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RESUMO

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

Visando determinar uma metodologia para o estabelecimento in vitro do
pequizeiro, procedeu-se a indugdo e formag3o de calos a partir de explantes
foliares. O uso de meio WPM suplementado com as combinagdes de 2,22 pM
BAP + 10,74pM ANA e 4,44uM BAP + 10,74pM ANA, mostrou-se adequado
para indugdo e formacio de calos a partir de segmentos foliares. Explantes
mantidos na auséncia de luz, apresentaram maior formagdo de calos em relagdo
aos explantes mantidos na presen¢a de luz. Os calos formados apresentaram
coloragdo diferenciada variando entre branco, branco-amarelado ou marrom. Foi
observada também formagdo de raizes a partir do calos ou diretamente do
explante. Ndo foi observada formagio de calos com aspécto friavel. O uso de
extrato de malte 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 entre os individuos, sugerindo que as diferengas observadas
no comportamento in vitro se devam mais a fatores ambientais e/ou fisioldgicos
do que a fatores genéticos.

° Orientador: Renato Paiva - UFLA



ABSTRACT

LANDA, F. de S.L. In vitro induction of callus on leaf explantes 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 medium supplemented with the
combinations of 2.22 uM BAP + 10.74 uM NAA or 4.44 puM BAP + 10.74
M NAA were able to induce callus formation on leaf explantes. Explantes
maintained in the absence of light 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 individuals
suggesting that different explant behaviors observed in vitro were due to
environmental and/or physiological rather than genetic factors.

" Guidance: Renato Paiva - UFLA



1 INTRODUCAO

O cerrado é um bioma tipico da zona tropical que ocupa cerca de 20% do
territorio nacional, compreendendo o sul do Mato Grosso, os estados de Goias,
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 sul do Maranhéo, norte do Piaui, em Ronddnia e um quinto do estado de
Sdo Paulo. Em Minas Gerais ocupa mais de 50% do territorio do estado
(Silveira,1989).

Levantamentos floristicos realizados em regides de cerrado mostraram
uma grande riqueza em espécies, apesar da homogeneidade fisionémica da
vegetagdo (Silva Junior,1984).

O modo desordenado e a velocidade assustadora de como as areas de
cerrado vém sendo devastadas dificultam a realizagio de estudos de levantamento
tanto da fauna quanto da flora, acarretam ainda a perda de material genético e
nviabilizam estudos sobre conservagdo e aproveitamento sustentavel de espécies
nativas.

Dentre as espécies vegetais ocorrentes no cerrado podemos citar o pequi
(Caryocar brasiliense Camb.), uma espécie arbérea de grande interesse sécio-
economico. Além de apresentar um fruto de alto valor nutritivo e madeira de boa
qualidade a qual é explorada de forma extrativista para subsisténcia ou
comercializado para industrias, esta espécie sofre pressdes da expansio das
fronteiras pecuarias e agricolas.

Este tipo de acdo antrdpica traz risco para a sobrevivéncia da espécie.

Uma alternativa seria a implantagio de plantios comerciais e conservagio de



germoplasma. Entretanto, ndo sdo conhecidos atualmente plantios comerciais
pequi em Minas Gerais e em outros Estados.

4 Uma das principais barreiras para a implantagdo e a conservagdo ¢
recursos genéticos do pequizeiro € a ocorréncia de dorméncia e a inexisténcia
dominio de técnicas de cultivo e de estudos sobre as condi¢des de armazenamer
de suas sementes.

Assim, a cultura de tecidos surge como uma importante ferramenta
propagacdo, a qual vem sendo utilizada com sucesso em varias espéci
Entretanto, problemas como oxidagdo, contaminag3o e variabilidade genética ¢
plantas nativas podem representar uma barreira ao processo de estabelecimentc
propagacao in vitro de espécies lenhosas.

Desta forma este trabalho teve como objetivos: @ promover
estabelecimento in vitro do pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), através
formaéﬁo de calos em segmentos foliares, ¢ @ verificar a presenca
variabilidade genética no material, através de técnicas de biologia molecular.



2 REFERENCIAL TEORICO

Desde a primeira referéncia a uma espécie pertencente a Caryocaraceae,
Caryocar nuciferum sob a denominagdio de Amygdala guyanensis (Clusius,1605
citado por Prance e Silva, 1973), os membros desta familia ocuparam diversas
posigdes sistematicas, estando atualmente incluidos na ordem Theales junto com
familias como Guttiferae, Theaceae, Ochnaceae, Maregravinaceae, dentre
sutras (Cronquist, 1968 citado por Prance e Silva, 1973).

A familia Caryocaraceae compreende 26 espécies agrupadas em 2
séneros: Caryocar L., que engloba 16 espécies e Anthodiscus G. F. W. Meyer
Aratjo, 1995; Barradas, 1972). O género Caryocar engloba muitas espécies no
Brasil, quase todas arvores de grande porte (Heringer, 1970).

Dentre estas podemos citar Caryocar brasiliense Camb., popularmente
sonhecido como pequi, piqui, pequizeiro, pequi-do-cerrado, ou pequihi (Ribeiro,
>roenca e Almeida, 1986; Heringer, 1970). Existem porém, outras espécies como
_. nucuferum L. e C. villosum (Aubl.) Pers sob a mesma denominagéio popular.

O pequi (FIGURA 1) é uma arvore de ampla ocorréncia em cerrados
latu sensu) do Distrito Federal e dos Estados de Goids, Minas Gerais, Mato
jrosso, Sdo Paulo, Bahia e Piaui (Ribeiro, Proenga e Almeida, 1986; Araujo,
995), com um porte médio de 3m de altura, mas podendo atingir 8m no cerraddo
' Im em areas de campo sujo. As folhas sdo trifolioladas, de filotaxia oposta com
ordas onduladas. Geralmente apresenta queda foliar na época seca e de acordo
om Soave e Silva (1993) a queda foliar em C. brasiliense parece estar
elz&cionada com temperatura e baixa precipitagio ou, ainda, a redugdo do
otoperiodo. As flores sdo hermafroditas, brancas com estames numerosos. A

loragdo ocorre, geralmente, entre junho e 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, Proenga e Almeida, 1986; Melo,1987).
Apresenta frutos do tipo drupa, arredondados ou com lébulos em fungio do
nimero de pequis ou putdmens (de 1 a 4), que sdo as unidades de dispersdo
(Melo,1987; Barradas, 1972). Uma fina casca de cor verde acinzentada constitui
o epicarpo. Com o desenvolvimento do fruto o mesocarpo torna-se heterogéneo,
apresentando duas regides distintas denominadas mesocarpo externo e interno
(Barradas, 1971 citada por Melo, 1987). Este ultimo envolve uma camada de
espinhos finos e rigidos originados no endocarpo que ¢ rigido, lenhoso e aloja uma
semente oleaginosa e de cor branca denominada de “améndoa” (Cetec, 1983)
(FIGURA 2).

~-.

FIGURA 2: Desenho esquemitico de um fruto seccionado de C. brasiliense. A)
semente; B) endocarpo; C) espinhos; D) mesocarpo intemo; E)
mesocarpo extemo; F) epicarpo. Fonte: Araijo, 1994 (modificado)



A frutificagdo ocorre geralmente de agosto a margo, dependendo d
condigdes locais onde a espécie se encontra. E uma espécie tolerante a0 alumir
mas ndo acumula este elemento (Haridasan, 1982 citado por Araijo, 199:
Segundo Fomi - Martins, Pinto - Maglio e Cruz (1995) a espécie apreser
numero de cromossomos 2n = 46.

A polinizagio ocorre através do vento e animais como morcegos, ave
mariposas e abelhas do género Trigonia (Barradas, 1972; Ribeiro,1980; Silvei
1989; Gribel e Hay, 1993).

E uma espécie de grande inmteresse sécio-econdmico chegando
representar, na regido de Montes Claros (MG), 54,7% da renda anual
trabalhadores rurais, quando além do pequi “in natura” estes vendem o éleo. Pa
o produtor familiar, a comercializagdo 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 pequi contribui com 49,83% na renda anual (Chévez Poz
1997).

Os frutos sdo bastante utilizados na culiniria (polpa cozida) pe
populagdo local. Além disso, a madeira do pequizeiro por ser bastante resistent
¢ usada de forma diversificada na marcenaria e carpintaria, bem como 1
fabricagdo de estacas, pilares, moirdes, dormentes, carvdo siderirgico e 1
industria civil e naval. Suas folhas sdo ricas em tanino e o seu extrato alcodli
revela alguma ag3o contra o cancer, como por exemplo o sarcoma 180. O fruto
rico em vitamina A e E. O dleo extraido das sementes é usado pela indistria «
cosméticos (para fabricagdo de cremes e sabonetes), iluminagio, lubrificagio e 1
medicina popular € utilizado no tratamento de problemas respiratorios (Almeida
Silva, 1994; Brasil, 1985; Ribeiro, Proenca e Almeida, 1986; Ribeiro, 198
Aratjo, 1994; Dombroski, 1997; Melo, 1987).



Apesar de seu grande valor econdmico e social, estudos relacionados a
propagacdo do pequizeiro sdo ainda escassos ou com pouco sucesso.

Segundo Miranda (1986) e Melo e Gongalves (1991) o pequizeiro
apresenta problemas no processo de propagacio devido a ocorréncia de
dorméncia de suas sementes, o que dificulta a produgo de mudas. Varias foram
as tentativas de quebra da dorméncia, mas os resultados apresentados nio foram
satisfatorios. Autores como Melo (1987), Miranda et al. (1988) e Araijo (1994)
observaram que a quebra da dorméncia é dificil visto que sua causa ndo é
conhecida. Dombroski (1997) no entanto, observou em seus estudos que o
endocarpo provoca restricdo na germinagio. Sua remogdo total e embebicio da
semente em solugdo com 1,44 mM de GA; proporcionou uma taxa de germinagio
de 68,4%. Estes resultados sdo bastante superiores aos 20% conseguidos por
Melo (1987) trabalhando com sementes isoladas. A utilizagiio da giberelina GA;
como estimulador de germinag&o tem sido verificada em varias espécies.

A propagagdo assexuada geralmente é vista como uma alternativa a
propagacdo de espécies que apresentam dificuldade por via sexuada.

Estudos realizados por Miranda (1986), utilizando técnicas de
propagacdo como alporquia e estacas, nio apresentaram resultados satisfatorios
com relacdo & regeneracdo. Ja Silva e Fonseca (1991), apresentando resultados
preliminares de seus estudos, citam a utilizacio da enxertia por garfagem lateral e
de topo em fenda na produgio de mudas de pequizeiro.

Nos 1ltimos anos, a cultura de tecidos tem sido considerada uma técnica
bastante eficaz na propagacdo de varias espécies.

Segundo Pierik (1985) os métodos classicos de reprodugio in vivo sio
lentos, dificeis, caros e muitas vezes completamente invidveis. Desde a descoberta
de que as plantas podem ser clonadas mais rapidamente ir vitro do que in vivo, os

conhecimentos sobre a propagagdo vegetativa in vitro tém crescido rapidamente.



./ Para este autor, as principais vantagens da propagagio in vifro sio o peque
espago utilizado em relagdo ao grande nimero de mudas produzidas, a obteng;
de plantas livres de patdgenos e de clones de dificil propagacio, e a possibilida
de produgdo de mudas durante todo o ano.

A propagacdo in vitro das plantas pode ser feita por via direta ou indire
(via indugdo e formagdo de calos), podendo esta ultima ser considerada como u
método potencial de propagagdo, caso as variagdes genéticas (mutagdes) n:
atinjam valores percentuais elevados (Pierik, 1985).

Entende-se por calos, um tecido tumoral, parcialmente organizado, qu
geralmente surge sobre feridas de 6rgdos ou tecidos diferenciados (Pierik, 1985
como resposta a lesGes quimicas ou fisicas.

Pesquisas realizadas com calos formados a partir de fragmentos ¢
caules, folhas e raizes s3o realizadas principalmente para determinar as condigds
de cultura in vitro que os explantes requerem para sobreviver e crescer (Siquei
e Inoue, 1992), para estudar o desenvolvimento celular, para explorar produtx
provenientes do metabolismo primario e secundério, para obter suspensio celul:
e ainda para a propagagdo com a formagdo de gemas ou embrides somaticos.

A aplicacdo da cultura de tecidos em plantas lenhosas tem proporcionac
o estabelecimento in vitro através da formagio de calos em espécies como
moreira (Paiva Neto, 1996), Hyperycum brasiliense (Cardoso e Oliveira, 1996)
castanheira - do - Brasil (Camargo, 1997) e a regeneragdo in vitro de Kielmeier
coriacea (Arello e Pinto, 1993), Sesbania spp. (Yan - Xiu, Dun - Yi e Harri
1993) e do barbatimio (Stryphnodendron polyphythum) (Franga et al., 1995).

A cultura de tecidos de plantas é geralmente dependente da adigdo ¢
reguladores de crescimento e de outras substincias promotoras do crescimento n
meio de cultivo. As auxinas, citocininas e a interagdo auxina - citocinina si

normalmente, consideradas os reguladores de crescimento mais importantes par



a regulagdo do crescimento e desenvolvimento in vitro? As auxinas, dentre outras
fungdes, participam de processos como a expansio celular, iniciagdo da diviso e
promogio de diferenciagdo vascular. As citocininas geralmente estimulam a
divisdo celular, quebra da dorméncia de gemas laterais e indugdo da formago de
gemas adventicias. A divisdio celular é regulada pela agio conjunta das auxinas e
citocininas, cada uma influenciando numa determinada fase do ciclo celular. As
auxinas afetam a replicagdo do DNA, enquanto as citocininas parecem exercer
algum controle sobre os eventos que levam a mitose e citocinese. Desta forma os
niveis de auxinas e citocininas em culturas in vitro sio balanceados e
controlados. Entretanto, as respostas de células, tecidos e 6rgdos cultivados in
vitro podem variar de acordo com as condigdes da cultura, do tipo de explante e
do gendtipo (Gaspar et al., 1996).

No caso especifico de plantas lenhosas, alguns fatores como
contaminagdo, liberagio de substincias oxidantes no meio, bem como a grande
variabilidade genética existente dificultam os estudos de propagagdo in vitro.
Além disso, a frequéncia de regeneragdo in vitro geralmente diminui em fungio
da idade da fonte de explantes (Rao e Venkateswara, 1985). A influéncia do
genétipo sobre o comportamento in vitro e/ou capacidade de regeneracdo 6,
muitas vezes, determinante para o sucesso de cultivos in vitro (Abe et al., 1991;
Domelles et al., 1997a; Domelles et al., 1997b; Khanna e Raina, 1998 e Litz et
al., 1998).

Atualmente, as técnicas de biologia molecular disponiveis sio capazes de
determinar a variabilidade genética ao nivel de sequéncia de DNA, ou seja,
detectam polimorfismo genético. Estas técnicas permitem a obtengdo de um
grande nimero de marcadores moleculares cobrindo todo o genoma do
organismo. Estes marcadores, segundo Ferreira e Grattapaglia (1996), podem ser
utilizados para as mais diversas aplicagdes, tais como a identificacio de



gendtipos, avaliagio de germoplasma, mapeamento genético e anal
filogenética.

Os diferentes tipos de marcadores moleculares podem ser utilizados cor
marcadores genéticos. Entende-se por marcador genético todo e qualquer fenéti
decorrente de um gene expresso, como no caso de proteinas e caracteristic
morfoldgicas, ou de um segmento especifico de DNA (correspondentes as regi¢
expressas ou n3o do genoma), cuja sequéncia e fungdo podem ou ndo ¢
conhecidas, e que possui comportamento de acordo com as leis basicas
heranga de Mendel (Valois, Salomio e Allen, 1996).

Os marcadores moleculares como o RFLP - Polimorfismo
comprimento de fragmentos de restri¢cdo e o PCR - Reagdo da polimerase ¢
cadeia e sua derivagdo, o RAPD - Polimorfismo de DNA amplificado ao acas
surgiram em decorréncia 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 al. (1990), consiste em usar “primers”
sequéncia arbitraria para a amplificagdo de fragmentos de DNA, com a utilizag
de quantidades reduzidas (nanogramas) de DNA, sem a necessidade
conhecimento prévio de sua sequéncia. Segundo Ferreira e Grattapaglia (1996)
RAPD veio democratizar a analise de polimorfismo nuclear, ao permitir
realizagio de estudos de analise genética em espécies menos tradicionais .

Para uma melhor visualizagdo dos relacionamentos entre individu
avaliados, a escolha de um coeficiente de similaridade entre dois individuc
representa o ponto de partida para varias técnicas de analise 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 genétipos i e j, respectivamente (Sokal e Sneath, 1963). Pa
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marcadores do tipo RAPD, sdo 4 as possiveis observagdes de comparagio entre
dois gendtipos baseados na presenca (1) e auséncia (0) de um marcador para cada

gendtipo de acordo com a TABELA 1.

TABELA 1: Quatro possiveis resultados de comparagdo de dois gendtipos por

marcadores RAPD
Genotipo i
1 0
1 a b
Geno6tipo j (1,1 (0,1)
0 c d
1,0) (0,0)

Analises de agrupamento (Cluster analysis), sdo frequentemente usadas
com a finalidade de reunir, de acordo com algum critério de classificagdo, as
unidades amostrais (individuos, locais, etc) em varios grupos, de modo que exista
homogeneidade dentro e heterogeneidade entre grupos (Cruz, 1990) e a
construcdo de uma matriz de similaridade ou distincia entre os gendtipos
avaliados viabilizam estas analises (Duarte, 1998). Um dos métodos de
construgdo dos dendrogramas, que sdo um tipo de agrupamento, é o UPGMA
(Unweighted pair-group meam arithmetics). Nele a distincia entre dois clusters é
a medida da distancia entre todos os pares possiveis de individuos, um de um

grupo e um de outro (Kotz e Johnson, 1985).
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Exemplos como a detecgio de variagio somaclonal em beterra
(Munthali, Newbury e Ford - Lloyd, 1996), caracterizagio da diversida
genética de cultivares de mandioca (Colombo et al., 1998), determinacio
parentesco entre taxas brasileiros de Stylosanthes SW. (Vieira et al., 1997)
diferenciagdo geografica e identificagdo do tipo de embrido em cultivares
Manginifera indica L. (Lopez - Valenzuela, Martinéz e Paredes - Lépez, 199
podem ser encontrados na literatura, com relagio ao uso de marcadores RAPD.

Segundo Cloutier e Landry (1994) a cultura de tecidos e a biolog
molecular iniciaram um sinergismo dinimico. Enquanto a cultura de tecid
produz sistemas de modelos para estudos de biologia molecular, as técnicas
biologia molecular tém sido aplicadas para revelar possiveis limitagdes d

sistemas de cultura de tecidos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obten¢do das mudas

Frutos maduros provenientes do municipio 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 putamem. O putdmem foi entio submetido ao método do motor para
retirada do mesocarpo interno e espinhos (parte externa do endocarpo).

O método do motor, segundo Dombroski (1997) consiste em acoplar um
motor de % cv. @ um eixo de 60 cm de comprimento formado por uma barra de
rosca de '2”, onde na extremidade livre sdo colocadas quatro escovas de ago de
3”. Com o conjunto montado na vertical, os putimens foram colocados dentro de
um recipiente com agua corrente, com capacidade de 18 litros e acondicionado na
extremidade das escovas de ago. Os putdimens permaneceram nesta condigdo até
a retirada total dos espinhos, ficando somente o endocarpo rigido e lenhoso que
aloja a semente. O endocarpo entio, foi partido transversalmente com a ajuda de
um esmeril, liberando por completo a semente“Em seguida, as sementes foram
colocadas em papel para germinagdo embebidos numa solugdo de 500 ppm de
acido giberélico (GAs), onde permaneceram por 24h a temperatura ambiente.
Apos 24h na presenga de GA; as sementes foram transferidas para outro papel
para germinagio embebido apenas com agua destilada, onde permaneceram até a
emissdo da radicula.

As sementes germinadas foram transferidas para sacos plasticos com

capacidade de 3,5 litros contendo como substrato terra: areia: super simples:
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cloreto de potassio (2 : 1: 5 : 2,5). As mudas desenvolvidas foram mantidas ¢
casa de vegetacdo 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 Estag
Florestal de Experimentagdo 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.

Pulverizagdes regulares com o fungicida Benlate (4mg/L) fora
realizadas em intervalos de 10 dias.

3.2 Experimentos in vitro

3.2.1 Inducdo de calos

Este experimento teve como objetivo verificar as melhores condigdes «
cultivo para a indugdo e formagdo de calos.

Foram utilizados como explantes, segmentos foliares com cerca de 1 cnr
retirados de mudas de Montes Claros (MG), com aproximadamente 4 meses ¢
idade.

As folhas permaneceram em &gua corrente por 16h antes de sofrerem
processo de desinfestagdo, que consistiu em lava-las 2 vezes com agua destilada
2-3 gotas de detergente neutro; imersdo rapida em alcool etilico 70%; imersdo e
hipoclorito de sédio 30% (v/v) de produto comercial por 15 minutos e 4 lavager
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com agua destilada autoclavada. As duas ultimas etapas foram realizadas em
camara de fluxo laminar, onde todas as normas usuais para este tipo de trabalho
foram adotadas. As folhas permaneceram em agua destilada até o momento da
inoculagdo no meio de cultura presente em tubos de ensaio contendo 15 ml de
meio.

O meio de cultura usado foi 0 WPM (Wood Plant Medium, Lloyd e
McCown, 1980, TABELA 1A em anexo) suplementado com 3% de sacarose,
0,65% de agar e pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes da autoclavagem. Os
tratamentos utilizados foram:

= To: controle (meio sem reguladores de crescimento);

& T1: meio acrescido de 2,22uM BAP (benzilaminopurina);

= T2: meio acrescido de 4,44uM BAP,

& T3: meio acrescido de 10,74 pM ANA (acido naftalenoacético) ;
&> T4: meio acrescido de 10,74 pM ANA e 2,22uM BAP;

= T5: meio acrescido de 10,74 pM ANA e 4,44uM BAP.

Os tubos contendo os explantes foram manudos na au%é:cia de luz e
também sob baixa intensidade luminosa (RAF = 14 uMol m?2s? de 11;;. ;mw
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 repetigdes por tratamento. Ao final de 60 dias foi
feita avaliagdo visual observando-se o aspecto visual do explante, ou seja,
coloragdo, tamanho, presenca de oxidacdo e/ou raizes e brotagdes; além da

percentagem de calos formados.
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3.2.2 Manutenciio de calos I

Neste experimento, objetivou-s; identificar 6 melhor meio de cultura p:
o subcultivo dos calos formados in vitro em explantes foliares, utilizando
substincias complexas como extrato de malte, extrato de levedura, 4gua de coc
caseina hidrolizada.

Foram usados os calos obtidos através do tratamento com meio WF
acrescido de 10,74 pM ANA e 2,22 uM BAP mantidos na auséncia de luz. Es
calos foram submetidos entdo, aos seguintes tratamentos:

=T1: Meio de indugdo (meio WPM suplementado com 10,74 uM Al

e 2,22 uM BAP),
W =T2: meio WPM sem reguladores de crescimento;

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

®T4: meio WPM sem reguladores de crescimento suplementado c«
50ml/L de agua de coco;

«T5: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAI
500 mg/L de extrato de malte;

=T6: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAF
50 ml/L de agua de coco;

«T7: meio WPM suplementado com 5,37 pM ANA ; 1,11 pM BAF
250 mg/L de extrato de levedura;

=T8: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA ; 1,11 uM BAF
200 mg/L de caseina hidrolizada.
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Ao meio de cultura de todos os tratamentos foi adicionado 3% de
sacarose, 0,65 % de agar e o pH foi ajustado para 5,8 * 0,1, antes da
autoclavagem. Apos a inoculagio, que foi realizada em tubos de ensaio contendo
15 ml de meio, o material foi mantido em sala de crescimento com temperatura de
27°C, na auséncia de luz. '

O delineamento experimental adotado foi o de blocos casualizados (DBC)
(Compton, 1994) com 5 blocos contendo cada um 8 parcelas com 1 repetigo,
totalizando 5 repetigSes por tratamento. Os dados foram submetidos a analise de
variancia 5% e Teste de Tukey 5% pelo Proc GLM (General Linear Models
Procedure) do programa estatistico SAS (SAS® Institute, 1993). A avaliago foi
feita ao final de 30 dias, onde foram observadas a ocorréncia de crescimento,
oxidagdo e formacdo de outras estruturas, tais como, raizes e/ou brotagdes. A
primeira observagdo foi atribuido um critério de notas, especificado a seguir:
auséncia de crescimento = 0; pouco crescimento = 1 e muito crescimento = 2.
OBS: Pouco crescimento refere-se &4 formagio de calos sem ocupar toda a
superficie do explante inoculado e muito crescimento refere-se a formagdo de

calos ocupando toda a superficie do explante inoculado e suas adjacéncias.
3.2.3 Manutengio de calos II

Com base nos resultados encontrados no experimento anterior, calos
obtidos a partir de explantes foliares provenientes do primeiro par de folhas
totalmente expandido abaixo do apice (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 agar, pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes
autoclavagem, foram submetidos aos seguintes tratamentos com ANA e BAP:

«T0: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA e 1,11 uM BAP;

=T1: meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA, 1,11 uM BAF
500 mg/L de extrato de malte;

®T2: : meio WPM suplementado com 5,37 uM ANA, 1,11 uM BAF
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 basico utilizado (WPM) foi acrescentado 3% de sacaros
0,65% de agar, 100 mg/l de PVP-40, pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes
autoclavagem. Apds a inoculagdo o material foi colocado na auséncia de luz ¢
sala de crescimento com temperatura de 27°C.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizad
(DBC) (Compton, 1994) com 4 blocos contendo cada um 4 parcelas com
repeticdes, totalizando 12 repeticdes por tratamento. Trinta dias apds
inoculagdo foi realizada a avalia¢do final do experimento, onde se verificou
percentagem de crescimento dos calos formados in vitro, de acordo com

férmula abaixo, onde PF = peso final e PI = peso inicial:

% cresc. =PF -PI x 100
PF

Os dados foram submetidos a analise de variancia 5% e teste de Tuke
5% pelo Proc GLM do programa estatistico SAS (SAS® Institute, 1993).
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3.2.4 Indugio de friabilidade em calos de pequizeiro

Por se tratar de uma planta com propriedades medicinais, este
experimento teve como objetivo promover a friabilidade dos cafos de pequizeiro
para sua posterior utilizagdo em cultivo de suspensdo de células.

Foram utilizadas como plantas matrizes, mudas de aproximadamente 4-5
meses de idade provenientes do municipio de Paraocpeba - MG.

O primeiro par de folhas totalmente expandido abaixo do apice foi
coletado e mantido em 4gua corrente por 20 h. A seguir foram lavados por duas
vezes com agua destilada e 2-3 gotas de detergente neutro, imerso rapidamente
em solugdo de alcool etilico 70%, seguido de imersdo em solugdio de hipoclorito
de sédio a 30% (v/v) de produto comercial, por 15 minutos e finalmente lavado
por 4 vezes com dgua destilada autoclavada, permanecendo em agua destilada até
o momento da inoculagio.

O meio basico utilizado foi o WPM, com excegdo de um dos tratamentos
cujo meio foi constituido de NH,NO; (1650 mg/L) e KNO; (1900 mg/L) do meio
MS (Murashige & Skoog, 1962) além das outras solu¢des estoque (C, D, E, F,
G, Mio-inositol e Glicina, TABELA 1A, em anexo) do meio WPM. Em ambos os
casos ndo 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% de agar e
PH ajustado para 5,8 + 0,1. Os explantes com cerca de 1 cm® ai permaneceram
em sala de crescimento por 24h, na auséncia de luz, até serem transferidos para

os meios contendo os seguintes tratamentos:

=T0: controle (meio WPM acrescido de 10,74uM ANA e 4,44uM
BAP);
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«T1: meio contendo NH,NO; (1650 mg/L) e KNO; (1900 mg/L)
meio MS 100% e o restante das solugdes estoque do meioc WPM, além
10,74uM ANA e 4,44pM BAP,

©T2: meio WPM suplementado com 9,05uM 24-D (acido
diclorofenoxiacético) e 4,44uM BAP; '

=>T3: meio WPM suplementado com 18,1uM de 2,4-D e 4,44uM BAP

*>T4: meio WPM suplementado com 9,05uM de 2,4-D e 2,22uM BAP

=T5: meio WPM suplementado com 18,1uM 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 caseina hidrolizada;

«T7: meio WPM contendo 10,74pM ANA e 4,44uM BA
suplementado com 400 mg/L de caseina hidrolizada;

=T8: meioc WPM contendo 10,74pM ANA e 4,44uM BA
suplementado com 800 mg/L de caseina hidrolizada;

®=T9: meio WPM contendo 10,74pM ANA e 4,44uM BA
suplementado com 1600 mg/L de caseina hidrolizada.

Em todos os meios foi adicionado 3% de sacarose, 0,65% de agar, p
ajustado para 5,8 + 0,1, antes da autoclavagem. Os explantes foram mantidos e
sala de crescimento, na auséncia de luz, com temperatura de 26°C.

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casulizados (DB(
(Compton, 1994) com 4 blocos contendo 10 parcelas com 3 repetigdes cad
totalizando 12 repetigdes por tratamento. A avaliagio foi visual e constituiu e
observar a formagdo de calos fridveis, aspecto geral dos explantes (coloragd
tamanho e oxidagdo) e obter a percentagem de crescimento através da mesn
formula utilizada no experimento anterior (item 3.2.3).
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3.2.5 Indugdo de calos a partir de folhas obtidas de diferentes plantas e

posigdes dentro das plantas.

Em fungdo dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, este
experimento teve como objetivo verificar se a posi¢do das folhas, em cada planta,
estava influenciando no comportamento diferenciado cbservado in vitro ou se esta
diferenca de comportamento ocorria apenas entre plantas.

Foram utilizadas como plantas matrizes mudas (FIGURA 3) formadas a
partir de sementes do municipio de Montes Claros (MG).

Onze plantas foram marcadas e delas foram retiradas o 1° e 0 2° pares de
folhas totalmente expandidos abaixo do apice. As folhas permaneceram em agua
corrente por 16h, sendo em seguida, lavadas duas vezes com agua destilada e 2-3
gotas de detergente neutro, seguidas de imersdo rapida em uma solugio de alcool
etilico 70% (v/v), imers3o em uma solugio de hipoclorito de sédio a 30% (v/v) de
produto comercial por 15 minutos e lavadas 4 vezes com agua destilada
autoclavada, permanecendo em agua destilada até a inoculagdo.

Os explantes com cerca de 1 cm® foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 15 ml de meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de
agar, pH ajustado para 5,8 + 0,1, antes da autoclavagem. Foram adicionados ao
meio os reguladores de crescimento ANA e BAP nas melhores concentragdes e
combinagdes obtidas no experimento de indugdo 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;
«T?2: meio acrescido de 10,74uM ANA e 4,44 uM BAP.
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3.2.5 Induciio de calos a partir de folhas obtidas de diferentes plantas e
posic¢des dentro das plantas.

Em funcdo dos resultados obtidos nos experimentos anteriores, este
experimento teve como objetivo verificar se a posi¢do das folhas, em cada planta,
estava influenciando no comportamento diferenciado observado in vifro ou se esta
diferenga de comportamento ocorria apenas entre plantas.

Foram utilizadas como plantas matrizes mudas (FIGURA 3) formadas a
partir de sementes do municipio de Montes Claros (MG).

Onze plantas foram marcadas e delas foram retiradas o 1° e 0 2° pares de
folhas totalmente expandidos abaixo do apice. As folhas permaneceram em agua
corrente por 16h, sendo em seguida, lavadas duas vezes com agua destilada e 2-3
gotas de detergente neutro, seguidas de imers3o rapida em uma solugdo de alcool
etilico 70% (v/v), imersdo em uma solu¢io de hipoclorito de sodio a 30% (v/v) de
produto comercial por 15 minutos e lavadas 4 vezes com agua destilada
autoclavada, permanecendo em agua destilada até a inoculagdo.

Os explantes com cerca de 1 cm’ foram inoculados em tubos de ensaio
contendo 15 ml de meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,65% de
agar, pH ajustado para 5,8 * 0,1, antes da autoclavagem. Foram adicionados ao
meio os reguladores de crescimento ANA e BAP nas melhores concentrages e
combinagoes obtidas no experimento de indugio 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,
=>T?2: meio acrescido de 10,74pM 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 nc
municipio de Montes Claros (MG).

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

modelo experimental utilizado foi:

Yi=M + P+ Vpyjy + Tic + (PT) a + Sy

onde : Yj: valor observado de cada carater em estudo, em cada explante;
M: média geral ( efeito fixo);
P;: efeito aleatério da plantai, i=1...11;
Vi) efeito fixo do par de folha dentro da planta i, j + 1...2;
Ty efeito fixo do tratamento k, k=1...3;
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(PT) i efeito aleatorio da interagdo entre a planta i e o tratamento k
(analogo ao erro experimental entre parcelas);
i erro amostral dentro das parcelas.

Os explantes, num total de 3 repeti¢Ses por tratamento, permaneceram
em sala de crescimento na auséncia de luz, com temperatura ambiente de 26° C.

A anilise foi feita usando-se a Proc GLM do SAS (SAS® Institute,
1993), tomando-se os SQ tipo III (para corrigir os dados perdidos). Procedeu-se
também o teste t para identificar possivel diferenga 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 teve como objetivo identificar o periodo mais adequado
para o subcultivo dos calos, através das fases de crescimento.

Para obtengdo da curva de crescimento de calos, foram usadas como
plantas matrizes mudas de Paraopeba (MG) com cerca de 4-5 meses de idade

O meio usado foi 0 d¢ WPM contendo 3% de sacarose, 0,65% de agar e
pH ajustado para 5,8 £ 0,1, antes da autoclavagem. Os explantes permaneceram
por 24h em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio, antes da indugio do
tratamento com 10,74pM 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 periodo de

56 dias. Uma vez pesados, os explantes foram colocados em N liquido e em
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seguida transferidos para um freezer vertical Forma Scientific mod. 925 -8
C. Para obtencdo do peso de matéria seca, os explantes foram colocados ¢
estufa de secagem FABBE mod. 170 com circulagdo de ar forgada a 70° C p
48h, periodo no qual foi obtido o seu B&so constante. A construgio da curva
crescimento foi realizada com base na média dos 12 tubos, para cada avaliag3o.

3.3 Estudo de variabilidade genética através de marcadores RAPD

Este trabalho foi realizado no Nucleo de Biologia Aplicada (NBA) «
Centro Nacional de Pesquisa do Milho e Sorgo (EMBRAPA/CNPMS), Se
Lagoas (MG).

3.3.1 Material botanico

Mudas de aproximadamente 5 meses de idade, produzidas a partir «
sementes coletadas de frutos produzidos no ano de 1997, no municipio de Mont,
Claros (MG), foram utilizadas como fonte de material para extragio de DN,
Estas sementes foram extraidas de frutos que vieram em sacos de 60 Kg, se
identificagdo das plantas de origem.

Foram utilizadas 28 mudas, das quais onze (do n° 1 ao 11) foram fon
de explante para o experimento de indugdo de calos a partir de diferentes plant:
e posigdes dentro das plantas (item 3.2.5), sendo aqui entdo, adotada a mesn

numerag3o e sequéncia para os demais individuos.
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3.3.2 Isolamento de DNA genémico

A extragdo do DNA foi baseada no método de Saghai-Maroof et al.,
1984 com algumas modifica¢des. Foram usadas entre 700 ¢ 1460 mg de matéria
fresca de folhas jovens.

As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido e em seguida
adicionado 5 ml de tampdo CTAB 2% (TRIS HC1 0,2 M pH 7,5; NaCl 1,4 M;
EDTA 0,02 M pH 8,0; CTAB - 2 g; B - Mercaptoetanol - 2 ml). O material
permaneceu por 90 minutos em banho-maria a 65°C, sendo que a cada 15
minutos sofreu agitagdo leve, para homogeneizagdo. Depois de percorrido este
tempo o material foi mantido a temperatura ambiente por 5 minutos, para abaixar
a temperatura, ¢ a ele foi adicionado 2,5 ml de cloroférmio : octanol (24 : 1),
sofrendo novamente agitagdo por 10 minutos, para homogeneizago, e entso,
centrifugado a 1400 g por 10 minutos em centrifuga IEC - CENTRA - CL2. O
sobrenadante foi separado e a ele acrescentado 6 m! de isopropanol (- 20° C) para
precipitagdo imediata do DNA, ou entfo, deixados de um dia para o outro quando
isto ndo ocorreu.

Uma vez precipitado, o DNA foi removido com um anzol de vidro e
transferido para um tubo de ensaio de 15 ml contendo 2 ml de TE pH 8,0 (TRIS
0,01 M pH 8,0; EDTA 0,001 M pH 8,0) permanecendo por cerca de 12h a 4° C,
para dissolugdo. Apos este periodo o DNA foi novamente precipitado com 150 pl
de NaCl 5M e 3 ml de alcool etilico, removido com um anzol de vidro e
transferido para outro tubo contendo 1 ml de WASH 1 (Alcool etilico - 76 ml,
Acetato de sodio 2,5 M - 8 ml), permanecendo nesta solugio por no minimo 30
minutos. Uma segunda lavagem foi feita com WASH 2 (Alcool etilico - 76 ml,
Acetato de aménio 1 M - 1 ml), por onde 0 DNA foi mantido rapidamente, para
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finalmente ser transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml contendo cerca
300 pl de TE pH 8,0.

Uma vez extraido e purificado, o DNA foi quantificado visualmente
gel de agarose. Para isso aliquotas de 2pl de DNA, 15ul de TE pH 8,0 ¢ 5ul
corante DYE (TRIS 0,05 M pH 8.0; Glicerol - 50 %; EDTA 0,005 M pH 8
SDS 0,5%; Corante xilene + orange - 0,15 % de cada corante) foram submetic
a eletroforese (50V) em gel de agarose 0,8% e tampio de corrida TAE (EDT#
mM pH 8,0; TRIS 40 mM pH 8,0; Acido acético 20 mM). O gel foi corado c
solugdo de brometo de etidio (1pg/ml) sob agitagdo continua e submetido a |
ultravioleta possibilitando a visualizagio da qualidade do DNA e estimativa
quantidade.

3.3.3 Amplificaciio do DNA

Foram testados inicialmente 180 primers pertencentes aos kits Operon
B,C,J,L, O,R, S e W .Apenas o material extraido de uma tmica planta :
utilizado neste teste inicial, sendo adotado, como critério de selegdo de primers
capacidade e a qualidade da amplificagiio. Os primers selecionados foram ent
utilizados em todos os individuos. As reagdes foram realizadas em termociclac
Perkin Elmer - Gene Amp PCR System 9600 programado para um primeiro cit
de 95° C por 1 minuto, 35 ciclos com 3 fases: temperatura de desnaturagio de
C por 10 segundos, temperatura de anelamento de 36° C por 1 minuto
temperatura de extensdo de 72° C por 2 minutos. Foi acrescido ainda um cic
final de 72° C por 7 minutos, seguido de 4° C até a retirada das reagdes

aparelho.
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Cada reagio (25ul) foi constituida de 9,5 pl de agua ultrapura
autoclavada, 2,5ul de tampio de PCR (10mM TRIS - HCI ph 8,6; 50mM KCI;
0,01% gelatina; 2 mM MgCl,) , 1ul de um mix de dNTPs Promega (10mM,
sendo 2,5mM de cada nucleotidio), 1pl de primer (4uM), 1 pl de Taq polimerase
(1 unidade/pl) e 10p] de DNA (5ng/pl). A Taq polimerase utilizéda foi purificada
no préprio Laboratério de Biologia Molecular do Niicleo de Biologia Aplicada.

Para verificar a amplificagdio, as reagdes foram submetidas a eletroforese
a 100V, em gel de agarose 1,2% utilizando-se tampdo de corrida TAE. A
visualizagdo 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) com fragmentos variando entre 125 ¢ 15.721 Kb.

Para os primers polimérficos, as bandas foram registrados como

presenca (1) ou auséncia ( 0 ), para posterior analise.

3.3.4 Analise dos padrdes de bandas

A partir da matriz de 0 ¢ 1, foi obtida uma matriz de distincia utilizando
o coeficiente de similaridade de Sorensen-Dice (Duarte, 1998):
2a

2a+b+c

onde: a: indica concordéncia entre o par de gendtipos analisados,

b e c: indicam auséncia de concordéncia entre os genétipos analisados.
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A distancia genética foi calculada subtraindo de 1 o valor da similarida
encontrada.

A representacdo grafica foi feita utilizando-se dendrograma construi
pelo método UPGMA (Unweight pair-group average), no prograr
STATISTICA for WINDOWS, v.4.2.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

1.1 Experimentos in vitro

l.1.1 Inducio de calos

Foram utilizados ANA e BAP em diferentes concentragdes e
;ombinagdes em explantes foliares de C. brasiliense , mantidos na presenga e
wséncia de luz, afim de verificar as melhores condigdes de cultivo para a
ormacao de calos.

A formagdo de calos foi detectada 20 dias apds a inoculagdo, tanto nos
xplantes mantidos na presenga de luz (sob baixa intensidade luminosa) quanto os
nantidos no escuro. Observou-se que, para este mesmo periodo, a formagdo de
alos nos explantes mantidos sob iluminagdo foi maior em relagdo aos mantidos
10 escuro. No entanto, a partir do vigésimo dia de inoculagdo, o material mantido
a presenca de luz foi-se deteriorando enquanto que os que estavam no escuro
iermaneceram em melhores condi¢des até a avaliagdo 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 menor taxa de sucesso, quando comparados com os calos mantidos na
uséncia total de luz.

Na FIGURA 4, podemos verificar ainda, que nos tratamentos que
ontinham BAP isolado, nas concentragdes de 2,22uM e 4,44pM (Tl e T2,
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FIGURA 4: Aspecto visual dos explantes foliares de C. brasiliense mantidos ne
presenga (A, B, C, D, E e F) e auséncia (G, H, [, J, K e L) de luz 60 dias
apés a inoculagdo, mantidos na presenga de TO (controle); T1 (2,22uM
BAP), T2 (4,44uM BAP); T3 (10,74uM ANA); T4 (2,22pM BAP ¢
10,74uM ANA); T5 (4.44uM BAP e 10,74pM ANA). (Lavras - UFLA.
1998)
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respectivamente) houve pequena formagéo de calos, sugerindo que o BAP isolado
seja capaz de induzir a formagdo de calos. O efeito do BAP na formagéo 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 divisdo celular é a propriedade mais frequentemente associada as
citocininas, sendo o BAP uma citocinina sintética altamente ativa. Porém, quando
esta citocinina esta 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 interagdo entre estes reguladores de crescimento. Tal interagdo
também foi observada por Inneco et al. (1995) em Capsicum annum.

Podemos observar também que nos tratamentos contendo ANA e BAP
em interagdo, os explantes apresentaram comportamentos diferenciados tais

como, apenas o enrugamento da folha, formagdo de raiz diretamente a partir do

explante, calos duro e as vezes com raiz e com coloragdo variando entre o branco,

marrom e acinzentado (FIGURA 5).

FIGURA 5: Comportamento diferenciado de explantes foliares de C. brasiliense
submetidos a presenca de ANA e BAP. (Lavras - UFLA, 1998)
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O enraizamento ocorreu naturalmente a partir do 45° dia apés a
inoculagdo, no mesmo meio inicial de inoculagio, somente nos explantes mantidos
na auséncia de luz. Calogénese e rizogénese também foram observados por Paiva
Neto (1996) trabalhando com tecido f;ﬁar de moreira (Chlorophora tinctoria
(L.) Gaudichaud). '

A TABELA 3 indica a percentagem de formagdo de calos em cada
tratamento, nas duas condigSes de iluminagdo. Observa-se que todos os explantes
mantidos na auséncia de luz apresentaram formagio de calos superior em relagdo
aos explantes mantidos na presenga de luz, com excegdo para o meio sem
reguladores de crescimento (T0) e o meio acrescido de 10,74pM ANA (T3), que
foram iguais em ambas condi¢des de iluminag3o.

TABELA 3: Percentagem de formagdo de calos para cada tratamento, em
explantes foliares de pequizeiro, submetidos 2 presenga e auséncia
de luz. (Lavras - UFLA, 1998)

Luz (%)
Tratamento Presenca Auseéncia
Controle 0 0
2,22uM BAP 16,66 33,33
4,44uM BAP 8,33 41,66
10,74pM ANA 0 0
2,22uM BAP + 10,74uM ANA 66,66 83,33
4,44uM BAP + 10,74pM ANA 58,33 91,33

No tratamento em que se adicionou ao meio apenas 10,74pM ANA (T3)
ndo houve alteragdo em relagdo ao controle, indicando que este regulador de

crescimento isoladamente ndo tem efeito na indugdo de calos a partir de
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segmentos foliares de pequizeiro (FIGURA 4). Resultados semelhantes fora
observados por Rey e Mroginski (1996), trabathando com Aeschnomene spp.

4.1.2 Manutengio de calos I e II

Foram testados varios meios, para o subcultivo de calos, suplementads
com ANA, BAP e substincias complexas tais como, extrato de malte, agua «
cdco, caseina hidrolizada e extrato de levedura.

Pela analise de variancia a 5% de significincia (FIGURA 2A em anexc
para a observagdo “crescimento” no experimento de manutengio (subcultivo) ¢
calos I, verifica-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos. Pe
teste de Tukey 5% (FIGURA 6), observa-se que a diferenga estatistica encontrac
foi entre o meio sem reguladores de crescimento (T2) e o meio suplementac
apenas com 50 ml/L de agua de coco (T4) e o meio acrescido de 5,37uM AN
1,11uM BAP e 500 mg/L extrato de malte (T5).

As maiores médias (FIGURA 6) foram encontradas para os mei
acrescidos de 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 500 mg/L extrato de malte (TS

¥ 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 200 mg/L caseina hidrolizada (T8) e 5,37l
ANA e 1,11uM BAP (T3). Estes trés tratamentos foram os que apresentaram, ¢
modo geral, calos com melhor aspecto visual (FIGURA 7).

Os tratamentos cujos meios ndo foram suplementados com reguladores «
crescimento (T2: meio sem reguladores de crescimento e T4: meio suplementac
apenas com 50 ml/L agua de c6co), apresentaram as menores médias, indicanc
que a adigdo 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, 1,11pM BAP e 50 ml/L
agua de coco (T6) e 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 250 mg/L extrato de levedura
(T7), apesar de ndo diferirem estatisticamente dos outros tratamentos
empregados, apresentaram calos com aspecto mais oxidado/necrosado. “Estes
resultados sugerem que a combmagdao de ANA e BAP com a agua de coco e
extrato de levedura, nas concentragdes utilizadas, apesar de promoverem algum
5res_cimento, também apresentam efeitos prejudiciais ao material.

2/
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Tratamentos

FIGURA 6: Peso de matéria fresca (g) para calos de explantes foliares de
pequizeiro, submetidos aos tratamentos T1: 10,74uM ANA e
2,22uM BAP; T2: meio sem reguladores de crescimento, T3:
5,37uM ANA e 1,11uM BAP; T4; 50 mVL agua de coco; T5:
5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 500 mg/L extrato de malte; T6:
5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 50 ml/L agua de cdco; T7: 5,37uM
ANA, 1,11uM BAP e 250 mg/L extrato de levedura; T8: 5,37uM
ANA, 1,11uM BAP e 200 mg/L caseina hidrolizada). Tratamentos
seguidos pela mesma letra ndo diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia. (Lavras - UFLA, 1998)
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FIGURA 7: Aspecto geral dos calos nos tratamentos 3 (5,37uM ANA e 1,11uM
BAP - A); 5 (5,37uM ANA, 1,11pM BAP e 500 mg/L extrato de
malte - B) e 8 (5,37uM ANA, 1,11pM BAP e 200 mg/L caseina
hidrolizada - C), no experimento de manutengdo (sucultivo) de calos
I. (Lavras - UFLA, 1998)

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

complexas como extrato de levedura, agua de coco, extrato de malte e caseina
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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 al.
(1992) e Rajbhandari e Stomp (1997), que utilizaram agua de coco e caseina
hidrolizada, na indu¢io e manutengdo 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 agua de coco;
sendo significantemente superiores ao meio sem reguladores de crescimento. Estes
resultados vém, de certa forma, confirmar os resultados obtidos neste
experimento, onde a diferenca significativa encontrada foi entre o tratamento
contendo reguladores de crescimento e extrato de malte e os tratamentos sem
reguladores de crescimento.

A coloragdo dos calos formados variou entre o branco acinzentado,
branco amarelado e marrom. Oxidagdo foi observada em pequeno grau e houve a

formacgdo de brotagGes e raizes (FIGURA 8).

FIGURA 8: Aspecto visual de brotagdes (A) e raizes (B), indicados pelas setas,
formados a partir de calos subcultivados na presenca de reguladores

de crescimento, extrato de malte e caseina hidrolizada. (Lavras -
UFLA, 1998)
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A formacgdo de estruturas como raizes e/ou brotagdes 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
manutencdo (subcultivo) de calos II, é demonstrada na FIGURA 9. Na presenca
de extrato de malte a formagdo de calos foi maior quando utilizou-se a
concentragdo de 1000 mg/L (T2). No entanto, a maior percentagem de
crescimento foi obtida no meio acrescido de 5,37uM ANA e 1,11uM BAP (TO:

controle).

Percentagem

To T T2 T3
Tratamentos

FIGURA 9: Crescimento de calos, em percentagem, na presenga de diferentes
concentragoes de extrato de malte (TO0: 5,37uM ANA e 1,11uM
BAP; T1: 537uM ANA, 1,11uM BAP e 500 mg/L extrato de
malte; T2: 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 1000 mg/L extrato de
malte; T3: 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 1500 mg/L extrato de
malte). (Lavras - UFLA, 1998)



Verifica-se na FIGURA 10 que em todos os tratamentos foram

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

B

FIGURA 10: Aspecto visual dos calos do tratamento 0 (5,37uM ANA e 1,11pM
BAP - A) e tratamento 2 (5,37uM ANA, 1,11pM BAP e 1000 mg/L
extrato de malte - B), no experimento de manutengdo de calos II.
(Lavras - UFLA, 1998)

Através da analise de variancia a 5% (FIGURA 3A em anexo) observa-
se que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos. Isto indica que,

mesmo com O aumento na sua concentragdo, o extrato de malte adicionado ao
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meio n3o favorece um maior crescimento dos calos em relagdo ao tratamento
controle. O tratamento controle neste caso, correspondeu ao meio suplementado
com 5,37uM ANA e 1,11puM BAP (T3) no experimento de manutengdo
(subcultivo) de calos I o qual, por sua vez, ndo diferiu estatisticamente do meio
suplementado com 5,37uM ANA, 1,11uM BAP e 500 mg/L extrato de malte

(T5).

4.1.3 Inducio de friabilidade em calos de pequizeiro

s De acordo com Montoro et al. (1993) fatores tais como, reguladores de
crescimento, composi¢do mineral do meio e o fator genético do material vegetal
utilizado, frequentemente sdo responsaveis pela modificacdo do tipo de calos
formado in vitro.

Entretanto, no caso do pequizeiro, quando foram adicionadas novas
fontes e maior concentragido de N ao meio, como no caso dos meios acrescidos de
NH,NO;-1650mg/L e KNO;-1900mg/L, 10,74pM ANA e 4,44uM BAP (T1);
10,74uM ANA, 4,44puM BAP e 200 mg/L caseina hidrolizada (T6); 10,74uM
ANA, 4,44uM BAP e 400 mg/L caseina hidrolizada (T7); 10,74uM ANA,
4,44pM BAP e 800 mg/L caseina hidrolizada (T8); e 10,74uM ANA, 4,44uM
BAP e 1600 mg/L caseina hidrolizada (T9); e modificados os reguladores de
crescimento, com substitui¢io do ANA pelo 2,4-D, nos meios suplementados com
9,05uM 2,4-D é 4,44uM BAP (T2); 18,1uM 2,4-D e 4,44pM BAP (T3);
9,05uM 2,4-D e 2,22uM BAP (T4) e 18,1uM 2,4-D e 2,22uM BAP (T5), nio
foi observada a formagio de calos friavel em nenhum tratamento.
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Nos tratamentos 0 (10,74pM ANA, 4,44uM BAP), 1, 6, 7, 8 e 9 os
explantes apresentaram, de modo geral, calos duro, branco amarelado e com
poucas areas oxidadas/necrosadas, quando estas estavam presentes. Nos
tratamentos contendo 2,4-D, foi observado calos duro, apresentando contudo, um
aumento nas areas oxidadas/necrosadas. A percentagem de crescimento dos calos

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

Percentagem

TO T T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

Tratamentos

FIGURA 11: Percentagem de crescimento de calos em explantes foliares submetidos a diferentes
tratamentos para indugao de friabilidade.(T0: 10,74pM ANA, 4,44pM BAP: TI:
solucdes A (NHsNO3-1650 mg/L) e B (KNOs-1900 mg/L) do meio MS além de
10,74puM ANA e 4,44uM BAP; T2: 9,05uM 2,4-D e 4,44uM BAP, T3: 18,1uM
2.4-D e 444uM BAP, T4: 9,05uM 2,4-D e 2,22uM BAP; T5: 18,1uM 24-D e
2,22uM BAP; T6: 10,74uM ANA, 4,44 M BAP e 200 mg/L caseina hidrolizada;
T7: 10,74uM ANA, 4,44uM BAP e 400 mg/L caseina hidrolizada,;T8: 10,74pM
ANA, 4.44uM BAP e 800 mg/L caseina hidrolizada; T9: 10,74uM ANA_ 4.44uM
BAP e 1600 mg/L caseina hidrolizada). (Lavras - UFLA, 1998)

Estes resultados vém confirmar os resultados obtidos por Dombroski
(1997) os quais indicam que o tamanho e a aparéncia dos calos de pequizeiro
produzidos com 2,4-D melhoraram com o aumento na concentragio de 2,4-D. No
entanto, concentragoes acima de 2,22uM 2,4-D proporcionaram um aumento na

area oxidada ou necrosada dos explantes.
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Yan - Xiu, Dun - Yi e Harris (1993) trabalhando com Sesbania sj
verificaram que a aparéncia 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 geralmer
branco amarelados e fridveis. Calos obtidos em meio contendo AN
apresentavam coloragdo amarelo escuro ou verdes e de textura mais compacta.

Montoro et al. (1993) citam ainda exemplos de outros components
como aminoacidos (como a prolina), nitrato de prata ou uma modificaggo :
concentragdo de calcio, os quais podem modificar a textura do calos. Em s
trabalho com Hevea brasilienseis, este autor obteve friabilidade com o uso
reduzidas concentra¢des de auxinas e quando altas concentragdes de sacarose «
calcio foram mantidas através de dois subcultivos.

De acordo com Tsutsumi e Sakai (1995) a aplicagdo de estresse hidri
na cultura de calos de Populus alba , induziu um aumento nos niveis de lignir
material de fortalecimento presente na parede celular de plantas superiores.

Os trabalhos acima citados, bem como os resultados obtidos neste estud
sugerem que varios fatores podem influenciar na friabilidade de calos |
pequizeiro, indicando a necessidade da continuidade de novas investigagdes pa
a producdo de calos fridveis, os quais podem ser utilizados em cultivos .

suspens3o de células.
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l.1.4 Inducdo de calos a partir de folhas obtidas de diferentes plantas e
posic¢Ges dentro das plantas.

Neste experimento foram identificadas as plantas e a posi¢do das folhas
lentro das plantas de onde os explantes foram retirados, a fim de verificar sua
rossivel influéncia no comportamento in vitro do material utilizado.

Pela analise de variancia (TABELA 4A em anexo) podemos verificar que
)ara a fonte de varia¢do planta x tratamento (P*T) houve significincia ao nivel
le 5%. Isto significa que cada planta respondeu aos diferentes tratamentos de
naneira diferenciada. As predicdes dos efeitos aleatérios de plantas foram
omparados ao nivel de referéncia 0 (que representa a média geral das plantas)
elo teste t, ao nivel de 5% de significincia, cujos resultados estio representados
a FIGURA 12.

0.25 *

0.2
0.15
0.1

0.05

€so mat. Iresca (g)

-0.05

-0.1

015! 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
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IGURA 12: Teste t (para efeito aleatério) das plantas submetidas aos

tratamentos To: controle; T1: 2,22uM BAP e 10,74uM ANA;

T2: 4,44uM BAP e 10,74uM ANA. Médias ndo seguidas pelo *
ndo diferem estatisticamente de 0. (Lavras - UFLA, 1998)
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Estes resultados indicam que a planta numero 6 respondeu de forma mais
efetiva aos estimulos dos tratamentos empregados, estando de acordo com as
observagdes visuais (FIGURA 13). A planta 1, apesar de estatisticamente ndo se
distinguir do nivel de referéncia 0, visualmente apresentou resultados semelhantes
aos obtidos pela planta 6. A planta 11 foi a que respondeu de forma menos

efetiva aos tratamentos.

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

A ANAVA (TABELA 4A em anexo) indicou que houve diferengs
significativa entre os tratamentos utilizados. O teste de Tukey (FIGURA 14
entretanto, indica que esta diferenga ocorreu entre os tratamentos cujos os meios
foram suplementados com reguladores de crescimento (T1: 2,22uM BAP ¢
10,74uM ANA e T2: 4,44pM BAP e 10,74uM ANA) e o tratamento controle
(TO: meio de cultivo sem reguladores de crescimento). Isto sugere que a presenga

de 2,22uM BAP e 10,74uM ANA; e 4,44uM BAP e 10,74uM é capaz de induzir
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FIGURA 14: Médias dos tratamentos O (sem reguladores de crescimento), 1
(2,22uM BAP e 10,74uM ANA) e 2 (4,44uM BAP e 10,74puM)
submetidos ao teste de Tukey ao nivel de 5% de significincia. Os
tratamentos seguidos pela mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si. (Lavras - UFLA, 1998)

a formagdo de calos em segmentos foliares de pequizeiro e que para indugdo e
formagio de calos s3o necessarios reguladores de crescimento. Estes resultados
vém entio, reforgar os resultados obtidos com o experimento de indugéo de calos,
(item 4.1.1).

Néo foi detectada diferenga significativa entre o 1'e 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 ¢ Machado (1990) fatores
como gendtipo da planta matriz, idade da planta, estado fisioldgico e nutricional,
condigdes de crescimento e posi¢do do explante dentro da planta, dentre outros,
tém grande influéncia no posterior comportamento das culturas in vitro. A
influéncia de alguns destes fatores pode ser a interferéncia na capacidade de
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divisdo celular e regeneragdo, entre plantas da mesma espécie, causadas pe
genétipo e estado fisiologico; o fomecimento de melhores explantes em plant
bem nutridas e diferengas no gradiente de regeneragdo dependendo da posigdo -
explante dentro da planta

Alguns exemplos podem ser encontrados na literatura sobre a influénc
destes fatores no comportamento in vitro de espécies vegetais. Hsia e Korb
(1996) verificaram que a frequéncia de rizogénese e regeneragdo em calos
explantes foliares e segmentos internodais de varios genétipos de Rosa hybridc
Rosa chinensis minima responderam diferencialmente as diferentes concentragd
de ANA.

A influéncia do genétipo e da maturidade da folha de algumas cultivar
de magi sobre a resposta in vitro foi observada por Yepes e Aldwinckle (199
Segundo estes autores, a concentracio étima de BA na indugdo de organogénes
tamanho 6timo das folhas para regenerag¢do e a capacidade regenerativa difer
entre genétipos. Além disto, mais brotagdes desenvolveram-se no segmento bas
e mediano mais préximos do peciolo da folha do que em segmentos proximos ¢
apice.

Brand e Lineberger (1991), estudando o efeito da origem e estadio -
desenvolvimento no potencial organogénico de explantes foliares de Liquidamb.
styraciflua L., observaram que folhas de plantas intactas propagaram mais ¢
que explantes foliares de brotagdes proliferadas in vitro . O estadio relativo «
desenvolvimento do tecido foliar utilizado, influenciou a resposta organogénica «
plantas intactas. Para estes autores a performance de tecidos de plantas lenhos
in vitro pode ser fortemente influenciada pela condigdio fisioldgica inicial ¢
explante, mesmo para explantes apresentando aparéncias similares. Variages 1

habilidade de enraizamento e potencial de crescimento podem refletir e
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diferengas morfoldgicas, anatomicas e bioquimicas proprias 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, bem como os eventos metaboélicos que lhe sdo peculiares.
A curva de crescimento obtida, através do peso de matéria fresca e seca dos calos
formados (FIGURA 15), apresentou um padrio sigméide, permitindo a
identificagdo das 5 fases de crescimento.

A fase lag, que ocorreu até o 7° dia, caracteriza-se por ser um periodo no
qual ha sintese protéica e de metabolitos especificos, como preparagdo para a
divisdo celular. Segundo Scragg e Allan (1993) esta pode ser definida como uma
fase produtora de energia. '

A fase exponencial, observada neste estudo entre o 7° e o 35° dias de
cultivo representa, de acordo com Shimizu (1977) e Scragg e Allan (1993), uma
fase onde a divisdo celular é maxima, formando agregados de células. Deccetti,
Paiva e Santos (1998) observaram que esta fase ocorreu entre o 16° e 35° dias em
Annona glabra.

O periodo linear ocorreu aproximadamente entre o 36° e o 45° dia. Nesse
periodo a divisdo celular diminui e as células crescem. Segundo Smith (1992) o
crescimento e o desenvolvimento celular nesta fase sdo mais evidentes.

O periodo de desaceleragdo ocorreu aproximadamente entre o 46° e o 49°
dia. De acordo com Smith (1992) é nesta fase que as culturas devem ser
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transferidas para meio fresco devido a redugio de nutrientes, produgio
produtos toxicos, secagem do agar e redugiio do O, nos calos.

A quinta fase corr&sponde a fase estaciondria que ocorreu & partir do !
dia aproximadamente e, caractenza-se por ndo haver mais divisdo celulai
sintese de biomassa.

Santos (1998) também verificou a presenga destas 5 fases de crescimei
em Smilax japecanga. No entanto, quando comparada com o C. brasiliense.
fase exponencial mostrou-se bem menor, refletindo a necessidade de um peric
mais curto para o subcultivo (entre o 27° e 0 35° dias, na fase de desacelerags

dos calos desta espécie. A duragfio das outras fases foi similar para as dt

espécies.
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FIGURA 15: Peso de matéria fresca (PMF) e matéria seca (PMS) de cal
obtidos a partir de explantes foliares de C. brasiliense . (Lavras
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 presenca de variabilidade entre elas.

Dos 180 primers inicialmente testados, 47 (26%) nio amplificaram
nenhum fragmento e 70 (39%) apresentaram um padréo de amplificacdo fraco ou
confuso. Dos 63 (35%) primers selecionados, 7,93% (OPA 19, OPB 7, OPB 13,
OPB 17 e OPC 10) ndo amplificaram nenhum fragmento, 11,11% (OPA 11,
OPA 15, OPB 4, OPL 18, OPO 12, OPS 8 e OPS 19) demonstraram um padrio
fraco ou confuso, ndo repetindo, portanto, nestes dois casos, o padrio
anteriormente selecionado, e 0,55% (OPW 18 - FIGURA 16) nio apresentou

bandas polimérficas e os fragmentos amplificados possuiam cerca de 1120 kb.
1213 14 15 16 17 18 1920 212223 242526 1 2 3 4 M

«— 974 kb

5 6 78 910112728 cc M

FIGURA 16: Produto da amplificacio 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 cinquenta primers restantes (79,36%), que repetiram o padi
selecionado, apresentaram pelo menos uma banda polimérfica. Estes prim
produziram 119 fragmentos polimérficos, com uma média de 2.3 locos
primer. Um exemplo dos fragmentos polimérficos obtidos com os primers O]
13 e OPA 17 sdo apresentados na FIGURA 17. Os fragmentos amplificac
apresentavam-se na faixa entre 1584 e 784 Kb para o primer OPC13 e 2027
para o primer OPA17.

A sequéncia dos 63 primers utilizados encontra-se na TABELA 5A, ¢
anexo.

Foram consideradas 25 plantas, visto que trés (5, 15 e 26) for:
descartadas por apresentarem grande quantidade de dados perdidos.

Os fragmentos amplificados foram usados para estimar a distin
genética entre os individuos testados (TABELA 6A, em anexo). Estas disténci
variaram entre 41,8%, entre os individuos 12 e 28, e 16,4%. entre os individuos
e23.

No dendrograma da FIGURA 18 observa-se que a maioria dos individu
testados foram inseridos em dois grupos distintos. O primeiro grupo incluiu
individuos namero 28, 10, 27, 9, 11 e 8 e o segundo grupo englobou os individu
numero 20, 14,21, 16, 19, 18, 7,6, 2, 1, 4, 24, 3, 23, 25,22, 17 ¢ 13.

O individuo mimero 12 mostrou maior divergéncia em relagio a

demais, ndo sendo portanto, incluido nos dois grupos formados.
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FIGURA 17: Padrdes 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, individuos utilizados c¢
fonte de explantes no experimento de indugdo de calos a pe.n'tir de folhas
diferentes plantas. O individuo 6, que pela analise visual e teste t se destacou
demais por apresentar comportamento in vitro diferenciado, foi agrup.
proximo daqueles com menor desempenho. Nio foi possivel, porta
associarmos a diferenca no comportamento in vitro de algumas plantas, cor
agrupamento formado através dos marcadores RAPD; neste grupo de individ
analisados.

Estes resultados indicam que a ocorréncia de diferengas
comportamento in vitro seja, provavelmente, devido a fatores ambient:

fisiologicos e ndo devido a fatores genéticos.
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FIGURA 18: Dendrograma construido pelo método UPGMA a partir ¢
similaridades entre 25 individuos de pequi obtidas pelo coeficier
de Sorensen-Dice (Duarte, 1998). (Sete LagoasMG
EMBRAPA/CNPMS, 1998).
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5 CONCLUSOES

® Foi possivel promover o estabeleclmento in vitro do pequizeiro (Caryocar
brasiliense Camb.), através da formacio de calos;

= A manutancio dos explantes foliares na auséncia de luz induziu a formagio de
calos com melhor aspecto visual;

= A formagdo de calos foi observada em meio WPM suplementado com 2,22 pM
BAP +10,74uM ANA bem como com 4,44uM BAP + 10,74uM ANA;

®> Substincias complexas, como extrato de malte e caseina hidrolizada,
adicionadas para o subcultivo dos calos, podem ser utilizadas mas ndo sdo
estritamente necessarias;

= Nio foi possivel induzir a friabilidade nos calos fonnadoé com os tratamentos
empregédos;

= O subcultivo dos calos deve ser realizado em intervalos de 45 dias;

® As plantas matrizes de pequizeiro utilizadas, apresentaram comportamento
diferenciado in vitro, provavelmente devido & fatores ambientais/fisiologicos e
ndo devido a fatores genéticos; '

= (O estudo de variabilidade genética através de marcadores RAPD, indicou uma
proximidade genética entre os individuos do grupo analisado.
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TABELA 1A: Composicio e concentragio final do meio de WPM (Lloyc
McCown, 1980). '

Solugdes estoque SAIS [ final ] mg/1
A NH,NO; 400,0
Ca[NO;].4H,0 556,0
B K,SO, 990,0
C CaCl,.2H,0 96,0
D KH,PO, 170,0
H;BO; 6,2
NaMo0,.2H,0 0,25
E MgSO0,.7H,0 370,0
MnSO,.H;0 223
ZnS0,.TH,0 8,6
CuS0,.5H,0 0,25
F FeS04.7H,0 27,8
Na, EDTA 37,2
G Tiamina. HCI 1,0
Piridoxina . HCl 0,5
Ac. nicotinico 0,5
H Mio-inositol 100,0
I Glicina 2,0
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TABELA 2A: Anilise de varidncia ao nivel de 5% de significincia da observagio

“crescimento” para o experimento de manutengio de calos 1.

Fonte GL QM F
Bloco 4 0,4881 NS
Tratamento 7 1,6563 *
Residuo 25 0,04539
Total 36

CV =69,24%

TABELA 3A: Anilise ao nivel de 5% de significincia do experimento de

manutencdo de calos II.

Fonte GL QM F
Bloco 3 0,1147 NS
Tratamento 3 0,0807 NS
Residuo 39 0,096
Total 45

CV =46,88%
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TABELA 4A: Analise de variancia dos resultados obtidos no experimento
indugdo de calos a partir de folhas de diferentes plantas

pequizeiro.
Fonte GL QM F
Planta 10 0,16 NS
Folbaianu) 10 0,02 NS
Tratamento 2 1,13 *
PlantaXTrat. 17 0,06 *
Residuo 17 0,02
Total 57

CV=3927%
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TABELA 5A: Sequéncia dos primers usados para amplificagio do DNA

Primer
OPA 1

OPA 4
OPA 5

OPA 9
OPA 10
OPA 11
OPA 15
OPA 17
OPA 18
OPA 19
OPB 1

OPB 4

OPB7

OPB 8
OPB 10
OPB 12
OPB 13
OPB 17
OPB 18
OPC 02
OPC 03
OPC 06
OPC 08

Sequéncia 5’— 3’
CAGGCCCTTC
AATCGGGCTG
AGGGGTCTTG
GGGTAACGCC
GTGATCGCAG
CAATCGCCGT
TTCCGAACCC
GACCGCTTGT
AGGTGACCGT
CAAACGTCGG
GTTTCGCTCC
GGACTGGAGT
GGTGACGCAG
GTCCACACGG
CTGCTGGGAC
CCTTGACGCA
TTCCCCCGCT
AGGGAACGAG
CCACAGCAGT
GTGAGGCGTC
GGGGGTCTTT
GAACGGACTC
TGGACCGGTG

Primer
OPC 10

"OPC 11

OPC 12
OPC 13
OPC 15
OPJ 19
OPL 08
OPL 18
OPO 03
OPO 06
OPO 07
OPO 09
OPO 10
OPO 12
OPO 13
OPO 15
OPO 20
OPR 04
OPR 09
OPR 10
OPR 12
OPR 15
OPS 07

Sequeéncia 5°— 3’
TGTCTGGGTG
AAAGCTGCGG
TGTCATCCCC
AAGCCTCGTC
GACGGATCAG
GGACACCACT
AGCAGGTGGA
ACCACCCACC
CTGTTGCTAC
CCACGGGAAG
CAGCACTGAC
TCCCACGCAA
TCAGAGCGCC
CAGTGCTGTG
GTCAGAGTCC
TGGCGTCCTT
ACACACGCTG
CCCGTAGCAC
TGAGCACGAC
CCATTCCCCA
ACAGGTGCGT
GGACAACGAG
TCCGATGCTG
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TABELA 5A: cont.

Primer
OPS 08
OPS 09
OPS 11
OPS 16
OPS 17
OPS 19
OPW 01
OPW 02
OPW 03

Sequéncia 5°’— 3’
TTCAGGGTGG
TCCTGGTCCC
AGTCGGGTGG
AGGGGGTTCC
TGGGGACCAC
GAGTCAGCAG
CTCAGTGTCC
ACCCCGCCAA
GTCCGGAGTG

Primer
OPW 05
OPW 07
OPW 08
OPW 09
OPW 10
OPW 13
OPW 18
OPW 19

Sequéncia 5’— 3’
GGCGGATAAG
CTGGACGTCA
GACTGCCTCT
GTGACCGAGT
TCGCATCCCT
CACAGCGACA
TTCAGGGCAC
CAAAGCGCTC
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