7 JUELN

UNIVERSIDADE FEDERAL DE LAVRAS

GABRIELEN DE MARIA GOMES DIAS

INDUGAO DE CALOS E POTENCIAL
EMBRIOGENICO EM BASTAO DO
IMPERADOR

LAVRAS - MG
2010



GABRIELEN DE MARIA GOMES DIAS

INDUCAO DE CALOS E POTENCAL EMBRIOGENICO EM BASTAO
DO IMPERADOR

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduagdo
em  Agronomia/Fitotecnia, 4rea  de
concentracdo em Producdo Vegetal, para
obtencdo do titulo de Mestre.

Orientador
Dr. Moacir Pasqual

LAVRAS - MG
2010



Ficha Catalogréafica Preparada pela Divisdo de Processos Técnicos da
Biblioteca da UFLA

Dias, Gabrielen de Maria Gomes.
Indug@o de calos e potencial embriogénico em bastao do

imperador / Gabrielen de Maria Gomes Dias. — Lavras : UFLA,
2010.

101 p. : il.

Dissertagdo (mestrado) — Universidade Federal de Lavras, 2010.
Orientador: Moacir Pasqual.
Bibliografia.

1. Zingiberaceae. 2. Etlingera elatior. 3. Calos in vitro. 4.

Auxinas. 5. Propagacao de plantas. I. Universidade Federal de
Lavras. II. Titulo.

CDD - 631.531




GABRIELEN DE MARIA GOMES DIAS

INDUCAO DE CALOS E POTENCIAL EMBRIOGENICO EM BASTAO
DO IMPERADOR

Dissertagdo apresentada a Universidade
Federal de Lavras, como parte das
exigéncias do Programa de Po6s-Graduagao
em  Agronomia/Fitotecnia, area  de
concentracdo em Producdo Vegetal, para
obtencao do titulo de Mestre.

APROVADA em 04 de agosto de 2010.

Dra. Ana Cristina Portugal Pinto de Carvalho EMBRAPA
Dra. Francyane Tavares Braga EPAMIG
Dra. Leila Aparecida Salles Pio PNPD/EMBRAPA

Dr. Moacir Pasqual
Orientador

LAVRAS - MG
2010



Dedico este trabalho a minha familia, meus pais Dias & Gaby e aos
meus irmaos Jodo Paulo, Adolfo e Giorgina, por me ajudarem a superar, a

acreditar e que apesar da distancia sempre estiveram presentes.



AGRADECIMENTOS

A Deus, sempre e por tudo!

A Universidade Federal de Lavras e ao Departamento de Agricultura
(DAG), pela oportunidade concedida para a realizagdo do mestrado.

Ao CNPq, pela concessdo da bolsa de estudos.

A EMBRAPA Agroindustria Tropical, pelo material vegetal cedido.

Ao meu orientador Prof. Moacir Pasqual por acreditar no meu trabalho e
pela liberdade no desenvolvimento da minha dissertacao.

Aos membros da banca examinadora: Ana Cristina Portugal Pinto de
Carvalho, Francyane Tavares Braga e Leila Salles Pio que gentilmente aceitaram
o convite de avaliacdo deste trabalho.

Aos professores do curso de Pos-Graduagdo em Fitotecnia/Produgdo
Vegetal pelas discussdes e por todos os ensinamentos repassados.

A todos dos laboratérios de Microscopia Eletronica (DFP-UFLA);
Cultura de Tecidos II (DAG-UFLA) e Citogenética (DBI-UFLA).

Meus agradecimentos em especial a “Cida” e ao Filipe que estiveram
sempre ao meu lado contribuindo no desenvolvimento do meu trabalho, me
dando total apoio no decorrer destes anos.

A todos os colegas do Laboratorio de Cultura de Tecidos II, pelas
viagens, bancadas, discussoes cientificas, chas e cafés.

A todos os alunos de iniciagdo cientifica, em especial a Roseneide
(Rose), que compartilharam comigo o trabalho, as davidas, as discussdes e as
descobertas.

A minha irmi de reptblica, Ana Luiza, pela amizade sincera, por estar
comigo nos momentos mais dificeis. Em especial, pela ajuda e ideias concedidas

para a realizagdo deste trabalho.



Ao André (Carioca), pela ajuda concedida nas analises dos dados
estatisticos.
Agradeco a todas as pessoas que de uma forma ou outra contribuiram

para minha formag@o e para que este trabalho se concretizasse.



““Fiz a escalada da montanha da vida
removendo pedras e plantando flores.”

Cora Coralina


http://www.pensador.info/autor/Cora_Coralina/

RESUMO

A espécie Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, popularmente conhecida
como bastdo do imperador, € uma planta ornamental com excelente potencial de
comercializagdo. O método de propagacdo por divisdo de rizomas produz
pequeno numero de mudas. Dessa maneira, protocolos visando propagagdo
massal in vitro dessa espécie, via embriogénese somatica, surgem como
importantes alternativas. O objetivo deste trabalho foi propor metodologias para
o cultivo in vitro de bastdo do imperador, por meio da indugdo de embriogénese
somatica. Para o primeiro trabalho foram testados segmentos de rizoma e
posicdes deste no meio de cultura, e inoculados em meio suplementados com
10uM de ANA, AIA, AIB, picloram, 2,4-D e sem auxina. Foram avaliados aos
50 dias quanto a porcentagem de inducdo de calos. Os resultados indicaram que
o meio MS acrescido de 10uM de 2.,4-D e o rizoma inoculado na posicao
vertical foram os que apresentaram maior porcentagem (100%) de indugdo de
calos embriogénicos. No segundo trabalho, os explantes constituiram-se de
segmentos de rizoma, folhas e raizes, e foram inoculados em meio suplementado
com 2,4-D e picloram nas concentragdes (0,0; 0,05; 0,10; 0,20 uM). Aos 120
dias a avaliagdo foi realizada com relagdo a porcentagem de indugdo de calos.
Os resultados indicaram que o meio de cultura com 2,4-D proporcionou a
indugdo de calos com caracteristicas embriogénicas em explantes de segmentos
de rizomas. O uso de 2,4-D e picloram resultaram na formacdo de calos nos
diferentes explantes, mas verificou-se maior quantidade de embrides somaticos
nos meios suplementados com 2,4-D. Na analise ultraestrutural dos calos com
caracteristicas embriogénicas, verificou-se que as células possuiam formato
isodiamétrico semelhantes a embrides somaticos em estagio globular e na
analise citoquimica, pdde-se confirmar a presenca na massa do calo de células
pré-embriogénicas nos explantes cultivados nos meios de cultura contendo
ambos reguladores. Esses calos foram posteriormente analisados no citdmetro de
fluxo aos 160 dias, onde constatou que os calos induzidos pelo regulador de
crescimento 2,4-D menos mixoploides em relagdo ao picloram. Os resultados
indicam uma variagdo no nivel de ploidia de calos gerados a partir de explantes
de segmentos de rizoma. Assim, a fonte de explante, e a integridade deste tem
relacdo direta na variacdo mitdtica dos calos de bastdo do imperador.

Palavras-chave: Zingiberaceae. Etlingera elatior. Calos in vitro. Auxinas.



ABSTRACT

The species Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith, popularly known as
torch ginger, is an ornamental plant with excellent marketing potential. The
method of division propagation by rhizome division produces a small number of
seedlings. In this manner, protocols aiming at the in vitro massal propagation via
embryogenesis, appear as important alternatives. The objective of this work was
to propose methodologies for the in vitro cultivation of torch ginger, by means
of the somatic embryogenesis induction. For the first work, rhizome segments
and their position in the culture medium and inoculated in a medium
supplemented with 10uM of ANA, AIA, AIB, picloram, 2,4-D and without
auxin were tested. They were evaluated at 50 days as to the percentage of callus
induction. The results pointed out that the MS medium added of 10uM of 2,4-D
and the inoculated rhizome at the upright position were those which presented
the highest percentage (100%) of embryogenic callus induction. In the second
work, the explants consisted of rhizome, leaf and root segments and were
inoculated in medium supplemented with both 2,4-D and picloram at the
concentrations of (0.0; 1.0; 2.0; 4.0 mg L™). At120 days, the evaluation was
performed with relation to the percentage of callus induction. The results pointed
out that the culture medium with 2,4-D provided the induction of calluses with
embryogenic characteristics on rhizome segment explants. Use of 2,4-D and
picloram resulted into the formation of calluses on the different explants, but
increased amount of somatic embryos in the media supplemented with 2,4-D
was found. In the ultrastrucutural analysis of the calluses with embryogenic
characteristics, it was found that the cells possessed isodiametric shape similar to
somatic embryos at the globular stage and the cytochemial analysis, the presence
of the mass of the proembryogenic-celled callus on the explants grown in the
culture media containing both regulators could be confirmed. Those calluses
were later analyzed in the flux cytometer at 160 days, where it was found that
the calluses induced by the growth regulator 2,4-D minus mixoploids in relation
to picloram. The results indicate a variation in the level of ploidy of calluses
generated from rhizome segment explants. So, the source of explant and the
integrity of this have a direct relationship in the mitotic variation of the torch
ginger.

Keywords: Zingiberaceae. Etlingera elatior. In vitro calluses. Auxins.
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CAPITULO 1

Introducéo Geral

1 INTRODUCAO

A floricultura, em seu sentido mais amplo, abrange o cultivo de plantas
ornamentais, desde flores de corte ¢ plantas envasadas, floriferas ou ndo, até a
producio de sementes, bulbos e mudas de arvores de grande porte. E um setor
agricola altamente competitivo, que exige a utilizagcdo de tecnologias avancadas,
conhecimento técnico pelo produtor e, principalmente, um sistema eficiente de
distribuicao e comercializacdo de seus produtos (SILVEIRA, 1993).

Apesar de ser uma atividade recente, e até o final da década de 50,
pouco expressiva, tanto econOmica como tecnologicamente, a produgdo
brasileira vem se desenvolvendo rapidamente com o surgimento e a adogdo de
novas tecnologias, tanto nos sistemas de producido quanto de pds-colheita. Além
disso, as extraordinarias condigdes de producdo do nosso pais, dotado de
diversidade de solo e clima, permitem o cultivo de um infinito niimero de
espécies de flores e plantas ornamentais de comprovada qualidade e beleza,
conferindo ao produto brasileiro, como as flores tropicais, condi¢des de
conquistar espago ¢ se firmar também no mercado mundial (GRAZIANO,
2003).

As exportagdes brasileiras de flores e plantas ornamentais somaram, em
2009, US$ 31.137 milhdes, valor que representou uma queda substancial de
12,30% em relacdo ao desempenho do ano anterior. Tal resultado era aguardado,
tendo em vista os efeitos da crise econdmica e financeira internacional que

abalou sensivelmente os principais mercados importadores da floricultura
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nacional, como os EUA, os paises da Unido Européia e o Japdo (JUNQUEIRA;
PEETZ, 2010).

Embora nos paises desenvolvidos o consumo per capita seja elevado, a
maioria apresenta limitacdes para o cultivo de flores tropicais devido as
condigdes climaticas desfavoraveis ou exigliidade do territério, o que vem
incentivando cada vez mais a produgdo destas flores no Brasil, principalmente
nas regides Nordeste, Norte e Sul pelo clima, disponibilidade de terra, agua,
energia e mao-de-obra (FERREIRA et al., 2002).

Em Minas Gerais, o mercado de produgdo e de comercializagao de
flores, tanto de clima temperado quanto de clima tropical, ¢ bastante promissor,
devido a sua diversidade climatica. A producdo esta distribuida em todas as
regides do estado, porém, para as flores tropicais, duas se destacam, a regido
Norte ¢ a Zona da Mata (LUZ et al., 2010; LANDGRAF; PAIVA, 2005).

As principais espécies de flores tropicais cultivadas no Brasil pertencem
as familias Araceae, Heliconiaceae, Musaceae e Zingiberaceae, que vegetam
naturalmente ou s@o exploradas em plantios convencionais na faixa tropical da
América, Asia e Pacifico Oeste (ASSIS et al., 2002). Sdo plantas herbéaceas,
rizomatosas, perenes de reduzido porte ou arborescentes, caracterizadas por suas
bracteas de cores e formas variadas, maior durabilidade pos-colheita, de grande
beleza, utilizadas para a ornamentag¢do de ambientes.

Dentre estas plantas, destaca-se a propagacdo e cultivo do género
Etlingera, pertencente a familia Zingiberaceae, destacando-se o bastdo do
imperador Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith. Sua propagacdo ocorre,
basicamente, por divisdo de touceiras rizomatosas ¢ sementes. Devido ao uso
desta pratica de propagagdo vegetativa tradicional, é preocupante a disseminacao
de pragas e doencas, causadas por agentes fitopatogénicos (LINS; COELHO,
2004).
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A utilizagao da propagagdo in vitro em ambito comercial ja é realidade
em diversos paises do mundo. Os laboratorios comerciais surgiram, em grande
maioria, agregados aos viveiros como iniciativa das proprias companhias
produtoras de mudas. Com objetivo de atender as necessidades internas de
material de propagacdo livre de doengas, ou de acelerar os métodos
convencionais de propagacdo vegetativa (GRATTAPAGLIA; MACHADO,
1990).

Na busca de novas tecnologias para o constante aprimoramento da
clonagem de plantas, vem se utilizando, como forma de propagacdo in vitro, a
embriogénese somatica, que tem despertando interesse especial por parte de
instituicdes de pesquisa e empresas brasileiras, que possuem avancados
programas de melhoramento genético e de clonagem (TITON et al., 2007). Além
disso, este sistema vem sendo bastante utilizado para a propagacdo massal de
plantas elites, apresentando grande potencial, pois possibilita elevadas taxas de
multiplicacdo (GUPTA et al., 1993).

Com base no exposto, a embriogénese somatica ¢ uma alternativa viavel
e segura para a produgdo em larga escala de mudas isentas de patogenos. Além
de ampliar a possibilidade de estudos para o melhoramento genético, como

também, a obtencdo de novas variedades.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Etlingera elatior

A espécie Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith, popularmente conhecida
como bastdo do imperador, foi descrita, pela primeira vez, por Giseke (1972).
Na época, houve certa contradigdo em relagdo ao género ao qual pertencia,
recebendo varias classificagdes, como: Alpinia, Phaeomoria, Nicolaia e
Elettaria. Segundo Smith (1981), do Botanic Gardens Real Edinburgh, no Reino
Unido, incluiu a espécie no género Etlingera. Desde entdo, o pesquisador Axel
Dalberg Poulsen, do National Herbarium of the Netherlands, na Holanda,
dedicou os seus estudos a esta planta, relatando a existéncia de pelo menos 70
espécies, muitas ainda ndo descritas, que estdo distribuidas desde a India até as
Ilhas do Pacifico (POULSEN, 2006).

Também conhecido por gengibre-tocha ou flor-da-redeng@o, o bastdo do
imperador ¢ uma planta omamental com excelentes perspectivas de
comercializagdo, principalmente como flor para corte, podendo também ser
utilizado na composicao paisagistica. Consta que a variedade vermelha era usada
nas festas religiosas do Peru. Quanto a flor résea, existem relatos de que ela foi
ofertada a Princesa Imperial D. Isabel de Braganga, logo apds assinar a Lei
Aurea, em 13 de maio de 1888, cujo fato deu a origem ao seu nome popular,
bastdo do imperador (LAMAS, 2002).

Devido a beleza de sua inflorescéncia, o bastdo do imperador tem sido
comercializado como flor de corte, com grande aceitagdo tanto no mercado
nacional quanto internacional, e para utilizacdo na ornamentagdo de jardins,
pracas e bosques (CASTRO, 1998). Segundo Terao, Carvalho e Barroso (2005),
esta espécie tem sido cultivada tanto como flor de corte quanto para o

paisagismo. Apresenta inflorescéncias conicas, formadas em hastes diretamente
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do solo, que podem atingir até 2 metros de altura. As hastes vegetativas
apresentam folhagem grande e vistosa, com coloragdo que varia de verde a
marrom avermelhada, com porte de 3 a 6 metros de altura.

As flores e os brotos, também sdo comestiveis e fazem parte da culinaria
de diversos paises asiaticos, onde sdo fatiados finamente e somados a varios
pratos, dando um sabor picante pungente, diferente do gengibre comercial
(LAMAS, 2002). Ja para Joly (1998), a espécie Etlingera elatior pode ser
considerada como planta ornamental e medicinal, sendo indicada na medicina
popular para o tratamento de dores musculares e reumatismo.

As flores, de colora¢do vermelha, rosa, branca e amarela e combinagoes
dessas cores, que se abrem no interior das bracteas das inflorescéncias (Figura
1), tornam esse género um dos mais bonitos da familia Zingiberaceae

(BEZERRA et al., 2005).
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Figura 1 Inflorescéncias de bastdo do imperador e suas variadas cores

As variedades de E. elatior podem ser distinguidas pela coloragdo.
Segundo Eksomtramage et al. (2001), o nimero de cromossomos da Etlingera
elatior var. Porcelana, é de 2n=48. Para Eksomtramage et al. (2002), o nimero
de cromossomos da E. elatior var. Branca, também ¢ de 2n=48. Sugerindo que
essas duas variedades de Etlingera podem diferir-se apenas por um gene de

codificagdes de cores. Ja para Fereol, Luc-Cayol e Guitteaud (2010), plantas de
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E. elatior var. Porcelana tém o numero de cromossomos igual a 2n= 4x= 48
(Tetraploide).

A demanda interna e externa pelo bastdo do imperador, como flor de
corte, tem sido crescente € a cada dia se sedimenta no mercado internacional em
fungdo do aumento da area de produgdo nos paises das Américas Central e do
Sul, proporcionando uma maior oferta do produto e sua divulgacdo (CASTRO,

1995).

2.2 Propagacéao

A propagacdo das espécies do género Etlingera pode ser por sementes,
formadas em capsulas arredondadas ou alongadas nas inflorescéncias, que se
rompem quando estdo maduras e prontas para dispersio (BEZERRA et al.,
2005).

Normalmente, a propagacdo adotada ¢é por divisdo de touceira,
garantindo que a futura planta sera igual a que lhe deu origem. Nas condi¢des do
Nordeste brasileiro, com menos de um ano apos o plantio do rizoma, a planta
inicia o florescimento, que ocorre durante todo o ano, principalmente nos meses
mais quentes (BEZERRA et al., 2005).

Estes sistemas de propagagdo vegetativa, além de limitar a quantidade
de mudas disponiveis, apresentam sérios riscos de disseminac¢do de pragas e
doengas que podem comprometer a producdo e, conseqlientemente, a

comercializa¢ao do produto final (CASTRO, 1995).

2.3 Propagacéo in vitro

As plantas ornamentais formam, por exceléncia, o grupo de plantas em

que a aplica¢do da propagacdo in vitro teve uma expressdo significativa no
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mundo cientifico, com repercussdo direta na economia. O incentivo para esse
crescimento fundamenta-se no alto valor agregado ao produto final (BOSA et
al., 2003), visto que as ornamentais, em especial o bastdo do imperador, sdo
acometidas por diversas doencas, levando a prejuizos na producdo, por se tratar
de um produto cuja aparéncia € o principal fator.

De acordo com Lins e Coelho (2004), os agravantes para a disseminacao
de doengas em plantas ornamentais sdo o clima quente e imido e as frequentes
precipitacdes, além da utilizagdo de mudas nao certificadas, aumentando, assim,
a incidéncia e a severidade dos problemas fitossanitarios na regido Nordeste.

A propagagdo in vitro apresenta-se como uma técnica alternativa para
solucionar estes problemas. E uma modalidade da cultura de tecidos vegetais
bem difundida e concentra-se na producdo comercial de plantas, possibilitando
sua multiplicagdo rapida, mantendo a identidade genética do material propagado,
com elevada qualidade fitossanitaria e em periodos de tempo e espago reduzidos.
Na area de plantas ornamentais, predominam plantas hibridas, e a clonagem in
vitro tem permitido a uniformizagdo de caracteristicas, tais como: época de
floragdo, colora¢do, tamanho, forma das flores, entre outras (FUZITANI;
NOMURA, 2004).

Recentemente, diversas técnicas de biotecnologia sdo utilizadas em
trabalhos de melhoramento com flores tropicais, podendo-se destacar a
micropropagacao in vitro, através de germinagdo de sementes, resgate de
embrides zigoticos, cultivo de apices caulinares ¢ viabilidade de grios de polen
em espécies da familia Zingiberaceae. Segundo Rescarolli e Zaffari (2009), ¢
possivel a multiplicagdo in vitro de E. elatior, a partir de gemas laterais, visando
a producdo massal de mudas de alta qualidade genética e fitossanitaria, como

fonte de matéria-prima para utilizagao terapéutica.
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2.4 Reguladores de crescimento

As auxinas estdo envolvidas na indugdo e iniciagdo de embrides
somaticos. Tem sido sugerido que sdo necessarias para a formagdo de agregados
embriogénicos a partir de células individuais, expressando a totipoténcia das
células competentes (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

Entre as auxinas, o dacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) tende a
estimular a formagdo de calos, mesmo em baixas concentragdes, enquanto que o
acido indolbutirico (AIB) ¢ uma auxina muito eficaz para a indugdo de
enraizamento. O acido 3-indolacético (AIA) €, de todas, a auxina menos estavel
em condigdes de meio de cultura devido a fotoxidagdo e a acdo da AIA
oxigenase nos tecidos do explante. Em virtude dessa caracteristica, o AIA pode
ser indicado para uso no inicio do cultivo, pois ele poderia suprir as necessidades
iniciais do explante sem, contudo, ter um efeito excessivamente prolongado, que
resultaria na formagao de calos (GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

O 4acido naftalenoacético (ANA) ¢é bastante utilizado em meios de
isolamento dos explantes, porém, se adicionado em concentragdes acima de
alguns décimos de miligrama, tende a estimular a formagdo de calos
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Segundo Titon et al. (2007), a auxina acido 4-amino-3,5,6-tricloropico-
linico (picloram) foi promissor no desenvolvimento de um protocolo de
embriogénese somatica para Eucallyptus.

Por estas razdes, esses reguladores de crescimento sdo investigados com
frequéncia em espécies de importdncia econdmica como indutores de

embriogénese somatica.
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2.5 Explantes

Explantes de mudas desenvolvidas in vitro apresentam algumas
vantagens do ponto de vista experimental na determinagdo de um protocolo de
propagacdo para uma espécie, quando comparados com aqueles obtidos de
plantas propagadas vegetativamente in vitro. A grande disponibilidade de
explantes sem contaminacdo e a pronta capacidade de crescimento e resposta a
aplicagcdo de fitorreguladores dos tecidos juvenis permitem a conducao de
inimeros testes de meios nutritivos e condigdes ambientais de cultura
(GRATTAPAGLIA; MACHADO, 1990).

Em geral, quase todas as partes da planta podem ser usadas na indugéo
da embriogénese somadtica, como: apices caulinares, hipocotilos, discos e
segmentos foliares, inflorescéncias, raizes dentre outras. Segundo Grattapaglia e
Machado (1990), a fonte de variagdo do crescimento in vitro entre os explantes
pode estar relacionada com o seu tamanho ¢ com a sua posi¢do, quando
seccionado do explante de origem.

Em batata—doce, cultivar White Star, os apices caulinares sdo excelentes
explantes para indugdo da embriogénese somatica, por apresentarem alta
frequéncia de produgdo de calos embriogénicos (TORRES; CALDAS; BUSO,
1998). Domingues, Tulmann Neto e Mendes (1996), relatam que, regides
situadas proximas ao meristema apical (constituidas de tecidos do rizoma e
pseudocaule) de plantulas de bananeira responderam melhor a indugdo de
estruturas embriogénicas. Uma vantagem adicional desse explante (meristema
apical) ¢ a possivel manutengdo da identidade genética do material a ser

propagado (TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).
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2.6 Embriogénese somatica

Culturas embriogénicas sdo geralmente iniciadas a partir de explantes
cotiledonares, juvenis ou maduros cultivados em meios semi-s6lidos, contendo
altos niveis das auxinas ANA, 2,4-D, e Picloran com ou sem uma das citocininas
6-benzilaminopurina (BAP), 6-furfurilamonopurina (CIN) e 1-fenil-3-(1,2,3-
tiadiazol-5-il) uréia (Tidiazuron) . Em modelos diretos, a primeira expressdo
morfogenética € o surgimento de estruturas globulares brancas e translicidas que
correspondem a embrides somadticos globulares. Em modelos indiretos,
inicialmente hé a diferenciacao de calo e o surgimento neste de setores friaveis,
normalmente brancos e translticidos, convencionalmente designados de massas
ou complexos celulares pro-embriogénicos , os quais se dividem para formar
pro-embrides somaticos (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

As citocininas podem favorecer a produgdo de calo embriogénico mas,
em algumas familias, elas parecem ndo ser necessarias. Entretanto, baixas
concentracdes destes reguladores de crescimento sdo necessarios para a inducao
de embriogénese somatica na maioria das culturas de células (GUERRA;
TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Dentre as técnicas de propagagdo in vitro destacam-se a embriogénese
somatica utilizando explantes de mudas obtidas in vitro, como alternativa viavel
para contornar o problema de contamingdo endofitica (ATEHORTUA et al.,
1999).

A embriogénese somatica, também conhecida como embriogénese
adventicia ou assexual, ¢ o processo pelo qual células haploides ou somaticas se
desenvolvem através de diferentes estadios embriogénicos dando origem a uma
planta, sem que ocorra a fusdo de gametas (WILLIANS; MAHESWARAN,
1986).
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De modo geral, os processos de inducdo e iniciagdo de embrides
somaticos sdo realizados no escuro, tendo em vista que a luz afeta o
desenvolvimento dos embrides somaticos somente apds a iniciagdo. Esforgos
para induzir a embriogé€nese somatica t€ém sido descritos para muitas espécies de
interesse econdmico, em que as metodologias utilizadas envolvem mudangas na
composicdo do meio de cultura, estabelecimento de diferentes tipos e
concentracdes de reguladores de crescimento e outras condigdes de cultura,
como a densidade de células, nutrientes e iluminagio (SILVA JUNIOR, 2007).

Contudo, o sucesso da producdo em larga escala depende do ajuste de
um protocolo adequado para cada uma das técnicas e, conseqlientemente, para
cada espécie ou variedade a ser multiplicada in vitro (TORRES; CALDAS;
BUSO, 1998).

Na literatura ndo existem relatos de embriogénese somatica em
Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith. Os trabalhos mais realizados até o presente
momento sdo os de, contagem de cromossomos (EKSOMTRAMAGE et al.,
2001), viabilidade polinica (OLIVEIRA, 2007), obtengdo de protoplastos
(SILVA JUNIOR, 2007), analise de 6leos essenciais (JAAFAR et al., 2007),
antracnose (FERRARI, 2008), aclimatizacdo (ASSIS et al., 2009), producao de
mudas in vitro (RESCAROLLI; ZAFFARI, 2009) e deficiéncia nutricional
(FRAZAO et al., 2010) entre outros.

Considerando a crescente importancia das espécies do género Etlingera
e as vantagens das técnicas aplicadas ao cultivo in vitro, torna-se necessaria a
realizagdo de estudos que avaliem essas técnicas de propagagdo in vitro, na
tentativa de solucionar o problema da demanda de mudas de Etlingera elatior

(Jack) R. M. Smith var. Porcelana com alta qualidade fitossanitaria.
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2.7 Técnicas utilizadas para estudos de embriogénese somatica

2.7.1 Microscopia eletrénica

O microscopio eletronico de transmissdo (MET) foi introduzido como
instrumento de pesquisa por volta de 1950 e sua utilizagdo trouxe contribuigdes
significativas ao conhecimento humano ao possibilitar a visualizagdo de detalhes
jamais antes visualizados nas areas biologica e da ciéncia de matérias. Na
mesma época surge a microscopia eletronica de varredura (MEV), a qual causou
uma segunda revolugdo no estudo do mundo microscopico, devido a alta
profundidade de campo, conferindo aspecto tridimensional as imagens (ALVES,
2004).

Caracteristicas morfologicas de células embriogénicas sdo observadas
pela analise ultraestrutural, por meio de MEV. Esta analise tem sido descrita em
estudos de embriogénese somatica para diferentes espécies, como em murici-
pequeno, Byrsonima intermédia, heliconia (Heliconia chartaceae) (NOGUEIRA
et al., 2007; ULISSES et al., 2010). Este tipo de microscopia bastante adequado
para analise da superficie das células, demonstrando aspectos tridimensionais da
morfologia externa das mesmas.

Muitas estruturas celulares e macromoléculas que possuem dimensdes
na casa dos nandometros, como por exemplo, mitocondrias, membranas, entre
outras podem ser visualizados em MET, como em murici-pequeno (NOGUEIRA

et al., 2007).

2.7.2 Andlises citoquimicas

Células embriogénicas reagem fortemente ao corante carmim acético.

Em estudos citoquimicos, o carmim acético ¢ utilizado para detectar
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glicoproteinas, cromatina e¢ DNA (DURZAN, 1988), macromoléculas
abundantes nas células embriogénicas. Neste sentido, avaliagdes histologicas sdo
uteis para caracterizar a ontogenia dos embrides, verificar a origem dos mesmos,
constatar a presenca de embriogénese repetitiva ¢ as possiveis causas da falta de
conversdo dos embrides em plantas.

Esta distingdo ¢ possivel, pois células embriogénicas que apresentam
citoplasma denso sdo isodiamétricas e reativas ao carmim acético, resultando em
coloragdo avermelhada. Associa-se a essa reagdo com a competéncia celular
para o desenvolvimento embriogénico ¢ a integridade cromossomica
(DURZAN, 1988; MUNHOZ et al., 2008; STEINER et al., 2005).

Testes com outros corantes como lugol e sudan III sdo utilizados em
alguns estudos como indicativos de viabilidade polinica em Etlingera elatior
(Jack) R. M. Smith (OLIVEIRA, 2007) e em outras espécies como a Leymus
chinensis (HUANG et al., 2004).

2.7.3 Citometria de fluxo

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a analise das
propriedades oticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (células,
nucleos, cromossomos, organelas, etc.) que fluem em uma suspensdo liquida
(DOLEZEL, 1997). As particulas em suspensdo movem-se emergidas num
fluido (tampdo de extra¢do) no interior de um capilar dentro de um aparelho
denominado citdmetro de fluxo (DOLEZEL, 1997). Essas particulas intersectam
uma a uma, um feixe de laser ocorrendo um processo de dispersdo da luz e ou
emissdo de fluorescéncia (DOLEZEL; BARTOS, 2005). A intensidade de
dispersdo da luz ou da emissao de fluorescéncia estd relacionada com as
propriedades das particulas que estdo sendo analisadas (DOLEZEL; BARTOS,
2005).
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Esse principio pode ser usado, por exemplo, para medir a quantidade de
DNA de uma célula (DOLEZEL; BARTOS, 2005). Em plantas, é possivel obter
milhdes de nicleos em suspensdo a partir de poucas gramas de tecido foliar em
um procedimento relativamente simples que envolve a maceragdo desse tecido
em um tampao que mantém a integridade nuclear (GALBRAITH et al., 1983). A
coloragdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto de
propidio, brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade de DNA.
Tais estimativas apresentam uma série de aplicagdes, desde a pesquisa basica até
o melhoramento de plantas, entre elas, estimacdo do tamanho do genoma,
avaliagdo de ploidia, deteccao de mixoploidia e aneuploidias, avaliacdo de ciclo
celular, estudo de eliminagdo cromossomica, separagao de células, cromossomos
ou organelas (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

A citometria de fluxo é uma ferramenta importante nesta area, uma vez
que a estimativa do nivel de ploidia, por meio da contagem de cromossomos ¢
muitas vezes de dificil realizagdo, como em culturas in vitro, que sdo
normalmente caracterizadas por baixa atividade mitdtica (DOLEZEL, 1997). A
maioria dos estudos ¢ focada sobre o efeito das condigdes de cultivo ¢ o
envelhecimento na estabilidade do nivel de ploidia dos regenerantes, a fim de
atestar a adequagdo de um protocolo em larga escala, na propagacdo de
gendtipos selecionados (LOUREIRO, 2007).

A analise do nivel de ploidia também ¢é importante na genética de
experimentos de transformacao, ou seja, para selecdo de explantes adequados e
para minimizar a formagao de transformantes polipléides (CHEN et al., 2001;

ELLUL et al., 2003).
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CAPITULO 2

Inducdo de calos embriogénicos em bastao do imperador, em funcéo do tipo

de auxina e da posicao de inoculacéo do explante

RESUMO

Com o objetivo de obter calos embriogénicos, foram avaliadas
diferentes auxinas e posi¢des de inoculagdo dos explantes. Rizomas, com
aproximadamente 0,5cm, obtidos a partir de mudas micropropagadas, foram
cortados longitudinalmente ao meio e inoculados em tubos de ensaio, contendo
10mL de meio MS, suplementado com 30 g L™ de sacarose, 5,5 g L' de agar, pH
ajustado para 5,8 e autoclavados a 121 °C, 1,1 atm durante 20 minutos. Apos a
inoculacdo, as culturas foram mantidas em sala de crescimento, a 25+2°C, no
escuro. Utilizou-se o delineamento inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 6x2, representados por cinco auxinas (ANA; AIB; AIA; 24-D e
picloram) na concentragdo de 10uM e uma testemunha (sem auxina) e duas
posicdes do explante (H-horizontal e V-vertical). O experimento foi constituido
de cinco repeti¢cdes com trés tubos cada um contendo um explante. Apds 50 dias
de cultivo, avaliou-se a porcentagem de oxidacdo e de formacdo de calos. Os
dados foram transformados para Vx+0,5 ¢ analisados, utilizando-se o programa
SISVAR e as médias comparadas pelo teste Skott-Knott a 5% de probabilidade.
No meio de cultura acrescido de 2,4-D, todos os explantes formaram calos. Os
explantes inoculados no meio de cultura contendo picloram, ndo diferiram
estatisticamente em relacdo a posicdo de inoculagdo dos explantes, os quais
apresentaram 87% (V) e 80% (H) de calos. Para a porcentagem de oxidagdo,
ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos, porém naqueles adicionados
de 2,4-D, ANA e AIA na posicdo vertical ndo foram constatados oxidacao.
Assim, o meio MS acrescido de 10uM de 2,4-D e o rizoma inoculado na posigdo
vertical foram os que apresentaram maior porcentagem (100%) de inducdo de
calos embriogénicos.

Palavras-chave: Zingiberaceae. Etligera elatior. Propagagao in vitro.
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ABSTRACT

With the purpose of obtaining embryogenic calluses, different auxins
and inoculation position of the explants were evaluated. Rhizomes of about
0.5cm obtained from micropropagated seedlings were cut lengthwise at half and
inoculated in test tubes containing 10mL of MS medium, supplemented with 30
g L of sucrose, 5.0g L' of agar, pH adjusted to 5.8 and autoclaved at 121 °C,
1.1 atmosphere for 20 minutes. After inoculation, the cultures were kept in
growth room at 25+£2°C in the dark. The completely randomized design in a
factorial scheme 6x2, represented by five auxins (ANA; AIB; AIA; 2,4-D and
picloram) at the concentration of 10uM and a control (without auxin) and two
explant positions (H-horizontal and V-vertical). The experiment was constituted
of five replicates with three tubes each containing one explant. After 50 days’
cultivation, both the percentage of oxidation and callus formation were
evaluated. The data were transformed to Vx+0.5 and studied by utilizing the
SISVAR program and the means compared by the Skott-Knott test at 5% of
probability. In the culture medium added of 1,4-D, all the explants formed
calluses. The explants inoculated in the culture medium containing picloram did
not differ statistically with relation to the inoculation position of the explants,
which presented 87% (V) and 80% (H) of calluses. For the percentage of
oxidation, thee were no statistic difference among the treatments, but on those
added of 2,4-D, ANA and AIA at the upright position, no oxidation as found.
So, the MS medium added of 10uM of 2,4-D and the rhizome inoculated at the
upright position were the ones which presented highest percentage (100%) of
embryogenic callus induction.

Keywords: Zingiberaceae. Etligera elatior. In vitro propagation.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se consolida no cenario mundial da floricultura, tanto na
produgdo de espécies temperadas quanto na de subtropicais. Acredita-se, porém,
que ¢ no desenvolvimento da floricultura tropical que o Pais apresenta suas mais
promissoras possibilidades ecoldgicas, produtivas e comerciais, na consolidagdo
¢ na comunicagdo internacional de uma marca e de estilo proprio de viver,
produzir, consumir e exportar (TERAO, CARVALHO; BARROSO, 2005).

Os produtos da floricultura tropical, geralmente classificados como
exoticos e constituidos principalmente por heliconias, alpinias, bastdes do
imperador, costus, abacaxis ornamentais e sorvetoes, entre outros, ocupam um
nicho especial e ainda reduzido de mercado. No mercado internacional, essas
flores sdo consideradas muito atraentes, dadas as suas diversidade de coloragao e
aparéncia pouco conhecida, em especial nos paises europeus (TERAO;
CARVALHO; BARROSO, 2005).

As mudas de bastdo do imperador sdo obtidas por propagagdo vegetativa
pelo processo de divisdo de touceiras ou por seccionamento de rizomas
(LAMAS, 2002). Tais métodos de propagacdo além de restringirem o niimero de
mudas produzidas, podem ocasionar a dissemina¢do de pragas e doengas,
levando ao acumulo de agentes patogénicos que sdo transmitidos entre plantios
sucessivos. Para contornar ou minimizar esse problema, tem sido sugerida a
utiliza¢do da técnica de cultura de tecidos de meristemas e outros tecidos das
plantas. Esta técnica tem mostrado ser uma forma rapida de multiplicar uma
determinadas espécies com caracteristicas agrondmicas desejaveis, recuperando
plantas livres de pragas e doengas e ja tem se mostrado opg¢do vidvel para
algumas espécies da familia Zingiberaceac (DEBIASE;FELTRIN; MIACHIR,
2004; MELLO; AMARAL; MELO, 2000; MICHELUZZI, 2004).
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As técnicas de cultura in vitro sdo importantes, uma vez que podem ser
aplicadas em estudos de melhoramento de plantas por meio de hibridacdo
somatica ¢ obtencdo de plantas transgénicas (JONA, 1987).

A embriogénese somatica tem demonstrado ser o melhor método de
multiplicacdo em grande escala. Trata-se de um processo caracteristico das
plantas vasculares, pelo qual células ou tecidos somaticos se desenvolvem até a
formagdo completa de uma planta, através de uma série de estagios
embriogénicos similares aqueles observados em embrides zigdticos
(RODRIGUEZ; WETZSTEIN, 1998; WILLIAMS; MAHESWARAN, 1986).

A inducdo de calos ¢ o desencadeamento de um processo morfogenético
pela exposicdo do explante a um estimulo fisico, quimico ou biolégico. A
inducdo envolve o controle da expressdo génica, embora nao seja um fendmeno
genético, pois ndo ocorre modificacdo alélica e/ou genotipica. Em cultura de
tecidos a sinalizagdo por um fitorménio ou regulador de crescimento é uma
resposta especifica a nivel celular (GUERRA, 2001).

Caracteristicas morfologicas de células embriogénicas podem ser
observadas pela analise ultraestrutural, por meio de microscopia eletronica de
varredura, como descrito para Heliconia chartacea (ULISSES et al., 2010).

Miachir et al., 2004, observaram a formagdo de calos em apices de
acafrdo (Curcuma zedoaria) utilizando diferentes reguladores de crescimento.

Assim, o objetivo desse trabalho foi induzir a formagdo de calos
embriogénicos em Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith var. Porcelana, em

func¢do da posi¢ao de inoculagao do explante e do tipo de auxina.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Inducdo de calos embriogénicos a partir de rizomas de bastdo do

imperador

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Como fonte de explantes, foram utilizadas mudas
estabelecidas in vitro a partir de meristemas caulinares de bastdo do imperador
Etlingera elatior (Jack) R. M. Smith var. Porcelana, cedidas pela Embrapa
(Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecudria) Agroindustria Tropical,
localizada na cidade de Fortaleza, Ceara.

As mudas foram micropropagadas por subcultivos mensais, sob
condi¢des assépticas. Apos 2 subcultivos sucessivos, a cada 30 dias, as culturas
foram transferidas para o meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962),
acrescido de 2,5 mg L' de BAP e solidificado com 5,5 g L' de 4gar. As culturas
foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de 25 + 2 °C, sob
fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 36 pmol m™s™.

Rizomas, com aproximadamente 0,5 cm, foram cortados ao meio e
inoculados em tubos de ensaio, contendo 10 mL de meio MS (MURASHIGE;
SKOOG, 1962), suplementado com 30 g L' de sacarose, 5,0 g L de agar, pH
ajustado para 5,8 e autoclavado a 121 °C, 1,1 atm durante 20 minutos. Ao meio
de cultura, foram acrescentados os reguladores de crescimento, dacido
naftalenoacético (ANA), acido indolbutirico (AIB), acido 3-indolacético (AIA),
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e acido 4-amino-3,5,6-tricloropico-linico
(picloram) na concentracdo de 10uM e, ainda, um tratamento controle, sem

adicdo de regulador de crescimento.
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Apds a inoculagdo, os tubos, contendo um explante cada, foram
mantidos em sala de crescimento, a 25+2°C, no escuro. A avaliagdo foi realizada
50 dias apos inoculagdo, observando-se a porcentagem de explantes que
oxidaram e com a formacéo de calos.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 6x2, representados por cinco auxinas (ANA; AIB; AlA;
2,4-D e picloram) e uma testemunha (sem auxina) e duas posi¢des do explante

(H-horizontal e V-vertical) (Figura 2). Os dados foram transformados para

Vx+0,5, ¢ as médias comparadas pelo teste Skott-Knott nos 5% de probabilidade.
Utilizando-se o programa Sisvar (FERREIRA, 2000).

Posigie Horizontal

Figura 2 Explantes de plantulas de bastdo do imperador, mostrando segmentos
de rizoma cortados ao meio em duas partes, e inoculados em tubos de
ensaio nas posi¢des Vertical e Horizontal
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2.2 Andlise ultraestrutural de calos de bastdo do imperador

Para a realizagdo de analise ultraestrutural, calos de bastdo do imperador
com 50 dias de cultivo, no escuro, foram fixados em solugdo de Karnovisk (pH
7,2) por um periodo minimo de 24 horas. Posteriormente, as amostras foram
lavadas em tampao cacodilato 0,056 M (trés vezes) por um periodo de 10
minutos cada e pos-fixadas em solucdo aquosa de tetroxido de 6smio 1% por 4
horas em temperatura ambiente.

Apos este periodo, as amostras foram lavadas por trés vezes em agua
destilada e em seguida, foram desidratadas em gradiente de acetona (25, 50, 75,
90 e 100% por trés vezes), por 10 minutos e, posteriormente, por mais trés vezes
com 100% por 10 minutos cada.

Apds a desidratagdo, para a analise em microscopia eletronica de
varredura (MEV), as amostras de calos foram para o aparelho de ponto critico
CDP 0,30, por meio de CO;, liquido e entdo, montadas em stubs para metalizacdo
com ouro. Os espécimes foram observados e fotografados no Microscopio
Eletronico de Varredura (LEO Evo 40), operando entre 10 e 20 kV, localizado
no Laboratério de Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) no
Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Ja para as analises citoquimicas, os calos selecionados provenientes do
meio de inducdo 2,4-D e picloram foram corados com azul de Evans (0,1%) e
carmim acético (2%) para visualizagdo de pro-embrido somatico (GUERRA;
NODARI, 2006). Os calos foram observados ¢ fotografados com o auxilio de

um microscopio optico, no Laboratério de Cultura de Tecidos da UFLA.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Inducdo de calos embriogénicos a partir de rizomas de bastdo do

imperador

Nao houve formagdo de calos quando os explantes foram mantidos em
meio de cultura MS, sem a adi¢do de regulador de crescimento e quando
suplementados com AIB. Na auséncia de regulador de crescimento, os explantes
foram induzidos a proliferacao de raizes e ao desenvolvimento de brotos apicais
nos explantes. Essa tendéncia também foi observada nos tratamentos acrescidos
de AIA. No meio de cultura adicionado com 2,4-D, todos os explantes formaram
calos, s nos tratamentos nos quais os explantes foram inoculados na posi¢ao
veritical. J& para os explantes inoculados na posi¢do horizontal, apenas 53%
formaram calos. Ao contrario, Miachir et al. (2004) trabalhando com agafrdo
(Curcuma zedoaria) ndo verificaram a inducdo de calos nos explantes testados
ao utilizar somente 2,4-D no meio de cultura. Pode-se verificar quanto a posicao
dos explantes que para o tratamento acrescido com 2,4-D, a posicdo vertical foi
mais favoravel na formagdo de calos, obtendo 100%. Isto se deve
provavelmente ao maior contato que a regido meristematica do rizoma teve com
o meio de cultura. Este comportamento também foi observado por Domingues,
Tulmann Neto e Mendes (1996) quando trabalharam com cultivares de
bananeira (Musa spp.).

Os explantes inoculados no meio de cultura contendo picloram, nao
diferiram estatisticamente em relagdo a posicdo de inoculacdo, os quais
apresentaram 86,66% (Vertical) e 80% (Horizontal) de calos. Ja para os meios
de cultura contendo 2,4-D ¢ ANA, diferiram estatisticamente quanto a posicao
de inoculagdo do explante (Tabela 1). O picloram ¢ usado para induzir e, ou,

manter calos ou culturas de suspensdo em plantas arboreas, ou para induzir a
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formagdo de calos embriogénicos (GEORGE, 1993). Os calos induzidos com
ANA apresentaram 67% de formag@o de calos, mas oxidaram com o passar do

tempo de exposi¢do ao meio de cultura.

Tabela 1 Interagdo para porcentagem de explantes com formacdo de calos em
meio de cultura contendo diferentes tipos de auxinas e posi¢des de
inoculagdo do explante

Posicdo dos Explantes

Fitorreguladores Vertical Horizontal
SEM AUXINA 0,00 cA 0,00 cA
AIB 0,00 cA 0,00 cA
AIA 6,66 CA 26,66 bA
ANA 39,99 bB 66,67 aA
PICLORAM 86,66 aA 80,00 aA
2,4-D 100,00 aA 53,33 aB

CV(%) =18,14
*Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas e maitsculas nas linhas,
nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade

A variavel coloragdo de calo tem sido utilizada como indicativo da
capacidade regenerativa do material vegetal. Essa relacdo entre a coloragdo dos
calos e a capacidade regenerativa foi observada por Warrag, Lesney e
Rockwood (1991) e Hervé et al. (2001), como sendo resultante do efeito de
diferentes concentragdes de fitorreguladores. Pelas observagdes, os calos
formados foram de coloragdo branca, considerados calos responsivos e de
textura friavel (Figura 3). A calogénese ocorreu na regido meristematica, devido
aos cortes realizados nos explantes, que permitiram o contato desta regido com o

meio de cultura.
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Figura 3 Indugdo de calos em explantes de bastdo do imperador, cultivados em
duas posigoes, vertical (V) e horizontal (H), em meio de cultura
contendo diferentes auxinas. A- ANA-V; B- AIB-V; C- AIA-V; D-
2,4-D-V; E- picloram-V; F- MS0-V; G- ANA-H; H-AIB-H; I- ATIA-H;
J- 2,4-D-H; L-picloram-H e M-MS0-H acrescidos de 10uM Barra:
Imm

Um problema frequentemente encontrado no cultivo in vitro ¢ o
escurecimento (oxidagdo) dos tecidos lesionados do explante, causado pela
liberagdo de compostos polifendlicos (GEORGE; SHERRINGTON, 1984). Para
a porcentagem de oxidagdo, ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos,
porém os explantes mantidos no meio de cultura adicionado de 2,4-D, AIA ¢

ANA, na posicdo vertical, ndo oxidaram (Tabela 2).
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Tabela 2 Interac@o para porcentagem de explantes oxidados em meio de cultura
contendo diferentes tipos de auxinas e posi¢des do explante*

Posicéo dos Explantes

Fitorreguladores Vertical Horizontal
SEM AUXINA 13,33 aA 26,66 aA
AIB 13,33 aA 13,33 aA

AIA 0,00 aA 6,66 aA

ANA 0,00 aA 6,66 aA
PICLORAM 13,33 aA 6,66 aA
2,4-D 0,00 aA 6,66 aA

CV(%) =28.23
*Médias seguidas das mesmas letras mintsculas nas colunas e maiusculas nas linhas,
ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Scott-Knott, em 5% de probabilidade

2.2 Analise ultraestrutural de calos de bastdo do imperador

As observagdes em Microscopia Eletronica de Varredura mostraram que
para todos os tratamentos, exceto os meios sem adicdo de auxinas e AIB, onde
era possivel a distingdo de regides em organizacdo esférica, apresentando células
com formato isodiamétrico semelhantes a embrides somaticos em estagio
globular (Figura 4 A, B, C e D), o que segundo Appezzato-da-Gloria e Carmelo-
Guerreiro (2003), ¢ caracteristico de células meristematicas.

Os calos embriogénicos sdo compostos, em sua maioria, por células
meristematicas com dimensdes relativamente pequenas ¢ com citoplasma denso
(TOMES, 1985).

Foram verificadas estruturas semelhantes a embrides somadticos no
estagio globular nos calos cultivados em meio contendo 10uM de 2,4 -D e

picloram (Figura 4 A e D).
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Figura 4 Eletromicrografia de varredura de células de calos de bastdo do

imperador. A) Calos formados nos explantes, inoculados na posigdo

vertical, mantidos no tratamento com 2,4-D em formato arredondado,

B) Estruturas globulares, observadas em calos obtidos no tratamento

com 2,4-D, C) Estrutura com aspecto de embrido somatico no estagio

globular visto de cima e D) Estrutura com aspecto de embrido

somatico no estagio globular ligado por estruturas semelhantes a um
suspensor (seta preta)

A morfologia celular isodiamétrica, observada nos calos induzidos a
partir de rizomas neste trabalho, foi semelhante a das células de calos de
Heliconia chartaceae, para as quais a combinagdo entre 2,4-D ¢ ATA induziu a
formagdo de calos friaveis com competéncia embriogénica (ULISSES et al.,
2010).

O teste com carmim confirmou a ocorréncia de células pro-
embriogénicas na massa de calos. Na figura abaixo, células de calos induzidos a

partir de rizomas apresentaram reagao positiva ao corante carmim (Figura 5). A
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reacdo positiva ao carmim acético esta associada a competéncia da célula para o

desenvolvimento celular (STEINER et al., 2005).

Figura 5 Analise citoquimica com carmim acético e azul de Evans em calos
embriogénicos formados a partir de explantes de rizomas de bastdo do
imperador, cultivados, na posi¢do vertical em meio de cultura
contendo: A- picloram 10uM e B- 2,4-D 10uM (Barra = 10 pm)

Como indicadores de uma segunda fase de experimentos, sugere-se
novamente o uso dos melhores reguladores de crescimento por serem os que

obtiveram os melhores resultados na formacao de calos embriogénicos.
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3 CONCLUSOES

A indug¢do de calos a partir do cultivo in vitro de secgdes de rizoma de
bastdo do imperador em meio MS, foi possivel mediante a adicdo das auxinas
ANA, AIA, 2,4-D e picloram.

O meio MS acrescido de 10uM de 2,4-D e picloram, ¢ o segmento de
rizoma inoculado na posicdo vertical sdo os que apresentaram maiores
porcentagens de inducdo de calos.

Explantes de segmentos de rizomas de bastdo do imperador, cultivados
in vitro os 50 dias, apresentam potencial morfogenético para a formagdo de

embrides somaticos.
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CAPITULO 3

Potencial embriogénico de calos em bastéo do imperador

RESUMO

O bastdo do imperador Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith é uma planta
tropical herbacea, rizomatosa e perene que possui inflorescéncias belas e
vistosas em diferentes tonalidades, possuindo um grande apelo ornamental. Um
grande problema para o seu cultivo esta na producdo de mudas, em grande
quantidade, que, feita convencionalmente por divisdo de touceiras, acarretando
elevados custos e problemas fitossanitarios. Nao existe relato na literatura de
estudos sobre a inducdo de calos, nesta espécie. O presente trabalho teve por
objetivo estudar a inducdo de calos embriogénicos, visando posterior
regeneragdo de plantas como uma alternativa para a producdo de mudas de
bastdo do imperador. Foram utilizados como explantes segmentos de rizomas,
folhas e raizes provenientes de mudas in vitro. Os diferentes explantes foram
inoculados em meio MS suplementado com 30 g L' de sacarose, solidificado
com agar e duas auxinas, em diferentes concentra¢des. Estudou-se o efeito do
2,4-D e picloram nas concentragdes de 0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L'. Foram
realizadas analises ultra-estruturais por meio de microscopia de varredura e
citoquimicas, por meio de teste com carmim, lugol e sudan III, para os calos
com caracteristicas embriogénicas formados nos diferentes explantes. Os
resultados indicam que o meio de cultura com 2,4-D proporcionou a indugéo de
calos com caracteristicas embriogénicas em explantes de segmentos de rizomas.
O uso de 2,4-D e picloram resultaram na formacao de calos nos diferentes
explantes, mas verificou-se maior quantidade de embrides somaticos nos meios
suplementados com 2,4-D. Na analise ultraestrutural dos calos com
caracteristicas embriogénicas, verificou-se que as células possuiam formato
isodiamétrico semelhantes a embrides somaticos em estagio globular e na
analise citoquimica, pdde-se confirmar a presenca na massa do calo de células
pro-embriogénicas nos explantes cultivados nos meios de cultura contendo
ambos reguladores.

Palavras-chave: Zingiberaceae. Etlingera elatior. Viabilidade.
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ABSTRACT

Torch ginger Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith is a tropical herb-like,
rhizome-like and perennial plant which possesses inflorescences both pretty and
showy at different shades, possessing a great visual appeal. A great problem to
its cultivation is in seedling production in greet amount, which, done
conventionally by division of tussocks, bringing about high costs and
phytosanitary problems. There is no report in the study literature on callus
induction in this species. The present work was intended to study the induction
of embryogenic calluses, aiming at the later regeneration of plants as an
alternative for production of torch ginger seedlings. Segments of rhizomes,
leaves and roots coming from in vitro seedlings were utilized as explants. The
different explants were inoculated in MS medium supplemented with 30 g L™ of
sucrose, solidified with agar and two auxins at different concentrations. The
effect of 2,4-D and picloram at the concentrations of (0.0; 1.0; 2.0; 4.0 mg L™).
were studied. Ultrastructural analyses were performed by means of scanning
microscopy and the cytochemical ones by means of test with carmine, lugol’s
iodine and sudan III for the calluses with embryogenic characteristics formed on
the different explants. The results point out that the culture medium with 2,4-D
enabled the induction of calluses with embryogenic characteristics on explants
of rhizome segments. Use of 2,4-D and picloram resulted into callus formation
on the different explants, but increased amount of somatic embryos in the media
supplemented with 2,4-D was found. In the ultra structural analysis of the
calluses with embryogenic characteristics, it was verified that cells possessed
isodiametric shape similar to somatic embryos at globular stage and in the
cytochemical analysis; one could confirm the presence in the mass of the callus
of pro-embryogenic cells on the explants cultivated in the culture media
containing both regulators.

Keywords: Zingiberaceae. Etlingera elatior. Viability.
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1 INTRODUCAO

Na embriogénese somadtica, a compreensdo dos estimulos e das
condi¢des necessarias para a produgdo e o controle desses processos ¢ ainda
limitada. Segundo Guerra, Torres e Teixeira (1998), a possibilidade de
manipulagdo desse sistema para fins tecnolégicos depende do dominio preciso
da fisiologia do desenvolvimento e dos aspectos relacionados a morfogénese
(integracdo entre os processos decorrentes de divisdo e diferenciacdo celular),
incluindo processos de determinagdo celular (processo pelo qual o potencial de
desenvolvimento de uma célula se torna limitado a uma rota especifica);
competéncia celular (capacidade das células reagirem a sinais especificos de
desenvolvimento reguladores de crescimento) e epigénese (ativacdo seletiva e
diferencial de genes, envolvendo células receptivas ou tecidos responsivos). A
sinalizagdo entre células com diferentes fungdes também é requerida para a
iniciacdo da embriogénese somatica (HARADA, 1999).

Em geral, as auxinas, entre elas o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-
D), sdo consideradas as substiancias responsaveis por desencadearem o0s
processos de desdiferenciagdo (modelos indiretos) e rediferenciagdo (modelos
diretos), alterando a determinacdo e conferindo novas competéncias as células
responsivas presentes nos explantes. Os hormonios exercem suas fungdes por
meio do reconhecimento de receptores especificos, presentes nessas células,
traduzindo sinais hormonais em eventos bioquimicos e fisiologicos (HARADA,
1999).

Em relagdo ao regulador de crescimento, a auxina acido 4-amino-3,5,6-
tricloropicolinico (picloram), como indutora de embriogénese somatica, tem sido
investigada com frequéncia em espécies de interesse agrondmico. A formacao

direta de embrides somaticos em milheto (Paspalum scrobiculatum) ocorreu
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com a utiliza¢do de altos niveis de picloram, isoladamente ou em combinagdo
com 6-furfurilamonopurina, Cinetina (KAUR; KOTHARI, 2004).

A resposta a determinado hormdnio pode ser alterada por mudangas no
numero ¢ na afinidade dos receptores e no nivel de outras substancias enddgenas
(FIRN, 1986). Esse conjunto de aspectos analisados explica porque
determinados explantes sdo competentes para a embriogénese somadtica e outros
ndo e também porque explantes de mesma origem coletados em diferentes
periodos apresentam respostas distintas a indugdo embriogénica (GUERRA;
TORRES; TEIXEIRA, 1998). Sendo assim, a embriogénese somatica € o
resultado da ativacdo de células responsivas contendo receptores para
determinado regulador de crescimento. Essas células seriam re-diferenciadas
para novas rotas morfogénicas, gerando células-maes embrionarias competentes,
que podem originar populagdes clonais de células embriogenéticas (GUERRA;
TORRES; TEIXEIRA, 1998).

De maneira geral, a embriogénese somadtica ¢ induzida por auxinas,
tornando assim, uma célula somatica competente para originar uma linhagem de
células-filhas que irdo formar embrides somaticos. Entre os fatores que podem
afetar esse processo estdo: o tipo de explante, o pH ¢ a composicdo ¢ a
concentracdo osmotica do meio nutritivo, os tipos e as concentragdes dos
reguladores de crescimento, ¢ a luz (GUERRA; TORRES; TEIXEIRA, 1999).

Na fase de indugdo, as andlises histologicas permitem caracterizar as
alteragdes celulares. As células embriogénicas caracterizam-se por serem
pequenas, com citoplasma denso, nucléolo grande, pouca vacuolizagdo e
pequenos  granulos de amido (MICHAUX-FERRIERE; DUBLIN;
SCHWENDIMAN, 1992). O desenvolvimento dessas células ndo ¢
sincronizado, variando conforme as condi¢des do meio de cultura, sendo capazes
de se dividirem ou se envolverem na formagao de embrides. As células que nao

formam pré-embrides comecam o processo de diferenciagdo, ou seja, a
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vacuoliza¢do, a diminuicdo em volume do nucléolo e o actimulo ou o
desaparecimento de granulos de amido (MICHAUX-FERRIERE; DUBLIN;
SCHWENDIMAN, 1992).

A adequacdo do meio de cultura torna-se essencial para a expressdo do
potencial embriogénico dessas células. Os embrides somaticos podem iniciar-se
em diferentes tempos durante o desenvolvimento dos calos, variando de poucas
semanas a varios meses de cultura (MICHAUX-FERRIERE; DUBLIN;
SCHWENDIMAN, 1992).

A embriogénese somatica ¢ um método importante na propagagao de
plantas elite in vitro. Também é uma estratégia que permite que estadios iniciais
embrionarios sejam manipulados experimentalmente, de forma a realizar estudos
basicos relacionados com a fisiologia do desenvolvimento do embrido (YEUNG,
1995). Atualmente, vem sendo utilizada com sucesso para producdo de plantas
transgénicas (GAMA, 1993; PRAKASE; VARADARAIJAN, 1992).

Diante do exposto, o presente trabalho tem com objetivo avaliar
diferentes tipos de explantes e concentragdes de reguladores de crescimento na
indugdo de calos embriogénicos em bastdo do imperador Etlingera elatior (Jack)

R.M. Smith var. Porcelana.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Inducéo de calos embriogénicos a partir de explantes de folhas, rizomas

e raizes de bastdo do imperador

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade
Federal de LAVRAS (UFLA).

Como fonte de explantes foram utilizadas mudas estabelecidas in vitro a
partir de meristemas caulinares de bastdo do imperador, cedidas pela Unidade da
Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria (EMBRAPA), localizada em
Fortaleza, Ceara.

As mudas foram micropropagadas por subcultivos mensais, sob
condi¢des assépticas. E depois cultivadas a cada 30 dias em meio de cultura MS
(MURASHIGE; SKOOG, 1962), acrescido de 2,5 mg L' de 6-
benzilamonopurina (BAP) e solidificado com &gar, na concentragio de 5,5 g L™
As culturas foram mantidas em sala de crescimento, a temperatura de 25 £+ 2 °C,
sob fotoperiodo de 16 horas com irradiancia de 36 pmol m™s™.

Como fontes de explantes foram utilizadas segmentos de folhas (0,7
cm?®), segmentos de raizes (1,0 cm), e segmentos de rizomas (0,5 cm), de plantas
micropropagadas. Os rizomas foram seccionados longitudinalmente em trés
segmentos correspondentes as posicoes R1 (porg¢do apical) e R2 (porgdo
mediana) ¢ R3 (por¢do basal) (Figura 6), e transferidos para tubos de ensaio
contendo meio MS e suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D e

picloram (0,0; 1,0; 2,0 e 4,0 mg L'l).
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Figura 6 Diferentes fontes de explantes, segmentos de folhas, raizes e do rizoma
seccionado em trés partes R1, R2 e R3, obtidos de mudas
micropropgadas de bastdo do imperador

Logo apos, os explantes foram transferidos para tubos de ensaio
contendo 15 mL de meio MS e, posteriormente, mantidos em auséncia total de
luz em sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2°C.

Aos 120 dias apo6s a inoculagdo, foi determinada a porcentagem de
formag@o de calos nos diferentes tipos de explantes.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado
com 5 repetigdes por tratamento, sendo cada repeti¢do formada por 2 tubos de
ensaio, com um explante por tubo. Os resultados foram submetidos a analise de

variancia e de regressdo no programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 2000).
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2.2 Andlise ultraestrutural de calos de bastdo do imperador

Para a realizagdo da analise ultraestrutural dos calos, objetivando
constatar a presenga de células com caracteristicas embriogénicas, induziu-se a
calogénese nos explantes de segmentos de folhas, rizomas e raizes, obtidos a
partir de mudas micropropagadas de bastdo do imperador in vitro. Os explantes
foram inoculados em meio de cultura MS suplementado com 2,4-D e picloram
(1,0; 2,0 e 4,0 mg L'l). Apo6s 120 dias, coletaram-se as amostras constituidas de
calos, as quais foram imersas em solu¢do fixadora Karnovisky (pH 7,2) por um
periodo de 24 horas sob refrigeragdo. Posteriormente, as amostras foram lavadas
em tampao cacodilato 0, 056 M (trés vezes) por um periodo de 10 minutos cada
e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% em tampao cacodilato 0,05 M por 4
horas em temperatura ambiente.

Apos este periodo, as amostras foram lavadas por trés vezes em agua
destilada e, em seguida, foi realizada a desidratagdo em gradiente de acetona
(25%, 50%, 75% e 90%), por 10 minutos e trés vezes com 100%, por um minuto
cada.

Apods a desidratacdo, para a analise em microscopia eletronica de
varredura (MEV), as amostras foram secas em aparelho de ponto critico CDP
030, por meio de CO2 liquido e, entdo, montadas em stubs para metalizagdo com
ouro. Os espécimes foram observados em microscopio eletrénico de varredura
(LEO Evo 040), operando entre 10 e 20 kV, localizado no Laboratério de
Microscopia Eletronica e Analise Ultraestrutural (LME) no Departamento de

Fitopatologia da UFLA.
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2.3 Andlise citoquimica com carmim acético e azul de Evans

A coloragdo consiste em tratar o material em solugdes de corantes ou
reagentes. Assim o material podera apresentar uma, duas ou mais cores
diferentes, ou entdo apenas algumas estruturas do material analisado ficardo
coradas (KRAUS; ARDUIN, 1997).

Para a realizagdo do teste de carmim visando a confirmagdo de que se
haveria células pro-embriogé€nicas nos calos, induziu-se calos utilizando-se
como fonte de explantes folhas, rizomas e raizes de bastdo do imperador. Apds
120 dias de cultivo coletaram-se as amostras constituidas de 100 mg de calos, as
quais foram adicionadas de 3 a 5 gotas de corante azul de Evans (0,1%)
(peso/volume) por 2 a 3 minutos em uma lamina.

Apbs este periodo, retirou-se o excesso do azul de Evans e adicionou-se
de 3 a 5 gotas de corante carmim acético (2%) (peso/volume) pelo mesmo
periodo de tempo. Retirou-se o excesso do corante, adicionando-se, em seguida,
uma a duas gotas de glicerina. As amostras foram cobertas com uma laminula,
submetendo-se as laminas prontas a leves batidas com um bastdo de vidro,
visando espalhar o material ao longo da lamina. A seguir, as amostras foram
fotografadas em microscopio optico de luz Olympus BX 50 e analisadas
visualmente.

Outros corantes que possuem afinidades por outros componentes
celulares também podem ser utilizados para auxiliar na identificacdo de células
com potencial embriogénico. Considerando que células embriogénicas
acumulam amido e lipideos, como o lugol (que possuem afinidade ao amido) e

Sudam III (que possuem afinidade por lipideos).
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2.4 Andlise citoquimica com Lugol

Para a realizagdo do teste de Lugol visando a confirmagdo de que se
haveria células pré-embriogénicas nos calos, através da presenca de amido,
induziu-se calos utilizando-se como fonte de explantes folhas, rizomas e raizes
de bastdo do imperador. Apds 120 dias de cultivo coletaram-se as amostras
constituidas de 100mg de calos, as quais foram adicionadas quantidades
suficientes de Lugol para cobrir todo o material por 35 a 40 minutos em uma
lamina.

Apos este periodo, retirou-se o excesso de corante e em seguida, as
amostras foram cobertas com uma laminula, submetendo-se as laminas prontas a
leves batidas com um bastdo de vidro, visando espalhar o material ao longo da
lamina. A seguir, as amostras foram fotografadas em microscépio 6ptico de luz

Olympus BX 50 e analisados visualmente.

2.5 Anélise citoquimica com Sudan 111

Para a realizag@o do teste com Sudan III visando a confirmagio de que
se haveria células pro-embriogénicas nos calos, através da presenca de lipidios,
induziu-se calos utilizando-se como fonte de explantes folhas, rizomas e raizes
de bastdao do imperador. Apds 120 dias de cultivo coletaram-se as amostras
constituidas de 100 mg de calos, as quais foram adicionadas de 3 a 5 gotas de
alcool etilico 50% por um minuto em uma lamina.

Apos este periodo, retirou-se o excesso de alcool etilico e adicionou-se o
corante Sudan III, em quantidade suficiente para cobrir todo o material por 45
minutos. Retirou-se o excesso do corante, adicionando-se, em seguida, uma a
duas gotas de alcool etilico por mais um minuto e depois se retirou o excesso. As

amostras foram cobertas com uma laminula, submetendo-se as laminas prontas a
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leves batidas com um bastdo de vidro, para espalhar o material ao longo da
lamina. A seguir, as amostras foram fotografadas em microscéopio optico de luz

Olympus BX 50 e analisados visualmente.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducéo de calos embriogénicos a partir de explantes de folhas, rizomas

e raizes de bastdo do imperador

Nao houve formagdo de calos em nenhum dos cinco explantes testados
quando ndo foram acrescentados reguladores de crescimento no meio de cultura
MS. Rahim, Jabeen e Ilahi (2003), trabalhando com eucalipto (Eucalyptus
camaldulensis) constataram que os segmentos nodais inoculados no meio sem
adicdo de reguladores de crescimento, ndo formaram calos e morreram.

O uso dos reguladores de crescimento 2,4-D e picloram foram eficiente
para a inducdo de calos embriogénicos nos diferentes explantes testados. Pdde-
se verificar, ap6s 120 dias da inoculagdo in vitro, a formagéo de calos friaveis
nos explantes de bastdo do imperador. Ao contrario, Miachir et al. (2004) nio
verificaram a indugdo de calos em nenhum tipo de explante de agafrdo
(Curcuma zedoaria) ao utilizar somente 2,4-D no meio de cultura apds 50 dias
de cultivo. Observaram-se variagdes nos resultados comparando-se as
concentragdes utilizadas para 1,0 ¢ 2,0 mg L™ de 2,4-D e picloram. Sendo que a
maior porcentagem de calos formados, 100%, foi na superficie do explante de
rizoma R1 para as concentra¢des 1,0 ¢ 4,0 mg L'de24De 40 mg L' de

picloram (Grafico 1).
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Grafico 1 Porcentagem de formagdo de calos em segmentos de rizoma (R1) de
bastdo do imperador, cultivados em meio de cultura MS, acrescidos
de diferentes concentragdes de 2,4-D e picloram, apds 120 dias de
inoculacdo in vitro no escuro

Entre os tratamentos utilizados para a formagdo de calos nos rizomas
R2, houve diferenca estatistica, sendo que a maior formagdo de calos na
superficie do explante foi proporcionada pelas concentragdes de 1,0; 2,0 e 4,0
mg L de 2,4-D e 4,0 mg L™ de picloram, com 100% nas trés concentracdes
(Grafico 2). Roopadarshini (2010), trabalhando com agafrdo (Curcuma longa
L.) e utilizando gemas vegetativas in vitro e diferentes concentragdes de 2,4-D,
obtiveram maior porcentagem de calos na concentragdo de 3,0 mg L™ (86%) e

menor formagio na concentragio de 0,5 mg L™ (38%).
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Grafico 2 Porcentagem de formagdo de calos em segmentos de rizoma (R2) de
bastdo do imperador cultivado em meio de cultura MS, acrescidos de
diferentes concentragdes de 2,4-D e picloram, apos 120 dias de cultivo
in vitro, no escuro

Pela andlise de varidncia, houve diferenca significativa para os
diferentes tratamentos utilizados na formacao de calos em explantes de rizoma
R3. A concentra¢ido de 4,0 mg L™ de picloram proporcionou a melhor resposta
(Grafico 3). Ja nos meios de cultura adicionados com 2,4-D, a formagdo de
calos se mostrou similar até 2,0 mg L™ ( 90%), ocorrendo um decréscimo em
4,0 mg L! (60%). Ao contrario, dos resultados obtidos por Reis, Lameira e
Cordeiro (2007), os autores nao constataram diferenca estatistica para segmentos
apicais de parica (Schizolobium parahyba) entre o controle (sem regulador de
crescimento) (90%) e os tratamentos com 2,0 mg L™ (71%) e 4,0 mg L™ (85%)
de 2,4-D.
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Grafico 3 Porcentagem de formagdo de calos em segmentos de rizoma (R3) de
bastdo do imperador cultivados em meio de cultura MS,acrescidos de
diferentes concentragdes de 2,4-D e picloram, apos 120 dias de cultivo
in vitro no escuro

Pela analise de variancia, houve diferenca significativa para os
diferentes tratamentos utilizados na formagdo de calos em segmentos
radiculares. A concentragdo de 1,0 mg L' de2,4-De4,0 mg L' de picloram,
apresentaram 100% de formagdo de calos (Grafico 4). Miachir et al. (2004), nao
constataram formacdo de calos em segmentos de raizes em acgafrdo (Curcuma
zedoaria) quando utilizou 2,4-D. Ja Porto (2009) ndo observou diferenga na
indugédo de calos em ipé-branco (Tabebuia reseo-alba), em folhas e raizes com o
regulador de crescimento 2,4-D e picloram. Ferreira et al. (2005) observaram a
emissdo de raizes e a formagdo de massa calosa de cor branca em partes dos
explantes de raiz cultivados em meio de cultuara contendo dacido

naftalenoacético (ANA)e Cinetina. No presente trabalho, constatou-se que o
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meio acrescido de 2,4-D promoveu a formagdo de calos maiores, com aumento

distinto do tamanho do explante.

¥2,4-D= 223,93 + 24,23x - 0,65x2 YPicloram= -22,00 + 0,60x

R2=0,8457 RZ=0,8824
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Grafico 4 Porcentagem de formagao de calos em segmentos de raiz de bastio do
imperador cultivados em meio de cultura MS,acrescidos de diferentes
concentragdes de 2,4-D e picloram, apds 120 dias de cultivo in vitro,
no escuro

Pela analise de variancia, ndo houve diferenga significativa para os
diferentes tratamentos utilizados na formagdo de calos em segmentos foliares.
Nao foi detectada formagdo de calos nas concentragdes 0,0 € 2,0 mg L' de2,4-D
e picloram. J4 nas concentragdes 1,0 ¢ 4,0 mg L™ de 2,4-D e picloram, verificou-
se 20% de formagdo de calos. Segundo Sahoo, Patitnaik e Chand (1997),
concentragdes entre 0,5 a 4,0 mg L de 2,4-D nido foram eficientes para a
formagdo de calos em explantes foliares de amoreira (Morus indica). Ao

contrario, em murici-pequeno (Byrsonima intermédia), a concentragdo de 1,0 mg
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L' de 2,4-D apresentou a maior percentagem de area coberta de calos, 90%
Nogueira (2003). Da mesma forma, Soares (2003) verificou que explantes de
segmentos foliares de ingazeiro (Inga vera) apresentaram maior percentagem de
area do explante coberta por calos (40%) na presenga de 1,0 mg L de 2,4-D.

De acordo com Jiménez (2005), 2,4-D ¢ a auxina mais utilizada na
indugcdo de embrides somaticos, cuja eficiéncia depende das concentragdes
utilizadas, tipo de explante, condi¢cdes de cultivo e genotipo. J4 para George
(2008), o picloram ¢ usado para induzir e/ou manter calos em culturas em
suspensdo de plantas arboéreas, ou para induzir a formagdo de calos
embriogénicos, podendo ser mais efetivo que o 2,4-D. A concentragdo requerida,
em torno de 0,01-1,0 mg L™, é, geralmente menor que a necessaria para outros
tipos de auxinas. Contradizendo os resultados obtidos nesse trabalho, para todos
os segmentos utilizados (exceto de folhas), o picloram mostrou-se mais eficiente
com o aumento da concentracdo. Ja para o 2,4-D, as menores concentragdes
foram mais eficientes na indugao de calos.

Os calos formados nas concentragdes testadas de 2,4-D apresentaram
coloragdo branca-amarelada, sem oxidagdo, com um aspecto friavel, podendo ser
observada a formagdo de estruturas, semelhantes a embrides globulares na
maioria dos explantes (Figura 7). Estas estruturas sdo caracteristicas da primeira
fase de diferenciagdo do tecido , sendo o primeiro indicio de sucesso num

protocolo que vise a obten¢do de embriogénese somatica.
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Figura 7 Formagdo de estruturas globulares semelhantes a embrides somaticos
em explantes de bastdo do imperador cultivados em meio
suplementado com 2,4-D. (A e B) - estruturas globulares em
segmentos de rizoma R1 cultivados em meio de cultura contendo 1,0
mg L' de 2,4-D. (C) - provaveis embrides somaticos formados em
segmentos de rizoma R1 mantidos em meio de cultura adicionado com
1,0 mg L' de 2,4-D. (D e E) - estruturas radiculares formados em
segmentos radiculares, desenvolvidos em meio de cultura
suplementado com 4,0 mg L™ de 2,4-D. Barra= 1 mm

Constatou-se em todos os segmentos de rizoma o inicio de formagao de
calos na regido onde continha o meristema apical (Figura 8). Ja nos tratamentos
sem a presenca de regulador de crescimento, observou-se a formagao de brotos
alongados. Domingues, Tulmann Neto e Mendes (1996), observaram diferencas
nas respostas dos explantes de bananeira (Musa spp) as diversas concentracdes
de (3,6-dichloro-2-methoxybenzoic acid) Dicamba, de acordo com a posigao de
origem, os explantes constituidos apenas de tecidos do rizoma ndo se mostraram
adequados. Os explantes obtidos logo abaixo da posicdo do rizoma
meristematico, envolvendo tecido do rizoma e do pseudocaule, bem como os
explantes englobando o apice meristematico e que apresentaram boa formacao

de estruturas globulares e calos. Comprovando neste trabalho, que as estruturas
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dos rizomas utilizadas apresentavam o meristema apical e grande formagdo de
calo e estruturas embriogénicas, apresentando um total de (R1) 69%, (R2) 70% e
(R3) 56% na formagéo de calos.

Figura 8 Calos embriogénicos formados a partir de segmentos de rizomas R2 em
meio de cultura contendo 1,0 mg L™ de 2,4-D (A) aos 30 dias iniciando
a formacdo de calos (seta), (B) 60 dias formagdo mais adiantada de
calos (seta), (C) 120 dias mostrando a massa de calos cobrindo todo o
explante e (D) detalhe de estruturas globulares no explante R2 (seta).
Barra=1 mm

Os calos formados na presenca de picloram possuiam textura friavel e
consistente, sem a presenca de oxidacgdo, apresentando estruturas globulares.
Carvalho (2007) nao recomenda o uso de picloram para a regeneracao de calos
em eucalipto (Eucalyptus spp), devido a textura compacta formada. Xavier e
Comerio (1996) também constataram que os calos de eucalipto (Eucalyptus
grandis) induzidos na presenga de picloram, tornaram-se compactos e oxidados,
conforme o passar de tempo de permanéncia in vitro.

Com desempenho similar e textura mais fridvel, destacaram-se os calos
cultivados nas concentragdes de 1,0 mg L™ e 2,0 mg L™ de 2,4-D. Como os
explantes nessas duas concentragdes apresentaram efeitos muito semelhantes,

recomenda-se o uso de 1,0 mg L, no intuito de reduzir os custos. A mesma



71

dosagem desta auxina ¢ recomendada por Nogueira et al. (2007) para murici-
pequeno (Byrsonima intermédia).

Estruturas semelhantes a raizes foram observadas na massa calosa
formada nos segmentos de raizes suplementados com 4,0 mg L' de 2,4-D
(Figura 8). Reis et al. (2007), evidenciaram que as raizes originadas dos calos
cultivados em 6,0 mg L de 2,4-D de parica (Schizolobium parahyba), nio
apresentavam comunicagdo vascular com o explante. O uso de 2,4-D
isoladamente na concentragio de 6,4 mg L™ induziu calogénese e rizogénese em
explantes foliares de moreira (Chlorophora tinctoria), produzindo calos de
aspecto fridvel e coloragdo amarelada (PAIVA NETO, 1996).

Os explantes de segmentos de folhas, ndo superaram 10% na formacao
de calos, mostrando-se inadequados para a indugdo de calos, na cultivar de
bastdo do imperador estudada. Costa, Loureiro e Pereira (2008), também
observaram que ao utilizar 2,4-D nas concentra¢des de 2,5 ¢ 5,0 mg L', em
explantes foliares em pimenta longa (Piper hispidinervum), promoveu os
maiores percentuais de explantes sem resposta morfogenética, sem formagao de
calos. Possivelmente, a concentragdo testada desta auxina tenha causado efeito
fitotoxico para esta espécie.

O efeito das concentragdes de 2,4-D e picloram foi estudado na
embriogénese somatica de Cleome rosea Vahl por Simdes et al. (2010). Os
autores observaram que os dois reguladores foram eficientes na formagao de
calos, mas que so6 o 2,4-D resultou em calos embriogénicos.

Para Kerbauy (1999), a utilizagdo de substancias reguladoras de
crescimento tem-se mostrado de importancia fundamental para o

estabelecimento da competéncia e determinacao de células.
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3.2 Analise ultraestrutural de calos de bastao do imperador

Pelas analises em MEV pode-se observar que as massas celulares
desenvolvidas sob influéncia de 2,4-D possuiam formato arredondado para os
cinco tipos de explantes testados rizoma (R1, R2 e R3), segmentos de folha e de
raiz. Foi possivel a distingdo de regides em organizagdo esférica, apresentando
células com formato isodiamétrico semelhantes a embrides somaticos em estagio
globular (Figura 8), o que, segundo Appezzato-da-Gléria e Carmello-Guerreiro
(2003), ¢ caracteristico de células meristematicas. Resultados semelhantes também
foram encontrados por Ulisses et al. (2010), com a utilizacdo de 2,4-D para a
indugdo de calos em heliconia (Heliconia chartaceae), obtendo células
arredondadas e em divisdo celular. Segundo Zuo, Niu e Frugis (2002), o 2,4-D
exerce a funcdo de indutor da embriogénese somatica. Nogueira et al. (2007),
também constataram que foi possivel, em MEV, a visualizacao nitida de mudanca
do formato celular ao longo do tempo de exposi¢do em segmentos foliares de
murici-pequeno (Byrsonima intermédia) no 2,4-D, indicando que a presenga desta
auxina ¢ um fator crucial para a sinalizacdo de desdiferenciacdo celular, e
conseqiiente retomada de caracteristicas meristematicas, favorecendo a
embriogénese somatica.

As massas celulares sob a influéncia de picloram apresentaram células
mais unidas e em formato arredondado, demostrando a capacidade
morfogenética de ambas auxinas utilizadas, uma vez que células com formato
isodiamétrico sdo caracteristicas de formagdes embriogénicas (STEINER et al.,
2005). Observou-se também que os calos formados nos tratamentos contendo
picloram apresentavam células envolvidos por uma camada fina, que
provavelmente pode ser de cera (Figura 9). Segundo Santos (2010), estas
caracteristicas sdo tipicas de células que permaneceram pouco tempo em contato

com o regulador de crescimento, isto é, que ainda estdo no inicio de formagao.
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Figura 9 Eletromicrografia de varredura de células de calos de bastdo do
imperador com estruturas globulares. (A, B e C) estrutura de
embrides somaticos em estagio globular em explantes de segmentos
de rizomas desenvolvidos em meio de cultura contendo 1,0 mg L™ de
2,4-D (seta). (D) estruturas calosas formadas em explantes de
segmentos de folhas mantidos em meio de cultura adicionado de 1,0
mg L' de 2,4-D, detalhe do estomato (seta). (E) estruturas globulares
em explantes de segmentos radiculares crescidos em meio de cultura
suplementado como 1,0 mg L' de 2,4-D. (F, G, H, I e J) estruturas
globulares unidas por cera em explantes de segmentos de rizoma,
folhas e raizes em meio de cultura acrescido de 4,0 mg L' de
picloram

(...continua...)
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As analises ultra-estruturais, em MEV, sdo ferramentas que contribuem
para a identificagdo da capacidade morfogenética de explantes cultivados in
vitro. Com base nos resultados obtidos, por esta técnica, no presente trabalho,
ratifica-se o potencial embriogénico dos explantes de segmentos de rizoma de

bastdo do imperador da var. Porcelana.

3.3 Analise citoguimica com carmim acético e azul de Evans

Foram observadas que para todos os calos originados de 2,4-D e
picloram, apresentaram reagdo positiva ao carmim acético confirmando a
presenca de células pré-embriogénicas nestes tratamentos (Figura 10). De
acordo com Guerra (2001), massas calosas e pro-embriondrias reagem
fortemente ao carmim acético e fracamente ao azul de Evans. Para Steiner et al.

(2005), a reagdo positiva ao carmim acético estd associada a competéncia da
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célula para o desenvolvimento celular. Observamos também que ocorreram dois
tipos de células nas culturas embriogénicas. Para o 2,4-D, as células eram mais

desagregadas, ja para o picloram as células apresentavam agregadas.

Figura 10 Analise citoquimica com carmim acético e azul de Evans em calos
embriogénicos de a partir de segmentos de rizoma. A- rizoma R1 em
1,0 mg L' de 2,4-D, B- rizoma R2 em 1,0 mg L™ de 2,4-D, C-
rizoma R3 em 1,0 mg L' de 2,4-D, D- rizoma R1 em 4,0 mg L' de
picloram, E- rizoma R2 em 4,0 mg L de picloram e F- rizoma R3
em 4,0 mg L' de picloram (Barra: 1mm)

Valente (2007) e Silva (2009), também utilizaram da dupla coloragdo de
carmim acético ¢ azul de Evans para a identificacdo de massas calosas com
potencial embriogénico em pinheiro (Araucaria angustifélia) e murici-pequeno
(Byrsonima intermedia).

Assim, a analise realizada em bastdo do imperador indica que nao houve
diferenca entre os explantes com relagdo a formagdo de células embriogénicas
ap6s a indugdo dos calos. E ambos reguladores de crescimento demonstraram

reacdo positiva ao carmim acético.
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3.4 Analise citoquimica com Lugol

A analise de presencga de amido em células embriogénicas foi detectada
em ambos reguladores de crescimento (2,4-D e picloram). Os grdos de amido se
acumularam principalmente nas células da parte interna, tornando-os mais
evidentes (Figura 11). Segundo Moura (2007), o acumulo de amido, seja nas
células embriogé€nicas ou em células adjacentes, parece ser um fendmeno ligado
a aquisi¢do de competéncia embriogénica. Em Oliveira, (2007), utilizou o
corante lugol para a deteccdo de graos de amido em bastdo do imperador
(Etlingera elatior), determinando a viabilidade polinica dos graos de polen. Em
estudos, Pescador et al. (2008), comparando a embriogénese somatica e zigdtica
de goiabeira serrana (Acca sellowiana) apontou diferencas marcantes nos
carboidratos ndo estruturais, sendo geralmente encontrados valores mais baixos
de agucares soluveis ¢ maior conteido de amido nos embrides somaticos, em
relagdo aos zigbticos.

Entretanto, o possivel papel do amido no processo de embriogénese

somatica ainda ndo esta claro.
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Figura 11 Analise citoquimica com lugol em calos embriogénicos de a partir de
segmentos de rizoma. A- rizoma R1 em 1,0 mg L' de 2,4-D, B-
rizoma R2 em 1,0 mg L' de 2,4-D, C- rizoma R3 em 1,0 mg L' de
2,4-D, D- rizoma R1 em 4,0 mg L' de picloram, E- rizoma R2 em 4,0
mg L de picloram e F- rizoma R3 em 4,0 mg L™ de picloram

3.5 Analise citoquimica com Sudan |11

O corante Sudan III possui grande afinidade por lipidios, evidenciando-
os na cor laranja-escuro (Figura 12). Segundo Guerra (2001), o corante ¢ um dos
protocolos de comprovagao se uma cultura é embriogénica, visualizando lipidios
em células embriondrias. Assim, comprovando nesse trabalho a presenca de

corpos lipidicos em células embrionarias de bastdo do imperador.
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Figura 12 Analise citoquimica com Sudan IIIl em calos embriogénicos de bastdo
do imperador a partir de segmentos de rizoma. A- rizoma R1 em 1,0
mg L' de 2,4-D, B- rizoma R2 em 1,0 mg L' de2,4-D, C- rizoma R3
em 1,0 mg L' de 2,4-D, D- rizoma R1 em 4,0 mg L' de picloram, E-
rizoma R2 em 4,0 mg L' de picloram e F- rizoma R3 em 4,0 mg L™
de picloram
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4 CONCLUSOES

Os resultados do presente trabalho indicaram que as auxinas 2,4-D e
picloram sdo promissoras no desenvolvimento de um protocolo de embriogénese
somatica em bastao do imperador.

Os melhores resultados foram obtidos com a utilizacdo de 2,4-D,
utilizando-se explantes de segmentos de rizoma de plantulas in vitro, onde
apresentaram maiores evidéncias de embrides somaticos.

Estudos mais detalhados devem ser desenvolvidos com o objetivo de
obter embrides somaticos de bastdo do imperador com melhor qualidade, sendo

eficiente na conversdo de plantas.
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CAPITULO 4

Analise da ploidia por citometria de fluxo em calos embriogénicos de bastao

do imperador

RESUMO

A citometria de fluxo é uma técnica que permite a obtencdo de medidas
fisicas e quimicas de particulas (células, nucleos, cromossomos e organelas). A
quantidade de DNA ¢ o principal pardmetro analisado pela citometria de fluxo
em plantas e baseia-se na intensidade de fluorescéncia relativa de nucleos
corados com flurocromos especificos para DNA. Nesse trabalho a citometria de
fluxo foi utilizada para verificar a estabilidade de ploidia em calos
embriogénicos de bastdo do imperador Etlingera elatior (Jack) R.M. Smith var.
Porcelana. Foram utilizados calos cultivados aos 160 dias. Que foram obtidos de
explantes (segmentos de rizoma, folhas e raizes) e combinagdes de
concentracdes de 2,4-D e picloram ( 1,0; 2,0 e 4,0 mg L'l) As médias de DNA
entre os calos variaram de 5,43 e 10,15 pg e coeficientes de variagdo variando
entre 0,3 e 2,26. Os calos induzidos pelo regulador de crescimento 2,4-D
apresentaram 86% de estaveis e 14% mixoploides. Ja para os calos induzidos
por picloram apresentaram 64% de estaveis e 36% de mixoploides. As variagdes
encontradas nesses calos podem esta relacionadas com o tempo de exposi¢dao no
meio de cultura, alta divisdo celular, ao explante utilizado e o seccionamento
deste. Os resultados indicam uma variagdo no nivel de ploidia de calos gerados a
partir de explantes de segmentos de rizoma. Assim, a fonte de explante, e a
integridade deste tem relagdo direta na variagdo mitotica dos calos de bastdo do
imperador.

Palavras-chave: Zingiberaceae. Etlingera elatior. Estabilidade genética.
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ABSTRACT

Flux cytometry is a technique which enables to obtain physical and
chemical measures of particles (cells, nuclei, chromosomes and organelles). The
amount of DNA is the main parameter analyzed by flux cytometry in plants and
is based upon the intensity of relative fluorescence of nuclei stained with
fluorochromes specific to DNA. In this work, flux cytometry was used to verify
the stability of ploidy on embryogenic calluses of torch ginger Etlingera elatior
(Jack) R.M. Smith var. Porcelana. Calluses grown at 160 days were utilized
which were obtained from explants (segments of rhizome, leaves and roots) and
combinations of concentrations of 2,4-D and picloram (1.0; 2,0; 4.0 mg L™).
The means of DNA among the calluses ranged from 5.43 and 10.15 pg and
variation coefficients varying between 0.3 and 2.26. The calluses induced by the
growth regulator 2,4-D presented 86% of stable calluses and 14% of
mixoployds. But, the picloran-induced calluses presented 64% of sterile and
36% of mixoployds. The variations found in those calluses may be related to the
exposition time in the culture medium, high cell division, to the explants utilized
and sectioning of this. The results indicate a variation at the level of ploidy of
calluses generated from explants of rhizome segments. So, the source of explant
and the integrity of this have a direct relationship in the mitotic variation of torch
ginger calluses.

Keywords: Zingiberaceae. Etlingera elatior. Genetic stability.
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1 INTRODUCAO

A cultura de tecidos tem sido uma alternativa de sucesso para a
produgdo em massa (SCHILDT; AMARAL; SCHMILDT, 2007),
principalmente pela embriogénese somatica. Ao que se referem ao
estabelecimento de um sistema de embriogénese somatica, tem o risco de
variacdo somaclonal e, conseqiientemente, a elaboracdo de estratégias para
monitorar o nivel de ploidia dos calos e plantas regeneradas.

A citometria de fluxo tem constituido numa ferramenta confiavel de
analise e deteccdo rapida de somaclones (CLARINDO et al., 2008); e a
citogenética permite a confirmacdo da estabilidade cromossdmica das plantas
selecionadas.

A citometria de fluxo é uma técnica que envolve a analise das
propriedades oOticas (dispersdo da luz e fluorescéncia) de particulas (células,
nacleos, cromossomos, organelas) que fluem em uma suspensdo liquida
(DOLEZEL, 1997). As particulas em suspensdo movem-se emergidas num
fluido (tampdo de extra¢do) no interior de um capilar dentro de um aparelho
denominado citometro de fluxo (DOLEZEL, 1997). Essas particulas intersectam
uma a uma um feixe de laser ocorrendo um processo de dispersdo da luz e ou
emissdo de fluorescéncia (DOLEZEL; BARTOS, 2005). A intensidade de
dispersdo da luz ou da emissdo de fluorescéncia estd relacionada com as
propriedades das particulas que estdo sendo analisadas (DOLEZEL; BARTOS,
2005).

A anadlise de quantidade de DNA nuclear por citometria de fluxo tem
sido usada com varias aplicagdes em plantas, entre elas a diferenciagdo de niveis
de ploidia e a compara¢ao de tamanhos de genoma (GALBRAITH, 1990). Um
pré-requisito para o sucesso da técnica ¢ o isolamento de nucleos intactos a

partir dos tecidos vegetais analisados (DOLEZEL, 1997). O método mais
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comum utilizado para liberagdo dos ntcleos ¢ a trituracdo dos tecidos em um
tampao de lise e os tecidos mais utilizados sdo folhas e raizes (PAN et al., 2004).
A coloragdo dessa amostra com corantes especificos para o DNA (DAPI, iodeto
de propideo, brometo de etideo) permite ao aparelho estimar a quantidade de
DNA. Tais estimativas apresentam uma série de aplica¢des, desde a pesquisa
basica até o melhoramento de plantas, entre elas, estimagdo do tamanho do
genoma, avaliagdo de ploidia, detec¢ao de mixoploidia e aneuploidias, avaliagao
de ciclo celular, estudo de eliminacdo cromossdmica, separagdo de células,
cromossomos ou organelas (DOLEZEL; BARTOS, 2005).

Poucos trabalhos descrevem a avaliacdo por citometria de fluxo de
nucleos isolados a partir de calos embriogénicos (GUTIERREZ; FERRERO,
2005). Em bastao do imperador, a avaliagdo de quantidade de DNA de calos
pode ser util na avaliagdo de existéncia de variagdes somaclonais do DNA e,
além disso, permite-nos conhecer a distribui¢do de uma populacio de células ao

longo das diferentes fases do ciclo celular.
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2 MATERIAL E METODOS

As determinacdes de quantidade de DNA por citometria de fluxo foram
realizadas no Laboratorio de Cultura de Tecidos, situado no Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras, Lavras/MG.

Como material vegetal, foram utilizados calos embriogénicos de bastio
do imperador ,cultivados aos 160 dias. Esses calos foram obtidos de variados
tipos de explantes (segmentos de rizomas, folhas e raizes) ¢ combinagdes de
concentracdes de 2,4-D e picloram (1,0; 2,0 ¢ 4,0 mg L'l).

Para cada tratamento, trés amostras foram avaliadas, com o objetivo de
estimar a quantidade de DNA e o nivel de ploidia em diferentes setores dos
calos. A determinagdo da quantidade de DNA e o nivel de ploidia, utilizou-se
aproximadamente trés repeticdes de 300 mg de calos para cada tratamento,
acrescida com a mesma quantidade de massa foliar de ervilha (Pisum sativum)
(padrdo de referéncia de quantidade de DNA — 9.09 pg) foram triturados em
placa de petri, contendo 1 mL de tampdo de extracdo de nucleos
LBO1(DOLEZEL; BINAROVA; LUCRETTI, 1989). Com auxilio de um bisturi
os calos foram triturado e aspirado através de duas camadas de gaze ¢ a
suspensdo nuclear posteriormente filtrada em malha de 50um. As suspensdes
nucleares foram corada com uma solugdo composta de iodeto de propidio (1
mg/mL™" ) e 5 pL de RNAse (Figura 13).

As amostras foram armazenadas em refrigerador, no escuro, ¢ analisadas
em até 1 hora apds o preparo. Para cada amostra, pelo menos 10 mil nucleos
foram analisados quanto a emissdo de fluorescéncia, para quantificagdo de DNA.

Os histogramas foram obtidos no citdmetro FacsCalibur (Becton
Dickinson) com o programa Cell Quest (DICKINSON, 1998). As quantidades
de DNA (pg) das plantas foram obtidas por meio da equagdo: quantidade de
DNA (pg) = (posi¢do do pico Gl da amostra/posi¢do do pico Gl de ervilha
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(Pisum sativum) x 9,09 (Figura 3). A analise estatistica dos dados foi realizada
pelo programa WinMDI 2.8 (TORTER, 2000).
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Figura 13 Procedimento adaptado para a obtengdo de nicleos isolados a partir de
calos para a citometria de fluxo
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O valor de quantidade de DNA individual da planta matriz e a planta in
Vitro ndo apresentaram varia¢do, permanecendo com 5,42 + 0,01 pg. As
estimativas da quantidade de DNA de calos, considerando a média das trés

amostras, variaram entre 5,43 e 10,15 pg (Tabela 3).

Tabela 3 Estimativas das quantidades de DNA para plantas e calos ¢ bastdo do
imperador, analisados por citometria de fluxo

uantidade de
" DNA (50 cvs
Matriz Campo 5.42 0.30
Matriz in vitro 5.43 0.59
Calos Estaveis 5.43 0.59
Calos Mixoploéides 1,34 -10.15 0.39-2,26

Do ponto de vista pratico, determinar a quantidade de DNA nuclear
pode substituir a contagem de cromossomos, principalmente quando se trabalha
com um numero muito grande de individuos, como um banco de germoplasma.
Conhecer o nimero de cromossomos ou o nivel de ploidia é imprescindivel para
trabalhos de melhoramento (SCHIFINO-WITTMANN, 2001).

Os coeficientes de variagdo (CV), neste estudo para as amostras de
calos, variaram entre 0,3 e 2,26 (Tabela 3). Esses valores demonstraram a
qualidade dos resultados obtidos e a confiabilidade nas estimativas de
quantidade de DNA em amostras de calos, planta matriz e planta in vitro. Marie
e Brown (1993), chamam a atengdo para a importancia dos valores dos
coeficientes de variagdo para uma boa estimativa da quantidade de DNA.
Segundo esses autores, este € um critério elementar para aceitagao dos resultados
obtidos, e coeficientes de variacdo entre 1% e 2% sdo apontados como

resultados de alta qualidade e em torno de 3% como rotina. Galbraith et al.
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(1983), definem um coeficiente de variagdo abaixo de 5% como um critério de
aceitacdo para publicagdes internacionais. Ja para, Ulrich e Ulrich (1991),
afirmam que para uma analise de alta resolucdo, o histograma deve conter

coeficientes de variagdo com picos abaixo de 1%.

K sluser (.43 pg 36} P carivim (308 py 36} . chasior (343 pg | 1C)

P sarbums (008 pg / 3

Intrmintats de Nusrecres: - ntensidtade de flasreacincia

E. elatior (543 p /2C) |

P sativum (9.09 pg / 2C)

Intensidade de fluorescéncia Inmnibsds de Musrscincia

Grafico 5 Histogramas de citometria de fluxo em bastio do imperador. A- Planta
matriz; B- Planta in vitro; C- Calo estavel e D- Calos mixoploides

Os picos da planta matriz e planta in vitro indicaram que aparentemente
sdo plantas diploides (Grafico 5), apresentando divisdes mitoticas praticamente
escassas em seu tecido. Ja em calos, apresentaram 75% de calos estaveis e 25%
de plantas mixoploide, devido certamente a grande atividade mitética. Os calos
induzidos pelo regulador de crescimento 2,4-D apresentaram 86% de estaveis e
14% mixoploides (Tabela 4). J& para os calos induzidos por picloram
apresentaram 64% de estaveis e 36% de mixoploides. Isso mostra que calos
induzidos por picloram demonstraram maior variabilidade no nimero de ploidia

em comparagdo com os calos induzidos por 2,4-D. Ao contrario, Lo Schiavo et



93

al. (1989), indicaram que os niveis de auxinas estdo relacionadas com o nivel de
metilacdo quando se aplica o 2,4-D, em geral, o grau de metilagdo aumenta a
medida que aumenta a concentracdo de reguladores de crescimento em meio de
cultura. Ja para Muller et al. (1990), o efeito da auxina 2,4-D tende mais a
acelerar a divisdo celular, o que pode afetar indiretamente a alteracdo genética e

ou grau de metilagao.

Tabela 4 Porcentagem de calos estaveis ¢ mixoploides nos reguladores de
crescimento 2,4-D e picloram de bastdo do imperador

Classificacéo 2,4-D Picloram
Calos estaveis 86% 64%
Calos mixopléides 14% 36%

As variagdes encontradas em calos induzidos por 2,4-D e picloram
podem estd relacionadas com o tempo de exposi¢cdo no meio de cultura, alta
divisdo celular ou ao explante utilizado. Neste estudo, observamos que as
mixoploidias encontradas nos calos, surgiram de explantes de segmentos de
rizoma. Que segundo Gutierrez e Ferrero (2005), explantes como tecido foliar,
raizes e rizomas, podem acumular um grande numero de mutacdes somaticas
que podem explicar, pelo menos em parte, a variagao encontrada.

Em calos, durante a fase de indugdo ocorre um estimulo no metabolismo
preparando as células para a divisdo celular. Na fase de divisdo, os explantes
readquirem capacidade meristematica pela desdiferenciagdo de suas células,
promovendo o crescimento do calo, pela produgdo de células parenquimaticas
indiferenciadas. Na ultima fase, algumas regides do calo rediferenciam-se
formando zonas de atividade meristematica (AITCHISON; MACEDO;
YEOMAN, 1977). Em estudos, Fillippi, Appezzato-da-Gloria e Rodriguez
(2001), constataram que rizomas seccionados longitudinalmente de bananeira
(Musa spp.) contendo o meristema apical e cultivados em meio suplementados

com 2,4-D, cessaram o desenvolvimento embriogénico apos o 15° dia de
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cultivo, ocorrendo um grande oxidagdo e quantidades elevadas de compostos
fenolicos. Ja em rizomas inoculados em meio com picloram, obtiveram calos
embriogénicos e posteriormente embrides somaticos que ndo regeneraram em
plantas. Provavelmente devido a falta de desenvolvimento meristematico que
pode ter sido ocasionada pelo seccionamento deste explante.

O desenvolvimento do protocolo de embriogénese somatica em bastao
do imperador pode ter sido afetado pelo tipo e seccionamento do explante e
tempo de exposicdo ao meio de cultura, causando distirbios metabolicos e

variagdo estrutural.
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4 CONCLUSOES

Pela técnica de citometria de fluxo foi possivel obter o nivel de ploidia
de células embriogénicas em bastdo do imperador induzidas pelos reguladores
de crescimento 2,4-D e picloram.

Os calos induzidos por picloram mostraram maior atividade mitdtica
(mixoploéides) no material genético, em relagdo aos calos induzidos por 2,4-D.

A fonte de explante, e o tempo de exposi¢do ao meio tem relagdo direta

na variagdo mitdtica dos calos de bastdo do imperador.
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ANEXOS

Tabela 1A Resumo da andlise de variancia com interagdo para hormonio e
posicdo do explante na porcentagem de calos de bastdo do

imperador

FV GL QM
Horménio 5 1.991795%*
Posigdo 1 0.004296™°
Horménio*Posicdo 5 0.188897*
Erro 48 0.048134
Total 59
CV(%) = 18.14

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F
NS Nio significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 2A Resumo da analise de varidncia com interagdo para hormoénio e
posicdo do explante na porcentagem de oxidagdo de bastio do

imperador

FV GL QM
Horménio 5 0.103630™
Posicdo 1 0.060758™°
Horménio*Posi¢io 5 0.024563"
Erro 48 0.056549
Total 59
CV(%) = 28.23

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F
NS Nio significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 3A Resumo da anélise de variancia para porcentagem de calos formados
a partir de explantes de rizoma (R1) de bastdo do imperador em
diferentes concentracdes de 2,4-D e picloram

FV GL QM
2,4-D Picloram
Tratamentos 3 4.716667* 1.666667*
Erros 16 0.050000 0.450000
Total 19
CV(%) = 15.42 31.60

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F
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Tabela 4A Resumo da anélise de varidncia para porcentagem de calos formados
a partir de explantes de rizoma (R2) de bastdo do imperador em
diferentes concentragdes de 2,4-D e picloram

FV GL QM
2,4-D Picloram
Tratamentos 3 4.716667* 4.183333*
Erros 16 0.050000 0.125000
Total 19
CV(%) = 15.42 26.19

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela SA Resumo da anélise de variancia para porcentagem de calos formados
a partir de explantes de rizoma (R3) de bastdo do imperador em
diferentes concentragdes de 2,4-D e picloram

FV GL QM
2,4-D Picloram
Tratamentos 3 3.000000 * 3.516667*
Erros 16 0.300000 0.125000
Total 19
CV(%) = 49.79 30.74

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F.

Tabela 6A Resumo da andlise de variancia para porcentagem de calos formados
a partir de explantes de folha (F) de bastio do imperador em
diferentes concentracdes de 2,4-D e picloram

FV GL QM
2,4-D Picloram
Tratamentos 3 0.266667° 0.266667 ™
Erros 16 0.150000 0.275000
Total 19
CV(%) = 93.65 62.20

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F
NS Nio significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F



100

Tabela 7A Analise de varidncia para porcentagem de calos formados a partir de
explantes de raiz (r) de bastdo do imperador em diferentes
concentracdes de 2,4-D e picloram

FV GL QM
2,4-D Picloram
Tratamentos 3 3.650000%* 3.400000%*
Erros 16 0.250000 0.225000
Total 19
CV(%) = 47.62 43.12

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 8A Analise de variincia para porcentagem de calos formados de bastio
do imperador em diferentes reguladores de crescimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 11 67.783333  6.162121 20.386* 0.0000
Erros 4 1.900000  0.475000 1.571 0.1987
Total 44
CV(%) = 25.18

*Significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F

Tabela 9A Analise de varidncia para porcentagem de oxidacdo de bastio do
imperador em diferentes reguladores de crescimento

FV GL SQ QM Fc Pr>Fc
Tratamentos 11 2.933333 0.266667 1.128™ 0.3635
Erros 4 0.400000  0.100000 0.423 0.7911
Total 44
CV(%) = 38.88

NS Niio significativo, com 5% de probabilidade pelo teste F
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Tabela 10A Estimativas dos niveis de ploidia em calos de bastdo do imperador
selecionados pela analise de citometria de fluxo

2,4-D Estavel Picloram Estavel

(mg L) 2C) Mixoploide (mg L) 2C) Mixoploide
10-Ry 3* - 10-Ry - 3
1,0-R; 1 2 1,0-R; - 3
10-R; - 3 1,0-R; 3 -
10-F 3 - 10-F - 3
10-r 3 - 10-r 3 -
20-R; 3 - 20-R; 3 -
2,0- R, 3 - 2,0- R, - 3
2,0-R;3 2 1 2,0-R; 3 -
20-r 3 - 20-r 3 -
40-R; 3 - 40-R; 3 -
40-R; 3 - 40-R; 3 -
40-R; 3 - 40-R3 - 3
40-F 3 - 40-F 3 -
40-r 3 - 40-r 3 -
TOTAL 36 6 TOTAL 27 15

*Quantidade de calos de trés repetigdes.
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