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RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Germinacao, inducao de calos, micropropagacao e
anatomia foliar da candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish). 2004.
106 p. Dissertagdo (Mestrado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. "

Entre as espécies arbdreas medicinais, destaca-se a candeia (Eremanthus
erythropappus (DC.) Mac Leish), uma espécie de multiplos usos. Atualmente
seu principal produto de interesse é o 6leo extraido de toda a planta e que
contém alfa-bisabolol. Este principio ativo € largamente utilizado na industria
farmacéutica e cosmecéutica. O alfa-bisabolol purificado tem um valor no
mercado de US$ 60,00/kg. O objetivo deste trabalho foi estabelecer protocolo
para germinacdo de sementes, inducdo de calogénese e de brotacdes e
comparagdes de estruturas anatdmicas de folhas em ambiente in vitro e in vivo.
O meio de cultura mais eficiente para germinacdo de sementes foi o WPM/4,
com 93,75%. Houve diferencas entre os explantes utilizados para a varidvel
porcentagem de cobertura dos explantes por calos, porém, em relacdo ao nlimero
de explantes formadores de calos, estes ndo diferiram estatisticamente entre si. O
meio MS sem reguladores de crescimento ndo promoveu a inducéo de calos. O
Picloram (isolado ou em combinacdo com as citocininas) foi mais eficiente que
0 2,4-D no processo de calogénese. Nos segmentos apicais 0 BAP quebrou a
dominancia do dpice deste explante e induziu a formagdo de brotacdes axilares.
A interacdo de BAP com ANA promoveu maior nimero de brotagdes, enquanto
que o ANA isolado exibiu maior comprimento dos explantes. Em segmentos
nodais, o maior comprimento das brotacdes foi verificado em meio
suplementado apenas com ANA. As estruturas foliares de plantas provenientes
do ambiente in vivo apresentam epiderme unisseriada e cuticula espessa. O
mesofilo é constituido por duas camadas de parénquima palicadico organizado e
justaposto, e duas a trés camadas de parénquima esponjoso. A nervura central
apresenta trés feixes vasculares colaterais. A folha € do tipo hipoestomatica. Em
plantas cultivadas in vitro, foi verificada uma camada de parénquima pali¢ddico
e trés a quatro camadas de parénquima esponjoso pouco diferenciado. As
epidermes apresentaram-se menos espessas que as oriundas do cultivo in vivo.
Na nervura central apenas um feixe vascular foi formado. A folha é do tipo
anfiestomadtica.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador).



ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Germination, callus induction, micropropagation
and foliar anatomy of candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish).
2004. 106 p. Dissertation (Master Program in Crop Science) - Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.”

Among medical arboreous species candeia (Eremanthus erythropappus Mac
Leish) has many useful purposes. Nowadays its mainly product of interest is its
oil extracted from the whole plant that and that contains alfa-bisabolol. This
active principle is largely used in the pharmaceutical industry and cosmeceutica.
The alfa-bisabolol purified has its market value of US$ 60.00/kg. The purpose of
this work was to stabelish a protocol for seeds germination, callusgenesis
induction and shoots and anatomical structures of leaves in vivo and in vitro
comparison. The most efficient culture medium for seeds germination was
WPM/4, with 93.75%. There was no difference between the explants used for
callus inductions. MS medium without growth regulators did not promote callus
induction. Picloram (isolated or combined with citocinin) was more efficient
than 2,4-D in the callusgenesis process. In apical segments, BAP broke the tip
dormancy of this explant and induct axial shoots formation. BAP and NAA
interaction promote a higher number of shoots while NAA itself showed higher
explants length. In nodal segments, the highest shoots length was verified in a
medium plus NAA only. The plant leaves structures from in vivo environment
showed uniseriate epiderm and thick cuticle. The mesophyl is built by two layers
of palisade parenchyma organized and overlayed, and two or three layers of
spongeous parenchyma, central nervure shows three collateral vascular bundle.
The leaf is from hipostomatic type. It was verified one layer of palisade
parenchyma in plants growing in vitro and three to four layers of spongeous
parenchyma a little differentiate. Epiderms showed to be less thick than ones
from in vivo culture. In the central nervure only one vascular bundle was
formed. The leaf is from anfistomatic type.

" Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
professor).
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

O acelerado processo de destruicdo dos recursos naturais, nos diversos
biomas brasileiros, vem acontecendo por meio do desmatamento nas regides Sul
e Sudeste até as areas Centro-Oeste e Norte, acarretando a redu¢do ou mesmo a
extingdo de vdrias populacdes de espécies vegetais de importdncia medicinal
(Cavalcanti, 1993).

As plantas medicinais e suas formas derivadas constituiram, durante
séculos, a base da terapéutica. Com a evolucdo da quimica, a partir do século
XIX, modificou-se a forma de utilizagdo das plantas; do uso direto delas e de
seus preparados, passou-se a utilizar as moléculas ativas nelas contidas,
chegando-se a reproduzir artificialmente a substancia ativa isolada. Em
conseqiiéncia, relegaram-se a segundo plano as plantas que originam estas
substancias (Neves, 1982).

A producdo de herbaceas medicinais, com ciclo de vida curto, via de
regra, ndo oferece maiores dificuldades. No entanto, a propagagdo de arbéreas
cujas cascas ou raizes contenham substancias bioativas, freqiientemente se
constitui em um desafio com limitacdes devido a germinagdo irregular,
desenvolvimento lento de propagulos e dificuldade de enraizamento.
Usualmente esses compostos se acumulam em células fisiologicamente maduras
ou tecidos especializados quando atingem sua fase estaciondria de crescimento
(Franca, 2003).

Dentre as espécies arbdéreas medicinais, destaca-se a candeia
(Eremanthus erythropappus (DC.) Mac Leish), pertencente a familia Asteraceae
e inserida no grupo ecoldgico das pioneiras, sendo precursora na invasdo de

campos. E uma espécie de multiplos usos, cuja madeira € muito utilizada para



moirdes de cerca, postes e esteios, por ser incorruptivel, servindo ainda para
barcos e navios. Atualmente, seu principal produto de interesse € o 6leo extraido
de toda a planta e que contém alfa-bisabolol. Este principio ativo é largamente
utilizado na industria farmacéutica e cosmecé€utica devido as suas propriedades
anflogisticas, antibacterianas, antimicéticas e dermatoldgicas. O alfa-bisabolol
purificado tem um valor no mercado de US$ 60,00/kg.

Diante da importincia econdmica e da grande heterogeneidade desta
espécie, a utilizacdo das técnicas de cultura de tecidos se faz importante como
uma ferramenta altamente eficiente para a propagac¢do de material de interesse,
conservacdo deste, assim como a possibilidade de producdo de metabdlitos
secunddrios por meio da cultura em suspensao celular.

Desse modo, o presente estudo objetivou o estabelecimento de um
protocolo de germinagdo de sementes, indugdo de brotagdes e calogénese em
Eremanthus erythropappus e estudar comparativamente as estruturas anatdomicas
foliares de plantulas desenvolvidas in vitro e in vivo.

Os resultados obtidos neste trabalho dardo suporte para a continuidade
dos estudos com base em técnicas de cultura de tecidos, dando énfase a
producdo de metabdlitos secunddrios in vitro, por meio de manipulacdo do meio
de cultivo em suspensdes celulares. Esta etapa permitird o estudo de rotas
metabolicas e dos precursores destas substancias produzidas em quantidades tdo

pequenas nos vegetais.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracterizacao da espécie

A candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish) é uma espécie
florestal de grandes potencialidades pertencente a familia Asteraceae, que pode
ser também chamada de pau-candeia ou pau-de-candeia (Corréa, 1931). Essa
espécie pertence ao grupo ecoldgico das pioneiras, sendo precursora na invasao
de campos (Carvalho, 1994).

Segundo Pérez (2001), a candeia coloniza facilmente solos, dando
preferéncia aos arenosos e adaptando-se também aos pedregosos. E muito
comum encontrar grandes candeiais em locais em que seria dificil o
desenvolvimento de outra espécie arbérea ou de uma cultura agricola. Por
revestir com rapidez os terrenos, é aconselhdvel para reflorestamento (Corréa,
1931).

Trata-se de uma das poucas arvores de hdbitat especial, pois, em estado
nativo, é encontrada em altitudes em torno de 1.000 metros nas famosas “terras
frias”, onde o solo se classifica como cambissolo e litossolo, com rochas
afloradas, onde estdo presentes arenito, xistos e outros minerais em
decomposi¢do (Pereira, 1998). No local de ocorréncia natural, as chuvas sdo
relativamente bem distribuidas e em quantidades que variam entre 1.200 e 1.600
mm por ano, com temperatura média anual baixa, porém, sem ocorréncia de
geadas (Candido, 1991).

A ocorréncia de candeia € verificada no nordeste da Argentina, norte e
leste do Paraguai e no Brasil (Carvalho, 1994). Conforme Rizzini (1979), sua
ocorréncia no Brasil vai da Bahia a Sdo Paulo, formando amplos agregados nos
cerrados, campos e lugares devastados; € particularmente dispersa em Minas
Gerais, onde é encontrada em Mariana, Ouro Preto, Juiz de Fora, Morro do Pilar,

Carrancas, Caxambu e Airuoca (Pérez, 2001) (Figura 1). Carvalho (1994) cita



outras regides de ocorréncia, como Espirito Santo, sul de Goids e Mato Grosso

do Sul, Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e no Distrito Federal.

[] Limite estadual de Mhas Gerais
I icade estudos
I Municipios com candeais

300 0 300 600 Kilometers

FIGURA 1. Area de estudo e ocorréncia da candeia em Minas Gerais. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

A candeia desenvolve-se rapidamente em campos abertos, formando
povoamentos mais ou menos puros. Dentro de florestas com alguma
perturbacdo, apresenta um comportamento semelhante, j4 que é uma espécie
helidfila, ou seja, beneficiada pela entrada de luz (Pérez, 2001).

Segundo Rizzini (1979), essa espécie € uma arvore pequena que alcanga
at¢ 10 m de altura e 30 cm de didmetro. Seu fuste € irregular e curto
apresentando copa muito ampla.

De acordo com Aratjo (1944), sua raiz € pivotante, formando um
sistema radicular homogéneo e pouco desenvolvido e dessa forma, ndo explora
uma camada de terra muito profunda. Suas folhas sdo simples, opostas e com
pilosidade cinérea (Chaves & Ramalho, 1996). Tem caracteristica marcante

devido a dupla coloragcdo, sendo verde na parte superior e na parte inferior



possui um tom branco, tomentoso e aveludado (Corréa, 1931). As flores sdo
hermafroditas, apresentando inflorescéncia de cor purpura nas extremidades dos
ramos (Aradjo, 1944). A inflorescéncia, juntamente com as folhas duplamente
coloridas, resulta em aspecto caracteristico para a arvore, tornando possivel
identificd-la a distancia (Rizzini, 1979). Seu fruto é do tipo aquénio, com
superficie cilindrica e com dez arestas, de cor pardo-escuro, com
aproximadamente 2,0 mm de comprimento, contendo em seu fruto uma s6

semente (Figuras 2 e 3).

FIGURA 2. Aspecto visual de uma planta adulta de Eremanthus erythropappus.
UFLA, Lavras, MG, 2004.



FIGURA 3. Detalhes da inflorescéncia (A), folhas (B), ramos com frutos na
época de dispersao das sementes (C) e sementes (D) de Eremanthus
erythropappus. UFLA, Lavras, MG, 2004.

A candeia se reproduz por sementes aladas que se desprendem de seus
numerosos corimbos, ndo fugindo a regra geral das compostas, que sempre
produzem sementes em protusdo (Pedrosa, 1982). O formato de sua copa
contribui para a dispersdo das sementes que, por serem muito leves, sdo
disseminadas pelo vento. Os individuos conseguem sobreviver em clareiras que,

sem a competicdo de outros vegetais, formam agregados densos (Candido,



1991). As sementes sdo fotobldsticas positivas e seu recrutamento via banco de
sementes do solo ocorre, principalmente, nas camadas de solo de 0-10 cm, na
presenca de serrapilheira e nos tratamentos em plena luz, sendo este um fator
imprescindivel para a germinacdo e o estabelecimento de seus individuos. Por
estas caracteristicas, seu tempo de armazenamento é reduzido (CETEC, 1994).

Embora a época de floragdo varie em fungdo do lugar e ano, esta comeca
quando a planta atinge os trés anos de idade e ocorre entre os meses de agosto e
setembro (Siqueira, 2002). A frutificagdo acontece dois a trés anos apds, sendo a
colheita de outubro a novembro, quando os frutos comecam a cair (Candido,
1991).

Sua madeira € branco-acinzentada, com grd mais escura, dura,
compacta, resistente a umidade e a putrefacdo, pesada e lisa. Os anéis de
crescimento s@o perceptiveis, sendo o alburno e o cerne mal-distintos. A
madeira da candeia € daquelas conhecidas no meio rural como “madeira
branca”, mas sua resisténcia ao apodrecimento e ao ataque de cupins e bactérias
do solo é algo extraordindrio (Pereira, 1998). E muito utilizada para moirdes de
cerca, postes e esteios, por ser incorruptivel, servindo ainda para barcos e navios
(Rizzini, 1979). Embora a candeia produza moirdes mais tarde que o eucalipto,
eles duram quatro a cinco vezes mais (Candido, 1991). Sua lenha é de alta
qualidade, queimando mesmo verde e dando chama clara, porém a fumaca tem
cheiro desagradavel.

O odor da madeira é peculiar e intenso, lembrando a esséncia de
valeriana e o acido valeridnico. Este cheiro deve-se a uma substincia oleosa,
exsudada pelo lenho dos exemplares velhos a qual, em contato com o ar, se
solidifica, formando algo semelhante ao cerume (Aratjo, 1944).

Atualmente, um dos principais usos desta espécie € a extracdo de dleo, o
qual tem alto valor no mercado (Pérez, 2001). Este dleo, cujo componente

majoritario € o alfa-bisabolol (Figura 4), tem sido muito utilizado na fabricag¢do



de medicamentos e produtos cosméticos. Ja € introduzido em farmdacias como
veiculo para certos medicamentos; aplicado a pele, impede a penetracdo de
cercarias do Schistosoma (Rizzini, 1979). Além disso, exibe propriedades
antiflogisticas, antibacterianas, antimicéticas, dermatolégicas e anti-
espasmddicas (Teixeira et al., 1996). Este principio ativo vem sendo empregado,
em substituicdo ao azuleno (substincia ativa da Chamomilla recutita (L.)

Rauschert), em produtos cosméticos como fixador. De acordo com Pérez (2001),

o alfa-bisabolol purificado tem um valor no mercado de US$ 60,00/kg.

OH

FIGURA 4. Estrutura quimica do alfa-bisabolol. UFLA, Lavras, MG, 2004.

2.2 Cultura de tecidos

A grande diversidade de produtos de origem vegetal faz desses uma
fonte importante e ainda pouco explorada de recursos naturais. Estima-se que
somente 5% a 15% das 250.000 a 500.000 espécies de plantas superiores t€ém
sido objeto de estudos quanto a sua composi¢do quimica e a atividade biolégica
dos seus produtos metabdlicos (Spjut, 1985). Os produtos naturais e os seus
derivados representam, ainda aproximadamente 50% das drogas de uso clinico,
sendo 25% do total origindrios de plantas superiores (Echeverrigaray et al.,
2001).

Neste contexto, a cultura de tecidos se destaca como uma importante
ferramenta de estudo dessas espécies. De maneira simplificada, pode-se dizer

que este ramo da biotecnologia é um conjunto de técnicas em que pequenos



fragmentos de tecido vivo (explantes) sdo isolados de um organismo e
cultivados assepticamente, por periodos indeterminados, em um meio nutritivo
semidefinido ou definido e incubado em condi¢cdes ambientais controladas. Para
o caso de tecidos vegetais, esta definicdo original deve ser ampliada, de modo a
incluir toda uma gama de explantes que vai desde plantulas e 6rgios a células
isoladas e protoplastos (Mroginski & Roca, 1993; Torres & Caldas, 1990). Por
meio desta técnica, praticamente qualquer espécie vegetal pode ser regenerada in
vitro, utilizando-se varios processos (Dixon, 1985; Tisserat, 1985).

As técnicas de cultura de tecidos tém incrementado as pesquisas, basica
e aplicada, em plantas superiores, possibilitando sua utilizacdo nas diversas
areas, como a farmacologia, a fisiologia vegetal, a genética, o melhoramento de
plantas, a fitossanidade e a preservagdo de germoplasmas. Durante os ultimos
anos esta técnica tornou-se de grande interesse, uma vez que diversas espécies
encontram-se em vias de extin¢ao (Costa, 1995).

As plantas medicinais sdo de grande interesse na cultura de tecidos,
sendo o aumento na producdo e a diminui¢do no preco de alguns metabdlitos
secunddrios os principais objetivos das pesquisas (Bajaj et al., 1988). A
propagacdo in vitro de plantas medicinais tem sido incrementada nos ultimos
anos devido a vdrios fatores, entre eles, dificuldades na reproducdo, baixa taxa
de germinagdo, exploracdo irracional resultando na quase extin¢do de algumas
espécies e modificacio do meio ambiente, dificultando, assim, a coleta de
plantas sauddveis (Kajiki, 1996). Esta técnica contribui também para a obtencao
de um grande nimero de plantas mais uniformes, em tempo e espago fisico

reduzidos, restringindo assim a heterogeneidade verificada em algumas espécies.



2.3 Meios nutritivos

Os meios nutritivos utilizados em cultura de tecidos fornecem as
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em parte, o
padrdo do desenvolvimento (Caldas et al., 1998). Estes afirmam que as mesmas
vias bioquimicas e metabdlicas bdsicas que funcionam nas plantas sdo
conservadas nas células cultivadas in vitro, embora alguns processos, como a
fotossintese, possam ser reduzidos pelas condi¢gdes de cultivo e pelo estado de
diferenciacdo das células. Por isso, os meios nutritivos baseiam-se nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas
modificagdes, para atender as necessidades de cada espécie no cultivo in vitro.

O controle quase absoluto do crescimento e da morfogénese a partir de
explantes in vitro € uma das principais caracteristicas da cultura de tecidos
vegetais. Todos esses fendOmenos ocorrem mantendo-se os explantes em um
meio de cultura que, por consistirem em uma parte essencial da técnica, t&€m
evoluido juntamente com a prépria ciéncia da biotecnologia. Vale ressaltar que,
para cada situacdo (tipo de explante, espécie, cultivar e objetivo), o meio
adequado e eficiente € varidvel (Pasqual, 2001).

O crescimento e o desenvolvimento in vitro de uma planta estdo
determinados por uma série de fatores complexos: constituicio genética,
presenca de nutrientes (macro e micronutrientes e agucar), fatores fisicos que
influenciam o crescimento (luz, temperatura, pH e concentracdes de O, e CO,) e,
por fim, adi¢do de algumas substancias organicas (reguladores, vitaminas, etc.).

Em relacdo a dgua e aos nutrientes minerais, uma planta ndo pode viver
na auséncia destes, in vitro ou in vivo. Ja a adi¢do de acticar ao meio de cultivo,
em alguns casos, ¢ muito importante, ja que as plantas (ou seus fragmentos) nao
sdo completamente autotréficas quando se desenvolvem nestas condi¢des

(Pierik, 1990).
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Quanto aos meios nutritivos, deve-se ter como base as exigéncias de
uma planta inteira (Caldas et al., 1998). Os fitorreguladores sdo comumente
adicionados ao meio para suprir possiveis caréncias enddgenas, ja que o explante
encontra-se isolado das regides produtoras de hormdnios de sua planta matriz
(Grattapaglia & Machado, 1990).

Dentre os principais meios de cultura, destaca-se o proposto por
Murashige & Skoog (1962), o qual apresenta, de modo geral, melhor
crescimento de células e tecidos, em grande parte devido a alta concentracio de
amonia e nitrato. Ganhos significativos no crescimento de tecidos e células em
diversas espécies de plantas sdo proporcionados pela alta concentracdo de sais
encontrada no MS, fato que o destaca como mais utilizado em trabalhos de
cultura de tecidos vegetais (Pasqual, 2001). No caso de plantas lenhosas, o meio
basico WPM (Lloyd & McCown, 1980), do inglés “Wood Plant Medium”, é
bastante utilizado. Uma das diferengas marcantes entre estes dois meios de
cultura estd na concentracdo de nitrogénio (N,). O WPM apresenta 25% das
concentragdes de fons nitrato e amonia do meio MS. Esta diferenca é importante
quando se procura um meio adequado para as diferentes espécies de plantas e
tipos de cultura, pois o conteudo total de N, no meio constitui fator determinante
para o crescimento e morfogénese (George, 1996).

Segundo Pierik (1990), no cultivo in vitro de plantas superiores, 0s
fitorreguladores, especialmente auxinas e citocininas, apresentam papel muito
importante. Pode-se dizer que o cultivo in vitro € praticamente impossivel sem
reguladores. Sdo adicionados ao meio e tém a funcdo de suprir as possiveis
deficiéncias endégenas de hormonios nos explantes, estimulando respostas no
crescimento, alongamento e multiplicacio (Grattapaglia & Machado, 1998).

As auxinas e as citocininas s@o os reguladores de crescimento mais
utilizados na cultura de tecidos. A formacdo de raiz, parte aérea e calo em

cultura de tecidos é regulada pela disponibilidade e interacdo dessas duas classes
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de reguladores de crescimento (Skoog & Miller, 1957, citados por Caldas et al.,
1998). As auxinas sintéticas mais usadas sdo acido naftaleno-acético (ANA),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(Picloram). A maior atividade destas auxinas € evidenciada quando sao
adicionadas a0 meio em concentracdes entre 0,001 a 10 mg L™ (Beyl, 2000). O
Picloram é um exemplo de auxina usada na inducio e ou manutencdo de calos
ou suspensdes celulares. Geralmente, a quantidade requerida no meio é menor
que as demais. Em altas concentragdes, o Picloram € utilizado comercialmente
como herbicida seletivo, devido ao efeito fitotdxico que esta auxina sintética
promove (George, 1996).

Os efeitos das citocininas sdo mais visiveis na cultura de tecidos quando
sdo usadas juntamente com as auxinas, estimulando a divisdo celular e
controlando a morfogénese. Em relagao as citocininas disponiveis no mercado, o
6-benzilaminopurina (BAP) € a mais utilizada para promover a multiplicag@o de
diversas espécies. Sua utilizacdo nos meios de cultura chega a 68%, seguida pela
cinetina (KIN) com, aproximadamente, 23% (Lima, 2004).

Outra classe de reguladores de crescimento, as giberelinas, geralmente
sdo utilizadas para induzir alongamento das brota¢gdes durante a multiplicagdo ou
antes do enraizamento. O principal representante desta classe é o dcido
giberélico (GAj;). Quando o GA; € adicionado ao meio de cultura, ele
freqiientemente, produz efeitos de natureza similares aos das auxinas (Pasqual,

2001).

2.4 Germinacao in vitro

A germinacdo € um fendmeno bioldgico que pode ser considerado
botanicamente como a retomada do crescimento do embrido, com o conseqiiente
rompimento do tegumento pela radicula (Labouriau, 1983). Germinag@o pode

também ser definida como o inicio do desenvolvimento de um novo individuo
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vegetal a partir de uma semente colocada sob condi¢des favordveis (Larousse,
1998), dando origem a uma plantula normal (Filho et al., 1987).

Para os tecndlogos de semente, o processo é reconhecido desde que as
plantulas apresentem tamanho suficiente para que possam avaliar a normalidade
de suas partes e a sua possibilidade de sobrevivéncia (Labouriau, 1983). J4 para
Borges & Rena (1993), para que ocorra a retomada do crescimento das
estruturas essenciais do embrido (germinagdo), a semente deve estar madura, ser
bem constituida e ter conservado o poder germinativo e, a0 mesmo tempo, deve
receber, do meio exterior, d4gua e oxigénio em quantidade suficiente para
assegurar um intenso metabolismo.

Basicamente, a germinacdo é composta por trés fases: embebicdo
(quando acontece a reativagdo do metabolismo), inducdo de crescimento e
protusdo da radicula. A embebicdo € um conjunto de processos fisicos que
ocorrem em funcdo das propriedades dos coldides e sua dimensdo varia com a
permeabilidade do tegumento, composi¢do quimica da semente, da drea de
contato entre a semente e a dgua, com a pressdo hidrostdtica e o estado
fisiologico da prépria semente (Bewley & Black, 1994).

Do ponto de vista puramente fisiolégico, a germinacdo compreende
quatro fases: embebicdo de 4gua, alongamento das células, divisdo celular e
diferenciacéo das células em tecidos. Sob o dngulo fisio-bioquimico consideram-
se fases do processo germinativo: reidratacio (embebicdo), aumento da
respiracao, formacdo de enzimas, digestdo enzimdtica das reservas, mobilizacdo
e transporte das reservas, assimilagdo metabdlica e crescimento e diferenciacdo
dos tecidos (Popinigis, 1977).

Para que a germinagdo ocorra, a semente precisa estar com OS
mecanismos internos (fisico, fisioldgico e bioquimico) e com as condigdes
externas (4gua, oxigénio, temperatura e luz) apropriadas. Segundo Mayer &

Poljakoff-Mayber (1989), o processo de germinacdo é controlado por fatores
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intrinsecos e extrinsecos, 0s quais podem ser representados pela composi¢do
quimica da semente, seu balango hormonal e fatores ambientais.

Temperatura, disponibilidade de dgua e luz sdo fatores ambientais que
influenciam consideravelmente no processo de germinacdo e a quantidade
desses fatores varia de acordo com as espécies e cultivares. Conforme Carvalho
& Nakagawa (1988), quando a temperatura € elevada, ocorre maior absor¢ao de
dgua, afetando significativamente a germinagdo. Por outro lado, Evenari (1965)
considera o elemento luz essencial ao processo, visto ser este um indicador de
classificacdo de espécies (fotobldticas positivas ou negativas). Sendo assim,
Gomes (1999) afirma que condi¢cdes ambientais apropriadas para o processo de
germinac¢do podem ser obtidas em laboratérios por meio da multiplicacdo in
vitro.

A germinacdo de sementes in vitro tem sido utilizada para a obtenc¢do de
plantulas assépticas como fonte de explantes, dentre outras aplicagdes,
dispensando os procedimentos de assepsia (Danieli & Gléria, 1998). Outra
grande vantagem do uso de sementes é a obtencdo de explantes jovens
favorecendo a multiplicacdo e formacdo de calos para o cultivo em meios

nutritivos contendo reguladores de crescimento.

2.5 Micropropagacao

A cultura de tecidos e de células de plantas tem sido considerada uma
grande realidade para a agricultura. A propagacdo vegetativa in vitro, também
denominada de micropropagacdo, em func¢do do tamanho dos explantes
utilizados, é, indiscutivelmente, a aplicacdo mais concreta e de maior impacto da
cultura de tecidos. Essa técnica é adequada a programas de introdugdo,
armazenamento e intercimbio de germoplasma, contribuindo para prevenir

perda de variabilidade genética (Grattapaglia & Machado, 1998).
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Além de propiciar rapida multiplicagdo, a micropropagacdo pode ser
realizada durante o ano todo, em grande quantidade, sem problemas de
sazonalidade (Crocomo, 1989). Tal fato pode ser exemplificado pela
micropropagacdo obtida a partir de um segmento nodal de Rosmarinus
officinalis L. var. genuina, onde se obtém 5.000 plantas no periodo de um ano
(Chatuverdi et al., 1984).

Outro aspecto importante da micropropagacdo € a possibilidade de
conservacdo de gendtipos importantes de espécies florestais. Franca (2003) cita
a regeneracdo in vitro por meio da cultura de brotos, como uma ferramenta
especialmente vantajosa para a obtencdo de clones que mantenham todas as
caracteristicas da planta-mde a qual permite a preservacdo de gendtipos
produtores de compostos medicinais. De acordo com Ajuha & Libby (1993), a
conservacdo da biodiversidade natural dos ecossistemas se apresenta como a
melhor maneira de permitir a continuidade da existéncia de muitos ecossistemas
com o minimo de impacto humano. A cultura de tecidos pode contribuir
indiretamente para isso, incrementando a produtividade de plantagdes,
objetivando a reducdo na demanda de exploracdo das reservas de florestas
naturais.

A micropropagacdo tem sido aplicada para multiplicar e propagar
numerosas plantas lenhosas nos ultimos anos. Historicamente, a aplicacdo
comercial desta tecnologia era restrita as espécies herbaceas. No entanto, nas
dltimas duas décadas, tem-se obtido considerdvel sucesso na obtencdo de
espécies florestais. Economicamente, estas espécies sdo extremamente
importantes na obtencdo de produtos e subprodutos da madeira, além dos
projetos de reflorestamento, muito discutidos recentemente (Harry & Thorpe,
1999).

Os tipos de cultivo in vitro utilizados para a propagacdo de plantas

lenhosas ndo diferem muito dos utilizados para outras espécies de plantas. A
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principal diferenca, na maioria dos casos, é que somente tecidos jovens t€m sido
utilizados ou dado resultados satisfatorios; é raro o sucesso com tecidos maduros

(Santiago, 2003).

2.6 Cultura de calos

Calo é um grupo ou massa de células com crescimento desordenado, as
quais podem apresentar certo grau de diferenciacao (Torres et al., 2000). O calo
¢ uma resposta comum quando um tecido cultivado in vitro passa por injurias
fisicas ou quimicas, podendo se diferenciar em 6rgios ou tecidos. Para a indugdo
de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser utilizada como
explante. Entretanto, tecidos e 6rgdos contendo células ndo diferenciadas, como
as que ocorrem em regides meristematicas, sdo mais adequados (Handro & Floh,
1990).

Diversas caracteristicas inerentes aos explantes interferem na
calogénese, como o seu tamanho, a composi¢do do meio de cultura, os
reguladores de crescimento e a idade da planta mae. A freqiiéncia de
sobrevivéncia e a velocidade de desenvolvimento dos calos estdo diretamente
relacionadas com seu tamanho inicial (Murashige, 1974).

Para que a cultura de calos obtenha sucesso, quase sempre € necessaria a
adi¢do de reguladores de crescimento ao meio de cultura, para suprir possiveis
deficiéncias dos teores de fito-hormonios nos explantes. Segundo Caldas et al.
(1998), a composicdo e a concentracdo dos fitorreguladores no meio nutritivo
sdo fatores determinantes no crescimento e no padrao de desenvolvimento na
maioria dos sistemas de cultura de tecidos. Geralmente, concentracdes
semelhantes de auxina e citocinina no meio de cultura promovem a formagao de
calos, mas este efeito varia em fun¢do do balango hormonal endégeno de cada

espécie (Pierik, 1990).
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Para Yeoman (1970), o crescimento de calos em diferentes espécies
pode ser definido: (1) independente de auxina e citocinina, (2) dependente de
auxina, (3) dependente de citocinina ou (4) dependente de ambas, auxina e
citocinina. Assim, certos tecidos apresentam uma dependéncia total da presenca
de reguladores exdgenos no meio, enquanto outros sintetizam as quantidades
que necessitam.

A concentracdo dos reguladores de crescimento pode variar para cada
espécie de planta e pode ainda depender da fonte do explante ou da planta
individual. As condi¢des de cultura (temperatura, luz, etc.) sdo também fatores
importantes na formacao e desenvolvimento de calos. Uma vez estabelecida, a
cultura deve ser usada para uma variedade de experimentos, como, por exemplo,
producdo de metabdlitos secunddrios, isolamento de protoplastos, tipos de
células, selecdo celular, embriogénese somatica e organogénese.

O desenvolvimento dos calos partindo de um fragmento de tecido pode
ser dividido em trés estdgios: indugdo, divisdo e diferenciacdo. Na fase de
inducdo, durante a qual as células preparam-se para se dividir, o metabolismo &
ativado e as células permanecem com tamanho constante. Nesta fase ocorre
sintese de proteinas e DNA. Durante a fase de divisdo celular, ocorre a
desdiferenciacdo das células para caracteristicas parenquimadticas. O ultimo
estdgio, de diferenciacdo, resulta na formagdo de um calo com crescimento

padrao (Aitchison et al., 1977).

2.7 Aspectos anatémicos

A compreensio apropriada da estrutura bésica de uma planta ou 6rgdo é
essencial e indispensdvel para se chegar a um conhecimento preciso de um
vegetal (Castro, 2002).

As condi¢des ambientais sob as quais ocorre o cultivo in vitro, no que se

refere a composi¢do do meio de cultura e do ar no interior dos recipientes, bem
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como quanto a luminosidade e a temperatura, fazem com que a planta
proveniente da micropropagacdo apresente algumas caracteristicas peculiares.
Ainda que haja variacdo entre espécies, algumas caracteristicas em comum sao
encontradas em praticamente todas as plantas. A descri¢do destas caracteristicas
pode ser feita em relacdo as folhas, as raizes e ao mecanismo de nutricdo da
plantula (Pasqual, 2001).

Dessa forma, plantas lenhosas propagadas in vitro sdo freqiientemente
afetadas pela presenca de fatores do meio de cultura que conduzem a
degeneragdo metabdlica e morfoldgica. Desordens anatdmicas, morfoldgicas e
fisioldgicas nos tecidos de plantas cultivadas in vitro t€m sido descritas sob
diversas terminologias: vitrificacdo, translucidez, hiper-hidratacdo, suculéncia e
transparéncia. As modificacdes manifestadas principalmente nas folhas afetam
dois dos seus principais processos: a fotossintese e as trocas gasosas. As
desordens anatdmicas sdo menos extensas no caule e nas raizes. Essas
modificacdes impedem o estabelecimento ex vitro de plantas micropropagadas,
ocasionando uma baixa taxa de sobrevivéncia depois de transferidas (Fidelis,
1998).

Sendo assim, o conhecimento dos varios fatores inerentes ao meio de
cultura e das estruturas internas dos vegetais sdo de grande importancia no
entendimento das func¢des especificas desencadeadas em cada 6rgdo da planta,
visto que diferentes condi¢cdes ambientais influenciam diretamente a sua

estrutura anatdmica.
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CAPITULO 2

Germinacao in vitro de candeia em diferentes meios de cultura

1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Germinacao in vitro de candeia em diferentes meios
de cultura. In: . Germinacao, inducio de calos, micropropagaciao e
anatomia foliar da candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish). 2004. p.
25-39. Dissertacdo (Mestrado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras, MG. "

Uma possibilidade para a obtencdo de plantas matrizes, para serem utilizadas
como fonte de explante em experimentos em cultura de tecidos, é a germinagdo
in vitro. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a porcentagem de
germinacdo de sementes de candeia in vitro, pela utilizacdo dos meios MS e
WPM completos ou diluidos. As sementes foram coletadas em Baependi e
regido da Serra do Cipd, MG. Para otimizar a qualidade das sementes, elas
foram passadas em um soprador para a separa¢do dos aquénios com e sem
embrido. Posteriormente, foi realizada a assepsia e, em cdmara de fluxo laminar,
a inoculacdo das sementes nos meios MS, MS/2, MS/4, WPM, WPM/2 e
WPM/4. Apo6s 30 dias de incubacgdo, foi possivel observar que o meio mais
eficiente para germinacdo de sementes de candeia foi o WPM/4 com 93,75%,
seguido do WPM com 92%.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Germinacdo in vitro de candeia sob diferentes
condicoes de cultivo. In: . Germination, callus induction,
micropropagation and foliar anatomy of candeia (Eremanthus
erythropappus Mac Leish). 2004. p. 25-39. Dissertation (Master Program in
Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

The possibility to have plant mother to be used as explant source in tissue
culture experiments, is in vitro germination. The main purpose of this work was
to evaluate candeia’s seed germination percentage in vitro using MS and WPM
culture media complete or diluted. The seeds were collected in Baependi and
Serra do Cip6, MG. To get better seeds quality, they had to go through a
blowing to be separated from aquenios with or without embryo. Later on an
aseptic condition was made in a laminar air-flow cabinet and the seeds were
inoculated in MS, MS/2, MS/4, WPM, WPM/2 and WPM/4. After 30 days, it
was possible to observe that the most efficient medium for candeia’s seed
germination was WPM/4 with 93.75% followed by WPM with 92%.

" Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
professor).
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3 INTRODUCAO

Os estudos sobre germinacio das espécies nativas do cerrado ainda sdo
incipientes se comparados aos de espécies de outros biomas brasileiros. O
crescente interesse, por parte dos pesquisadores, nesse tipo de vegetacdo estd
revelando, aos poucos, seu potencial (Coelho, 1999). A candeia (Eremanthus
erythropappus), pertencente a familia Asteraceae, estd inserida no grupo
ecolégico das espécies pioneiras e é considerada precursora na invasdo de
campos (Carvalho, 1994). Segundo Tonetti (2004), estudos mostram que
sementes de candeia apresentam baixa porcentagem de germinacdo mas as
causas disso ndo estdo esclarecidas. Para Eremanthus erythropappus, a
germinagao tem inicio oito dias apds a semeadura, atingindo de 6% (Chaves &
Ramalho, 1996) a 47,75% de germinacdo em laboratério (CETEC, 1994).
Chaves & Ramalho (1996) sugeriram que estes baixos valores de porcentagem
de germinacdo podem ser conseqiiéncia de um grande nimero de aquénios
(frutos) sem embrido.

Para que o processo de germinag@o ocorra, € necessario que as sementes
estejam vidveis, que as condicdes ambientais sejam favordveis e que as sementes
ndo estejam dormentes. A germinacdo senso strictu comega com a embebicdo de
dgua pela semente e se completa com o inicio da elongacao do eixo embrionario;
este processo € caracterizado, normalmente, pela emissio da radicula (Bewley &
Black, 1994). Sob o ponto de vista tecnoldgico, a germinagdo s6 se completa
quando hd o desenvolvimento das estruturas essenciais do embrido,
manifestando a sua capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob
condicdes ambientais favordveis (Nassif et al., 1998).

Durante o cultivo in vitro, as solucdes de sais e agliicares que compdem
os meios de cultura ndo possuem efeito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular e a morfogénese por meio de propriedades

osmoéticas (George, 1996). De acordo com Preece et al. (1995), as vantagens do
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cultivo in vitro de sementes s3o a alta porcentagem de germinagdo, a
uniformidade das condi¢des in vitro para a germinagdo e a uniformidade inicial
das plantulas.

Para o cultivo in vitro, véarias formulagdes de meios bdsicos tém sido
utilizadas. Dentre estas formulacdes estdo os meios MS e WPM, utilizados
completos, modificados ou diluidos, dependendo do objetivo do estudo ou da
espécie em questdo. A diferenca bdsica entre estes dois meios estd na
concentragdo de fons nitrato e amdnia que, no WPM, é 25% das concentragdes
utilizadas no MS. Em espécies lenhosas, o meio WPM tem sido amplamente
utilizado no cultivo in vitro devido a composicdo dos macronutrientes se
apresentar mais diluida em relacdo ao MS (Pasqual, 2001).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a porcentagem de germinacao
das sementes de candeia in vitro por meio da utilizacdo dos meios MS e WPM

completos ou diluidos.
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4 MATERIAL E METODOS

Germinacao in vitro de candeia em diferentes meios de cultivo

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais e Plantas Medicinais do Departamento de Agricultura (DAG)
da Universidade Federal de Lavras — MG.

Procedéncia das sementes de candeia

Os frutos de candeia foram coletados no municipio de Baependi e regido
da Serra do Cipd, estado de Minas Gerais, no més de outubro de 2003, época em
que se inicia a dispersdo dos aquénios desta espécie. A coleta foi realizada pela
equipe do Projeto de Manejo Sustentado das Candeias, do Departamento de

Engenharia Florestal da Universidade Federal de Lavras (DEF/UFLA).

Beneficiamento

Ap6s a colheita, os frutos foram submetidos a um processo de secagem
que consistiu em espalhd-los em bandejas metdlicas, cobertas com sombrite e
deixadas ao sol por 15 dias. Apds este periodo, os frutos foram peneirados, para
a eliminagdo do excesso de material indesejavel.

Para finalizar o processo de limpeza e deixar as sementes em condigdes
de serem utilizadas, elas foram passadas em um soprador do tipo General marca
DeLeo regulado na abertura 4 por 2 minutos, para a separagdo de sementes
vazias e outros materiais das sementes cheias, através do fluxo de ar promovido
pelo aparelho. Esta etapa do beneficiamento foi realizada no Laboratério de

Sementes Florestais do DEF/UFLA.

Desinfestacao das sementes
Antes da inoculagdo, as sementes foram lavadas por 10 minutos em dgua

corrente e, logo apds, foram imersas em solugdo de dlcool etilico 70% (v/v), por

29



um minuto. Posteriormente, foram imersas sob agitacdo em solucdo de dgua
sanitaria 50% (v/v), durante 15 minutos e lavadas por trés vezes com dagua
destilada e autoclavada, em camara de fluxo laminar. Apds a lavagem das
sementes em placa de petri, adicionaram-se 0,006 g de benomil (100 kg
sementes/200 g benomil) acrescidos de uma gota de dgua destilada e
autoclavada. As sementes foram colocadas sobre esta solucdo e friccionadas
para melhor distribuicdio do produto. Seguidamente, foram inoculadas

horizontalmente sobre os meios de cultivo.

Efeito dos diferentes meios de cultura sobre a porcentagem de germinacio
das sementes

Os meios de cultura utilizados foram MS (Murashige & Skoog,1962),
MS/2, MS/4, WPM (Lloyd & McCown, 1980), WPM/2 e WPM/4. Destes, os
que ndo foram utilizados em sua composicdo completa tiveram apenas as
concentragdes de sais (macro e micronutrientes) diluidas. Os meios foram
solidificados com dgar 0,6%, acrescidos de 3% de agucar e o pH foi aferido para
5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. Os tubos de
ensaio, cada um contendo uma semente, foram colocados em sala de
crescimento sob condicdes controladas de temperatura 26 + 1°C, fotoperiodo de
16 horas e irradiancia de 25 pmol. m>. s, fornecida por lampadas do tipo
fluorescente branca fria.

As avaliacdes foram realizadas em intervalos de S5 dias, a partir da
inoculacdo, durante 30 dias. Foram consideradas sementes germinadas as que
realizaram o processo de protusdo da radicula. O experimento foi constituido por
6 tratamentos (meios de cultura), com 5 repeti¢des de 20 tubos cada uma. O
delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. As médias foram

comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

30



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teste de germinacio de sementes de candeia in vitro possibilitou um
estudo mais detalhado do comportamento destas sob diferentes condigcdes
nutricionais proporcionadas por cada meio de cultivo. A germinacdo in vitro
objetiva a producdo de explantes juvenis e assépticos, disponibilizando-os para
trabalhos em cultura de tecidos. Este método alternativo de obtencdo de
material, destaca-se quando o estabelecimento de culturas via materiais oriundos
do campo ou de casa de vegetacdo traz os problemas da oxidacdo e da
contaminagdo enddgena severa.

Conforme a andlise de variincia apresentada na Tabela 1, é possivel
verificar que houve diferencas altamente significativas entre os meios de cultura
utilizados neste experimento, para porcentagem de germinacido de sementes de
candeia. Estes resultados sdo um indicativo de que a concentracdo de macro e
micronutrientes influenciam o processo de embebicdo da semente e,
conseqiientemente, emissdo da radicula. Ao contrdrio do ocorrido com as
sementes de candeia, Concei¢cdo (2000) ndo verificou diferencas entre os
tratamentos em seus estudos com germinacdo de sementes de timbd (Derris
urucu) inoculadas em meio basico de MS e suas variagdes de concentracdes dos
sais em 1/2, 1/4, 1/8 e 1/16. Para o timbd, as varia¢des dos sais ndo interferiram

na porcentagem de germinacdo, que variou de 70 a 85%.
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TABELA 1. Resumo da andlise de varidncia para a porcentagem de germinacao
in vitro de sementes de candeia aos 30 dias de inoculagdo. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Fonte de variacao GL QM % germinacao
Tratamento 5 833,28 8,76%*
Residuo 23 95,16

CV (%) 12,44

** significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Aos 5 dias de incubacdo, durante a primeira avaliagdo, o meio nutritivo
WPM/4 destacou-se dos demais, com 83,75% de germinacdo (Tabela 2),
entretanto sem diferenca significativa dos meios WPM completo e WPM/2. De
acordo com o comportamento das sementes de candeia diante dos tratamentos,
pode-se corroborar as observacdes de Grattapaglia & Machado (1990), os quais
afirmam que o meio MS completo ndo tem se mostrado satisfatério, em alguns
casos para espécies lenhosas, em que composi¢des mais diluidas, como as do

meio WPM, podem apresentar melhores resultados.

TABELA 2. Valores médios para porcentagem de germinagdo de sementes de
candeia in vitro aos 5, 10, 15, 20, 25 e 30 dias de incubacdo em
diferentes substratos. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Germinacio %

Tratamento 5 10 15 20 25 30

dias

MS 44,00 bc 58,00 be 71,00 bc 73,00 be 78,00 ab 80,00 ab
MS/2 37,00c 49,00 c 55,00c  55,00d 57,00c  58,00c
MS/4 43,00 bc 58,00 be 66,00c 69,00 cd 72,00 bc 72,00 bc
WPM 73,00a 80,00 ab 86,00 ab 88,00 ab 92,00a 92,00a

WPM/2 63,00 ab 70,00 abc  73,00bc 77,00 abc 78,00 ab 78,00 ab
WPM/4 83,75a 86,25a 92,50a 92,50a 93,75a 93,75a

32



A diluicdo dos meios nutritivos tem sido utilizada em vérios
experimentos de germinacdo in vitro, apresentando bons resultados. Neste
contexto, respostas semelhantes as observadas em candeia foram verificadas em
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), para o qual foram testados
dois tipos de explantes (embrides e sementes) e diferentes meios de cultura
(WPM, WPM/2, MS e MS/2, acrescidos ou nido de 3% de sacarose). Para
embrides e sementes, o melhor meio foi WPM/2, na auséncia de sacarose com
100% e 60% de germinagdo, respectivamente. Foi possivel observar que, para a
espécie em questdo, no geral, os meios WPM e MS com a concentracdo de sais
reduzida a metade, acrescidos ou nao de sacarose, ofereceram melhores
resultados na porcentagem de germinagdo para ambos os explantes (Nogueira,
2003).

Ja Souza (2003), em estudo com germinacdo de sementes de arnica
(Lychnophora pinaster), ao testar os meios MS, MS/2 e MS/4, verificou a
superioridade do MS/4 (68% de germinacd@o) e a necessidade da utilizacdao de
meios de cultura menos concentrados para o estabelecimento de plantulas.
Posteriormente, a autora partiu para a utilizacdo dos meios MS/4, WPM e
WMP/2 (menos concentrados), na presenca ou auséncia de acticar e reportou que
os tratamentos influenciaram significativamente a germinacdo de embrides de
arnica. Ao final de 30 dias, o MS/4 sem agticar apresentou 79% de germinagao;
0 MS/4 com acticar e 0 WPM/2 sem agtcar atingiram 70%, enquanto que o
WPM, com ou sem agticar, ndo foi eficaz, com menos de 50% de germinacao.

De acordo com George (1996), os meios de cultura sdo compostos por
solugdes de sais inorganicos que, além do efeito nutritivo, possuem propriedades
osmoéticas que influenciam o crescimento celular e a morfogénese. Neste
contexto, pode-se afirmar que os minerais sdo o grupo de nutrientes mais

importantes, apds a fonte de carboidratos, para o desenvolvimento in vitro.
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Da primeira avaliagdo (5 dias) a ultima (30 dias), o WPM/4 destacou-se
com os melhores resultados, apresentando 93,75% de sementes germinadas ao
final do experimento, ndo diferindo estatisticamente do meio WPM com 92%.
Bertoni et al. (2002) confirmam a eficiéncia do meio WPM na germinacgéo de
sementes de Zeyheria montana Mart., uma espécie medicinal do cerrado. Os
autores reportam que a utilizacdo desse meio menos concentrado promoveu um
bom desenvolvimento das plantulas e favoreceu o estabelecimento do protocolo
de propagacdo in vitro desta espécie.

Em contrapartida, respostas inferiores para a varidvel analisada foram
verificadas no meio MS/2 até a ultima avaliacdo. Aos 30 dias de incubagdo, o
MS/2 apresentou 58% de germinacdo das sementes de candeia. Resultados
contrdrios foram obtidos por Coelho (2001), em cujo trabalho sementes de
sucupira branca (Pterodon pubescens) sem tegumento, escarificadas e
seccionadas foram inoculadas em meio MS/2 liquido e MS/2 com 4gar. A autora
observou que a maior porcentagem de germinacdo (96,66%) foi obtida quando
utilizaram-se sementes sem tegumento em MS/2 liquido. Segundo Grattapaglia
& Machado (1998), meios geleificados sdao mais freqiientes na fase de
isolamento, embora, em alguns casos, resultados superiores possam ocorrer em
meios liquidos.

Contudo, Gomes (1999) estudou germinagdo de sementes de Moreira
(Maclura tinctoria) em meio MS suplementado com diferentes concentragées de
sacarose (0,0; 1,5; 3,0;4,5;6,0e 7,5 ¢ L'l). Neste caso, o0 meio MS mostrou-se
eficaz para germinacdo, porém, nas concentracdes de sacarose entre 1,0% e
1,5%. Nestas condicdes, verificou-se 100% de germinacdo. Estes resultados
indicam que o processo de germinagdo estd diretamente relacionado ao balango
osmotico, proporcionado pela combinagéo entre sacarose (auséncia ou presenga)

e concentragdes dos sais.
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Ja Santana (2003) estudou o efeito de diferentes substratos na
germinacdo in vitro de Annona cauliflora. Nesse experimento foram utilizados
quatro tipos de substratos para germinacdo: WPM/2, MS/2, Plantmax e areia
lavada. O autor reportou que o substrato Plantmax promoveu maior porcentagem
de germinagdo (65%) bem superior a da areia lavada (22%). E os meios WPM e
MS, com 50% da concentracdo dos sais, apresentaram germinacdo baixa ou

nula.
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6 CONCLUSOES

Os meios de cultura mais eficientes para a germinagdo de sementes de
candeia in vitro sio WPM/4 e WPM.
O meio MS com sua composi¢do reduzida a metade apresentou a menor

porcentagem de germinagdo, com 58%.
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CAPITULO 3

Inducio de calos a partir de explantes foliares e seedlings de candeia sob

diferentes balancos de fitorreguladores

1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Inducdo de calos a partir de explantes foliares e
seedlings de candeia sob diferentes balancos de fitorreguladores. In: .
Germinacio, inducdao de calos, micropropagacio e anatomia foliar da
candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish). 2004. p. 39-67. Disserta¢ao
(Mestrado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A cultura de calos tem sido utilizada para estudar o crescimento e
desenvolvimento de plantas, para a exploracdo de estudos do metabolismo
secunddrio e para a propagacgdo in vitro. O objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um protocolo para calogénese em candeia a partir de explantes
foliares e seedlings, submetidos a diferentes balangos hormonais. Ambos os
explantes foram inoculados em meio MS contendo vérias combinagdes de 2,4-D
e PIC, isolados ou em interacio com KIN e BAP. Foram avaliadas a
porcentagem de cobertura dos explantes por calos e a producdo de biomassa
fresca e seca. Apds a inoculacdo, todos os tratamentos foram mantidos no escuro
sob condi¢des controladas de temperatura. Os resultados indicaram que
houveram diferencas entre os explantes utilizados para a varidvel porcentagem
de cobertura dos explantes por calos, porém, em relagdo ao niimero de explantes
formadores de calos, estes ndo diferiram estatisticamente entre si. O meio sem
reguladores de crescimento ndo promoveu calogénese. O PIC apresentou
melhores respostas para todas as varidveis estudadas, em comparacdo com o 2,4-
D. Nas folhas, a maior porcentagem de cobertura dos explantes por calos foi
obtida a partir de 1.0 mg L PIC + 0.5 mg L' KIN e nos seedlings em 1.0 mg L™
PIC + 0.5 mg L' BAP. A maior producio de biomassa foi verificada em 1.0 mg
L' PIC +0.5mg L' BAPe 1.0 mg L" 2,4-D + 1.0 mg L' BAP, nas folhas e
seedlings, respectivamente.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Inducdo de calos a partir de explantes foliares e
seedlings de candeia sob diferentes balancos hormonais. In:
Germination, callus induction, micropropagation and foliar anatomy of
candeia (Eremanthus erythropappus Mac Leish). 2004. p. 39-67. Dissertation
(Master Program in Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

Callus culture has been used to study plants growth and development, to explore
the studying of secondary metabolism and for the in vitro propagation. The
purpose of this work was to develop a protocol for callusgenesis in candeia from
their foliar explants and seedlings, under different hormone concentration. Both
explants were inoculated in MS medium with several 2,4-D and PIC
combinations, isolated or in interaction with KIN and BAP. The explants
dressing percentage were evaluated for callus and fresh and dry biomass yield.
After inoculation, all treatments were kept in darkness under controled
temperature condictions. The results indicated that there was no difference
between explants in the callus induction. The medium without growth regulators
did not promote callusgenesis. PIC gave better answers to all variables studies
when compared to 2,4-D. In the leaves, the higher explants dressing percentage
for callus was obtained from 1.0 mg L™ PIC + 0.5 mg L™ KIN, in the seedlings
was obtained from 1,0 mg L' PIC + 0,5 mg L" BAP. The bigger biomass yield
was verified in 1.0 mg L PIC + 0.5 mg L' BAP and 1,0 mg L' 2,4-D + 1,0 mg
L' BAP, in the leaves and seedlings, respectively.

" Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
professor).
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3 INTRODUCAO

Teoricamente, quando um segmento de tecido vegetal devidamente
desinfestado ou assepticamente cultivado € transferido para um meio de cultura
apropriado e mantido sob condi¢des adequadas, algumas células se dividem e
apos intensa proliferacdo ddo origem a uma massa ndo diferenciada de células
(Arasu & Paranjothy, 1975). Esta massa € chamada de calo e tem sido o explante
mais empregado em cultura de tecidos de plantas, sendo capaz de crescer sem
limite, se subcultivado em novos e apropriados meios de cultura. De modo geral,
o calo tem sido utilizado para estudar o crescimento e o desenvolvimento de
plantas, para a exploracdo de produtos do metabolismo secunddrio e para a
propagacao in vitro em si (Constabel, 1984).

O calo é um tecido produzido em resposta a uma injuria fisica ou
quimica. Nem todas as células em um explante contribuem para a formacdo de
calos, no entanto, o mais importante ¢ que existem certos tipos de células de
calos que sdo competentes para regenerar estruturas organizadas, enquanto
outros tipos de células ndo parecem ser competentes para expressar a
totipotencialidade. Isto significa que qualquer célula vegetal viva possui
informacdo genética suficiente para produzir uma planta idéntica a planta mae
(Pinto & Lameira, 2001).

Segundo Rey et al. (1980), auxinas e citocininas sdo exigidas para o
crescimento de calos. As primeiras propiciam um calo mais fridvel, enquanto as
outras calos mais firmes. A concentracdo dos reguladores de crescimento
influencia o desenvolvimento da cultura de calos in vitro e, geralmente,
concentragdes semelhantes de auxinas e citocininas no meio promovem a
formacao de calos. Tisserat (1985) verificou que a producdo de calos pode ser
induzida apenas pela adicdo de auxina; entretanto, quando foi adicionada

citocinina, a proliferacdo dos mesmos aumentou.
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Um fator importante para na inducdo de calos € a selecio do explante. A
escolha do material em um estado bioldgico adequado para o inicio dos calos é
fundamental, sendo os tecidos jovens mais adequados que os maduros. De
acordo com Pierik (1990), explantes advindos de tecidos jovens, ndo
lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de tecidos por possuirem alta
capacidade de regeneragdo. Este autor também menciona que a
desdiferenciagdo, ou seja, a reversdo de células adultas a células juvenis, pode
ocorrer, levando a um processo de intensa multiplicacio celular. Este processo é
mais lento do que quando sdo utilizadas células ndo diferenciadas e também
mais dependente de reguladores de crescimento e de condi¢cdes ambientais,
principalmente luz e temperatura.

Outros fatores que influenciam a formagéo de calos sdo a composi¢do do
meio nutritivo, tamanho do explante, condicdes fisicas do ambiente (luz e
temperatura), genodtipo e estddio fisiolégico da planta-mae. Estes fatores
interagem, podendo estimular ou inibir a formacao de calos (George, 1996).

Este trabalho objetivou desenvolver um protocolo para calogénese em
candeia a partir de explantes foliares e seedlings submetidos a diferentes
balangos hormonais, constituidos de duas auxinas (2,4-D e Picloram) e duas

citocininas (Cinetina e BAP).
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4 MATERIAL E METODOS

Efeito dos tratamentos nos explantes foliares e seedlings
Explantes foliares

Para o experimento de induc@o de calos, foram utilizados explantes
foliares jovens, oriundos de plantulas com 60 dias de cultivo in vitro em meio
MS, suplementado com 3% de agucar, solidificado dgar a 0,6% e pH aferido
para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

As folhas foram cortadas, de modo que o seu tamanho final para
inoculagio fosse de aproximadamente 1,0 cm® (Figura 1) e foram inoculadas
com a superficie abaxial voltada para o meio de cultivo. Os tubos foram levados
a sala de crescimento sob condi¢des controladas de temperatura 26 + 1°C, em
regime de auséncia de luz durante todo experimento, conforme experimentos

realizados anteriormente, que indicaram efeito positivo no escuro.

FIGURA 1. Aspecto visual do explante foliar inoculado, nos diferentes
tratamentos, visando a calogénese. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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Seedlings

Por meio da avaliagdo dos resultados para porcentagem de germinagdo
de sementes realizada em experimentos anteriores, foi possivel verificar que o
meio de cultura WPM/4 proporcionou seedlings com maior rapidez. Diante
destes resultados, foram inoculadas sementes de candeia em meio WPM/4,
suplementado com 3% de agticar, solidificado dgar a 0,6% e pH aferido para 5,7
+ 0,1 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. A assepsia das
sementes antes da inoculacio foi conduzida conforme o item 1.3 (pagina 29).

Ao completar 15 dias de incubag@o, os seedlings apresentavam
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, tamanho que serviu de padrio para o
explante visando a uniformidade do experimento. Seedlings foram retirados do
meio de germinag@o e inoculados no de indugdo de calos (Figura 2). Os tubos de
ensaio foram levados & sala de crescimento sob condi¢gdes controladas de
temperatura 26 + 1°C, em regime de auséncia de luz, conforme experimentos

realizados anteriormente, que indicaram efeito positivo no escuro.

FIGURA 2. Aspecto visual do seedling inoculado, nos diferentes tratamentos,
visando a calogénese. UFLA, Lavras, MG, 2004.

44



Efeito dos reguladores de crescimento na inducio de calos

Os balancos hormonais (Tabela 1) utilizados neste experimento foram os
mesmos para os dois explantes. Foi utilizado o meio MS bdsico, acrescido de
3% de agucar, solidificado com 4gar a 0,6% e pH aferido para 5,7 £ 0,1 antes da

autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

TABELA 1. Combinag¢ao dos diferentes balancos hormonais testados na inducio
de calos em candeia. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamento Balancos hormonais
T, Controle (auséncia de reguladores)
T, 1,0mg L 2,4-D*
Ts 2,0mgL"2,4-D
T, 1,0 mg L™ PIC**
Ts 2,0 mg L' PIC
Ts 1,0mgL"'24-D+0,5mgL" KIN
T, 1,0mgL'24-D+1,0mgL" KIN
Ts 1,0 mg L' PIC + 0,5 mg L' KIN
Ty 1,0mg L' PIC + 1,0 mg L' KIN
Tuo 1,0mgL"'2,4-D+0,5mgL"' BAP
Tu 1,0mgL"'24-D+1,0mgL"' BAP
Ti 1,0 mg L' PIC + 0,5 mg L' BAP
T 1,0mg L' PIC + 1,0 mg L' BAP

*acido 2,4-diclorofenoxiacético
**3cido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico (Picloram)

Avaliacoes
Ao final de 45 dias de cultivo, foram avaliadas as seguintes varidveis:
porcentagem de explantes formadores de calos, porcentagem de cobertura dos

explantes por calos (%AE), biomassa fresca (BF) e seca (BS). Para mensurar os
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valores da BF e BS, foi utilizada balanca de precisdo, com sensibilidade de
0,0001g, onde foram colocados os explantes originais cobertos ou ndo por calos;
para %AE, atribuiram-se valores de 0%, 25%, 50%, 75% e 100%, conforme o
explante original se apresentava coberto por calos.

O experimento foi constituido por 13 tratamentos (balancos de
fitorreguladores), e cada tratamento constituiu-se de 5 repeticdes e cada uma
contendo 6 tubos. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado
(DIC) composto por dois tipos de explantes e treze balangos hormonais. As

médias foram comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Efeito dos diferentes balancos hormonais nos explantes foliares e
seedlings de candeia

Neste trabalho houve diferengas significativas entre os explantes
utilizados para a inducdo de calos em candeia para porcentagem de cobertura
(%AE), porém para o nimero de explantes formadores de calos (N°EF) nao
foram verificadas diferencas (Tabela 1). Os resultados mostraram superioridade
dos seedlings em relagdo as folhas jovens. Apesar dos dois explantes utilizados
terem sido constituidos por células jovens, com alto poder de diferenciacdo, os
seedlings tinham apenas 15 dias de cultivo, enquanto que as folhas foram
retiradas de plantulas com 60 dias de cultivo in vitro. Esta diferenca de tempo de
estabelecimento in vitro pode ter influenciado as respostas dos dois explantes no

processo de calogénese.

TABELA 1. Valores médios para porcentagem de cobertura dos explantes por
calos e para nimero de explantes formadores de calos aos 45 dias
de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Explante 9% AE N°EF
Folha 21,54 b* 2,03 a**
Seedling 28,33 a 2,12 a

*Dados transformados para asen (x/ 100)” 2

** Dados transformados para (x+1)"?

A escolha dos explantes utilizados neste experimento partiu do
pressuposto de que explantes oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados,
contendo células ndo diferenciadas, como as que ocorrem em regides
meristemadticas, sdo mais apropriados para a cultura de tecidos, por possuirem

alta capacidade de regeneracdo.
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Assim sendo, foram avaliados, em ambos explantes, a porcentagem
média de cobertura por calos e o nimero de explantes formadores de calos em
cada tratamento. A porcentagem média de cobertura por calos estd representada
na Tabela 02. Estes resultados sdo contrdrios aos de Grzelak & Janiszowska
(2002), que trabalharam com duas fontes de explante — cotilédones (aos seis dias
de cultivo) e foliares jovens (15 a 20 dias de cultivo) de Calendula officinalis
para a obtencdo de calos. Nesta espécie, os autores ndo verificaram diferencas
significativas entre o cotilédone e o explante foliar para tal varidvel. Nugent et
al. (2001), ao tentarem induzir calos em Eucalyptus globulus, a partir do
hipocétilo e do cotilédone das sementes, também ndo observaram diferencas

significativas entre eles.

TABELA 2. Valores médios para porcentagem de cobertura dos explantes por
calos em explantes foliares e seedlings aos 45 dias de cultivo.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Porcentagem de cobertura por calos Folha Seedling
TESTEMUNHA 0,00 c* 0,00 c*
1,02,4-D 11,67b 11,67 b
2,02,4-D 9,17 b 15,83 b

1,0 PIC 26,67 a 38,33 a

2,0 PIC 34,17 a 39,17 a
1,02,4-D + 0,5 KIN 15,83 b 32,50 a
1,0 2,4-D + 1,0 KIN 11,67 b 25,83 a
1,0 PIC + 0,5 KIN 35,00 a 47,50 a
1,0 PIC + 1,0 KIN 29,17 a 29,17 a
1,0 2,4-D + 0,5 BAP 15,83 b 23,33 a
1,02,4-D + 1,0 BAP 22,50 a 30,83 a
1,0 PIC + 0,5 BAP 40,00 a 38,33 a
1,0 PIC + 1,0 BAP 28,33 a 35,84 a

*Dados transformados para asen (x/ 100)”
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Diferencas também ndo foram observadas por Kumar et al. (2002), que
estudaram calogénese a partir de cotilédones, hipocétilos (3 dias apds
germinacao das sementes in vitro) e folhas jovens (2 semanas apds a germinacao
das sementes) de Gymnema sylvestre. Embora estes autores ndo tenham obtido
respostas diferentes entre os explantes, ao final de quatro semanas todos estavam
cobertos por calos.

A diversificacdo dos explantes utilizados em trabalhos de indugdo de
calos € importante no estudo da otimizacdo da produgdo destes. Segundo Pierik
(1990), o crescimento e o desenvolvimento dessas células podem ser
influenciados pelo préprio material vegetal, como por exemplo, gendtipo, idade
da planta, do 6rgdo ou do tecido. Estes fatores, somados a outros, como meio
nutritivo, reguladores de crescimento, luz, temperatura, entre outros, atuam
acelerando, retardando ou até mesmo inibindo a proliferagdo celular e,
conseqiientemente, a formagdo e o crescimento de um calo. Vale ressaltar que
um dos fatores mais importantes para se obter inducdo de calos é a escolha do
explante (Bonga, 1977), uma vez que o potencial morfogenético dos calos
geralmente varia com a origem dos explantes (Mehra & Mehra, 1974).

Quanto a avaliacdo do ntmero de explantes formadores de calos,
verificou-se que ndo houve diferencas significativas entre os seedlings e folhas
jovens. Novamente, os seedlings apresentaram uma pequena superioridade. Os
explantes foliares sé apresentaram valores maiores nos tratamentos em que O
PIC (1,0 mg L") estava em combinagdo com KIN (1,0 mg LY eBAP (0,5¢ 1,0
mg L. Nos demais, os seedlings obtiveram maior freqiiéncia de indugdo de

calos (Tabela 3).
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TABELA 3. Valores médios para nimero de explantes formadores de calos em
explantes foliares e seedlings aos 45 dias de cultivo. UFLA,
Lavras, MG, 2004.

Numero de explantes formadores Folha Seedling
de calos
TESTEMUNHA 0,00 c* 0,00 c*
1,02,4-D 1,60 b 1,80 b
2,02,4-D 1,80 b 2,60 b
1,0 PIC 3,60 a 4,20 a
2,0 PIC 3,40 a 4,20 a
1,0 2,4-D + 0,5 KIN 2,80 b 4,20 a
1,0 2,4-D + 1,0 KIN 2,40b 3,60 a
1,0 PIC + 0,5 KIN 4,00 a 4,80 a
1,0 PIC + 1,0 KIN 4,60 a 3,40 a
1,0 2,4-D + 0,5 BAP 2,60 b 3,00b
1,0 2,4-D + 1,0 BAP 3,20 a 4,00 a
1,0 PIC + 0,5 BAP 5,00 a 3,80 a
1,0 PIC + 1,0 BAP 420 a 3,80 a

*Dados transformados para (x+1)"”?

Os resultados indicam que a eficiéncia para o processo de diferenciacio
celular e, conseqiientemente, a producdo de calos entre os dois explantes é
semelhante. No entanto, a vantagem de se utilizar os seedlings estd no menor
tempo para obtenc@o deste explante que foi de 15 dias, enquanto que, para
folhas, foi de 60 dias de cultivo. Denchev & Conger (1995), objetivando inducdo
e regeneracdo de calos em Panicum virgatum L., testaram dois tipos de
explantes — cariopses maduras e seedlings jovens e, em concordincia com o que
foi observado na candeia, também ndo obtiveram diferencas no nimero de
explantes com calos.

Ja Tawfik & Noga (2002), visando estabelecer um protocolo para
regeneracdo de Cuminum cyminum L. a partir de calos, utilizaram, como

explantes para o processo de calogénese, o hipocétilo e o primeiro par de folhas
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lancados depois de 2 a 3 dias de germinag@o das sementes. Os resultados
mostram diferengas significativas entre os dois explantes, quando se avaliou a
porcentagem de explantes produtores de calos. O hipocétilo se destacou com

mais de 80% de inducgdo, ao passo que as folhas tiveram menos de 20%.

5.2 Efeito dos reguladores de crescimento na inducao de calos

Os resultados apresentados por ambos os explantes de candeia para a
indugdo de calos indicam que € possivel a obtencdo destes nesta espécie. Com
isso, podera ser estudada a indugdo de calos embriogénicos a partir das respostas
obtidas neste experimento.

As respostas dadas a auséncia ou a adi¢do de reguladores de crescimento
no meio de cultivo indicaram diferencas altamente significativas entre as
condigdes avaliadas. Os resultados obtidos com as auxinas (2,4-D e Picloram),
adicionadas individualmente ou em interagdo com as citocininas (KIN e BAP),
indicaram, na maioria dos balancgos de fitorreguladores, uma maior eficiéncia do
Picloram em relacdo ao 2,4-D no processo de cultura de calos, em ambos os

explantes (Tabelas 4 e 5).
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TABELA 4. Efeito do balango de fitorreguladores na biomassa fresca (BF) e
seca (BS) do explante e na porcentagem da drea do explante foliar
coberta por calos (%AE). Médias sobre diferentes meios de
cultura, aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2004.

BALANCO CARACTERISTICAS AVALIADAS
FITORR(I?nc;ULL_f;«DORES BE (mg)* BS (mg) GOAE
TESTEMUNHA 25,58 cH 3,00 ds 0,00 cHE
1,02,4-D 188,44 ¢ 17,12 ¢ 11,67 b
2,02,4-D 136,08 ¢ 10,84 d 9,17 b
1,0 PIC 396,28 b 24,80 ¢ 26,67 a
2,0 PIC 552,18 b 28,34 b 34,17 a
1,0 2,4-D + 0,5 KIN 480,54 b 4222 a 15,83 b
1,02,4-D + 1,0 KIN 448,26 b 4226 a 11,67 b
1,0 PIC + 0,5 KIN 759,68 a 49,04 a 35,00 a
1,0 PIC + 1,0 KIN 607,74 a 44,58 a 29,17 a
1,02,4-D + 0,5 BAP 377,68 b 32,90 b 15,83 b
1,02,4-D + 1,0 BAP 499,46 b 40,54 a 22,50 a
1,0 PIC + 0,5 BAP 760,06 a 47,12 a 40,00 a
1,0 PIC + 1,0 BAP 408,72 b 3332b 2833 a

* Dados transformados para (x+1)™
** Dados transformados para asen (x/ 100)",
#t* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
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TABELA 5. Efeito do balanco de fitorreguladores na biomassa fresca (BF) e
seca (BS) do explante e na porcentagem da area do explante de
seedling coberta por calo (%AE). Médias sobre diferentes meios
de cultura, aos 60 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2004.

BALANCO CARACTERISTICAS AVALIADAS
FHORR(F;n(;UL[ff?DORES BF (mg)* BS (mg) o AR
TESTEMUNHA 62,42 bH** 4,38 bH** 0,00 c***
1,02,4-D 127,66 b 11,02 b 11,67 b
2,02,4-D 164,84 b 13,40 b 15,83 b
1,0 PIC 31342 a 19,72 a 38,33 a
2,0 PIC 274,20 a 17,12 b 39,17 a
1,02,4-D + 0,5 KIN 390,90 a 28,28 a 32,50 a
1,02,4-D + 1,0 KIN 285,80 a 22,62 a 25,83 a
1,0 PIC + 0,5 KIN 325,82 a 20,92 a 475a
1,0 PIC + 1,0 KIN 338,76 a 24,32 a 29,17 a
1,0 2,4-D + 0,5 BAP 246,72 a 19,50 a 23,33 a
1,0 2,4-D + 1,0 BAP 419,76 a 33,38 a 30,83 a
1,0 PIC + 0,5 BAP 370,88 a 23,82a 38,33 a
1,0 PIC + 1,0 BAP 343,24 a 24,54 a 35,84 a

* Dados transformados para (x+1)"
** Dados transformados para asen (x/ 100)™.
#** Médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si, pelo teste
de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 4 e 5, € possivel
verificar que, no meio sem suprimento exégeno de reguladores de crescimento,
ndo houve indugdo de calos, em ambos os explantes. Este resultado indicou que

a quantidade de hormoénios endégenos da candeia ndo proporcionou suporte
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suficiente para a indugdo de calos, tendo havido apenas formacio de raizes em
alguns explantes foliares. Nas folhas inoculadas, ao final dos 60 dias de
incubacdo, todas se apresentaram necrosadas (Figura 1A). Resultados
semelhantes foram observados por Silva (2001), quando inoculou 4pices
caulinares de carqueja (Baccharis trimera) em meio sem adicdo de
fitorreguladores, ndo observou indugdo de calos. Nogueira (2003), ao testar
diferentes concentragdes de 2,4-D para calogénese de murici-pequeno
(Byrsonima intermedia), constatou que a auséncia deste regulador de
crescimento nido promoveu a formagao de calos.

Tao et al. (2002) utilizaram, como fonte de explante, folhas jovens
retiradas de seedlings de Citrus grandis inoculadas em meio MS sem adicao de
reguladores. Segundo estes autores, a quantidade enddégena destas substancias
ndo foi suficiente para promover a cultura de calos. Esses trabalhos demonstram
a importancia da suplementacdo dos meios de cultura reguladores de
crescimento. Os calos sdo respostas dadas as injurias fisicas e quimicas feitas no
explante. As injdrias fisicas s@o as excisdes realizadas no material antes da
inocula¢d@o, enquanto que as quimicas estdo relacionadas com os reguladores e
outras substancias que compdem o meio de cultivo (Torres & Caldas, 1990).

Em relacdo aos seedlings, o tratamento controle (auséncia de
reguladores) ndo promoveu a necrose dos tecidos inoculados, assim como ndo
induziu calos. Foi verificado um estiolamento destes explantes, provavelmente
devido ao fato de todos estarem em condi¢do de auséncia de luz durante todo o
esperimento (Figura 2A).

Dessa forma, foi constatado que, para a candeia iniciar o processo de
cultura de calos, é imprescindivel a suplementagdo do meio nutritivo com
reguladores de crescimento. Esta constatacdo é fundamentada por Vietz & San-
José (1996), os quais mencionaram que, em muitos casos, € necessirio o

suprimento exégeno de reguladores de crescimento para a calogénese. O balanco
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de fitorreguladores proveniente dos niveis de auxinas e citocininas, exdgenas e
endégenas a planta € capaz de estimular a proliferacdo celular.

Os resultados obtidos com os dois explantes de candeia utilizados
indicam que o PIC, isolado ou em combinagdo com as citocininas (KIN e BAP),
apresentou melhores resultados para a porcentagem de cobertura dos explantes
por calos, em relagdo ao 2,4-D. Em Paspalum scrobiculatum L., testaram-se
2,4-D e PIC, isolados ou em combinagdo com KIN, para avaliar a influéncia
destes reguladores na inducdo e regeneracdo de calos. Este estudo, em
concordancia com as respostas dadas pela candeia, demonstrou superioridade do
PIC em comparagdo com o 2,4-D (Kaur & Kothari, 2004).

Para os explantes foliares, a maior porcentagem de drea coberta por
calos foi verificada no meio contendo 1,0 mg L' de PIC + 0,5 mg L' de BAP,
com 40%, em média, de cobertura (Figura 1L). Os calos produzidos
apresentaram coloragdo que variou de marrom a creme, com predominancia de
calos na cor creme e textura compacta. Observacdes contraditérias foram
constatadas por Conceicdo (2000) trabalhando com timbé (Derris urucu). Este
autor, ao testar interacdes de PIC com BAP, obteve calos predominantemente
marrons e de consisténcia fridvel.

O PIC (1,0 mg LY, em interacdo com KIN (0,5 mg L"), destacou-se
como o segundo melhor tratamento na cobertura dos explantes por calos (Figura
1H), ndo diferindo estatisticamente do primeiro. Esta interacdo benéfica para a
producdo de calos ocorreu também em Rudgea jasminoides, quando explantes
foliares foram inoculados em meio MS contendo 2,22uM de KIN + 2,07 uM de
PIC, havendo maior ocorréncia destes (Stella & Braga, 2002).

A utilizagio do PIC isolado na concentragio 2,0 mg L' promoveu boa
producdo de calos nas folhas inoculadas, com coloragdo clara (de creme a
branco) e consisténcia altamente fridvel (Figura 1E). O desenvolvimento de

calos brancos e fridveis em Rudgea jasminoides foram observados apenas na
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auséncia de cinetina, em meio de cultura suplementado com PIC na
concentracdo de 8,28 uM (Stella & Braga, 2002). Estes resultados estdo de
acordo com os obtidos por Fitch & Moore (1990) para cana-de-acticar, os quais
descreveram que altas concentracdes de PIC no meio proporcionaram calos
brancos translicidos. Também concordam com os de Ciddi & Shuler (2000), em
Nothapodytes foetida, utilizando o PIC na concentragio 2,0 mg L, apresentou o
melhor desenvolvimento de calos fridveis para posterior transferéncia para meio
de cultivo em suspensdo celular. O estabelecimento de calos fridveis € de suma
importincia para utilizacdo em suspensdo celular e determinacdo de protocolos
visando a produ¢do de metabdlitos secunddrios in vitro e estudo das rotas
metabdlicas.

Por outro lado, o 2,4-D, isolado ou em interacdo com as citocininas
(KIN e BAP) no processo de calogénese, proporcionou queda nos valores de
cobertura dos explantes foliares por calos. Este decréscimo foi mais intenso
quando esta auxina foi adicionada ao meio na auséncia destas citocininas. Os
valores de area coberta ficaram entre 9,17% e 11,67% (Figura 1C e 1B,
respectivamente). Em relacdo ao aspecto visual, os calos eram escuros e de
consisténcia compacta. Tao et al. (2002), tentaram induzir calos em explantes
foliares de seedlings de Citrus grandis. Para isso, os autores estudaram
diferentes concentragdes de auxinas (2,4-D; 4-CPA; ANA; 2,4,5-T; MCPA;
Dicamba e Picloram) e verificaram que o 2,4-D, em qualquer uma das
concentragdes estudadas (0,9; 4,5; 9,1; 22,6; e 32,2 uM), apresentou altas
porcentagens de explantes cobertos por calos (em torno de 95%), sendo que nas
concentragdes entre 9,1 e 32,2 uM os calos apresentaram alta friabilidade. Ja o
PIC, mostrou-se ineficiente no processo de calogénese, apresentando menos de
30% de explantes cobertos por calos.

Ao contrério do que ocorreu com a candeia, varios trabalhos destacam o

2,4-D como uma eficiente auxina na producdo de calos, como em Croton
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urucurana (Lima, 2004), Inga vera (Soares, 2003), Byrsonima intermedia
(Nogueira, 2003), Gymnema sylvestre (Kumar et al., 2002) e Rudgea
viburnoides (Bonilla, 2002). O 2,4-D é a auxina mais comumente utilizada na
inducdo de calos, tanto em espécies herbaceas como lenhosas.

O aspecto visual dos calos formados a partir de explantes foliares de

cadeia nos diferentes tratamentos estd representado na Figura 1.

FIGURA 1. Aspecto visual dos calos induzidos a partir de explantes foliares de
candeia nos diferentes balancos hormonais (em mg L), sendo:
controle (A); 1,0 2,4-D (B); 2,0 2,4-D (C); 1,0 PIC (D); 2,0 PIC (E);
1,0 2,4-D + 0,5 KIN (F); 1,0 2,4-D + 1,0 KIN (G); 1,0 PIC + 0,5
KIN (H); 1,0 PIC + 1,0 KIN (I); 1,0 2,4-D + 0,5 BAP (J); 1,0 2,4-D
+ 1,0 BAP (K); 1,0 PIC + 0,5 BAP (L); 1,0 PIC + 1,0 BAP (M). As
barras nas figuras correspondem a 1cm. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Em candeia, foi possivel observar que as folhas jovens obtiveram
melhores ganhos de biomassa fresca nos tratamentos em que o meio MS foi

suplementado com 1,0 mg L™ de PIC em combinagio com 0,5 mg L' de BAP
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(Figura 1L) e 0,5 ou 1,0 mg L' de KIN (Figura 1H e 1I, respectivamente), nio
tendo havido diferencas significativas. Nestes dois balancos hormonais
verificaram-se 760,06 mg e 759,69 mg de biomassa fresca, respectivamente.
Resultados semelhantes foram obtidos nos estudos de Concei¢ao (2000) e Kaur
& Kothari (2004). O primeiro avaliou a inducdo de calos em explantes radiciais
de Derris urucu por meio da interacdo de ANA + BAP, PIC + BAP e dos
reguladores de crescimento 2,4-D, ANA, AIB, PIC e BAP isolados, inoculados
em meio MS, para a avaliacdo das varidveis matérias fresca e seca dos calos
produzidos. Por meio deste experimento o autor pdde concluir que, de modo
geral, as melhores respostas para a induc¢do de calos em segmento radicial, em
termos de peso de matéria fresca e seca, foi com o tratamento 1,6 + 3,2 mg L™
de PIC + BAP, alcangando 0,7841 g e 0,0420 g, respectivamente. Estes valores
foram superiores aos induzidos por ANA + BAP, porém, inferiores aos calos
formados pelo uso de 2,4-D.

Ja Kaur & Kothari (2004), ao trabalhar com Paspalum scrobiculatum L.,
inocularam inflorescéncias imaturas em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de 2,4-D e PIC (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 5,0 mg L'l), isolados ou em
combinacio com KIN (0,5 ¢ 1,0 mg L™), visando iniciagio e regeneracio de
calos. Estes autores puderam concluir que a mdxima producdo de biomassa
fresca foi atingida quando se adicionou ao meio PIC (1,0 mg L") em
combinacio com KIN (1,0 mg L™), onde o valor obtido foi da ordem de 585 mg
de calos, apds quatro semanas de cultivo.

Figueiredo et al. (2000) trabalharam com explantes foliares de Rollinia
mucosa para a inducdo de calos em regime de auséncia de luz. Estes autores
testaram diversos reguladores de crescimento (2,4-D, BAP, ANA e GA;) e
quatro niveis de PIC e concluiram que o meio acrescido de 20,9uM de PIC foi o
que respondeu melhor ao acimulo de massa fresca e seca. No explante foliar de

candeia, o PIC isolado na concentracdo de 2,0 mg L mostrou-se eficaz (552,18
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mg), porém, a adicdo das citocininas promoveu ganhos mais significativos. Esta
resposta dada pela candeia estd de acordo com Tisserat (1985), que comprovou
que a producdo de calos pode ser induzida apenas pela adi¢do de auxina. No
entanto, quando se adicionou citocinina, a proliferacio celular aumentou.

O 2,4-D isolado mostrou baixa eficiéncia em relacdo ao acumulo de
biomassa em candeia em ambas as concentragdes estudadas. No entanto, os
dados indicam que o incremento da concentracdo deste regulador promoveu um
declinio nestas varidveis avaliadas. Esta resposta pode ser conseqiiéncia de uma
provéavel fitotoxicidade provocada pelo aumento do fitorregulador no meio de
cultura. Bonilla (2002), ao trabalhar com Rudgea viburnoides, verificou que
niveis crescentes de 2,4-D tiveram um efeito significativo sobre os valores
médios do peso da matéria fresca e seca dos calos, tanto para explantes foliares
como para caulinares.

Em relacdo aos seedlings, as respostas obtidas foram semelhantes as dos
explantes foliares, ou seja, para a porcentagem de drea coberta por calos, os
melhores resultados foram nos tratamentos que utilizaram PIC, com ou sem
citocininas. O maior valor para esta varidvel avaliada foi verificado na interacdo
PIC + KIN (1,0 + 0,5 mg L"), em que a média de cobertura atingiu 47,5%
(Figura 2H), seguido das médias obtidas para os tratamentos com o PIC isolado
nas duas concentragdes (Figuras 2D e 2E) e em combinacio com 0,5 mg L
BAP (Figura 2L), com 39,17 e 38,33%, respectivamente. Nestes balancos, os
calos apresentaram textura altamente fridvel e coloragdo variando do marrom-
claro ao creme, ao passo que nos tratamentos com 2,4-D, além da baixa taxa de
inducdo de calos, estes eram mais compactos e tendendo, na maioria, a cor

marrom.
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FIGURA 2. Aspecto visual dos calos induzidos a partir de seedlings de candeia
nos diferentes balancos hormonais (em mg L"), sendo: controle (A);
1,0 2,4-D (B); 2,0 2,4-D (C); 1,0 PIC (D); 2,0 PIC (E); 1,0 2,4-D +
0,5 KIN (F); 1,0 2,4-D + 1,0 KIN (G); 1,0 PIC + 0,5 KIN (H); 1,0
PIC + 1,0 KIN (D); 1,0 2,4-D + 0,5 BAP (J); 1,0 2,4-D + 1,0 BAP
(K); 1,0 PIC + 0,5 BAP (L); 1,0 PIC + 1,0 BAP (M). As barras nas
figuras correspondem a 1cm.UFLA, Lavras, MG, 2004.

Denchev & Conger (1995), ao estudarem inducio e regeneracdo de calos
em Panicum virgatum L., testaram dois explantes (cariopses maduras e seedlings
jovens) inoculados em diferentes tipos e concentragdes de auxinas e citocininas
para avaliar a eficiéncia do processo de calogénese e a conseqiiente regeneragao
de Panicum virgatum L. Este experimento testou tré€s niveis de 2,4-D e PIC
(11,3; 22,5 e 45,0 uM) em combinagdo com quatro niveis de BAP (0,0; 5,0; 15,0
e 45,0 uM), e os explantes mantidos no escuro. Ambas as auxinas apresentaram
bons desempenhos, isoladas ou em combinagdo com o BAP. Para o explante
cariopses maduras, os autores mencionaram que, quando foi utilizado o PIC, o

melhor desempenho na inducdo de calos foi verificado na concentragdo 45,0 uM
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em interacdo com 0,0 a 45,0 uM de BAP. J4 o 2,4-D com BAP, em todos os
balangos, produziu calos, mas ndo com a mesma eficiéncia que o PIC. Em
relacd@o aos seedlings jovens, os melhores resultados foram observados com 11,3
uM PIC + 0,0 ou 5,0 uM BAP e 22,5 uM 2,4-D + 0,0 uM BAP, seguidos de
11,3 uM 2,4-D + 0,0 uM BAP. Verificou-se que, para os seedlings, a interacio
do PIC com baixas concentragdes de BAP foi benéfica, enquanto que as demais
apresentaram decréscimo na produgdo de calos. O 2,4-D revelou-se melhor
isolado do que em combinacdo com o BAP. Ozias-Akins & Vasil (1985)
mencionaram que citocininas exdgenas nem sempre sao necessdrias e que
muitos tecidos desenvolvem-se in vitro apenas com suprimento de auxinas.

Woo et al. (2000) testaram duas auxinas (2,4-D e ANA) em combinacio
com KIN, para a inducéo de calos em segmentos cotiledonares de Fagopyrum
esculentum Moench. Concluiram que o 2,4-D, nas concentragdes 1,0; 2,0 e 3,0
mg L' com KIN 0,2 mg L™, apresentou alta eficiéncia para a cultura de calos
(100% de indugdo). Ja a interacdo de ANA (nas mesmas concentracdes que o
2,4-D) e KIN (0,2 mg L") ndo formou calos em nenhuma das condicdes
testadas. Pierik (1990) mencionou que, no processo de calogénese, o incremento
exdgeno de reguladores de crescimento é, freqiientemente, indispensdvel na
inducdo de calos em qualquer explante. Este requerimento exdgeno de
fitorreguladores (tipo, concentracdo e razdo auxina/citocinina) depende do
gendtipo e contetido endégeno de hormonios.

Para a varidvel biomassa fresca e seca dos seedlings de candeia, os
resultados foram diferentes dos apresentados para a porcentagem de cobertura
dos explantes por calos. Nesta avaliagdo, o balanco hormonal que atingiu o
maior acimulo de massa foi 1,0 mg L'24D+ 1,0 mg L' BAP (Figura 2K),
com 419,76 e 33,38 mg, para biomassa fresca e seca, respectivamente. Salman
(2002), estudou diferentes combinagdes de 2,4-D (0,0; 0,5 e 1,0 mg L'l) com
BAP (0,0; 0,2; 0,5 e 2,5 mg L’l), visando a producgdo de calos em Gypsophila
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paniculata para cultura de suspensdo celular. Esta interacdo promoveu grande
desenvolvimento de calos com textura fridvel. Neste experimento foram
avaliadas as varidveis biomassa fresca e biomassa seca da cultura de calos. Os
resultados indicaram que a concentracdo ideal foi de 1,0 mg L™ 2,4-D e 0,2 mg
L' BAP. O tratamento com auséncia de reguladores foi o que apresentou o
menor acimulo de biomassa para esta espécie, indicando que apenas os
hormonios endégenos nio foram suficientes para a inducdo de calos em
Gypsophila paniculata. Estes resultados corroboram com as respostas obtidas no
presente trabalho.

Em Calendula officinalis, Grzelak & Janiszowska (2002) estudaram o
efeito de duas auxinas (2,4-D e AIB) e duas citocininas (KIN e 2iP) na indugdo
de calos. Os resultados mostraram que a melhor condicao para se obter actimulo
de biomassa nos explantes foi a partir de baixas concentra¢des dos reguladores
de crescimento. Neste estudo, a combinacgdo ideal foi de 0,4 mg L' de24D+
0,4 mg L de KIN, a qual promoveu maior eficiéncia no desenvolvimento de
calos. Neste estudo, o 2,4-D e o AIB, isolados, ndo promoveram inducdo de
calos, sendo necessdria a interacdo destes com citocininas.

Ao contrdrio da candeia, em Croton urucurana, a maxima producdo de
matéria fresca de calos foi obtida a partir de altas concentracdes de 2,4-D (entre
3,0e 5,0 mg L") (Lima, 2004). De acordo com Kaur & Kothari (2004), para a
espécie Paspalum scrobiculatum, quando a concentracdo de 2,4-D foi
incrementada de 2,0 para 5,0 mg L™, observou-se declinio no peso fresco de

calos em comparagio com o nivel 6timo (0,5 — 1,0 mg L™).
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6 CONCLUSOES

Houve diferencas entre os explantes utilizados em relacdo a porcentagem
de cobertura por calos em candeia, porém, para o nimero de explantes
formadores de calos, os explantes nao diferiram estatisticamente entre si.

O meio MS sem adi¢do de reguladores de crescimento ndo promoveu
induc¢do de calos em ambos os explantes.

Em geral, o PIC apresenta melhores respostas para as varidveis
estudadas em comparacgio com o 2,4-D.

Em relagcdo a porcentagem da drea dos explantes cobertos por calos, os
melhores resultados foram obtidos a partir de 1,0 mg L PIC + 0,5 mg L™ KIN
em folhas e 1,0 mg L' PIC + 0,5 mg L' BAP em seedlings.

O actimulo de biomassa fresca e seca é mais evidente em 1,0 mg L™ PIC
+ 0,5 mg L' BAP nos explantes foliares, enquanto que, para os seedlings, as

maiores médias foram alcangadas em 1,0 mg L' 2,4-D + 1,0 mg L' BAP.
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CAPITULO 4

Inducio de brotacoes em segmentos apicais e nodais de candeia sob

diferentes condicoes de cultivo

1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Induc¢do de brotagdes em segmentos apicais e nodais
de candeia sob diferentes condi¢des de cultivo. In: . Germinacio,
inducdo de calos, micropropagacio e anatomia foliar da candeia
(Eremanthus erythropappus Mac Leish). 2004. p. 68-90. Dissertagio
(Mestrado em Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

Em sistemas nos quais a propagacdo in vitro é obtida por meio da regeneracio
direta de gemas contidas nos explantes, € possivel obter plantulas idénticas a
planta-mde e em tempo e espaco fisico bastante reduzidos. O objetivo do
presente trabalho foi determinar um protocolo de propagagdo in vitro, por meio
da organogénese direta de brotacdes a partir de segmentos apicais e nodais de
candeia. O material utilizado foi retirado de plantulas germinadas in vitro. Os
segmentos apicais foram inoculados em meio MS, sob diferentes combinagdes
de ANA e BAP, e os segmentos nodais em meio MS com diferentes
combinacdes de GA; e ANA. Foram avaliados o nimero de brotagdes e o
tamanho dos explantes no experimento com segmentos apicais € comprimento
das brotacdes, nos segmentos nodais. Os resultados indicaram que a melhor
condicdo para a obten¢do de maior niimero de brotagdes foi em meio contendo
ANA e BAP, ambos na concentracio de 1,0 mg L. O meio suplementado
apenas com ANA (1,0 mg L") promoveu maior comprimento dos explantes nos
segmentos apicais. Nos segmentos nodais, as gemas axilares obtiveram maior
comprimento em meio contendo 2,0 mg L' de ANA.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Induc¢do de brotagdes em segmentos apicais e nodais
de candeia sob diferentes condi¢des de cultivo. In: . Germination, callus
induction, micropropagation and foliar anatomy of candeia (Eremanthus
erythropappus Mac Leish). 2004. p. 68-90. Dissertation (Master Program in
Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

The in vitro propagation is got by direct buds regeneration from explants, it is
possible to have identical plantlets like the plant mother and in time and in a
physical space reduced. The purpose of this work was to determinate an in vitro
propagation protocol, through direct shoots organogenesis from candeia’s apical
and nodal segments. It was used materials from in vitro germinated plantlets.
Apical segments were inoculated in MS medium under different NAA and BAP
combinations, and the nodal segments, in MS medium with different GA; and
NAA combinations. Shoots number, explants size in the experiment with apical
segments and shoots length in the nodal segment were evaluated. The results
indicated that the best condiction to have the largest number of shoots, was the
medium having NAA and BAP, both in 1.0 mg L' concentration. The supplied
medium with NAA (1.0 mg L™) only, gave higher explants length in the apical
segments. On nodal segments the axial buds had longer length in the medium
having 2.0 mg L of NAA.

" Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
professor).
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3 INTRODUCAO

A micropropagagao foi descrita por Giles (1985) como um processo que
envolve a multiplicacdo in vitro de plantas em condi¢des estéreis e em um meio
de cultura definido, com a incorporacio de reguladores de crescimento
especificos que estimulam respostas de crescimento. Assim sendo, neste
processo, os reguladores de crescimento adicionados ao meio modificam as
relacdes hormonais no explante, fazendo com que o0s meristemas se
desenvolvam.

O conceito de que a diferenciacdo de 6rgdos em plantas € regulado pela
interacdo de dois tipos de hormonios (auxinas e citocininas) € utilizado no
desenvolvimento de sistemas de micropropagacdo em diversas espécies. Outro
grupo de reguladores de crescimento, utilizado na fase de multiplicacdo, é
formado pelas giberelinas, que estimulam o crescimento, pois promovem a
expansdo celular (Schuch & Peters, 1993). A adi¢@o de reguladores exdgenos
depende fundamentalmente dos niveis de hormdnios endégenos. Ao mesmo
tempo, quando um regulador exdgeno ¢é adicionado, a planta responde
compensando este aumento pelo incremento da concentragdo de hormodnios
enddégenos no processo de morfogénese (George, 1996).

A morfogénese ¢, fundamentalmente, o resultado da divisdo e
diferenciacdo de células organizadas, com padrdes definidos e que dependem,
basicamente, da atividade e expressdo de certos genes. Existem dois processos
morfogenéticos, a embriogénese somadtica (formacdo de embrides) (Mathews et
al.,, 1993) e a organogénese (formacgdo de brotos) (Hossain et al., 1993). De
acordo com Echeverrigaray et al. (2001), em sistemas nos quais a
micropropagacdo € obtida por meio da regeneracdo direta, o efeito dos
reguladores de crescimento s@o ainda mais evidentes e concentracdes maiores de
citocininas se fazem, em geral, necessdrias. No caso da camomila romana

(Anthemis nobilis L.), altas taxas de regeneracdo sdo obtidas a partir de explantes
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cultivados em meio contendo 1,0 mg L' de BAP e 0,2 mg L' de ANA
(Echeverrigaray et al., 2000).

Além dos reguladores de crescimento, o meio de cultivo também
interfere no desenvolvimento das plantulas in vitro, ja que afeta diretamente a
nutricdo das mesmas. Vdrias solucdes salinas tém sido utilizadas para o
desenvolvimento de cultura de tecidos de plantas. Essas solu¢des apresentam
variacdes nas concentra¢des de sais e na fonte de nitrogénio e outros compostos
essenciais. A solucdo salina mais utilizada, tanto em plantas aromdticas e
medicinais quanto em outras espécies vegetais, € a solucdo proposta
originalmente por Murashige & Skoog (1962) para o cultivo de Nicotiana
tabaccum L. (Echeverrigaray et al., 2001).

O sucesso da multiplicacdo in vitro depende também da fonte de
explante utilizada. No processo de organogénese, varios estudos relatam a
utilizacdo de duas fontes de explante: segmento apical e nodal. Nesse contexto,
Mantell et al. (1994) mencionam que brotos axilares sdo aqueles que emergem a
partir de suas posi¢des normais, nas axilas das folhas, enquanto que os brotos
apicais sdo os que ocupam a extremidade apical. Ambos contém meristemas
quiescentes ou ativos, dependendo do estado fisioldgico da planta.

A maioria das plantas vasculares tem um modo indeterminado de
crescimento e a axila das folhas contém meristemas subsididrios, cada um dos
quais € capaz de desenvolver um broto que é idéntico ao eixo principal.
Dependendo do grau de ramificacdo apresentado por uma espécie em particular
(aspecto esse que também € influenciado, até certo grau, pelo ambiente),
somente um nudmero limitado de meristemas axilares se desenvolve, sendo a
maioria inibida pela dominancia apical. Ainda que se tenha demonstrado que o
mecanismo de domindncia apical estd sob o controle de vdrios reguladores de

crescimento, em muitas plantas, o desenvolvimento de gemas axilares parece

depender do suprimento de citocinina para o seu meristema. Portanto, os brotos
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apicais cultivados em meio basal, sem regulador de crescimento, desenvolvem-
se tipicamente em brotos semelhantes a plantulas, com forte dominancia apical.

Em geral, a técnica de proliferacio por meio de brotos axilares é
aplicdvel a qualquer planta que produza regularmente brotos axilares e responda
a citocininas, tais como BAP, 2iP e zeatina. Isso inclui um nimero crescente de
espécies lenhosas, especialmente arvores de florestas e pomares, para as quais ha
claramente grandes vantagens em se terem sistemas rdpidos de propagagdo
clonal. Para a propagacdo vegetativa de arvores, por meio de métodos in vitro, é
da maior importancia o estado juvenil. A fase de crescimento das plantulas, que
se segue a germinagdo, ¢ descrita como fase juvenil. Esta ¢ uma fase de
crescimento muito ativo. Em vista disso, os explantes de gemas e brotos axilares
e apicais sdo geralmente utilizados para a propagagdo de culturas durante esta
fase de crescimento. No entanto, devido as dificuldades de descontaminacdo de
explantes provenientes de campo, tem-se preferido a utilizacdo de explantes
oriundos de sementes germinadas em condi¢des assépticas (Del Pontes, 1999;
Coelho, 1999; Pinto et al., 1994).

O objetivo do presente trabalho foi determinar um protocolo de
propagacdo in vitro, por meio da regeneracdo direta de brotacdes a partir de
segmentos apicais e nodais de candeia provenientes de plantulas cultivadas

assepticamente.

72



4 MATERIAL E METODOS

Inducao de brotacoes em segmentos apicais de candeia

Foram utilizados, como fonte de explantes segmentos, apicais obtidos a
partir das plantulas provenientes de sementes germinadas in vitro em meio MS.
Os segmentos apicais com aproximadamente 0,5 cm de comprimento foram
inoculados em meio MS sem reguladores e suplementado com diferentes
concentragdes de BAP (0,0; 0,5; 1,0 e 1,5 mg L'l) em interacdo com ANA (0,5 e
1,0 mg L"), acrescidos de 3% de agticar. Os meios foram solidificados com dgar
0,6% e o pH foi aferido para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem a 120°C, durante
20 minutos.

Ap6s a inoculagdo, os tubos de ensaio, cada um contendo 1 segmento,
foram mantidos em sala de crescimento sob condicdes controladas de
temperatura 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 25 ymol. m>. ™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido
por nove combinagdes de fitorreguladores (Tabela 1) e 5 repeticdes de 4 tubos
cada uma. As avaliagdes foram realizadas apds 45 dias de incubacdo. As
varidveis foram analisadas pelo programa SISVAR (Ferreira, 1999), no qual as
médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Apds 45 dias de incubacio,
foram analisados presenca de raizes, comprimento dos explantes e nimero de

brotagdes.
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TABELA 1. Combinagdo das diferentes concentracdes de BAP e ANA
utilizadas para indug@o de brotacdes em segmentos apicais de
candeia. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamento BAP (mg L") ANA (mgL™)
T, 0,0 0,0
T, 0,0 0,5
T; 0,0 1,0
T, 0,5 0,5
Ts 0,5 1,0
T 1,0 0,5
T, 1,0 1,0
Ts 1,5 0,5
Ty 1,5 1,0

Experimentos anteriores apontaram a utilizacdo de BAP em interagdo
com ANA como ideal para a indugdo de brotacdes axilares em segmentos
apicais de candeia. Porém, o BAP isolado proporcionava hiper-hidratacdo nos

explantes.

Inducao de brotacoes em segmentos nodais de candeia

Foram utilizados, como fonte de explantes, segmentos nodais obtidos a
partir das plantulas provenientes de sementes germinadas in vitro em meio MS.
Os segmentos nodais com aproximadamente 1,5 cm de comprimento e contendo
2 gemas laterais foram inoculados em meio MS suplementado com diferentes
concentracdes de ANA (0,0 e 2,0 mg L'l) em interacdo com GA; (0,0; 0,5 e 1,0
mg L") e acrescidos de 3% de acticar. Os meios foram solidificados com 4dgar
0,6% e o pH foi aferido para 5,7 £ 0,1 antes da autoclavagem a 120°C, durante

20 minutos.
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Apés a inoculagdo, os tubos de ensaio, cada um contendo 1 segmento,
foram mantidos em sala de crescimento sob condi¢cdes controladas de
temperatura 26 + 1°C, fotoperiodo de 16 horas e irradiancia de 25 pmol. m™. s™.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido
por seis combinacdes de fitorreguladores (Tabela 2), com 5 repeti¢des de 4 tubos
cada uma. Avaliou-se o comprimento médio das brotacdes, apés 45 dias de

incubacdo. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5%.

TABELA 2. Combinagao das diferentes concentragdes de ANA e GA; utilizadas
para a indug@o de brotacdes em segmentos nodais de candeia.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamento ANA (mg L™ GA; (mgL™)
T, 0,0 0,0
T, 0,0 0,5
T 0,0 1,0
T, 2,0 0,0
Ts 2,0 0,5
Te 2,0 1,0

Experimentos anteriores ndo demontraram efeito benéfico da interagdo
de BAP com ANA, por isso foram utilizados os reguladores ANA e GA; com
intuito de alongar as gemas laterais dos segmentos nodais de candeia, para

promover a multiplicagdo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Inducao de brotacées em segmentos apicais de candeia

De acordo com os resultados apresentados na Figura 1, pode-se inferir
que o meio MS sem reguladores de crescimento, ou suplementado apenas com
ANA nas duas concentracdes testadas (0,5 e 1,0 mg L), ndo se mostrou eficaz
quando se avaliou o numero de brotacdes (tratamentos 1, 2 e 3). Nestas
condicdes, os explantes apenas alongaram, ndo langcando nenhuma brotacao
axilar, ao passo que a interacdo do BAP com ANA promoveu o lancamento de

brotagdes axilares.

Niumero de brotacies
()
|
-

I | I | I | [
1 2 3 4 5 G 7 =] g

Tratamentos

FIGURA 1. Ndmero de brotacdes emitidas a partir de segmentos apicais de
candeia inoculados sob diferentes combina¢des dos reguladores
ANA e BAP (em mg L"), sendo: testemunha (1); 0,5 ANA (2);
1,0 ANA (3); 0,5 BAP +0,5 ANA (4); 0,5 BAP + 1,0 ANA (5);
1,0 BAP + 0,5 ANA (6); 1,0 BAP + 1,0 ANA (7); 1,5 BAP + 0,5
ANA (8) e 1,5 BAP + 1,0 ANA (9). Os pontos no gréfico indicam
a média, os tragos, a mediana, e a caixa, a variabilidade dentro dos
tratamentos. UFLA, Lavras, MG, 2004.
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Em func¢do das repostas obtidas nos tratamentos em que o meio ndo foi
acrescido de reguladores ou apenas suplementado com ANA, analisaram-se 0s
demais tratamentos. Os resultados indicaram que os balangos hormonais
utilizados diferem estatisticamente entre si (Tabela 1), sendo a combinag¢do 1,0
mg L' BAP + 1,0 mg L' ANA (tratamento 7), com média de 3,9 brotagdes por

explante, o melhor balanco para induzir a emissdo de brotagdes axilares.

TABELA 1. Numero de brotagdes obtidas a partir de segmentos apicais de
candeia inoculados em meio MS adicionado de BAP e ANA.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamento N° brotacoes
(T7) 1,0mg L BAP + 1,0 mg L' ANA 3,90 a*
(T8) 1,5mg L BAP + 0,5 mg L' ANA 2,60 b
(T5)0,5mg L BAP + 1,0 mg L' ANA 2,60 b
(T9) 1,5 mg L BAP + 1,0 mg L' ANA 2,55b
(T4)0,5mg L BAP +0,5mgL"' ANA 1,85b
(T6) 1,0 mg L BAP +0,5mg L' ANA 1,65b

* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Ja para a varidvel comprimento dos explantes, as maiores médias foram
obtidas nos tratamentos 2 e 3, em que o ANA foi utilizado isolado. O maior
comprimento médio dos explantes (3,65 cm) foi verificado no meio MS
suplementado com 1,0 mg L' de ANA (Figura 2). Estas respostas podem estar
relacionadas a capacidade que as auxinas t€m de induzir o alongamento celular
e, desse modo, promover o crescimento do explante (Teixeira & Marbach,
2000). A auséncia de reguladores ou a interacdo entre BAP e ANA ndo

promoveram desempenho satisfatério no desenvolvimento dos explantes.
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FIGURA 2. Comprimento dos explantes emitidos a partir de segmentos apicais
de candeia inoculados sob diferentes combinacdes dos reguladores
ANA e BAP (em mg L"), sendo: testemunha (1); 0,5 ANA (2);
1,0 ANA (3); 0,5 BAP +0,5 ANA (4); 0,5 BAP + 1,0 ANA (5);
1,0 BAP + 0,5 ANA (6); 1,0 BAP + 1,0 ANA (7); 1,5 BAP + 0,5
ANA (8) e 1,5 BAP + 1,0 ANA (9). Os pontos no gréfico indicam
a média, os tracos, a mediana, e a caixa, a variabilidade dentro dos

tratamentos. UFLA, Lavras, MG, 2004.
De acordo com os resultados apresentados, € possivel afirmar que, para
a inducdo de brotacdes axilares em segmento apical de candeia, é necesséria a
adicdo de BAP ao meio de cultura; no entanto, sua presenga (nas concentragdes
testadas) afetou o crescimento das brotagdes. Segundo Zhang & Stoltz (1991), o
uso de reguladores de crescimento em altas concentracdes, em particular as
citocininas, pode induzir brotagdes com crescimento reduzido, o que pode ser
corrigido por meio da redugdo do nivel destas. Resultados semelhantes foram
reportados por Bais et al. (2002), que desenvolveram um protocolo de
propagacdo clonal in vitro a partir de gemas axilares de Spilanthes mauritiana.

Para a determinacdo deste protocolo foram utilizados os reguladores BAP (0,0 -

1,8 uM) e ANA (0,0 - 0,2 uM), testados isolados ou em combinagdo. Nao foi
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observado desenvolvimento de brotacdes em meio sem reguladores. Na presenca
de BAP (1,0 uM) + ANA (0,1 uM), 96,7% dos segmentos apresentavam
indu¢cdo de brotagdes, com média de 5,6 brotos por explante, sendo esta a
maxima produgdo. Tratamentos contendo BAP e ANA isolados ndo foram
eficazes na regeneracdo de brotacdes, comparados a interacdo destes.

Como visto anteriormente, a produ¢do mdaxima de brotagdes (3,90
brotos/explante) em candeia foi obtida pela interacio de BAP (1,0 mg L) +
ANA (1,0 mg L'"). Este resultado estd em consondncia com o apresentado por
Gomes (1999), o qual testou varias interacdes de BAP com ANA e obteve o
melhor resultado (5 brotos/explante) quando ambos os reguladores estavam na
concentracio de 1,0 mg L. Outros autores, como Macédo et al. (2003), Al-
Wasel (2000) e Casado et al. (2002), em seus trabalhos com Ananas comosus,
Acacia seyal, Santonina canescens, respectivamente, apontam para a
necessidade de utilizacdo da combinacdo entre auxina e citocinina para a
inducdo de brotagcdes nestas espécies. Em contrapartida, Zobayed et al. (2002)
estudaram o efeito dos reguladores BAP e ANA em segmentos nodais de
Annona squamosa na propagacao in vitro desta espécie e obtiveram as melhores
respostas em meio suplementado apenas com BAP (1,5 mg L), com 43,2
brotos/explante. A interacdo dos reguladores ndo promoveu resultados
satisfatérios. As respostas obtidas neste trabalho, e em outros citados, indicam a
importancia do gendtipo na organogénese in vitro.

A concentracdo dos reguladores (auxinas e citocininas) é um fator
determinante para se obter sucesso no processo de propagacdo in vitro. Estas
concentragdes variam de espécie para espécie. Para Typhonium flagelliforme, o
meio ideal para a obten¢do de multiplos brotos normais foi determinado quando
BAP e ANA estavam em concentragdes baixissimas (ambos com 0,1 mg L),
com média de 26,2 brotos por explante (Sai et al., 2000). Ja para segmentos

apicais de Acacia seyal, os melhores resultados foram obtidos a partir de
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combina¢des de BAP (2,0 mg L") com ANA (0,1 ou 0,5 mg L") e BAP (4,0 mg
L") com ANA (0,1 mg L"), que resultaram em médxima multiplicagio de brotos
com 6,3 a 6,7 por explante (Al-Wasel, 2000).

O uso do explante apical de candeia exemplifica o efeito da dominancia
do édpice sobre as gemas axilares. A suplementacdo com citocinina favorece a
liberacdo desta domindncia. Neste contexto, pela Figura 3 é possivel observar o
comportamento dos explantes inoculados em meio MS, sob diferentes

concentra¢des de ANA e BAP.
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FIGURA 3. Segmentos apicais de candeia sob diferentes combinagdes dos
reguladores ANA e BAP (em mg L"), sendo: testemunha (A); 0,5
ANA (B); 1,0 ANA (C); 0,5 BAP +0,5 ANA (D); 0,5 BAP + 1,0
ANA (E); 1,0 BAP + 0,5 ANA (F); 1,0 BAP + 1,0 ANA (G); 1,5
BAP + 0,5 ANA (H) e 1,5 BAP + 1,0 ANA. UFLA, Lavras, MG,
2004.

Conforme ilustra a Figura 3, a presen¢a de BAP inibiu a emissdo de
raizes nos explantes, enquanto o ANA promoveu intensa producio de raizes,
principalmente quando se elevou a concentracdo de 0,5 para 1,0 mg L. Estas
respostas estdo de acordo com Casado et al. (2002), que reportaram a inibi¢do de

formagdo de raizes em segmentos de Santolina canescens em todas as
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concentragdes (1,33; 2,2 e 4,4 uM) de BAP testadas. Nao obstante, Sai et al.
(2000) evidenciaram que explantes de Typhonium flagelliforme cultivados em
meio MS contendo apenas BAP produziram brotacdes e raizes normais,
enquanto que, na presenca do ANA isolado ou em combinacdo com BAP, ndo
apresentaram raizes e, em alguns casos, estas eram anormais (curtas e

atrofiadas).

5.2 Inducao de brotacoes em segmentos nodais de candeia

Conforme os resultados apresentados na Figura 1, € possivel verificar
que o tratamento em que o ANA foi utilizado isolado e na concentragao de 2,0
mg L atingiu a maior média no comprimento das brota¢des (1,49 cm) em
segmentos nodais de candeia. Em contrapartida, o GA; isolado nao foi eficaz no
alongamento das brotagdes e, na concentracdo mdxima utilizada neste
experimento (1,0 mg L), atingiu 0,40 cm de comprimento, sendo esta a menor

média obtida para a varidvel estudada.
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FIGURA 4. Comprimento dos explantes emitidos a partir de segmentos nodais
de candeia inoculados sob diferentes combinacdes dos reguladores
GA; e ANA (em mg L"), sendo: testemunha (1); 0,5 GA; (2); 1,0
GA; (3); 2,0 ANA (4); 2,0 ANA + 0,5 GA; (5); 2,0 ANA + 1,0 GA;
(6). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Os dados apresentados na Tabela 1 mostram as médias obtidas em cada
tratamento. Estes resultados apontam para a superioridade do tratamento em que
o meio MS foi suplementado com ANA (2,0 mg L"), em relagio aos demais no
que tange ao comprimento das brotacdes, pela capacidade que tem de promover
o alongamento celular (Teixeira & Marbach, 2000). Esta resposta é de extrema
importancia para a continuidade do processo de micropropagacao em segmentos
nodais de candeia, visto que, segundo George (1996), o tamanho do explante é
um fator determinante na sobrevivéncia deste na fase de enraizamento e,

principalmente, na aclimatacéo.
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TABELA 1. Comprimento das brotagdes obtidas a partir de segmentos nodais de
candeia inoculados em meio MS adicionado de GA; e ANA.
UFLA, Lavras, MG, 2004.

Tratamento Comp. brotacoes (cm)*
(T4) 2,0 mg L' ANA + 0,0 mg L GA, 1,49 a**
(T6) 2,0 mg L' ANA + 1,0 mg L' GA, 1,06 ab
(T5)2,0mg L' ANA +0,5mg L™ GA, 0,71ab
(T1) 0,0 mg L' ANA + 0,0 mg L™ GA, 0,68 ab
(T2) 0,0 mg L' ANA + 0,5 mg L™ GA, 0,58 b
(T3) 0,0 mg L' ANA + 1,0 mg L' GA, 0,40 b

* Dados transformados para (x+1)™
*#* Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si, pelo teste
de Tukey, a 5% de probabilidade.

O tratamento sem adicdo de reguladores apresentou melhor
desenvolvimento das gemas laterais em comparacdo com os meios adicionados
de GA;. A medida que se aumentou a concentracio deste regulador, ocorreu um
decréscimo no desenvolvimento das brotacdes. Estes resultados indicaram um
efeito negativo da presenca de GA; no meio de multiplicacdo (Figura 2). No
entanto, Figueiredo et al. (2001) consideraram necessdria a utilizacdo de GA;
para alongamento de brota¢des de Rollinia mucosa, antes de transferi-las para o
meio de enraizamento e nio constataram nenhuma resposta adversa a presenca
deste regulador. J4 Hazra et al. (2002) apontaram a eficiéncia do GA; (1,44 uM)
em combinag¢do com BAP (2,22 uM) para alongamento de brotacdes de Agave
sisalana, antes de enraiza-las.

Contudo, Scarpa et al. (2000) estudaram a influéncia de vérios
reguladores de crescimento (BAP, ANA, GA; e AIA), em diferentes
quantidades, na propagacdo in vitro de Myrtus communis. A mdxima

proliferacdo de brotacdes axilares foi obtida a partir da interacdo de BAP com
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ANA, enquanto que a utilizagdo de GA; e AIA inibiu o processo de regeneragdo

das brotagdes.

FIGURA 5. Segmentos nodais de candeia sob diferentes combinacdes dos
reguladores GA; e ANA (em mg L"), sendo: testemunha (A); 0,5
GA; (B); 1,0 GA; (O); 2,0 ANA + 0,0 GA; (D); 2,0 ANA + 0,5
GA; (E); 2,0 ANA + 1,0 GA; (F). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Assim como neste estudo em candeia, outros trabalhos testaram a
utilizacdo do GA; como indutor de brotagdes e ndo somente como agente

promotor do alongamento de brotacdes ja formadas. Neste contexto, Purohit et
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al. (2002) estudaram indugdo de brotacdes em embrides e em nds cotiledonares
de Quercus leucotrichophora e Quercus glauca. Neste trabalho foram utilizados
os reguladores de crescimento BAP, isolado ou em combinagdo com GA; e AIB.
Os resultados obtidos para inducdo de mudltiplas brotacdes e maior altura dos
brotos indicaram que a melhor fonte de explante foram os nds cotiledonares, em
meio suplementado com BAP (22,19 uM) em combinacido com GA; (2,89 uM).
No caso da candeia, a presenga de GA; no meio para propagagdo,
diminuiu consideravelmente o desenvolvimento das brotagdes, principalmente
no meio sem ANA. Comportamento semelhante foi verificado por Pruski et al.
(2000), em seus estudos visando o estabelecimento in vitro e indugdo de
brotagdes em Prunus virginiana, por meio de segmentos nodais inoculados em
meio MS suplementado com AIB e BAP isolados, ou com BAP em combinagdo
com GA;. Estes autores reportaram que o meio suplementado apenas com BAP
¢ ideal para propagacdo clonal in vitro desta espécie. Ja a presenca de GA;

reduziu significativamente a producio de brotos.
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6 CONCLUSOES

Nos segmentos apicais de candeia, o maior nimero de brotagdes é obtido
quando eles sdo inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' BAP
com 1,0 mg L™ ANA, com, aproximadamente, 3,9 brotos por explante.

A presenca de BAP no meio de cultura inibe a formacgdo de raizes nos
explantes apicais, porém, quebra a dominancia do dpice e libera as brotacdes
axilares.

O maior comprimento dos explantes em segmentos apicais ocorre
quando sdo inoculados em meio contendo apenas ANA, na concentracdo 1,0 mg
L', com 3,65 cm.

No caso de segmentos nodais, o maior comprimento das brotacdes é
verificado quando os explantes sdo inculados em meio adicionado de 2,0 mg L™

ANA isolado.
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CAPITULO 5

Anatomia foliar comparada de plantas de candeia provenientes do cultivo

in vivo e in vitro

1 RESUMO

ROSAL, Louise Ferreira. Anatomia foliar comparada de plantas de candeia
provenientes do cultivo in vivo e in vitro. In: . Germinacao, inducio de
calos, micropropagacio e anatomia foliar da candeia (Eremanthus
erythropappus Mac Leish). 2004. p. 91-106. Dissertacio (Mestrado em
Fitotecnia) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

A compreensdo apropriada da estrutura bdsica de uma planta ou 6rgdo é
essencial e indispensdvel para se chegar a um conhecimento adaptativo do
vegetal. Considerando a importancia do conhecimento das estruturas anatdmicas
na defini¢do de um protocolo para micropropagacdo de candeia, este estudo teve
como objetivo comparar a estrutura interna de folhas desta espécie cultivadas in
vivo e in vitro. Para as avaliacdes anatdmicas foram utilizadas folhas do terceiro
nd, do dpice para base, de plantas com 60 dias de cultivo in vitro e de plantas
adultas cultivadas em drea experimental. O estudo anatdmico das folhas baseou-
se no exame microscépico de sec¢des transversais do limbo foliar. As estruturas
foliares de plantas provenientes do ambiente in vivo apresentam epiderme
unisseriada e cuticula espessa. O mesofilo possui organizacio dorsiventral e é
constituido por duas camadas de parénquima pali¢cddico organizado e justaposto,
e duas a trés camadas de parénquima esponjoso. A nervura central apresenta trés
feixes vasculares colaterais. A folha é do tipo hipoestomdtica. Em plantas
cultivadas in vitro, foi verificada apenas uma camada de parénquima pali¢adico
(pouco desenvolvido) e trés a quatro camadas de parénquima esponjoso, ainda
pouco diferenciado. As epidermes apresentaram-se menos espessas que as
oriundas do cultivo in vivo e houve pouca deposicdo de cera sobre a epiderme
adaxial. Na nervura central apenas um feixe vascular foi formado. A folha é do
tipo anfiestomatica.

* Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Orientador).
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2 ABSTRACT

ROSAL, Louise Ferreira. Anatomia foliar de plantas de candeia provenientes do
cultivo in vivo e in vitro. In: . Germination, callus induction,
micropropagation and foliar anatomy of candeia (Eremanthus
erythropappus Mac Leish). 2004. p. 92-106. Dissertation (Master Program in
Crop Science) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG. "

An appropriate understanding of a basic plant or organ structure is essential to
get a knowledge adjustment of a plant. Considering the knowledge importancy
of anatomical structures in the protocol definition to candeia’s
micropropagation, this study had as purpose to compare the leaves internal
structures from this cultured specie in vivo and in vitro. For anatomical
evaluations were used the third leaf, from the tip to the base, plants with 60 days
of in vitro growth and from adult plants growing in experimental area. The
leaves anatomical study was based on microscope examination from transversal
sections from leaf blade. The leaves structures from plants coming from in vivo
enviroment show uniseriate epiderm and thick cuticule. Mesophyl has
dorsiventral organisation and is made of two layers of palisade parenchyma and
two to three spongeous parenchyma layers. A central nervure shows three
colateral vascular bindle. The leaf is from the hipostomatic type. In vitro
cultured plants, was verified only one palisade parenchym layer (not well
developed) and three to four spongeous paranchym layers, still not well
differenciated. The epiderms showed to be less thicker than the ones from in
vivo culture and to have less wax deposition on adaxial epiderm. In the central
nervure only one vascular bundle was formed. The leaf is from the anfistomatic

type.

" Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto — UFLA (Major
professor).
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3 INTRODUCAO

Espécies lenhosas propagadas in vitro sdo, freqiientemente, afetadas por
vérios fatores do meio de cultura, que conduzem a degeneracdo metabdlica e
morfolégica. A compreensdo apropriada da estrutura bisica de uma planta ou
orgao € essencial e indispensdvel para se chegar a um conhecimento adaptativo
do vegetal (Castro, 2002).

Alteragdes na morfologia foliar podem influenciar processos
metabdlicos e fisioldgicos, associados, principalmente, a fotossintese e
transpiracdo. Muitas dessas evidéncias indicam que o estado da 4gua e a fase
gasosa durante os varios estidgios da cultura sdo a chave dos fatores envolvidos
na desorganizacdo morfolégica in vitro. O ambiente de cultivo pode afetar e
conduzir a diferentes atividades enzimdticas, resultando em varias mudangas nos
processos metabdlicos na planta. Algumas respostas, comumente, assemelham-
se a plantas cultivadas sob condi¢des de estresse (Fidelis, 1998).

Plantas cultivadas in vitro sdo heterotréficas ou mixotréficas devido a
falta de um ativo sistema fotossintético e a baixa ou inadequada atividade de
enzimas fotossintéticas (Grout & Aston, 1977; Grout & Donkin, 1987). A baixa
atividade metabdlica associada a fotossintese e a assimilacdo de carboidratos €,
provavelmente, resultado da presenca de alto nivel de sacarose no meio, assim
como a baixa intensidade de luz durante o cultivo in vitro (Capellades et al.,
1990; Kozai et al., 1987).

A desordem estrutural nas plantas in vitro é resultado de complexos e
multiplos fatores no meio de cultura, que induzem a desordem estrutural e
funcional das folhas. A conseqiiéncia € uma baixa taxa de sobrevivéncia das
plantas depois de transferidas para ambiente ex vitro. A compreensao dos varios
fatores do meio de cultura é importante e conhecé-los pode fornecer
instrumentos para o controle da morfogénese de plantas cultivadas in vitro,

anterior a transferéncia para casa de vegetacio (Ziv, 1987).
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Considerando a importancia do conhecimento das estruturas anatomicas
para a defini¢do de um protocolo para micropropagacio de candeia, este estudo
teve como objetivo comparar a estrutura interna de folhas desta espécie

cultivadas in vivo € in vitro.
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4 MATERIAL E METODOS

Para as avaliagdes anatomicas foram utilizadas folhas do terceiro né, do
dpice para a base, de plantulas com 60 dias de cultivo in vitro e de plantas
adultas cultivadas em &drea experimental da Universidade Federal de Lavras
(UFLA).

Sementes de candeia foram inoculadas em meio de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962) suplementado com 30 g L™ de sacarose em tubo de
ensaio (25x150mm) vedado com tampa plastica e filme de PVC, acondicionado
em sala de crescimento sob condi¢des controladas de temperatura 26 + 1°C,
fotoperiodo de 16 horas e irradidncia de 25 umol. m™. s fornecida por lampadas
do tipo fluorescente branca fria.

O material vegetal proveniente de cultura de tecidos e o de ambiente
natural foram fixados em dlcool 70°GL. O estudo anatomico das folhas se
baseou no exame microscopico de se¢des transversais do limbo foliar. Os cortes
foram clarificados em solucdo de hipoclorito de sédio, neutralizadas em dgua
acética 1% e montadas em glicerina a 50%. O corante usado foi a mistura azul
de astra-safranina, seguindo-se os métodos descritos por Kraus & Arduin
(1997).

A partir das se¢Oes transversais, com o auxilio de ocular micrométrica,
foram efetuadas as medicdes. As fotomicrografias foram obtidas utilizando-se
fotomicroscépio Olympus BX 60.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, constituido
de 5 repeti¢des, correspondentes a cinco folhas oriundas de cinco plantas
diferentes. Os tratamentos foram representados por duas condi¢des de cultivo (in
vivo e in vitro). Apés a andlise de variancia, utilizou-se o teste Skott-Knott a 5%,

para a comparacgao das médias entre tratamentos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Por meio dos resultados obtidos na anatomia foliar comparada da
candeia cultivada in vivo e in vitro, observaram-se diferengas significativas na
espessura média das epidermes adaxial e abaxial, parénquima palicddico,

parénquima esponjoso, assim como na espessura total do limbo foliar (Tabela 1).

TABELA 1. Espessura média (um) das epidermes adaxial e abaxial,
parénquimas pali¢ddico e esponjoso e espessura total do limbo
foliar de candeia cultivada in vivo e in vitro. UFLA, Lavras,
MG, 2004.

Epiderme Epiderme Parénquima Parénquima Espessura

Tratamentos adaxial abaxial palicadico €sponjoso total
(pm)
In vivo 2322 a 10,89 a 102,5 a 72,29 a 209,9 a
In vitro 11,17 b 10,35b 4417 b 60,11 b 125,77 b

Limbo foliar

De acordo com os resultados das medicdes realizadas nas secdes
transversais do limbo foliar, as epidermes adaxial e abaxial de plantas cultivadas
in vivo apresentaram-se unisseriadas, com cuticula espessa e bem mais
desenvolvida que as folhas provenientes de ambiente in vitro. Estas
caracteristicas conferem as plantas cultivadas em ambiente natural uma prote¢ao
extra contra a a¢@o da radiacdo solar pelo reflexo dos raios solares, evitando um
superaquecimento do citoplasma das células do mesofilo (Alquini et al., 2003).

No entanto, plantulas cultivadas in vitro apresentaram as epidermes
menos espessas € uma pobre formagdo de cera epicuticular (Sutter, 1988)
(Figura 1). E possivel inferir que estas respostas podem estar relacionadas com a
menor irradidncia e temperatura proporcionada pela sala de crescimento.

Resultados semelhantes foram observados por Nogueira (2003) e Lima (2004).
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Segundo estes autores, as estruturas foliares de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia) e sangra d’dgua (Croton urucurana), respectivamente,
desenvolvidas in vivo, apresentaram as epidermes adaxial e abaxial mais
espessas em comparacdo as oriundas do cultivo in vitro. Em contrapartida,
Souza (2003) e Santos (2001) verificaram que folhas de arnica (Lychnophora
pinaster Mart.) e de cafeeiro (Coffea arabica ‘Rubi’ e Coffea canephora
‘Apoatd’), respectivamente, obtidas por meio de plantulas cultivadas in vivo

eram menos espessas que as origindrias do ambiente in vitro.

FIGURA 1. Secdes transversais do limbo foliar de candeia em condi¢des de
cultivo in vivo (A) e in vitro (B). As barras nas figuras
correspondem a 50 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.

O mesofilo das plantas de candeia cultivadas in vivo apresentou uma
organizacdo dorsiventral. O mesofilo apresentou-se constituido por duas
camadas de células palicddicas organizadas e justapostas e pelo parénquima

esponjoso, formado por duas a trés camadas de células. De acordo com Menezes
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et al. (2003), em espécies com mesofilo dorsiventral, a grande maioria dos
cloroplastos é encontrada nas células do parénquima palicddico. Devido a forma
e ao arranjo das células do pali¢ddico, os cloroplastos podem se dispor
paralelamente as paredes das células, utilizando o maximo de luz e,
conseqilentemente, aumentando a eficiéncia fotossintética. Outro importante
fator que aumenta esta eficiéncia é a ampliacdio de um sistema de espagos
intercelulares no mesofilo, ja que facilita as trocas gasosas. Devido ao arranjo
das células do mesofilo, grandes superficies das células ficam expostas e entram
em contato com o ar presente nos espacos intercelulares.

Em contrapartida, no mesofilo de plantas cultivadas in vitro, observou-
se pouca diferenciagdo das células constituintes, sendo formado somente por
uma camada de parénquima pali¢ddico e trés a quatro camadas de células do
parénquima esponjoso, com bastante espagos intercelulares. A excessiva perda
de dgua que contribui para a dessecacdo das plantas apds a transferéncia tem
sido atribuida a diversas anormalidades induzidas pelas condicdes in vitro e uma
delas € a reduzida diferenciacdo do mesofilo das folhas com alta propor¢ido de
espacos intercelulares (Capellades et al., 1990). A organizacdo do mesofilo de
plantas de ambiente in vitro apresentou-se bem menor que as cultivadas in vivo.
Estes resultados estdo em consondncia com os obtidos por Fidelis (2000), nos
quais o exame da se¢do histoldgica revelou que as folhas de plantas de mama-
cadela (Brosimum guadichaudii) crescidas in vitro apresentaram-se menos
espessadas, tinham um pobre desenvolvimento da camada palicddica com um
significativo espaco de ar no mesofilo, quando comparadas as plantas da casa de
vegetacao.

O grau de desenvolvimento da anatomia do mesofilo no limbo foliar de
plantas de candeia cultivadas in vitro indicou que correcdes durante este
processo de cultivo precisam ser realizadas de modo a promover uma maior

diferenciacdo das células constituintes do mesofilo. Isso porque, sem um
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aumento no desenvolvimento das estruturas anatomicas, a taxa de sobrevivéncia

das plantulas no processo de aclimatagcdo poderd ser comprometida.

Nervura central

Os resultados obtidos a partir da nervura central das folhas de candeia,
em ambos os ambientes de cultivo, indicaram que ha grandes diferengas entre os
sistemas vasculares (Figura 2). Em ambiente natural, estes apresentaram-se mais

desenvolvidos e bastante diferenciados.

FIGURA 2. Secdes transversais da nervura central das folhas de candeia em
condi¢des de cultivo in vivo (A) e in vitro (B), com destaque para
o xilema (Xi) e floema (Fl). As barras nas figuras correspondem a
100 um. UFLA, Lavras, MG, 2004.

Conforme apresentado na Figura 2, em plantas cultivadas in vivo foi
verificada a presenca de trés feixes vasculares colaterais. As células do sistema
vascular apresentaram-se em maior nimero em relacdo as obtidas in vitro e,

devido a alta diferenciacdo, tornou-se possivel a visualizacdo destas que
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apresentaram estruturas anatdmicas mais arranjadas. Uma grande presenca de
tricomas também foi constatada em ambas epidermes (adaxial e abaxial).

Todavia, nas folhas oriundas do cultivo in vitro, somente um feixe
vascular foi formado, com pouca diferenciacdo das células do sistema vascular.
Estas se apresentaram em menor nimero que as verificadas in vivo. Estes
resultados estdo em consondncia com os obtidos por Soares (2003) que, por
meio das segdes transversais da nervura mediana das folhas de ingazeiro (Inga
vera) cultivadas in vitro, verificou a ocorréncia de células dos vasos do xilema
em menor nimero, tamanho e espessura que as células do xilema da nervura
central de folhas cultivadas in vivo.

Souza (2003) reportou a ocorréncia de maior nimero de feixes
vasculares nas folhas de arnica (Lychnophora pinaster) de plantas aclimatadas e
das provenientes do hdbitat natural, em comparacdo com as que foram cultivadas
in vitro.

Em relacdo a presenca de estomatos nas epidermes das folhas cultivadas
nos dois ambientes, as folhas provenientes do cultivo in vivo podem ser
classificadas como hipoestomdticas, enquanto que as plantulas cultivadas in

vitro s@o anfiestomdticas (Figura 3).
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FIGURA 3. Epiderme adaxial de folhas de candeia cultivas in vivo (A) e in vitro
(B). UFLA, Lavras, MG, 2004.

Nao foi possivel fazer a contagem do nimero de estdmatos na epiderme
abaxial das folhas advindas do ambiente natural, devido ao grande nimero de
tricomas. Em folhas coletadas de plantulas cultivadas in vitro, os tricomas,
apesar de estarem em menor nimero, também nao tornaram possivel a contagem
dos estdbmatos na face abaxial. No entanto, foi realizada a contagem dos
estdmatos na epiderme adaxial de folhas provenientes de material cultivado in
vitro, que apresentaram uma média de 56 estdmatos/mm’. A ocorréncia de
estdmatos nas duas epidermes indica que o meio em que as plantulas estavam
sendo cultivadas induziu esta formacdo como uma forma de adaptac@o da planta
ao ambiente em que se encontrava. Como a umidade relativa dentro dos
recipientes de cultivo in vitro encontra-se alta, provavelmente, estes estdmatos
estdo relacionados com uma maior necessidade de estruturas que facilitem a
entrada e saida de ar, assim como a saida de 4gua no interior dos 6rgaos (Alquini

et al., 2003).
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Os estomatos verificados em plantas cultivadas in vitro apresentaram
formato circular, indicando que estes estdmatos sdo menos funcionais que os de
formato eliptico. Estudos mencionam que a estrutura dos estdmatos de plantas
micropropagadas apresentam grandes diferencas em relacdo as plantas que se
desenvolveram em ambiente natural (Fraguas, 2003). Além dos estdmatos,
diferengas no formato das células também foram verificadas. O formato das
células da epiderme in vitro exibiu-se sinuoso, enquanto que o das plantas

oriundas do campo, sem sinuosidade.
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6 CONCLUSOES

As estruturas foliares de plantas provenientes do ambiente in vivo
apresentaram epiderme unisseriada e cuticula espessa. O mesofilo organizacao
dorsiventral e foi constituido por duas camadas de parénquima palicddico
organizado e justaposto, e duas a trés camadas de parénquima esponjoso. A
nervura central apresentou trés feixes vasculares colaterais e a folha foi do tipo
hipoestomatica.

Em plantas cultivadas in vitro, foi verificada apenas uma camada de
parénquima palicddico (pouco desenvolvido) e trés a quatro camadas de
parénquima esponjoso, ainda pouco diferenciado. As epidermes apresentaram-se
menos espessas que as oriundas do cultivo in vivo e houve pouca deposi¢cdo de
cera sobre a epiderme adaxial. Na nervura central apenas um feixe vascular foi

formado e a folha foi do tipo anfiestomatica.

103



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALQUINL Y.; BONA, C.; BOEGER, M. R. T.; COSTA, C. G. da; BARROS,
C. F. Epiderme. In: APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-
GUERREIRO, S. M. (Ed.). Anatomia vegetal. Vicosa: UFV, 2003. p. 87-108.

CAPELLADES, M.; FONTARNAU, R.; CARULLA, C.; DEBERGH, P.
Enviroment influences anatomy of stomata and epidermal cells in tissue-cultured

Rosa multiflora. Journal of the American Society for Horticultural Science,
Alexandria, v. 115, n. 1, p. 141-145, Jan. 1990.

CASTRO, E. M. de. Alteracbes anatomicas, fisioldgicas e fitoquimicas em
Mikania glomerata Sprengel. (guaco) sob diferentes fotoperiodos e niveis de
sombreamento. 2002. 221 p. Tese (Doutorado de Fitotecnia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.

FIDELIS, I. Caracteristicas anatdmicas de estruturas vegetatvas de Brosimum
gaudichaudii Tréc. Desenvolvidas in vitro e in vivo. Ciéncia e Agrotecnologia,
Lavras, v. 24, n. 2, p. 327-336, abr./jun. 2000.

FIDELIS, 1. Micropropagacio de Brosimum guadichaudii Tréc. (Mama-
Cadela) uma espécie considerada medicinal. 1998. 109 p. Dissertagio
(Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

FRAGUAS, C. B. Micropropagacio e aspectos da anatomia foliar da
figueira “Roxo de Valinhas em diferentes ambientes. 2003. 110 p.
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

GROUT, B. W. W.; ASTON, M. J. Transplanting of cauliflower plants
regenerated from meristem culture I. Water loss and water related to changes in

leaf wax and to xylem regeneration. Horticultural Reserch, Edinburgh, v. 17,
n. 1, p. 1-7, 1977.

GROUT, B. W. W.; DONKIN, M. E. Photosynthetic activity of cauliflower
meristem culture in vivo and at transplanting into soil. Acta Horticulture,
Leuven, v. 212, p. 323-327, 1987.

104



KOZAI T.; OKI, H.; FUIIWARA, K. Effects of CO, enrichment and sucrose
concentration under higer photosynthetic photon fluxes on growth of tissue
cultured Cymbidium plantlets during the preparation stage. In: DUCATE, G.;
JACOB, M.; SIMEON, A. (Ed.). Plant micropropagation in horticultural
industries. Liege: Press Universitaires, 1987. p. 47-54.

KRAUS, J. E.; ARDUIN, M. Manual basico de métodos em morfologia
vegetal. Rio de Janeiro: Seropédica, 1997. 198 p.

LIMA, E. C. Micropropagacao, calogénese e anatomia foliar de sangra
d’agua (Croton urucurana BAILL.). 2004. 105 p. Dissertacio (Mestrado) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

MENEZES, N. L. de.; SILVA, D. da C.; PINNA, G. F. de A. M. de. Folha. In:
APPEZZATO-DA-GLORIA, B.; CARMELLO-GUERREIRO, S. M. (Ed.).
Anatomia vegetal. Vicosa: UFV, 2003. p. 301-325.

MURASHIGE, T.; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.
15, n. 3, p. 473-497, Mar. 1962.

NOGUEIRA, R. C. Propagacio in vitro, anilises anatdomicas e bioquimicas
de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. 89 p. Dissertacao
(Mestrado) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

SANTOS, B. R. Propagacio in vitro e abordagem fitoquimica em Salix
(Salix humboldtiana Willd.). 2001. 89 p. Dissertacdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

SOARES, G. de A. Aspectos do cultivo in vitro do ingazeiro [Inga vera Willd.
subsp. affinis (DC) T. D. Penn. ]. 2003. 90 p. Dissertacdo (Mestrado em
Fisiologia Vegetal) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

SOUZA, A. V. de. Propagacao in vitro e aspectos anatomicos de arnica
(Lychnophora pinaster) Mart. 2003. 126 p. Dissertacao (Mestrado) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

SUTTER, E. G. Stomatal and cuticular water loss from apple, cherry and
sweetgum plants after removal from in vitro culture. Journal of the American

105



Society for Horticultural Science, Alexandria, v. 113, n. 2, p. 234-238, Mar.
1988.

ZIV, M. In vivo hardening and acclimatization of tissue culture plants. In:
WITHERS, L. A.; ALDERSON, P. G. (Ed.). Plant tissue culture and its
agricultural applications. London: Butterworths, 1987. p. 187-196.

106



