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RESUMO

PAIVA NETO, Vespasiano Borges de. Comportamento “in vitro" de tecido foliar e
segmento nodal de moreira (Chlorophora tinctoria {L.) Gaudichaud). Lavras,
UFLA, 1986. 39p. (Dissertacado - Mestrado em Fisiologia Vegetal).

Objetivando estudar o comportamento “in vitro" de tecido foliar e segmento nodal
de Moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud), explantes oriundos desses tecidos
foram inoculados em meio WPM acrescido ou n&o de reguladores de crescimento. Em
seguida, utilizou-se os explantes mantidos no tratamento controle e no tratamento com
regulador de crescimento que resultou em maior formagéo de calogénese para obtengiio
de curva de ganho de matéria fresca e mudangas bioquimicas em diferentes periodos
de cultivo (3, 6, 12, 20 e 30 dias ap6s inoculagdo). Nossos resultados mostram que a
presenca de 28,8 uM de 2 4-diclorofenoxiacético (2,4-D) induziu calogénese e
rizogénese em tecido foliar, e apenas calogénese em segmentos nodais. A combinagdo
de 2,4-D e benzilaminopurina (BA) inibiu a formagéo de rizogénese em tecido foliar.
Explantes foliares cultivados na presenca de 2,4-D apresentaram maiores teores de
proteinas e aclicares redutores, e redugéo anterior nos teores de aminoacidos quando
comparados aos explantes cultivados na auséncia de 2,4-D. Explantes oriundos de
segmentos nodais cultivados na presenca de 2,4-D apresentaram teores superiores de
acUcares redutores, e teores semelhantes de proteinas e aminoacidos quando

"Orientador: Prof. PhD. Renato Paiva. Membros da Banca: Prof. Dra. Maria das Gracas
Cardoso e Prof. Dr. Moacir Pasqual.



comparados aos explantes cultivados na auséncia de 2,4-D. Esses fatores aliados ao
maior acumulo de matéria fresca, evidenciam uma maior atividade metabdlica nos
explantes cultivados na presenga de 2,4-D, em relagdo aqueles cultivados na auséncia
deste regulador. Foram detectadas redugdes nos teores de aminoacidos e agticares nos
periodos finais de cultivo dos explantes mantidos na presenca de 2,4-D. Essas redugdes
podem estar relacionadas com o esgotamentc das fontes reduzidas de nitrogénio e
carbono do meio de cultivo. Com isso, a sintese protéica também foi comprometida
neste periodo.



ABSTRACT

"IN VITRO” BEHAVIOR OF LEAF AND NODAL SEGMENT OF MOREIRA
(Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud).

With the objective to studying the "in vitro" behavior of leaf tissues and nodal segments
of moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud), explants were inoculated in WPM
medium supplemented or not with growth regulators. Explants maintened in the absence
and in the presence of growth regulétor that resulted into an increased formation of
callus were used for obtaining the gain curve of fresh matter as well as the biochemical
chances that occurred during different periods of culture (0, 3, 6, 12, 20 and 30 days
after inoculation). Our results show that the presence of 28,8 uM of 2,4
Dichlorophenoxyacetic acid (2,4-D) induced both calogenesis and rhizogenesis in leaf
tissue, and only calogenesis in nodal segment explants. Rhizogenesis was not observed
on callus formation from leaf tissue on medium containing both 2,4-D and
benzylminopurine (BA). Leaf explants grown in the presence of 2,4-D showed increased
levels of proteins and reducing sugars, and earlier reduction in amino acid levels as
compared with the explants grown in the absence of 2,4-D. Nodal segment explants
grown in the presence of 2,4-D showed higher levels of reducing sugars and similar
levels of proteins and amino acids as compared with the explants raised in the absence
of 2,4-D. These factors associated with the major fresh matter accumulation, suggest
the presence of an enhanced metabolic activity in the explants cultivated in the
presence of 2,4-D, relative to those cultivated in the absence of this growth regulator.
Decreases in the contents of amino acids and sugars were detected late in the period of
culture of explants. These decreases may be related to the deplecion of the reduced



sources of nitrogen and carbon in the culture medium. Thus, protein synthesis also was
affected in this period.



1 INTRODUGAO

Para obtencdo de sucesso de programas de preservacdo ambiental, faz-se
necessario o desenvolvimento de pesquisas que permitam produgdo continua e
numerosa de mudas das espécies nativas de cada regido. A utilizacao prioritaria destas
espécies visa a recomposi¢do da flora original do local, enfatizando a importancia da
utilizacéo de espécies frutiferas que servem como atrativo para fauna nativa.

Algumas destas espécies, no entanto, apresentam pouca ou nenhuma
producdo de sementes, ou ainda, produzem sementes dormentes. Nestes casos, torna-
se essencial o desenvoivimento de estudos que estabelecam formas alternativas para
producéo de mudas, principalmente aquelas espécies que encontram-se em processo
de extingdo.

Nos ultimos anos, a cultura de tecido tornou-se importante ferramenta na
tentativa de estabelecimento de metodologias de propagacéo de varias espécies. A
propagacéo de plantas pela via indireta, ou seja, através da indugéo de calos a partir de
explantes retirados da planta matriz, para posterior regeneragéo, propicia a obtencao de
grande numero de mudas. Entretanto, a reprodugio vegetativa de espécies lenhosas
possui alguns fatores que dificultam sua utilizagdo com pleno éxito. Entre estes, pode-se
citar a grande variabilidade genética existente em plantas de espécies nativas, bem
como, a presenca de substancias oxidantes no material usado como explante. Para
superar esses obstaculos, faz-se necessario o desenvolvimento de metodologias que
atendam as exigéncias da planta tornando o processo bastante especifico.

Por ser uma técnica que possibilita resultados bastante praticos, a cultura de
tecidos ainda necessita de informagOes béasicas para seu perfeito entendimento.
Estudos bioquimicos que possam caracterizar as possiveis mudancas que ocorram no



explante, culminando com indugcdo de calogénese, ainda estdo em fase inicial de
exploragédo. Baseado neste contexto, o presente trabalho possui carater pioneiro no que
se refere as espécies lenhosas nativas da regido do sul de Minas Gerais.

O conhecimento de mudangas biogquimicas e fisiolégicas que ocorrem durante
o crescimento de tecidos vegetais de espécies lenhosas mantidos "in vitro", podem
fornecer dados importantes relacionados ao processo de estabelecimento e
consequentemente, propiciar a otimizagdo das condiges de cultivo destas espécies.

O presente trabalho possui como objetivo principal, estudar o comportamento
“in vitro" de explantes foliares e segmentos nodais de moreira (Chlorophora tinctoria (L.)
Gaudichaud)



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DESCRIGAO DA ESPECIE (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud)

Pertencente a familia Moraceae, a moreira (Chlorophora tinctoria (L)
Gaudichaud) (Figura 1) pode ser encontrada em todas as regibes brasileiras recebendo
diversos nomes vulgares, como por exemplo: pau-brasil e pau-de-cores (CE),
amarelinho (GO), amora e amora-branca (SP, MG), Tajauba (RS), amoreira (BA, DF,
MG, MS, MT, PI, PR, PS), limdorana e tatajuba-de-espinho (AM), limorana (PA, AM,
MT); e ainda, na Argentina e na Venezuela, mora amarilla; na Bolivia, muruva; na
Colombia, brasil; no Equador, moral fino e no Paraguai, tatajyva (Carvalho, 1994).

A moreira esta na lista das espécies em extingdo no sul de Minas Gerais,
categoria vulneravel, sendo a sua conservagao genética feita "ex situ"; a espécie ja foi
extinta no municipio do Rio de Janeiro (Vieira, 1990).

Trata-se de espécie secunddria tardia, comum na vegetagdo de capoeirdes,
terrenos abandonados ou de pastagem, inicio de encostas e solos aluviais, bem
drenados e com textura arenosa a argilosa. Rara em floresta primitiva, é arvore longeva.
No norte de Minas Gerais, suporta periodo seco de até 6 meses. E uma espécie
considerada como padr&o de solos de alto nivel de fertilidade quimica (Carvalho, 1994).

A moreira produz grandes quantidades de frutos suculentos, bastante
apreciados pela fauna, seus principais dispersores. Suas sementes quando
armazenadas, perdem rapidamente a viabilidade. Possuem faculdade germinativa entre
30 e 70% (Carvalho, 1994).

Esta espécie é recomendada para arborizagdo de represas e reposigdo de
mata ciliar, e também para plantio de areas com solo permanentemente encharcados
(Torres e?al., 1992).



FIGURA 1 - Aspectos gerais de planta jovem de moreira
(Chiorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) mantida
em casa de vegetac&o. (LAVRAS - MG, 1996)

2.2 INDUGAO DE CALOS

Calos sao tecidos nac diferenciados, constituidos por massa de células
diferenciadas e desorganizadas que se desenvolvem como resposta a lesao quimica ou
fisica (Yeoman e Macleod, 1977). Em condigbes experimentais, a obtencdo de calos
esta intimamente relacionada com utilizagdo de reguladores de crescimento do grupo
das auxinas. Abbott (1978) afirma que producac de calos ou de células em suspensao,

para certas espécies mantidas "in vitro", sé podem ser conseguidas no escuro.



Calos sdo de grande importancia para estudo de fendémenos morfogenéticos
“in vitro®, bem como para obtengdo de variagcdes genéticas no explante inicial
(Hildebrandt, Riker e Duggar, 1946; Evans, Sharp e Funk, 1981). Além disso,
suspensdes de células (oriundas de calos de consisténcia friavel) tém sido utilizadas
para obtencdo de produtos secundarios, incluindo varios farmacos, representando
biotecnologia de grande interesse cientifico e comercial (Paula et al., 1990).

A desdiferenciac¢ao e inducdo de regeneragio de plantas a partir de calos séo,
muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum tempo de
experimentacao até obtengdo de protocolos para multiplicagdo (Grattapaglia e
Machado, 1990).

Segundo Pierik (1987), espécies lenhosas sdo mais dificeis de clonar “in vitro”
que espécies herbaceas, devido a maior variabilidade genética, menor capacidade
regenerativa dos tecidos, dificuldade, as vezes, de rejuvenescimento, menor taxa de
multiplicagao, dorméncia das gemas, maior concentragao de fendis, e dificuldade de se
manter plantas matrizes em casa de vegetac3o.

Alguns autores relatam sobre riscos de ocorréncia de variagdo somaclonal em
plantulas obtidas a partir de calos, como por exemplo Von Arnold (1987). No entanto,
para Ball (1987), Chalupa (1987) e Ahuja (1987), a constituicio morfogenética de
pléntulas regeneradas a partir de calos tem sido idéntica & planta mde, no caso de
Sequoia sempervirens, Betula pendula e Populus sp, respectivamente.

Teoricamente, para inducédo de formagéo de calos, qualquer tecido pode ser
utilizado como explante, em vista da totipoténcia das células vegetais. Na pratica,
entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior proporgéo de tecido
meristematico ou que tenham maior capacidade de expressar totipoténcia (Grattapaglia
e Machado, 1990). Segundo estes autores, explantes oriundos de tecidos jovens e com
maior atividade metabdlica s&o mais adequados para estimular formagdo de calos,
conferindo a estes maior facilidade para emitirem brotagdes novas e radiculas,
principalmente.

A época do ano em que é feita a coleta de material para inoculagao tem sido
considerado por Bonga (1987), como fator de grande importancia para o sucesso do
estabelecimento "in vitro". Lin, Wagner e Heidmann (1991) observaram que explantes



de Pinus ponderosa Dougl ex Laws coletados em outubro formaram gemas axilares,
enquanto que coleta realizada em fevereiro resultou em grande producéo de calos.

De acordo com Siqueira e Inoue (1992), em explantes de inflorescéncia de
coqueiro, todos os tratamentos utilizados induziram iniciacdo de calos, o que ocorreu
também com tecido de folha da planta adulta. Segundo estes autores, o sucesso foi
obtido provavelmente devido & passagem prévia dos explantes em meio liquido e
posterior transferéncia destes para meio sélido, ou pela concentracdo de 24-
Diclorofenoxiacético (2,4-D) utilizada neste dltimo meio. O meio liquido predispGe mais
fortemente o explante & formacgao de calos, pela maior concentragdo, como também pela
melhor distribuicio e penetracao do 2,4-D nos tecidos. Estes autores afirmam, ainda,
que apenas 0 2,4-D ¢é suficiente para iniciar a formagéo de calos.

Para Amin e Razzaque (1993) trabalhando com Averroa carambola, a
regeneracdo completa de plantas é possivel usando cultura de calos obtidos de tecidos
de pléntulas. Neste caso, apesar de explantes de hipocdtilo responderem melhor do que
explantes de cotilédones, a regeneragdo de calos provenientes de cotilédones é
superior aquela de calos de hipocatilo. Esta diferenca de resposta pode ser atribuida as
diferengas no estagio fisiolégico dos dois explantes. De acordo com Litz e Conover
(1980), foliculos de Averrhoa carambola em transigdo da coloragéo avermelhada para
verde, sdo mais indicados como explantes para indugdo de calos.

Um problema frequentemente encontrado durante o isolamento de explantes é
a oxidacao de compostos fendlicos que séo liberados pelas células danificadas com o
corte. Os produtos da oxidagdo sdo toxicos ao resto do explante e se difundem no meio
de cultura, escurecendo-o. Este problema é particularmente sério no isolamento de
explantes de espécies lenhosas, pois os tecidos destas espécies sdo mais ricos em
compostos fendlicos, precursores da sintese de lignina (Grattapaglia e Machado, 1990).

Segundo Deschamps (1993), a utilizagdo de brotagdes provenientes do campo
para multiplicacdo “in vitro” de sarandi (Sebastiana schottiana MUELL. ARG., var.
Schottiana), resultou em grande escurecimento do meio de cultura, devido a exsudagéo
de fendis e consequentemente oxidagdo. O autor sugere a utilizagio de brotacGes de
plantas mantidas em casa de vegetacéo, para obtencdo de explantes mais uniformes e
com melhor estado sanitario para a propagacao “in vitro”.



2.3 MEIO DE CULTURA

O sucesso no estabelecimento e crescimento de células vegetais “in vitro"
geraimente € determinado pela natureza do explante e composigéo dos nutrientes do
meio. A alta concentracao de sais no meio, pode favorecer o crescimento de calos e
morfogénese, e torna-lo inapropriado para crescimento de raizes excisadas, anteras, e
orgéos florais (Ozias-Akins e Vasil, 1985).

Estudos do efeito do meio de cultura na propagagéo “in vitro” de pistachio
(Pistachio vera L. cv. Mateur) mostraram que formacgdo de calos e multiplicagéo de
ramos foram maiores em meio "MS" (100% de formacdo de calos e 88,9% de formacéo
de ramos). Todavia, havia mais folhas cloréticas que nos outros meios testados: Knop,
Woody Plant e Anderson (Abousalim, 1991 ).

A faixa de temperatura utilizada em cultura de diversas espécies florestais esta
entre 20 e 28 °C constantes, ou com alternancias de 25-20 °C dia/noite (Chalupa,
1987a). Temperaturas acima de 30 °C sdo desfavoraveis ndo sé as plantas, mas
também porque aumentam a evaporagdo de agua do meio de cultura, tornando-o mais
concentrado, o que pode resultar em toxidez (Grattapaglia e Machado, 1990) .

A adicéo de reguladores de crescimento tem o objetivo principal de suprir as
possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que se
encontram isolados das regidbes produtoras na planta-matriz. Simultaneamente, a
adicdo de reguladores de crescimento estimula certas respostas, como: crescimento e
alongamento ou multiplicacdo da parte aérea. Estas respostas dependem do estado
fisioloégico dos explantéé, 0 que esta relacionado com a época do ano e estado geral da
planta-matriz.

Trabalhando com organogénese parcial de Averrhoa carambola, Litz e
Conover (1980) concluiram que altas taxas de citocinina (2iP) e baixas taxas de auxina
(2,4-D) induziram formacdo de calos de coloragéo verde claro; altas concentragdes de
2.4-D resultavam em calos mais fridveis, porém inadequados; altos niveis de citocinina
resultaram na inibic&o do crescimento de calos, mas foram essenciais a regeneragdo da
planta. A formulagéo otima de reguladores de crescimento para a inducdo de calos
resultou da combinagdo de 1-2 mg/L de 2iP e 0,2 mg/L de 2,4-D. Ainda de acordo com



estes autores, em contraste as folhas jovens, explantes de folhas maduras foram
insensiveis a inducdo de calos por 2iP, e a indugdo e crescimento dos calos foram
claramente dependentes da auxina 2,4-D.

Todavia, no estudo realizado por Amin e Razzaque (1993) em plantulas de
Averrhoa carambola, nao foi necessario o uso de 2,4-D para a indugdo de calos, os
quais foram obtidos em meio "MS" com metade da concentrag@o dos principais sais, e
contendo 0,5-2,0 mg/L de BA e 0,1-0,5 mg/L. de ANA.

Para obter sucesso na calogénese de arvores de Caesalpinia pulcherrima com
20 anos de idade, Rahman et al. (1993), testaram diferentes combinagGes de auxinas
(AlA; ANA; 2,4-D; AIB) e citocininas (BA e Cinetina) em meio "MS", e os melhores
resultados foram obtidos em meio contendo ANA somente, e 2,4-D em combinagso,
exceto com BA. Neste caso, o uso do 2,4-D também foi dispensavel para obtencéo de
calogénese.

A propagacéo "in vitro" de Bauhinia purpurea utilizando-se gemas axilares é
considerada um sucesso, apesar de lenta. Na tentativa de estabelecer um método mais
rapido de propagacéo, explantes foram preparados a partir de ramos jovens de arvores
de 15 a 18 anos de idade e colocadas em meio "MS" contendo varias concentracdes de
auxinas e citocininas, ambas isoladas, ou em combinagdo. Apds 45 dias, explantes
cultivados em 10 uM de 2,4-D foram inteiramente convertidos em calos, que apds
mudanca de meio, resultou no restabelecimento da planta (Anjani-Kumar e Kumar,
1892).

Calos foram obtidos de explantes de folhas e cotilédones de Anacardium
occidentale L. cultivados em meio Schenk & Hildebrandt com adigdo de ANA (3,0-6,0
mg/L) e BA (0,8-1,0 mg/L) (Leva e Falcone, 1990).

Kamenicka e Rypak (1989), relataram que o mais ativo crescimento de calos
de ‘Aesculus hippocastanum foi encontrado na presenga de cinetina, 2,4-D e quelato de
ferro, e que a dtima concentragdo de mic-inositol neste meio foi inferior a 150 mg/L.



2.4 ANALISES BIOQUIMICAS

Apesar de calos serem tecidos ndo diferenciados e crescerem como grupos de
células desorganizadas (Yeoman e Macleod, 1977). estes podem apresentar
composi¢cdo bioquimica e exigéncias distintas em relagdo ao explante de origem (Phan,
Do e Hegedus, 1987).

Pesquisas tém sido realizadas em alguns paises com o intuito de estudar o
requerimento de diferentes tecidos de plantas mantidos "in vitro”, visto que estes tecidos
e até orgaos isolados perdem ou diminuem a capacidade de sintetizar seu proprio
suprimento de carboidratos, muitas vitaminas, e substancias de crescimento (Ozias-
Akins e Vasil, 1985).

Analises realizadas por Mezzetti, Rosati € Casalicchio (1991) com relagdo a
absorgdo de K, Mg, Ca, Fe, Zn, Mn, Cu e carboidratos por explantes nodais de Actinidia
deliciosa demonstram que quase todos estes elementos e os carboidratos foram
absorvidos durante os primeiros 30 dias de cultura. Calos foram os principais sitios de
acumulo de todos minerais e também carboidratos.

Sacchi, Morgutti e Abruzzese et al. (1995), também trabalhando com
subcultura de calos de A. deliciosa, constataram que ocorrem importantes alteragdes
metabdlicas durante o periodo de cultivo, sendo que, estas alteragfes parecem nao ser
severas o suficiente para inibir o crescimento do calos.

As analises de aminoé&cidos, aglcares redutores, agucares solGveis totais
realizados em material vegetal mantidos "in vitro" (Sacchi, Morgutti e Abruzzese et al.,
1995); e sacarose, glicose, frutose e ions inorganicos realizadas no meio de cultivo
(Mezzetti et al., 1991a; Kozai et al. 1991), forneceram valores bastante uniformes,
resultando em variagGes minimas de desvio padrdo, seja no material vegetal ou no meio
de cultivo.

Wann et al. (1987) conseguiram diferenciar bioquimicamente calos
embriogénicos de calos ndo-embriogénicos de Picea abies. Trabalho semelhante foi
realizado por Rajyalakshmi et al. (1991), demonstrando a existéncia de polipeptideos
especificamente associados com calos embriogénicos e nio-embriogénicos de folhas de
trigo (7Tnticum aestivum). Estes Gltimos autores mostraram, ainda, que o conteudo de
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proteina solivel na base de peso fresco, também difere entre os tipos de calos. Ja
Coleman e Emst (1991) conseguiram detectar diferentes proteinas envolvidas com 0
processo de calogénese e com o processo de regeneracéo de parte aérea, a partir de
explantes de ramos intemodais de Populus deltoides.

Segundo Phan, Do e Hegedus (1987), de forma geral, em plantulas obtidas “in
vitro”, os aclcares solliveis e compostos fenodlicos diminuem, enquanto os acidos
organicos e proteinas sollveis tendem a aumentar. Porém, calos obtidos desses
explantes apresentam maior conteido de compostos fendlicos e aglcares nao-
redutores. Essas caracteristicas bioquimicas e metabdlicas dos calos podem ter sido
modificadas durante seu crescimento, influenciando consequentemente, as suspensdes
de células obtidas nas condicdes de meios de cultivo e incubagéo adotadas.

Ao estudarem a presenca de substancias esterdides em células intactas e
cultura de células de Yucca gloriosa, Gogoberidze, Mamaladze e Zambakhidze (1992)
detectaram algumas mudancas epigenéticas durante o processo de diferenciagéo.
Ambas composicOes quantitativa e qualitativa de esterdides glicosideos e sapogeninas
foram sujeitas a alteragbes. A atividade da p-glicosidase ndo foi observada em
suspenséo de células de Yucca gloriosa. No entanto, a composicido de esterdides
glicosideos e saponinas é restaurada em plantas regeneradas.

A acao da invertase na absorgio dos aglicares do meio tem recebido atencio
especial nos estudos de nutricdo de tecidos vegetais mantidos “in vitro". Segundo Kozai
et al. (1991), o decréscimo nos teores de sacarose no meio é acompanhado pelo
aumento nas concentracGes de glicose e frutose. Por outro lado, Mezzetti Conte e
Rosati (1991) afirmam que a absorgio de sacarose pelos explantes nio posSsui
correlagéo com o decréscimo no meio. Isso ocorreria devido a fatores como hidrélise da
sacarose nos monossacarideos glicose e frutose durante o processo de autoclavagem.

Avaliando parametros de crescimento de suspens3o celular de Picea glauca-
engelmannii e P. mariana Mill, Lulsdorf et al. (1991) encontraram correlagdo positiva
(0,98) nos parametros de crescimento em ganho de MF e MS. Estes autores afirmam
ainda que na maioria dos casos, a limitagio do crescimento "in vitro" esta relacionado
com suprimento de carboidratos, e ndo com fornecimento de amonio, nitrato e potassio.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 INDUGAO DE CALOS
3.1.1 OBTENGAO DO MATERIAL VEGETAL

O material foliar (1° e 2° folhas totalmente expandidas) e o segmento nodal
(parte terminal dos ramos) foram obtidos de plantas matrizes de aproximadamente 18
meses de idade, mantidas em sombrite (30% de sombreamento). Apos retirados, os
materiais foram colocados em recipientes contendo agua destilada e autoclavada até a
chegada no laboratorio. Em seguida, as folhas foram separadas dos segmentos nodais,
e posteriormente, ambos foram seccionados em segmentos menores para realizagcao do
processo de desinfestagdo.

3.1.2 DESINFESTAGAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi desinfestado superficialmente em camara de fluxo
laminar, utilizando-se primeiramente imers&o em etanol 50% (v/v) por 30 segundos para
folha e etanol 70% (v/v) por 60 segundos para segmento nodal. Em seguida, utilizou-se
imersdo em agua sanitéria 50% (v/v) por 5 minutos para folha e 15 minutos para
segmento nodal. Apds realizagdo do processo de desinfestacéo, os materiais vegetais
foram lavados trés vezes em agua destilada e autoclavada para remogdo do excesso
das solugdes desinfestantes.
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3.1.3 PREPARO DOS EXPLANTES

Apbs a realizagdo do processo de desinfestagdo, o material vegetal foi
transferido para placas de Petri esterilizadas contendo papel de filtro, onde sofreram
cortes longitudinais e transversais para eliminagio da nervura central e bordas laterais
do terco médio das folhas; e extremidades e pontos de insercdo das folhas nos
segmentos nodais. Ao final do preparo, obtiveram-se explantes foliares com 1 cm® e
segmentos nodais com 1.5 cm de comprimento, aproximadamente.

3.1.4 INOCULAGAO DOS EXPLANTES

Apds o preparo dos explantes, ainda em camara de fluxo laminar, estes foram
inoculados em tubos de ensaio 15,0 x 2,5 cm contendo Wood Plant Medium (Llyod e
McCown, 1980) (Tabela 1), acrescido ou ndo dos reguladores de crescimento (Tabela
2). O meio foi previamente autoclavado a 121 °C por 15 minutos, e o pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem. Foi inoculado 01 explante/tubo. Apés a inoculagdo, os tubos
foram mantidos em sala de crescimento, no escuro, a temperatura de 26 + 2 °C por um
periodo de 30 dias, sendo avaliada a indugdo de calogénese nos seguintes periodos: 3,
6, 12, 20 e 30 dias ap6s a inoculagdo. O delineamento estatistico adotado foi o
inteiramente casualizado com 3 repetigdes por tratamento, sendo que cada repeticdo
era composta por 6 tubos. Os dados foram submetidos a andlise de variancia,
utilizando-se os niveis de significancia de 1 a 5% para o teste de F. As médias foram
comparadas aplicando-se o teste de Tukey ao nivel de 5%.

3.1.5 PRODUGAO DE MATERIAL "IN VITRO" PARA ANALISE BIOQUIMICA

Foram escolhidos o tratamento controle e o melhor tratamento com uso de
reguladores para a realizagdo das andlises bioquimicas. Desta forma, foi feita a
inoculagéo dos explantes, seguindo a metodologia descrita no item 3.1.4. Nos

BIBLICGTSC: . SNYRAL ~ UFLA ‘
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periodos 0O, 3, 6, 12, 20 e 30 dias ap6s inoculagdo, foram realizadas pesagens, seguidas
de congelamento dos explantes em nitrogénio liquido e manutencdo em freezer a -80 °C
até a extragdo das macro e micromoléculas. Cada pesagem foi composta de trés
repeticoes, com seis explantes por repeticdo. Os dados obtidos com as pesagens foram
utilizados para acompanhar o crescimento médio dos explantes ao longo do

experimento.

TABELA 1 - Composic&o basica do meio Wood Plant Medium (Lloyd e McCown, 1980)

Compostos Concentragao final (mg/L)
NH4NO; 400,00
Ca(NOs)..4H,0 556,00
K2SO, 990,00
CaCl,.2H.0 86,00
KH,PO, 170,00
HsBOs | 6,20
Na;Mo0,.2H,0 0,25
MgS0..7H0 370,00
MnS0,.4H,0 22,30
ZnS0,4.7H,0 8,60
CuS0,4.5H,0 0,25
FeS0,4.7H0 27,80
Na, EDTA 37,20
Tiamina.HCI 1,00
Acido nicotinico 0,50
Piridoxina.HCI 0,50
Glicina 2,00
Inositol 100,00
Sacarose 20.000,00

Agar

6.000,00
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TABELA 2 - Reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura WPM, para
inducdo de calos em explantes de moreira (Chlorophora tinctoria (L))
Gaudichaud) (LAVRAS, 1996).

Tratamento Composicao
O (controle) sem reguladores de crescimento
1 28,8 uM de 2,4-D
28,8 uM de 2,4-D + 2,22 uM de BA
3 28,8 uM de 2,4-D + 4,44 uM de BA

3.2 CARACTERIZAGAOQ BIOQUIMICA
3.2.1 EXTRACAO DE MICRO E MACROMOLECULAS

Anteriormente ao processo de extragdo, foi realizada homogeneizagao do
material vegetal, para retirada da amostra. Esse processo foi necessario, em funcéo da
obtencado limitada de material vegetal. A extracdo foi realizada através de maceracdo
das amostras em almofariz & temperatura de aproximadamente 4 °C , utilizando-se
etanol 80% (v/v) como extrator de aglcares redutores, aclcares sollveis totais e
aminoacidos. A relagdo de extracdo foi 1:10 (p/v). Em seguida, foi realizada
centrifugacdo a temperatura de 4 °C (10 min; 3000.g), sendo o sobrenadante recolhido.
O processo foi repetido com a re-suspensédo e recentrifugacdo do precipitado, e o
sobrenadante foi adicionado ao contedo da primeira extracdo, seguida de
homogeneizagdo e quantificacdo. O precipitado da segunda extracéo foi re-suspenso
em NaOH 0,1 N, seguindo a relagdo 1:4 (p/v), e centrifugado & temperatura de 4 °C (10
min; 3000.g), para extragdo de proteinas soluveis totais. O processo foi repetido e o
sobrenadante das duas extragGes foi recolhido e homogeneizado para realizacio das

quantificactes das amostras.



3.3 QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS, ACUCARES REDUTORES E AGUCARES
SOLUVEIS TOTAIS

As determinacdes dos teores de aminoacidos, acucares redutores (AR) e
acucares soluveis totais (AST) nos extratos obtidos com a extracdo em etanol 80%,
foram feitas através de reacdes colorimétricas pelo método da ninhidrina (Cocking e
Yemm, 1954), método do dinitrosalicilato (Miller, 1959) e método da antrona (Hodge e
Hofreiter, 1962), respectivamente. Para quantificacdo dos aminoacidos livres adicicnou-
se em tubo de ensaio, uma aliquota do extrato, juntamente com 0,5 mL de tampéao
citrato 0,2 M (pH 5,0), 0,2 mL do reagente de ninhidrina e 1,0 mL de KCN 2%. O
contetdo do tubo foi, entdo, agitado e colocado em banho-maria a 100 °C por 20
minutos. Apés o resfriamento, adicionou-se 1,3 mL de etanol 60% e realizou-se leitura
das amostras em espectrofotémetro no comprimento de onda 570 nm. Para
quantificacao dos agucares redutores utilizou-se uma aliquota do extrato e 1,0 mL de
Dinitrosalicilato, seguido de banho-maria a 100 °C por cinco minutos. Apos resfriamento,
realizou-se leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda 540 nm. A
quantificacdo de acgucares consistiu na adigao de 2,0 mL do reagente de antrona e
aliquota do extrato, seguido banho-maria por trés minutos. Apds resfriamento, realizou-
se leitura em espectrofotémetro no comprimento de onda 620 nm. Na determinacéo de
ambos agucares e de aminoéacidos, utilizou-se glicose e glicina como padréo,

respectivamente. Foram realizadas trés leituras por amostra.

3.4 QUANTIFICAGAO DE PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS

Os teores de proteinas resultaram da quantificacdo de aliquotas das extracdes
com etanol 80% e NaOH 0,1 N. Para tal, utilizou-se o método de Bradford (1976), que
consiste na reacdo colorimétrica entre as proteinas de uma aliquota do exirato e o
reagente de comassie blue G-250. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro no
comprimento de onda 595 nm, usando a SoroAlbuminaBovina (BSA) para

determinacao da curva padrao. Foram realizadas trés leituras por amostra.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 FOLHA DE MOREIRA
4.1.1 INDUCAO DE CALOS

Explantes foliares de moreira inoculados em meio WPM contendo de 28,8 uM
de 2,4-D acrescido ou n&o de BA em baixas concentragdes (2,22 uM e 4,44 uM) e
mantidos no escuro, resultaram na producdo de calos de aspecto friavel e coloragéo
amarelada (Figura 2). Resultados obtidos por Litz e Conover (1980), trabalhando com
explantes foliares de plantas jovens e adultas de Averroa carambola, demonstram que a
indugdo de calos fridveis somente foi possivel com a utilizagdo de 2,4-D em altas
concentragoes. Em Piper longum, a utilizagdo de baixas e elevadas concentracoes de
BA resultou na indugéo de brotagdes e calos fridveis, respectivamente (Bhat, Chandel e
Malik, 1995).

A presenca de calos foi detectada somente 20 dias ap6s inoculacdo (DAI)
(Figura 3), sendo que, nenhuma formacéo de calos foi detectada nos explantes do
tratamento controle (Figuras 2 e 3). Esses resultados demostram a necessidade do uso
de regulador de crescimento para indugdo de calogénese em tecidos foliares de
Chlorophora tinctoria.

O uso de 2,4-D isoladamente (T, = 28,8 uM), induziu calogénese e rizogénese
(Figura 2). A indugdo de rizogénese com utilizacdo de 2,4-D também foi relatada por
Rita e Floh (1995), trabalhando com calos obtido a partir de folhas de Cuphea ericoides.

A combinag&o de auxina com citocinina (T, = 28,8 uM de 2,4-D + 2,22 uM de
BA e T;= 28,8 uM de 2,4-D + 4,44 yM de BA) reduziu a percentagem de explantes
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com calos (Figura 3), e parece ter inibido a rizogénese (Figura 2). Segundo Ozias-Akins
e Vasil (1985), citocininas exégenas nem sempre sdo necessarias, e muitos tecidos
desenvolvem indefinidamente "in vitro" apenas com suprimento de auxinas. Ainda
segundo esses autores, o uso de citocininas em altas concentragdes (1-10 mg/L) pode
induzir a formagao de brotagbes adventicias, mas a formagéo de raizes é geralmente
inibida. As citocininas BA e Zeatina em concentracdes de 8 uM foram citadas por Meyer
e Van-Staden (1995) como responsaveis pela inibicdo do crescimento de calos obtidos

de folhas de Oxalis linearis.
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FIGURA 2 - Aspectos visuais do comportamento "in vitro" de explantes foliares de
moreira (Chiorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) cultivados por 30 dias
em meio WPM: T, = controle; T; = 28,8 uM de 24-D; T, = 28,8 uM de 2 4-
D + 222 uM de BA; Ts = 28,8 uM de 2,4-D + 4,44 uM de BA. (LAVRAS -
MG, 1996)

Ao contrario do aparente aumento em area apresentado por explantes foliares
cultivados nos tratamentos controle e 28,8 uM de 2,4-D, observa-se pela Figura 2, que
explantes cultivados nos tratamentos contendo 28,8 uM de 2,4-D e 28,8 uM de 2,4-D +
4,44 uM de BA apresentaram aspecto enrugado. Isto pode ser atribuido a um maior

crescimentc na face abaxial em relacdo a face adaxial do explante foliar.
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FIGURA 3 - Indugdo de calogénese em explantes foliares de moreira
(Chlorophora tinctoria (L) Gaudichaud) cultivados por
diferente periodos em meio WPM: T, = controle; T; = 28,8 uM
de 2,4-D; T, =288 uMde 24-D + 2,22 uyM de BA: e T; = 28,8
uM de 24-D + 4,44 uM de BA. Tratamentos seguidos da
mesma letra a cada conjunto de barras, nao diferem entre si
(Tukey 5%). (LAVRAS - MG, 1996)

4.1.2 CURVA DE CRESCIMENTO MEDIO EM MATERIA FRESCA (MF)

Para determinacdo da curva de crescimento médio em Matéria Fresca (MF) de
explantes foliares de moreira "in vitro", tecidos foliares foram inoculados em meio WPM
na auséncia ou presenca de 28,8 uM de 2,4-D, realizando-se pesagens nos periodos
previamente determinados. A escolha dos explantes cultivados na presenca de 28,8 uM
de 2,4-D, foi devido a elevada porcentagem de calogénese induzida por este tratamento
(Figura 3).

Os resultados indicaram que, embora os explantes cultivados sem regulador
de crescimento tenham apresentado tendéncia de ganho de peso em MF apos a

inoculagao, comparativamente, os explantes cultivados na presenca de 28,8 uM de 2 4-
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D obtiveram maior acréscimo de peso em MF, a partir do 32 DAl (Figura 4). Apds 30
dias de inoculagdo, explantes cultivados na presenga de 2,4-D apresentaram peso
médio em MF 87,5% superior aos explantes cultivados em meio isento de regulador

(Figura 4).
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FIGURA 4 - Curva de crescimento médio em matéria fresca de explantes foliares
de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) cultivados por
diferentes periodos em meio WPM na auséncia de 2,4-D = Controle;
ou na presenca de 28,8 uM de 2 4-D = Tratamento. (LAVRAS - MG,
1996)

Estes resultados sugerem que o ganho de peso em MF dos explantes
cultivados na auséncia de regulador seja atribuido & expans&o em area ocorrida apos a
inoculagao (Figura 5A). No caso dos explantes submetidos ao tratamento com 2,4-D, os
resultados indicam que o ganho de peso em MF foi maior no periodo final (20-30 DAI).

O crescimento inicial pode ser atribuido & expansdo em area, semelhante ao
que ocorreu com os explantes cultivados na auséncia de 2,4-D (Figura 5A). O
crescimento durante o periodo final, no entanto, pode ser atribuido & inducdo de calos e
raizes (Figura 5B). Resultados obtidos por Mezzetti et al. (1991) indicam que ocorreu
acumulo tanto em termos de matéria fresca quanto de matéria seca em calos de
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Actinidia deliciosa até o 30° DAI. Estudos com repicagem de calos desta mesma espécie
realizados por Sacchi, Morgutti € Abruzzese et al. (1995), determinaram um actimulo em

MF até o 45° dia apds a repicagem dos calos.
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FIGURA 5 - Aspectos visuais do comportamento "in vitro" de explantes foliares de
moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) cultivados por
diferentes periodos em meio WPM: {A) Controle = auséncia de 2,4-D; (B)
Tratamento = presenca de 28,8 uM de 2,4-D (LAVRAS - MG, 1996).
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4.1.3 TEORES DE PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS E AMINOACIDOS

Os explantes foliares de moreira cultivados em meio WPM na presenga ou
auséncia de 2,4-D foram coletados em diferentes DAl e analisados quanto ao teor de
proteinas sollveis totais e aminoacidos. Os resultados indicam que no periodo de 0-3 -
DAl, houve tendéncia de redugdo no teor de proteinas, independente do tratamento
(Figura 6A). Essa redugdo pode ter sido influenciada pelo fato da folha ser um tecido de
consideravel sensibilidade. Segundo Sacchi, Morgutti e Abruzzese et al. (1995), para
manter a taxa de crescimento, calos de Actinidia deliciosa mantidos "in vitro” adaptaram
seu metabolismo, em relagdo as mudangas do meio, principalmente quanto a
disponibilidade de nutrientes e acumulo de produtos catabdlitos.

A absor¢do do aminoacido glicina e do ion aménio adicionados ao meio de
cultivo como fontes reduzidas de nitrogénio (Tabela 1), proporcionou aumento no teor
interno de aminoacidos (Figura 6B), restabelecendo a sintese protéica nos periodos
subsequentes, independente do tratamento (Figura 6A). Segundo George, Puttock e
George (1988), a presenca de amdnio no meio resulta no aumento da sintese de
aminoacidos (e proteinas), os quais s&o produtos do metabolismo dos carboidratos.
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FIGURA 6 - Teores de proteinas soluveis totais (A) e aminoacidos (B) em explantes
foliares de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) cultivados por
diferentes periodos em meio WPM: Controle = auséncia de 2,4-D;
Tratamento = 28,8 uM de 2,4-D (LAVRAS - MG, 1996).
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Apds o aumento nos teores de aminoacidos, os explantes cultivados na
presenca de 28,8 uM de 2,4-D apresentaram o maximo acumulo de proteinas sollveis
totais (23,6 mg/g de MF) no 20° DAI. A tendéncia de redugdo dos teores de proteinas
possivelmente ocorreu em funcdo da diminuicdo do teor de aminoacidos nestes
explantes a partir do 122 DAl quando foi detectado o maximo de acimulo desta
micromolécula (280 ng/g de MF) (Figura 6B). Este aumento inicial e posterior reducdo
no teor de aminoacidos também foi detectada por Sacchi, Morgutti e Abruzzese et al.
(1995), trabalhando com subcultivo de calos de Actinidia deliciosa.

Embora o teor maximo de amincacidos em explantes cultivados na auséncia de
2.4-D tenha sido o0 mesmo dos explantes cultivados na presencga de 2,4-D (280 pg/g de
MF), este valor s6 foi alcangado no 20° DAI nos explantes cultivados na auséncia de
2.4-D, quando registrou-se redugdo no teor desta micromolécula (Figura 6B).

Os explantes cultivados na auséncia de 2,4-D continuaram acumulando
proteina até o final das analises (30° DAI) (Figura 6A). A auséncia de reducdo nos
teores de proteinas soluveis totais em explantes cultivados em meio isento de regulador
de crescimento (Figura 6A), pode ser atribuido ao fato da reducdo no teor de
aminoacidos nestes explantes ter ocorrido na fase final das analises (Figura 6B). |

O maior teor de proteinas, aliado & antecipagdo na reducdo do teor de
aminoacidos, indicam maior atividade nos explantes cultivados na presenca de 2.4-D
(Figura 6A). Quando os teores de proteinas sioc comparados com a curva de
crescimento dos explantes cultivados na presenga de 2,4-D, observa-se que mesmo
com a redugéo no teor de proteinas, o explante continuou acumulando MF no periodo
20-30 DAI, coincidindo com o periodo de indugdo de rizogénese (Figura 5B).
Possivelmente, a elevada atividade metabdlica deste periodo (indugdo de calogénese
seguida de rizogénese), aliada & diminuicio das reservas fornecidas pelo meio de
cultivo, tenham levado o explante a utilizar parte das reservas protéicas para investir em
crescimento.

Lal et al. (1993), detectaram aumento no contetido de proteinas durante a fase
de crescimento de calos de cana-de-agticar, e decréscimo nestes teores durante a fase
de diferenciacdo dos calos.

BIBLIOT.. ¢ s rRAL = UFLA
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4.1.4 TEORES DE AGUCARES REDUTORES E ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

Os explantes foliares de moreira cultivados em meio WPM na presenga ou
auséncia de 2,4-D foram coletados em diferentes tempos de inoculagdo e analisados
quanto aos teores de agucares redutores (AR) e acucares soltveis totais (AST). Os
explantes inoculados na presenc¢a de 2,4-D apresentaram uma tendéncia de aumento no
teor de AR até o 20% DAI, quando houve uma tendéncia de redugdo até o 30° DAI
(Figura 7A).

No caso dos explantes cultivados em meio isento de reguladores, houve uma
tendéncia de reducdo no teor de AR no periodo de 0-3 DAI. Apos esse periodo, o
comportamento foi semelhante aos explantes cultivados no presenca de 2,4-D.
Resultados semelhantes foram encontrados por Sacchi, Morgutti e Abruzzese et al.
(1995), quantificando AR e sacarose em calos de Actinidia deliciosa mantidos na
presenca de reguladores de crescimento. No entanto, estes autores detectaram um
periodo de estabilidade nos teores desses aglicares entre os periodos de acréscimo e
decréscimo dos respectivos teores.

Os resultados das analises de AST nos explantes foliares apresentaram um
comportamento bastante semelhante, independente da presenga ou auséncia de
regulador de crescimento no meio de cultivo (Figura 7B). Foram detectados dois
periodos apresentando tendéncia de redugo nos teores de AST: entre 3-6 DAI e 20-30
DAI. A reducéo de AST no periodo 3-6 DAI, pode ser resultado de uma possivel sintese
de acucares insoluveis, como detectado por Mezzetti, Conte e Rosati (1991) e Lefebvre
et al. (1992). A reducéo nos teores de aglicares nos explantes no periodo final (20-30
DAl), pode estar relacionado com um possivel esgotamento do meio de cultivo (Figura
7B). Mezzetti et al. (1991) relatam que os teores de sacarose presentes no meio de
cultivo ap6s 15 e 30 dias de inoculagéo dos explantes estavam reduzidos a 32 e 4% do
total inicial, respectivamente.

Comparando os valores de AR e AST (Figuras 7A e 7B), verificou-se que oS
explantes cultivados em meio com 2,4-D apresentaram valores superiores de AR e
inferiores de AST quando comparados com explantes cultivados na auséncia deste
regulador. Isso evidencia que, proporcionalmente, os explantes cultivados na presenga
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da auxina 2,4-D apresentam um menor teor de agticares nao-redutores, sugerindo maior
atividade metabdlica. Mezzetti, Conte e Rosati (1991), no entanto, afirmam que a
absor¢&o de sacarose pelos explantes ndo esta correlacionada com o decréscimo no
meio, como observado para sais minerais. Isso é devido, entre outros fatores, a hidrélise
de sacarose em glicose e frutose durante o processo de autoclavagem. Hisajima e
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FIGURA 7 - Teores de aglicares redutores (A) e aglicares soluveis totais (B) em
explantes foliares de moreira (Chlorophora finctoria (L.) Gaudichaud)
cultivados por diferentes periodos em meio WPM: Controle (auséncia 2 ,4-
D); Tratamento (28,8 uM de 2,4-D) (LAVRAS - MG, 1996).

Ito (1983) sugerem que a sacarose ¢ hidrolizada pela invertase de parede das células, e
que a glicose e frutose obtidas sdo incorporadas pelas células. Estudos tém
demonstrado que esses dois monossacarideos sdo degradados dentro das células pela
acdo de enzimas citoplasmaticas para produgéo de energia (Sahulka e Lysa, 1980),
formagéo de esqueleto protéico (Radin, Parker e Sell, 1978), e biossintese de sacarose
e amido. Baseado nestas evidéncias, sugere-se que as varias possibilidades
metabdlicas existentes podem, em parte, explicar a inexisténcia de uma correlacao
positiva entre as tendéncias das curvas de AR e AST em explantes foliares de moreira
(Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud).



4.2 SEGMENTO NODAL DE MOREIRA
4.2.1 INDUGAO DE CALOS

Explantes oriundos de segmentos nodais jovens de moreira inoculados em
meio WPM acrescido de reguladores de crescimento € mantidos no escuro, resultaram
na producaoc de calos de aspecto friavel e colorag&o amarelada (Figura 8). Rout, Debata
e Das (1981); Rahman et al. (1893), e Chen e Jonard (1994) também relatam a
obtencdo de calos fridveis a partir de segmentos nodais de Rosa hybrida L. Cv.

Landora, Caesalpinia pulcherrima, e Prunus americana, respectivamente, utilizando a
auxina 2,4-D no meio de cultivo.
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FIGURA 8 - Aspectos visuais do comportamento "in vitro" de explantes oriundos de
segmento de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud)
cultivados per 30 dias em meio WPM: Controle = auséncia de 2,4-
D); Tratamentc =28,8 uM de 2,4-D. (LAVRAS - MG, 1996)



No caso dos explantes cultivados em meio isento de regulador de crescimento,
os calos apresentaram aspecto friavel, porém com coloracéo escura, evidenciando a
ocorréncia de processos oxidatives no tecido (Figura 8). Grattapaglia e Machado (1990),
afirmam que a ocorréncia de processos oxidativos € particularmente sério em tecidos de
espécies lenhosas, devido a elevada presenga de compostos fendlicos, precursores da
sintese de lignina. Neste caso, a adigdo de reguladores de crescimento ao meio, além
de aumentar a indugdo e crescimento de calos, parece determinar reducdo nos
processos oxidativos. Segundo Sakuta e Komamine (1987), diferentes tipos de
reguladores de crescimento, tais como, auxina e citocinina, sdo conhecidos por mostrar
diferentes efeitos no crescimento e metabolismo secundario. Varios efeitos de auxinas
no metabolismo secundario tem sido reportado; em muitos casos, auxinas sintéticas,

especialmente 2,4-D, inibem a producéo de metabdlitos secundarios.
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FIGURA 9 - Inducdo de calogénese em explantes de segmento de moreira
(Chiorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) cultivados por diferentes
periodos em meio WPM: T, = controle; T;- 28,8 uM de 2,4-D: T, =
28,8 uM de 2,4-D + 2,22 uM de BA,; T; = 28,8 uM de 2,4-D + 4,44
1M de BA. Tratamentos seguidos da mesma letra a cada grupo de
barras, nao diferem entre si (Tukey 5%) (LAVRAS - MG, 1996).
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Os primeiros indicios de indugZo de calogénese ocorreram por volta do 62 DA,
nos explantes do tratamento controle e do tratamento contendo 28,8 uM de 2,4-D. A
combinacao entre 28,8 uM 2,4-D e BA (22,2 uM ou 4,44 uM) so foi capaz de induzir
calogénese por volta do 122 DAI (Figura 9). Essa diferenca temporal de resposta pode
estar relacionada a presenca de BA no meio de cultivo.

A quantidade de calos produzido nos explantes tratados com reguladores de
crescimento foi bastante superior aquelas encontradas nos explantes cultivados na
auséncia de reguladores (Figura 8). Dentre os tratamentos utilizados, o uso de 28,8 uM
de 2,4-D apresentou methores resultados em termos de porcentagem de explantes com
inducdo de calogénese, embora ndo tenham sido detectadas diferencas significativas
deste tratamento em relagdo as combinacdes de 2,4-D e BA (Figura 9). Rahman et al.
(1993), afirmam que calogénese em explantes nodais de Caesalpinia pulcherrima é
obtido com o acréscimo de ANA, iscladamente, ou 2,4-D em alguma combinacdo, exceto
com BA. Em explantes nodais de Coccinia indica, no entanto, o aumento de BA no meio
de cultivo de 0,5 para 2,0 mg/L resultou em maior porcentagem de explantes com calos
(Josekutty et al., 1993).

As concentragbes de BA utilizadas para C. tincforia parecem ter exercido um
retardamento no efeito da auxina 2,4-D (Figura 9). Salisbury e Ross (1991) afirmam que
a aplicagéo de citocininas endégenas podem inibir o crescimento “in vitro" por acarretar
um excesso nos niveis enddgenos deste regulador de crescimento.

4.2.2 CURVA DE CRESCIMENTO MEDIO EM MATERIA FRESCA (MF)

Para determinagdo da curva de crescimento médio em Matéria Fresca (MF) de
segmentos nodais de moreira “in vitro”, explantes destes tecidos foram inoculados em
meio WPM na auséncia ou presenca de 28,8 uM de 2,4-D. A escolha do tratamento com
2,4-D, deve-se a elevada porcentagem de inducéo de calogénese detectada no
experimento de indugdo de calos (Figura 9).
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Os resultados da andlise de crescimento indicam a necessidade do uso de
regulador de crescimento para indugdo expressiva de calogénese em segmento de
moreira (Figuras 11A e 11B).

O aumento em MF dos explantes coincidiu com o surgimento de calos nestes
tecidos, fato que ocorreu a partir do 62 DAl e se extendeu até o 302 DAI (Figura 10).
Mezzetti et al. (1991; 1991a), estudaram o crescimento “in vitro" e utilizagdo de
carboidratos e minerais do meio por explantes oriundos de segmentos nodais de A.
deliciosa. Segundo esses autores, nos primeiros 30 dias de cultivo, 0 decréscimo da
disponibilidade de alguns minerais no meio provavelmente diminuiu o crescimento do
explante, mas continuou a absor¢do de glicose e frutose, resultando no acumulo destes
dois monossacarideos preferencialmente no calos e nas folhas induzidos a partir do
explante. No segundo més de cultivo, a deficiéncia de elementos minerais essenciais e
sacarose restringiram o crescimento do calos, que embora continuasse absorvendo
glicose e frutose do meio, n&o resultou em acumulo no tecido. Durante o periodo de
observagao, os citados autores observaram pouco ganho de peso pelo segmento nodal
isoladamente.

® 3% | 1 pesviorabrAo ‘ ]
w oo | CONTROLE
= — TRATAMENTO
S 200
>
w
o 150
(]
o -1
o) 100
h H ]
=
o 50
(2]
a
0

0 5 10 15 20 25 30
DIAS APOS INOCULACAO

FIGURA 10 - Curva de crescimento médio em matéria fresca de explantes
oriundos de segmentos nodais de moreira (Chlorophora tinctoria
(L.) Gaudichaud) cultivados por diferentes periodos em meio
WPM: Controle = auséncia de 2,4-D: Tratamento = 28,8 uM de
2,4-D (LAVRAS - MG, 1996)
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Apods 30 dias de inoculagao, o peso médic em MF dos explantes cultivados na
presenca de 28,8 uM de 2,4-D foi 147% superior ao pesc médio em MF dos explantes

cultivados na auséncia de regulador (Figura 10).
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FIGURA 11 - Aspectos visuais do comportamento "in vitro" de explantes oriundos de
segmentos nodais de moreira (Chiorophora finctoria (L.) Gaudichaud)
cultivados por diferentes periodos em meio WPM: (A) Controle =
auséncia de 2,4-D; (B) Tratamento = presenca de 28,8 uM de 2,4-D

(LAVRAS - MG, 1996).
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4.2.3 - TEORES DE PROTEINAS SOLUVEIS TOTAIS E AMINOACIDOS

Os explantes nodais de moreira cultivados em meio WPM na presenga ou
auséncia de 2,4-D foram coletados em diferentes DAl e analisados quanto ao teor de
proteinas solGveis totais e aminoacidos. Os resultados indicam que este tecido
apresenta tendéncias de curva de proteinas soluveis totais bastante semelhante,
independente da presenca ou auséncia de 2,4-D no meio de cultivo (Figura 12A).

Ao contrario do que ocorreu com os explantes foliares, ndo houve uma
diminui¢éo no teor de proteinas sollveis totais no intervalo de 0-3 DAl nos explantes de -
segmentos nodais. Isso provavelmente ocorreu em fung@o de tratar-se de um tecido
menos sensivel que o tecido foliar. A tendéncia de aumento no teor de proteinas
soluveis totais nos explantes mantidos na presenca de 2,4-D permaneceu até-o 202 DAI
(9,3 mg/g MF), quando foi detectada uma redug&o no teor desta macromolécula (Figura
12A). Essa reducdo pode ser atribuida a redugdo ocorrida no teor de aminoacidos,
apds o maximo acumulo dessa micromolécula (626 pg/g de MF), fato que ocorreu no 122
DAl nos explantes cultivados na presenga de 2,4-D (Figura 12B). Esses resultados
coincidem com aqueles encontrados para folha, onde a diminuicdo do teor de
aminoacidos antecedeu & diminuigéo do teor de proteinas soltveis totais (Figura 6).

Trabalhando com suspensao de células de Acer pseudoplatanus, Shimizu et al.
(1977) afirmam que o contetido de proteina por célula alcangou o maximo durante a fase
logaritmica do crescimento. .

Para explantes cultivados em meio isento de regulador de crescimento, o teor
de proteinas sollveis totais apresentou comportamento semelhante aos explantes do
tratamento com regulador (Figura 12A), sendo que o pericdo de reducdo dessas
macromoléculas coincidiu com o periodo de maximo acumulo de aminoacidos (708 ug/g
de MF) e posterior reducdo neste teor, fato que ocorreu no 20° DA (Figura 12B).

Os explantes foliares e de segmentos nodais cultivados na presenca de 2,4-D
apresentaram padrdes de comportamento das curvas de proteinas e aminoacidos
bastante semelhantes (Figuras 6A e 12A, 6B e 12B). A padronizacao no metabolismo
destas moléculas pode ser atribuida & agéo do regulador de crescimento 2,4-D, visto
que os explantes cultivados na auséncia de 2,4-D apresentaram comportamentos
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distintos quando comparam-se as curvas das referidas moléculas (Figuras 6A e 12A, 6B
e 12B). Por outro lado, observa-se que, proporcionalmente, os explantes foliares
possuem teores superiores de proteinas (Figuras 6A e 12A) e inferiores de aminoacidos
(Figuras 6B e 12B) em relagéo aos explantes de segmentos nodais.
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FIGURA 12 - Teores de proteinas soluveis totais (A) e aminoacidos (B) em explantes
oriundos de segmentos nodais de moreira (Chlorophora finctoria (L.)
Gaudichaud) cultivados por diferentes periodos em meio WPM: Controle

= auséncia de 2,4-D; Tratamento = 28,8 uM de 2,4-D (LAVRAS - MG,
1996).

Contrariamente ao que ocorreu nos explantes foliares (Figura 6A), explantes de
segmentos nodais cultivados na presenca e auséncia de 2,4-D apresentaram valores e
padrGes de curvas de proteinas soltveis totais bastante semelhantes (Figura 12A). Este
fato pode ser atribuido & melhor resposta dos explantes de segmentos nodais mantidos

na auséncia de 2,4-D, quando comparados aos explantes foliares, no aspecto de
calogénese.
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4.2.4 TEORES DE AGUCARES REDUTORES E ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS

O teor de aglcares redutores (AR) para explantes cultivados em meio com
regulador de crescimento apresentou uma redug@o no periodo que sucedeu a
inoculagédo (0-3 DAI). Apés esse periodo inicial, houve uma tendéncia de aumento até
12° DAI, quando apresentou nova tendéncia de redugéo até o 30°DAI (Figura 13A). Esta
reducéo inicial do teor de AR pode ser atribuido a um desequilibrio entre absorgéo e
consumo de carboidratos durante o periodo inicial de adaptacdo. Sacchi, Morgutti e
Abruzzese et al. (1995) analisando o comportamento bioquimico de subculturas calos de
A. deficiosa, detectaram uma redugdo no teor de agucares redutores durante a primeira
subcultura (40 dias).

A curva de aglcares sollveis totais (AST) para esses explantes apresentou
teores constantes até o 62 DAI, quando houve uma tendéncia de aumento nos teores
desses aglcares até o 122 DAI. Nos periodos subsequentes, foi registrada uma
tendéncia de reducdo no teor de AST para explantes cultivados na presenca de 2,4-D
(Figura 13B).
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FIGURA 13 - Teores de aglcares redutores (A) e acucares sollveis totais (B) em
explantes oriundos de segmentos nodais de moreira (Chlorophora
tinctona (L.) Gaudichaud) cultivados por diferentes periodos em meio
WPM: Controle = auséncia de 2,4-D; Tratamento = 28,8 uM de 24-D
(LAVRAS - MG, 1996).
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Os teores de AR e AST em explantes cultivados na presenca de 2,4-D foram,
respectivamente, superiores e inferiores aqueles apresentados pelos explantes
cultivados na auséncia de regulador de crescimento (Figura 13A e 13B). Essa inversao
nos valores nas curvas de AR e AST, obedecem o mesmo padrdo de comportamento
apresentado pelos explantes foliares (Figura 7A e 7B). Acredita-se que essa inversdo
seja indicagéo que nos explantes mantidos na auséncia de reguladores de crescimento,
o nivel de agucares ndo-redutores seja maior que nos explantes cultivados na presenca

de 28,8 uM de 2,4-D, evidenciando uma maior atividade metabdlica nestes ultimos.



§ CONCLUSOES

A obtengdo de calos em explantes oriundos de folhas e segmentos nodais
jovens de moreira, depende da presenca de reguladores de crescimento no meio de
cultivo. Nos explantes foliares nenhuma formagéo de calos foi obtida na auséncia de
reguladores.

O uso de 2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) induziu a formagéo de calos e raizes
em tecidos foliares, enquanto que a combinagio deste regulador de crescimento com
Benzilaminopurina induziu, apenas, a formagao de calos. No caso de segmentos nodais,
todos os tratamentos induziram apenas a formac&o de calos.

Explantes foliares cultivados na presenca de 2,4-D apresentaram teores
superiores de proteinas soluveis totais e aclcares redutores, semelhantes de
aminoacidos, e inferiores de agticares sollveis totais, quando comparados com
explantes cultivados na auséncia deste regulador de crescimento. Esses fatores aliados
ao maior ganho de matéria fresca, evidenciaram maior atividade metabdlica nos
explantes cultivados na presenga de 2,4-D.

Explantes oriundos de segmentos nodais cultivados na presenca de 2,4-D
apresentaram teores superiores de acgucares redutores, semelhantes de proteinas
soliveis totais e aminoacidos, e inferiores de aglcares soliveis totais quando
comparados com explantes cultivados na auséncia deste regulador de crescimento.
Esses fatores aliados ao maior ganho de matéria fresca, evidenciaram maior atividade
metabdlica nos explantes cultivados na presenca de 2,4-D.

Foram detectadas reducgGes nos teores de aminoécidos, aglicares, e proteinas
no periodo final de cultivo dos explantes foliares e de segmentos nodais cultivados na
auséncia ou presenca de 2,4-D.
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