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RESUMO

LANDA, F. de S.L. Indução in vitro de calos em explantes foliares de
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) Lavras: UFLA, 1999. 73p.
(Dissertação - Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal)*

Visando determinar uma metodologia para o estabelecimento in vitro do
pequizeiro, procedeu-se a indução e formação de calos a partir de explantes
foliares. O uso de meio WPM suplementado com as combinações de 2,22 uM
BAP + 10,74uM ANA e 4,44uM BAP + 10,74uM ANA, mostrou-se adequado
para indução e formação de calos a partir de segmentos foliares. Explantes
mantidos na ausência de luz, apresentaram maior formação de calos em relação
aos explantes mantidos na presença de luz. Os calos formados apresentaram
coloração diferenciada variando entre branco, branco-amarelado ou marrom. Foi
observada também formação de raízes a partir do calos ou diretamente do
explante. Não foi observada formação de calos com aspecto fiiável. O uso de
extrato de marte no meio de cultura favoreceu o subcultivo dos calos e os
resultados indicaram que a repicagem deve ser feita com intervalos de 45 dias. O
estudo da variabilidade genética através de marcadores RAPD, indicou uma
proximidade genética entreos indivíduos, sugerindo que as diferenças observadas
no comportamento in vitro se devam mais a fatores ambientais e/ou fisiológicos
do que a fatores genéticos.

Orientador: Renato Paiva - UFLA



ABSTRACT

LANDA, F. de S.L. In vitro induction of callus on leafexplantes of pequizeiro
(Caryocar brasiliense Camb.). Lavras: UFLA, 1999. 73p. (Dissertation -
Agronomy/Plant Physiology)*

With the objective to determine a methodology for the in vitro
establishment of pequizeiro, leaves were used as source of explantes for the
induction of callus formation. The use of WPM médium supplemented with the
combinations of 2.22 uM BAP + 10.74 uM NAA or 4.44 uM BAP + 10.74
uM NAA were able to induce callus formation on leaf explantes. Explantes
maintained in the absence of hght showed higher callus formation. The formed
callus presented white, yellowish or brown coloration. No formation of friable
callus was observed The use of barley extract favored callus subculture which
should be performed at each 45 days interval. The studies of genetic variability
through RAPD indicated genetic proximity among the analised individuais
suggesting that different explant behaviors observed in vitro were due to
environmental and/orphysiological ratherthan genetic factors.

Guidance: Renato Paiva - UFLA



1 INTRODUÇÃO

O cerrado é umbioma típico dazona tropical que ocupa cerca de20%do

território nacional, compreendendo o sul do Mato Grosso, os estados de Goiás,

Tocantins, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, oeste da Bahia e o Distrito

Federal (Eiten,1993). Estende-se ainda para fora do Brasil Central em "ilhas"

como no suldoMaranhão, norte doPiauí, em Rondônia e umquinto doestado de

São Paulo. Em Minas Gerais ocupa mais de 50% do território do estado

(Silveira,1989).

Levantamentos florísticos realizados em regiões de cerrado mostraram

uma grande riqueza em espécies, apesar da homogeneidade fisionômica da

vegetação (Silva Júnior,1984).

O modo desordenado e a velocidade assustadora de como as áreas de

cerrado vêm sendo devastadas dificultam a realização deestudos de levantamento

tanto da fauna quanto da flora, acarretam ainda a perda de material genético e

inviabilizam estudos sobre conservação e aproveitamento sustentável de espécies
nativas.

Dentre as espécies vegetais ocorrentes no cerrado podemos citar o pequi

(Caryocar brasiliense Camb.), uma espécie arbórea de grande interesse sócio-

econômico. Alémde apresentar um fruto de alto valor nutritivo e madeira de boa

qualidade a qual é explorada de forma extrativista para subsistência ou

comercializado para indústrias, esta espécie sofre pressões da expansão das

fronteiras pecuárias e agrícolas.

Este tipo de ação antrópica traz risco para a sobrevivência da espécie.

Uma alternativa seria a implantação de plantios comerciais e conservação de



germoplasma. Entretanto, não são conhecidos atualmente plantios comerciais

pequi em Minas Gerais e em outros Estados.

j. Uma das principais barreiras para a implantação e a conservação ei

recursos genéticos do pequizeiro é a ocorrência de dormência e a inexistência

domínio de técnicas de cultivo e de estudos sobreas condições de armazenamei

de suas sementes.

Assim, a cultura de tecidos surge como uma importante ferramenta

propagação, a qual vem sendo utilizada com sucesso em várias espécii

Entretanto, problemas como oxidação, contaminação e variabilidade genética <

plantasnativas podem representar uma barreira ao processo de estabeleeimente

propagação in vitro de espécies lenhosas.

Desta forma este trabalho teve como objetivos: 0 promover

estabelecimento in vitro do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), através

formação de calos em segmentos foliares, e ® verificar a presença

variabiUdade genética no material, através de técnicasde biologiamolecular.



2 REFERENCIAL TEÓRICO

Desde a primeira referência a uma espécie pertencente à Caryocaraceae,

Caryocar nuciferum sob a denominação de Amygdala guyanensis (Clusius,1605

citado por Prance e Silva, 1973), os membros desta famíha ocuparam diversas

posições sistemáticas, estando atualmente incluídos na ordem Theales junto com

ramíüas como Guttiferae, Theaceae, Ochnaceae, Maregravinaceae, dentre

nutras (Cronquist, 1968 citado por Prance e Silva, 1973).

A famíha Caryocaraceae compreende 26 espécies agrupadas em 2

gêneros: Caryocar L., que engloba 16 espécies e Anthodiscus G. F. W. Meyer

'Araújo, 1995; Barradas, 1972). O gênero Caryocar engloba muitas espécies no

Brasil, quase todasárvores degrande porte (Heringer, 1970).

Dentre estas podemos citar Caryocar brasiliense Camb., popularmente

xmhecido como pequi, piqui, pequizeiro, pequi-do-cerrado, ou pequihi (Ribeiro,

'roença e Almeida, 1986; Heringer, 1970). Existem porém, outras espécies como

Znucuferum L. e C. villosum (Aubl.) Pers sob a mesma denominação popular.

O pequi (FIGURA 1) é uma árvore de ampla ocorrência em cerrados

latu sensu) do Distrito Federal e dos Estados de Goiás, Minas Gerais, Mato

jtosso, São Paulo, Bahia e Piauí (Ribeiro, Proença e Almeida, 1986; Araújo,

995), com um porte médio de 3m de altura, mas podendo atingir 8m nocerradão

ilmem áreas de campo sujo. As folhas são trifolioladas, de filotaxia oposta com

tordas onduladas. Geralmente apresenta queda foliar na época seca e de acordo

om Soave e Silva (1993) a queda fohar em C. brasiliense parece estar

elacionada com temperatura e baixa precipitação ou, ainda, a redução do

btoperíodo. As flores são hermafroditas, brancas com estames numerosos. A

[oração ocorre, geralmente, entrejunhoe dezembro



FIGURA 1: Aspecto visual de uma planta adulta de pequi (C. brasiliense) (A),

detalhe dos ramos (B); frutos (C); putamens (D); tronco (E) e

madeira (F). Fonte: Lorenzi,1992



(Barradas, 1972; Ribeiro, 1980; Ribeiro, Proença e Almeida, 1986; Melo,1987).

Apresenta frutos do tipo drupa, arredondados ou com lóbulos em função do

número de pequis ou putamens (de 1 a 4), que são as unidades de dispersão

(Melo,1987; Barradas, 1972). Uma fina casca de cor verde acinzentada constitui

o epicarpo. Com o desenvolvimento do fruto o mesocarpo toma-se heterogêneo,

apresentando duas regiões distintas denominadas mesocarpo externo e interno

(Barradas, 1971 citada por Melo, 1987). Este último envolve uma camada de

espinhos finos e rígidos originados noendocarpo que é rígido, lenhoso e aloja uma

semente oleaginosa e de cor branca denominada de "amêndoa" (Cetec, 1983)

(FIGURA 2).

FIGURA 2: Desenho esquemático de um fruto seccionado de C. brasiliense. A)

semente; B) endocarpo; C) espinhos; D) mesocarpo interno; E)

mesocarpo extemo; F) epicarpo. Fonte: Araújo, 1994 (modificado)



A frutificação ocorre geralmente de agosto a março, dependendo d

condições locais onde a espécie se encontra. Éuma espécie tolerante ao alumir

mas não acumula este elemento (Harídasan, 1982 citado por Araújo, 199<

Segundo Fomi - Martins, Pinto - Maglio e Cruz (1995) a espécie apreser

número de cromossomos 2n = 46.

A polinização ocorre através do vento e animais como morcegos, av*

mariposas e abelhas do gênero Trigonia (Barradas, 1972; Ribeiro,1980; Silveü

1989; GribeleHay, 1993).

É uma espécie de grande interesse sócio-econômico chegando

representar, na região de Montes Claros (MG), 54,7% da renda anual <

trabalhadores rurais, quandoalém do pequi "in natura" estes vendem o óleo. Pa

o produtor tamihar, a comercialização dos frutos chega a contribuir com 17,73

da renda anual e ocupa o terceiro lugar dos produtos que geram renda. Para

varejistas, a venda do pequicontribui com 49,83%na renda anual (Chévez Poz

1997).

Os frutos são bastante utilizados na culinária (polpa cozida) pe

população local. Além disso, a madeira do pequizeiro por ser bastante resistenl

é usada de forma diversificada na marcenaria e carpintaria, bem como i

fabricação de estacas, pilares, moirões, dormentes, carvão siderúrgico e i

indústria civil e naval. Suas folhas são ricas em tanino e o seu extrato alcoóti

revela alguma ação contra o câncer, como por exemplo o sarcoma 180. O fruto

rico em ràamina A e E. O óleo extraído das sementes é usado pela indústria <

cosméticos (para fabricação decremes e sabonetes), iluminação, lubrificação e i

medicina popular é utilizado no tratamento de problemas respiratórios (Almeida

Silva, 1994; Brasil, 1985; Ribeiro, Proença e Almeida, 1986; Ribeiro, 198

Araújo, 1994; Dombroski, 1997; Melo, 1987).



Apesar de seu grande valor econômico e social, estudos relacionados à

propagação dopequizeiro são ainda escassos ou compouco sucesso.

Segundo Miranda (1986) e Melo e Gonçalves (1991) o pequizeiro

apresenta problemas no processo de propagação devido a ocorrência de

dormência de suas sementes, o que dificulta a produção de mudas. Várias foram

astentativas de quebra da dormência, mas os resultados apresentados não foram

satisfatórios. Autores como Melo (1987), Miranda et ai. (1988) e Araújo (1994)

observaram que a quebra da dormência é difícil visto que sua causa não é

conhecida. Dombroski (1997) no entanto, observou em seus estudos que o

endocarpo provoca restrição na germinação. Sua remoção total e embebição da

semente em solução com 1,44 mM deGA3 proporcionou uma taxadegerminação

de 68,4%. Estes resultados são bastante superiores aos 20% conseguidos por

Melo (1987) trabalhando com sementes isoladas. A utilização da giberelina GA3

como estimulador de germinação temsido verificada emvárias espécies.

A propagação assexuada geralmente é vista como uma artemativa a

propagação deespécies queapresentam dificuldade por viasexuada.

Estudos realizados por Miranda (1986), utilizando técnicas de

propagação como alporquia e estacas, não apresentaram resultados satisfatórios

com relação à regeneração. Já Silva e Fonseca (1991), apresentando resultados

preliminares de seus estudos, citam autilização da enxertia por garfagem lateral e

detopo em fenda naprodução de mudas depequizeiro.

Nos últimos anos, a cultura de tecidos tem sido considerada uma técnica

bastante eficaz napropagação de várias espécies.

Segundo Pierik (1985) os métodos clássicos de reprodução in vivo são

lentos, difíceis, caros e muitas vezes completamente inviáveis. Desde a descoberta

de que as plantas podem ser clonadas mais rapidamente in vitro do que in vivo, os

conhecimentos sobre a propagação vegetativa in vitro têm crescido rapidamente.



../ Para este autor, as principais vantagens da propagação in vitro são o pequei

espaço utilizado em relação ao grande número de mudas produzidas, a obtençi

deplantas üvres depatógenos e de clones de difícil propagação, e a possibíhda

de produção de mudas durante todo o ano.

A propagação in vitro das plantas podeser feita por via direta ou indire

(via indução e formação de calos), podendo esta última ser considerada como u

método potencial de propagação, caso as variações genéticas (mutações) ní

atinjam valores percentuais elevados(Pierik, 1985).

Entende-se por calos, um tecido tumoral, parcialmente organizado, qi

geralmente surge sobre feridas de órgãos ou tecidos diferenciados (Pierik, 1985

como resposta à lesões químicas ou físicas.

Pesquisas realizadas com calos formados a partir de fragmentos (

caules, folhas e raízes são realizadas principalmente para determinar as condiçõ

de cultura in vitro que os explantes requerem para sobreviver e crescer (Siqueii

e Inoue, 1992), para estudar o desenvolvimento celular, para explorar produtc

provenientes do metabolismo primário e secundário, para obter suspensão celulj

e ainda para a propagação com a formação de gemas ou embriões somáticos.

A aphcação da cultura detecidos em plantas lenhosas tem proporcionac

o estabelecimento in vitro através da formação de calos em espécies como

moreira (Paiva Neto, 1996), Hyperycum brasiliense (Cardoso e OUveira, 1996)

castanheira - do - Brasil (Camargo, 1997) e a regeneração in vitro de Kielmeiet

coriacea (Arello e Pinto, 1993), Sesbania spp. (Yan - Xiu, Dun - Yi e Harri

1993)e do barbatimão (Stryphnodendron polyphythum) (França et ai., 1995).

A cultura de tecidos de plantas é geralmente dependente da adição c

reguladores de crescimento e de outras substânciaspromotoras do crescimento n

meio de cultivo. As auxinas, citocininas e a interação auxina - cítocinina sã<

normalmente, consideradas os reguladores de crescimento mais importantes pai



a regulação do crescimento e desenvolvimento in vitroj As auxmas, dentre outras

funções, participam de processos como a expansão celular, iniciação da divisão e

promoção de diferenciação vascular. As citocininas geralmente estimulam a

divisão celular, quebra da dormência degemas laterais e indução da formação de

gemas adventícias. A divisão celular é regulada pela ação conjunta das auxinas e

citocininas, cada uma influenciando numa determinada fase do ciclo celular. As

auxinas afetam a repUcação do DNA, enquanto as citocininas parecem exercer

algum controle sobreos eventos que levam a mitose e citocinese. Desta forma os

níveis de auxinas e citocininas em culturas in vitro são balanceados e

controlados. Entretanto, as respostas de células, tecidos e órgãos cultivados in

vitro podem variar de acordo comas condições da cultura, dotipo de explante e

do genótipo (Gaspar et ai., 1996).

No caso específico de plantas lenhosas, alguns fatores como

contaminação, liberação de substâncias oxidantes no meio, bem como a grande

variabiUdade genética existente dificultam os estudos de propagação in vitro.

Além disso, a freqüência de regeneração in vitro geralmente diminui em função

da idade da fonte de explantes (Rao e Venkateswara, 1985). A influência do

genótipo sobre o comportamento in vitro e/ou capacidade de regeneração é,

muitas vezes, determinante para o sucesso de cultivos in vitro (Abe et ai., 1991;

DomeUes et ai., 1997a; DomeUes et ai., 1997b; Khanna e Railia, 1998 e Litz et

ai., 1998).

Atualmente, astécnicas de biologia molecular disponíveis são capazes de

determinar a variabiUdade genética ao nível de seqüência de DNA, ou seja,

detectam polimorfísmo genético. Estas técnicas permitem a obtenção de um

grande número de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do

organismo. Estes marcadores, segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), podem ser

utilizados para as mais diversas apücações, tais como a identificação de



genótipos, avaliação de germoplasma, mapeamento genético e anal

filogenética.

Os diferentes tipos demarcadores moleculares podem ser utilizados coi

marcadores genéticos. Entende-se pormarcador genético todo e qualquer fenóti

decorrente de um gene expresso, como no caso de proteínas e característic

morfológicas, ou de umsegmento específico de DNA (correspondentes as regic

expressas ou não do genoma), cuja seqüência e função podem ou não í

conhecidas, e que possui comportamento de acordo com as leis básicas

herança de Mendel (Valois, Salomão e Allen, 1996).

Os marcadores moleculares como o RFLP - Polimorfismo

comprimento de fragmentos de restrição e o PCR - Reação da polimerase e

cadeia e sua derivação, o RAPD - Polimorfismo de DNA amplificado ao acas

surgiram em decorrência dos conhecimentos adquiridos com as técnicas

sequenciamento de DNA (Cloutier e Landry, 1994).

A técnica de RAPD, desenvolvida simultaneamente por Welsh

McClelland, (1990) e Willians et ai. (1990), consiste em usar "primers"

seqüência arbitrária para a ampUficação de fragmentos de DNA, com a utilizaç

de quantidades reduzidas (nanogramas) de DNA, sem a necessidade

conhecimento prévio de sua seqüência. Segundo Ferreira e GrattapagUa (1996)

RAPD veio democratizar a análise de polimorfismo nuclear, ao permitir

realização de estudos de análise genética em espécies menostradicionais .

Para uma melhor visualização dos relacionamentos entre indivídu

avaliados, a escolha de um coeficiente de similaridade entre dois indivíduc

representa o ponto de partida para várias técnicas de análise dos resultadc

(Krzanowsky, 1988). Similaridade é considerada como um relacionamen

simétrico requerendo Sij = Sji, onde Sij representa uma medida de similarida

entre o par de genótipos i e j, respectivamente (Sokal e Sneath, 1963). Pa
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marcadores do tipo RAPD, são 4 as possíveis observações de comparação entre

dois genótipos baseados na presença (1) e ausência (0) de um marcador para cada

genótipo de acordo com a TABELA 1.

TABELA 1: Quatro possíveis resultados decomparação dedois genótipos por

marcadores RAPD

Genótipo i

1 0

1 a b

Genótipo j (1,D (0,1)

0 c

(1,0)

d

(0,0)

Análises de agrupamento (Cluster analysis), são freqüentemente usadas

com a tinaüdade de reunir, de acordo com algum critério de classificação, as

unidades amostrais (indivíduos, locais, etc) em vários grupos, de modo que exista

homogeneidade dentro e heterogeneidade entre grupos (Cruz, 1990) e a

construção de uma matriz de similaridade ou distância entre os genótipos

avaliados viabilizam estas análises (Duarte, 1998). Um dos métodos de

construção dos dendrogramas, que são um tipo de agrupamento, é o UPGMA

(Unweighted pair-group meam arithmetics). Nele a distância entre dois clusters é

a medida da distância entre todos os pares possíveis de indivíduos, um de um

grupo e um de outro (Kotz e Johnson, 1985).
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Exemplos como a detecção de variação somaclonal em beterra

(Munthali, Newbury e Ford - Lloyd, 1996), caracterização da diversida

genética de cultivares de mandioca (Colombo et ai., 1998), determinação

parentesco entre taxas brasileiros de Stylosanthes SW. (Vieira et ai., 1997)

diferenciação geográfica e identificação do tipo de embrião em cultivares

Manginifera indica L. (López - Valenzuela, Martinéz e Paredes - López, 199

podem ser encontrados na literatura, com relação aousodemarcadores RAPD.

Segundo Cloutier e Landry (1994) a cultura de tecidos e a biolos

molecular iniciaram um sinergismo dinâmico. Enquanto a cultura de tecid

produz sistemas de modelos para estudos de biologia molecular, as técnicas <

biologia molecular têm sido aplicadas para revelar possíveis limitações d

sistemas de cultura de tecidos.
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3 MATERIAL E MÉTODOS

3.1 Obtenção das mudas

Frutos maduros provenientes do município de Montes Claros (MG),

coletados no ano de 1997, foram utilizados como fonte de semente. A casca

(epiderme) e parte externa do mesocarpo foi retirada manualmente, restando

apenas o putámem. O putámem foi então submetido ao método do motor para

retirada do mesocarpo interno e espinhos (parteexternado endocarpo).

O método do motor, segundo Dombroski (1997) consiste em acoplar um

motorde 3A cv. à um eixo de 60 cm de comprimento formado por uma barra de

rosca de '/£", onde na extremidade Uvre são colocadas quatro escovas de aço de

3". Com o conjuntomontadona vertical, os putamens foram colocados dentro de

um recipiente com água corrente, com capacidade de 18 litros e acondicionado na

extremidade das escovasde aço. Os putamens permaneceram nesta condição até

a retirada total dos espinhos, ficando somente o endocarpo rígido e lenhoso que

aloja a semente. O endocarpo então, foi partido transversalmente com a ajuda de

um esmeril, liberando por completo a semente/Em seguida, as sementes foram

colocadas em papel para germinação embebidos numa solução de 500 ppm de

ácido giberélico (GA3), onde permaneceram por 24h à temperatura ambiente.

Após 24h na presença de GA3 as sementes foram transferidas para outro papel

para germinação embebidoapenas com água destilada, onde permaneceram até a

emissão da radícula.

As sementes germinadas foram transferidas para sacos plásticos com

capacidade de 3,5 litros contendo como substrato terra: areia: super simples:
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cloreto de potássio (2:1:5: 2,5). As mudas desenvolvidas foram mantidas é

casa de vegetação e viveiro do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Mudas, com 4-5 meses de idade, também foram adquiridas da Estaç

Florestal de Experimentação do IBAMA em Paraopeba - MG, sendo su

sementes (do ano de 1997) germinadas naturalmente. Estas mudas fora

mantidas em sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal do Departamen

de Biologia da UFLA.

Pulverizações regulares com o fungicida Benlate (4mg/L) fora

realizadas em intervalos de 10 dias.

3.2 Experimentos in vitro

3.2.1 Indução de calos

Este experimento teve como objetivo verificar as melhores condições «

cultivo para a indução e formação de calos.

Foram utilizadoscomo explantes, segmentos foliares com cerca de 1 or

retirados de mudas de Montes Claros (MG), com aproximadamente 4 meses <

idade.

As folhas permaneceram em água conente por 16h antes de sofrerem

processo de desinfestação, queconsistiu em lavá-las 2 vezes com água destilada

2-3 gotas de detergente neutro; imersãorápida em álcooletíüco 70%; imersão e:

hipoclorito de sódio 30% (v/v) de produto comercial por 15 minutos e 4 lavagei
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com água destilada autoclavada. As duas últimas etapas foram realizadas em

câmara de fluxo laminar, onde todas as normas usuais para estetipo de trabalho

foram adotadas. As folhas permaneceram em água destilada até o momento da

inoculação no meio de cultura presente em tubos de ensaio contendo 15 ml de

meio.

O meio de cultura usado foi o WPM (Wood Plant Médium, Lloyd e

McCown, 1980, TABELA IA em anexo) suplementado com 3% de sacarose,

0,65% de ágar e pH ajustado para 5,8 ±0,1, antes da autoclavagem. Os

tratamentos utilizados foram:

•> To: controle (meio sem reguladores de crescimento);

m> TI: meio acrescido de 2,22uM BAP (benzüaminopurina);

•> T2: meio acrescido de 4,44uM BAP;

*>T3: meio acrescidode 10,74 uM ANA (ácidonaftalenoacético) ;

*>T4: meio acrescido de 10,74 uM ANA e 2,22uM BAP;

•> T5: meio acrescido de 10,74 uM ANA e 4,44uM BAP.

Os tubos contendo os explantes foram mantidos na ausência de luz e

também sob baixa intensidade luminosa (RAF = 14 uMol. iri^.s"1 de, luz branca

fluorescente, com fotoperiodo de 16h de luz) em sala de crescimento com

temperatura de 27°C.

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado

(DIC) (Compton, 1994)com 12 repetições portratamento. Ao final de 60 dias foi

feita avaliação visual observando-se o aspecto visual do explante, ou seja,

coloração, tamanho, presença de oxidação e/ou raízes e brotações; além da

percentagem de calos formados.
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3.2.2 Manutenção de calos I

Neste experimento, objetivou-se identificar o melhor meio de cultura pi

o subcultivo dos calos formados in vitro em explantes foliares, utilizando

substâncias complexas como extrato demalte, extrato de levedura, água de côo

caseína hidrolizada.

Foram usados os calos obtidos através do tratamento com meio WT

acrescido de 10,74 uM ANA e 2,22 uM BAP mantidos na ausência de luz. Es

calos foram submetidos então, aos seguintes tratamentos:

•>T1: Meio de indução (meio WPM suplementado com 10,74 uM Aí

e 2,22 uM BAP);

«>T2: meio WPM sem reguladores de crescimento;

«>T3: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA e 1,11 uM BAP;

«>T4: meio WPM sem reguladores de crescimento suplementado a

50ml/L de água de coco;

«>T5: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAI

500 mg/L de extrato de marte;

«>T6: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAI

50 ml/L de água de coco;

«>T7: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAI

250 mg/L de extrato de levedura;

«>T8: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAI

200 mg/L de caseína hidrolizada.
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Ao meio de cultura de todos os tratamentos foi adicionado 3% de

sacarose, 0,65 % de ágar e o pH foi ajustado para 5,8 ±0,1, antes da

autoclavagem. Após a inoculação, que foi realizada em tubos de ensaio contendo

15 mlde meio, o material foi mantido em sala de crescimento com temperatura de

27°C, na ausência de luz.

O delineamento experimental adotado foi o deblocos casualizados (DBC)

(Compton, 1994) com 5 blocos contendo cada um 8 parcelas com 1 repetição,

totalizando 5 repetições por tratamento. Os dados foram submetidos a análise de

variância 5% e Teste de Tukey 5% pelo Proc GLM (General Linear Models

Procedure) do programa estatístico SAS (SAS® Institute, 1993). A avaUação foi

feita ao final de 30 dias, onde foram observadas a ocorrência de crescimento,

oxidação e formação de outras estruturas, tais como, raízes e/ou brotações. À

primeira observação foi atribuído um critério de notas, especificado a seguir:

ausência de crescimento = 0; poucocrescimento = 1 e muito crescimento = 2.

OBS: Pouco crescimento refere-se à formação de calos sem ocupar toda a

superfície do explante inoculado e muito crescimento refere-se à formação de

calos ocupando todaa superfície doexplante inoculado e suas adjacências.

3.2.3 Manutenção de calos II

Com base nos resultados encontrados no experimento anterior, calos

obtidos à partir de explantes foliares provenientes do primeiro par de folhas

totalmente expandido abaixo do ápice (mudas de Montes Claros - MG), foram

produzidos utilizando-se o meio WPM suplementado com 10,74 uM ANA e 2,22
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uM BAP, 3% de sacarose, 0,65% de ágar, pH ajustado para 5,8 ± 0,1, antes

autoclavagem, foram submetidosaos seguintestratamentos com ANA e BAP:

«>T0: meioWPM suplementado com 5,37 uM ANA e 1,11 uM BAP;

«>T1: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA, 1,11 uM BAÍ

500 mg/L de extrato de malte;

«>T2: : meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA, 1,11 uM BAÍ

1000 mg/L de extrato de malte;

«>T3: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA, 1,11 uM BAP

1500 mg/L de extrato de malte.

Ao meio básico utilizado (WPM) foi acrescentado 3% de sacaros

0,65% de ágar, 100 mg/l de PVP-40, pH ajustado para 5,8 ± 0,1, antes <

autoclavagem. Após a inoculação o material foi colocado na ausência de luz e

sala de crescimento comtemperatura de 27°C.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizad

(DBC) (Compton, 1994) com 4 blocos contendo cada um 4 parcelas com

repetições, totalizando 12 repetições por tratamento. Trinta dias após

inoculação foi realizada a avaüação final do experimento, onde se verificou

percentagem de crescimento dos calos formados in vitro, de acordo com

formula abaixo, onde PF = pesofinal e PI= pesoinicial:

%cresc. = PF-PI x 100

PF

Os dados foram submetidos à anáUse de variância 5% e teste de Tuk(

5%pelo Proc GLM do programa estatístico SAS (SAS® Instituto, 1993).
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3.2.4 Indução de inabilidade em calos de pequizeiro

Por se tratar de uma planta com propriedades medicinais, este

experimento teve como objetivo promover a inabilidade dos caíos de pequizeiro

para sua posteriorutilização em cultivo de suspensão de células.

Foram utilizadas como plantas matrizes, mudas de aproximadamente 4-5

meses deidade provenientes domunicípio deParaopeba - MG.

O primeiro par de folhas totalmente expandido abaixo do ápice foi

coletado e mantido em água corrente por20 h. A seguir foram lavados por duas

vezes com água destilada e 2-3 gotas de detergente neutro, imerso rapidamente

em solução de álcool etílico 70%, seguido de imersão em solução dehipoclorito

de sódio a 30% (v/v) de produto comercial, por 15 minutos e finalmente lavado

por4 vezes com água destilada autoclavada, permanecendo em água destilada até

o momento da inoculação.

O meio básico utilizado foi o WPM, comexceção de um dostratamentos

cujo meio foi constituído de NH4NO3 (1650 mg/L) e KN03 (1900 mg/L) do meio

MS (Murashige & Skoog, 1962) além das outras soluções estoque (C, D, E, F,

G, Mio-inositol e GUcina, TABELA IA, emanexo) do meio WPM. Em ambosos

casos não foram acrescidos reguladores de crescimento e o meio de cultivo foi

suplementado ainda com 0,5 mg/L de Benlate, 3%de sacarose, 0,65% deágare

pH ajustado para 5,8 ±0,1. Os explantes com cerca de 1 cm2 aí permaneceram

em sala de crescimento por 24h, na ausência de luz, até serem transferidos para

os meios contendoos seguintestratamentos:

«>T0: controle (meio WPM acrescido de 10,74uM ANA e 4,44uM

BAP);
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«>T1: meio contendo NH4NO3 (1650 mg/L) e KN03 (1900 mg/L)

meio MS 100% e o restante das soluções estoque do meio WPM, além

10,74uM ANA e 4,44uM BAP;

«>T2: meio WPM suplementado com 9,05uM 2,4-D (ácido 2

diclorofènoxiacético) e 4,44uM BAP;

«>T3: meioWPM suplementado com 18,luM de 2,4-D e 4,44uM BAP

«>T4: meioWPM suplementado com 9,05uM de 2,4-De 2,22uM BAP

«>T5: meioWPM suplementado com 18,lpM de 2,4-D e 2,22uM BAP

«>T6: meio WPM contendo 10,74uM ANA e 4,44uM B^

suplementado com 200 mg/L de caseína hidrolizada;

«>T7: meio WPM contendo 10,74uM ANA e 4,44uM BA

suplementado com 400 mg/L de caseína hidrolizada;

«>T8: meio WPM contendo 10,74uM ANA e 4,44uM BA

suplementado com 800 mg/L de caseína hidrolizada;

«>T9: meio WPM contendo 10,74uM ANA e 4,44uM B^

suplementadocom 1600 mg/L de caseínahidrolizada.

Em todos os meios foi adicionado 3% de sacarose, 0,65% de ágar, p

ajustado para 5,8 ±0,1, antes daautoclavagem. Os explantes foram mantidos e

salade crescimento, na ausência de luz, comtemperatura de 26°C.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casulizados (DB(

(Compton, 1994) com 4 blocos contendo 10 parcelas com 3 repetições cad

totalizando 12 repetições por tratamento. A avaliação foi visual e constituiu e:

observar a formação de calos friáveis, aspecto geral dos explantes (coloraçã

tamanho e oxidação) e obter a percentagem de crescimento através da mesn

fórmula utilizadano experimento anterior (item 3.2.3).
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3.2.5 Indução de calos a partir de folhas obtidas de diferentes plantas e

posições dentro das plantas.

Em função dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, este

experimento teve como objetivo verificar sea posição das folhas, em cada planta,

estava influenciandono comportamentodiferenciado observado in vitro ou se esta

diferença de comportamento ocorria apenas entre plantas.

Foram utilizadas como plantas matrizes mudas (FIGURA 3) formadas à

partir de sementes do município de Montes Claros (MG).

Onzeplantas foram marcadas e delas foram retiradas o Io e o 2o pares de

folhas totalmente expandidos abaixo do ápice. As folhas permaneceram em água

corrente por 16h, sendo em seguida, lavadas duas vezes com água destilada e 2-3

gotas de detergente neutro, seguidas de imersão rápida em uma solução de álcool

etíüco70% (v/v), imersão em uma solução dehipoclorito de sódio a 30% (v/v) de

produto comercial por 15 minutos e lavadas 4 vezes com água destilada

autoclavada, permanecendo em água destilada até a inoculação.

Os explantes com cerca de 1 cm2 foram inoculados em tubos de ensaio

contendo 15 ml de meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de

ágar, pH ajustado para 5,8 ±0,1, antes da autoclavagem. Foram adicionados ao

meio os reguladores de crescimento ANA e BAP nas melhores concentrações e

combinações obtidas no experimento de indução de calos (item 3.2.1):

•>T0: meio sem reguladores de crescimento (controle);

«>T1: meio acrescido de 10,74uM ANA e 2,22 uM BAP;

•>T2: meio acrescido de 10,74uM ANA e 4,44 uM BAP.
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FIGURA 3: Aspecto visual das plantas matrizes de C. brasiliense formadas a
partir de sementes coletadas de frutos produzidos no ano de 1997 no
município de Montes Claros (MG).

Cada par de folha, dentro de cada planta recebeu todos os tratamentos e o

modelo experimental utilizado foi:

Yij= M + Pj + V(P1j(i) + Tk + (PT) * + ôijk

onde : Yg: valor observado de cada caráter emestudo, em cada explante;

M: média geral (efeito fixo);

Pi: efeito aleatório da planta i, i = 1...11;

V(Pij(i): efeito fixo do par de folha dentro da planta i, j + 1...2;

Tk: efeito fixo do tratamento k, k = 1...3;
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(PT) *: efeito aleatório da interação entre a planta i e o tratamento k

(análogo ao erroexperimental entreparcelas);

ôijk: erroamostrai dentro das parcelas.

Os explantes, numtotal de 3 repetições por tratamento, permaneceram

em sala decrescimento na ausência deluz, comtemperatura ambiente de26° C.

A análise foi feita usando-se a Proc GLM do SAS (SAS® Institute,

1993), tomando-se os SQ tipo m (para corrigir os dados perdidos). Procedeu-se

também o teste t para identificar possível diferença entre plantas e o teste de

Tukey para avaliar os efeitos de tratamentos testados.

3.2.6 Estudo do crescimento de calos de pequizeiro.

Este experimento tevecomo objetivo identificar o período mais adequado

para o subcultivo dos calos, através das fases de crescimento.

Para obtenção da curva de crescimento de calos, foram usadas como

plantas matrizesmudas de Paraopeba (MG) com cerca de 4-5 meses de idade

O meio usado foi o de WPM contendo 3% de sacarose, 0,65% de ágar e

pHajustado para 5,8±0,1, antes da autoclavagem. Os explantes permaneceram

por 24h em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio, antes da indução do

tratamento com 10,74uM ANA e 4,44 uM BAP, em meio sem reguladores de

crescimento, mas acrescido de 0,5 mg/L de Benlate.

Foram anotados o peso de matéria fresca inicial de cada explante e a

cada 7 dias foram obtidos o peso de matéria fresca de 12 tubos num período de

56 dias. Uma vez pesados, os explantes foram colocados em N líquido e em
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seguida transferidos para um freezer vertical Forma Scientific mod. 925 -8

C. Para obtenção do peso de matéria seca, os explantes foram colocados e

estufa de secagem FABBE mod. 170 com circulação de ar forçada à 70° C p

48h, período no qual foi obtido o seu peso constante. A construção da curva

crescimento foi realizada com base namédia dos 12tubos, paracada avaliação.

3.3 Estudo de variabiUdade genética através de marcadores RAPD

Este trabalho foi realizado no Núcleo de Biologia Aplicada (NBA) <

Centro Nacional de Pesquisa do Milho e Sorgo (EMBRAPA/CNPMS), Se

Lagoas (MG).

3.3.1 Material botânico

Mudas de aproximadamente 5 meses de idade, produzidas a partir <

sementes coletadas defrutos produzidos no anode 1997, no município de Mont

Claros (MG), foram utilizadas como fonte de material para extração de DNj

Estas sementes foram extraídas de frutos que vieram em sacos de 60 Kg, se

identificação das plantas de origem.

Foram utilizadas 28 mudas, das quais onze (do n° 1 ao 11) foram fon

de explante para o experimento de indução de calos a partir de diferentes planfc

e posições dentro das plantas (item 3.2.5), sendo aqui então, adotada a mesn

numeração e seqüência para os demaisindivíduos.
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3.3.2 Isolamento de DNA genômico

A extração do DNA foi baseada no método de Saghai-Maroof et ai.,

1984comalgumas modificações. Foram usadas entre 700 e 14C0 mg de matéria

fresca de folhas jovens.

As folhas foram maceradas em nitrogênio líquido e em seguida

adicionado 5 ml de tampão CTAB 2% (TRIS HC1 0,2 M pH 7,5; NaCl 1,4 M;

EDTA 0,02 M pH 8,0; CTAB - 2 g; p - Mercaptoetanol - 2 ml). O material

permaneceu por 90 minutos em banho-maria a 65°C, sendo que a cada 15

mmutos sofreu agitação leve, para homogeneização. Depois de percorrido este

tempo o material foimantido a temperatura ambiente por 5 minutos, para abaixar

a temperatura, e a ele foi adicionado 2,5 ml de clorofórmio : octanol (24 : 1),

sofrendo novamente agitação por 10 minutos, para homogeneização, e então,

centrifugado a 1400 g por 10 minutos em centrífuga IEC - CENTRA - CL2. O

sobrenadante foi separado e a ele acrescentado 6 ml de isopropanol (- 20° C)para

precipitação imediata doDNA, ou então, deixados deum diaparao outro quando

isto não ocorreu.

Uma vez precipitado, o DNA foi removido com um anzol de vidro e

transferido paraumtubode ensaio de 15 ml contendo 2 mldeTE pH 8,0 (TRIS

0,01 M pH 8,0; EDTA 0,001 M pH 8,0) permanecendo por cerca de 12h a 4o C,

paradissolução. Após este período o DNA foi novamente precipitado com 150 pi

de NaCl 5M e 3 ml de álcool etílico, removido com um anzol de vidro e

transferido para outro tubo contendo 1 ml de WASH 1 (Álcool etílico - 76 ml,

Acetato de sódio 2,5 M - 8 ml), permanecendo nesta solução por no mínimo 30

minutos. Uma segunda lavagem foi feita com WASH 2 (Álcool etílico - 76 ml,

Acetato de amónio 1 M - 1 ml), por onde o DNA foi mantido rapidamente, para
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finalmente ser transferido para umtubo eppendorf de 1,5 ml contendo cerca

300 pi de TE pH 8,0.

Uma vez extraído e purificado, o DNA foi quantificado visualmente

gel de agarose. Para isso alíquotas de 2pl deDNA, 15ul de TEpH 8,0 e 5ul

corante DYE (TRIS 0,05 MpH 8.0; Glicerol - 50 %; EDTA 0,005 M pH 8

SDS 0,5%; Corante xilene + orange - 0,15 % de cadacorante) foram submetk

a eletroforese (50V) em geldeagarose 0,8%e tampão de corrida TAE (EDTA

mM pH 8,0; TRIS 40 mM pH 8,0; Ácido acético 20 mM). Ogel foi corado a

solução de brometo de etídio (lug/ml) sob agitação contínua e submetido a 1

ultravioleta possibilitando a visualização da quahdade do DNA e estimativa

quantidade.

3.3.3 Amplificação do DNA

Foram testados inicialmente 180 primers pertencentes aos kits Operon

B, C, J, L, O, R, S e W .Apenas o material extraído de uma única planta :

utilizado neste teste inicial, sendo adotado, como critério de seleção de primers

capacidade e a quahdade da amplificação. Os primers selecionados foram ent

utilizados emtodos os indivíduos. As reações foram realizadas em termociclac

Perkin Elmer - Gene Amp PCR System 9600 programado paraumprimeiro ci<

de95° C por 1minuto, 35 ciclos com 3 fases: temperatura dedesnaturação de 9

C por 10 segundos, temperatura de anelamento de 36° C por 1 minuto

temperatura de extensão de 72° C por 2 minutos. Foi acrescido ainda um ci<

final de 72° C por 7 minutos, seguido de 4o C até a retirada das reações

aparelho.
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Cada reação (25ul) foi constituída de 9,5 ul de água ultrapura

autoclavada, 2,5u! de tampão de PCR (lOmM TRIS - HC1 ph 8,6; 50mM KC1;

0,01% gelatina; 2 mM MgCl2) , lul de um mix de dNTPs Promega (lOmM,

sendo 2,5mM de cada nucleotídio), lul de primer (4uM), 1 pi de Taq polimerase

(1 unidade/pl) e lOpl de DNA (5ng/ul). ATaq polimerase utilizada foi purificada

no próprio Laboratório de Biologia Molecular do Núcleo de Biologia Aplicada.

Para verificar a amplificação, as reações foram submetidas a eletroforese

a 100V, em gel de agarose 1,2% utilizando-se tampão de corrida TAE. A

visualização dos fragmentos amplificados ocorreu da mesma maneira descrita no

item 3.3.2.

Foi usado como peso molecular DNA lambda digerido com Bam I, Eco

RI e Hind III (Sigma) comfragmentos variando entre 125 e 15.721 Kb.

Para os primers polimórficos, as bandas foram registrados como

presença (1) ou ausência ( 0 ), para posterior análise.

33.4 Análise dos padrões de bandas

A partir da matriz de 0 e 1, foi obtida uma matriz de distância utilizando

o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice (Duarte, 1998):

2a

S =

2 a + b + c

onde: a: indica concordância entre oparde genótipos analisados,

b e c: indicam ausência de concordância entre osgenótipos analisados.
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A distância genética foi calculada subtraindode 1 o valor da similarida

encontrada.

A representação gráfica foi feita utilizando-se dendrograma construí

pelo método UPGMA (Unweight pair-group average), no prograr

STATISTICA forWINDOWS, v.4.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

LI Experimentos in vitro

l.l.l Indução de calos

Foram utilizados ANA e BAP em diferentes concentrações e

combinações em explantes fohares de C. brasiliense , mantidos na presença e

lusencia de luz, afim de verificar as melhores condições de cultivo para a

brmação de calos.

A formação de calos foi detectada 20 dias após a inoculação, tanto nos

íxplantes mantidosna presença de luz (sob baixa intensidade luminosa)quanto os

nantidos no escuro. Observou-se que, para este mesmo período, a formação de

alos nos explantes mantidos sob iluminação foi maior em relação aos mantidos

10 escuro. No entanto, a partir do vigésimodia de inoculação, o material mantido

ia presença de luz foi-se deteriorando enquanto que os que estavam no escuro

lermaneceram em melhores condições até a avaliação final aos 60 dias (FIGURA

•). Resultados semelhantes foram encontrados por Wickremesinhe e Arteca

1993) onde os calos de Taxus spp. mantidos num regime de 16h luz / 8h escuro

btiveram menortaxa de sucesso, quandocomparados com os calos mantidos na

usência total de luz.

Na FIGURA 4, podemos verificar ainda, que nos tratamentos que

ontinham BAP isolado, nas concentrações de 2,22uM e 4,44uM (TI e T2,
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B H

T2

FIGURA 4: Aspecto visual dos explantes foliares de C. brasiliense mantidos na
presença (A B, C,D, E e F) e ausência (G, H, I, J, K e L) de luz 60 dias
após a inoculação, mantidos na presença de TO (controle); TI (2,22jiM
BAP); T2 (4,44uM BAP); T3 (10,74uM ANA); T4 (2,22uM BAP e
10,74pM ANA); T5 (4;44uM BAP e 10,74pM ANA). (Lavras - UFLA
1998)
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FIGURA 4, Cont.
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respectivamente) houve pequena formação de calos, sugerindo que o BAP isolado

sejacapazde induzir a formação de calos. O efeito do BAP na formação de calos

também foi demonstrado em segmentos foliares de castanheira-do-Brasil

(Camargo, 1997) e de caquizeiro (Tao e Sugiura, 1992). Segundo Metivier

(1986) a divisão celular é a propriedade mais freqüentemente associada às

citocininas, sendo o BAP uma citocinina sintética altamente ativa. Porém, quando

esta citocinina está associada ao ANA (T4: 2,22uM BAP e 10,74uM ANA; T5:

4,44uM BAP e 10,74uM ANA) os calos formados apresentam-se maiores,

indicando uma interação entre estes reguladores de crescimento. Tal interação

também foi observada por Inneco et ai. (1995) em Capsicum annum.

Podemos observar também que nos tratamentos contendo ANA e BAP

em interação, os explantes apresentaram comportamentos diferenciados tais

como, apenas o enrugamento da folha, formação de raiz diretamente à partir do

explante, calos duro e às vezes com raiz e com coloração variando entre o branco,

marrom e acinzentado (FIGURA 5).

FIGURA 5: Comportamento diferenciado de explantes foliares de C. brasiliense
submetidos à presença de ANA e BAP. (Lavras - UFLA, 1998)
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O enraizamento ocorreu naturalmente à partir do 45° dia após a

inoculação, nomesmo meio inicial de inoculação, somente nos explantes mantidos

na ausência de luz. Calogênese e rizogénese também foram observados por Paiva

Neto (1996) trabalhando com tecido foliar de moreira (Chlorophora tinctoria

(L.) Gaudichaud).

A TABELA 3 indica a percentagem de formação de calos em cada

tratamento, nas duas condições de iluminação. Observa-se que todos os explantes

mantidos na ausência de luzapresentaram formação de calos superior em relação

aos explantes mantidos na presença de luz, com exceção para o meio sem

reguladores de crescimento (TO) e o meio acrescido de 10,74uM ANA (T3), que

foram iguais emambas condições deiluminação.

TABELA 3: Percentagem de formação de calos para cada tratamento, em
explantes foliares de pequizeiro, submetidos à presença e ausência
de luz. (Lavras - UFLA, 1998)

Luz (%)

Tratamento Presença Ausência

Controle 0 0

2,22uMBAP 16,66 33,33

4,44uMBAP 8,33 41,66

10,74uMANA 0 0

2,22uM BAP + 10,74uM ANA 66,66 83,33

4,44uM BAP + 10,74pM ANA 58,33 91,33

Notratamento emque seadicionou ao meio apenas 10,74uM ANA (T3)

não houve alteração em relação ao controle, indicando que este regulador de

crescimento isoladamente não tem efeito na indução de calos a partir de
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segmentos fohares de pequizeiro (FIGURA 4). Resultados semelhantes fora

observados por Rey e Mroginski (1996), trabalhando comAeschnomene spp.

4.1.2 Manutenção de calos leu

Foram testados vários meios, para o subcultivo de calos, suplementad<

com ANA, BAP e substâncias complexas tais como, extrato de marte, água <

coco, caseina hidrolizada e extrato de levedura.

Pela análisede variância à 5% de significância (FIGURA 2A em anexe

para a observação "crescimento" no experimento de manutenção (subcultivo) <

calos I, verifica-se que houve diferença significativa entre os tratamentos. Pe

teste de Tukey 5% (FIGURA 6), observa-se que a diferença estatística encontrai

foi entre o meio sem reguladores de crescimento (T2) e o meio suplementac

apenas com 50 ml/L de água de coco (T4) e o meio acrescido de 5,37uM ANj

1,1luM BAP e 500 mg/L extrato de malte (T5).

As maiores médias (FIGURA 6) foram encontradas para os mei<

acrescidos de 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 500 mg/L extrato de marte (T5

y 5,37uM ANA, 1,1 IpM BAP e 200 mg/L caseína hidrolizada (T8) e 5,37pJ

ANA e 1,1 luM BAP (T3). Estes três tratamentos foram os que apresentaram, <

modo geral, calos com melhor aspecto visual (FIGURA 7).

Os tratamentos cujos meiosnão foram suplementados com reguladores c

crescimento (T2: meio sem reguladores de crescimento e T4: meio suplementac

apenas com 50 ml/L água de coco), apresentaram as menores médias, indicanc

/ que a adição destes componentes ao meio de cultivo é fundamental para

subcultivo dos calos de pequizeiro.
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Os meios suplementados com 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 50 ml/L

água de coco (T6) e 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 250 mg/L extrato de levedura

(T7), apesar de não diferirem estatisticamente dos outros tratamentos

empregados, apresentaram calos com aspecto mais oxidado/necrosado. Estes

resultados sugerem que a combinação de ANA e BAP com a água de coco e

extrato de levedura, nas concentrações utilizadas, apesar de promoverem algum

crescimento, também apresentam efeitos prejudiciais ao material.

-3 1.5

0.5

T4 T5

Tratamentos

FIGURA 6: Peso de matéria fresca (g) para calos de explantes fohares de
pequizeiro, submetidos aos tratamentos TI: 10,74uM ANA e
2,22uM BAP; T2: meio sem reguladores de crescimento; T3
5,37uM ANA e l,lluM BAP; T4; 50 ml/L água de coco; T5
5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 500 mg/L extrato de malte; T6
5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 50 ml/L água de cpco; T7: 5,37uM
ANA, 1,1luM BAP e 250 mg/L extrato de levedura; T8: 5,37uM
ANA, 1,1luM BAP e 200 mg/L caseína hidrolizada). Tratamentos
seguidos pela mesma letra não diferem entre si ao nível de 5% de
significância. (Lavras - UFLA, 1998)
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B

FIGURA 7: Aspecto geral dos calos nos tratamentos 3 (5,37uM ANA e 1,1 luM
BAP - A); 5 (5,37pM ANA, l,lluM BAP e 500 mg/L extrato de
malte - B) e 8 (5,37pM ANA, 1,1 luM BAP e 200 mg/L caseína
hidrolizada - C), no experimento de manutenção (sucultivo) de calos
I. (Lavras - UFLA, 1998)

Segundo Caldas, Haridasn e Ferreira (1990) e Pierik (1985) misturas

complexas como extrato de levedura, água de coco, extrato de malte e caseína
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hidrolizada podem ser usadas para incrementar os meios nutritivos para a cultura

de tecidos de plantas.

Pode-se encontrar na literatura exemplos, como os de Baumert et ai.

(1992) e Rajbhandari e Stomp (1997), que utilizaram água de coco e caseína

hidrolizada, na indução e manutenção de calos. Camargo (1997) observou que a

taxa de crescimento dos calos de castanheira-do-Brasil subcultivados, foi

semelhante para os meios contendo reguladores de crescimento e água de coco;

sendo signifícantemente superiores ao meio sem reguladores de crescimento. Estes

resultados vêm, de certa forma, confirmar os resultados obtidos neste

experimento, onde a diferença significativa encontrada foi entre o tratamento

contendo reguladores de crescimento e extrato de malte e os tratamentos sem

reguladores de crescimento.

A coloração dos calos formados variou entre o branco acinzentado,

branco amarelado e marrom. Oxidação foi observada em pequeno grau e houve a

formação de brotações e raízes (FIGURA 8).

B

FIGURA 8: Aspecto visual de brotações (A) e raízes (B), indicados pelas setas,
formados a partir de calos subcultivados na presença de reguladores
de crescimento, extrato de malte e caseína hidrolizada. (Lavras -
UFLA, 1998)
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A formação de estruturas como raízes e/ou brotações em calos também

foram observadas por Rey e Mroginski (1996) trabalhando com Aeschnomene

spp. ; Camargo (1997) em castanheira-do-Brasil e Kumar (1992) em Bauhinia

purpurea .

A percentagem de crescimento dos calos formados, no experimento de

manutenção (subcultivo) de calos II, é demonstrada na FIGURA 9. Na presença

de extrato de malte a formação de calos foi maior quando utilizou-se a

concentração de 1000 mg/L (T2). No entanto, a maior percentagem de

crescimento foi obtida no meio acrescido de 5,37pM ANA e 1,1 luM BAP (TO:

controle).

T1 T2

Tratamentos

FIGURA 9: Crescimento de calos, em percentagem, na presença de diferentes
concentrações de extrato de malte (TO: 5,37uM ANA e 1,1 luM
BAP; TI: 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 500 mg/L extrato de
malte; T2: 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 1000 mg/L extrato de
malte; T3: 5,37uM ANA, 1,1 luM BAP e 1500 mg/L extrato de
malte). (Lavras - UFLA, 1998)
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Verifica-se na FIGURA 10 que em todos os tratamentos foram

observados calos com bom aspecto visual e também calos com áreas escurecidas.

B

FIGURA 10: Aspecto visual dos calos do tratamento 0 (5,37uM ANA e 1,1 luM
BAP - A) e tratamento 2 (5,37pM ANA, 1,1IpM BAP e 1000 mg/L
extrato de malte - B), no experimento de manutenção de calos II.
(Lavras-UFLA, 1998)

Através da análise de variância à 5% (FIGURA 3A em anexo) observa-

se que não houve diferença significativa entre os tratamentos. Isto indica que,

mesmo com o aumento na sua concentração, o extrato de malte adicionado ao
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meio não favorece um maior crescimento dos calos em relação ao tratamento

controle. 0 tratamento controle neste caso, correspondeu ao meio suplementado

com 5,37uM ANA e 1,1luM BAP (T3) no experimento de manutenção

(subcultivo) de calos I o qual, por sua vez, não diferiu estatisticamente do meio

suplementado com 5,37uM ANA, 1,1luM BAP e 500 mg/L extrato de malte

(T5).

4.13 Indução de friabilidade em calos de pequizeiro

z De acordo com Montoro et ai. (1993) fatores tais como, reguladores de

crescimento, composição mineral do meio e o fator genético do material vegetal

utilizado, freqüentemente são responsáveis pela modificação do tipo de calos

formado in vitro.

Entretanto, no caso do pequizeiro, quando foram adicionadas novas

fontes e maior concentração de N ao meio, como no caso dos meios acrescidos de

NH4NO3-1650mg/L e KNO3-1900mg/L, 10,74uM ANA e 4,44uM BAP (TI);

10,74uM ANA, 4,44uM BAP e 200 mg/L caseína hidrolizada (T6); 10,74uM

ANA, 4,44uM BAP e 400 mg/L caseína hidrolizada (T7); 10,74uM ANA,

4,44uM BAP e 800 mg/L caseína hidrolizada (T8); e 10,74uM ANA, 4,44uM

BAP e 1600 mg/L caseína hidrolizada (T9); e modificados os reguladores de

crescimento, com substituição do ANA pelo 2,4-D, nos meios suplementados com

9,05uM 2,4-D e 4,44uM BAP (T2); 18,luM 2,4-D e 4,44uM BAP (T3);

9,05pM 2,4-D e 2,22uM BAP (T4) e 18,luM 2,4-D e 2,22uM BAP (T5), não

foi observada a formação de calos friável em nenhum tratamento.
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Nos tratamentos 0 (10,74uM ANA, 4,44uM BAP), 1, 6, 7, 8 e 9 os

explantes apresentaram, de modo geral, calos duro, branco amarelado e com

poucas áreas oxidadas/necrosadas, quando estas estavam presentes. Nos

tratamentos contendo 2,4-D, foi observado calos duro, apresentando contudo, um

aumento nas áreas oxidadas/necrosadas. A percentagem de crescimento dos calos

destes tratamentos, no entanto, foi similar aos outros tratamentos (FIGURA 11).

T1 T2 T3 T4 T5 T6

Tratamentos

T7 T8 T9

FIGURA 11: Percentagem de crescimento de calos em explantes foliares submetidos à diferentes
tratamentos para indução de friabilidade.(TO: 10,74jiM ANA, 4,44pM BAP; TI:
soluções A (NH4NO3-I65O mg/L) e B (KNO>1900 mg/L) do meio MS além de
10,74pM ANA e 4,44pM BAP; T2: 9,05pM 2,4-D e 4,44pM BAP, T3: 18,luM
2,4-D e 4,44pM BAP, T4: 9,05fjM 2,4-D e 2,22pM BAP; T5: 18,l^uM 2,4-D e
2,22pM BAP; T6: 10,74|iM ANA, 4,44pM BAP e 200 mg/L caseína hidrolizada;
T7: 10,74jiM ANA, 4,44^M BAP e 400 mg/L caseina hidrolizada,;T8: 10,74|iM
ANA, 4,44^M BAP e 800mg/L caseina hidrolizada; T9: 10,74(iM ANA, 4,44^iM
BAP e 1600mg/Lcaseínahidrolizada). (Lavras - UFLA, 1998)

Estes resultados vêm confirmar os resultados obtidos por Dombroski

(1997) os quais indicam que o tamanho e a aparência dos calos de pequizeiro

produzidos com2,4-D melhoraram com o aumento na concentração de 2,4-D. No

entanto, concentrações acima de 2,22pM 2,4-D proporcionaram um aumento na

área oxidada ou necrosada dos explantes.
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Yan - Xiu, Dun - Yi e Harris (1993) trabalhando com Sesbania sr,

verificaram que a aparência dos calos variou com o tipo de explante e o m<

utilizado, no entanto apresentava-se similar entre as diferentes espécies estudad

Os explantes cultivados em meio contendo 2,4-D produziram calos geralmei

branco amarelados e friáveis. Calos obtidos em meio contendo A>

apresentavam coloração amarelo escuro ou verdes e detexturamais compacta.

Montoro et ai. (1993) citam ainda exemplos de outros componente

como aminoácidos (como a prolina), nitrato de prata ou uma modificação

concentração de cálcio, os quais podem modificar a textura do calos. Em s

trabalho com Hevea brasilienseis, este autor obteve inabilidade com o uso

reduzidas concentrações de auxinas e quando altas concentrações de sacarose <

cálcio foram mantidas através de dois subcurtivos.

De acordo com Tsutsumi e Sakai (1995) a aplicação de estresse hídri

na cultura de calos dePopulus alba , induziu um aumento nos níveis de lignirj

material de fortalecimento presente na parede celular de plantas superiores.

Os trabalhos acima citados, bem como os resultados obtidos neste estuc

sugerem que vários fatores podem influenciar na inabilidade de calos <

pequizeiro, indicando a necessidade da continuidade de novas investigações pa

a produção de calos friáveis, os quais podem ser utilizados em cultivos

suspensão de células.
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1.1.4 Indução de calos a partir de folhas obtidas de diferentes plantas e

posições dentro das plantas.

Neste experimento foram identificadas as plantas e a posição das folhas

ientro das plantas de onde os explantes foram retirados, a fim de verificar sua

>ossível influência no comportamento in vitro do material utilizado.

Pelaanálise de variância (TABELA 4A em anexo) podemos verificar que

>ara a fonte de variação planta x tratamento (P*T) houve significância ao nível

le 5%. Isto significa que cada planta respondeu aos diferentes tratamentos de

naneira diferenciada. As predições dos efeitos aleatórios de plantas foram

amparados ao nível de referência 0 (que representa a média geral das plantas)

•elo teste t, ao nível de 5% de significância, cujos resultados estão representados

ia FIGURA 12.

0.25

00

10 11

IGURA 12: Teste t (para efeito aleatório) das plantas submetidas aos
tratamentos To: controle; TI: 2,22uM BAP e 10,74uM ANA;
T2: 4,44uM BAP e 10,74uM ANA. Médias não seguidaspelo *
não diferemestatisticamente de 0. (Lavras - UFLA, 1998)
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Estes resultados indicam que a planta número 6 respondeu de forma mais

efetiva aos estímulos dos tratamentos empregados, estando de acordo com as

observações visuais (FIGURA 13). A planta 1, apesar de estatisticamente não se

distinguir do nível de referência 0, visualmente apresentou resultados semelhantes

aos obtidos pela planta 6. A planta 11 foi a que respondeu de forma menos

efetiva aos tratamentos.

B

FIGURA 13: Explantes oriundos do segundo par de folhas totalmente expandidas
das plantas 5 (A) e 6 (B), submetidas ao tratamento 1 (2,22pM
BAP e 10,74uM ANA). (Lavras - UFLA, 1998)

A ANAVA (TABELA 4A em anexo) indicou que houve diferença

significativa entre os tratamentos utilizados. O teste de Tukey (FIGURA 14)

entretanto, indica que esta diferença ocorreu entre os tratamentos cujos os meios

foram suplementados com reguladores de crescimento (TI: 2,22uM BAP e

10,74pM ANA e T2: 4,44uM BAP e 10,74uM ANA) e o tratamento controle

(TO: meio de cultivo sem reguladores de crescimento). Isto sugere que a presença

de 2,22uM BAP e 10,74pM ANA; e 4,44uM BAP e 10,74uM é capaz de induzir
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T1

Tratamentos

T2

FIGURA 14: Médias dos tratamentos 0 (sem reguladores de crescimento), 1
(2,22uM BAP e 10,74pM ANA) e 2 (4,44uM BAP e 10,74uM)
submetidos ao teste de Tukey ao nível de 5% de significância. Os
tratamentos seguidos pela mesma letra não diferem
estatisticamenteentre si. (Lavras - UFLA, 1998)

a formação de calos em segmentos foliares de pequizeiro e que para indução e

formação de calos são necessários reguladores de crescimento. Estes resultados

vêm então, reforçar os resultados obtidos com o experimento de indução de calos,

(item 4.1.1).

Não foi detectada diferença significativa entre o le 2° pares de folhas

usados, indicando que ambos podem ser utilizados como fontes de explante, sem

interferir no ganho de peso de matéria fresca dos calos formados.

De acordo com Pierik (1985) e Grattapaglia e Machado (1990) fatores

como genótipo da planta matriz, idade da planta, estado fisiológico e nutricional,

condições de crescimento e posição do explante dentro da planta, dentre outros,

têm grande influência no posterior comportamento das culturas in vitro. A

influência de alguns destes fatores pode ser a interferência na capacidade de
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divisão celular e regeneração, entre plantas da mesma espécie, causadas pe

genótipo e estado fisiológico; o fornecimento de melhores explantes em plant

bem nutridas e diferenças no gradiente de regeneração dependendo da posição

explante dentro da planta

Alguns exemplos podem ser encontrados na literatura sobre a influem

destes fatores no comportamento in vitro de espécies vegetais. Hsia e Korb

(1996) verificaram que a freqüência de rizogênese e regeneração em calos

explantes foliares e segmentos intemodais de vários genótipos de Rosahybridc

Rosachinensis minima responderam diferencialmente às diferentes concentraçõ

de ANA.

A influência do genótipo e da maturidade da folha de algumas cultivai

de maçã sobre a resposta in vitro foi observada porYepes e Aldwinckle (199^

Segundo estes autores, a concentração ótima de BA na indução de organogênes

tamanho ótimo das folhas para regeneração e a capacidade regenerativa difei

entre genótipos. Alémdisto, mais brotações desenvolveram-se no segmento bas

e mediano mais próximos do pecíolo da folha do que em segmentos próximos <

ápice.

Brand e Lineberger (1991), estudando o efeito da origem e estádio i

desenvolvimento nopotencial organogênico de explantes fohares de Liquidambi

styraciflua L., observaram que folhas de plantas intactas propagaram mais <

que explantes foliares de brotações proliferadas in vitro . O estádio relativo <

desenvolvimento do tecido foliar utilizado, influenciou a resposta organogênica <

plantas intactas. Para estes autores a performance detecidos de plantas lenhos;

in vitro pode ser fortemente influenciada pela condição fisiológica inicial <

explante, mesmo para explantes apresentando aparências similares. Variações i

habilidade de enraizamento e potencial de crescimento podem refletir e
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diferenças morfológicas, anatômicas e bioquímicas próprias as quais existiam no

explante foliar original.

4.1.5 Estudo do crescimento de calos de pequizeiro

De acordo com Lameira (1997) pode-se distinguir no crescimento dos

calos 5 diferentes fases, bemcomo os eventos metabólicos quelhe são peculiares.

A curva de crescimento obtida, através do peso de matéria fresca e seca dos calos

formados (FIGURA 15), apresentou um padrão sigmóide, permitindo a

identificação das 5 fases de crescimento.

A fase lag, que ocorreu atéo 7o dia, caracteriza-se por serum período no

qual há síntese protéica e de metabólitos específicos, como preparação para a

divisão celular. Segundo Scragg e Allan (1993) esta pode ser definida como uma

fese produtora de energia.

A fese exponencial, observada neste estudo entre o 7o e o 35° dias de

cultivo representa, de acordo com Shimizu (1977) e Scragg e Allan (1993), uma

fese onde a divisão celular é máxima, formando agregados de células. Deccetti,

Paiva e Santos (1998) observaram que esta fese ocorreu entre o 16° e 35° dias em

Annona glabra.

O período linear ocorreu aproximadamente entre o 36° e o 45° dia. Nesse

período a divisão celular diminui e as células crescem. Segundo Smith (1992) o

crescimento e o desenvolvimento celular nesta fese são mais evidentes.

O período de desaceleração ocorreu aproximadamente entre o 46° e o 49°

dia. De acordo com Smith (1992) é nesta fese que as culturas devem ser
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transferidas para meio fresco devido à redução de nutrientes, produção

produtostóxicos, secagemdo ágar e redução do 02 nos calos.

A quinta fese corresponde à fase estacionaria queocorreu à partir do i

dia aproximadamente e, caracteriza-se por não haver mais divisão celulai

síntese de biomassa.

Santos (1998) também verificou a presença destas 5 fases de crescimei

em Smilax japecanga. No entanto, quando comparada com o C. brasiliense,

fese exponencial mostrou-se bem menor, refletindo a necessidade de um períc

mais curto para o subcultivo (entre o 27° e o 35° dias, na fase de desaceleraçí

dos calos desta espécie. A duração das outras fases foi similar para as di

espécies.

FIGURA 15: Peso de matéria fresca (PMF) e matéria seca (PMS) de cal
obtidos a partir de explantes foliares de C. brasiliense. (Lavrai
UFLA, 1998)
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4.2 Estudo de variabilidade genética através de marcadores RAPD

Algumas plantas matrizes utilizadas nos experimentos in vitro foram

submetidas ao RAPD para verificar a presença de variabilidade entre elas.

Dos 180 primers inicialmente testados, 47 (26%) não amplificaram

nenhum fragmento e 70 (39%) apresentaram umpadrão de amplificação fraco ou

confuso. Dos 63 (35%) primers selecionados, 7,93% (OPA 19, OPB 7, OPB 13,

OPB 17 e OPC 10) não amplificaram nenhum fragmento, 11,11% (OPA 11,

OPA 15, OPB 4, OPL 18, OPO 12, OPS 8 e OPS 19) demonstraram um padrão

fraco ou confuso, não repetindo, portanto, nestes dois casos, o padrão

anteriormente selecionado, e 0,55% (OPW 18 - FIGURA 16) não apresentou

bandas polimórficas e os fragmentos amplificados possuíam cerca de 1120 kb.
12 13 14 15 16 17 1S 19 20 2122 23 24 25 26 1 2 3 4 M

974.kb

5 6 7 8 9 10 11 27 28 C C

FIGURA 16: Produto da amplificação de DNA de folhas de pequizeiro obtido com
primer OPW 18. C = controle negativo; M = peso molecular. (Sete
Lagoas/MG - EMBRAPA/CNPMS, 1998)
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Os cinqüenta primers restantes (79,36%), que repetiram o padi

selecionado, apresentaram pelo menos uma banda polimórfica. Estes primi

produziram 119 fragmentos polimórfícos, com uma média de 2.3 locos r.

primer. Um exemplo dos fragmentos polimórfícos obtidos com os primers 01

13 e OPA 17 são apresentados na FIGURA 17. Os fragmentos amplifícac

apresentavam-se na faixa entre 1584 e 784 Kb para o primer 0PC13 e 2027

para o primer OPA17.

A seqüência dos 63 primers utilizados encontra-se na TABELA 5A, <

anexo.

Foram consideradas 25 plantas, visto que três (5, 15 e 26) fon

descartadas porapresentarem grande quantidade deciados perdidos.

Os fragmentos amplificados foram usados para estimar a distam

genética entre os indivíduos testados (TABELA 6A, em anexo). Estas distânci

variaram entre41,8%, entreos indivíduos 12 e 28, e 16,4%. entreos indivíduos

e23.

No dendrograma daFIGURA 18 observa-se quea maioria dos indivídu

testados foram inseridos em dois grupos distintos. O primeiro grupo incluiu

indivíduos número 28,10,27, 9,11 e 8 e o segundo grupo englobou os indivídu

número 20,14,21,16,19,18, 7, 6,2,1,4,24, 3,23,25, 22,17 e 13.

O indivíduo número 12 mostrou maior divergência em relação a

demais, não sendo portanto, incluído nos dois grupos formados.
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12 13 14 15 16 17 18 19 20 2122 23 24 25 26 1 234 M

5 6 7 8 9 10 11 27 28 C C M

12 13 14 15 16 17 IS 192021 22 23 24 25 26 12 3 4 M

5 6 7 8 9 10 11 27 28 C C M

B

1.584 kb

784 kb

2.027 kb

FIGURA 17: Padrões de RAPD obtidos em C brasiliense, com o uso dos
primers OPC13 (A) e OPA17 (B). C = controle negativo; M =
peso molecular. (Sete Lagoas/MG - EMBRAPA/CNPMS, 1998)
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Foram encontrados, em ambos os grupos, indivíduos utilizados cc

fonte de explantes no experimento de indução de calos a partir de folhas

diferentes plantas. O indivíduo 6, que pela análise visuale teste t se destacou

demais por apresentar comportamento in vitro diferenciado, foi agrup

próximo daqueles com menor desempenho. Não foi possível, portai

associarmos a diferença no comportamento in vitro de algumas plantas, cor

agrupamento formado através dos marcadores RAPD; neste grupo de indivíd

analisados.

Estes resultados indicam que a ocorrência de diferenças

comportamento in vitro seja, provavelmente, devido a fatores ambiento

fisiológicos e nãodevido a fatores genéticos.

128 127 111 120 Dl 119 107 102 104 103 125 117 I
110 109 108 114 116 118 106 101 124 123 122 113

FIGURA 18: Dendrograma constnudo pelo método UPGMA a partir c
similaridades entre 25 indivíduos de pequi obtidas pelo coeficiei
de Sorensen-Dice (Duarte, 1998). (Sete Lagoas/MG
EMBRAPA/CNPMS, 1998).
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5 CONCLUSÕES

•> Foi possível promover o estabelecimento in vitro do pequizeiro (Caryocar

brasiliense Camb.), através da formação decalos;

•> Amanutanção dos explantes fohares na ausência deluz induziu a formação de

calos commelhor aspecto visual;

•> Aformação decalos foi observada em meio WPM suplementado com 2,22uM

BAP + 10,74pM ANA bem como com4,44uMBAP + 10,74uM ANA;

m> Substâncias complexas, como extrato de marte e caseína hidrolizada,

adicionadas para o subcultivo dos calos, podem ser utilizadas mas não são

estritamente necessárias;

«>Não foi possível induzir a inabilidade nos calos formados com os tratamentos

empregados;

m> O subcultivo dos calos deve ser realizado em intervalosde 45 dias;

•> As plantas matrizes de pequizeiro utilizadas, apresentaram comportamento

diferenciado in vitro, provavelmente devido à fatores ambientais/fisiológicos e

não devido a fatores genéticos;

m> O estudo de variabilidade genética através de marcadoresRAPD, indicou uma

proximidade genética entreos indivíduos dogrupoanalisado.
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TABELA IA: Composição e concentração final do meio de WPM (Lloyc

McCown, 1980).

Soluções estoque SAIS [final] mg/l

A NH4N03 400,0

Ca[N03].4H20 556,0

B K2S04 990,0

C CaCl2.2H20 96,0

D KH2P04 170,0

H3BO3 6,2

NaMo04.2H20 0,25

E MgS04.7H20 370,0

MnS04.H20 22,3

ZnS04.7H20 8,6

CuS04.5H20 0,25

F FeS04.7H20 27,8

Na2.EDTA 37,2

G Tiamina.HCl 1,0

Piridoxina.HCl 0,5

Ac. nicotínico 0,5

H Mio-inositol 100,0

I Glicina 2,0
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TABELA 2A: Anáhse devariância aonívelde 5%de significância da observação

"crescimento" para o experimento de manutenção de calos I.

Fonte GL QM F

Bloco 4 0,4881 NS

Tratamento 7 1,6563 *

Resíduo 25 0,04539

Total 36

CV = 69,24%

TABELA 3A: Análise ao nível de 5% de significância do experimento de

manutenção de calos II.

Fonte GL QM F

Bloco 3 0,1147 NS

Tratamento 3 0,0807 NS

Resíduo 39 0,096

Total 45

CV = 46,88%
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TABELA 4A: Anáhse de variância dos resultados obtidos no experimento

indução de calos à partir de folhas de diferentes plantas

pequizeiro.

Fonte GL QM F

Planta 10 0,16 NS

FolhaíPimu) 10 0,02 NS

Tratamento 2 1,13 *

PlantaXTrat. 17 0,06 *

Resíduo 17 0,02

Total 57

CV =39,27%
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TABELA 5A: Seqüência dos primersusados para amplificação do DNA

Primer Seqüência 5'-» 3' Primer Seqüência 5'-» 3'
0PA1 CAGGCCCTTC OPC10 TGTCTGGGTG

OPA 4 AATCGGGCTG OPC 11 AAAGCTGCGG

OPA 5 AGGGGTCTTG OPC12 TGTCATCCCC

OPA 9 GGGTAACGCC OPC 13 AAGCCTCGTC

OPA 10 GTGATCGCAG OPC 15 GACGGATCAG

OPA 11 CAATCGCCGT OPJ19 GGACACCACT

OPA 15 TTCCGAACCC OPL08 AGCAGGTGGA

OPA 17 GACCGCTTGT OPL18 ACCACCCACC

OPA 18 AGGTGACCGT OPO03 CTGTTGCTAC

OPA 19 CAAACGTCGG OPO06 CCACGGGAAG

OPB1 GTTTCGCTCC OPO07 CAGCACTGAC

OPB 4 GGACTGGAGT OPO09 TCCCACGCAA

OPB7 GGTGACGCAG OPO10 TCAGAGCGCC

OPB 8 GTCCACACGG OP0 12 CAGTGCTGTG

OPB 10 CTGCTGGGAC OP013 GTCAGAGTCC

OPB 12 CCTTGACGCA OP0 15 TGGCGTCCTT

OPB 13 TTCCCCCGCT OPO20 ACACACGCTG

OPB 17 AGGGAACGAG OPR04 CCCGTAGCAC

OPB 18 CCACAGCAGT OPR09 TGAGCACGAC

OPC02 GTGAGGCGTC OPR10 CCATTCCCCA

OPC03 GGGGGTC1TT OPR12 ACAGGTGCGT

OPC06 GAACGGACTC OPR15 GGACAACGAG

OPC08 TGGACCGGTG OPS 07 TCCGATGCTG

(continua)
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TABELA 5A: cont.

Primer Seqüência 5'-> 3' Primer Seqüência 5'-> 3'

OPS 08 TTCAGGGTGG OPW 05 GGCGGATAAG

OPS 09 TCCTGGTCCC OPW 07 CTGGACGTCA

OPS 11 AGTCGGGTGG OPW 08 GACTGCCTCT

OPS 16 AGGGGGTTCC OPW 09 GTGACCGAGT

OPS 17 TGGGGACCAC OPW 10 TCGCATCCCT

OPS 19 GAGTCAGCAG OPW 13 CACAGCGACA

OPW 01 CTCAGTGTCC OPW 18 TTCAGGGCAC

OPW 02 ACCCCGCCAA OPW 19 CAAAGCGCTC

OPW 03 GTCCGGAGTG
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