marrom Acido

acético/Agua
Amostra 6 Calo Marrom Acido

acético/Agua

"Ponto de fus#io;

As amostras foram, em sua maioria, solliveis em metanol e na mistura

dcido acético/gua, indicando tratar-se de substéincias com cardter altamente

147



polar. O ponto de fusio das substincias pode ser considerado alto para
substéncias orgdnicas; entretanto, ndo ocorreu decomposigao.
De forma geral, as substincias isoladas foram soliveis nos mesmos

solventes nos quais seus respectivos extratos brutos foram extraidos (Tabela 50).

TABELA 50. Solubilidade dos estratos brutos hexanico (H), cloroférmico (C),
acetato de etila (AE) e metanol (M), das substéncias isoladas ap6s
CLC e evaporagdo dos solventes'. UFLA/DQI, Lavras — MG,

2002,
Amostra Origem Extrato H C AE M HO
bruto
1 RaizM H S S S PS I
2 Raiz M H S S S PS I
3 Folha H S S S PS I
4 Caule AE S S S PS I
5 Calo M I PS S S PS
6 Calo M PS PS I S PS
!'S = soliivel
PS = pouco solivel
I = insolivel

A triagem fitoquimica realizada nas substincias isoladas indicou a
presenga de taninos, agicares redutores na folha, caule € raiz ¢ alcaléides no
caule (Tabela 51), comprovado pelos testes de solubilidade, inferindo-se a
presenga de grupos hidroxilicos € aminicos altamente polares nessa classe de
compostos.

Os espectros de IV, obtidos dos extratos foliares, das figuras 46 — 48 sdo
similares, apresentando sinais de absor¢do bem caracteristicos. No intervalo de
3500 — 3000 cm™, observa-se uma banda larga, a qual ¢ atribuida & presenga de
ligagdio O-H de 4lcoois primérios, secundérios ou tercidrios, sobrepostos com
grupos metilas (-CHj), metilénicos (-CH;) e metinicos (-CH) presentes. A

presenca de duplas ligages é evidenciada pelo sinal forte em 1610 — 1608 cm™.
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Na regido compreendida entre 1400 — 1380 cm™ (Figura 54), observa-se um
duplete, o qual é caracteristico de ramificagdo isopropila. Esses provém da
interagio das deformacgdes angulares simétricas do CH; de ambos os
grupamentos metila em fase e fora de fase. A presen¢a de um sinal centrado em
1053 — 1026 cm™ confirma a presenga da ligagiio C-O de élcoois, que de acordo
com a literatura, pode ser caracteristica de alcoois . A feigdo de espectro na
regido entre 3500- 1026 cm™, aliado a presenca dos sinais de 1053 a 1026 cm™,

inferiram que se tratava de um agcar.

TABELA 51. Reagdes observadas nos extratos hexanicos da folha, caule e raiz.
UFLA/DQI, Lavras — MG, 2002.

Reagdo Folha Caule Raiz

Taninos + + +
Flavonoides - - -
Alcaléides - + -

Os espectros de IV, obtidos dos extratos do caule, das figuras 49 e 50,
apresentam-se bastante similares. Nesses, observa-se no intervalo compreendido
entre 3500 — 3000 cm™ uma banda larga, a qual é atribuida a presenca da ligagio
O-H de élcoois primarios, secundérios ou tercidrios, sobrepostos com grupos
metilas (-CH;), metilénicos (-CH;) e metinicos (-CH). A presenga de duplas
ligagdes ¢ evidenciada pelo sinal centrado em 1600 — 1608 cm™, conjugado com
um sinal centrado em 1400 cm™. Na regido compreendida entre 1150 — 1085 cm™,

observa-se um sinal fraco o qual ¢ atribuido a deformag#io axial assimétrica de
C-0-C.
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FIGURA 46. Espectro no infravermelho da amostra de folhas de Rudgea
viburnoides obtidas in vivo. UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 47. Espectro no infravermelho da amostra de folhas de Rudgea
viburnoides obtidas in vivo. UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 48. Espectro no infravermelho da amostra de folhas de Rudgea
viburnoides obtidas in vivo. UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 49. Espectro no infravermelho da amostra de raizes média de Rudgea
viburnoides obtidas in vivo. UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002
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FIGURA 50. Espectro no infravermelho da amostra de rafzes média de Rudgea
viburnoides obtidas in vivo. UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.
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Os valores de Rf (fator de reten¢éio) obtidos estdo apresentados na

Tabela 52. Todos os valores foram obtidos por média de trés repeti¢des.

TABELA 52.-Valores de Rf das substincias isoladas e misturas bindrias
utilizadas nas cromatoplacas. UFLA/DQI, Lavras — MG, 2002.

Amostra Solubilidade Eluentes Rf Figura
2 Metanol  Metanol/Acido.acético (1:9) 0,88 51
3 Metanol  Metanol/Acido acético (3:7) 0,84 52
4 Metanol  Metanol/Acido acético (3:7) 0,92 53
6 Metanol  Metanol/Acido acético (3:7) 0,90 54
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FIGURA 51. Cromatogramas da amostra 2 desenvolvidas em metanol e acido
acético 1:9 e reveladas a exposig¢do a vapores de iodo. UFLA/DQI,
Lavras - MG, 2002.

FIGURA 52. Cromatogramas da amostra 3 desenvolvidas em metanol ¢ acido
acético 3:7 e reveladas & exposigio a vapores de iodo.
UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.
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FIGURA 53. Cromatoplacas da amostra 4 desenvolvidas em metanol e 4cido
acético 3:7 e reveladas a exposigio de vapores de iodo.
UFLA/DQ]I, Lavras - MG, 2002.

FIGURA 54. Cromatoplacas da amostra 6 desenvolvidas em metanol e acido
acético 3:7 e reveladas a exposicdo de vapores de iodo.
UFLA/DQI, Lavras — MG, 2002.

Observa-se pelos dados da Tabela 51 e das Figuras 53 ¢ 54, que os
valores de Rf sdo praticamente os mesmos, utilizando-se a mesma mistura

binaria metanol/acido acético (3:7). Assim, infere-se que o composto majoritario
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presente na amostra 4 provavelmente estard presente na amostra 6. No entanto,
ndo se pode dizer o mesmo sobre as amostras 2 ¢ 3, em que os valores sdo
diferentes.

Na Figura 55 encontra-se o espectro de massa da substincia isolado, do
material vegetal (caule, raiz) de Rudgea viburnoides. UFLA/DQ], Lavras - MG,
2002.

i Library Ssarched 1 c.\uﬁm:\mnn.:.
Qualrity 3

Abundance

€600 .

14
1 1=} -CARYCPAYLLEWE CXIDE _
’ Scan 481 (16.284 min): 34.D (%)

¢ 1 19

. 108
S5
159

n

4000 ] . ' . -

0 ]
300 a53

afzees 40 0 . ;
DR t

8000 J
.

6000

4000 J

2000 4

0 A
w/zee> 4

i € @0 100 130 140

FIGURA 55. Espectro de massa da substincia isolada de material vegetal (caule
e raiz) de Rudgea viburnoides. UFLA/DQI, Lavras — MG, 2002
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Os espectros de massa das substincias isoladas do caule e da raiz,
apresentaram como composto majoritirio o 6xido de cariofileno hidroxilado,

com peso molecular de 253 g/mol e de férmula molecular C,sHs0; (Figura 56).
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FIGURA 56. Representagfio grafica da estrutura molecular da substincia isolada
do caule e raiz de Rudgea viburnoides. UFLA/DQI, Lavras — MG,
2002.

O cariofileno, provavelmente o precursor basico, também denominado
de B-cariofileno, possui o nicleo do cariofilano : dois ciclos, o0 maior com nove

atomos de cariofileno, e o segundo do dimetil ciclo butano e ligagdes duplas
(Figura 57).

CH;

cariofilano .
cariofileno

FIGURA 57. Representagio grafica da estrutura do cariofileno e do cariofilano.
UFLA/DQI, Lavras - MG, 2002.

No entanto, para uma elucidagéo final da posigdo das duas hidroxilas, ha
necessidade de outras anlises.
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7 CONCLUSOES

Isolaram-se trés substincias dos extratos de folhas, caules e raiz. As
anélises fisico-quimicas e espectrométricas mostraram que, uma das substéncias
presentes nas folhas é um aglicar, ao passo que no caule e na raiz, foi encontrado
como constituinte no caule e raiz o 6xido de cariofileno, composto de férmula

molecular C,sH;50; e peso molecular de 253 g/mol.

8 CONSIDERACOES GERAIS

Neste trabalho, cujo objetivo foi estabelecer um protocolo eficiente para
propagagdo in vitro e estudo dos compostos secundarios presentes na espécie, foi
realizada uma série de estudos preliminares.

Foram utilizadas pléntulas provenientes da germinag@io de embrides
zigéticos, uma vez que a utilizagdo de material proveniente da germinagdo de
sementes foi invidvel, pois a grande maioria das sementes em condi¢des de
campo encontram-se comprometidas pelo ataque de brocas e posterior infestagfo
por agentes patogénicos. A cultura dos embrides sadios teve éxito e a partir
desse momento todo o material vegetal utilizado provinha dessa fonte.

Na tentativa de induzir a calogénese, foi tentada a utilizagdo de
explantes foliares e caulinares jovens de plantas in vive. Contudo, o indice de
contaminagio, mortalidade e oxidagio dos explantes tornou inadequada a sua
utilizag#o.

Em Rudgea viburnoides, a utilizagdo de BAP néio diminuiu o tamanho
das brotagdes. Contudo, observando-se que o tamanho de brotagdes no nivel de
4,0 mg.L-' foi de 3,0 cm e que o niimero de brotagdes totais < 1,0 foi de 5,6;
infere-se que a espécie tem um grande potencial de brotagdo, e um alongamento

maior viabilizaria sua utilizagdio na multiplicag#io. Verificou-se que a maior
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contribui¢io ao rendimento de segmentos nodais total provém dos brotos
adventicios. Para algumas espécies, a combinagio de auxina e citocinina parece
ser positiva no incremento do niimero e altura de brotos. Por outro lado, seria
interessante estudar o efeito do GA; em baixas concentragdes com o objetivo de
estimular o alongamento dos brotos axilares, pois conforme visto por meio da
da estimativa total de rendimento de segmentos nodais (ERTSN), verifica-se que
apesar de ocorrer aumento do niimero de brotos como efeito do BAP, esses ndo
possuiam um comprimento ideal para um posterior subcultivo.

No presente trabalho, a auxina foi adicionada ao meio e, dessa maneira,
sua presenga ocorreu durante todas as fases de rizogénese. Parece, como foi
verificado em outras espécies, principalmente nas espécies frutiferas, que a
presenca de auxina durante as outras fases de enraizamento pode ser inibitéria.

Uma questdo a ser estudada é o efeito das condi¢des de luminosidade,
uma vez que, em algumas espécies, a rizogénese é estimulada pela condigdio de
baixa luminosidade, como observado quando da adi¢io de carvdo ativado em
algumas culturas.

Uma outra consideragio quanto ao enraizamento é o estudo da
possibilidade de enraizamento ex vifro utilizando apenas pulsos de exposigdo
dos segmentos a auxinas ou auxinas menos estiveis. O que sempre deve ser
levado em considerag#io ¢ minimizar os gastos com mé#o-de-obra, evitando-se o
méximo possivel uma fase especifica de alongamento in vitro.’ |

Foi tentada a aclimatagio da cultura utilizando-se os segmentos
enraizados in vitro e plantando-os apds “toalette” dos propagulos em bandejas
contendo como substrato Plantimax ® em estufa e protegendo-se as plantulas
com sombreamento, mas houve um baixo rendimento de plantas vidveis, sendo

necessario o estudo de um outro substrato ou condi¢gdes ambientais.
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A observagdo quanto a diferenga de indugfio de calos de material recém-
germinado, ou seja, ap6s um tinico subcultivo, comparado com o material varias

vezes subcultivado, merece um posterior estudo mais detalhado.
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