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RESUMO

LIMA, Ednabel Caracas. Micropropagagdo, calogénese e anatomia foliar de
sangra d’igua (Crofon urucurana Baill.). 2004. 97 p. Dissertagio (Mestrado
em Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

A sangra d’agua (Croton urucurana Baill.) é uma espécie arborea, presente
principalmente em floresta latifoliada semidecidua, indicada para
reflorestamento de areas ciliares degradadas e que apresenta um grande
potencial medicinal no tratamento de reumatismo, cdncer e outras doengas.
Ocorre em zonas tropicais e subtropicais da América do Sul. As sementes
apresentam baixa viabilidade e dorméncia. O presente estudo teve por objetivo
propor metodologias para inducdo de brotagdes e formagio de calos em
explantes de sangra d’agua, estudar a curva de crescimento desses calos, analisa-
los bioquimicamente, ¢ identificar alteragSes anatémicas em folhas de plantulas
germinadas in vitro e ambiente natural. Para o estudo anatdmico, fizeram-se
cortes transversais do limbo foliar e paradérmicos na epiderme abaxial. Para a
aclimatizagdo, foram utilizadas plintulas com 45 dias de idade, sendo estas
transferidas para garrafas plasticas. Fez-se o controle da umidade e utilizou-se
sombrite 70%, 50% e 30%, respectivamente, durante sete dias. Para a inducdo de
brotagdes, utilizaram-se segmentos nodais e inoculou-se em meio WPM
acrescido com concentragdes de BAP (0; 1; 2 e 3 mg L™). Para o enraizamento,
utilizaram-se brotagdes obtidas in vitro, inoculando-as em meio WPM acrescido
com as concentragdes de ANA (0; 1; 2 e 3 mg L™. Para a indugdo de calos,
utilizaram-se discos foliares com aproximadamente 1 cm’, inoculados em meio
WPM, acrescidos de diferentes concentragdes de 2,4-D, TDZ, ANA e BAP na
presenga de luz. Para a determinagdo da curva de crescimento e analises
bioquimicas segmentos foliares foram inoculados em meio WPM acrescido de 3
mg L 2,4-D e mantidos 4 luz por um periodo de 105 dias. A coleta do material
foi realizada a cada sete dias para posterior anilise. Os cortes transversais
revelaram que as estruturas foliares desenvolvidas nas plantas do habitat natural
apresentam epiderme uniestratificada e o mesofilo possui uma organizagdo
dorsiventral. A epiderme é denominada anfi-hipoestomatica. Ha presenca de
tricomas nas plantulas germinadas in vitro € plantas do hibitat natural. A
aclimatizagio das plantulas germinadas in vitro ¢ possivel controlando-se a
umidade e irradidncia. A utilizagio do BAP nZo foi eficiente para a inducdo de
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miltiplas brotagdes. O maior niimero e comprimento de raizes ocorreu a uma
concentragdo de 3 mg L' de ANA. Para a indugdo de calogénese, as
concentragles de 3 € 5 mg L? de 2,4-D utilizadas isoladamente promoveram
maior formagio de matéria fresca. A combinag3o entre ANA e BAP promoveu
oxidagio na maioria dos explantes e, sob algumas concentragdes, produziu
rizogénese. A interagio entre 2,4-D e BAP ¢é capaz de induzir a formagdo de
calos. A curva de crescimento dos calos apresentou uma curva padrdo com cinco
fases distintas. A repicagem dos calos deve ser feita entre o 84° e 91° dias de
cultivo. Os teores méximos de proteina foram observados no dia da inoculagdo e
20 28° dia de cultivo. Os teores maximos de aglcares soliiveis totais ocorreram
no dia da inoculagio e ao 28° dia de cultivo. Os teores miximos de agiicares
redutores foram observados no dia da inoculagdo, aos 77° e 105° dias de cultivo.



ABSTRACT

LIMA, Ednabel Caracas. Micropropagation, callogenesis and leaf anatomy of
Croton urucurana Baill. Lavras: UFLA, 2004. 97 p. Dissertation (Master of
Science in Plant Physiology)" - Universidade Federal de Lavras, Lavras.

Croton urucurana Baill. is an arboreal species, present mainly in broad-leaved
semideciduos forest, which is indicated for reforestation of degraded ciliary’s
areas and presents great medicinal potential in the treatment of rheumatism,
cancer and other diseases. It occurs in tropical and subtropical areas of South
America. The seeds present low viability and dormancy. The objectives of the
present study were to propose methodologies for shoot induction and formation
of callus, to study the callus growth curve and analyze it biochemically, and to
identify anatomical alterations in leaves of plantlets germinated in vitro and in
vivo. For the anatomical studies, traversal cuts of the blade leaves and cuts in the
abaxial epidermis were performed. 45 days old plantlets were transferred to
plastic bottles and used for acclimatization. A humidity control was performed
and semi-shade was used for seven days each at 70%, 50% and 30%,
respectively. For shoot induction, nodal segments were used inoculating them in
WPM medium supplemented with different concentrations of BAP (0; 1; 2 and 3
mg L™). For the rooting, shoots obtained in vitro were inoculated in WPM
medium supplemented with different concentrations of NAA (0; 1; 2 and 3 mg
L"). Callus was induced inoculating leaf disks with approximately 1 cm?’ size in
WPM medium, supplemented with different concentrations of 2,4-D, TDZ,
NAA and BAP in the presence of light. For the determination of the callus
growth curve and its biochemical analysis, leaf segments were inoculated in
WPM medium supplemented with 3 mg L™ 2,4-D and maintained in the light for
period of 105 days. Samples were collected at seven days intervals. The traverse
cuts revealed that the leaf structures developed in plants cultivated in vivo
present uniestratified epidermis and the mesofhyl possesses an organization
dorsiventral. The epidermis is denominated amphihypostomatic. Trichomes
presence was observed in the plantlets germinated in vitro and in vivo. The
acclimatization of plantlets germinated in vitro is possible by controlling
humidity and irradiance. The use of BAP was not efficient to induce shoot
formation. Higher number and root length was obtained using 3 mg L' NAA.

»
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The use of 3 and 5 mg L 2,4-D promoted higher callus fresh matter. The
combination between NAA and BAP promoted oxidation in most explants and
some concentrations produced rooting. The interaction between 2,4-D and BAP
is capable to induce formation of callus. The callus growth curve presented five
distinct phases. Medium replacement should be performed between the 84° and
91° day of cultivation. Higher levels of protein were observed in the day of the
inoculation and at 28° day of cultivation. Higher levels of total soluble sugars
were observed at the inoculation day and at the 28° day of cultivation. Higher
levels of reducing sugars were observed at the inoculation day as well as at the
77° and 105° days of cultivation. ‘

v



CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

As florestas tropicais detém a maior parte da biodiversidade do planeta e
estio sendo degradas rapidamente por agdes antropicas, como a exploragdo
madeireira predatéria e a substituigio das florestas pela agricultura e pecudria.
Particularmente no territério brasileiro, grandes areas continuas de florestas
tropicais foram tomadas para a construgdo de rodovias e por alagamentos, para a
instalagdo de hidrelétricas, sem um planejamento sustentavel para a conservagédo
do meio ambiente.

As matas ciliares ou riparias sdo porg¢Ses de vegetagdo que ocorrem ao
longo dos cursos d’4gua e sdo caracterizadas por combinagdes diferenciadas da
acdo de virios fatores bidticos e abi6ticos, proporcionando uma floristica
bastante variavel e muito influenciada pelas formagdes vegetais adjacentes. As
matas ciliares, apesar de serem consideradas dreas de preservagdo permanente
pelo Codigo Florestal Brasileiro, estdo sujeitas principalmente  aos
desmatamentos e alagamentos.

Desse modo, evidencia-se a necessidade de reverter o atual quadro de
desmatamento promovendo o desafio de recuperar este ecossistema,
principalmente aquelas 4reas proximas a mananciais hidricos, garantindo, dessa
forma, um maior abastecimento dos reservatérios. Nesse contexto, uma das
espécies que compdem este ecossistema € a sangra d’ agua (Croton urucurana
Baill), uma espécie arborea, heli6fita, de grupo ecoldgico pioneira,
caracteristica de terrenos muito imidos e brejosos, principalmente da floresta
latifoliada semidecidua. Em Minas Gerais, mostra-se freqiiente na beira de todos



os cursos d’agua; ocorre também em varzeas pouco drenadas e, menos
freqiientemente, nas matas de encosta. Por apresentar adaptagdo a presenga de
um lencol freatico superficial, torna-se de primordial importincia o uso da
sangra d’agua em projetos de reflorestamento de areas ciliares degradadas e em
areas de deplegdo de reservatorios.

Esta espécie produz, anualmente, grande quantidade de sementes,
porém, logo apds a abertura dos frutos, ¢ comum a presenga de um coledptero
do género Apion sp. (Curculionidae; Apioninae), responsivel por danos ao
embridio capazes de afetar drasticamente a germinag#o. Além disso, as sementes
de Croton wrucurana apresentam dorméncia e sua viabilidade € curta, ndo
ultrapassando quatro meses (Lorenzi, 2000).

Esses aspectos apresentam-se como obsticulos na obten¢do de mudas
pela via sexuada, tormando a técmica de cultura de tecidos vegetais uma
alternativa vidvel para superar as dificuldades na sua propagacéo.

O presente estudo teve por objetivo propor metodologias para indugdo
de brotagdes e formagdo de calos em explantes de sangra d’agua, estudar a curva
de crescimento de calos e analisd-los bioquimicamente, e identificar alteragGes

anatomicas em folhas de plantulas germinadas in vitro.



1 REFERENCIAL TEORICO

1.1 A espécie e descricfio botinica

‘A Croton urucurana Baill. pertencente & familia Euphorbiaceae, €
também conhecida por sangra d’agua, sangra-de-drago, sangue-da-dgua, sangue-
de-drago, capixing-ui (SC), tapexingui, tapixingui, lucurana, licurana ou
urucurana. E uma espécie arbérea, com altura de 7-12 m de altura (Brandio et
al., 2002), tronco com 20 a 35 centimetros de didmetro e casca pardacenta. Sua
madeira é moderadamente pesada (0,83 g/cm®), resistente e dura, podendo ser
utilizada para a construgdo de canoas, obras hidraulicas, obras externas, como
dormentes e esteios, para carrocerias, carpintaria e marcenaria. A drvore pode
ser também empregada na arborizagdo em geral.

Suas folhas sio simples, alternas, cordiformes, pubescentes na superficie
adaxial e prateadas na superficie abaxial, possuindo de 9 a 18 centimetros de
comprimento, enquanto o peciolo pode chegar a até 10 centimetros. Suas
inflorescéncias ocorrem em &spilgas de cor esbranquicada, com
aproximadamente 12 centimetros de comprimento. As flores femininas
apresentam trés pistilos e as masculinas séo umbicadas na parte distal do eixo da
inflorescéncia, com corola de cinco pétalas e estames numerosos e, ainda, sdo
meliferas. Lorenzi (2000) e Brandio et al. (2002) descrevem que a floragio
inicia-se em dezembro e prolonga-se até junho e a frutificagdo ocorre nesse

mesmo periodo.



Morfologia do fruto e da semente

Segundo Paoli et al. (1995), o fruto da sangra d’agua € seco, capsular,
com deiscéncia explosiva eldstica, separa-se em trés cocas, uniloculadas com
uma semente por loculo, dispostas longitudinalmente. O endocarpo seco e
lignificado participa da ejegdo das sementes, pelo secamento das paredes, ndo
acompanhadas pela coluna central, que permanece rija. A coloragio do fruto
maduro é castanha, a superficie é rugosa, cobertade tricomas estrelados. Os
frutos desta espécie medem, em geral, cinco milimetros de didmetro por quatro
milimetros de altura. Segundo Paoli et al. (1995), _devido a deiscéncia explosiva
dos frutos, evidencia-se também a dispersio hidroc;Sria.

A semente de sangra d’agua € ovada, albuminosa, coridcea, com
carincula castanha-clara pouco desenvolvida, hilo visivel na base e rafe bem
marcada longitudinalmente sobre a face plana da semente. A rafe ¢ saliente, de
coloragdo mais clara quando comparada com a coloragdo do tegumento. As
sementes de sangra d’dgua medem, em média, 3,2 mm de comprimento por 2,7
mm de largura. A base dos cotilédones de sangra d’agua é mais ou menos
cordiforme. O endosperma € do tipo oleaginoso, envolve o embrido totalmente,

sendo rico em oleos graxos e cristais do tipo drusa (Figura 1).



FIGURA 1. Aspecto visual de uma planta adulta de sangra d’agua (A), da

inflorescéncia (B), de frutos (C), de sementes (D), da casca (E) e
da madeira (F). Fonte: Lorenzi (2000).

A familia Euphorbiaceae apresenta mais de 8.000 espécies, amplamente
distribuidas em regioes tropicais e temperadas de todo o mundo (Wilson et al.,
1979). E constituida de vegetais extraordinariamente diferentes como ervas,
arbustos e arvores (Joly, 2002). Em geral, o caule e as folhas contém latex, que é
uma das caracteristicas da familia. O género Croton é um dos géneros nativos
do Brasil, tendo representantes tanto medicinais quanto téxicos. Este género
pertence a subfamilia Crotonoideae e tribo Crotoneae e ¢ um dos mais
numerosos desta familia.

As 4reas de dispersio dessa espécie sao em zonas tropicais €
subtropicais da América do Sul. No Brasil, a sangra d’agua ocorre nos estados

da Bahia, Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul e,



ultrapassando suas fronteiras, até o Uruguai e a Argentina (Cordeiro, 1985), em
matas ciliares de varias formagSes florestais. Em relagdo a luz, é helidfita a
mesofita e seletiva hidrofita, ocorrendo, principalmente, ao longo das margens

dos rios e matas semidevastadas situadas em solos umidos (Klein, 1977).

2.2 Propriedades medicinais da espécie

A sangra d’agua é extensamente usada na medicina tradicional como
cicatrizante, no tratamento de reumatismo, cincer e outras doengas (Bettolo e
Scarpati, 1979). E também utilizada como adstringente e anestésico para
obturagio de dentes (Delfino, 2000). Em espécies do género Croton, os
principais componentes ativos sio os diterpenos, alcaldides e compostos
fenolicos. A taspina é um alcal6ide extraido da sangra d’agua que apresenta
propriedade cicatrizante e atua sobre as células relacionadas ao processo de
cicatrizacio.

O extrato metanoélico é retirado da casca do tronco desta espécie, estando
presente o 4cido acetil aleuritolico, que proporciona agdo contra as bactérias
Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium (Peres et al, 1997). A
utilizagdo desta espécie, pelas pessoas da drea rural, € feita de duas maneiras:
corta-se a casca da arvore e aplica-se o latex sobre o ferimento ou pode-se cortar
a casca, fervé-la e usar a 4agua para banhos (Silva, 2003). O estudo
farmacolégico deste vegetal, realizado em ratos, mostrou que o litex ¢ altamente
toxico quando ingerido. Seu uso, portanto, fica restrito 4 epiderme para tratar
cortes superficiais.



2.3 Cultura de tecidos vegetais

A biotecnologia oferece varias possibilidades para as pesquisas e a
propagagio clonal tem sido considerada uma alternativa atualmente (Toribio ¢
Pardos, 1989).

A técnica de cultura de tecidos vegetais € uma importante estratégia para
o melhoramento, clonagem e micropropaga¢io de plantas em larga escala e
obtengio de plantas livres de doengas.

Nos tecidos submetidos ao cultivo in vitro, o controle da organogénese €
feito pela da introdugdo exogena de fitorreguladores em substratos diversos. A
retirada de um fragmento de tecido de um organismo integro € a sua colocagdo
num meio de cultura contendo nutrientes e fitorreguladores, tem como
conseqiiéncia a liberagdo das células do controle a que estio submetidas nesse
organismo, submetendo-se a uma nova condigdo, na qual a capacidade de
divisio pode ser readquirida e o genoma expressar-se de novas formas,
conduzindo-as a novos padrdes de diferenciagdo (Handro, 1989). Esses eventos
podem, de diversas maneiras, levar a formagdo de novas estruturas organizadas,
num processo morfogenético que ocorre “de novo”.

A morfogénese &, fundamentalmente, o resultado da divisio e da
diferenciagéo celular organizadas, com padrGes definidos e que dependem
basicamente da atividade e expressio de certos genes (Handro, 1989).

Os fendmenos morfogenéticos observados in vitro resultam da
diferenciagio, desdiferenciagdo ou rediferenciagéo do explante inicial ¢ podem
ser agrupados, conforme a sua natureza, de duas formas diferentes: morfogénese
por via direta ou por via indireta (Gomes, 1999).

A micropropagagio, também denominada de propagacdo in vitro, em
fungdo do tamanho dos propagulos utilizados, é, indiscutivelmente, a aplicagéo
mais concreta e de maior impacto da cultura de tecidos vegetais. Sua

metodologia é baseada em um conjunto de técnicas nas quais um explante, que




pode ser constituido de uma célula, um tecido ou um 6rgao, é isolado e cultivado
em condigdes assépticas sobre um meio nutritivo artificial (Gomes et al., 2002).

E conhecida pelos pesquisadores da drea vegetal a totipoténcia das
células das plantas. Isto significa que as células sdo autdnomas e tém a
potencialidade de regenerar plantas, desde que submetidas a tratamentos
adequados (Kerbauy, 1999). A capacidade de regeneragdo e crescimento in vitro
estd associada ndo somente ao gendtipo da planta matriz, mas também a
atividade fisiolégica, sob controle de diversos fatores endégenos.

As técnicas de micropropagago apresentam vantagens em relagio aos
métodos vegetativos convencionais de propagagdo. Segundo Kerbauy (1997),
algumas dessas vantagens s3o: produgio de plantas uniformes em curto periodo
de tempo, controle efetivo de doencas, facilidade no manuseio e transporte,
independéncia da sazonalidade e espago fisico reduzido para o cultivo.

Atualmente, a micropropagagdo € praticada com éxito em espécies
ormamentais, horticolas e, mais recentemente, em espécies lenhosas. As espécies
lenhosas constituem um grupo de plantas extremamente importantes do ponto de
vista econdmico e social em ambito mundial. No entanto alguns fatores
dificultam a micropropagag#o de espécies lenhosas, como a grande variabilidade
genética existente em plantas de espécies nativas e a maior dificuldade de
crescimento e diferenciag@o in vitro (Coelho, 1999).

Segundo George (1996), a propagacio vegetativa in vitro é comumente
dividida em cinco estdgios: estagio 0 (selecdo e preparo da planta matriz),
estagio 1 (estabelecimento de uma cultura asséptica), estagio 2 ( producdo de
propagulos adequados), estigio 3 ( preparagdo para o crescimento em meio
natural) e estigio 4 (aclimatizagdo). Conforme o explante utilizado, sua
multiplicagdo pode ser de trés modos: proliferagio de gemas axilares, indugio de
gemas adventicias por organogénese direta ou indireta e embriogénese somatica
direta ou indireta.



2.4 Meio nutritivo

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos de plantas
fornecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam,
em grande parte, o padrdo de desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998).
Para algumas espécies lenhosas, por apresentar maior diluicdo em
macronutrientes, o meio Wood Plant Medium (WPM) (Lloyd e McCown, 1980)
tem fornecido melhores resultados do que o meio MS (Murashige e Skoog,
1962). )

Alguns pesquisadores tém argumentado que a classificacdo como macro
e micronutrientes é dificil de ser justificada do ponto de vista fisiolégico. Neste
contexto, de acordo com Taiz e Zeiger (2002), os elementos essenciais devem
ser classificados em quatro grupos, de acordo com o seu papel bioquimico e sua
funcdo fisiologica: 1. nutrientes que fazem parte de compostos de carbono
(nitrogénio e enxofre); 2. nutrientes que sdo importantes na armazenagem de
energia e na integridade estrutural (fosforo, silicio e boro); 3. nutrientes que
permanecem na forma i6nica (potassio, calcio, magnésio, cloro, manganés,
s6dio) e 4. nutrientes que estdo envolvidos em reagdes de redox (ferro, zinco,
cobre, niquel, molibdénio). Além destes elementos, sao adicionados ao meio
nutritivo 4gua, vitaminas, mio-inositol e uma fonte de carboidrato (geralmente a
sacarose).

As substancias orgnicas vegetais naturais denominadas de fitormonios
sdo responséveis pelo crescimento e o desenvolvimento das plantas. Como os
explantes encontram-se isolados das regides produtoras na planta-matriz, a
adicio de reguladores de crescimento ao meio de cultura tem o objetivo
principal de suprir as possiveis deficiéncias dos teores endogenos desses
horménios. .

Os principais grupos destas substincias sdo auxinas, citocininas,

giberelinas, etileno e 4cido abscisico. Das citocininas disponiveis no mercado, 0



6-benzilaminopurina (BAP) € o mais utilizado para promover a multiplicagao de
diversas espécies. Sua utilizagdo nos meios de cultura chega a 68%, seguida pela
cinetina (KIN), com aproximadamente 23% e pela zeatina (2iP) com 9%. Entre
as auxinas mais utilizadas encontram-se o acido indol-butirico (AIB) e o &cido
naftaleno-acético (ANA), que sdo empregados na fase de enraizamento e o 4cido
2.4 diclorofenoxiacético (2,4-D), para indug@o de calos e embriogénese somatica
(Grattapaglia e Machado, 1998).

De acordo com George (1996), a maioria das plantas micropropagadas ¢
obtida pela multiplicagdo de brotacdes axilares. Freqiientemente, as brotacdes
sio induzidas em um meio de cultura enﬁﬁuecido com citocininas e,
subsegiientemente, estas brotagdes sdo enraizadas em um meio contendo auxina.

O enraizamento in vitro é caracterizado pela formagdo de raizes
adventicias das partes aéreas oriundas da micropropagagdo, permitindo o
posterior transplantio da plantula para condigdes ex vitro. Portanto, esta etapa €
de fundamental importincia e, muitas vezes, limitante para a obtengdo da muda
completa (Haissig et al., 1992).

O sistema radicular formado in vitro, segundo alguns autores, €, em
geral, pouco ramificado, quebradigo = isento de pélos radiculares, dificultando a
absorcdo de agua e nutrientes durante a aclimatizagdo, reduzindo a taxa de
sobrevivéncia das mudas (Leite, 1995; Zimmerman, 1981; Grout e Aston, 1978).
No entanto, outros autores comprovaram a eficiéncia do sistema radicular
formado in vitro e o aumento da sobrevivéncia apds transferéncia para condig¢des

ex vitro (Sutter e Luza, 1993; Diaz-Pérez et al., 1995).

2.5 Calogénese e curva de crescimento
A cultura de calos consiste na indugio e manuten¢io de células ndo

diferenciadas do parénquima, constituindo uma massa de células com baixo
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nivel de organizagio, obtida pela inoculagdo de partes da planta para um meio de
cultura adequado, fregiientemente contendo combinagdes apropriadas de
fitorreguladores (Collin e Dix, 1990).

Para a indugdo de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante. Entretanto, procura-se utilizar aqueles que contenham
maior proporgio de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade
de expressar a totipoténcia. No entanto, explantes oriundos de tecidos jovens,
ndo lignificados, sdo mais apropriados para a indugdo de calogénese por
possuirem alta capacidade de regeneragdo (Pierik, 1990).

A importincia de se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécie esta na identificagdo das fases distintas de crescimento. A
partir desse estudo, pode-se estabelecer o momento exato de repicagem dos
calos para um meio novo meio de cultura ou a possibilidade da sua utilizagdo em
suspensGes celulares, visando a produgdo de metabdlitos secundirios em
espécies medicinais (Smith, 1992).

Segundo George (1996), o crescimento ¢ 0 desenvolvimento de calos
podem ser verificados pela sua curva de crescimento, que normalmente exibe
cinco fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragdo e estacionéria. A
fase lag se caracteriza como a de maior produgdo de energia, correspondendo ao
periodo em que as células se preparam para a divisgo, visando a sua expansdo.
Ocorre o inicio da mobilizagdo de metabélitos sem qualquer divisdo celular,
sintese de proteinas e de compostos especificos. Esta fase resulta em um
pequeno crescimento dos calos; a fase exponencial é biossintética. Observa-se o
maior crescimento dos calos, devido 4 maxima taxa de divisdo celular e ao
aumento do namero de células. A fase linear caracteriza-se por diminuigdo da
divisio celular, mas aumento de volume celular; a fase de desaceleragdo € o
momento em que as culturas devem ser transferidas para outro meio, devido a

redugio de nutrientes, produgo de produtos téxicos, secagem do agar e reducdo
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do oxigénio no interior das células. Na fase estaciondria, ocorre maior acimulo
de metabélitos secundarios (Smith, 1992; Shimizu, 1977).

Viarios autores estabeleceram curvas de crescimento para espécies
vegetais medicinais lenhosas, evidenciando que o padrdo da curva é influenciado
pela espécie vegetal (Bonilla, 2002).

Vietez ¢ San-José (1996) relatam que, muitas vezes, é necessdrio o
suprimento exégeno de reguladores de crescimento para a indug&o de calos. O
balango hormonal obtido entre citocininas e auxinas, exégenas e enddgenas,
pode estimular a proliferagdo celular. Porém, Ozias-Akins e Vasil (1985)
mencionam que citocininas exégenas nem sempre sdo necessarias € que muitos
tecidos desenvolvem-se in vitro apenas com suprimento de auxinas. Das
citocininas comercialmente disponiveis, o BAP € a citocinina que apresenta
melhores resultados in vitro para promover a multiplicagdo de diversas espécies.
Dentre os reguladores de crescimento mais utilizados na indugdo de calos,

destacam-se o 2,4-D, ANA e, mais recentemente, o TDZ.

2.6 Aspectos bioquimicos

O entendimento das mudancas bioquimicas que ocorrem durante o
crescimento e o desenvolvimento em calos pode fornecer subsidios ao processo
de estabelecimento in vitro, propiciando a otimizagdo das condigdes de seu
cultivo.

Os tecidos vegetais sdo constituidos por substincias quimicas que
podem ser classificadas em duas categorias: macro e micromoléculas, de acordo
com o peso molecular dos compostos.

As anilises dos niveis de proteinas e aminoacidos em tecidos vegetais
sio comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). As proteinas sio as

macromoléculas mais abundantes nas células vivas. Elas sdo constituidas de
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aminoacidos, unidos por um tipo especifico de ligagdo covalente. Estas
biomoléculas podem apresentar fungdes estruturais, de transporte, controle do
crescimento, diferenciacéo ou ﬁu_lgﬁo enzimatica (Lehninger et al., 1995).

Os carboidratos sdo poliidroxialdeidos (aldoses) ou poliidroxicetonas
(cetoses), ou substancias que liberam esses compostos por hidrélise. Eles atuam
fornecendo energia metabdlica e esqueletos carbonicos para a biossintese de
aminoacidos e proteinas, polissacarideos estruturais como celulose, enfim, todos
os compostos organicos necessérios para o crescimento das células (Caldas et
al., 1998). Podem ser classificados como agiicares redutores, como a glicose e a
frutose, enquanto que a sacarose é um aglicar ndo-redutor, com fungdo de
armazenamento e transporte. Os redutores apresentam grupos aldeido ou cetona
livres em sua molécula, capazes de reagir com agentes oxidantes (Conn e
Stumpf, 1980). A determinagdo dos niveis de agiicares tem aplicagdo em varios
estudos fisiologicos, j4 que revela a reserva prontamente disponivel para o
crescimento (Passos, 1996). '

A determinaggio dos tipos e dos niveis de carboidratos é de importéncia
fundamental em calos considerados de alta capacidade de regeneragdo,
indicando potencialidades industriais na produgio de plantas clonadas. As
alteragBes mais acentuadas nos niveis de carboidratos estruturais ocorrem na
fase de crescimento ativo exponencial, durante a formagdo de paredes celulares
(McKee et al., 1955).

Durante o desenvolvimento dos calos, os produtos do metabolismo
secundario tém sua origem no final da fase exponencial e predominam durante a
fase estacionaria, sendo estruturalmente, derivados dos produtos do metabolismo
primério (Ward, 1991; Demain, 2000). .
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2.7 Aclimatizacdo

De acordo com Brainerd e Fuchigami (1981), a aclimatizacdo € o
processo pelo qual as plantulas produzidas em condigdes climéticas controladas
sdo transferidas para um ambiente em condigSes climéticas naturais ou de
transicdo. Esta fase € de grande importincia, sendo considerada um dos maiores
obsticulos a aplicagdo prética da cultura de tecidos, por afetar diretamente a
sobrevivéncia e a qualidade final das mudas produzidas.

Segundo Preece e Sutter (1991), a alta umidade relativa no interior do
recipiente e a baixa irradidncia séo os principais fatores que provocam alterag3es
significativas na estrutura ¢ no funcionamento ;ios tecidos, podendo levar
incapacidade as mudas no sentido de controlar as perdas de agua, quando
submetidas as condi¢des adversas do ambiente natural, como o aumento da

demanda evapotranspiratoria.

2.8 Aspectos anatdmicos

Para se obter conhecimento das estruturas internas dos vegetais ¢
necessario o entendimento das fungdes peculiares em cada 6rgao da planta, visto
que diferentes condigSes ambientais influenciam diretamente as suas estruturas
anatOmicas.

Plantas lenhosas micropropagadas sdo freqlientemente afetadas por
excessiva presenga de fatores de meio de cultura, que conduzem a degeneragéo
metabdlica e morfologica. Desordens anatémicas, morfologicas e fisiologicas,
nos tecidos de plantas cultivadas in vitro, t€m sido descritas sob diversas
terminologias:  vitrificagdo, translucidez, hiperidratacdo, suculéncia e
transparéncia (Ziv, 1991). As desordens anatémicas sd0 menos extensas nos
caules e raizes. Essas modificages impedem o estabelecimento ex vitro de
plantas produzidas in vitro (Deberg e Maene, 1984).
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A influéncia da luz sobre a anatomia foliar pode ser avaliada com base
na sua intensidade, qualidade e quantidade (Castro, 2002; Santo e Pugialli,
1998) tanto para plantas micropropagadas como para plantas em habitat natural.
Estas modificagdes se manifestam principalmente nas folhas, afetando os
principais processos executados por estas, ou seja, a fotossintese e as trocas
gasosas (Deberg e Maene, 1984). Virios estudos tém constatado que alta
irradidncia aumenta a freqiiéncia dos estmatos por unidade de drea superficial
de folha (Castro et al., 1998, Ashton e Berlyn, 1992; Boardman, 1977).
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CAPITULO 2

LIMA, Ednabel Caracas. Anatomia foliar e aclimatizacio de plintulas de
Croton urucurana Baill. germinadas in vitro e de plantas provenientes de
ambiente natural. 2004. 22-42 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal)
— Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

1 RESUMO

Para que se compreenda o processo de plasticidade adaptativa de uma espécie
sob diferentes condi¢Ges ambientais é de grande importincia que seja feito um
estudo sobre a sua anatomia foliar. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
alguns aspectos da anatomia foliar de Croton urucurana Baill., de plantulas
obtidas através da germinagdo in vitro e de plantas provenientes do ambiente
natural. Para o estudo anatdmico fizeram-se cortes transversais e paradérmicos
do limbo foliar na epiderme abaxial. Para a aclimatizagdo utilizaram-se plantulas
com 45 dias apés a germinag@o, estas foram transferidas para garrafas contendo
vermiculita, e fez-se o controle da umidade. Utilizou-se sombrites para controlar
a irradiancia. Os cortes das laminas foliares nas plantas provenientes do habitat
natural apresentaram epidermes uniestratificada com cuticula espessa e mesofilo
com uma organiza¢io dorsiventral. A folha € do tipo anfi-hipoestomatica
contendo em média 366 estdmatos/mm’, com didmetros polar e equatorial em
torno de 35 e 26um. A epiderme abaxial apresentou-se com grande quantidade
de tricomas. As segOes de laminas foliares de plantulas cultivadas in vitro
mostraram epidermes adaxial e abaxial uniestratificada, sem cuticula, com
186,40 estomatos/mm’, com didmetro polar e equatorial em torno de 5,1 e 3,5
pm, respectivamente. Notou-se a menor quantidade de tricomas. A
aclimatizagio das plantulas de sangra d’dgua germinadas in vitro € possivel
desde que simultaneamente seja feito o controle da umidade e se utilize sombrite
70%, 50% e 30%, respectivamente, durante sete dias, obtendo um percentual de
sobrevivéncia de 90%.

* Orientador: Renato Paiva - UFLA



CHAPTER 2

LIMA, Ednabel Caracas. Leaf anatomy and acclimatization of plantlets of
Croton urucurana Baill. germinated in vitro and of in vivo. Lavras: UFLA,
2004. 20-39p. Dissertation (Master of Science in Plant Physiology)” -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.

- 2 ABSTRACT

In order to understand the process of adaptive plasticity of a species under
different environmental conditions it is important to study its leaf anatomy. The
objective of this work was to characterize some aspects of the leaf anatomy of
Croton wrucurana Baill. plantlets obtained through ir vitro germination and of
plants of the natural environment. For the anatomical studies, traversal cuts of
the blade leaves and cuts in the abaxial epidermis were performed. 45 days old
plantlets were transferred to plastic bottles containing vermiculite and used for
acclimatization. A humidity control was performed and semi-shade was used to
control the irradiance. Leaves of plants of the natural environment presented
uniestratified epidermis with thicker cuticle and mesophyl with a dorsiventral
organization. The leaf is an amphihypostomatic type containing in average 366
stomas/mm’, with polar and equatorial diameters around 35 and 26pm,
respectively. The adaxial epidermis showed with great amount of trichomes.
Leaves of in vitro plantlets showed uniestratified adaxial and abaxial epidermis,
without cuticle, 186,40 stomas/mm?, and polar and equatorial diameters of 5.1
and 3.5 pm, respectively. Smaller amount of trichomes was observed. By
controlling the humidity and using semi-shade 70%, 50% and 30%, respectively,
for seven days each, 90% of survival is obtained during the acclimatization of
plantlets germinated in vitro.

*Adviser: Renato Paiva - UFLA
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3 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, tém-se intensificado os estudos para desenvolver
metodologias eficientes de produgdo de mudas, visando oferecer suporte
necessario para a implementagdo de projetos de recuperagdo de dreas
degradadas, principalmente em margens de -reservatérios hidrelétricos,
reabilitacdo de ecossistemas florestais e para conservagio de germoplasma.

A sangra d’agua é uma espécie pioneifa, lenhosa, de interesse em
projetos de reflorestamento e enriquecimento de dreas perturbadas ou
degradadas. Segundo Lorenzi (2000), suas flores sdo meliferas e sua madeira é
propria para fabricagdo de canoas, para obras hidraulicas, carpintaria, marcenaria
e pode ser também empregada na arborizagio em geral.

De acordo com Lee et al. (2000), a estrutura foliar, fungo e ecologia sdo
geralmente correlacionadas com a caracteristica individual de cada espécie.
Alvarenga et al. (2002), concluiram que embora a sangra d’igua seja uma
espécie pioneira, apresenta melhor desempenho quando submetida a 70% de
somb.eamento. Estes autores ainda recomendam a utilizagdo desta planta para
plantios mixtos em areas degradadas marginais a reservatorios hidrelétricos, em
margens de curso d’4gua e éreas de prote¢do de nascentes.

Plantas lenhosas micropropagadas sdo, freqiientemente, afetadas por
viérios fatores do meio de cultura, que conduzem a degeneragdo metabdlica e
morfolégica. Estas desordens anatomicas, morfoldgicas e fisiolégicas, nos
tecidos de plantas cultivadas in vitro, tém sido descritas sob diversas
terminologias: vitrificagdo, translucidez, hiperhidratagdo, suculéncia e
transparéncia (Ziv, 1991) e se manifestam principalmente nas folhas, sendo

menos extensas nos caules e raizes (Deberg e Maene, 1984).
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A anatomia foliar é muito influenciada pelo nivel de luz durante o
crescimento, pois sendo a folha um 6rgdo plastico, sua estrutura interna adapta-
se s condigdes de luz do ambiente. Esta plasticidade adaptativa é caracteristica
das espécies que possuem potencial de aclimatagdo (Bjorkman, 1981). O
aumento no nivel de luz proporciona maior espessura do limbo foliar,
especialmente pelo alongamento ou adigéo de células do parénquima paligadico,
que esté relacionado com a redugdo na resisténcia do mesofilo ao diéxido de
carbono (Nobel, 1977). A compreensdo apropriada da estrutura basica de uma
planta ou érgo é essencial e indispensavel para se chegar a um conhecimento
adaptativo do vegetal (Castro, 2002).

Para as plantas, os estdmatos sio estruturas fundamentais porque através
deles ocorrem os processos de trocas gasosas entre a planta € o meio. Portanto,
qualquer variagdo em nimero e/ou tamanho destes, pode acarretar maior ou
menor eficiéncia da planta quanto a taxa fotossintética (Sun et al.,1995).
Algumas pesquisas mostram que o nimero de estomatos varia entre espécies €
sua densidade depende do meio em que as folhas se desenvolvem.

Dentre os problemas apresentados pelas espécies nativas, 0s mais
importantes sdo os relacionados com a propagagdo, visto que as espécies nativas
produzem sementes em apenas determinadas €pocas. Como intuito de reduzir o
tempo de germinagdo e do aparecimento da radicula, certas sementes podem ser
submetidas 2 embebigdo em solugSes contendo compostos com baixo peso
molecular, como o nitrato de potassio (KNOs) (Bewley e Black, 1984). O papel
fisiolégico dos compostos nitrogenados na promogdo da germinag8o ainda ndo
estd esclarecido. Tem sido proposto que formas oxidadas do nitrogénio
promovem a germinagio, causando uma mudanga no metabolismo da respira¢&o
na rota da pentose fosfato (Pandey et al., 2000). Segundo Bewley e Black
(1984), o nitrato de potdssio ¢ um composto utilizado com o objetivo de
promover a germinag3o, através da indugdo do estresse osmético.
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De maneira geral, durante a formagdo da semente, observa-se
inicialmente, um acimulo de agicares, aminodcidos e amidas (Mendes, 1999).
No cultivo in vitro, dependendo da espécie, ndo hd necessidade de
suplementagio com sacarose ao meio de cultivo (Souza, 2003). Entretanto, para
manter a plantula por um periodo maior, pode ser que a sua adigio seja
necessaria.

Segundo Brainerd e Fuchigami (1981), a aclimatiza¢do ¢ o processo
pelo qual as plantulas produzidas em condi¢es controladas sdo transferidas para
um ambiente com condi¢Bes climaticas naturais. Essas novas condigdes devem
ser possibilitadas as plantulas, progressivamente, de forma que elas sofram
menores estresses, evitando injurias, ou até mesmo a morte.

A aclimatizagdo € essencial para um sistema de micropropagacio bem
sucedido. Em muitas espécies, esse estagio € considerado critico, sendo que, o
sucesso da transferéncia de plantas para a casa de vegetagdo depende da
interagéio e do manejo adequado dos diversos fatores envolvidos na adaptagdo da
planta &8 mudanga ambiental (Deccetti, 2000).

Considerando a importincia econdmica da espécie e a auséncia de
relatos na literatura sobre a sua anatomia foliar e aclimatizagdo, o presente
estudo teve como objetivos comparar a estrutura interna de folhas de plantulas
de Croton urucurana germinadas in vitro e em habitat natural e também
estabelecer uma metodologia de aclimatizagdo para as plintulas

micropropagadas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia do material vegetal

Sementes de sangra d’4gua foram coletadas de populagdes naturais
localizadas na represa de Ijaci — MG, situada na regido sul do Estado de Minas
Gerais, a 918 m de altitude, 21°14°S de latitude e longitude 44,9°00°W GRW.

-

4.2 Germinagio in vitro

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos de Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras — MG.

Frutos de sangra d’4gua foram coletados no periodo de setembro a
outubro de 2003, e trazidos ao laboratério para completar a deiscéncia.

Apds a deiscéncia dos frutos, as sementes foram retiradas e
desinfestadas em camara de fluxo laminar, através da imersso em Benomyl 1%
por quinze minutos e em seguida em solugdo de hipoclorito de sédio (2,5% de
cloro ativo) por 2 minutos e lavadas em agua destilada e autoclavada, para
eliminagdo do excesso das soluges desinfestantes.

As sementes foram submetidas a estudos preliminares de germinacgo,
sendo colocadas na auséncia e na presenga de KNO; (0,5% € 1%) embebidas por
12 h e 24 h, a temperatura ambiente. A seguir foram inoculadas em meio WPM
— Wood Plant Medium (Lloyd e McCown, 1980), solidificado com 7 g L de
agar, suplementado com 30 g L de sacarose e com pH ajustado para-5,8, sendo
o meio autoclavado a 121°C, por 20 minutos.

Cada tratamento foi constituido de 4 repetiches compos’ta por 25
sementes cada. A avaliagdo foi realizada 45 dias ap6s inoculagdo, onde se
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observou o maior percentual de germinacdio. A germinacio foi avaliada
adotando-se critérios fisiolégicos, considerando germinadas todas as sementes
com protusgo de radicula.

Como o maior percentual de germinagdio (35%) foi obtido sob
concentragiio de KNO; a 1%, por 12 h, a temperatura de ambiente, as sementes
foram cnlocadas nestas copdigdes para promogdo da germinagdo. Posteriormente
as sementes foram inocnladas em tubos de ensaio contendo meio WPM (Wood
Plant Medium), solidificado com 7 g.L"! de agar, suplementado com 30 g L' de
sacarose e com pH ajustado para 5,8, sendo o meio autoclavado a 121° C por 20
minutos. )

Apbs a inoculago, as sementes foram mantidas em sala de crescimento,
sob irradiancia de + 55 pmol m? s™, fotoperiodo de 16 h ¢ temperatura de 27 +
2°C.

4.3 Aclimatizacfio das plantulas germinadas in vitro

Decorridos 45 dias da germinagio, 20 plantulas de sangra d’agua foram
transferidas para garrafas contendo vermiculita autoclavada e envoltas com
filme PVC para manutenc@o da umidade relativa no ambiente de aclimatizagéio e
mantidas em sala de crescimento a temperatura controlada de 25 + 2°C.

Concomitantemente ao controle da umidade relativa ¢ da temperatura,
foi realizado o controle da intensidade luminosa, submetendo-se as plintulas a
diferentes niveis de irradidncia. Com esse objetivo, nos primeiros sete dias, apds
a retirada das plantulas dos tubos de ensaio, estas foram mantidas sob sombrite
70% (14 pmol m s™) sendo substituido por sombrite 50% (26 pmol m? s™) e
posteriormente 30% (47 pmol m? s™) a cada sete dias. Durante a utilizagdo do
sombrite 70%, as tampas das garrafas foram desapertadas e removidas
completamente no periodo de 14-21 dias para redugdo gradual da umidade
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relativa. Apés os 21 dias, o sombrite e as tampas foram totaimente retirados ¢

adicionou-se  vermiculita, solugfo nutritiva completa de WPM.

4.4 Anatomia de folhas de sangra d’igua

Folhas completamente expandidas foram coletadas ao acaso do tergo
superior das plantas adultas de sangra d’agua cultivadas em pleno sol, em habitat
natural e de plantulas provenientes da germinagdo im vitro, com
aproximadamente 60 dias apds a germinagdo, sem passarem pelo processo de
aclimatizagdo. As folhas foram fixadas em dlcool etilico 70% (V).

Cortes transversais do limbo foram efetuados 4 mo livre, com auxilio
de lamina de barbear, no Laboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de
Biologia, da Universidade Federal de Lavras.

Em seguida, sucedeu-se a clarificagdo dos cortes em solugdo de
hipoclorito de sédio 20% (v/v do produto comercial); por um periodo de trés a
cinco minutos, e trés lavagens em agua destilada. Posteriormente, o material foi
neutralizado com soluggo de dcido acético 1% (v/v) por um minuto, repetindo-se
as lavagens com 4gua destilada. A coloragdo dos cortes anatomicos foi efetuada
utilizando-se uma mistura azul de astra e safranina, segundo Bukatsch ( 1972). A
seguir, foram preparadas liminas semipermanentes em agua glicerinada (1:1),
com posterior lutagem das ldminas, empregando-se esmalte sintético.

As segdes transversais foram utilizadas para realizagdo de medicGes de
espessura das epidermes adaxial e abaxial e dos parénquimas paligidico e
esponjoso, com auxilio de ocular micrométrica OSM. Posteriormente, os cortes
foram fotomicrografados em microscépio Olympus BX 60, no Laboratério de
Citogenética do Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Para caracterizagdo dos estomatos e demais anexos epidérmicos foram

realizados cortes paradérmicos na regido mediana das laminas foliares, na face
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abaxial e adaxial os quais foram colocados em uma ldmina contendo safranina
glicerinada a 1%. As medi¢des do didmetro polar e equatorial e 'a contagem dos
estomatos foram realizadas com auxilio de cimara clara, em microscépio
Olympus CBB, segundo técnica de Laboriau et al. (1961).

As fotomicrografias foram obtidas em microscépio Olympus BX 60, no
Laboratdrio de Citologia do Departamento de Biologia da UFLA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anatomia foliar de plantas cultivadas em ambiente natural

Secdes transversais das laminas foliares de sangra d’agua mostraram que
as epidermes abaxial e adaxial apresentam cuticula espessa e ambas s3o
uniestratificadas, sendo a epiderme adaxial muito mais desenvolvida, em relagdo
a epiderme abaxial (Figura 2, Tabela 1). O mesofilo possui uma organizagao
dorsiventral, apresentando parénquima paligadico voltado para a superficie
adaxial e parénquima esponjoso voltado para a superficie abaxial (Figura 2),
sendo esta organizagdo semelhante ao descrito para Hevea brasiliensis, também

da familia Euphorbiaceae (Medri e Lleras, 1980).

FIGURA 2. Secdo transversal de laminas foliares de sangra d’agua proveniente
de habitat natural, evidenciando o parénquima paligadico (Pp), o
parénquima esponjoso (Pe), a superficie adaxial (Sad) e a
superficie abaxial (Sab). A barra na figura corresponde a 40pm.
UFLA, Lavras, MG, 2003.
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Através da Figura 2 verifica-se que o parénquima esponjoso apresenta-
se constituido por trés camadas de células e o parénquima paligadico por uma a
duas camadas de células, sendo, entretanto, um pouco mais espesso que O
parénquima esponjoso (Tabela 1). As células do parénquima €esponjoso
apresentam formas irregulares e sio delimitadas por amplos espagos de ar e
servem a dispersio luminosa, determinando uma absor¢do luminosa mais

uniforme através da folha (Taiz e Zeiger, 2002).

TABELA 1. Espessura média em micrometro (um) dos tecidos epidérmicos,
parénquima paligadico e esponjoso de ldminas foliares de sangra
d’agua. UFLA, MG, 2003.

Tipo de cultivo Epiderme  Parénquima Parénquima Epiderme
adaxial pali¢adico esponjoso abaxial
Habitat natural 1515,05 82,57 65,98 13,40

De acordo com Fahn (1985), o tecido paligadico € especializado em
aumentar a eficiéncia da fotossintese nos mesofilos cujo parénquima clorofiliano
se encontra diferenciado em tecidos paligadicos e esponjosos, uma vez que a
maioria dos cloroplastos se encontra nas células pali¢adicas. Dada a forma e a
disposigdo das células paligadicas, os cloroplastos se colocam de maneira que
permitam uma méxima utiliza¢do de luz. Outro fator importante para o aumento
da eficiéncia fotossintética ¢ a presenga de um sistema de espagos intercelulares
bem desenvolvido que se encontra, no mesofilo, o que facilita um rapido
intercdmbio gasoso.

O estudo das se¢des paradérmicas revelou a presenga de células
epidérmicas com o contorno sinuoso € parede bem espessada pela deposi¢do de

cutina (Figura 3), em ambas as faces adaxial e abaxial. As folhas sdo do tipo
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anfi-hipoestomaticas, fato este, segundo Morretes (1969), muito comum em

plantas do Cerrado.

& el

FIGURA 3. Segdo paradérmica da face abaxial da folha de sangra d’agua
cultivada em habitat natural mostrando a presenca de tricomas
(Tr). As barras nas figuras correspondem a 40pm. UFLA, Lavras,
MG, 2003.

Devido ao fato dos estdmatos presentes na superficie adaxial
encontrarem-se em pequeno nimero, ndo foi possivel efetuar a contagem ¢
medigio dos mesmos nos campos observados. As avaliagoes realizadas na
superficie abaxial demonstraram que, em média, esta epiderme apresentou 366
estomatos/mm>, com didmetros polar e equatorial em torno de 35 e 26 um,
respectivamente. Observou-se ainda na epiderme abaxial, a presenca de grande
quantidade de tricomas, estruturas estas importantes no processo de adaptacio,
pois mantém uma atmosfera saturada em vapor de dgua em torno da folha.
Chaves e Rodrigues (1987) relatam que um aumento no nimero de"estOmatos
resulta em uma maior condutincia estomdtica e transpiragdo nas folhas e,

consequentemente, em menor resisténcia as trocas gasosas.
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P e s 2 e s e e

5.2 Anatomia foliar de plintulas cultivadas in vitro

Secdes transversais de folhas de plantulas de sangra d’dgua obtidas do
cultivo in vitro mostraram que em ambas as epidermes sio uniestratificadas e
apresentam a mesma espessura, com a auséncia total de cuticula (Figura 4,
Tabela 2). Segundo Fraguas (2003), a auséncia de formagdo de ceras
epicuticulares, aliada 4 alteragdo na composi¢do quimica das mesmas € uma das
caracteristicas que possivelmente pode ser induzida pela condigdo in vifro,
contribuindo para a dessecagdio das mudas apos a transferéncia para a casa-de-

vegetacdo devido a excessiva perda de agua.

FIGURA 4. Secao transversal de laminas foliares obtidas de sangra d’agua
germinadas in vitro, evidenciando o parénquima paligadico (Pp), o
parénquima esponjoso (Pe), a superficie adaxial (Sad) e a
superficie abaxial (Sab). A barra na figura corresponde a 40pm.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

O mesofilo € do tipo dorsiventral com um parénquima pali¢adico pouco
diferenciado, constituido somente por uma camada de células e com inimeros
espacos intercelulares do tipo lacunas (Figura 4). Esta alta proporgdo de espagos
intercelulares causados, possivelmente, pelas condigdes in vitro, indica que é
necessario um periodo de aclimatizagio para corrigir essas anomalias, sendo um
dos fatores que pode contribuir para a dessecagdo das mudas em um processo de

aclimatizagdo. O parénquima esponjoso apresenta-se constituido por quatro
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camadas de células, sendo mais difuso, isto €, com espacos intercelulares mais
acentuados. Este fato é comum em folhas de plantas submetidas a baixas
intensidades luminosas, como ocorre no cultivo in vitro. Ndo se observou
diferenca em relagio a espessura dos parénquimas paligadicos e €5ponjoso.

(Tabela 3).

TABELA 3. Espessura média em micrometros (pm) dos tecidos epidérmicos,
parénquima paligadico e esponjoso de liminas foliares de sangra
d’agua germinadas in vitro.UFLA, MG, 2003.

Tipo de cultivo Epiderme Epiderme  Parénquima  Parénquima
adaxial abaxial pali¢édico €Sponjoso
In vitro 12,00 11,00 37,63 40,87

FIGURA 5. Secdio paradérmica da epiderme da face abaxial da folha da planta
de sangra d’agua cultivada in vitro. As barras nas figuras
correspondem a 40pm. UFLA, Lavras, MG, 2003.

35



O estudo de segBes paradérmicas da face adaxial revelou a presenga de
células epidérmicas com contorno mais sinuoso e com parede fina,
demonstrando a auséncia de cuticula (Figura 5). Esta caracteristica de maior
sinuosidade da parede celular pode estar relacionada as condi¢3es in vitro de que
estas plantulas ainda ndo apresentam caracteristicas adaptativas contra a perda
excessiva de agua, necessitando assim de um periodo de aclimatizagdo. As
folhas sio do tipo anfi-hipoestomatica. AvaliagOes realizadas na epiderme
abaxial demonstram que esta epiderme apresentou em média 136,40
estomatos/mm® com didmetros polar e equatorial em torno de 5,1 e 3,5 pm,
respectivamente.

Embora ndo seja possivel visualizar através da Figura 5, verificou-se a
presenga de pequena quantidade de tricomas nas folhas das plantas
micropropagadas. Segundo Erleringer (1984), o valor adaptativo dos tricomas
estd relacionado 4 economia de igua pela planta, através de um aumento na
reflexdo da radiacdo solar, que reduz a temperatura foliar e, conseqiientemente, a
transpiragio, ou através do aumento da espessura da camada de ar, pela qual o
vapor d’agua deve difundir.

O nimero de estdmatos obssrvado em plantulas in virro pode ser
induzido pelo ambiente existente nos recipientes. Como o nivel de luz e as
trocas gasosas sio baixos em relagdo ao do habitat natural, os numerosos
estomatos abertos provavelmente facilitam as trocas e aumentam a eficiéncia
fotossintética.

De acordo com a diferencia¢do entre os tecidos de Croton wrucurana
cultivadas in vitro, percebe-se que a técnica de cultura de tecidos € perfeitamente
aplicavel para a obtengdo de plantulas aptas a serem levadas ao campo; observa-
se que estes tecidos sdo semelhantes 3 das plantas provenientes do hébitat
natural, necessitando de um periodo de aclimatizagio para corrigir algumas
anomalias provocadas pelas condi¢des in vitro.
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5.3 Aclimatizag¢io das plantulas germinadas in vitro

A reducdo gradual do sombrite e abertura parcial das tampas
caracterizam um processo vidvel para promogdo da aclimatizagdo de plantulas
sangra d’agua. As plantulas germinadas in vifro apresentaram 90% de
sobrevivéncia apés um periodo de 21 dias de aclimatizacdo em sala de

crescimento (Figura 6A e 6B).

FIGURA 6. Aspecto geral da aclimatizagio de plantulas germinadas in vitro de
sangra d’4gua, mantidas em sala de crescimento (6A) e plantulas
aclimatizadas apos um periodo de 21 dias em sala de crescimento
(6B). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Em decorréncia dessas observagbes, verifica-se que o controle
ambiental, no local de aclimatizagdo favoreceu o crescimento e 0
desenvolvimento das plantulas de sangra d’gua. Portanto, € possivel a
aclimatizacdo das plantas de sangra d’agua, fazendo o controle da umidade
relativa e utilizando sombrite 70, 50 e 30%, por um periodo de sete dias cada.

Os resultados corroboram com Deccetti (2000), que constatou que €

possivel a aclimatizagdo de mudas de Annona glabra, obtidas por
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micropropagagio, fazendo-se o controle da umidade relativa, durante 21 dias
aliada ao controle da irradidncia.

Do mesmo modo, Santos (2001), concluiu que foi possivel a
aclimatizagio por um periodo de 21 dias de plantulas de Coffea arabica ¢ Coffea
canephora, através do controle ambiental.
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6 CONCLUSOES

As estruturas foliares de plantas provenientes do ambiente natural
apresentam epiderme uniestratificada, com cuticula espessa e o mesofilo possui
uma organizagio dorsiventral. A folha é do tipo anfi-hipoestomatica com 366
estdmatos/mm>, com didmetro polar e equatorial 35 e 26 pm na epiderme
adaxial.

As estruturas foliares de plantas provenientes do cultivo in vitro
apresentam epiderme uniestratificada, com auséncia de cuticula e o mesofilo
possui uma organizagdo dorsiventral. A folha é do tipo anfi-hipoestomatica com
186 estdmatos/mm’, com didmetro polar e equatorial 5,21 e 3,5 pm na epiderme
adaxial. ' :

E possivel a aclimatizagiio das plantas de sangra d’igua, fazendo o
controle da umidade relativa e utilizando sombrite 70,50 e 30%, por um periodo
de sete dias cada.
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CAPITULO 3

LIMA, Ednabel Caracas. Inducdio e enraizamento de brotagdes in vitro em
segmentos nodais de sangra d’igua. 2004. 43-61 p. Dissertagao (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

1 RESUMO

A sangra d’agua é uma espécie pertencente 4 familia Euphobiaceae que
apresenta potencial na recuperagdo de matas ciliares degradadas. As suas
sementes apresentam baixa viabilidade. Portanto, a propagacdo in vitro permite
a determinagdio de vias alternativas de reproducio por meio da organogénese
direta ou embriogénese somatica. Objetivou-se estabelecer uma metodologia
para a micropropagagdo da sangra d’agua, induzindo a proliferagdo de brotagdes
axilares, pela inoculagio de segmentos nodais em meio WPM, acrescido com
diferentes concentragdes de BAP (0; 1; 2; 3 mg L™). Para o enraizamento, foram
utilizadas brotagdes obtidas de segmentos nodais sendo estas inoculadas em
meio WPM com 0,1% de carvio ativado e acrescido com diferentes
concentragdes de ANA (0; 1; 2 e 3 mg L™). Apés a inoculagdo, os explantes
foram mantidos em sala de crescimento, com fotoperiodo de 16 horas e
temperatura 27° + 2°C. A avaliagiio do niimero e comprimento das brotagdes, e
nimero de folhas foi realizada 40 dias apés a inoculagdo. O regulador de
crescimento BAP ndo foi eficiente para a indugio de multiplas brotacSes,
comprimento e nimero de folhas em segmentos nodais na espécie sangra
d’agua. Para o enraizamento, a avaliagdo foi realizada 35 dias apés a inoculaggo.
O maior namero de raizes e o maior comprimento foi observado em 3 mg L? de
ANA.

* Orientador: Renato Paiva - UFLA
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CHAPTER 3

LIMA, Ednabel Caracas. In vitro shoot induction and rooting of modal
segments of Croton urucurana Baill. Lavras: UFLA, 2004. 40-56 p.
Dissertation (Master of Science in Plant Physiology)” - Universidade Federal de
Lavras, Lavras.

2 ABSTRACT

Croton urucurana Baill is a species of the family Euphobiaceae that presents
potential in the recovery of degraded ciliary forests. Their seeds present low
viability. The in vitro propagation allows the determination of reproductive
alternatives through direct organogenesis or somatic embryogenesis. The
objective this work was to establish a methodology for the micropropagation of
Croton urucurana Baill, by inducing the proliferation of axillary shoots, through
the inoculation of nodal segments in WPM medium, supplemented with
different concentrations of BAP (0; 1; 2; 3 mg L"). For rooting, shoots were
inoculated in WPM medium containing 0,1% activated charcoal and different
concentrations of NAA (0; 1; 2 and 3 mg L™). After the inoculation, the explants
were maintained in a growth room, with photoperiod of 16 hours and
temperature of 27+2° C. The evaluation of number and shoot length and number
of leaves was accomplished 40 days after inoculation. The growth regulator
BAP was not efficient for the induction of multiple shoots, length and number of
leaves. For rooting, the evaluation was accomplished 35 days after inoculation.
Larger number of roots and highest length was observed using 3 mg L NAA.

* Adviser: Prof. Renato Paiva - UFLA



3 INTRODUGAO

A sangra d’agua é uma espécie arborea caracteristica de terrenos muito
imidos e brejosos, pertencente a familia Euphorbiaceae. Sua distribuigdo
estende-se desde o estado da Bahia até o Rio Grande do Sul em formages
idénticas (Branddo et al., 2002). Como apresenta adaptagdo a presenca de lencol
frestico superficial é de primordial importancia sua utilizagdo em projetos de
reflorestamento de 4reas ciliares degradadas e de deplegdo de reservatrios.

A obtengio de mudas de sangra d’agua durante todo ano é
comprometida devido & baixa viabilidade das sementes, ndo ultrapassando
quatro meses, além da presenga do coledptero pertencente ao género Apion sp
que provoca dano ao embrido, dificultando sua propagacdo pela via sexuada.

O desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos vegetais tem sido
uma das contribuicbes mais significativas para o avango do processo de
propagagiio. A micropropagagio ¢ a técnica alternativa mais utilizada com a
finalidade de obtencdo de um grande nimero de plantas uniformes,
independente da época do ano (Borthakur et al., 1999). Por essa razio, a
definigiio de uma metodologia para a micropropagacdo da sangra d’agua pode
apresentar uma contribuicdo efetiva no desenvolvimento da cultura.

Um dos explantes mais usados para a micropropagagdo sdo os
segmentos nodais e seu cultivo consiste na inoculagéo de uma gema, juntamente
com uma porgio do caule, para obter brotos a partir desta. Diversas espécies
lenhosas sio regeneradas por meio de segmentos nodais, podendo, a
juvenilidade destes explantes ser um fator importante na capacidade de brotagdo
e desenvolvimento da cultura in vitro (Braga et al., 1997).

A composigio do meio de cultura é outra importante varidvel que

determina o sucesso nas diversas fases da micropropagagdo. Os nutrientes
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presentes no meio de cultura s&o necessirios ao metabolismo das células e aos
fatores de crescimento, responsiveis pela diferenciagdo em brotos e raizes
(Schuch e Peters, 1993). O meio de cultura WPM (Lloyd e McCown, 1980) €
bastante utilizado para a indugéio de brotagdes em plantas lenhosas, por possuir
baixas concentragdes de ions totais.

Os tecidos caulinares isolados exibem muito pouco crescimento em
meio de cultura sem a adi¢do de reguladores de crescimento. Embora a adi¢3o de
auxinas ndo seja necessiria no cultivo in vitro para algumas espécies, as
citocininas sdo indispensiveis para a quebra da dorméncia apical e indugdo de
proliferagdo de gemas axilares. Estas substincias promovem também a divisgo,
alongamento e diferenciagdo celular (Taiz e Zeiger, 2002).

Dentre as citocininas, 0 6-benzilaminopurina (BAP) tem sido a mais
utilizada, devido & sua eficiéncia na multiplicagdo da parte aérea e indugéo de
gemas adventicias em virias espécies lenhosas, em concentragdes que variam
entre 0,1 a 5,0 mg L ' (Pasqual et al., 2001).

Na formag@o de raizes adventicias em espécies lenhosas, o uso de carvdo
ativado no meio tem favorecido o enraizamento. Por apresentar uma alta
capacidade de adsorgdio, esta substincia tem a propriedade de modificar a
composicdo dos meios de cultura, adsorvendo uma série de substincias
adicionadas ao meio, liberadas pelos explantes ou presentes no agar, que possam
afetar negativamente o crescimento. Outra propriedade atribuida ao carvéo
ativado é o favorecimento do processo de enraizamento, devido a redugdo da
intensidade de luz na regifo de formagéo de raiz (Assis e Teixeira, 1998).

O controle do desenvolvimento de raizes adventicias € influenciado por
substancias reguladoras de crescimento. A auxina ANA ¢ uma das auxinas mais
estaveis e, de modo geral, mais indicadas para aplicagdo exdgena, visando o

enraizamento.
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Como a obtencdo de mudas pela da via sexuada ¢ dependente da
sazonalidade, o objetivo deste trabalho foi estabelecer uma metodologia de
micropropagagio via organogénese direta a partir de segmentos nodais de sangra

d’agua.
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4 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Foram utilizadas folhas de plantas matrizes de sangra d’ agua com
aproximadamente seis meses de idade, obtidas do viveiro de mudas das Centrais
Elétricas de Minas Gerais (CEMIG), localizada na Represa de Camargos,
municipio de Itutinga, Minas Gerais. Estas plantas foram mantidas em sala de
crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, da
Universidade Federal de Lavras, a temperatura de 27 + 2°C e irradidncia de 51

pmol m™ s™ e fotoperiodo de 16 horas.

Desinfestagiio e inoculaciio do material vegetal

Os explantes foram constituidos de segmentos nodais com
aproximadamente 1,5 cm de comprimento, contendo apenas uma gema lateral.
Estes foram lavados em é4gua corrente com gotas de detergente por duas horas,
seguidos de imersdo em alcool 70% (v/v) por um minuto e submersos em
hipoclorito de sédio (1%) durante 20 minutos e lavados em 4gua destilada e
autoclavada por cinco vezes.

4.1 Inducio de brotacies em segmentos nodais de sangra d’igua

Os segmentos nodais foram inoculados em meio WPM acrescidos de
BAP nas concentragbes de 0, 1, 2 e 3 mg L'e suplementado com 30 g L de
sacarose. O meio foi solidificado com 4gar 7 g L™ e o pH ajustado em 5,8 antes
da autoclavagem a 121°C, por 20 minutos.

48



Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a temperatura de 27 + 2°C ¢ irradidncia de 55 pm m s e fotoperiodo de 16 h.
Quarenta dias apés a inoculagdo, avaliaram-se o nimero € O

comprimento de brotagdes e o niimero de folhas produzidas.

Delineamento experimental

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com 15
repeticbes por tratamento, sendo cada repeti¢do composta por um tubo de ensaio
contendo um explante. As analises de varidncia e de regresséo foram realizadas

utilizando-se o programa computacional SISVAR, versgo 4.3 (Ferreira, 2000).

4.2 Enraizamento in vitro de brotagdes obtidas de segmentos nodais

Brotagdes obtidas de segmentos nodais cultivados in vitro em meio
WPM acrescidos de 1 mg L™ foram inoculadas em meio WPM acrescido de30g
L de sacarose e as seguintes concentragdes de ANA, 0, 1,2 e 3 mg L'e0,1%
de carvio ativado. O meio foi solidificado com 7 g L™ de agar e tiveram o seu
pH ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121°C, por 20 minutos.

Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a temperatura de 27  2°C, irradidncia de 55 pm m” s™ e fotoperiodo de 16
horas. Apés 35 dias, foram avaliados a porcentagem, o nimero € 0 comprimento
das raizes.

-

Delineamento experimental
Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado com 15, repeti¢Ses

por tratamento, sendo cada repeti¢do composta por um tubo de ensaio contendo
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um explante. As anélises de varidncia e de regressdo foram realizadas utilizando-

se o programa computacional SISVAR, versdo 4.3 (Ferreira, 2000).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducio de brotacies em segmentos nodais de sangra d’agua

O regulador de crescimento BAP néo foi eficiente para a indugdo de
miltiplas brotagdes, comprimento e nimero de folhas em segmentos nodais na
espécie sangra d’agua.

Grattapaglia e Machado (1998) afirmam que o tipo de citocinina e sua
concentragdo sdo os fatores que mais influenciam o sucesso da multiplicag@o in
vitro. Afirmam também que o BAP tem se mostrado muito eficaz, sendo a
citocinina mais indicada para a multiplicagdio de partes aéreas e indugdo de
gemas adventicias. Um fator que deve ser ressaltado ¢ a espécie que esta sendo
multiplicada, pois o resultado sera influenciado pela concentragdo e
fitorregulador utilizado. A utilizagdo de outras concentragdes de BAP, ou o uso
de outro tipo de citocinina como TDZ, pode estimular a indugdo de multiplas
brotagGes em sangra d’agua.

Resultados semelhantes foram obtidos com segmentos nodais de murici-
pequeno (Byrsonima intermedia), em que foi constatado que o BAP .30 ¢
eficiente na indugdo de brotagdo para esta espécie (Nogueira, 2003). Também
foi verificada por Deccetti (2000) que esta citocinina ndo foi adequada para a
proliferagiio de brotagdes em segmentos nodais de Annona glabra. Esta autora
obteve, em média, 1,5 broto por segmento nodal, ndo sendo necesséria a adi¢c@o
de BAP, ANA, com ou sem GAj3.

Resultados divergentes foram encontrados por Cerqueira (1999) em
segmentos nodais de erva-de-touro (Tridax procumbens), em que O BAP foi

mais eficiente do que o TDZ em todas as varidveis avaliadas (altura e numero

das brotagdes).
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Observou-se, ainda, um principio de formagdo de calos nos segmentos
nodais em todas as concentragdes de BAP testadas, sendo mais visivel na
concentragdo de 3 mg L. Estas observagdes estio de acordo com as verificadas
por Nogueira (2003) em murici-pequeno (Byrsonima intermedia) em que, a
ocorréncia de calos apresentou-se diretamente proporcional aos niveis deste
regulador de crescimento. Efeitos equivalentes foram constatados por Bonilla
(2002) em Rudgea viburnoides ocomrendo- a formagdio de calos
proporcionalmente ao incremento das concentragbes de BAP adicionadas ao
meio de cultura.

Souza (2003) observou que, em Lychnopi;ora pinaster, 0 maior nimero
de brotos foi obtido na concentraggo de 0,62 mg L ™' de BAP. Verificou também
que, no meio com 1 mg L ! de BAP, tanto o niimero quanto o comprimento dos
brotos foram menores do que em relagio a dosageﬁs inferiores.

Em copaiba (Copaifera langsdorffii), Azevedo (2003), verificou que os
efeitos das concentragbes de BAP no meio de cultura WPM aumentaram o
tamanho das brotagSes até a concentragio de 1,18 mg L ' de BAP e que nas
concentragdes superiores a esta, houve uma tendéncia da queda no comprimento
das brotagdes. Em Eucalyptus grandis, as maiores taxas de multiplicagdo a
partir de segmentos nodais foram atingidas quando se utilizou BAP nas
concentragdes de 0,5 a 1 mg L™ (Carvalho, 1988).

Em segmentos nodais de sucupira-branca (Pterodon pubescens)
inoculados em meio MS e WPM, Coelho (1999) verificou maior nimero de
brotagGes em meio WPM com a adigio de 3 mg L ' de BAP. Bonilla (2002),
trabalhando com Rudgea virburnoides, constatou que o maior nimero de brotos
foi obtido com 4 mg L™ de BAP no meio WPM.

Soares (2002), objetivando estimular a brotag@o de gemas laterais em
segmentos nodais de Inga (Imga vera subsp. affinis), oi)servou que as
concentragdes de 0, 3 ¢ 12 mg L ' de BAP adicionado ao meio WPM foram as
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que apresentaram melhores resultados para estimular a brotagdo de gemas
laterais. No entanto, estes brotos tiveram uma média de crescimento
significativamente maior na auséncia deste regulador.

Mesquita (1999) obteve desenvolvimento de gemas nos segmentos
nodais de lechieira (Litchi chinensis), independente das concentragdes utilizadas
dos reguladores BAP ou ANA. Porém, houve formagéo de calos na base dos
segmentos.

De acordo com Gomes (1999) o desencandeamento do processo
morfogenético, na maioria dos casos, acontece quando sdo adicionados
reguladores de crescimento ao meio nutritivo. Santos (2001) mostrou que, em
Salyx humboldtiana, a indugdo de brotagdes a partir de segmentos nodais pode
ser obtida na auséncia de BAP ou GA3, mas o uso destes reguladores favorece o
surgimento de mais de um broto por explante.

De acordo com George (1996), o crescimento e a morfogénese sdo
fatores controlados pela interagio entre os reguladores de crescimento

adicionados ao meio de cultura e os horménios presentes no explante.

5.2 Enraizamento in vitro em brotacdes de sangra d’agua

A concentragdo de 3 mg L™ de ANA foi a mais eficiente para a obtengao
de um maior nimero e comprimento de raizes em sangra d’dgua (Figura 7A).
Esses resultados estio de acordo com os encontrados por Lopes et al. (2002).
Andrade et al. (2000), trabalhando com brotagSes de aroeira (Myracrodrum
wrundeuva), constataram que o uso de ANA também promoveu um maior
enraizamento nestes explantes. Na espécie Lychnophora pinaster, um maior
nimero de raizes foi obtido em meio suplementado com 2 mg L' de ANA
(Souza, 2003).

Na auséncia de ANA, observou-se formagdo de raizes, embora o seu

nimero e comprimento tenham sido inferiores quando comparadas com as
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concentragoes de 1,2 € 3 mg L de ANA. A rizogénese promovida na auséncia
de ANA pode ter sido promovida pelos teores endogenos de auxinas presentes

no explante.
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/" FIGURA 7. Nmero de raizes (A) e comprimento de raizes (B) em brotagdes
obtidas a partir de segmentos nodais de sangra d’4gua inoculados
em meio WPM contendo diferentes concentragdes de ANA.

UFLA, Lavras, MG, 2003.
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O comprimento das raizes de brotagdes de sangra d’agua aumentou com
o incremento das concentragdes de ANA, tendo sido a concentracdo de 3 mg iy
a que promoveu maior comprimento das raizes (2,57 cm). A concentragdo de 2
mg L também apresentou eficiéncia no comprimento das raizes (2,44 cm)
(Figura 7).

De acordo com Gill et al. (1994), o nimero de raizes € mais importante
que o comprimento das raizes durante a fase de aclimatizagio. Para a obteng@o
de maior comprimento das raizes das brotagdes, a concentragio de 3 mg L ' de
ANA ¢é a mais indicada.

Na Figura 8 € mostrado o percentual de enraizamento das brotagdes.

Tratamento

BPorcentagem de enmizamento i

FIGURA 8. Porcentagem de enraizamento das brotagdes in vitro obtidas por
meio de segmentos nodais de sangra d’4gua inoculados em meio
WPM acrescido com diferentes concentragdes de ANA (0; 1; 2 ¢ 3
mg L™). UFLA, Lavras, MG. 2003.

De acordo com a Figura 8, observa-se que a maior porcentagem de
enraizamento foi obtida com a concentragdo de 3 mg LT de ANA, atingindo
93,3%, seguida de 2 mg L' de ANA (60%). O controle foi o que obteve a menor
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porcentagem de enraizamento (13,3%), podendo ser atribuida esta formagao aos
teores endogenos de auxinas presentes no explante. Verifica-se que € necessaria
a utilizacdo exdgena de auxina para promover rizogénese em brotagdes de
sangra d’agua.

Na Figura 9 é mostrado aspecto do enraizamento das brotagdes de

sangra d’agua.

FIGURA 9. Aspecto do enraizamento in vitro de brotacdes de sangra d’agua
obtidas de segmentos nodais apds 35 dias de inoculagdo em meio
WPM. Controle (A) e acrescido com 3 mg L' de ANA (B). UFLA,
Lavras, MG, 2003.

No caso de Lopes (2001) e Andrade et al. (2000), estes autores
observaram que o ANA foi mais eficiente no enraizamento de brotos de mogno
(Swietenia macrophylla) e aroeira (Myracrodruon urundeuva) obtidos in vitro,

respectivamente.
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6 CONCLUSOES

O uso da citocinina BAP ndo foi eficaz na indugdo de brotagdes em
segmentos nodais de sangra d’agua.

Nzo houve diferenga para o nimero de folhas e comprimento das
brotagdes nas concentragdes de BAP utilizadas.

A formacdo de raizes adventicias em brotagdes de sangra d’agua é
obtida utilizando a auxina ANA adicionada ao meio de cultura WPM. O maior
nimero e comprimento de raiz foram obtidos com a concentragio de 3 mg L'de
ANA.
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CAPITULO 4

LIMA, Ednabel Caracas. Indugiio de calos em segmentos foliares de sangra
d’igua. 2004. 62-84 p. Dissertagio (Mestrado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

1 RESUMO

A formagdo de calos é desejavel para induzir morfogénese indireta, variagio
somaclonal e estudos fisiolégicos, principalmente quando se deseja relacionar a
presenca de metabdlitos secundarios com o crescimento celular. Com o objetivo
de estabelecer uma via alternativa para propagacdo in vitro da sangra d’agua,
avaliou-se o efeito de diferentes concentragSes de auxinas e citocininas na
inducdo de calos em se§mentos foliares de sangra d’agua. Discos foliares com
aproximadamente 1 cm” foram retirados de plantas matrizes com 6 meses de
idade, e inoculados em meio WPM, acrescidos de diferentes concentragGes de
2,4-D, TDZ, ANA e BAP na presen¢a de luz. O 2,4-D e o TDZ induziram
formagdo de calos, porém o 2 4-D apresentou o maior peso fresco de calos nas
concentragdes de 3 e 5 mg L™ quando utilizado isoladamente. Observou-se que
tanto o 2,4-D quanto o BAP foram eficientes na indugdo de calos, porem, na
presenga de 2,4-D obteve-se maior peso ﬁ'esco de calos, tendo este maximo sido
obtido a uma concentragio de 4 mg L. A combinagiio entre ANA ¢ BAP
promoveu oxidagdo. O ANA induziu rizogénese nos explantes foliares quando
utilizado isoladamente.

* Orientador: Renato Paiva - UFLA
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CHAPTER 4

LIMA, Ednabel Caracas. Induction of callus in leaf segments of bleeds of
water (Croton urucurana Baill.). Lavras: UFLA, 2004. 62-84 p. Dissertation
(Master Program in Plant Physiology)” - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.

2 ABSTRACT

The formation of callus is desirable to induce indirect morphogenesis;
somaclonal variation and physiologic studies, mainly when one wants to relate
the presence of secondary metabolites with the cellular growth. With the
objective to establish an alternative for the in vitro propagation of Croton
urucurana Baill, the effect of different auxin and cytokinin concentrations on
the induction of callus in leaf and segments explants were studied. Leaf explants
of approximately 1 cm’ size obtained from 6 months old plants were inoculated
in WPM medium, supplemented with different concentrations of 2,4-D, TDZ,
NAA and BAP in the presence of light. The use of 2,4-D and TDZ induced
formation of callus. However, higher fresh weight of callus was obtained in the
concentrations of 3 and 5 mg L when used isolated. The use of both 2,4-D and
BAP were efficient in the callus induction, however, in the presence of 4 mg L’
12.4-D higher fresh weight of callus was obtained. The combination between
NAA and BAP promoted oxidation. NAA induced root formation in leaf
explants when used isolated. .

* Adviser: Renato Paiva— UFLA .
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3 INTRODUCAO

A sangra d’agua é uma arvore do Cerrado que apresenta um grande
valor na medicina tradicional e na recomposigdo de areas degradadas. As areas
de dispersio dessa espécie sdo nas zonas tropicais € subtropicais da América do
Sul. No Brasil, a sangra d’agua ocorre nos estados da Bahia, Rio de Janeiro,
Mato Grosso do Sul até o Rio Grande do Sul e ultrapassa suas fronteiras, até o
Uruguai e a Argentina (Cordeiro, 1985).

Na cultura de tecidos, a cultura dos calos é desejavel, podendo ser
utilizada no isolamento de protoplastos, estudo de tipos celulares, selegdo
celular, embriogénese somatica, organogénese e produgdo de metabolitos
secundarios (Pinto e Lameira, 2001).

Calos sdo definidos como tecidos constituidos por células
dediferenciadas, que se desenvolvem como resposta a uma lesdo quimica ou
fisica sob determinadas condi¢des hormonais (Mantell et al., 1994). Os calos
podem ser obtidos a partir de um fragmento de tecido de determinada planta e
possuem a capacidade de se diferenciar em tecidos, 6rgéos e até embrides,
podendo regenerar plantas inteiras (Paiva e Paiva, 2001; Pierik, 1990; Torres e
Caldas, 1990).

Para a indugZo de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante. Entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham
maior proporgio de tecido meristematico ou que apresentem maior capacidade
de expressar a totipoténcia. No entanto, explantes oriundos de tecidos jovens,
ndo lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de tecidos, por possuirem
alta capacidade de regeneragdo (Pierik, 1990). Outros fatores que influenciam a
formagdo de calos sdo a composi¢do do meio nutritivo, tamanho do explante,
condigGes fisicas do ambiente (luz e temperatura), genétipo e estadio fisiolégico



da planta-mée. Estes fatores interagem, podendo promover ou inibir a formagdo
dos calos.

Na calogénese, muitas vezes é necessirio o suprimento exogeno de
fitorreguladores (Vietez ¢ San-José, 1996), necessidade que se refere ao tipo,
concentragdo, relagio auxina/citocinina, genétipo da planta doadora e conteido
enddgeno de hormdnios.

As auxinas e citocininas sdo as principais classes de fitorreguladores
utilizados para indugdo e crescimento de calos. Segundo George € Sherrington
(1984), a combinagdo de auxinas e citocininas promove diferenciagdo celular e
também a organogénese. Dentre os fitorreguladores utilizados na indugdo de
calos, destacam-se: o acido 2,4-diclorofeno-oxiacético (2,4-D), o 4cido naftaleno
acético (ANA), o 4cido 6-benzilaminopurina (BAP) e o thidiazuron (TDZ).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar a interagao de diferentes
concentragdes de auxinas e citocininas na indugdo de calos, em explantes

foliares de sangra d’agua.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Plantas matrizes de sangra d’agua, com aproximadamente 6 meses de
idade, foram obtidas do viveiro de mudas da Centrais Elétricas de Minas Gerais
(CEMIG), localizada na Represa de Camargos, municipio de Itutinga, Minas
Gerais. Estas plantas foram mantidas em sala de crescimento do Setor de
Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, da Universidade Federal de
Lavras, a temperatura de 27 + 2°C, com irradidncia de 51 pmol m? s e
fotoperiodo de 16 h, sendo utilizadas como fonte de explantes.

4.2 Desinfestacfio e inoculac¢iio do material vegetal

Folhas jovens retiradas das plantas matrizes foram lavadas por 12 h em
4gua corrente e detergente e desinfestadas em cimara de fluxo laminar com
dlcool 70% (v/v) por um minuto, hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo) a
50%, durante 15 minutos e lavadas cinco vezes com agua destilada e
autoclavada. Destas, foram retirados discos foliares com aproximadamente 1
cm’ que foram inoculados com a superficie abaxial voltada para o meio de
cultivo. Ap6s a inoculaggo, os explantes foram mantidos sob irradidncia de 51
pmol m™ s™, em sala de crescimento, 4 temperatura de 27° + 2°C.

4.3 Efeito de 2,4-D e TDZ na inducio de calos em segmentos foliares de
sangra d’dgua )

Os explantes foram inoculados em meio de cultivo WPM (Lloyd e
McCown, 1980) suplementado com 30 g L™ de sacarose, 7 g L de é4gar e seu
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pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem e acrescido de diferentes
combinagdes entre 2,4-D (0; 1;2; 3;4e S mg LYeTDZ (0;0,5 1e2mg LY,

conforme Tabela 4.

TABELA 4. Combinagdo entre diferentes concentragdes de 2,4-D e TDZ,
adicionados ao meio WPM, na inducgdio de calos em segmentos
foliares de sangra d’agua. UFLA, Lavras, MG, 2003.

(T1) Controle

(T2) 0,5 mg L? de TDZ

(T3) 1 mg L' de TDZ

(T4)2 mgL" de TDZ

(T5) 1 mgL* de24-D

(T6) 1 mg L de 2,4-D+0,SmgL" de TDZ
(T7) 1 mgL*de24-D+1mgL"’ de TDZ
(T8) 1 mgL* de24-D+2mgL" de TDZ
(19)2mgL" de 24-D

(T10) 2mg L de 2,4-D + 0,5 mg L* de TDZ
(T11)2mgL™" de 24-D+ 1 mgL" de TDZ
(T12)2mgL" de24-D+2  mg L" de TDZ

(T13)3mg L* de 24D

('I'I4)3mgL" de2,4-D+0,5mgL" de TDZ
(T15)3mg L'de24-D+1 mgL" de TDZ
(T16)3mg L* de 2,4-D+2 mg L™ de TDZ
T17)4 mg L'de24-D

(T18)4mg L™ de 2,4-D+0,5mg L de TDZ
('l‘l9)4mgL" de24-D+1mgL” de TDZ
('!‘20)4mgL" de24-D+2mgL* de TDZ
(T21) 5mg L de 24-D

(T22) 5Smg L™ de 2,4-D+ 0,5 mg L de TDZ
(T23)5mg L™ de2,4-D + 1 mg L™ de TDZ

W)SggL"deL#D+2E§L"deTDZ

A avaliagdo foi realizada 45 dias apés a inoculago, utilizando como

parimetro o peso da biomassa fresca de calos. Utilizou-se o delineamento

inteiramente casualizado com 20 repetigbes por tratamento, sendo cada repeticdo

composta por um explante por tubo de ensaio. Os dados foram submetidos a
anilise de variancia e analisados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4.4 Efeito de 2,4-D e BAP na induciio de calos em segmentos foliares de

14

sangra d’iagua

Os explantes foram inoculados em meio de cultivo WPM suplementado
com 30 g L™ de sacarose, 7 g L de 4gar e seu pH ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem e com diferentes concentragdes de 2,4-D (0; 1; 2; 3; 4 ¢ 5 mg LY
e BAP (0; 0,5; 1 ¢ 2 mg L™), conforme Tabela 5.

TABELA 5. Combinag3o entre diferentes concentragdes entre 2,4-D e BAP,
adicionados ao meio WPM, na indugdo de calos em segmentos
foliares de sangra d’agua. UFLA, Lavras, MG, 2003.

(T1) Controle (T13)3mg L' de 2,4-D

(T2) 0,5 mg L™ de BAP (T14)3mg L de 2,4-D+0,5 mg L de BAP
(T3) 1 mg L de BAP (T15)3mgL" de2,4-D+ 1 mg L de BAP
(T4) 2 mg L de BAP (T16) 3mg L™ de 24-D+2 mg L" de BAP
(T5) 1 mg L’ de2,4-D (T17)4mgL' de 2,4-D

(T6) 1mgL*de24-D+0,5mgL'deBAP - (T18)4mg L' de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP
(T7) 1 mgL" de 2,4-D+ 1 mgL" de BAP (T19)4 mg L de 2,4-D+ 1 mg L de BAP
(T8) 1 mg L* de2,4-D+2mg L™ de BAP (T20)4 mg L de 24-D+2 mg L de BAP
(T9)2mg L de 2,4-D (T21) 5Smg L' de2,4-D

(T10) 2 mg L de 24-D + 0,5 mg L de BAP (T22) 5mg L' de 2,4-D +0,5 mg L de BAP
(T11)2mgL" de 24-D + 1 mg L™ de BAP (T23) 5mg L' de 24-D+ 1 mg L' de BAP
(T12)2mgL" de 24-D+2mg L™ de BAP (T24) Smg L de 24-D +2 mg L™ de BAP

A avaliagdo foi realizada 45 dias ap6s a inoculagdo, utilizando como
parametro o peso da biomassa fresca de calos. Utilizou-se o delineamento
inteiramente casualizado com 20 repeti¢cGes por tratamento, sendo cada repeti¢do
composta por um explante por tubo de ensaio. Os dados foram analisados pelo
teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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4.5 Efeito de ANA e BAP na inducio de calos em segmentos foliares de
sangra d’agua

Os segmentos foliares foram inoculados em meio de cultivo WPM
suplementado com 30 g L de sacarose, 7 g L™ de agar e seu pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem, e acrescido de diferentes combinages entre ANA (0; 1;
2:3;4¢5mgL") e BAP (0; 1;2; 3; 4 ¢ 5 mg L"), conforme Tabela 6.

TABELA 6. Combinagdo entre diferentes concentragbes de ANA e BAP,
adicionados ao meio WPM, na inducdo de calos em segmentos
foliares de sangra d’agua. UFLA, Lavras, MG, 2003.

(T1) Controle

(T2) 1 mg L™ de BAP
(T3)2 mg L " de BAP

(T4) 3 mg L de BAP

(T5) 4 mg L™ de BAP

(T6) 5 mg L de BAP

(T7) 1 mg L de ANA

(T8)1 mg L de ANA + 1 mg L' de BAP
(T9) 1 mg L de ANA +2 mg L" de BAP
(T10) 1 mg L* de ANA +3 mgL" de BAP
(T11) 1 mg L de ANA +4 mg L™ de BAP
(T12) lmgL"deANA+5mgL“deBAP
(Tl3)2mgL" de ANA

(T14)2mg L™ de ANA + 1 mg L™ de BAP
(TlS)ngL"deANA-‘-ngL"deBAP
(TlG)2mgL"deANA+3 mg L de BAP
T17)2mg L' de ANA + 4 mg L de BAP
(T18)2mg L™ de ANA + 5 mg L™ de BAP

(T19)3mg L de ANA

(T20) 3mg L™ de ANA + 1 mg L™ de BAP
(T21) 3mg L™ de ANA +2 mg L de BAP
(T22) 3 mg L™ de ANA + 3 mg L™ de BAP
(T23) 3mg L de ANA +4 mg L™ de BAP
(T24) 3 mg L™ de ANA + 5 mg L™ de BAP
(T25) 4 mg L de ANA

(T26) 4 mg L™ de ANA + | mg L™ de BAP
(T27) 4 mg L™ de ANA + 2 mg L™ de BAP
(T28) 4mg L™ de ANA + 3 mg L™ de BAP
(T29) 4 mg L de ANA + 4 mg L de BAP
(T30) 4mg L de ANA + 5 mg L™ de BAP
(T31) 5mg L de ANA

(T32) 5mg L de ANA + 1 mg L™ de BAP
T(33) Smg L' de ANA +2 mg L* de BAP
(T34) Smg L™ de ANA + 3 mg L™ de BAP
(T35) Smg L de ANA + 4 mg L' de BAP
(T36) Smg L™ de ANA + 5 mg L™ de BAP

A avaliagdo foi realizada 45 dias apds a inoculagfo, utilizando como
pardmetro o peso da biomassa fresca de calos. Utilizou-se o delineamento

inteiramente casualizado com 20 repeti¢Ses por tratamento, sendo cada repeti¢do
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composta por um explante por tubo de ensaio. Os dados foram submetidos a
anélise de varidncia e analisados pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito de 2,4-D e TDZ na indugfio de calos em segmentos foliares de
sangra d’agua

Maior formagdio de calos foi obtida com a adigdo isolada de 2,4-D ao
meio e cultura, apés 45 dias de cultivo. No tratamento controle ¢ quando se
adicionou TDZ ao meio de cultura, ndio houve formagdo de calos, com excegdo
do tratamento 6 (1 mg L' de 2,4-D + 0,5 mg L' de TDZ) (Figura 10).
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FIGURA 10. Matéria fresca de calos obtidos de segmentos foliares de sangra
d’agua inoculados em meio WPM adicionado de 2,4-D e TDZ.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Resultados divergentes foram encontrados em Prunus persica Bastsch
cv. Elberta, em que onde Declerk e Korban (1995) constataram que o uso de
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TDZ em combinagio com o 2,4-D induziu calos, porém, o incremento foi muito
inferior quando comparado a auséncia de TDZ.

Na Tabela 7, verifica-se que as concentragdes de 3 € 5 mg L de 2,4-D
foram as que promoveram maior peso fresco de calos, seguidas pelas
concentragdes de 4 e 1 mg L' de 2,4-D acrescidas ao meio de cultivo.
Entretanto, 0 menor peso fresco de calos foi obtido com a concentragdo de 2 mg
L'de24-De2mgL'de2,4-D+0,5mgL" de TDZ. ’

TABELA 7. Matéria fresca de calos obtidos de segmentos foliares de sangra
d’agua inoculados em meio WPM adicionado de 2,4-D e TDZ.

UFLA, Lavras, MG, 2003.
Tratamentos Média do peso fresco dos calos (g)
(T21) 5mg L de 2,4-D 0,8815a
(T13) 3 mg L de 2,4-D 0,8756 a
(T17)4 mg L de 2,4-D : 0,6537b
(T5) 1mgL"de2,4-D 0,5706 b
(T9)2mg L' de 2,4D 0,3833 ¢
(T6) 1 mg L' de 2,4-D + 0,5 mg L de TDZ 0,1274d

Letras iguais na coluna n3o diferem significativamente, a 5% de probabilidade, pelo teste de
Tukey.

Como as concentragdes de 3 ¢ 5 mg L ™ de 2,4-D ndo diferiram entre si,
dessa forma, para a indugfo de calos em segmentos foliares de sangra d’agua,
recomenda-se a concentragio de 3 mg L! de 2,4-D, visando economia na

utilizagdo desse fitorregulador (Figura 11).
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FIGURA 11. Aspécto visual dos calos formados em segmentos foliares de
sangra d’agua inoculados em meio WPM suplementado com 3
mg L de 2,4-D. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Segundo Grattapaglia e Machado (1998), o 2.4-D tende a estimular a
formacdo de calos, mesmo em baixas concentragdes. Este fitorregulador
apresenta efeito no metabolismo do RNA, induzindo a transcri¢do de RNAs
mensageiros capazes de decodificar proteinas requisitadas para o crescimento, e
que podem induzir a proliferagdo celular desordenada, ou seja, a formagéo de
calos (George, 1996).

No presente trabalho, os resultados obtidos diferiram daqueles
apresentados por Deccetti (2000) em Annona glabra. Para esta espécie, foi
necesséria a interagdo entre os reguladores de crescimento TDZ e 2,4-D para a
méxima produgdo de calos. Gomes (1999), em estudos realizados com moreira
(Maclura tinctoria), relatou também necessidade da combinagdo entre auxinas €
citocininas para uma expressiva formagao de calos.

De acordo com Mesquita (1999), apenas 35% dos explantes foliares de
lechieira (Litchi chinensis) inoculados na auséncia de 2,4-D apresentaram
formagdo de calos. Nogueira (2003) constatou que as maiores porcentagens de
area coberta por calos em murici-pequeno foram obtidas em explantes foliares

inoculados na presenga de 2,4-D.
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Na espécie Inga vera subsp. affinis a concentragdo mais eficiente de 2,4-
D foi de 3 mg L™ para a obtengéio da maior area coberta em discos foliares por
calos (80%) (Soares, 2003). Quando ndo acrescentou 2,4-D ao meio de cultura,
Fortes (1992) obteve menor porcentagem de formacdo de calos em folhas nas
culturas de macieira (Malus spp), sendo a concentragéo de 2 mg L? mais
eficiente, dependendo da cultivar.

Concentragdes entre 0,5 a 4 mg L de 2,4-D nio foram eficientes para
formagdo de calos em folhas de amoreira (Morus indica) (Sahoo et al.,1997).
Em tecidos foliares de moreira (Chlorophora tinctoria ,) verificou-se a formagédo
de calos e raizes quando se acrescentou 2,4-D ao meio de cultura (Paiva-Neto,
1996).

Conceig¢do (2000), trabalhando com explantes foliares em Derris urucu
obteve o estimulo maximo de produgdo de peso fresco dos calos na concentragio
de 1,6 mg L de 2,4-D, resultados estes divergentes dos obtidos para sangra
d*agua.

Em meio WPM, ndo foi constatada a presenga de calos em explantes
foliares de Caryocar brasiliense na auséncia de fitorregulador (Landa, 1999).
Santos (2001) também fez a mesma constatagdo em explantes foliares de Salix
humboldtiana.

Possivelmente o fornecimento exdgeno apenas da auxina 2.4-D foi
suficiente para que ocorresse o balango com o teor endégeno de citocinina do
explante. Infere-se, portanto que a citocinina endégena presente no segmento
foliar juntamente com a auxina presente no meio de cultura, promoveu maior

matéria fresca de calos.
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5.2 Efeito de 2,4-D e BAP na inducfio de calos em segmentos foliares de

sangra d’dgua
Os resultados desses experimentos indicam que apenas as concentragoes
de 1,2, 3, 4¢e5 mg L! de 2,4-D no meio de cultivo apresentaram alta

variabilidade de peso, enquanto que as demais foram similares (Figura 12).

0,7 -

0,5

0.4 — X

S ey st

Matéria fresca dos calos (g)

FIGURA 12. Matéria fresca de calos formados em segmentos foliares de sangra
d’agua inoculados com diferentes concentragdes de 2,4-D e BAP.

UFLA, Lavras, MG, 2003.

Nos tratamentos 8 (1 mg L de 2,4-D +2 mg L de BAP), 11(2 mg L
de 24-D + 1 mgL" de BAP), 12 2 mg L" de 2,4-D +2 mg L' de BAP), 22.(5
mg L de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP), 23 (S mgL" de 2,4-D + 1 mg L' de
BAP) e 24 (S mg L™ de 2,4-D +2 mg L™ de BAP) nfio houve formagéo de calos.
No tratamento controle (1) e nos que continham somente BAP (2, 3 e 4),
também ndo houve formagZo de calos.

A combinagdo entre 2,4-D e BAP promoveu a formagéo de calos. No
entanto, 2 medida que se aumentou a concentragio de BAP, houve redugdo no
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peso fresco dos calos. Resultados semelhantes foram constatados por Paiva-Neto
(1996), nos quais a interagdo destes reguladores de crescimento resultou numa
redugiio na porcentagem de explantes com calos em moreira (Chlorophora
tinctoria). Resultados divergentes foram encontrados em explantes foliares de
copaiba (Copaifera langsdorffii), por Azevedo (2003), que concluiu que a
maxima produgdo de calos foi obtida utilizando-se 2 mg L'de24D+1mgL’
de BAP.

Nio foi observada calogénese em segmentos foliares de sangra d’agua
nos tratamentos com BAP em condigdes isoladas. Estes resultados corroboram
com os encontrados por Vietez e San-José (l9§6) em explantes foliares de
Fagus sulvatica, nos quais, na presenga de BAP, ndo houve indugdo de calos.
Resultados opostos foram encontrados em explantes foliares de Coffea ardbica,
nos quais Cordeiro (1999) obteve maior formagéo de calos com a adi¢do de BAP
ao meio de cultura. ,

Na Tabela 8 constam as médias dos tratamentos em que houve formagdo
de calos em segmentos foliares de sangra d’agua.
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TABELA 8. Matéria fresca de calos obtidos de segmentos foliares de sangra
d’agua inoculados em meio WPM adicionado de 2,4-D e BAP.
UFLA, Lavras, MG, 2003.

Tratamentos Matéria fresca de calos (g)
(T17) 4 mg L de 2,4-D 0,3740a
(T20) 4 mg L' de 2,4-D +2 mg L de BAP 0,2825b
(T21) 5mgL" de 2,4-D 0,2229 ¢
(T5) Img L' de 2,4-D 0,1976 ¢
(T18) 4 mg L™ de 2,4-D +0,5 mg L de BAP 0,1955 ¢
(T9)2 mg L de 2,4-D 0,1834c¢
(T13)3mgL'de24-D 0,1768 ¢
(T6) 1 mg L de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP 0,1728 ¢
(T5)3 mg L" de 2,4-D + 1 mg L de BAP 0,1498d
(T7) 1 mgL 'de 2,4-D + 1 mg L de BAP 0,1416d
(T14) 3 mg L"'de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP 0,1311d
(T16) 3 mg L"'de 2,4-D + 2 mg L de BAP 0,1123d
(T19) 4 mg L"'de 2,4-D + 1 mg L de BAP 0,1116d
(T10) 2 mg L'de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP 0,1017¢

Letras iguais na coluna nio diferem significativamente, a 5% de probabthdade, pelo teste de
Tukey.

Verifica-se que a concentragio de 4 mg L™ 2,4-D, foi a mais eficiente
para a indugdo de calos com maior formagdo de matéria fresca (0,374 g).
Resultados similares foram encontrados por Santos (2001), o qual recomenda
essa concentragio para a obtengdo de maior formagdo de matéria fresca de calos
em Salix humboldtiana.

Em pimenta longa (Piper hispedinervum), o 2,4-D, combinado com
BAP, foi eficiente na formag#o de calos (Santiago, 2003).

77



Santos (2001) observou, em explantes foliares de Coffea arabica e
Coffea canephora, que a presenga de 0,5 mg L de BAP apresentou maior
produgdo de calos.

A concentragio de 4 mg L' de 2,4-D (17) apresentou a maior formagio
de matéria fresca de calos (0,3740 g), seguida por 4 mg L™ de 24-D + 2 mg L™
de BAP (0,2825 g) (20). Os tratamentos 21, 15, 5, 18, 19, 13 e 6, seguidos de 15,
7, 14, 16 e 19 apresentaram formag#o de calos, porém, sua matéria foi menor em
relagdio ao tratamentos 17 e 20. A concentragdio de 2 mg L™ de 2,4-D + 0,5 mg
L™ de BAP foi a que apresenton a menor formagéo de matéria fresca de calos.

De maneira geral, os menores pesos frescos de calos foram obtidos
quando se utilizou 2,4-D e BAP, com excegdo dos tratamentos 20 e 18 (4 mg L™
de 2,4-D + 2 mg L de BAP, 4 mg L? de 2,4-D + 0,5 mg L de BAP,
respectivamente).

Pierik (1987) afirma que, na cultura de calos, um suprimento exégeno de
reguladores de crescimento € freqiientemente necessario na indugio de calos em
qualquer explante. Esse requerimento exogeno do regulador (tipo, concentragdo
e razio auxina/citocinina) depende do genétipo e conteido enddégeno de

horménios.

5.3 Efeito de ANA e BAP na inducfio de calos em segmentos foliares de

sangra d’igua
A interagdo da auxina ANA e citocinina BAP nas concentra¢des testadas
ndo foi eficiente para a obtengdo de calos em explantes foliares de sangra

d’agua.
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Na presenca de 1,2, 3, 4 ¢ 5 mg L de ANA e auséncia de BAP, foi
observada a emissdo de raizes nos explantes, o que também ocorreu quando se
inocularam os explantes na presenca de 4 ¢ 5 mg L'de ANA+1,0mgL’ de
BAP. Nos demais tratamentos ndo houve outro tipo de génese, sendo observada
apenas oxidagdo dos explantes.

Esta tendéncia a oxidagdo possivelmente estd relacionada com a
presenga de compostos fendlicos nos tecidos foliares de sangra d’agua e,
auséncia de 2,4-D no meio de cultura que, segundo Liu et al. (1994), reduz
drasticamente a produgio de compostos fenélicos na cultura. A oxidagdo do
meio de cultura n3o foi observada nos demais experimentos contendo 2,4-D.

Santos (2001) verificou que sem a combinagdo de ANA e BAP, ndo ha
produgio satisfatéria de calos em explantes foliares de Salix humboldtiana. Este
autor observou, ainda, que as concentragdes individuais de ANA ou BAP sio
capazes de induzir a formaggo de calos, seguida de rizogénese.

Sansberro et al. (1999), ao estudarem a propagagio in vitro de Ilex
paraguariensis, verificaram que a interagdo entre 0s reguladores ANA e BAP
promoveu formagéo de raizes.

Bertolucci (2000) estudou a indugdo de calos de Tounerfortia cf
paniculata em explantes foliares e constatou que o melhor tratamento na
induggio de calos foi a combinagdo de 0,5 mg L de ANA +2,0 mg L de BAP.

Cerqueira (1999) obteve maior formac#o de calos em segmentos foliares
de erva-de-touro utilizando 2 mg L" de ANA combinados com 2 mg L™ de
BAP, obtendo 100% da area coberta por calos. Landa (1999) observou
rizogénese a0 combinar ANA e BAP em pequizeiro (Caryocar brasiliense).
Mesquita (1999) sugere o uso de 4 a 6 mg L' de ANA para calogénese em
segmentos foliares de lechieira (Litchi chinensis), porém, com formagdo de

raizes.
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6 CONCLUSOES

Nio foi observada formagiio de calos em explante foliar de sangra
d’4gua na auséncia de 2,4-D e na presenga de isolada de TDZ.

A méxima produgio de calos ocorreu quando se utilizou 2,4-D
isoladamente nas concentragdes de 5 e 3 mg L.

A interagdo entre 2,4-D e BAP induziu a formagdo de calos.

O uso de BAP isoladamente e a combinagdo entre ANA e BAP n3o
promoveram calogénese em segmentos foliares de sangra d’agua.

A combinagdo entre ANA e BAP promoveu rizogénese nos explantes.
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CAPITULO 5

LIMA, Ednabel Caracas. Curva de crescimento e anilises bioquimicas de
calos formados em segmentos foliares de sangra d’4gua (Crofon urucurana
Baill.). 2004. 85-103 p. Dissertagdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras*.

1 RESUMO

O entendimento das mudangas bioquimicas que ocorrem durante 0 crescimento
e o desenvolvimento dos calos pode fornecer subsidios ao processo de
estabelecimento in vitro, além de poder envolver a determinagdo de substincias
presentes nestas estruturas, como metabélitos secundirios. Com o objetivo de
determinar a curva de crescimento de calos e analisi-los bioquimicamente, por
meio da determinag@io dos teores de proteinas, agiicares soliveis totais e
agticares redutores, segmentos foliares foram inoculados em meio WPM,
acrescido de 2,4-D e mantidos & luz por um periodo de 105 dias. A coleta do
material foi feita a cada 7 dias para posterior analise. A curva de crescimento
dos calos seguin um padrio sigméide, com cinco fases distintas. Os teores
méximos de proteinas foram obtidos no dia da inoculagio. Os teores maximos
de agiicares soliveis totais ocorreram no dia da inoculagdo e aos 28 dias de
cultivo. Os teores maximos de agiicares redutores foram observados entre 98 e
105 dias de cultivo.

* Orientador: Renato Paiva — UFLA
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CHAPTER §

LIMA, Ednabel Caracas. Curve of growth and biochemical analysis of callus
formed in leaf segments of Crofon wrucurana Baill. 2004. 78-95 p.
Dissertation (Master of Science in Plant Physiology) — Universidade Federal de

Lavras, Lavras’.

2ABSTRACT__

The understanding of the biochemical changes that occurs during growth and
development of callus can supply subsidies to the process of in vitro
establishment, as well as to determine the presence of secondary metabolites.
The objective of the present work was to determine the curve of growth of callus
and biochemically it analyze, through the determination of total proteins and
total soluble and reducing sugars. Leaf explants were inoculated in WPM
medium, supplemented with 2,4-D and maintained in the presence of light
during 105 days. Samples were collected at 7 days intervals. The curve of
growth of the callus followed a shape sigmoid, with five different phases. The
maximum levels of proteins were obtained at the inoculation day. Higher levels
of total soluble sugars were observed during inoculation and at 28 days of
cultivation. Higher levels of reducing sugars were observed between the 98 and
105 day of cultivation.

* Adviser: Renato Paiva—- UFLA



3 INTRODUCAO

A importincia do estabelecimento da curva de crescimento de calos de
determinada espécie est4 na identificagdo das fases distintas de crescimento. A
partir desse estudo, pode-se estabelecer o momento exato de repicagem dos
calos para um novo meio de cultura ou a possibilidade da sua utilizaciio em
suspensdes celulares, visando & produgdo de metabdlitos secundirios em
espécies medicinais (Smith, 1992).

Virios autores estabeleceram curvas de crescimento para espécies
vegetais medicinais lenhosas, evidenciando que o padrio da curva ¢ influenciado
pela espécie vegetal (Bonilla, 2002).

De acordo com George (1993), o crescimento e o desenvolvimento de
calos podem ser verificados pela curva de crescimento que, normalmente, exibe
cinco fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleracdo e estacionaria. A
fase lag se caracteriza como fase de maior produgdo de energia, correspondendo
ao periodo em que as células se preparam para a divisdo, visando a sua
expansio. Ocorre o inicio da mobilizagdo de metabolitos sem qualquer divisgo
celular, sintese de proteinas e de compostos especificos. Esta fase resulta em um
pequeno crescimento de calos. A fase exponencial ¢ biossintética. Observa-se 0
maior crescimento dos calos € o nimero de células aumenta, devido 2 maxima
taxa de divisdo celular, caracteristica desse periodo. A fase linear caracteriza-se
pela diminuicdo da divisio celular, com aumento de volume celular; e a fase de
desaceleragdo é o momento em que os explantes devem ser transferidos para
outro meio, devido a redugdio de nutrientes, produgdo de produtos téxicos,
secagem do agar e redugdo do oxigénio no interior das células. Na fase
estacionaria, ocorre maior acimulo de metabolitos secundarios (Smxth, 1992;
Shimizu, 1977).
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As proteinas s#o as macromoléculas mais abundantes nas células vivas.
Estas sio constituidas de amino4cidos, unidos por um tipo especifico de ligagdo
covalente. Estas biomoléculas podem apresentar fungdes estruturais, de
transporte, controle do crescimento, diferenciagio ou fungdo enzimdtica
(Lehninger et al., 2000).

Os carboidratos s3o poliidroxialdeidos ou poliidroxicetonas, ou
substancias que liberam esses compostos (Lehninger et al, 2000). Eles
constituem um grupo de compostos que incluem agiicares simples ¢ moléculas
mais complexas constituidas por subunidades de agicares mais simples, cuja
fungdo principal € o fornecimento de energia quimica aos processos do ciclo de
vida da célula (Brum et al., 1994). Os carboidratos podem ser classificados
como agiicares redutores, como a glicose e a frutose, enquanto que a sacarose é
um aglcar ndo-redutor, com fungio de armazenamento e transporte. Os
redutores apresentam grupos aldeido ou cetona livres em sua molécula, capazes
de reagir com agentes redutores (Conn e Stumpf, 1980). A determinacdo dos
niveis de carboidratos é de importincia fundamental em calos considerados de
alta capacidade de regeneragdo, indicando potencialidades industriais na
producdo de plantas clonadas (Santiago, 2003).

O entendimento das mudangas bioquimicas que ocorrem durante o
crescimento e o desenvolvimento dos calos pode fornecer subsidios ao processo
de estabelecimento in vitro, além de poder envolver a determinagdo de
substincias presentes nestas estruturas, como metabdlitos secundarios. Dessa
forma, este estudo pode propiciar a otimizagdo das condigdes de seu cultivo,
além do estudo dos metabélitos secundarios.

O presente trabalho teve por objetivo determinar a curva de crescimento
de calos em segmentos foliares de sangra d’4gua e analisi-los bioquimicamente,
por meio da quantificagdo dos teores de proteinas, agiicares soliveis totais e
agucares redutores.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Curva de crescimento dos calos

Plantas matrizes com aproximadamente 6 meses de idade foram obtidas
do viveiro de mudas da Centrais Elétricas de Minas Gerais (CEMIG), localizado
na represa de Camargos, municipio de Itutinga, Minas Gerais. As plantas foram
mantidas em sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento
de Biologia, da Universidade Federal de Lavras, a temperatura de 25 £ 2°C,

irradincia de 51 p mol m?

s? e fotoperiodo de 16 horas. Dessas plantas foram
retiradas discos foliares de aproximadamente 1 cm’ para serem utilizados como
explantes.

Ap6s a desinfestagdo, os explantes foram lavados em agua corrente por
12 h, com detergente. Posteriormente, foram imersos em alcool 70% (v/v) por 1
minuto, em hipoclorito de sédio 2-2,5% (v/v) por 15 minutos e cinco lavagens
em 4agua destilada e autoclavada.

Discos foliares foram inoculados com a superficie abaxial voltada para o
meio de cultura WPM (Wood Medium Plant) acrescidos de 3 mg L™ de é4cido
2 4-dicloro-fenoxiacético (2,4-D) e 30 g L™ de sacarose. O meio foi solidificado
com 7 gL de agar e o pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem, a 121°C.
A incubagdo foi realizada na presenga de luz e i temperatura 27 + 2°C.

Para a determinagfio da curva de crescimento dos calos, foram feitas
pesagens do material inoculado a partir do dia da inoculagdo (tempo 0) até 105
dias de cultivo em intervalos de 7 dias.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo cada pesagem composta por duas repeti¢des e cada repetigdo pela média
de 10 tubos, cada tubo contendo apenas um explante.
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O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo a

equagcdo utilizada por Lameira (1997):
Pf- Pi
% crescimento = ~=--—-———--— X 100,
Pf
em que:
Pf: peso final
Pi: peso inicial
4.2 Anslises bioquimicas dos calos

Para a realizagdo das anilises bioquimicas, duas amostras de 1g de calos
foram coletadas em intervalos de sete dias e armazenadas em freezer a -80°C.
Estas foram submetidos a extragdo e quantificagdo dos teores de proteina,
aglicares soliveis totais e agiicares redutores. .

O procedimento para a obtengio do extrato bruto dos calos foi baseado
na metodologia descrita por Lemos (1996). As amostras de 1 g de calos foram
homogeneizadas em graal, com 8 mL de tampdo fosfato de potassio 0,1 M e pH
7,5. Apbés a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 10.000g,
durante 20 minutos, em centrifuga refrigerada, 4 temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi separado do “pellet” e armazenado a -4° C para ser utilizado na
quantificagdo de agiicares soliveis totais e agicares redutores. O “pellet” foi
ressuspendido em 5,0 mL de tampdo fosfato de potissio, pH 5,5 e,
posteriormente, centrifugado a 10.000g, durante 30 minutos. Novamente foi
ressuspendido com 3 mL do tamp@o, em centrifuga refrigerada a temperatura de
4°C para posterior quantificacdo de proteinas.

90



4.2.1 Anilise de proteinas

A quantificagdo de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976), que se baseia no principio da associag@o entre proteina e corante. As
aliquotas do extrato vegetal foram adicionados 4gua destilada e reagente
Comassie Blue, constituido de 0,01% de Comassie Blue G-250, 8,5% de acido
fosforico e 4,7% de etanol. Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas
em agitador, para o procedimento da leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Os
valores foram expressos em miligramas de proteinas por grama de matéria fresca
(mg de proteina g’ de MF), com base na curva padrdo, obtida a partir de
diferentes concentragdes de albumina de soro bovino (BSA).

4.2.2 Anilise de acuicares soliveis totais

A metodologia utilizada para a quantificacio de ag:ﬁcéres soliveis totais
foi a descrita por Yemm e Willis (1954). As aliquotas do extrato vegetal foram
adicionados dgua destilada e o reagente antrona. Apéé a agitac@o, os tubos foram
aquecidos a 100°C, por cinco minutos. As amostras foram levadas para leitura
no espectrofotometro a 620 nm e a quantificagdo dos aglicares baseou-se na
curva padrio de glicose. Os valores foram expressos em miligramas de agiicares

solitveis totais por grama de matéria fresca (mg de AST g MF).

4.2.3 Anilise de acicares redutores

A determinagdo dos teores de agicares redutores foi feita por meio da
metodologia descrita por Miller (1959), que utiliza o acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS). As aliquotas do extrato vegetal foram adicionados dgua destilada ¢ o
reagente DNS. A homogeneizagio dessa mistura foi feita em agitador e levada
a0 banho-maria a 100°C, por cinco minutos. Depois de resfriadas 4 temperatura
ambiente, realizou-se a leitura das amostras em espectrofotémetro 540 nm. A
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quantificagio dos agiicares foi baseada na curva padréo da glicose. Os valores

foram expressos em miligramas de glicose (mg glicose g' de MF).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento dos calos

A curva padrio de crescimento dos calos formados a partir de segmentos
foliares de sangra d’4gua segue uma curva sigmoidal padrdo com cinco fases
distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragdo e estaciondria (Figura 13).
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FIGURA 13. Curva de crescimento de calos formados a partir de segmentos
foliares de sangra d’agua, inoculados em meio WPM acrescido
com 3 mg L de 2,4-D, por um periodo de 105 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

A fase lag, na qual as células do explante se preparam para a divisdo
celular e produgio de energia, ocorreu até o 35° dias apds a inoculag@o. Santos
observou que, em explantes foliares de cafeeiro, esta fase ocorreu até 28 dias
ap6s a inoculagdo, enquanto Mezzetti et al. (1991) verificaram acimulo de
matéria fresca e seca até o 30° dia apos a inoculagdo de explantes “foliares de
Actnidia deliciosa. X

A fase exponencial ocorreu entre o 35° até 70° dia, periodo em que

ocorre a maxima divisio celular. De acordo com Shimizu et al. (1977), Scragg e
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Allan (1993), a fase lag pode ser considerada como produtora de energia e a fase
exponencial como fase biossintética.

A fase linear, periodo em que os calos diminuem a divisdo celular e
aumentam a area foliar, foi observada entre o 70° e 84° dia de cultivo.

Entre o 84° a 91° dia de inoculagio, foi observada a fase de
desaceleragdo. Nesse periodo, as culturas devem ser transferidas para um novo
meio de cultura, devido a redugdo de nutrientes, secagem do agar e acimulo de
substincias toxicas (Smith, 1992).

A partir do 98° dia, a cultura entrou na fase estaciondria. Mesquita et al.
(2002) observaram a ocorréncia desta fase a partir dos 70° dia apés a inoculagdo,
para calos obtidos de explantes foliares de Licthi chinensis.

A curva de sangra d’agua pode ser comparada as curvas de crescimento
de outras espécies lenhosas: Byrsonima intermedia (Nogueira, 2003), C.
canephora (Santos, 2001), L. chinensis (Mesquita, 1999), B. excelsa (Serra et
al., 2000), C. brasiliense (Landa et al., 2000) e I vera subsp. dffinis (Soares,

2003) (Figura 14).
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FIGURA 14. Duraggio das fases das curvas de crescimento de calos em espécies
lenhosas. UFLA, Lavras, MG, 2003.
Fonte: Nogueira (2003), modificado pela autora.

De acordo com os resultados da curva de crescimento, a repicagem dos
calos, formados a partir de explantes foliares de plantas de sangra d’agua, deve
ser efetuada no inicio do periodo de desaceleragdo, ou seja, 70 dias apds a
inoculaggo. O protocolo descrito para cultura de calos de sangra d’4gua podera
ajudar em estudos associados & produgdo in vitro de metabélitos secundarios e

também na regeneragio de plantulas a partir de calos.

5.2 Analises bioquimicas dos calos
Por meio da Figura 13, observa-se que os teores maximos de proteinas

foram observados no inicio do periodo de cultivo, seguidos de uma reducéo a
partir do 7° dia de inoculagdo. Este decréscimo sugere que os calos

possivelmente utilizaram a reserva de proteinas dos explantes no dia da
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inoculagdo, originada da planta matriz. A partir do 14° dia de inoculagio,
observou-se um aumento nos teores de proteina, permanecendo até o 42° dia de
cultivo e posterior queda. Resultados divergentes foram verificados em
explantes foliares de copaiba (Copaifera langsdorffii), nos quais os teores de
proteinas apresentaram redugio no periodo de 84° dia de inoculagdo.

Entre 0 49° a 63° dia de cultivo, houve pequeno aumento nos teores de
proteinas, com posterior queda. Este aumento coincide com a fase exponencial
de crescimento, indicando que houve consumo dessas proteinas, uma vez que
nesta fase, ocorrem as maiores taxas de divisdo celular. No periodo entre 0 91° ¢
0 98° dias de cultivo, estes teores sofreram pequeno aumento em sua sintese e, a

partir do 98°, ocorreu nova queda destas biomoléculas (Figura 15).
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FIGURA 15. Teores de proteinas dos calos formados a partir de segmentos
foliares inoculados em meio WPM, acrescidos com 3 mg L de
2,4-D durante o cultivo de 105 dias. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Mesquita et al. (2002), estudando calos de lechieira (Licthi chinensis)
oriundos de explantes foliares, observaram teor maximo de proteinas no 42° dia
apés a inoculagio com 2 mg L™ de 2,4-D e, no 70° dia de cultivo, para explantes
inoculados com 6 mg L de 2,4-D. Paiva-Neto (1996) obteve aumento nos
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teores de proteinas, em calos formados de explantes foliares de moreira
(Chlrophora tinctoria), até o 20° dia apos a inoculagdo.
Os teores de proteinas apresentaram aciimulo, principalmente nas fases

lag e exponencial.
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FIGURA 16. Teores de aglicares solaveis totais (AST) dos explantes formados a
partir de segmentos foliares inoculados em meio WPM, acrescidos
com 3 mg L de 2,4-D durante 105 dias. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Os teores de agiicares soliveis totais (AST) apresentam maiores niveis
no dia da inoculagdio e no 21° de cultivo. Durante este periodo, houve redugdo e
nova sintese nestes teores. A partir do 21° dia de cultivo, ocorreu redugdo nestes
teores, mantendo-se relativamente estaveis nos dias subseqiientes. A reducgdo na
fase estaciondria indica que este incremento estd relacionado com a energia
utilizada, assim como o esgotamento no meio de cultura (Figura 16).

Soares (2003) observou, em explantes foliares de ingé (Inga vera subsp.
affinis), que os teores de AST permaneceram relativamente constantes,
ocorrendo um leve acréscimo no 80° dia ap6s a inoculagio. Para sangra d’4gua,
o méximo de AST obtido foi observado no 21° dia de cultivo. Serra et al. (2000)
obtiveram resultados diferentes com calos formados a partir de segmentos

foliares de castanheira-do-Brasil. Os teores de AST apresentaram constante
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redugdo durante todo o periodo de avaliagdo. Azevedo (2003) observou acumulo
maximo de AST no 84° dia apés a inoculag@o em explantes foliares de copaiba
(Copaifera langsdorffii) e o minimo no dia da inoculagdo. Ja Nogueira (2003)
observou teores maximos de AST aos 70 dias de cultivo, coincidindo com o

periodo indicado para repicagem dos calos.
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FIGURA 17. Teores de agiicares redutores dos explantes formados a partir de
segmentos foliares inoculados em meio WPM, acrescidos com 3
mg L™ de 2,4-D durante 105 dias. UFLA, Lavras, MG, 2002.

No dia da inoculagiio, aos 35° e 77° dias de cultivo, foram observados os
maiores niveis de agtlicares redutores (AR) (Figura 17). Relacionando-se os
teores de AR com a curva de crescimento, percebe-se que esses teores se
mantiveram crescentes na fase exponencial.

Para os teores de agiicares redutores houve grande variag@o em relagio
ao periodo de cultivo, sugerindo que sua utilizagdo e sintese ocorriam
simultaneamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Soares (2003)
com explantes foliares de ingazeiro (Inga vera subsp. affinis). Este autor
verificou grande variagdo nos teores de AR ao longo de 110 dias de cultivo.
Resultados contrarios foram verificados por Nogueira (2003) constatou
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A

decréscimo constante dos teores de AR ao longo de todo o periodo de cultivo de

explantes foliares de murici-pequeno (Bysrsonima intermedia).




Pooswmadm otz A e

6 CONCLUSOES

A curva de crescimento de matéria fresca de calos formados a partir de
explantes foliares de Croton urucurana apresenta padrdo sigméide, com cinco
fases distintas.

A repicagem dos calos para um novo meio de cultura deve ser realizada
entre 84° e 0 91° dias de cultivo.

Teores maximos de proteinas foram observados no dia da inoculacdo e
no 28° dia de cultivo. |

Teores maximos de agticares soliveis totais foram observados no dia
inoculagio e no 28° dia de cultivo.

Teores maximos de agiicares redutores foram observados no dia da

inoculagio, aos 77 e aos 105 dias de cultivo.

CONSIDERACOES FINAIS

Uma opgdo de pesquisa seria, a partir da curva de crescimento e anélises
bioquimicas dos calos, estabelecer a possibilidade de sua utilizagdo em
suspensdes celulares, visando a produgdo de metabdlitos secundarios, ou ainda,
a identificacdo de calos embriogénicos na tentativa de obtenc¢do da organogénese
indireta. Argumenta-se que os calos que apresentam maiores niveis de agticares

podem responder mais favoravelmente a indugiio de um processo embriogénico.
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QUADRO 1

QUADRO 2

QUADRO 3

ANEXOS

Resumo da analise de varidncia para os tratamentos que
apresentaram formagdo de calos em segmentos foliares de
sangra d’agua inoculados em meio WPM acrescidos de 2,4-
D e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 2003.

Resumo da andlise de varidncia para os tratamentos que

apresentaram formagio de calos em segmentos foliares de
sangra d’agua inoculados em meio WPM acrescidos de 2,4-

D e BAP. UFLA, Lavras, MG, 2003.
Resumo da analise de varidncia para nmimero de raizes e

comprimento em brotagSes de sangra d’agua inoculados em
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QUADRO 1. Resumo da andlise de varidncia para os tratamentos que

apresentaram formagdo de calos em segmentos foliares de

sangra d’agua inoculados em meio WPM acrescidos de 2,4-D e
TDZ. UFLA, Lavras, MG, 2003.

QM
Fonte de variacdo GL
Trat. 5 1,2845*
Erro 95 0,0968
CV(%) 51,3
* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

QUADRO 2. Resumo da andlise de varidncia para os tratamentos que

apresentaram formagZo de calos em segmentos foliares de

sangra d’agua inoculados em meio WPM acrescidos de 2,4-D e
BAP. UFLA, Lavras, MG, 2003.

oM
Fonte de variagdo GL .
Trat. 13 0,962*
Erro 202 0,172
CV (%) 71,75
* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

QUADRO 3. Resumo da anilise de varidncia para nimero e comprimento de

raizes em brotagdes de sangra d’agua inoculados em meio WPM
acrescidos de ANA. UFLA, MG, 2003. '

QM
N° de raiz Comprimento
Fonte de variagdo GL de raiz
Trat. 13 13,66* 6,13*
Erro 16 0,800 2,58
CV (%) 42,59 28,90
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