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RESUMO

ABREU, Ilka Nacif. Propagagio in vivo e in vitro, calogénese, nutri¢cio
mineral e quantificagio de mucilagem de Cissus sicyoides. Lavras:
UFLA, 1998. 113p. (Dissertagdo — Mestrado em Agronomia, area de
Fisiologia Vegetal).*

A espécie C. sicyoides é encontrada na regido amazdnica e conhecida
como cip6-puca, anil trepador e insulina vegetal. Devido a sua grande utilizagdo
na medicina popular, tem sido muito utilizada nos programas de fitoterapia, nos
tratamentos de estados epiléticos, derrames e diabetes. Ndo existem relatos de
trabalhos na literatura sobre a propagagdo ou qualquer forma de interferir na
sintese dos metabdlitos secundarios produzidos por esta espécie. No presente
trabalho técnicas in vivo e in vitro de propagagdo, calogénese e estudos da
interferéncia da adubagdo nitrogenada e fosfatada na produgdo de biomassa e
mucilagem foram aplicados. Estacas com 10 cm de comprimento foram
eficientes no enraizamento quando tratadas com 160 mg/l de IBA. Para o
estabelecimento e multiplicagdo in vitro o melhor desenvolvimento das
plantulas ocorreu no meio de cultura suplementado com 2,7 uM de ANA e 4,64
pM de cinetina. Folha é o melhor explante para a inducdo de calos nesta
espécie, no escuro, na presenga de 21,6 pnM de ANA. Para a manutengdo dos
calos a melhor concentragdo de ANA foi de 10,8 pM a 3% de sacarose. A curva
de crescimento dos calos apresentou cinco fases bem distintas: lag, exponencial,
linear, desacelerag@o e estaciondria e a melhor fonte de explante para a indugdo
de calos, nesta espécie, foram plantulas estabelecidas in vitro, uma vez que as
células do tecido das suas folhas sdo menos diferenciadas. A espécie C.
sicyoides é responsiva a adubagio nitrogenada e fosfatada, sendo portanto,
Jjustificada a sua recomendag@o visando maior producdo de matéria seca e
mucilagem.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador), Ant6nio
Eduardo Furtini Neto — UFLA e Osmar Alves Lamera — EMBRAPA.



ABSTRACT

ABREU, Ilka Nacif. Propagation in vivo and in vitro, calogenese, mineral
nutrition and quantification of mucilage in Cissus sicyoides. Lavras:
UFLA, 1998. 113 P. (Dissertation — Masters degree in Agronomy, area
of Physiology)*

The species Cissus sicyoides is found in the Amazonian region
and known as ‘cipé-pucd’, indigo climbing plant and vegetable insulin. Due to
its large use in common medicine, it has been mostly utilized in the programs of
phytotherapy, in the treatments of epileptic conditions, stroke and diabetes.
There are no reports of works in the literature about the propagation or any
other form of interference in the synthesis of secondary metabolites produced
by this species. In this work, in vivo and in vitro techniques of propagation,
calogenese and studies of the interference of nitrogen and phosphate
fertilization in the production of bio-mass and mucilage were applied. The
micro piles were efficient in the rooting when treated with 160mg/L of IBA. For
the establishment and multiplication in vitro, the best development of the
plantules occurred in the culture supplemented with 2.7uM of ANA and 4.64
1M of kinetin. In the dark, the leaf was the best explant for the induction of
callus in this species, in the presence of 21.6 pM of ANA. For the maintenance
of callus, the best concentration of ANA was from 10.8uM to 3% of saccharose.
The growth curve of the callus presented five well distinct phases: lag,
exponential linear deceleration and stationary, and the best source of explant for
the induction of callus in this species, was the plantules established in vitro,
once the cells of the leaf tissue were less differentiated. The species C. sicyoides
was responsive to nitrogen and phosphate fertilization, its recommendation thus
being justified looking into the larger production of dry matter and mucilage.

" Guindance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major Professor),
Anténio Eduardo Furtini Neto — UFLA and Osmar Alves Lamera — EMBRAPA.
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CAPITULO1

1 INTRODUCAO GERAL

Segundo estimativas da Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), 80% da
populag@o dos paises em desenvolvimento fazem uso de algum tipo de medicina
tradicional para cuidados basicos da saide. Além disso, em paises altamente
industrializados, 40-45% dos produtos farmacéuticos comerciais s3o obtidos a
partir de plantas (Costa, 1995).

De maneira geral, o que se observa atualmente é uma tendéncia mundial
de valorizagdo dos produtos naturais de plantas, devido a alguns fatores como,
alto custo do processo de sintese quimica; impossibilidade, em alguns casos, de
sintese de alguns compostos, devido a complexidade quimica do composto
natural; largo espectro de efeitos colaterais toxicos dos compostos sintéticos;
resisténcia de algumas doengas ao tratamento com produtos sintéticos e
importincia da pesquisa de medicamentos para tratamento de doencas ainda
sem cura como muitos tipos de cdncer e aids (Clemente Filha, 1996).

Nas diferentes regides floristicas existentes no Brasil, encontra-se uma
grande diversidade de espécies medicinais das quais, de acordo com estimativas
otimistas, em torno de 1% ja foi quimicamente estudado. Este percentual
decresce ainda mais com relagdo a estudos agrondémicos (Clemente Filha,
1995).

Tem sido observado, portanto, grandes dificuldades em assegurar um
bom suprimento de plantas com propriedades terapéuticas, sendo que a

exploragdo de recursos medicinais no Brasil esta relacionada em grande parte



coleta extensiva e extrativista de materiais silvestres, pois poucas espécies
chegam ao nivel de cultivo, mesmo em pequena escala (Vieira, 1992).

A espécie Cissus sicyoides, também conhecida como insulina vegetal,
cipé-puca e anil trepador, € uma trepadeira da América Tropical pertencente a
familia Vitaceae e encontrada na Regifio Amazdnica. Esta espécie € usada
popularmente no tratamento de diabetes, controle de estados epilépticos,
sudorifico, hipotensor e no tratamento de doengas do coragdo (Albuquerque,
1989; Costa, 1990 e Silva, 1995;). Dos seus frutos podem ainda ser extraidos
pigmentos utilizados como corantes alimenticios (Toledo, 1983).

Os tipos de metabdlitos secundarios encontrados nesta familia sdo os
flavondides, antocianinas, alcaléides, mono, sesqui e triterpenos. No género sio
encontrados esterdides, saponinas, flavonéides, taninos e alcaléides. Devido ao
grande interesse farmacoldgico e médico, aliado aos escassos trabalhos
agronOmicos, tornam-se necessarios estudos sobre a propagac@o dessa espécie e
formas de possibilitar que essas substincias sejam produzidas em maior
quantidade, uma vez que pouco se sabe sobre os seus principios ativos, bem

como os fatores que contribuem para a produgio dessas substancias.

1.1 OBJETIVOS GERAIS

Os objetivos do trabalho podem ser relacionados da seguinte forma:
a) definir a metodologia de propagagio in vitro e in vivo de Cissus sicyoides;
b) induzir calogénese e estabelecer a curva de crescimento celular;
¢) determinar o efeito de diferentes concentragdes de nitrogénio e fésforo na

producio de biomassa e sintese de mucilagem, in vivo.

1.2 RERERENCIAL TEORICO



1.2.1 Caracterizac¢io botinica da espécie

A familia Vitaceae possui 12 géneros com aproximadamente 700
espécies que se distribuem nas regides tropicais, subtropicais e temperadas do
globo. O género Cissus é o maior, com cerca de 300 espécies, mas possui
poucos representantes no Brasil, sendo encontrado predominantemente nos
cerrados do Mato Grosso, Goias e na Regido Amazdnica (Barroso, 1984 e Silva,
1995).

As espécies de Cissus consideradas medicinais sdo: C. quadrangulares,
C. rheifolia, C. pteroclava e, evidentemente, C. sicyoides (Costa, 1990).
Albuquerque (1989) e Vieira (1992) descreveram a espécie Cissus sicyoides L.
como um arbusto escandente, com gavinhas opostas as folhas e raizes péndulas,
possuindo folhas ovadas-cordiformes e flores pélidas em cimeiras
corimbiformes, muito comumente encontrada na Amazonia.

Silva (1995) faz uma descrigdo macroscépica da espécie e relata a
presenga de folhas simples, de contorno ovado, apice acuminado, base
reentrante-auriculada, margem ondulada e provida de pequenos microns, limbo
indiviso com nervuras palmatinérveas. O peciolo apresenta-se cdncavo-convexo
de insergdo lateral e pode atingir 15 cm de comprimento. O caule é biconvexo
ou prismatico quadrangular, apresentando estrias e canaleta longitudinais; as

regides de no e entrends sdo bem distintas.

1.2.2  Aspecto fitoquimico de C. sicyoides

Os principios ativos produzidos pelas plantas medicinais sdo, com
poucas excegdes, compostos sintet izados a partir do metabolismo secundario.
Essa via metabdlica caracteriza-se por produzir metabdlitos que participam

ativamente nos processos de crescimento e desenvolvimento das plantas, tais



como os horméni_os e pigmentos clorofilados, e metabélitos secundarios que
ndo possuem uma fungdo fisiolégica conhecida no crescimento e
desenvolvimento das plantas, mas que exercem importantes fungdes ecoldgicas,
pois representam estratégias alternativas para sobrevivéncia de plantas
exercendo efeitos alelopaticos, repelindo ou atraindo polinizadores (Taiz e
Zeiger, 1991).

Partindo-se da via do 4cido mevalénico, da via do acido maldnico e da
via do 4cido chiquimico, que s3o as principais rotas metabélicas, pode-se dividir
os metabdlitos secunddrios em trés grandes grupos: compostos terpénicos,
compostos fendlicos e compostos contendo nitrogénio (Taiz e Zeiger, 1991).
Segundo Swain (1977), algumas proteinas e polissacarideos 4cidos
(mucilagens), que s3o sintetizados a partir do metabolismo primério, podem ser
incluidos entre esses compostos, os quais podem ser utilizados
farmacologicamente.

O teor dessas substancias, acumuladas em diferentes partes dos vegetais,
varia substancialmente, considerando-se as diferentes fases de desenvolvimento
das plantas, e de acordo com os fatores ambientais a que estdo submetidas
(Clemente Filha,1996).

Na anélise fitoquimica dos extratos aquoso e metanélico de C. sicyoides
foram encontrados: aminoécidos, proteinas, alcaléides, flavonoéides, presenca de
sais de magnésio, manganés, silicio, célcio, fésforo e potassio (Moura, 1986 e
Albuquerque1989), esterdides, flavonéides, saponinas e compostos fendlicos
(Silva,1995). Barbosa (1996) relata a presenca de alcaléides, mas estes foram de
dificil extragfo e, até o0 momento, suas estruturas nio foram elucidadas, e varias
outras substincias nao alcaloidicas, entre elas a vitamina E ou a-tocoferol,

glicosideos de cianidina e delfinidina.

\



Dos frutos, dessa espécie, foram isoladas quatro tipos de antocianinas,
as quais apresentam baixa toxicidade e sdo utilizadas como corantes em
alimentos (Toledo, 1983). |

Foram realizados ensaios de agdo anticonvulsivante e foi observado que
os extratos obtidos das folhas, caules e todo o vegetal, apresentaram agdo
significativa no teste de protegdo a convulsio (Elisabetsky et al., 1988).

Moura (1986) e Costa (1990) relataram que esta planta vem sendo
utilizada na medicina popular como anticonvulsivante e para doencas do
coragdo, sendo os esterdides as substincias responsaveis pela agdo
anticonvulsivante. Entretanto, Barbosa (1996) cita que, em um teste
farmacoldgico, a substancia vitamina E ou o tocoferol isolada ou associada com
cianinas, apresentou propriedades antiepiléticas em ratos.

Segundo Achenbach (1988) e Pathak (1991), o efeito antidiabético pode
ser atribuido a compostos terpénicos, flavondides, esterdides, alcaldides, taninos
ou por polissacarideos acidos. Tendo em vista que a espécie C. sicyoides
contém alguns destes compostos secundarios, estes podem ser os responsaveis

pela sua agdo antidiabética.

1.2.3 Cultura de tecidos x plantas medicinais

A micropropagacdo tem sido considerada uma ferramenta promissora
para a preservagdo de fontes vegetais, bem como a propagagdo comercial de
plantas medicinais (Costa,1995).

Em fungdo da dificuldade de propagagdo de diversas espécies com
potencial medicinal através dos métodos convencionais, devido provavelmente
a baixa taxa de multiplicagdo e baixa germinag@o de sementes, entre outros, a
técnica de cultura de tecidos tornou-se de grande interesse, uma vez que

diversas espécies encontram-se em via de extingdo. Segundo Costa (1995),



diversas espécies medicinais j4 possuem um protocolo de micropropagagio
estabelecido.

Dentro deste contexto, o cultivo in vitro de tecidos e células vegetais
constituem uma alternativa promissora para o suprimento constante e
homogeneo de material, independente de mudangas climaticas ou condig¢des de
solo. Além disso, constitui-se num sistema adequado para investigagdo das vias
biossintéticas, permitindo a otimizagio da producdo de metabélitos secundarios
in vitro (Tabata, 1971; Misawa et al., 1985; Crocomo e Meb, 1991 apud Kajiki,
1996).

Nbs ultimos anos, o uso da calogénese e cultura de tecidos tem
apresentado grande potencial para o estudo e extragio de metabélitos
secundarios em plantas medicinais em larga escala, sendo possivel minimizar o
seu custo de produgio.

1.2.4  Crescimento celular e aciimulo de metabélitos secundirios

O metabolismo secundario manifesta-se em células e tecidos especificos
em determinados estigios de crescimento das plantas superiores, sugerindo que
a expressio deste metabolismo estd intimamente correlacionado com o
crescimento e a diferenciagdo morfolégica das células. Nos iiltimos anos, a
cultura de células tem sido usada como um sistema modelo para o estudo do
mecanismo regulatério do metabolismo secundario em plantas superiores, pois
¢ um sistema que permite respostas rapidas em condigdes facilmente
controladas.

O crescimento pode ser dividido em duas fases: aumento do némero de
células e aumento do volume celular sendo que, na maioria das vezes, esses
eventos ocorrem simultaneamente (Sakuta e Komamine, 1987). Em suspensio

celular, células cultivadas exibem um crescimento sigmoidal em cinco fases:



lag, logaritmica (exponencial, log), linear, desaceleragio e estacionéria. A fase
lag pode ser considerada como sendo de produgédo de energia e a logaritmica
como uma fase biossintética (Shimizu, et al; 1977).

Relativamente pouca atengdo tem sido dada ao relacionamento entre
crescimento celular e acumulagdo de metabodlitos secundarios. Contudo, dois
tipos de acumulagdo tém sido observados: durante a fase estacionaria com uma
relagdo inversa entre crescimento e acimulo, e durante a fase logaritmica, tal
como a acumulagdo de betacianina em Phyrolacca americana, que esta
associado com a divisdo celular (Sakuta, Takagi ¢ Komamine, 1986). Na
maioria das espécies, 0 acimulo de metabdlitos ocorre na fase estacionaria,
como observado por Lameira (1997) em Cordia verbenacea.

Em determinadas culturas, o acumulo de metabdlitos ocorre
paralelamente ao crescimento, sendo, portanto, a manuten¢io das células em
estagios de proliferagdo um caminho para alcangar alta produgdo.

Os metabolitos secundérios sdo influenciados por fatores ambientais.
Em cultura de suspensdo de células, reguladores de crescimento e fatores
nutricionais afetam a produ¢do de metabdlitos secundarios, bem como o

crescimento celular (Sakuta e Komamine, 1987).

1.2.4.1 Meio de cultura

Fatores que estimulam o metabolismo primario, ou o crescimento,
podem estimular a biossintese de alguns metabdlitos secundérios portanto,
fatores nutricionais sdo de grande importincia na regulagdo do metabolismo
secundério (Robinson, 1974).

Tal e Goldberg (1982) demonstraram que a relagdo carbono-nitrogénio
no meio de cultura foi um importante fator que influenciou na producdo do

alcaléide Diosgenin em Diascorea deltoidea. Além disso, nesta mesma espécie,



para a formagdo deste composto, foram requeridas ambas as formas de
nitrogénio no meio de cultura: aménia e nitrato.

Em cultura de tecidos, a sacarose é utilizada como fonte de carbono no
crescimento de calos e células em suspensio. Dougall (1980) demonstrou que a
concentrago de sacarose no meio de cultura ndo s6 promoveu o crescimento,
mas também a produgdo de metabélitos secundarios. O acimulo de alcaléides
indol (serpentine e ajmalicine), aumentou em fungdo do aumento da
concentragdo de sacarose em cultura de suspensdo de células de C, roseus
(Zenk, 1977). Entretanto, em outras situagdes, o aumento nos niveis de sacarose
inibiu a formagdo de ubiquinona em cultura de suspens@o de células de
Nicotinum tabacum (Ikeda, 1977).

A concentragio de fosfato no meio de cultura também pode ser um
importante fator no crescimento de células em suspensdo € na produgdo de
metabolitos secundarios, uma vez que o fésforo constitui os nucleotideos que

sdo importantes para o fornecimento de energia metaboélica na forma de ATP.

1.2.4.2 Reguladores de crescimento

Diferentes tipos de reguladores de crescimento como, por exemplo ,
auxinas, citocininas, giberelinas e acido abscisico, sdo conhecidos por seus
diferentes efeitos no crescimento e no metabolismo secunddrio (Sakuta e
Komamine, 1987).

Furuya (1971) e Tabata (1971) descrevem o efeito da auxina sintética
2,4D na inibigdo da sintese de nicotina em cultura de Nicotiana tabacum; Zenk
(1975) relatou a inibigio da sintese de antraquinonas em Morinda citrifolia; e
Phillips e Henshaw (1977) na inibigdo de compostos fendlicos em cultura de
Acer pseudoplatanus. Em contraste, esta mesma auxina estimulou a sintese de

carotenéides em cultura de Daucus carota (Mok, 1976), berberine em cultura de



suspensdo de Thalictrum minus (Nakagawa, 1986). De modo geral, as auxinas
ANA e AIA ndo afetam a sintese de metabdlitos secundérios, enquanto que o
2,4D a inibe, mas trata-se de importante elemento na indugdo e manutengdo do
crescimento de culturas de células em suspensdo (Schneider e Wightman,
1974).

As citocininas tém diferentes efeitos dependendo do tipo de metabdlito e
da espécie considerada. Por exemplo a cinetina estimula o acimulo de L-dopa
em cultura de calos de Stizolobium hassjoo, a produgdo de berberine em cultura
de suspensdo de Thalictrum minus e acimulo de antocianinas em cultura de
suspensdo de Happlopappus gracilis (Sakuta e Komamine, 1987). O uso de
giberelina inibiu a produgdo de shikonina em cultura de calos de Lithospermum,
mas nio afetou o crescimento (Yoshikawa, Fukui e Tabata, 1986). Os efeitos
dos reguladores de crescimento na produgdo de metabélitos secundarios s3o

complexos e mais precisamente contraditérios (Sakuta e Komamine, 1987).

1.2.5 Mucilagens

Mucilagens sdo polissacarideos complexos constituidos por unidades de
agucar e acido urdnico, insoliveis em alcool, mas que, em presenga de agua,
dissolvem ou expandem, tornando-se viscosos (Costa e Evans, 1978, apud
Silva, 1995).

Essas substancias sdo produtos do metabolismo primario e geralmente
se formam a partir da membrana celular ou se depositam sobre esta formando
camadas sucessivas.

Nas plantas, as mucilagens podem ser divididas nos seguintes grupos
(Costa, 1978):

¢ mucilagens de alto peso molecular, constituidas por holésidos;

¢ mucilagens formadas pela condermsagé@o de acidos urénicos;



* mucilagens caracterizadas pela existéncia de ésteres sulfiiricos de

poli-holosideos (proprias das algas).

Dentre as fungGes desempenhadas pelas mucilagens nas plantas,
destacam-se: reserva, retencio de dgua em bulbos, raizes, folhas e sementes
(durante a germinag&o) e protecdo contra microorganismos. Além das fungGes
citadas, as mucilagens apresentam propriedades antiinflamatdrias, laxativas,
antidiarréicas, antidiabéticas, entre outras. Na indistria é utilizada na confecgio
de geléias e doces diversos e na indistria farmacéutica, para corregdo do gosto
de outros firmacos, estabilidade de emulsio e pomadas..

Alguns autores citam que a adubagio afeta indiretamente o acimulo de
mucilagens, as quais s3o produtos do metabolismo primério das plantas, pelo
fato de afetar o incremento de biomassa (Silva, 1995).

A interagdo entre nitrogénio e fésforo é bem conhecida na sintese e
ativagdo de diversos compostos essenciais para a manuten¢io do metabolismo
das plantas. Sendo, portanto, a parede celular um sistema altamente complexo e
dindmico, cuja composigdo e estrutura variam durante o crescimento e a
diferenciacdo da célula e em resposta a fatores do ambiente, € de se esperar uma
correlagdio positiva entre os nutrientes nitrogénio e fosforo na producdo de

polissacarideos acidos da parede.
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CAPITULO I

CALOGENESE EM Cissus sicyoides.

RESUMO

O objetivo do trabalho foi a indugdo e manutengio de calos de Cissus
sicyoides; definir o melhor tipo e a melhor fonte de explante e determinar a
curva de crescimento celular. Plantas matrizes mantidas em casa de vegetagio
foram utilizadas como fonte de explante. A metodologia de assepsia do material
vegetal utilizou: agua corrente por 30 min. e desinfestagdo em hipoclorito de
sédio comercial a 30% por 15 min. E, posteriormente, em cimara de fluxo os
explantes foram lavados 6 vezes em 4agua destilada e autoclavada e, apoés,
excisados e inoculados em meio de cultura sélido (0,65%) de Murashige &
Skoog (MS) suplementado com 0,44; 2,2; 4,4 € 9,0 uM de 2,4-D e 0,54; 2,7;
5,4; 10,8 € 21,6 UM de ANA e mantidas na presencga ou nao de luz. Calos foram
induzidos a partir de folhas, gemas e intern6dios jovens suplementados com a
interagdo: 0,0; 0,22; 0,45 € 0,9 uM de 2,4-D ¢ 0,0; 10,8 € 21,6 uM de ANA, no
escuro. Esses calos foram repicados e colocados em meio de manutengdo com a
seguinte interacdo: 0,0; 10,8 e 21,6 uM ANA com 2 ou 3% de sacarose, no
escuro. Apds a indugdo dos calos em meio contendo 21,6 uM de ANA, a curva
de crescimento celular foi construida a partir do peso seco dos calos. Cortes
histolégicos foram realizados com a finalidade de comparar a estrutura
anatémica dos tecidos de explantes oriundos de plantulas estabelecidas in vitro
e plantas mantidas em casa de vegetacio. As avaliagdes de todos os
experimentos ocorreu aos 30 dias, onde avaliou-se: peso seco, coloragdo e
friabilidade dos calos. O explante folha foi mais eficiente para a indugdo dos
calos na presenga de 21,6 uM de ANA. Para a manuteng@o, foi necessario 10,8
UM de ANA a 3% de sacarose. Os calos crescidos na auséncia de luz
apresentaram maior friabilidade. A curva de crescimento celular apresentou
cinco fases bem distintas: lag, log, linear, desaceleragdo e estaciondaria, sendo
que a partir do vigésimo sétimo dia as células entraram na fase estacionaria. A
melhor fonte de explante para a indug3o de calos nesta espécie, foram plantulas
estabelecidas in vitro, uma vez que as células de suas folhas apresentaram-se
menos diferenciadas.
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2.2 REFERENCIAL TEORICO

Os calos sdo tecidos ndo diferenciados, constituidos por massa de
células irregularmente diferenciadas que se multiplicam desordenadamente
(Torres e Caldas, 1990), em resposta a injarias quimicas ou fisicas. Porém, estes
podem diferenciar-se em tecidos e 6rgios.

Um dos fatores mais importantes para se obter a calogénese ¢ a escolha
do explante (Bonga, 1977), uma vez que o potencial morfogenético dos calos
geralmente varia com a origem do explante (Barker, 1969; Mehra e Mehra,
1974).

Teoricamente, para a indugdo de calos, qualquer tecido pode ser
utilizado como explante em vista da totipoténcia das células vegetais. Na
pritica, entretanto, procura-se utilizar explantes que contenham maior
propor¢do de tecido meristeméatico ou que contenham maior capacidade de
expressar totipoténcia (Grattapaglia e Machado, 1990). Segundo estes autores,
explantes oriundos de tecidos jovens e com maior atividade metabélica sio mais
adequados para estimular a formagdo de calos.

De acordo com Esau (1965), o parénquima é um tecido com
consideravel plasticidade de desenvolvimento, resultando num baixo nivel de
diferenciagio.

Com o estimulo das substincias enddgenas de crescimento ou de
reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura, o metabolismo
celular ¢ modificado de quiescente para um metabolismo ativo (Fortes, 1992).

Quando hd apenas células diferenciadas no explante isolado, a de-
diferenciagdo pode ocorrer antes da divisdo celular. Células parenquimaticas
usualmente realizam esta de-diferenciagdo, que tem a importante fun¢do de

capacitar células maduras do explante isolado de uma planta adulta para ser
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redeterminado. Neste processo, células adultas sdo temporariamente habilitadas
para reverter de um estado adulto para o juvenil. Este rejuvenescimento tem
importantes consequéncias, como células sdo induzidas a se dividirem
intensamente; células rejuvenescidas tém um maior potencial para o
crescimento e divisdo celular do que as adultas e, quando o interesse for a
regeneragdo de Orgdos e ou embrides, estas células sdo mais habilitadas (Pierik,
1989). Ap6s a de-diferenciagdo, as células podem se dividir intensamente pela
influéncia de fatores como reguladores de crescimento, presentes no meio de
cultura.

Durante o estabelecimento do calos ocorrem trés fases: indu¢3o, divisdo
e diferenciag@o celular. Na fase de indugfo, as células preparam-se para a
divisdo, o metabolismo € ativado e as células permanecem com o tamanho
constante. A duragdo desta fase ird depender do estado fisiolégico das células.
Durante a divisdo celular, ocorre a de-diferenciagdio das células para
caracteristicas parenquimaticas, resultando na formagéo de crescimento padrio
(Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

Quando cultivados por varias semanas, alguns calos apresentam sinais
de desaceleragdo do crescimento, necrose, coloragdo marrom e, finalmente,
dessecagdo. Este fato pode ocorrer em fungio de alguns fatores, como a
exaustio de nutrientes, inibicdo da difusdo de nutrientes, evaporagio
acompanhada pelo aumento na concentragéo de alguns constituintes do meio e
actimulo de metabdlitos, os quais podem ser toxicos (Constabel e Vasil, 1989).

Além do tipo de explante, muitos outros fatores, como os reguladores de
crescimento, sdo importantes para a formagdo do calos: genétipo, composigdo
do meio de cultura, fatores fisicos de crescimento (luz, temperatura, localizagdo

do corte, etc).
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A adi¢do de reguladores de crescimento tem o objetivo principal de
suprir as possiveis deficiéncias dos teores endégenos de hormdnios nos
explantes que se encontram isolados das regides produtoras na planta-matriz.
Simultaneamente, a adi¢do destas substincias estimula certas respostas como:
crescimento, alongamento celular ou multiplicagdo, as quais dependem do
estado fisiolégico dos explantes, o que esta relacionado com a época do ano e
estado geral da planta-matriz (Paiva Neto, 1996).

As auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultura para a
indugdo de calos e geralmente causam: elongagio celular e expansdo dos
tecidos, divisdo celular (formagdo de calos), formagdo de raizes adventicias e
inibi¢do de brotagdes adventicias e axilares (Pierik, 1989).

O ciclo celular ¢ regulado por etapas conhecidas. Howard e Pelc (1953),
citados por Scott (1984), o descreveram como tendo quatro fases, designadas de
G1, S, G2 e M. A fase S refere-se ao periodo de sintese de DNA que é anterior e
necessario para que ocorra a mitose (M). Apds a mitose, hd um periodo (G1)
antes do inicio de S, que poderia ser visto como um periodo de preparagio para
a sintese de DNA que ocorre durante S. Apés, hi um periodo (G2) antes de
iniciar M, durante o qual o DNA ¢ preparado para organizar-se dentro dos
Cromossomos, antes da mitose.

As auxinas sdo essenciais na divisdo celular em plantas superiores, mas
as evidéncias para o controle direto no ciclo celular sdo menores do que aquelas
encontradas para as citocininas. Em cultura de células de cenoura, a auséncia
de auxina induz, temporariamente, a um minimo de divisio celular
sincronizada. Estas células, na auséncia de auxinas apresentam-se na fase Gl,
sugerindo que as auxinas sdo necessarias para iniciar a fase S do ciclo celular
(Nishi, 1977).
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Em alguns casos, mudangas nos niveis de auxinas demonstram uma
correlagdo positiva com mudangas na atividade mitética. Em cultura celular de
tabaco, ha um aumento na atividade da enzima AIA-sintase, precedendo um
aumento nos niveis de auxina. Este evento ocorre justamente antes do aumento
da divisdo celular, sugerindo que a sintese de AIA livre poderia iniciar a mitose
(Scott, 1984).

Gamburg e Osharova (1973) citados por Scott (1984), descrevem que
ANA causou um elevado aumento em ambas as atividades, mitdtica e sintese de
DNA, em células de Tabaco, demonstrando que as auxinas poderiam ser
necessarias para iniciar de forma progressiva o ciclo celular de G1 para S e
também de G2 para M.

Com o uso de baixas concentragdes de auxinas, predomina a formagéo
de raizes adventicias, mas com altas concentra¢des ocorre a formagdo de calos.
O uso de 2,4-D torna-se limitado devido a possibilidade de induzir mutagdes,
ao mesmo tempo que pode inibir a fotossintese, o que ndo ocorre com as

auxinas ANA, AIB e AIA (Pierik, 1989).

2.3 OBJETIVO

Objetivou-se determinar o melhor tipo de explante e regulador de
crescimento para a indugdo e manutengéo de calos e a determinagdo da curva
de crescimento celular e comparagdo das estruturas anatdmicas dos explantes

obtidos in vitro e in vivo de Cissus sicyoides.
24 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratério de Biotecnologia da
UFLA-Lavras/MG.
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2.4.1 Indugio de calos em C. sicyoides

Folhas jovens foram retiradas de plantas matrizes mantidas em casa de
vegetagdo. O processo de desinfestagio do material vegetal foi conduzido da
seguinte maneira: lavagem dos explantes em 4gua corrente por 30 minutos e
imersdo em hipoclorito de sédio comercial a 30% (pH 6,0) por 15 minutos.
Posteriormente, em cdmara de fluxo laminar, as folhas jovens foram lavadas em
agua destilada e autoclavada por seis vezes e, em seguida, os explantes foram
excisados com 1 cm? e inoculados em meio de cultura basico solido (0,65% de
agar) de Murashige & Skoog, 1962 (MS), suplementado com 0,0; 0,44; 2,2; 4,4
e 9,0 uM de 2,4-D e 0,0; 0,54; 2,7; 5,4; 10,8 ¢ 21,6 uM de ANA.

O pH dos meios de cultura foram ajustados para 5,8 antes da
autoclavagem. Os frascos contendo os explantes foram mantidos no escuro e na
presenga de luz, sendo que o fotoperiodo, para os tratamentos com luz, foi de 16
horas de luz sob 12,5 umol.m-2.s"1 de irradiancia.

Os explantes foram acondicionados em frascos com capécidade para
250 ml, os quais continham 30 ml de meio de cultura.

O delineamento estatistico foi o Inteiramente Casualizado (DIC) com
sete repeti¢es, sendo cada parcela composta por trés frascos com trés explantes
cada. Os dados obtidos foram submetidos & analise de variancia, utilizando os
niveis de significancia de 1% para o teste F.

Aos 30 dias, avaliou-se o peso seco dos calos formados, colorag3o,

friabilidade e porcentagem de calos formado.

2.4.2 Determinaciio do melhor tipo de explante, para a inducio de calos
em C. sicyoides
Os explantes utilizados folhas jovens, gemas apicais e internédios

Jjovens de Cissus sicyoides, passaram pela mesma metodologia de assepsia
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citada anteriormente (item 2.4.1) e foram inoculados com 1 cm2, em meio de
cultura solido (0,65% de agar) MS e 3% de sacarose, suplementado com a
interagdo: 0,0; 0,22; 0,45 ¢ 0,9 pM de 2,4-D e 0,0; 10,8 e 21,6 uM de ANA.
Apéds a inoculagdo os frascos contendo os explantes foram mantidos no escuro.

Os explantes foram acondicionados em frascos com capacidade para
250 ml, os quais continham 30 ml de meio de cultura e foram mantidos em sala
de crescimento a uma temperatura de 25°C.

O delineamento estatistico foi o Inteiramente Casualizado (DIC) com
quatro repeti¢des, sendo cada parcela composta por dez frascos com trés
explantes cada e o fatorial foi 4 x 3 x 3. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variaqcia, utilizando os niveis de significincia de 1% para o teste F.

Aos 30 dias, foram avaliados peso seco, coloracdo, friabilidade e

nuimero de raizes.

243 Manutencio de calos de C. sicyoides

Calos com 30 dias foram repicados e inoculados, com 1 cmZ2, em meio
de cultura sélido (0,65% agar) MS suplementado com a interagio 0,0; 10,8 e
21,6 uM ANA com 2 ou 3% de sacarose.

Os explantes foram acondicionados em frascos com capacidade para
250 ml, os quais continham 30 ml de meio de cultura e mantidos em sala de
crescimento no escuro, a uma temperatura de 25°C.

O delineamento estatistico foi o Inteiramente Casualizado (DIC), em
esquema fatorial de 3 x 2, com sete repeti¢des, sendo cada parcela composta por
vinte frascos com trés explantes cada. Os dados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia, utilizando os niveis de significincia de 1% para o teste F.

Aos 30 dias, foram avaliados: peso fresco e seco, friabilidade e presenga

de necrose celular.
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2.4.4 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de C. sicyoides

Folhas de plantulas de C. sicyoides estabelecidas in vitro, em meio MS
suplementado com 2,7 uM de ANA e 5.4 pM de cinetina (melhor meio de
cultura para multiplicagdo — capitulo III), foram utilizadas como explante. As
folhas foram excisadas (1cm2) e inoculadas em meio de cultura s6lido (0,65 %)
MS e 3% de sacarose, suplementado com 21,6 1M de ANA.

Os explantes foram acondicionados em frascos com capacidade para
250 ml, os quais continham 30 ml de meio e posteriormente colocados em sala
de crescimento no escuro a 25°C.

Para a determinagdo da curva de crescimento, os calos foram pesados
em intervalos de 3 dias durante 30 dias. Primeiramente, foi realizada a
determinagdo do peso fresco, em seguida os calos foram colocados em estufa a
45°C, durante 36 horas e, logo apés, estimado o peso seco. Cada pesagem foi

proveniente de quatro frascos retirados ao acaso.

2.4.5 Diferencas na inducio de calos e estrutura celular de fontes de
explantes obtidas in vitro e in vivo.

Os calos foram induzidos a partir de folhas jovens retiradas de plantas
matrizes mantidas em casa de vegetagdo e de folhas obtidas a partir de plantulas
estabelecidas in vitro. As folhas obtidas in vivo foram desinfestadas e
inoculadas in vitro, de acordo com procedimento descrito no experimento de
indugdo de calos (item 2.4.1).

Os explantes foram, entdo, excisados exatamente no meio da nervura
central, de forma que cada fragmento tinha, aproximadamente, lcm2.
Posteriormente, estes foram inoculados em meio de cultura sélido (0,65%) MS
e 3% de sacarose, suplementado com 21,6 MM de ANA. Os explantes, em

nimero de trés, foram acondicionados em frascos de 250 ml contendo 30 mi de
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meio, e mantidos no escuro por 30 dias a 25°C. Posteriormente, foi determinado
o peso seco dos calos formados.

Folhas de plantas provenientes de casa de vegetagdo e folhas de
plantulas estabelecidas in vitro foram coletadas para a realizagdo de cortes
histoloégicos e verificagdo de possiveis diferengas anatdmicas entre estas,
segundo metodologia descrita por (Johansen, 1940), onde o material botinico
foi fixado em F.A.A. (fenol, 4cido acético glacial e élcool etilico) 70%, por 72
horas, e posteriormente conservado em alcool 700 GL. Para o preparo de
laminas permanentes, foram utilizadas as técnicas usuais de inclusdo em

parafina, ap6s desidratagéo em série alcodlica (Johansen, 1940; Sass, 1951).

2.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.5.1 Indugio de calos em C. sicyoides

Quando uma parte da planta é danificada, uma resposta ao ferimento é
induzida para reparar a por¢do danificada. Esta resposta consiste inicialmente na
indugdo da divisdo das células adjacentes & lesdo, as quais reparario o
ferimento. Isto € seguido pelo depdsito de lignina, suberina, cera etc. para dar
protecdo a planta. Se, entretanto, este fragmento for inoculado em meio de
cultura definido, a resposta ao inicio da diviséo celular pode ser estimulada e
induzida a continuar indefinidamente através da influéncia exégena de
reguladores de crescimento. Portanto, a cultura de calos refere-se  iniciagdo e a
proliferagdo continua de células parenquimatosas ndo diferenciadas proveniente
de tecido de planta em um meio de cultura pré-definido.

Assim, fragmentos (explantes) de folhas jovens de C. sicyoides foram

inoculados em meio de cultura, a fim de determinar uma indugo na divisdo
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celular das células. Na Tabela 2.1, sdo apresentados os valores referentes i
porcentagem de calos formado e coloragio na presenga ou nio de luz.

Nos tratamentos com 2,4-D, com excegzo do controle, houve formagdo
de calos em todas as concentragdes, na presenga ou nio de luz. Os calos
apresentaram-se pouco fridveis (Figura 2.3) e com um inicio de necrose ou
completamente necrosados, com exce¢dio da menor concentraggo.

A indugdo de calos nos explantes mantidos em meio de cultura com
ANA ocorreu nas maiores concentragSes. Os calos mantidos no escuro
apresentaram uma consisténcia fridvel (Figura 2.4), ¢ com uma coloragio
amarela, ao contrario dos tratamentos mantidos na luz que apresentaram um
inicio de necrose celular.

Calos fridveis sdo mais adequados para o crescimento, pois podem ser
utilizados em suspensGes celulares, ao contririo dos calos compactos
(Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

O teste F realizado para peso seco em todos os tratamentos foi
significativo ao nivel de 1%, com um coeficiente de variago igual a 23,84%.

Na presenga de ANA, o maior ganho de matéria seca foi obtido com a
concentragéo de 21,6 pM (0,08 g) na auséncia de luz, enquanto que na presenga
de luz a concentragdo mais eficiente foi de 10,8 uM de ANA (0,04 g) (Figura
2.1).

Os calos induzidos nos tratamentos com 2,4-D, tiveram um maior ganho
de peso na concentragio de 0,4 uM (0,04 g), a partir da qual, ocorreu um menor
ganho de matéria seca, 4 medida que aumentava a concentragio do regulador de
crescimento (Figura 2.2). As concentragdes mais elevadas de 2,4-D parecem ter
causado algum tipo de toxidez para as células originadas nos explantes, os quais

mostraram sinais de necrose (Tabela 2.1).
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TABELA 2.1 Porcentagem (%) e coloragdo de calos formados e mantidos
no escuro e na presenca de luz, de C. sicyoides .

Tratamento % calos Coloragio
(M) Escuro Luz Escuro Luz
controle 0 0 - -
04 24-D 100 100 AM AM
22 24D 100 100 AM/IN AM/IN
44 24-D 100 100 AM/IN MAR
9,0 2,4-D 100 100 MAR MAR
0,54 ANA 0 0 - -
2,7 ANA 0 0 - -
54 ANA 33 0 AM -
10,8 ANA 100 100 AM MAR
21,6 ANA 100 0 AM -

AM= amarelo ; MAR= marrom ; IN= inicio de necrose

@ escuro Aluz
0,09 .  y=-5E-05x2+0,0051x - 0,0043 y =-0,0002x2 + 0,0062x - 0,0037
R? =0,9561 R2=0,6782

Matéria Seca (g)

0 5 10 15 20 25
ANA (uM)

FIGURA 2.1 Matéria seca (g) de calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias,
mantidos em meio de cultura com diferentes concentracdes
de ANA.
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® escuro aluz

0,06 - ¥=-0,0101Ln(x) + 0,0309 y=0,0528¢%.17™
R%=0,9058 R%2=0,9871

(] )

Matéria seca (g)
(=]
8

2,4-D (uM)

FIGURA 2.2. Matéria seca (g) de calos de Cissus sicyoides , aos 30 dias,
mantidos em meio de cultura com diferentes concentracdes
de 2,4-D.

Os calos formados a partir do meio com 2,4-D, na presenga ou nio de
luz, tiveram um menor ganho de matéria seca (0,046 g) quando comparados
com os tratamentos contendo ANA (0,080 g) no escuro.

A cultura de calos é uma forma de estudar a regulagido da sintese de
uma série de metabolitos secundarios. Em calos de Anisodus acutangulus, o
efeito de diferentes auxinas no crescimento e a sintese dos alcalbides
scopolamina e hyoscyamina foram diferentes. Baixas concentragdes de 2,4-D
estimularam a sintese mas retardaram o crescimento; entretanto, altas
concentragbes estimularam o crescimento mas retardaram a sintese. ANA
estimulou o crescimento, bem como a sintese (Zheng and Liang, 1977, citado
por Guang-Zhi, 1989).

Nas espécies Bupleurum falcatum e Jasminum spp, o uso de ANA e de

2,4-D foi necessério para a indugdo de calos, nas concentragdes de 10-6 — 10-5 e
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10-7 — 10-5 M, respectivamente, os quais ndo interferiram na sintese dos

compostos saikosaponins e jasmine (Hiraoka, 1989 e Jonard, 1991).

FIGURA 2.3 Calos de Cissus sicyoides, mantidos em meio de cultura
contendo 2,4-D, aos 30 dias, no escuro (esquerda) e sob luz
(direita).

FIGURA 2.4 Calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias, mantidos em meio de
cultura contendo ANA, no escuro (esquerda) e sob luz
(direita).
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25.2 Determinacdo do melhor tipo de explante para a inducgio de calos
em C. sicyoides

A partir dos resultados do experimento anterior (item 2.5.1), foram
escolhidas as concentragdes usadas neste trabalho, onde os melhores resultados
foram: 0,4 pM de 2,4-D e 21,6 pM de ANA, no escuro. Entdo, para se
determinar uma concentragdo de reguladores de crescimento adequada para a
indugdo de calos nesta espécie, optou-se por fazer um desdobramento destas
concentragdes.

Os dados foram analisados estatisticamente a 1% de significincia e foi
constatada uma interagdo tripla entre as diferentes concentragdes de ANA, 2,4-
D e os diferentes explantes.

A partir dos dados do Quadro 2.1, pode-se verificar que houve formagdo
de calos em todos os tratamentos. A medida que a concentragdo de 2,4-D
aumentou, ocorreu um inicio de necrose celular nos calos formados a partir do
explante folha, independente da concentragio de ANA. Este resultado foi
semelhante ao experimento anterior, porém, para gemas e internédios, a
necrose celular ocorreu somente na maior concentragdo de 2,4-D (0,9 uM), para
todas as concentragGes de ANA. |

No desdobramento da interag@o tripla entre as diferentes concentra¢des
de ANA, 2,4-D e explantes, foram fixados os valores das concentragdes de
ANA e variaram as concentragdes de 2,4-D, como pode ser verificado nas
Figuras 2.5, 2.6 e 2.7, para ganho de matéria seca.

A interagdo para gemas na concentragdo de 0 uM de ANA nio foi
significativa. Entretanto, para folhas e internédios ocorreu um maior ganho de
matéria seca, 0,14 e 0,17 g, respectivamente, na concentragdo de 0,2 uM de 2,4-
D (Figura 2.5).
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QUADRO 2.1 Matéria seca (g), coloragiio e nimero de raizes de calos de
Cissus sicyoides, obtidos a partir de diferentes tipos de
explantes e concentracdes de 2,4-D e ANA.

Tratamentos Matéria seca (g) Coloracio Num. Raiz

xy

24D |ANA | F G I G
M) | (uM)

—
.y
Q
-

0,45 | 21,6 | 0,08 | 0,04 | 0,03 - - 0,5

0,22 00 |014]1002]017]| A IN A 1,0 1,3 5,0
0,45 0,0 | 008|004 |005]| IN A A | 025 - 0,5
0,90 0,0 | 0,05]0,03 (004 | IN IN IN - - -
0,60 | 10,8 | 0,13 |1 0,10 | 025 | A A A 70 | 11,0 | 43
0,22 | 10,8 [ 0,11 | 0,07 | 0,15 | IN IN IN 08 | 4,0 15
045 | 10,8 | 0,09 | 0,04 | 0,05 | IN IN IN 0,6 - -
0,90 | 10,8 | 0,05 | 0,03 | 0,05 | IN IN IN - - -
0,00 | 21,6 | 0,16 | 0,08 | 022 | A A A 1,0 | 7,5 25
022 | 21,6 | 0,12 1 0,05 | 0,09 | IN IN A 0,2 - 1,6

IN IN A

IN IN IN

0,90 | 21,6 { 0,07 | 0,03 | 0,04

A= amarelo; IN= inicio de necrose; F=folha; G=gema; I=internédio.

Nas concentragdes de 10,8 e 21,6 uM de ANA, os maiores ganhos de
matéria seca dos calos ocorreu na auséncia de 2,4-D (Figuras 2.6 ¢ 2.7). Os
maiores valores obtidos foram: 0,25 ¢ 0,22; 0,13 € 0,16; 0,10 e 0,08 g, obtidos a
partir dos explantes internédio, folha e gema, respectivamente. Os calos
formados nestas concentragdes apresentaram consisténcia fridvel e coloragéo

amarelada (Figuras 2.8 € 2.9).
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— Linear (Folhas) = L0g. (Intemédios)

< 0,18, y =-0,1256x + 0,1557 y =-0,0927Ln(x) + 0,0103
5 016 A Re=0,9233 R?=0,8284
@ M
= 0144 A
=]
o 012
T 01
Q
S 0,08
=]
~ 0,06
S 004 Y4
< 002
2
= 0. : : . —
0 0,2 04 0,6 0,8 1
2,4-D (uM)
FIGURA 2.5 Matéria seca de calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias,
obtidos a partir de diferentes explantes e mantidos em
meio de cultura com diferentes concentracdes de 2,4-D e
0.0 uM de ANA
- - - -Linear (Gemas) —_ Linear (FOINGS) mmmm Polingmio (Intemddios)
03 1 ¥ =-0.0781x +0,0937 y =-0,0858x +0,1305 ¥ =0,4283x2 - 0,6121 +0,2493
0.25 ' R =0.888 Re =0,9958 Re=0,98

0,15

0,1 ¢

0,05 |

Matéria Seca (g) com 10.8 uM ANA

FIGURA 2.6

01 02 03 04 05 06 07 08 0o 1
2,4D (uM)

Matéria seca de calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias,
obtidos a partir de diferentes explantes e mantidos em meio
de cultura com diferentes concentragdes de 2,4-D e 10,8 uM
de ANA
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_ - - Linear (Gemas) Polindmio (FOlhas) wmmm=mPolinémio (Intemaédios)

0,25

y =-0,0488x + 0,0707 y =0,1513x? - 0,2435x + 0,1632 y = 0,5133x? - 0,6662x + 0,2219
Re =0,8265 R =0,997 R =0,9953

Matéria Seca (g) com 21.6 uM ANA

v O!
2,4-D (uM)

FIGURA 2.7. Matéria seca de calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias,
obtidos a partir de diferentes explantes ¢ mantidos em meio
de cultura com diferentes concentragdes de 2,4-D e 21,6 utM
de ANA.

De maneira geral, o ganho de matéria seca dos calos, para todos os
explantes, foi diretamente proporcional ao aumento na concentragio de ANA.
Ou seja, o maior ganho ocorreu na concentragio de 21,6 uM de ANA e 0,0 uM
de 2,4-D, para todos os explantes. Nesta mesma concentragdo, ocorreu um
maximo crescimento de calos de Ailanthus altissima e, em trabalhos
posteriores, esta concentragdo nio afetou a sintese do composto polyacetyleno
(Roberts, 1989).

A cultura de calos normalmente contém uma mistura heterogénea de
células que n3o sdo uniformes em tamanho, forma, pigmentagio, metabolismo
ou namero de cromossomos e muitas diferengas ndo sdo visiveis. Portanto, uma
inducdo celular vai depender do explante inicial, devido 4 heterogeneidade das
células. A adigdo de reguladores de crescimento ¢ requerida para iniciar e
manter a divisdo celular. Entdo, um explante com células jovens
(meristematicas) tem um grande potencial para comegar e proliferagdo celular

rapidamente, quando comparado com tecidos onde ha a presenca de células



diferenciadas. Assim, hi uma grande diferenca em respostas na indugio da
formag&o de calos nos explantes utilizados para iniciar a cultura.

No Quadro 2.1 pode-se verificar a presenga de raizes nos diferentes
explantes, com excegdo dos tratamentos com a concentragdo de 0.9 uM de 2,4-
D, na presenga de todas as concentragdes de ANA e de todos os explantes. O
maior nimero de raizes foi observado no explante internédio.

A presenga de raizes ndo faz parte dos objetivos do presente trabalho,
uma vez que a inten¢3o ndo € a regeneraggo de plantulas a partir de calos, mas a
maxima proliferagdo celular para posteriormente serem realizadas extragSes
fitoquimicas de metabélitos sintetizados por esta espécie. Assim, boa parte da
energia gerada pelo metabolismo destes tecidos é gasta para a diferenciagdo do
tecido em um 6rgdo e ndo para a proliferagiio celular.

Em cultura de células de Atropa belladona, foi desenvolvido um sistema
modelo para a regulagio da diferenciagio celular com especial énfase na
atividade enzimatica. Bajaj e Simola (1991) verificaram que ocorria uma
elevada atividade enzimatica na cultura nio diferenciada, mas o mesmo nio

ocorria quando havia a ocorréncia de raizes.



FIGURA 2.8 Calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias, formados a partir de
folhas jovens e mantidos em meio de cultura com 21,6 pM

de ANA.

FIGURA 2.9 Calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias, formados a partir de
internédios jovens, mantidos em meio de cultura com 21,6
LM de ANA.
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2.5.3. Manutencéo de calos de C. sicyoides

Calos derivados do explante original podem ser mantidos em estado de
crescimento ativo pela transferéncia de seus fragmentos para um novo meio de
cultura (Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977). Um inicio de diferenciagéo pode
ocorrer nos calos mantidos no meio original entio, uma forma de manté-los
num estado ndo-diferenciado, mas em plena proliferagdo, ¢ transferi-los para
um novo meio. Esta transferéncia pode ser necessiria devido a exaustio do
meio de cultura em relagdo a nutrientes, teor de umidade ou pelo actimulo de
compostos fenélicos que podem ocorrer com o passar do tempo.

Os resultados obtidos a partir da analise de varidncia, para ganho de
matéria seca, demonstram uma interagdo significativa com 1% de
probabilidade, entre as concentragdes de ANA e de sacarose, com um
coeficiente de variag3o igual a 15.8%.

A partir da Tabela 2.2 pode-se verificar que a presenga do regulador de
crescimento ANA se faz necesséria para a manﬁtengﬁo de calos, para essa
espécie, uma vez que na sua auséncia ocorreu a presenga de necrose (ou inicio)
celular. Isto pode ser devido ao fato de ndo estar havendo a continﬁidade do
processo de divisdo e multiplicagdo celular, o qual pode ser verificado pelo
baixo ganho de matéria seca em relago aos tratamentos com ANA.

Com 2% de sacarose, 0 maior ganho de matéria seca ocorreu na
concentragdo de 10,8 uM de ANA (0,079 g) e os calos apresentaram-se com
uma coloragdo amarela e consisténcia fridvel. Com 3% de sacarose, o ganho de
matéria seca foi muito préximo (0.098 e 0.097 g) nas concentragdes de 10,8 e
21,6 pM de ANA, reépectivamente (Figura 2.10), os quais também obtiveram

uma colorag@o amarela e consisténcia friavel.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Yamamoto (1991),
trabalhando com Scutellaria baricalensis, com a finalidade de verificar o efeito
de diferentes fontes de carbono no crescimento do calos e na sintese de
flavondides. Este autor constatou que a sacarose a 3% era mais efetiva no
crescimento do calos, mas somente na concentragio de 5% é que ocorria um
aumento na produg¢@o de flavondides.

" TABELA 2.2 Ganho de matéria seca (g) e coloracio de calos de Cissus

sicyoides, aos 30 dias, produzidos a partir de diferentes
concentragdes de ANA e sacarose.

Tratamento Matéria seca (g) Coloragdo
ANA (pM) Sacarose (%)
o 2 0,022 Marrom
10,8 2 0,079 Amarela
21,6 2 0,039 Amar. C/IN
0 3 0,034 Amar. C/IN
10,8 3 0,098 Amarela
21,6 3 0,097 Amarela

IN = inicio de necrose
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FIGURA 2.10 Ganho de matéria seca de calos de Cissus sicyoides,
mantidos em meio de cultura, aos 30 dias, com a interagio
de diferentes concentrages de ANA e sacarose.
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FIGURA 2.11 Ganho de matéria seca, durante a manutencio de calos de
Cissus sicyoides, aos 30 dias, sob diferentes concentracdes de
ANA.
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A partir da Figura 2.11, verifica-se um maior ganho de matéria seca dos
calos na concentragéo de 10,8 pM de ANA. Este resultado é interessante, uma
vez que, para a indugdo de calos, a melhor concentragio foi de 21,6 uM de
ANA mas, para a manutengdo essa concentragdo teve que ser diminuida para
10.8 uM.

Para a indugio de calos, geralmente hd a necessidade de altas
concentragSes de auxinas para ocasionar a divisdo celular ao redor da regido
lesionada e promover a formagdo de uma grande massa celular. No entanto,
durante a manutencio dos mesmos, ndo ha esta necessidade, uma vez que o
continuo crescimento e diviséo celular do tecido dos calos sio acompanhados
pelo aumento no conteiido de proteinas e acidos nucléicos. Isto resulta na
sintese d¢ DNA e diversos compostos necessirios para a manutengdo do
metabolismo celular, contribuindo, dessa forma, para um aumento no ganho de
peso seco dos calos. Portanto, ndo € necessiria a adigdo de elevadas
concentragdes de auxinas, apenas O necessario para a manutengdo do
metabolismo das células do calos (Aitchison, Macleod ¢ Yeoman, 1977). Além
disso, na fase de manuteng@o, as células estio mais homogéneas.

Pireik (1987) também relata que durante o subcultivo da cultura de
calos, as condi¢Oes de crescimento (meio de cultura e fatores de crescimento
fisico) continuam sendo as mesmas da indugdo. Entretanto, as concentragdes de
auxinas e de citocininas geralmente s@o menores, pois caso contrario, o
crescimento do calos paralisa apés o subcultivo, indicando que o meio néo é
adequado.

Resultados semelhantes foram obtidos por Bajaj e Simola (1991),
quando estes verificaram que em cultura de calos de Atropa belladona, a

indugdo de calos exigia elevadas concentragbes de ANA (10.8 pM), mas
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durante a manutencdo era necessaria uma redugio para 2,7 uM, para que nio
ocorresse uma interferéncia na sintese do alcaléide hyoscyamina.

O subcultivo da cultura de calos pode ser realizado por um determinado
periodo de tempo, o qual € inerente a cada espécie. A manutengio de calos por
longos periodos de tempo pode ocasionar modificagSes no padrdo metabdlico,
podendo ocorrer a auséncia de algumas enzimas chave para a sintese de
compostos esperados ou a presenca destas em pequena quantidade, uma vez que
a expressdo da informagdo genética é determinada pela interagdo entre o
genoma e condigdes enddgenas e exdgenas. Entdo, varios fatores poderiam
influenciar este processo, dentre os quais podem ser citados os reguladores de
crescimento, pois tem sido demonstrado que as auxinas afetam os niveis de
antocianinas, por exemplo, e que dependendo do tipo e concentragdo, estes
podem causar a perda do potencial morfogenético das células da cultura de

calos.

2.5.4 [Estabelecimento da curva de crescimento de calos de C, sicyoides

A partir da Figura 2.12, pode-se verificar que a curva de crescimento
celular de calos de Cissus sicyoides, baseada no peso seco, segue uma curva
padrdo com cinco fases bem distintas: lag, log, linear, desaceleragio e
estaciondria.

A fase lag, na qual as células preparam-se para a divisdo, ocorreu até o
sexto dia. O periodo de maxima divisio celular ou fase logaritmica de
crescimento ocorreu entre sexto e décimo quinto dia, similar & curva de
crescimento de Cordia verbenacea (Lameira, 1997).

Na fase lag ocorreu a maxima atividade respiratéria em cultura de

suspensdo celular de Acer pseudoplatanus e é onde ocorre a maxima atividade
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da enzima fosfofrutoquinase, enzima chave da glicélise, (Shimizu et al,1977 e
Givan, 1968). Por outro lado, a atividade de todas as enzimas envolvidas na via
das pentose fosfato tem méxima duragdo na fase logaritmica (Fowler, 1971).
Assim, a fase lag pode ser considerada como a fase produtora de energia € a

fase logaritmica como fase biossintética (Shimizu et al, 1977).
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FIGURA 2.12 Curva de crescimento, a partir da matéria seca de calos, de
Cissus sicyoides, aos 30 dias.

O periodo de crescimento linear ocorreu entre o décimo quinto dia e o
vigésimo quarto dia. Segundo Lameira (1997), nesta fase ocorre uma
diminuigZo da divisdo celular e as células crescem.

A fase de desaceleragio do crescimento ocorreu entre o vigésimo quarto
e o vigésimo sétimo dia. Segundo Smith (1992), as culturas nesse periodo
devem ser transferidas para um novo meio devido a redugdo de nutrientes e
acimulo de substincias toxicas.

A fase estaciondria ou o periodo no qual ocorre um menor crescimento

celular, ocorreu a partir do vigésimo sétimo dia. O acimulo de muitos produtos
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secundarios € maximo durante esta fase, por exemplo dos alcaléides: ajmalicine
e serpentine em Catharanthus roseus (Neumann, 1983 citado por Sakuta e
Komamine, 1987).

O acimulo de metabdlitos secundérios em relagdo ao crescimento
ocorre em duas categorias: acimulo durante a fase estacioniria com uma
relagdo inversa entre crescimento e acimulo, como o acimulo de antocianinas
em cultura de Daucus carota; e acimulo durante a fase logaritmica, como o
acimulo de betacianinas em Phyrolacca americana, onde o actiimulo esti
associado com a divisdo celular (Sakuta e Komamine, 1987).

Este acimulo de metablitos secundarios, que ocorre nas diferentes
fases de crescimento celular, apresenta uma aparente correlagio entre
diferenciagdo estrutural e produgdo de metabolitos secundarios, podendo em
muitos casos ser decorrente de um aumento na habilidade de vacuolizagio das
células para acumular estes metabélitos (Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

A passagem de uma fase para outra pode ser influenciada por alguns
fatores: a limitagdo da presenca de carboidratos poderia causar uma
desaceleragdo gradual no crescimento e a deficiéncia de fésforo poderia
produzir uma rapida transi¢do entre as fases exponencial e estacionaria. A
determinagdo do nutriente limitante ¢ importante para se ter um controle sobre a
longevidade da fase estacionaria (Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

E necessdrio fazer a anlise dos metabélitos que ocorrem, nesta espécie,
nas diferentes fases de crescimento, para se saber em qual fase ocorre o
acumulo dessas substincias, para ser determinado em qual periodo deve ser

realizada a repicagem de manutengo.
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FIGURA 2.13 Calos de Cissus sicyoides, aos 30 dias, obtidos a partir de
folhas jovens provenientes de casa de vegetagio.

FIGURA 2.14 Calos de C. sicyoides, aos 30 dias, induzidos a partir de
folhas oriundas de plintulas estabelecidas in vifro.
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2.5.4 Diferencas na inducio de calos e estrutura celular de fontes de
explantes obtidos in vitro e in vivo.
Num determinado periodo do ano (inverno), a indugdo de calos na
espécie Cissus sicyoides tornou-se limitada, uma vez que as respostas
apresentaram-se de uma forma lenta e irregular. Entdo, procedeu-se a realizacio

deste experimento.

A partir das Figuras 2.13 e 2.14, pode-se verificar as diferengas na
indugdo de calos entre as diferentes fontes de explantes. Os calos formados a
partir de folhas obtidas in vitro, apresentaram-se com uma massa celular
completamente uniforme, resultado diferente dos calos obtidos a partir de folhas
oriundas de casa de vegetagao.

O ganho médio de matéria seca dos calos foi de 56 e 245 mg (Figura
2.15), para aqueles induzidos a partir de explantes obtidos in vivo e in vitro,
respectivamente, representando um ganho de 437% para o explante obtido a

partir de plantulas estabelecidas in vitro.
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FIGURA 2.15 Matéria seca de calos de C. sicyoides, aos 30 dias, obtidos a
partir de diferentes fontes de explante in vivo e in vitro.
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As Figuras 2.16 e 2.17 apresentam as estruturas celulares dos diferentes
tecidos. No tecido proveniente de casa de vegetagdo (in vivo), € possivel
visualizar uma diferenciag@o das células do parénquima, as quais apresentam
tamanhos diferenciados com presenga de rafideos e drusas. O tecido de folhas
proveniente de cultura de tecidos (in vitro), apresenta uma formagéo de células
nio diferenciadas, as quais possuem tamanhos iguais.

Quando ha apenas células diferenciadas no explante isolado, a de-
diferenciagio pode ocorrer antes da divisdo celular. As células parenquimaticas
usualmente realizam esta de-diferenciagdo que tem a importante fungdo de
capacitar células maduras do explante isolado de uma planta adulta para ser re-
determinado a uma nova fungdo. Neste processo, células adultas s@o
temporariamente habilitadas para reverter de um estado adulto para o juvenil.
Este rejuvenescimento poderia ter importantes consequéncias, induzindo as
células a se dividirem intensamente (Pierik, 1989).

Entretanto, se no tecido houver apenas células ndo diferenciadas, estas
estardo aptas a entrarem na divisdo celular imediatamente. Talvez por isso,
tenha ocorrido uma diferenga significativa no ganho de matéria seca entre os

calos.
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FIGURA 2.16 Corte anatdomico do tecido de folha de Cissus sicyoides,
proveniente de plantas mantidas em casa de vegeta¢io, com
a sua respectiva estrutura celular

FIGURA 2.17 Corte anatémico do tecido de folha de Cissus sicyoides,
proveniente de plantulas estabelecidas in vitro, com a sua
respectiva estrutura celular.
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2.6 CONCLUSOES

A obtengdo de calos da espécie C. sicyoides é dependente da presenga
de reguladores de crescimento.

A melhor concentragéo do regulador de crescimento para indugio de
calos em explante secundario foi de 21,6 uM de ANA , na auséncia de luz.

O explante folha mostrou ser o mais adequado para a indugio de calos
nesta espécie, proporcionando calos amarelos e fridveis.

O explante internédio proporcionou a obtengio de calos com o maior
ganho de matéria seca quando comparado com os outros explantes, porém com
elevado nimero de raizes, o que ndo o qualifica para ser utilizado no estudo e
produgdo de metabdlitos secundarios nesta espécie;

O ganho de matéria seca dos calos é diretamente proporcional ao
aumento nas concentragdes de ANA, sendo que os maiores ganhos foram
obtidos na concentragdo de 21,6 uM de ANA na auséncia de 2,4-D.

A concentragdo de 10,8 pM de ANA é a mais eficiente para a
manuteng¢@o de calos de C. sicyoides, na presenga de 3% de sacarose;

A curva de crescimento celular apresentou cinco fases distintas: lag, log,
linear, desaceleragéo e estacionaria, sendo que a partir do vigésimo sétimo dia a
curva entrou na fase estacionaria.

O tecido proveniente de folhas de plantulas estabelecidas in vitro foi
mais eficiente na indugédo de calos por ser menos diferenciado do que o tecido

proveniente de folhas de casa de vegetacio.
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CAPITULO I

PROPAGACAO IN VIVO E IN VITRO DE Cissus sicyoides

RESUMO

O estudo da propagacdo de espécies utilizadas na medicina popular tem
sido intensificado nos ultimos anos devido ao crescente investimento em
pesquisas para a descoberta de novos farmacos e da utilizagdo da fitoterapia
como um meio alternativo. Contudo, ndo ha, na literatura, referéncias sobre
qualquer forma de propagagédo de C. sicyoides. O objetivo do trabalho foi a
propagacdo in vivo e a propagacdo in vitro (estabelecimento e multiplicagio)
desta espécie. Plantas mantidas em casa de vegeta¢io serviram como fonte de
explantes, de onde foram retiradas estacas com 10 e 20 cm de comprimento, as
quais foram colocadas em solugdo contendo 80 e 160 mg/l de AIB, na presenca
ou ndo de sacarose + acido bérico, por duas horas e, em seguida, colocadas em
sacos de plastico contendo areia como substrato. Para o estabelecimento in
vitro, os segmentos nodais foram submetidos as seguintes condi¢Ges de
assepsia: 30 minutos em agua corrente, 30 segundos em alcool 70%, 15 minutos
em hipoclorito de sédio comercial (30%) e, posteriormente, os explantes foram
lavados por seis vezes em agua estéril, em cdmara de fluxo laminar e, em
seguida, excisados e inoculados com 10 mm de comprimento em meio de
cultura sélido (0,7% de 4gar) de Murashige & Skoog (MS) suplementado com:
4,64 uM de cinetina; 4,64 pM de cinetina + 5,4 uM de ANA; 4,44uM de BAP e
4,44 uM de BAP + 2,7 uM de ANA. Para a multiplicagio in vitro, procedeu-se
a cultura nodal a partir de explantes com 10 mm, ja estabelecidos in vitro, os
quais foram inoculados em meio de cultura sélido (0,7% de agar) MS,
suplementado com a interagdo: 2,22 e 4,44 uyM de BAP x 2,7 € 5,4 uM de ANA
e com a interagdo 2,7 e 5,4 uM de ANA x 2,32 e 4,64 uM de cinetina. Aos 45
dias, foi determinado o peso seco do sistema radicular formado nas estacas e
aos 60 dias avaliou-se: nimero de gemas, altura e numero de raizes das
plantulas mantidas in vitro. As estacas com 10 cm apresentaram um bom
enraizamento quando tratadas com 160 mg/l de AIB e os resultados obtidos in
vitro demonstraram que os explantes foram melhor estabelecidos e
multiplicados em meio de cultura suplementado com 4,64 uM de cinetina e 2,7
pM de ANA. Estes reguladores de crescimento proporcionaram uma maior
indugdo de gemas, maior altura e auséncia de formag3o de calos na base das
plantulas.
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3.2 REFERENCIAL TEORICO
3.2.1 Enraizamento de estacas

Em plantas arbéreas, as raizes adventicias, geralmente, originam-se na
regido cambial, floemitica e xilematica e os primérdios radiculares
desenvolvem-se logo abaixo do primeiro nédulo ou na base da estaca (Lovell e
White, 1986). Nas plantas herbiceas, as raizes adventicias, na maioria das
vezes, originam-se entre os feixes vasculares, sendo que o tecido envolvido
varia de acordo com a espécie. Por exemplo em tomate e abdbora, as raizes
adventicias surgem no floema parenquimatico e em Coleus sp originam-se no
periciclo (Becker, 1997).

A indugio do enraizamento é dependente de varios fatores internos e
externos: nivel endégeno de auxinas, temperatura, umidade, cofatores para a
sintese hormonal, balango de carboidratos, aera¢do, estado nutricional,
Jjuvenilidade, etc. (Kersten, 1990).

As auxinas sdo os horménios mais diretamente relacionados com a
iniciagdo do enraizamento. Estas atuam no metabolismo do enraizamento e em
outros processos do crescimento e desenvolvimento de plantas através de uma
comunicagio intercelular, a qual é dependente de uma série de mensageiros
quimicos que irdo enviar um sinal de transdugio para que uma determinada
atividade seja realizada (Pasqualetto, 1995).

Esse grupo hormonal, quando sintetizado ou aplicado exogenamente, é
transportado polarmente, até a base das estacas, onde acumula-se. Este tipo de
transporte requer energia e a teoria icida é a mais aceita para explicar este gasto
de energia metabélica na manutengio de um gradiente de PH na plasmalena,

ocasionando na elongago celular (através da ativacdo de enzimas responsaveis
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pelo afrouxamento da parede celular e o seu consequente preenchimento)
(Salisburi, 1992). As auxinas também podem atuar em outros processos
importantes no crescimento da célula: absorgdo ou produgio de solutos
osmoticos, manutengdo da estrutura da parede celular e condutividade
hidraulica da membrana da célula (Taiz e Zeiger, 1991).

Segundo Scott (1984), as auxinas s3o importantes na sintese de DNA.
Logo, elas atuam na iniciagdo do enraizamento através da elongagdo e divisdo
celular.

A auxina mais comumente utilizada para a indu¢do do enraizamento de
estacas € o acido indol butirico (AIB) (Poggiani e Suiter Filho, 1974; Kersten e
Fachinello, 1981 e Hostalacio, Soares e Coelho, 1977), uma vez que o acido
indol acético (AIA) € menos estivel do que as outras auxinas, por ser
facilmente degradado pela luz e temperatura.

Jarvis (1983) cita que as auxinas sdo importantes para a inicia¢do do
enraizamento de estacas de feijao e que a aplicagdo exdgena de boro é essencial
para a continuidade da divisdo e desenvolvimento dos primérdios radiculares.
Os mesmos autores relatam que as auxinas, quando aplicadas isoladamente, sdo
suficientes para induzir a re-diferenciagdo de células das raizes e iniciar a
divisdo celular.

A regido de iniciagdo do enraizamento € dependente de um suprimento
de carboidratos pelas folhas, mas o maior efeito na aplicagio basal de AIB é no
aumento do nivel endégeno de AIA oriundo das folhas via sistema de transporte
polar, uma vez que Jarvis (1983) concluiram que durante cada estigio de
enraizamento, o AIB seria rapidamente transportado via transpira¢do das folhas,
convertendo e liberando AIA dentro de um sistema de transporte apropriado.
Resultados semelhantes foram obtidos por Epstein e Lavee (1983), quando

analisaram o metabolismo e transporte do acido indol acético em estacas de
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videira e oliveira e verificaram que o AIB marcado radioativamente era
convertido em AIA.

Raizes de plantas de milho deficientes em boro apresentaram altos
teores de AIA comparados as raizes de plantas controle. O teor de AIA
aumenta com a deficiéncia de boro em raizes de trigo (Kersten, 1990).

Jarvis (1983), relata que a utilizagdo do boro no enraizamento seria
adequada apés o processo ter iniciado, porque este elemento proporciona uma
diminui¢do do teor de auxinas, além de ter a fungsio de aumentar a atividade da
AlA-oxidase, permitindo, desta forma, o desenvolvimento dos primoérdios
radiculares.

Folhas de plantas deficientes em boro apresentam, comparativamente,
maiores concentragdes de aglicar e de amido. Contudo, a concentragdo nos
ramos € baixa, indicando que a presenga de boro em quantidades adequadas é
necessaria na translocacdo do agucar das folhas para os ramos. Quando se
utiliza sacarose e boro, juntos ou separados, em solugdo nutritiva, observa-se
uma dependéncia na translocagio do agicar em presenca do boro (Kersten,

1990)..

3.2.2 Propagacio in vitro

A cultura de tecidos vegetais tem possibilitado a regeneragdo in vitro de
varias espécies vegetais, através da determinagio e utilizagdio de varias
metodologias. Dentre as vantagens da cultura de tecidos, ressalta-se a de ser
uma técnica de pesquisa valiosa no estudo das plantas, minimizando e
controlando varidveis relacionadas com fatores ambientais, permitindo o cultivo
de plantas livres de doengas e o estudo do metabolismo primério e secundario
(Dixon, 1985).
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A propagagdo in vitro de plantas medicinais tem sido incrementada nos
iltimos anos devido a varios fatores, entre eles, dificuldades na reprodugdo
(baixa taxa de germinagdo, por exemplo), exploragdo irracional resultando na
quase extingdo de algumas espécies e modificagdo do meio ambiente (poluigio)
dificultando a coleta de plantas saudaveis (Kajiki, 1996).

A morfogénese de plantas depende da integragio e intera¢do de virios
orgios, tecidos e células. Juntos, eles formam um sistema complexo que pode
ser analisado pelo estudo da origem e movimentagdo de substincias
primariamente envolvidas na morfogénese (por exemplo, horménios) e também
na correlagdo entre a capacidade de diferenciagdo das varias partes da planta
para sintese e transporte primario de nutrientes e metabdlitos. Este sistema
controla a formagdo de orgdos e embrides, podendo ser simplificado pelo
isolamento de células, tecidos e drgéos e o seu subsequente cultivo in vitro .

A demonstragédo da totipoténcia de células e tecidos isolados de plantas
¢ uma razdo para o aumento do uso da cultura de tecidos no estudo
morfogenético (Street, 1977), uma vez que plantas regeneradas a partir de um
orgdo ou tecido serdo geneticamente idénticas a planta original, o que é
interessante do ponto de vista farmacéutico, pois havera a produgio das mesmas
substancias sintetizadas pela planta matriz.

O estabelecimento in vitro depende de alguns fatores, como as
condi¢des em que as plantas matrizes foram mantidas em casa de vegetacio,
posi¢do do explante na planta, época do ano, nivel endégeno de horménio,
tamanho do explante, método de inoculagio, fatores fisicos de crescimento e
adi¢do de outras substincias no meio de cultura ( por exemplo, reguladoreé de
crescimento).

A partir do momento em que o explante ¢ inoculado no meio de cultura,

ocorrem alguns processos até o estabelecimento da espécie: de-diferenciagio e
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diferenciagdo celular (possibilitando a re-determinagio e o rejuvenescimento
celular), divisdo celular algumas vezes seguida pela formagdo de calos,
iniciagdo e desenvolvimento do 6rgio (Pierik, 1987).

Segundo Kyte e Kleyn (1996), caules de plantas tém um grande
potencial para regeneragdo, podendo crescer de diferentes formas e habitos.
Geralmente o crescimento se inicia a partir dos tecidos meristematicos
constituidos por células indiferenciadas que ainda néo tém uma funcdo definida.
Este tipo de célula localiza-se nos apices de caules e raizes, axilas das folhas, no
caule (cdmbio), nas margens de folhas e no tecido de calos. A partir da
influéncia de diversos fatores fisicos e genéticos, estas células se diferenciam
em folhas, caule e raizes, e outros 6rgéos e tecidos. O tecido meristematico € a
base do crescimento e desenvolvimento de plantas.

Os reguladores de crescimento mais utilizados no estabelecimento e
multiplicagdo in vitro sdo as auxinas ANA e AlA, e as citocininas BAP, cinetina
¢ TDZ. A proporgéo entre auxinas e citocininas regulam a morfogénese in vitro.
Skoog e Miller (1965) demonstraram que em cultura de tabaco ocorre produgio
de calos, raizes ou brotos, dependendo da proporgio entre auxinas e citocininas.
Altos niveis de auxinas em relagdo a citocinina estimularam a formagdo de
raizes, enquanto altos niveis de citocinina em relagéio a auxina estimularam a
formagdo de brotos. Concentragdes intermedidrias entre os dois tipos de
reguladores de crescimento promoviam a formaggo de calos.

Nao ha na literatura referéncias sobre a propagac@o in vitro e in vivo da

espécie Cissus sicyoides

3.3 OBJETIVOS
O objetivo do trabalho foi o enraizamento de estacas com 10 e 20 cm in

vivo; e o estabelecimento e multiplicagdo in vitro da espécie Cissus sicyoides.
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34 MATERIAL E METODOS

3.4.1 Enraizamento in vivo de estacas de C. sicyoides.

O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo do Departamento de
Agricultura da UFLA.

Plantas matrizes mantidas em casa de vegetacio foram utilizadas como
fonte de material vegetativo.

As estacas foram coletadas da regido mediana de plantas matrizes com
um ano de idade, as quais continham folhas e mediam 20 cm (com duas gemas)
e 10 cm (com apenas uma gema). Os dois tipos de estacas foram colocados,
durante 2 horas, em solugdo de AIB (0; 80 e 160 mg/l) acrescida ou ndo com
20g de sacarose + 150 mg/l de acido bérico, com excegdo das estacas controle
que foram colocadas diretamente no substrato. O pH das solugdes foi ajustado
para 5.8.

Apo6s a imersdo nas soluges, as estacas foram colocadas cada uma em
um saco de polietileno, com capacidade para 500 ml, contendo areia como
substrato, mantidas sob sombrite, com redugdo de luz em 50% e a irrigagdo
realizada manualmente, uma vez ao dia.

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos casualizados, com
12 tratamentos e cada parcela composta por 4 sacos de polietileno e cinco
repetigdes, totalizando vinte estacas por tratamento.

O numero, comprimento € peso seco de raizes foram avaliados aos 45
dias apos a instalagdo do experimento.

O desdobramento da andlise de varidncia utilizada foi baseou-se na
significincia do teste F e a comparagdo entre as médias foi realizada pelo teste

de médias de Scott & Knott, com 5% de probabilidade.
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3.42 Propagacio in vitro de C. sicyoides.

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Biotecnologia do

Departamento de Agricultura da UFLA.

3.4.2.1 Estabelecimento de C. sicyoides in vitro

Plantas com um ano de idade, mantidas em casa de vegetacdo, foram
utilizadas como fonte de explantes. Retirou-se segmentos nodais, os quais
foram submetidos as seguintes condi¢Ses de assepsia: 30 minutos em agua
corrente, 30 segundos em alcool 70%, 20 minutos em agua sanitaria 30%
adicionada de duas gotas de tween 20. Os explantes foram lavados por seis
vezes em agua estéril em cimara de fluxo laminar e, apols, excisados e
inoculados com 10 mm de comprimento em meio de cultura sélido (0,7% de
agar) de Murashige e Skoog (MS) suplementado com: 4,64 pM de cinetina;
4,44 uM de BAP; 4,64 uM de cinetina + 2,7 pM de ANA; 4,44 uM de BAP +
2,7 uM de ANA e o controle.

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 + 0,1 antes que fossem
autoclavados.

Os explantes foram colocados em tubo de ensaio (25 x 150 mm) e
incubados a 26 + 1°C num fotoperiodo de 16 horas luz, sob 25 pmol.m-2.s-1 de
irradidncia em sala de crescimento.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 5 plantulas por parcela e 10 repeticdes. Aos 60 dias, avaliou-se
estatisticamente: nimero de gemas, altura (cm) das plantulas, nimero de raizes
e presenca de calos, através do teste de médias de Tukey com 5% de

probabilidade.
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3.4.2.2 Multiplicagdo de C. sicyoides in vitro:

Procedeu-se a cultura nodal a partir de explantes com 10 mm de
comprimento obtidos a partir de plantulas estabelecidas in vitro. Estes foram
inoculados em meio de cultura sélido (0.7% de &gar) de Murashige e Skoog
(MS), suplementado com: BAP (2,22 e 4,44 uM) x ANA (2,7 e 5,4 uM) e ANA
(2,7 e 5,4 uM) x cinetina (2,32 e 4,64 uM).

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 = 0,1, antes da
autoclavagem e os explantes foram mantidos nas mesmas condigdes de
ambiente utilizadas para o estabelecimento in vitro.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DIC), em
que cada parcela continha 4 tubos de ensaio e cada tratamento seis repetigdes.

Aos 60 dias avaliou-se estatisticamente: nimero de gemas, altura,
nimero de raizes e presenca de calos, através do teste de médias de Tukey com

5% de significancia.

3.5 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.5.1 Enraizamento de estacas in vivo de C. sicyoides.

Na Figura 3.1 sdo apresentados os resultados do ganho de matéria seca
das raizes, obtidos a partir de estacas com 10 e 20 cm, onde verifica-se que
ocorreu enraizamento em todos os tratamentos.

A partir do teste de médias, verificou-se que os melhores resultados para
as estacas com 20 cm, foram proporcionados pelo uso do regulador de
crescimento AIB, independente da concentragdo e da presenga de sacarose e

acido borico. Mas, para as estacas com 10 cm de comprimento, o maior ganho
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de matéria seca de raiz ocorreu com o uso de AIB na concentra¢io de 160 mg/l,
na auséncia de sacarose e 4cido bérico.

Analisando o ganho de matéria seca das raizes formadas a partir das
estacas controle, verifica-se que esta espécie é de ficil enraizamento, pois ele
ocorreu na auséncia de qualquer fator indutor deste processo, para os dois tipos
de estacas.

O suprimento somente de sacarose e 4cido bérico, durante a indugdo do
enraizamento para os dois tipos de estacas, proporcionou um menor ganho de
matéria seca, quando comparado com as estacas onde foi adicionado AlB,
possivelmente porque elas continham reservas suficiente para proporcionar o
enraizamento e o desenvolvimento da parte aérea. Segundo Janick (1966), a
presenga de gemas e folhas tem grande influéncia no enraizamento de estacas,
entretanto, em muitas espécies, o efeito das gemas deve-se principalmente a
produgdo de auxina, enquanto que o estimulo provocado pelas folhas esta
relacionado com o fornecimento de carboidratos. Em algumas espécies, o
material de reserva esta estocado no préprio caule, nio requerendo a presenga
de folhas, indicando que existem co-fatores suficiente na estaca para a iniciagdo
do enraizamento.

Segundo Jarvis (1983), a adi¢io de boro proporciona um maior
desenvolvimento de raizes em estacas de feijdo, quando adicionado apés a
aplicagdo de auxina, uma vez que este elemento é responsavel pelo
desenvolvimento dos primérdios radiculares e a auxina pela diferenciagdo das
células para iniciar o enraizamento. Portanto, a presenga de sacarose e acido
bérico na indugdo do enraizamento, para esta espécie, se torna desnecessaria,
uma vez que os resultados de matéria seca das raizes obtidas a partir destes

tratamentos n3o diferiram dos tratamentos controle para os dois tipos de estacas.
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A adigdo de AIB, proporcionou um maior ganho de matéria seca,
independente da concentragdo, para as estacas com 20 cm de comprimento. Nas
estacas com 10 cm, o maior ganho de matéria seca ocorreu na maior
concentragdo de AIB (160 mg/L), mas quando esta mesma concentragdo foi
acrescida de sacarose e acido bérico, a produgfo de matéria seca das raizes foi
semelhante a das estacas mantidas no tratamento controle. Este fato € explicado
por Kersten (1990), que relatou a presenga de boro, diminuindo o teor de AIA
livre em raizes de trigo e milho. O boro tem a fun¢3o de aumentar a atividade
da enzima AlA-oxidase, sendo esta enzima responsavel pela degradagio da
principal auxina indutora do enraizamento (AIA) (Jarvis, 1983). Epstein e
Lavee (1983) verificaram que, em estacas de videira e oliveira, o AIB era
convertido em AIA durante o processo de enraizamento. Portanto, a presencga
de boro nos tratamentos com AIB nas estacas com 10 cm, neste trabalho, pode
ter resultado num menor ganho de matéria seca das raizes, por esta auxina ter
sido degradada pela presenga da AIA — oxidase, ativada pela presen¢a de boro
na solugdo indutora de enraizamento. Nas estacas com 20 cm, a presenca de
boro nio interferiu na produg@o de matéria seca uma vez que, estatisticamente,
ndo houve diferengas entre os tratamentos que continham boro e os que tinham
apenas AIB, independente da concentragdo, possivelmente porque as estacas
com 20 cm poderiam ter maior concentragdo endégena de auxina quando
comparadas com as estacas com 10 cm.

A capacidade de enraizamento dos diferentes tipos de estacas pode ser
visualizada na Figura 3.1, sendo que o ganho de matéria seca de raizes para
ambos os controles foram 0,21 e 0,14 g, para estacas com 20 e 10 cm,
respectivamente.

Estatisticamente, ndo houve diferengas entre os tratamentos utilizando

os dois tipos estacas, na concentragdo de 160 mg/l de AIB. Em termos praticos,
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este resultado é muito importante, uma vez que, além de promover o
enraizamento, estes tratamentos também proporcionaram a formagio de
brotagGes. Desta forma, em determinadas épocas do ano, pode ocorrer escassez
de material vegetal desta espécie e o uso de estacas com 10 cm pode viabilizar e
maximizar a produgdo de mudas, num mesmo periodo de tempo que seria
utilizado para o enraizamento de estacas com 20 ¢cm de comprimento.

Na Figura 3.2 podem ser visualizadas as comparagdes entre o desenvolvimento

radicular das estacas mantidas nos diferentes tratamentos.
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FIGURA 3.1 Matéria seca de raizes de diferentes tamanhos de estacas de
Cissus sicyoides, aos 45 dias, submetidas a diferentes
concentracdes de AIB, na presenca ou niio de sacarose e
acido borico.
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FIGURA 3.2 Sistema radicular de estacas com 20 ¢m (acima) e 10 cm
(abaixo) de comprimento, de Cissus sicyoides, aos 45 dias,
submetidas a diferentes concentracdes de AIB na presenca
ou niio de sacarose e acido borico.
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3.5.2 Propagacao in vitro C. sicyoides.

3.5.2.1 Estabelecimento de C. sicyoides, in vitro.

As plantulas estabelecidas in vitro, a partir da cultura nodal, nio tiveram
problemas de oxidagdo ou contaminag@o. Estas apresentaram um habito de
crescimento com domindncia apical e ndo houve a presenga de miltiplas
brotagdes em forma de roseta.

Na Figura 3.3 observa-se que as plantulas controle tiveram um sistema
radicular bem desenvolvido, fato que sugere elevada concentragdo endégena de
auxina em relagdo as citocininas, nesta espécie.

A partir das Figuras 3.4 e 3.5, verifica-se que ha a necessidade do uso de
reguladores de crescimento para esta espécie, uma vez que as médias obtidas no
tratamento controle s@o inferiores as dos outros tratamentos, para nimero de
gemas e altura.

O tratamento que proporcionou um maior nimero de gemas (4,0), altura
(6,5 cm) e numero de raizes (4,7) foi o que continha 4,64 uM de cinetina
acrescido de 2,7 pM de ANA (Figuras 3.4 e 3.5). A diferengca no
desenvolvimento das plantulas, nos diferentes tratamentos, pode ser visualizada
na Figura 3.6.

A cultura foi estabelecida in vitro a partir da utilizagdo de nods
(contendo uma gema) como explante. Moore (1979) afirma que as enzimas
responsaveis pela conversio do triptofano em AIA ocorrem geralmente na
planta toda, mas especialmente em regides de intensa atividade metabolica,
como meristemas (apical ou lateral), folhas jovens e apices radiculares. Este
mesmo autor verificou que existe uma correlagdo inversa entre atividade
enzimatica (AIA-oxidase) e contetido de auxinas (em plantulas de ervilha), uma

vez que a atividade da AlA-oxidase ¢ relativamente baixa em regides com alto



conteido de AIA, como as regides meristematicas. Tendo em vista que o
transporte deste horménio (que foi produzido em quantidade relativamente alta
no meristema do explante) ocorre polarmente, predominantemente, do apice
para a base, este em pequenas concentragdes (em torno de 10-10M) ¢
responsavel pelo inicio do enraizamento, a partir da elongagdo celular dos
primordios radiculares.

Com excegdo dos explantes mantidos em meio de cultura sem a adi¢do
de regulador de crescimento (controle), todos os demais apresentaram calos em
todo o explante, durante aproximadamente 30 dias, e a partir dai é que houve o
desenvolvimento dos mesmos, com posterior emissdo de raiz e formagdo de
brotos. Isso representa uma grande desvantagem para o desenvolvimento das
brotacdes, uma vez que o metabolismo do explante passa aproximadamente
50% do periodo necessirio para o estabelecimento, gastando toda energia
produzida na formagdo de calos, e s6 depois é que ocorre a formagdo e
crescimento das brotagdes. Essa proliferagdo celular pode ter ocorrido em
fungdo de um desbalango hormonal entre o contetido enddgeno no explante e a
concentragdo de regulador de crescimento do meio de cultura. Resultados
semelhantes foram obtidos por Becker (1997), que utilizou a citocinina TDZ em
Phillanthus niruri e observou também a formagdo de calos em toda a base do
explante. Esta mesma autora afirmou que a citocinina acrescida ao meio MS,
que € muito rico em macro e micronutrientes, foram os responsaveis pela

proliferagdo celular.
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FIGURA 3.3 Plantulas de Cissus sicyoides estabelecidas, aos 60 dias, em
meio MS sem a adi¢io  de regulador de crescimento .
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FIGURA 3.4 Nimero médio de gemas e raizes de plintulas de Cissus
sicyoides, aos 60 dias, submetidas a diferentes concentracoes
de BAP, cinetina e ANA.
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FIGURA 3.5 Altura média de plantulas de Cissus sicyoides, aos 60 dias,
submetidas a diferentes concentra¢oes de BAP, cinetina e

ANA.

O experimento classico de Skoog e Miller (1965) e resultados analogos
também citados por Krikorian, Kelly e Smith (1988), revelam que, quando as
concentragdes de auxina no meio de cultura sdo elevadas em relacdo a de
citocinina, ocorre a indugdo de raizes, mas quando a proporgdo de citocinina no
meio € maior do que a de auxina, ocorre a formagdo de brotos. Resultados
semelhantes foram obtidos no estabelecimento de Hemidesmus indicus (Patnaik

e Debata, 1996) e Cordia verbenacea (Lameira, 1997).
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FIGURA 3.6. Plintulas de Cissus sicyoides estabelecidas, aos 60 dias, e
mantidas em meio de cultura contendo cinetina, BAP,
cinetina + ANA e BAP + ANA.

3.5.2.2 Multiplicagdo in vitro de Cissus sicyoides.

O desenvolvimento das plantulas, repicadas e transferidas para meio de
multiplicagdo, seguiu o mesmo habito de crescimento, com dominéncia apical,
das plantulas estabelecidas no experimento anterior.

Nas Figuras 3.7 e 3.8 sdo apresentados os valores médios obtidos a
partir das caracteristicas avaliadas e os respectivos coeficientes de variagdo.

Observando-se a caracteristica nimero de gemas (Figura 3.7), os
tratamentos com as maiores concentragdes de cinetina obtiveram as maiores
médias, com excecdo do tratamento 2,22 pM de BAP + 2,7 uM de ANA. Este
mesmo tratamento apresentou a maior média de altura (cm) (apesar de
estatisticamente ndo haver diferencas significativas), proporcionando maiores

internédios nas plantulas mantidas nestes tratamentos, quando comparados aos
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que continham cinetina, os quais apresentaram um maior nimero de gemas,

porém com menor altura (Figura 3.8).

Numero de gemas e raizes

O = N W - 01 O N 0 O

T2

T3

T4

T7

BAP
uM

922

2.92

444

444

ANA
uM

2,7

5.4

2,7

5.4

2

5.4

2.7

5,4

CIN.
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2,32

733

4,64

4,64

FIGURA 3.7 Efeito de diferentes concentracdes de BAP, ANA e
Cinetina:, no niimero médio de gemas e raizes de plantulas
de C. sicyoides, aos 60 dias, obtidas a partir de cultura nodal
(cv =9.93%).
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Altura (cm)

Tl T2 T3 T4 T5 T6 T T8
BAP 222 2,22 4,44 4,44 - - - -
uM
ANA 2,7 5,4 2,7 5,4 2.7 5,4 2,7 5,4
uM
CIN. - - - - 232 2,32 4,64 4,64
uM

FIGURA 3.8. Efeito de diferentes concentracdes de BAP, ANA e Cinetina
na altura média de plantulas  de C. sicyoides, aos 60 dias,
obtidas a partir de cultura nodal (cv=40.24%).

Quando a comparagdo entre os tratamentos refere-se ao numero de
raizes, verifica-se que o tratamento que apresentou maior média foi na
concentragdo de 4,44 uM de BAP e 5.4 uM de ANA (Figura 3.7). Entretanto,
este diferiu estatisticamente apenas do tratamento com 4,44 uM de BAP e 2,7
uM de ANA, demonstrando que a adigdo de uma maior quantidade de ANA no

meio eliminou o efeito inibidor do BAP. Na Figura 3.10, observa-se o
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desenvolvimento do sistema radicular de plintulas mantidas em meio de cultura
contendo BAP e cinetina, onde verifica-se que na presenca de BAP ocorreu a
formagdo de uma grande massa celular ao redor do sistema radicular, enquanto
que na presenca de cinetina ndo houve o mesmo problema.

Na Figura 3.9, observa-se o desenvolvimento de plantulas mantidas em
meio de cultura contendo BAP e cinetina. Nota-se que as plantulas mantidas no
meio com BAP apresentaram vitrificagdo nas folhas. Segundo Ziv (1991), a
vitrificagéo € um evento comum na cultura de tecidos, gerando anormalidades
fisiolégicas e morfologicas no tecido vegetal. E, de forma geral. estas desordens
ocorrem principalmente nas folhas, afetando os dois principais processos:
fotossintese e trocas gasosas (COp, HyO e vapor). Os fatores que geralmente
provocam estas anormalidades sdo: elevada umidade, excesso de fatores
nutricionais (mineral e carboidratos), elevados niveis de reguladores de
crescimento e baixa intensidade de luz. As plantas quando estio vitrificadas
apresentam um aspecto de hiperidricidade dos tecidos e n&o esto aptas a serem
aclimatadas. Tal ocorréncia s6 foi verificada nos tratamentos com BAP,
provavelmente por esta citocinina ser mais ativa do que a cinetina (Gray e
Benton, 1991).

No presente estudo, verificou-se uma influéncia na multiplicagdo desta
espécie, ndo somente da concentragio, mas também do tipo de citocinina. Estes
resultados contrastam com os obtidos por Gray e Benton (1991), quando foram
testados BAP, TDZ e cinetina, sendo esta tltima a menos efetiva, pois
proporcionou um menor desenvolvimento das plantulas.

Semelhante aos resultados obtidos para o estabelecimento desta espécie,
o melhor desenvolvimento das plintulas mantidas no meio de multiplicagdo

ocorreu no meio contendo 2,7 uM de ANA + 4,64 uM de cinetina.
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FIGURA 3.9. Aspecto de plantulas de Cissus sicyoides, aos 60 dias, na
presenca dos tratamentos com BAP (esquerda) e cinetina
(direita).
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FIGURA 3.10 Sistema radicular de plintulas de Cissus sicyoides, aos 60
dias, mantidas em meio de cultura com BAP (esquerda) e
cinetina (direita).

3.6. CONCLUSOES

Para a propagagido in vivo desta espécie, nao houve diferengas entre o
uso de estacas com 10 e 20 cm, desde que seja utilizada a concentracido de 160
mg/| de AIB.

No estabelecimento e multiplica¢do da espécie Cissus sicyoides in vitro,
o uso de reguladores de crescimento se faz necessario.

O regulador de crescimento cinetina mostrou ser mais efetivo na

indugio de brotagdes do que o BAP.
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A melhor combinagio de reguladores de crescimento foi a de 2.7 uM de

ANA + 4.64 uM de cinetina, para a formag3o de plantulas de C. sicyoides.
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CAPITULO IV

NITROGENIO E FOSFORO NA PRODUCAO VEGETAL E NA
INDUCAO DE MUCILAGEM EM PLANTAS DE C. sicyoides

RESUMO

Plantas com 45 dias e enraizadas pelo método de estaquia foram
plantadas em vasos com capacidade para 5 kg de solo, contendo como substrato
um Cambissolo Alico, com textura média, do municipio de Nazareno-MG. Foi
realizada uma adubag@o bésica de macro e micronutrientes, variando apenas as
concentragGes de nitrogénio e fosforo. O experimento consistiu de 5 doses de N
(0; 40; 80; 160 e 200 mg.N/kg de solo) e duas doses de P (50 e 150 mg.P/kg de
solo), com 8 repetigdes. O delineamento foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial de 5 x 2. O experimento foi conduzido em casa de vegetagdo
por 90 dias, sendo avaliados: peso seco de folha, caule e raiz e analises
quimicas e fitoquimicas da parte aérea. Houve uma interagdo entre as
concentragSes de nitrogénio e fosforo para a produgdo de matéria seca foliar,
tendo a concentragdo de nitrogénio proporcionado um méximo ganho de
biomassa na dose de 200 mg.N/kg de solo com 150 mg.P/kg solo. A produgio
de mucilagem respondeu positivamente ao aumento nas concentragdes de
nitrogénio e fésforo, atingindo o maior contetido nas mesmas concentragdes que
proporcionaram o maior ganho de biomassa.

4.1 REFERENCIAL TEORICO
Os principios ativos das plantas medicinais podem ser produto do

metabolismo primario ou secundério das plantas. Portanto, tanto a qualidade

quanto o teor dos principios ativos sdo afetados pelas condi¢des ambientais
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como fertilidade do solo, pH, umidade, temperatura, qualidade da luz, dentre
outros fatores (Becker, 1997).

Assim, estudos ndo somente na édrea farmacolégica e quimica, mas
também de outras dreas como a fisiologia ¢ fitotecnia se fazem necessarios, pois
€ a partir desses conhecimentos que se pode maximizar a produgdo de

metabdlitos de interesse farmacoldgico.

4.1.1 Nutricdo x crescimento

Virios fatores sdo requeridos para o crescimento das plantas como luz,
CO2, agua e nutrientes minerais. Aumentando o suprimento de um destes
fatores, ocorre o aumento da produgio até um certo limite, a partir do qual
ocorre uma diminuigdo. Mitscherlich (1958) citado por Marschner (1995),
formulou matematicamente, para nutrientes minerais, uma curva de resposta da
producdo, na qual esta € assintdtica, ou seja, quando o suprimento de um
nutriente mineral (ou qualquer fator de crescimento) é aumentado, outro
nutriente mineral ou fator de crescimento sera limitante (Marschner, 1995). Esta
curva de produgdio vegetal tem regides bem definidas: hi uma regido onde a
produgdo aumenta com o suprimento do nutriente, mas como o suprimento
aumenta, a produ¢do aumentara até chegar a um limite maximo que € o platd da
curva, regido onde ¢ relativamente insensivel ao fornecimento do nutriente e, a
partir deste ponto, ocorre um decréscimo da produgdo devido ao continuo
aumento no fornecimento do nutriente. Portanto, esta curva é dividida em trés
regides distintas: deficiente, adequada e toxica (Moorby e Besford, 1983). Na
regido do platd, também denominada de adequada, existe uma concentragio

6tima do nutriente onde ¢ possivel a obtengio da produgdo maxima.
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Os nutrientes minerais podem influenciar no crescimento das plantas
indiretamente, via seus efeitos no suprimento de assimilados e de substincias de
crescimento. Para um maior entendimento do efeito dos nutrientes no
crescimento, deve-se levar em consideragdo o seu efeito na divisio e expansdo
celular.

A influéncia dos nutrientes na fotossintese pode ocorrer em virias vias,
como o envolvimento direto do fésforo na cadeia de transporte de elétrons nos
tilacéides. Ja o nitrogénio pode ser utilizado na formagdo dos cloroplastos,
sintese protéica e sintese de clorofila. Sintese de amido nos cloroplastos e
transporte de agucares através do envelope cloroplastidico para o citoplasma sdo
controlados diretamente pelo fésforo inorgénico (Moorby & Besford, 1983).

O nitrogénio orgénico esta presente em muitos compostos essenciais,
tais como proteinas, 4cidos nucléicos e aminoacidos. Outros importantes
componentes formados por nitrogénio sio as purinas, que fazem parte da
estrutura das conzimas ATP e NAD, e pelas pirimidinas, formando as bases
nitrogenadas dos acidos nucléicos. Os reguladores de crescimento (auxinas e
citocininas), bem como os alcal6ides e outros compostos farmacologicamente
ativos, também sdo formados por nitrogénio (Glass, 1989).

Um dos aspectos que ajudam bastante no efeito do nitrogénio, na forma
de nitrato, a aumentar o rendimento de matéria seca, é sua influéncia na
atividade hormonal, particularmente na formago de citocininas de raiz que é
estimulada pela presenga de NO-3 (Darrall ¢ Wareing, 1981). A adicdo de
nitrato no solo resulta no aumento da atividade e na produgdo da enzima nitrato
redutase nas raizes e parte aérea (Somers et al., 1983). No entanto, para que
ocorra tanto a absor¢do do nutriente como a produgdo da proteina, a planta
precisa produzir mais ATP, uma vez que o passo inicial da sintese protéica é a

ativac@o dos aminoacidos na presenga de ATP (Costa, 1995).
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O fosforo esta presente nas plantas, principalmente na forma de
ortofosfato, sendo que a sua principal fungdo é na tradugdo de energia. Durante
o fluxo de elétrons na cadeia de transporte de elétrons da mitocondria e
cloroplasto, a energia livre € associada com a oxidagdo dos componentes da
cadeia, sendo convertida na forma de ATP (Glass, 1989).

Desta maneira, o potassio, que une os RNAs aos ribossomos, nitrogénio
e fosforo sdo necessérios para que ocorra a sintese protéica e a ativagio de uma
séric de enzimas e, consequentemente, a produgdo de biomassa vegetal
(Marschner, 1995).

4.1.2 Interagiio entre nitrogénio e fosforo

As interag3es entre nutrientes podem ocorrer no solo, na planta ou em
ambos, ocorrendo quando o suprimento de um nutriente afeta a absorgdo,
distribuicdo ou fungdo de outro nutriente, induzindo deficiéncia ou toxidez,
podendo modificar o crescimento da planta. Estas interagdes podem ser medidas
ao se considerar a concentragio ¢ o conteiido dos nutrientes na planta (Robson e
Pitman, 1983) e dependem do seu estado fisiologico.

A relagdo entre N e P em plantas é bem conhecida, havendo correlagio
positiva para uma grande variedade de espécies em diferentes condigdes
ecologicas (Prevot e Ollagnier, 1991).

A produgido de plantas ndo leguminosas aumenta pela aplicagdo de
fertilizantes nitrogenados, geralmente resultando em aumentos na demanda por
nutrientes inorganicos, como o P. O efeito do N sobre a absorg¢do de P em tais
casos pode ser melhor explicado pela estimulag3o fisiolégica, ocorrida na planta
como conseqiiéncia do maior suprimento de N (Lima Filho, 1995). Um modo de

agdo preciso nio estd claramente definido, mas a associagio de NH4* com
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fésforo € necessaria para que acontega o fenémeno. Ocorre um efeito
sinergistico na colocag@io conjunta de N e P, resultando numa maior massa

radicular em cultura de beterraba (Miller e Vij, 1962).

4.1.3 Mucilagem

As mucilagens que possuem atividade medicinal sdo polissacarideos
complexos constituidos por unidades de agiicares e acido urénico, insoliveis em
alcool, mas que em presenga de agua dissolvem-se ou incham-se, tornando-se
viscosos (Costa, 1978).

Essas substéncias sdo produtos do metabolismo primario (Esquema 1) e
geralmente se formam a partir da membrana celular ou se depositam sobre esta,

formando camadas sucessivas (Silva, 1995).

CO2+H20 — GLICOSE + ACIDO URONICO -  POLISSACARIDEOS
ACIDOS
(MUCILAGENS)

ESQUEMA 1: Esquema da formagdo das mucilagens

As mucilagens podem ser divididas, de acordo com suas caracteristicas
quimicas, em trés grupos (Jacobs, 1958):

a) polissacarideos neutros: contendo um ou mais tipos de unidades de
acucares interligados glicosidicamente, formando substincias de alto peso
molecular, s3o as mucilagens de estrutura mais simples, geralmente constituidas
por cadeias pouco ramificadas. De acordo com a natureza de seus constituintes,
s@o classificadas em mananas (salepo), glucomananas (aloes), galactomananas

(soja, alfarroba) e arabinomananas (lirio).
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b) polissacarideos contendo unidades de acido urdnico: usualmente,
D-galacturénico ou um metil éter derivado de acido urdnico, bem como
unidades de outros agucares, sendo, portanto, de natureza heterogénea em
constitui¢do, além de possuirem uma estrutura bastante complexa ocasionada
pelas inimeras ramificag¢Ges (Jones, 1953).

C) mucilagens: que ocorrem em algas e consistem, principalmente, de
sais de ésteres sulfato, constituindo-se em derivados de alto peso molecular
(Whistler, 1959).

Do que se conhece até hoje, sabe-se que as gomas de plantas sdo sais
neutros de polissacarideos acidos complexos. Atribui-se as gomas e mucilagens
a capacidade de atuar como substincias de reserva e como as principais
substincias de armazenamento de agua, sobretudo nas plantas que vivem em
regides quentes e aridas, onde, na época de seca, a cederiam lentamente
evitando, assim, uma desidrata¢@o externa. Para confirmar tal hipdtese, cita-se o
caso da Acacia verek, que vive habitualmente em terrenos frescos e imidos e
ndo produz goma em quantidade significativa. J4 as Acdcias das regides
arenosas ¢ desérticas, que suportam insolagGes violentas, produzem uma
quantidade elevada de goma, de até 1 kg ou mais por arvore (Sierakowski,
1982).

A pronunciada capacidade de reter d4gua dos exsudados gomosos, tem
conduzido a sugestio de que eles funcionam como uma membrana para isolar a
infecgdo ou a area danificada da planta (Costa, 1978). E, como membrana,
poderia prevenir tanto o aumento da infecgdo como a perda de dgua no sitio
danificado.

As mucilagens sdo encontradas em raizes, flores, sementes (tegumentos
e endosperma), folhas, caules e bulbos. As gomas encontram-se em diferentes

tecidos de plantas superiores, principalmente nos caules, no lenho jovem de
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diversas prumaceas, na casca ¢ no liber, como se observa nas Acdcias, bem
como na regido medular de numerosas espécies do género Astragalus e,
algumas vezes, no mesocarpo. Quando ha rompimento dos tecidos por
ferimento, ocorre um escoamento de exsudato, formando aglomerados
translicidos ou esbranquigados (Smith & Montgomery, 1959).

Além das fungdes citadas, as mucilagens apresentam propriedades
antiinflamatorias, laxativas, antidiarréicas, antidiabéticas (Tomoda et al., 1987),
entre outras. Na industria € utilizada na confecgdo de geléias e doces diversos e,
na industria farmacéutica, para corre¢do do gosto de outros farmacos,
estabilidade de emuls3o e pomadas.

Nao ha, na literatura, trabalhos sobre a adubagio de Cissus sicyoides e

nem a sua correlagio com a sintese de mucilagem.

42 OBJETIVO

O objetivo do trabalho foi verificar a influéncia da adubagdo com
nitrogénio e fésforo na producdo vegetal e sintese de mucilagem, em Cissus

sicyoides.

43 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Substrato

O substrato utilizado foi um solo proveniente do municipio de
Nazareno-MG, cuja classificagio é Cambissolo Alico com textura média, fase
campo cerrado, relevo ondulado, substrato gnaisse-granitico, escolhido devido a
sua baixa disponibilidade de nutrientes. Foi coletado na camada de 0-20 cm de

profundidade, seco ao ar e peneirado em malha de 5 mm de abertura.
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A anilise quimica do solo (quadro 4.1 e 4.2), realizada antes e depois da
inducdo dos tratamentos, seguiu a metodologia de Vettori (1969) com
modificagdes da EMBRAPA (1979) e Camargo et al (1986).

Posteriormente, o substrato foi colocado em vasos com capacidade para

5 kg de solo, que ndo continham furos na sua base.

4.3.2 Tratamentos

Apbs anélise quimica completa do solo, foi realizada a calagem, com o
intuito de elevar o pH do solo para 6.0, onde adicionou-se as fontes CaCO3 e
MgCO3 na proporgdo de 4:1, na forma de sais p.a., sendo as quantidades
definidas pela curva de incubagio.

A fertilizagdo basica de cada tratamento consistiu de: 150 mg.K; 45
mg.S; 1.5 mg.Cu; 2.0mg.Fe; 5.0 mg.Zn; 3.6 mg.Mn; 0.8 mg.B; 0.15 mg.Mo por
kg de solo; A dose 50 mg.P/kg de solo foi aplicada em metade dos tratamentos e
a dose 150 mg.P/kg na outra metade. A adubagdo nitrogenada foi realizada em
cinco aplicagdes, sendo a primeira (40mg.N/kg) realizada junto com a adubagio
basica em todos os tratamentos, com excegio dos controles, e as demais
realizadas quinzenalmente, quando foram adicionados 40mgN/kg, por
aplicagdo, proporcionando, ao final, as doses desejadas.

Os nutrientes foram aplicados em cada vaso na forma de solugdes
preparadas a partir de sais p.a., em cada vaso, utilizando-se as seguintes fontes:
K2804; KH7PO4; H3PO4; H3BO3; MnSO4.Hp0; ZnS04.7HHO;
CuS04.5H20; (NH4)6.M07.024.4H0; Fe-EDTA e NH4NO3.
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QUADRO 4.1 Anailise quimica e textural do substrato antes da aplica¢do
dos tratamentos.

Caracteristicas Unidades Valores
analisadas

pH em agua - 4.9
P mg/dm3 1,0
K mg/dm3 38,0
Ca cmolc/dm3 0,6
Mg cmolc/dm3 0,2
Al cmolc/dm3 0,6
H+Al cmolg/dm3 4,0
.m % 41,0
Matéria orgénica g/kg 16,0
Areia gkg 320,0
Limo gkg 570,0
Argila gkg 110,0
B mg/dm3 0,3
Zn mg/dm3 0,1
Cu mg/dm3 0,2
Fe mg/dm3 40,0
Mn mg/dm3 2,5
S mg/dm3 55
4.3.2.1.Incubacdo

Apbs a corregdo do solo e aplicagdo dos tratamentos, realizada para cada

vaso, adicionou-se dgua deionizada para atingir 60% do volume total de poros
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dos vasos. Os mesmos permaneceram cobertos para evitar contaminagdes do

ambiente durante esse periodo.

4.3.2.2 Pos-incubagdio

Apb6s os quinze dias de incubag@o, foram retiradas amostras de solo de
cada vaso, formando-se uma amostra composta para cada tratamento, através da

qual realizou-se uma analise de fertilidade (Quadro 4.2).

QUADRO 4.2 Anilise quimica do substrato apés a inducdo dos
tratamentos.

Caracteristicas TRATAMENTOS

50 mg/dm’ P 150 mg/dm’ P

0 40 | 80 | 160 (200 | O 40 | 80 | 160 | 200

PH-4gua 56 (55 |55 |55 [55 [56 [54 [55 [55 |54
*P (mg/dm’) 60 [7 |8 |8 [8 {33 [36 [36 [34 [35
K (mg/dm’) 125 (133 [133 [136 [136 [129 [129 [128 [126 |129

Ca (cmol/dm?) L5 (1,9 (1,8 (L7 |15 |17 |1,6 (20 |17 |1,8

Mg (cmol/dm®) L1 (07 |1,0 |14 |12 (14 (122 (19 [1,3 |[1,2

Al (cmol/dm?) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

H+Al (cmol/dm®) [2,1 2,1 2,1 2,1 (2,1 (23 |23 |23 |26 |23

m (%) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

*extrator: Mehlich I
4.3.3 Preparo das mudas
As mudas foram preparadas a partir de estacas contendo duas gemas

com aproximadamente 20 cm, obtidas a partir de plantas matrizes, oriundas do

Instituto de Botanica do Estado de Sio Paulo.
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Estas foram colocadas para enraizar em sacos plasticos de polietileno
contendo areia lavada como substrato e permaneceram nestas condigdes por 20

dias.

4.3.4 Plantio

Utilizou-se plantas com 20 dias, as quais possuiam sistema radicular
completamente desenvolvido. Em cada vaso foram plantadas duas mudas
contendo trés pares de folhas.

Durante a condugdo do experimento, a 4gua evapotranspirada foi reposta

com agua deionizada para atingir 60% do volume total de poros.

4.3.5 Delineamento experimental:

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado (DI1C),
arranjado num fatorial de 5 x 2, sendo 5 doses de N (0; 40; 80; 160 e 200
mg.N/kg de solo) e 2 doses de P (50 e 150 mg/kg de solo), com 8 repetigGes.
Destas, quatro repeticSes foram utilizadas para as determinagdes de peso seco e

analise quimica e quatro para a determinagio dos teores de mucilagem.

4.3.6 Caracteristicas Avaliadas

A duragdo do experimento foi de 90 dias, quando foram realizadas as
seguintes avaliagdes:
a) peso da matéria seca de folha, caule e raiz;
b) teoresdeN, P, K, Ca, Mg, S, B, Zn, Fe, Mn e Cu na matéria seca
do caule; folha e raiz;

c) conteidosdeN, P, K, S, Ca e Mg na folha, caule e raiz.
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Para a determinagdo do peso seco da parte aérea e raiz, procedeu-se da
seguinte maneira: as plantas de cada tratamento foram cortadas rente ao solo e
separadas em caule e folha. Posteriormente, estas partes foram colocados em
sacos de papel para secar em estufa a 60°C. As raizes foram retiradas por
peneiramento e catagdo manual, lavadas e secas a 60°C, para determinagdo do
peso seco.

As anilises quimicas foram realizadas no Laboratério de Analise Foliar

do Departamento de Ciéncias dos Solos—-DCS/UFLA.
4.3.7 Analise estatistica

Os dados e caracteristicas avaliados foram submetidos ao Sistema de
Anilise de Varidncia para Dados Balanceados de Daniel F. Ferreira —
UFLA/DEX .

4.3.8 Extracio e quantificacio de mucilagens:

Esta fase do trabalho foi realizada no Instituto de Botanica do Estado de

Sdo Paulo, segundo metodologia de Sierakowski (1982).

4.3.8.1 Preparo do po acetonico:

Porgbes de 100 g da parte aérea de plantas de Cissus sicyoides,
submetidas a diferentes concentragdes de nitrogénio e fésforo, foram
primeiramente mergulhadas em etanol por 72 horas, secas ao ar, submersas em
acetona por 48 horas, com posterior exposi¢do ao ar para secagem. A seguir, o

material foi triturado em moinho tipo Willey, utilizando-se peneira de 60 mesh.
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O pd acetdnico obtido foi submetido ao processo de extragio em aparelho tipo
Soxhlet, utilizando-se uma mistura de benzeno:etanol (2:1 v/v), por 48 horas. O

extrato resultante foi descartado.

4.3.8.2 Extracio da mucilagem:

O pé residual do tratamento com benzeno:etanol foi submetido ao
processo de extragdo com dgua (100 ml de 4gua/Sg de amostra) a 85°C, com
agitagcdo, durante 24 horas e o sobrenadante viscoso isolado por centrifugagio.
O residuo foi novamente submetido a duas extragdes, como anteriormente
descrito, e os sobrenadantes foram reunidos. Em seguida, adicionou-se etanol
(3 volumes) para a obtengdo de um precipitado (apés 24 horas), o qual foi
separado por centrifugacdo (10.000 g/ 40 min), e o sobrenadante etanélico foi
descartado. O precipitado contendo o polissacarideo foi lavado com acetona 3
vezes) e seco a vacuo. Na seqiiéncia, realizou-se a pesagem do polissacarideo

S€CO.

4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

44.1 Efeito do nitrogénio e fosforo ma producio de biomassa de C

sicyoides.

A adubagio nitrogenada, em conjunto com a fosfatada, influenciou a
producdo de biomassa em plantas de Cissus sicyoides, como pode ser
visualizado na Figura 4.1. Verifica-se uma coloragio amarelada e um menor
desenvolvimento nas plantas mantidas nos tratamentos com baixas

concentragGes de nitrogénio, quando comparadas com as dos demais
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tratamentos, devido ao fato do nitrogénio fazer parte da estrutura da clorofila.
Na auséncia deste, ndo ocorre a formagdo do pigmento fotossintetizante em

quantidade suficiente (Salisbury, 1992).

FIGURA 4.1. Plantas de Cissus sicyoides, aos 90 dias, submetidas a
diferentes concentracdes de nitrogénio e fosforo. A
esquerda, 50 mg.P/kg com 0 e 200 mg/kg de N, e a direita
150 mg.P/kg com 0 e 200 mg/kg de N.

A matéria seca de folhas foi escolhida para explicar a produgdo de
biomassa, neste trabalho, por ser o 6rgdo com maior atividade fotossintética na
planta e porque permite representar o ganho de matéria seca na planta, como um
todo.

O ganho de matéria seca foliar ¢ apresentado na Figura 4.2., onde
observa-se que houve uma interagdo (5% de significdncia) entre as doses de
fosforo e nitrogénio na produgdo de matéria seca, ocorrendo resposta quadratica
para as doses de nitrogénio na dose de 50 mg.P/kg e linear para a dose 150

mg.P/kg.
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FIGURA 4.2 Matéria seca foliar de plantas de Cissus sicyoides, em fun¢io
da aplicagdo de nitrogénio e fosforo.

A partir das equages de regressio apresentadas na Figura 4.2, obtém-se
os teores de nitrogénio no solo, que permitiram a maxima produgio de matéria
seca foliar: 146,5 mg de N/kg de solo para a dose de 50 mg de P/kg. Para 150
mg de P/kg ndo foi possivel obter a dose de nitrogénio equivalente 4 méxima
produgdo de matéria seca, uma vez que a resposta foi linear.

A maior produg@o de matéria seca ocorreu na dose de 150 mg de P/kg e
200 mg de N/kg. O nitrogénio € utilizado na sintese de proteinas e aminoacidos
e, para a conclusio do processo, é necessario a presenga de fosforo na forma de
poder redutor e de nucleotideos. Assim, esse aumento no ganho de matéria seca
era previsivel, uma vez que as proteinas sintetizadas irdo fazer parte do

metabolismo primario vegetal e metabolizar as reagdes de sintese de
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fotoassimilados, lipideos de parede e proteinas estruturais. Portanto, com o
aumento na concentragdo de N, ocorreu a necessidade de elevar a concentragio
de fosforo para dar inicio aos processos de sintese. Na concentragdo de 50 mg
de P/kg, o maximo ganho de matéria seca ocorreu na concentragdo de 146 mg
de N/kg de solo, uma vez que a concentragio de fosforo foi insuficiente para dar
continuidade aos processos fisioldgicos.

Becker (1997) e Lima Filho (1995) obtiveram um aumento no ganho de
matéria seca total de plantas de Phyllanthus niruri e Stevia rebaudiana,
respectivamente, com o aumento crescente nas doses de nitrogénio, onde a dose
de nitrogénio que proporcionou o maior ganho de matéria seca da parte aérea
foi de 79,89 mg N/kg e 74,2 mg de N/kg de solo, respectivamente.

No Quadro 4.3 s@o apresentados os teores de macronutrientes presentes
na matéria seca foliar, onde é possivel verificar que a absor¢do de enxofre
diminuiu & medida que a concentragdo de nitrogénio aumentou, para as duas
doses de fésforo. Segundo Furtini Neto (1988), o mesmo ocorreu em espécies
de eucalipto submetidas a diferentes concentragGes de enxofre e isto pode ter
ocorrido em fungdo do efeito de diluicdo da planta, causado pela maior
produgdo de matéria seca.

O teor de nitrogénio na matéria seca foliar é apresentado na Figura 4.3,
onde observa-se ndo ter havido uma interagio com as doses de fésforo, mas a
medida que aumentou o fornecimento do nutriente, ocorreu um aumento da sua

concentragio nas plantas.
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QUADRO 4.3. Macronutrientes na matéria seca de folha de plantas de
Cissus sicyoides submetidas a diferentes concentragoes de

nitrogénio e fésforo.
Doses N P K** S Ca** | Mg
N P

.mg/kg gKg-1 MSF
0 50 18,5 1,9 20,8 2,18 37,0 6,2
40 50 27,1 22 21,4 1,74 35,7 16,0
80 50 37,5 2,6 225 1,57 37,7 16,0
160 50 42,2 2,4 23,6 1,38 38,7 |5,5
200 50 39,7 2,5 23,5 1,38 39,7 5,7
0 150 22,5 2,0 23,0 2,40 40,5 |5,7
40 150 (28,5 2,5 223 2,29 38,7 16,2
80 150 [36,2 2,7 23,2 1,92 39,0 (6,0
160 150 |424 2,9 24,0 1,61 40,2 |52
200 150 |443 2,9 225 1,59 41,0 |5,0

** Interagdo significativa ao nivel de 5% de significancia entre nitrogénio e
fésforo.
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FIGURA 4.3 Teores de nitrogénio na matéria seca foliar de plantas de
Cissus sicyoides, aos 90 dias, submetidas a diferentes
concentracdes de nitrogénio e fosforo.

QUADRO 4.4. Conteido de macronutriente na matéria seca de folhas de
plantas de Cissus sicyoides, submetidas a diferentes
concentragdes de nitrogénio e fosforo.

Doses (mg/kg) N P | X | s Ca | Mg
N P mg/vaso
0 50 667 68| 751| 784| 1332] 224
40 50 18,7 145| 1426 11,54 237,7] 39,9
80 50 2539 17,7 1527 1067| 255,7] 40,6
160 50 3306 19,1 1843| 10,80] 302,5| 4277
200 50 2860 17,8 1697 996 2862 41,3
0 150 9,1 80| 91,3] 949 161,1] 228
40 150 1733 152 1369 14,03 2371 382
80 150 2670 20,1 1710 14,12 2876] 442
160 150 3226 225 1849 12,34| 3093 402
200 150 4255| 27,9 216,0| 1537] 3956| 482
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O contetdo de nutrientes ¢ utilizado para demonstrar o efeito de
concentrag3o ou dilui¢do dos elementos nos tecidos das plantas em fungdo da
absor¢do dos nutrientes adicionados no solo e, consequentemente, da produgio
de matéria seca (Becker, 1997). O contetdo dos macronutrientes presentes na
matéria seca foliar € apresentado no Quadro 4.4, onde é possivel verificar que o
maior acimulo de nitrogénio na dose 50 mg de P/kg ocorreu na concentragio de
160 mg de N/kg e para a dose de 150 mg de P/kg o maior actimulo ocorreu na

concentragio de 200 mg de N/kg.
44.2 Teor de mucilagem na parte aérea de C. sicyoides.

Na Figura 4.4, ¢ apresentada a produgio de mucilagem em relagdo a
matéria seca da parte aérea de plantas de Cissus sicyoides. Verificou-se o
crescimento da porcentagem de mucilagem com o aumento nas doses de
nitrogénio, sendo que a maior produgio para a dose de 50 mg de P/kg de solo
foi de 13,22% na dose de 200 mg/kg de nitrogénio e para a dose de 150 mg de
P/kg de solo, a maior produgio foi de 10,47% na dose de 80 mg/kg de
nitrogénio.

Analisando a curva de fésforo na dose de 150 mg/kg, verifica-se um
aumento crescente na porcentagem de mucilagem formada. Contudo, esta
diminui nas doses acima de 160 mg/kg. Tal efeito ndo ocorreu para a dose de 50
mg/kg de fésforo.

Trabalhos de extragdo de mucilagem, realizados em outras
oportunidades no Instituto de Botanica do Estado de Sio Paulo, apresentaram a
produgdo de 1,09% de mucilagem em relagsio ao material seco (Ladeira®, 1998)
obtido de plantas matrizes mantidas em casa de vegetagdo, resultado muito

inferior aos menores resultados do presente trabalho.
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FIGURA 4.4. Porcentagem (%) de mucilagem na parte aérea de plantas de
Cissus sicyoides, aos 90 dias, submetidas a diferentes
concentragdes de nitrogénio e fosforo.

Os resultados diferem dos dados encontrados na literatura, sendo que a
porcentagem de mucilagem extraida das raizes de Glossostemom bruguiri
diminuiu de 14,28; 12,9 para 11,27 %, a medida que aumentavam as doses de
nitrogénio (0; 72 e 108 mg/kg) (El-Gengaihi et al., 1995).

As mucilagens produzidas nas raizes e sementes tém uma fungio de
reserva ou protegdo, pois acumulam-se sobre a parede celular de forma
semelhante ao acimulo de amido. Almetov e Trukhan (1988) afirmam que
aumentos nas doses de NPK aumentam a producdo de batata doce, mas
diminuem o contelido de amido nas mesmas. Saghin (1989) relata que aumentos
na concentragio de nitrogénio e fésforo também diminuiram a matéria seca e o
conteido de amido em batata. Isso se deve ao fato do fosforo, na forma de

ortofosfato (Pi), ser o regulador no particionamento da triose fosfato formada no
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ciclo de Calvin, entre a sintese de amido e a de sacarose. Altas concentragdes de
fésforo no citosol, direcionam a triose fosfato do cloroplasto para o citosol e
ocorre a sintese de sacarose, e baixas concentragGes de Pi no citosol permitem
que a triose fosfato seja direcionada para a sintese de amido no préprio
cloroplasto (Taiz e Zaiger, 1991). Entdo, o menor contetido de amido, nestes
casos, pode ser decorrente de um maior ganho de matéria seca da parte aérea.

As mucilagens produzidas nos 6rgdos aéreos sio os polissacarideos
presentes na estrutura da parede celular, portanto, qualquer fator que influencie
na sintese e elongagéo da parede ird também influenciar numa maior producgdo
de polissacarideos.

A parede celular € um sistema altamente complexo e dindmico, cuja
composi¢do e estrutura variam durante o crescimento e a diferenciaggo da célula
em resposta a fatores do ambiente. As paredes priméria e secundaria diferem
quimica e fisicamente, ambas constituidas por polissacarideos, glicoproteinas,
agua e compostos fenélicos em diferentes proporgdes (Braga, 1994).

Os carboidratos, presentes na forma de polissacarideos, sdo os
componentes mais importantes da parede celular, representando 90% da mesma
nos tecidos em crescimento, estando entre os mais complexos encontrados no
reino vegetal, sendo constituidos basicamente por dez monossacarideos:
ramnose, frutose, arabinose, xilose, manose, galactose, glicose, acido
galacturdnico, 4cido glucurdnico e apiose, que se unem através de diferentes
tipos de ligagdes glicosidicas (Albersheim, 1975).

A partir dos dados de mucilagem extraida (da matéria seca) de plantas
matrizes, no presente trabalho, foi possivel determinar a composi¢io quimica da
mesma, onde foram encontrados: 6,48% de acicar total, 1,67% de aglicar
redutor, 6,67% de 4cido urénico e 0,353% de proteinas soliveis (Ladeira™,

1998). De acordo com Costa (1978) as mucilagens sdo polissacarideos acidos,
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compostas por varios monossacarideos ligados ao acido urdnico. Portanto, os
polissacarideos extraidos, no presente trabalho podem ser classificados como

mucilagens.

QUADRO 4.5 Conteiido de mucilagem na parte aérea de plantas de C.
sicyoides, aos 90 dias, submetidas a diferentes concentracgdes
de nitrogénio e fosforo.

Doses de N (mg/kg)
0 |40 [s0 160 [200 [0 40 [80 [160 [200
50 mg P/kg 150 mg P/kg

MSPA (g) 12.1 }1785({13.6 |16.80 (142 (16.07[17.62|18.97|16.77 | 21.35
Mucilagem (%) 3.71 }16.69 |720 |12.6 [132 835 |77 10.47 |9.34 | 10.11
Contetido de 045 |1.19 |098 |2.12 (187 [1.34 [136 [198 [1.57 |2.15
mucilagem PA (g
mucil./vaso)

Analisando o Quadro 4.5.verifica-se que as maiores porcentagens de
mucilagem ocorreram para os tratamentos em que houve os menores valores de
matéria seca de parte aérea, ou seja nos tratamentos com 50 mg de P/kg nas
maiores concentragdes de nitrogénio. Estes resultados sdo devidos ao efeito de
concentrag@o nos tecidos da planta. Mas, quando é considerado o conteudo de
mucilagem (mg de mucilagem por vaso), verifica-se que o maior acimulo deste
polissacarideo ocorreu nas maiores concentragdes de nitrogénio, independente
da concentragio de fésforo. Quando se observa o conteido de mucilagem nas
menores concentragdes de nitrogénio, verifica-se que ocorreu um maior

acimulo na dose de 150 mg/kg de fosforo.
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;.5 CONCLUSOES

A espécie Cissus sicyoides é responsiva a adubagdo nitrogenada e
fosfatada, sendo justificada a sua recomendagdo visando uma maior produgdo
de matéria seca e mucilagem.

Na dose de 50 mg P/kg de solo, a maior produgdo de biomassa ocorreu
na dose de 146 mg N/kg, mas quando o fornecimento de fosforo foi de 150
mg/kg, ndo foi atingida a maxima produgio de biomassa em fungdo das doses
de nitrogénio.

O nitrogénio influenciou na produgdo de mucilagem, sendo que o maior

acamulo deste polissacarideo 4cido ocorreu a 200 mg de N/’kg de solo, na

presenca de 150 mg de P/kg de solo.
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