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RESUMO

Byrsonima verbascifolid. (DC.), conhecida popularmente por murici-casgud
€ uma espécie do Cerrado pertencente a familiaigfédgeae, que apresenta
propriedades antioxidante e cicatrizante. Devidpr@senca de um pirénio
indeiscente e de um tegumento extremamente ligaifidB. verbascifoliatem
baixa taxa de germinacéo e a cultura de tecidama técnica utilizada para a
sua propagacdo. O objetivo desse estudo foi avaligiabilidade celular, o
indice mitotico, a ultraestrutura e a histoquintdcs calos déB. verbascifolia
em cada fase da cinética de crescimento para setég&élulas com maior
capacidade embriogénica. Os calos foram induzigasta de explantes foliares
de 0,25 crhde area e inoculados em meio MS, com 452uM d® 24,44uM
de BAP. A cinética de crescimento dos calos foidaba partir de pesagens do
material inoculado fresco e seco, a partir do 1i@° dh inoculacdo, até ser
atingida a fase de declinio, em intervalos de H¥.dAs amostras de calos
frescos, obtidas ao longo da cinética de crescomfemiim monitoradas através
das andlises da viabilidade celular, utilizando étado da dupla coloracéo
FDA-IP, indice mitético, usando o DAPI, as analisésaestruturais, por meio
da microscopia eletrdnica de varredura e transmissdeste de histoquimica,
pelos testes com o lugol e azul de toluidina. Fooltidos calos friaveis, cuja
cinética de crescimento apresentou quatro faséistdss lag (até o 30° dia),
exponencial (31° ao 70° dia), linear (71° ao 10@) € declinio (101 ao 120°),
representada pela equacdo de regresséo y = -SE+080015% - 0,0466x +
0,443 (R2 = 0,9391). A maxima viabilidade celularr dbservada aos 20 dias da
faselag e 40 dias da fase exponencial. O maior indicetimitdoi observado
aos 20 dias da fadag e aos 50 dias da fase exponencial. De acordo som a
analises ultraestruturais entre o periodo de 2Ddiad foram observados células
com caracteristicas meristematicas, como o fornsatdiamétrico, justapostas,
com pequenos vacuolos, parede celular delgadaserma de amiloplastideos,
comprovada pelos testes de histoquimica. Os cak420 dias apresentaram as
menores porcentagens de células viaveis e inditéticn, sendo formado,
predominantemente por células alongadas. A viatl&dcelular, indice mitético
e a morfologia das células dao respaldo a cinéigcerescimento das células de
B. verbascifolia mostrando que o subcultivo, bem como o0 momergal igara
iniciar a suspenséo celular dos calo8deerbascifoliadevem ser realizados até
0s 70 dias apés a inoculagdo, no qual apresental@mviabilidade celular,
indice mitético de células isodiamétricas com derésticas embriogénicas,
sendo possivel selecionar células com maior capaeidmbriogénica.

Palavras-chave: Cerrado. Embriogénese somética. Metabdlitos séciowd
Murici-cascudo



ABSTRACT

Byrsonima verbascifolid.. (DC.), popularly known as murici-cascudo, is a
species of the Cerrado belonging to the Malpigldacéamily which has
antioxidant and healing properties. Due to thegmes of a indehiscent pyrene
and a highly lignified tegumenB.verbascifoliahave low germination rate and
tissue culture is a technique used for their prafieg. The aim of this study
was to evaluate cell viability, mitotic index, thirastructure and histochemistry
of the callus oB.verbascifoliaat each stage of the growth kinetics for selection
of cells with higher embryogenic capacity. Callusswinduced from leaf
explants of 0,25 cfand grown on MS medium with 4,52 uM of 2,4-D andd4
UM BAP . The growth kinetics of the callus was afta from the fresh and dry
inoculum weight measurements from the 10th dayr afteculation, until
reaching the declining phase at intervals of 10sd&amples of fresh callus
obtained along the growth kinetics were monitorgdabalysis of cell viability
using the method of double FDA-PI taining, mitoiticlex color using DAPI,
ultrastructural analysis by means of scanning arahstnission electron
microscopy and and histochemical test, by the teds lugol and toluidine
blue. Friable callus was obtained, whose growtletiiis presented four distinct
phases, lag (until 3 day), exponential (31th to 70th day), linear {fito 100
th day) and decline (101th to 120 th day), represkhy the regression equation
y = -9E-06X + 0,0015% - 0,0466x + 0,443 (R? = 0,9391). The maximum cell
viability was observed at 20 days of lag phaseamD days of the exponential
phase. The higher mitotic index was observed al&@ of lag phase and at 50
days of the exponential phase. According to theastituctural analyses of the
period of 20 to 30 days, meristematic cells withareloteristics such as
isodiametric shape, juxtaposed, with small vacyotbi cell wall and the
presence of amyloplasts proven by histochemicés tesre observed. Callus at
120 days showed the lowest percentage of viable aeltl mitotic index formed
predominantly of elongated cells. Cell viability, itatic index and cell
morphology give support the kinetid3. verbascifoliacell growth, showing that
subculture as well as the ideal time to start & sespension of callu8.
verbascifolia should be performed until 70 days after inoculatia which
showed high cell viability, mitotic index and présace of isodiametric cells
with embryogenic characteristics, allowing to selewells with higher
embryogenic capacity.

Keywords: Cerrado. Somatic embryogenesis. Secondary metadholurici-
cascudo
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1 INTRODUCAO

O Cerrado é o bioma com a maior biodiversidade te¢g® mundo,
abrangendo os Estados do Goias, Mato Grosso, MGeaais, Piaui, e Bahia,
representando cerca de 20 a 25% do territério lbhasi com destaque para as
atividades pecuéria e agricola, o que o torna i@gegais ameacada do Brasil,
podendo ocasionar a extingdo de muitas espécieintdeesse, botanico,
ecolégico e farmacéutico (VIEIRA; MARTINS, 2000; ARJO et al., 2010).

Byrsonima verbascifoligl.) DC. (murici-cascudo) é uma espécie com
potencial medicinal encontrada no Cerrado, pertarfamilia Malpighiaceae e é
utilizada pela populacdo local para o tratamentondétas doencas como
diarreia, febre, infec¢des na mucosa e doenca dgaShapresenta propriedades
cicatrizante, anti-séptica, antimicrobiana, anthbedgica e anti-inflamatéria
(PINTO; BERTOLUCCI, 2002; GUILHON-SIMPLICIO; PERRA, 2011). A
planta possui compostos volateis nos frutos, gpabtos, triterpenos e acidos
triterpénicos nas folhas e proantocianidinas entanno tronco (FIGUEIREDO
et al., 2005).

B. verbascifolia apresenta baixo crescimento vegetativo devido a
presenca de pirénio e de um tegumento extremanignificado funcionando
como uma barreira mecénica sobre o embrido impedamo a entrada de agua
e/ou oxigénio quanto a protusdo radicular. Porfamtpropagacdo sexuada e a
producdo de mudas, por meios convencionais saavieiei (NOGUEIRA et al.,
2007; SILVA, 2012b).

O cultivoin vitro € uma técnica alternativa utilizada para espémes
dificuldades de propagacdo, possibilitando a prédude mudas de boa
qualidade em qualquer época do ano (MUTHUSAMY et24114).
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Na embriogenese somatica células somaticas pgssamm processo
de desdiferenciacdo originando uma massa celulamdeada calos (SANTOS
et al., 2008).

O cultivo de calos, em espécies de interesse medlitem sido
amplamente utilizado na morfogénese e na regereragéeta, em estudos de
desenvolvimento, diferenciacdo celular e na explwade produtos de origem
do metabolismo primério e secundério. Essas infobes permitem um melhor
entendimento nutricional das vias metabdlicas e etedmas envolvidas na
sintese dos metabdlitos secundarios (VASCONCELQE®]| 2009).

O conhecimento mais detalhado do desenvolvimensocdtos através
do indice mitético, da viabilidade celular, das lmed ultraestruturais e
histoldgicas, ao longo do cultivio vitro, podem gerar informag8es importantes
para a selecdo de células com maior capacidadeiagidbica, permitindo a
determinacdo do melhor momento para se iniciar sospensédo celular, de
modo a otimizar a producdo de metabdlitos secunslari vitro, oferecendo
perspectivas para projetos, que possibilitardo ugnifativo avangco no
conhecimento cientifico dessa espécie considerapdiocipalmente, suas
potencialidades medicinais.

Ha na literatura trabalhos que investigam o crescim de calos de
murici-pequeno Byrsonima intermedia\. Juss.), através da analise do indice
mitotico, viabilidade celular e analises ultraesiral, como os de Nogueira et al.
(2007), Herrera et al. (2011) e Silva et al. (201Rhtretanto, ndo foram
encontrados relatos de trabalhos semelhanteBpeaeabascifolia

Vasconcelos Filho (2009) caracterizou a anatomiastquimica das
folhas deB. verbascifoliacultivadasin vivo e in vitro, além deinduzir a
calogénese e analisar a fitoquimica dos calos.

Diante do exposto, o objetivo desse estudo foiiaval viabilidade

celular, o indice mitdtico, a ultraestrutura e atdquimica dos calos dB.
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verbascifolia em cada fase da cinética de crescimento, a finfodsecer
informacgfes sobre o0 momento ideal para iniciar soEpenséo celular e para

selecdo de células com maior capacidade embricgénic
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Byrsonima verbascifolia: aspectos botanicos, taxonomia, fitoquimicos e

importancia

O Cerrado ocupa uma area de quase dois milhdes’de contém uma
alta biodiversidade, apresentando grande numeresgécies com potencial
econdbmico com importancia no desenvolvimento regidentretanto, tem sido
pouco valorizado em termos de conservacdo, semisidesado como um dos
25 biomas do mundo, com elevada biodiversidade sqfiee grande ameaca.
Apenas 0,5% da sua area total, esta protegidarpdades de conservacéo de
uso restrito e 3,6% protegidos por alguma categtgianidade de conservacdo
(FELFILI et al., 2002).

A ocupacdo desordenada da agricultura no Cerradsociada a
exploracao extrativista e predatdria, no qual rdais0% das espécies de plantas
medicinais exportadas pelo Brasil sdo coletadassem ambiente natural,
colocam espécies utilizadas pela populacdo do @emran risco de extingdo.
Assim, a exploragao indiscriminada dos recursogtaég pode ocasionar erosao
genética, impedindo a regeneracdo natural de plaaitada desconhecidas
guanto a sua utilizacdo (NASCIMENTO et al., 2011).

Neste bioma encontram-se inUmeras espécies comcjatenedicinal e
frutifero, com importancia extrativista para ositafies locais. Entre elas esta
Byrsonima vesbascifoliglL.) DC. (Malpighiaceae) (GUILHON-SIMPLICIO;
PEREIRA, 2011). A familia Malpighiaceae abrange oapnadamente 60
géneros e 1.200 espécies, sendo que no Brasil temepse cerca de 50%
destas, sendblalpighia e Byrsonimaos géneros mais importantes da América.

Muitas plantas tém sido empregadas popularmenteegido do Cerrado no
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tratamento de diversas doencas, como € o casespésies pertencentes a este
grupo(FIGUEIREDO et al., 2005).

O géneroByrsonimafoi descrito pela primeira vez em 1811 e recebeu
este nome devido ao fruto formado por dois carpéiosativo dos tropicos e
subtrépicos e possui ampla distribuicdo na Amé@eatral e do Sul, México e
Flérida. H& controvérsias quanto ao nimero de éspéistentes neste género,
variando entre 100 e 150 espécies. No Brasil, hd gmande variedade de
espécies deByrsonimaque sdo popularmente designadas, em suas regides
nativas, pelo nome de murici, sendo diferenciadds jmcal de ocorréncia ou
pela cor de suas flores e frutos. Desse modo, eetetomes como murici da
varzea, murici-pequeno, murici-cascudo, murici dganmurici-amarelo, entre
outros (ARAUJO et al., 2010, GUILHON-SIMPLICIO; PERA, 2011). Essas
espécies apresentam altos teores de taninos emnaleira, cascas, folhas e
frutos (HERZOG-SOARES et al., 2002).

Byrsonima verbascifolia comumente denominada como murici-
cascudo, é uma espécie lenhosa que floresce emtreeses de setembro e
novembro e esporadicamente em outras épocas (RiguBy, produzindo cerca
de 100 a 500 frutos por planta do tipo drupa, coesagoarpo carnoso e fino;
nuculanio constituido de 1 a 3 loculos, com aprexiamente 6 mm de
didmetro, unido ao endocarpo (Figura 1C-D). Quanuduros, os frutos
possuem o epicarpo e a polpa suculenta com umaacéhp amarelo intenso,
sabor adocicado e cheiro caracteristico (LORENZ88). A escarificacdo do
endocarpo é dificultada pela sua grande rigideele gelicadeza das sementes
por ele envolvidas (GUSMAQ; VIEIRA; FONSECA, 2006).
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Figura 1 Aspecto geral dByrsonima verbascifolim area experimental (A); Detalhe
das inflorescéncias (B) Fonte: Castro, 2003; 1tds;l2. Endocarpos esclerificados; 3.
Sementes (C); 1. Endocarpo esclerificado; 2. Empoceompido mostrando as sementes
no interior; 3. Sementes (D). Fonte: Castro, 2012.

A casca do murici-cascudo é rica em taninos, gue reétabdlitos
secundarios fendlicos, de sabor adstringente emcm® no interior dos
vacuolos vegetais (CASTRO et al., 2009), sdo gemafen polifendis de alta
massa molecular e estrutura gquimica varidvel. Este#Bpostos apresentam
atividade anti-séptica, antimicrobiana, anti-heragica, antidiarréica,
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cicatrizante e anti-inflamatéria sendo muito udiib popularmente como
cicatrizante e anti-inflamatério. O cha da cascaalde apresenta atividade que
combate a diarreias e disenteria (NOGUEIRA et24108). Nos ultimos anos,
tem aumentado o interesse na obtencdo de drogairade plantas com altos
teores de taninos, devido a elevada atividade »adéiote decorrente da
inativacdo dos radicais livres (HERZOG-SOARES et 2002, LOPES et al.,
2005, FRAZIER et al., 2010).

O murici-cascudo apresenta baixo crescimento viégeta emergéncia
lenta da plantula, dificultando a sua propagacéruatn. Na hatureza
desenvolve-se através de sementes que podem fatigadas por condi¢Bes
ambientais desfavoraveis efou por ataques de puidge herbivoros
(HERRERA et al., 2011).

O estabelecimento de protocolos de micropropagagém
proporcionado o cultivo em larga escala, favoreoeadcomercializacdo das
plantas medicinais. Atualmente, a cultura de calde suspensdes celulares tem
propiciado a resolucdo de alguns problemas reladmsa utilizacdo de plantas
para extracdo de metabdlitos secundarios, prinograle, os de natureza
fendlica, como os taninos, além de permitir a campsao das vias metabdlicas
e da atividade de algumas enzimas envolvidas nas oe biossintese dessas
substancias (CASTRO et al., 2009).

Além do uso na medicina popular, os frutos do nngascudo sao
utilizados na alimentacéo dos moradores do Ceragima importante fonte de
renda para suas familias, devido a comercializagddeiras livres e mercados
publicos da regido de ocorréncia desta espéciefr@ss sdo usados na
fabricacdo de doces, sucos, licores, sorvetes ecomsumo in natura
(GUSMAO:; VIEIRA; FONSECA, 2006, GUILHON-SIMPLICIOPEREIRA,
2011).
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Com flores vistosas, frutos que atraem aves e gagiescimento, tais
espécies tém grande potencial como plantas ornaimmentambém séo Uteis na
recuperacao de areas degradadas (GUILHON-SIMPLICEREIRA, 2011).

2.2 Cultura de calos

O cultivo in vitro € um método de propagac¢do vegetativa utilizado em
estudos de diversas espécies vegetais e tem contageas a obtencdo de
diversas plantas a partir de um explante iniciaitas de boa qualidade durante
todo o ano, reduc¢éo do tempo e da &rea necesgdigpagacao da espécie e a
propagacao vegetativa de espécies dificeis de sprepmgadas por outras
técnicas (ERIG; SCHUCH, 2005).

Injarias, fisica ou quimica, provocadas em algurgfids das plantas
induzem como resposta morfolégica uma intensadatilé mit6tica, formando
um aglomerado de células parcialmente indiferemsiadenominadas calos
(TAIZ; ZEIGER, 2004; NOGUEIRA et al., 2007). Esteopesso recebe o nome
de calogénese e expressa a totipotencialidade éialss; no qual cada célula
vegetal tem potencial genético para originar unzantgl inteira, postulado por
Haberlandt (1902).

A calogénese é usada para estudar o desenvolvimemgscimento dos
calos, empregada para viabilizar mecanismos de agemgdo pelas rotas
organogénica ou embriogénica. Esse processo necessi acdo de
fitorreguladores e/ou reguladores de crescimenta paesdiferenciacdo celular
dos tecidos diferenciados (SANTOS et al., 2013).

Ao serem inoculados, os explantes sofrem um esteégsificativo, pois
sao retirados do seu ambiente original e insergosoutro ambiente, no qual
apresentam a concentracdo hormonal e nutriciofeledite do meio de origem.

Quando os niveis de estresse sdo mais altos alerantia celular, o explante
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morre. O estresse em baixo nivel ativa mecanismesrgo induzir as células as
novas condicdes, e 0 explante cresce e se deser(f@dRRES, 2013).

Os fitohormdnios sdo compostos quimicos endogeras plantas
envolvidos com o controle da atividade génica ewelndle transcricdo e de
traducdo. Essas substéncias exercem sua atividadeésa de receptores
especificos presentes em células responsivas,zinadusinais hormonais em
eventos fisioldgicos e bioquimicos (GUERRA; TORRHEIXEIRA, 1999),
agindo na interacdo dos processos de competéndacdo, determinacdo e
diferenciacdo celular, formando novos 6rgaositro (morfogénese) (SOARES
et al., 2007).

Tanto na inducdo de calos, quanto na producdo debolgos
secundariogn vitro utiliza-se combinagéo de reguladores de cresconsso
auxinas e citocininas, que estdo relacionados coaurento da divisdo e
proliferacdo celular (SANTOS et al., 2013).

As auxinas e citocininas participam da regulacacidtp celular dos
eucariotos controlando a atividade das quinasesndiemtes de ciclinas (CDKs),
que sdo enzimas que junto com as ciclinas regulaciclo celular (TAIZ;
ZEIGER, 2004). As auxinas sdo responsaveis poraini divisdo celular e
controlar o crescimento e elongacao celular. Asctitnas além de estimular a
divisdo celular, reduz a dominancia apical e induZormacéo de brotos
(TORRES; CALDAS; BUSO, 1998).

O mecanismo de acdo das auxinas esta relacionada ¢ormacdo de
um complexo receptor proteico-hormonio no citoplasque migra até o nucleo
da célula promovendo ativacdo da RNA-polimeraseemtando a transcricédo
de genes envolvidos na regulacdo da divisdo ce(B&ERRA; TORRES;
TEIXEIRA, 1999).

A adicdo de reguladores de crescimento em cultggstaisin vitro

visa suprir as possiveis deficiéncias dos teordégamnos de fitohormdnios nos
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explantes que se encontram isolados das regiddatpras na planta-mée, além
de direcionar uma resposta morfogenética desgRESCAROLLI; ZAFFARI,
20009).

Os calos podem apresentar consisténcia compactaawal e variam
guanto a cor, ao tamanho, tipo, contetdo celutaespessura da parede. O grau
de diferenciagéo celular e o potencial embriogérdependem do meio de
cultura utilizado, do explante de origem e do requento de regulador de
crescimento (tipo, concentracdo e razdo auxinalpitta). O balanco entre
auxina e citocinina controla diversos aspectos daremciacdo celular e
organogénese nas culturas de tecidos e 6rgaos (ESRRALDAS; BUSO,
1998).

Para uma melhor compreensdo do desenvolvimento cadiss é
importante se estabelecer a cinética de crescingogacalos, que geralmente
compreende seis fases distintag; (producédo de energia e sintese de proteina),
exponencial (intensa divisdo celular), linear (aotoede volume celular),
desaceleracao (reducao na divisdo celular), estatao(ndo ha divisdo celular)

e a fase de declinio (lise celular) e normalmergeesenta comportamento
sigmoidal, sendo a fase estacionaria representatta glatd final. Na fase
estacionaria 0 crescimento se estabiliza, poiséagas ndo estdo em divisdo
celular, sendo necessario um novo estimulo parincan a desenvolver, sendo
necessario a transferéncia dos calos para um neim (SANTOS et al., 2013;
FEITOSA et al., 2013).

2.3 Viabilidade celular

A viabilidade celular pode ser determinada pelxgaiagem de células
vivas e mortas, com base numa amostra celular ©Otestes de viabilidade

celular podem ser usados para avaliar a eficaciamd@esticida ou inseticida,
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avaliar danos ambientais sobre o organismo, testefeito de determinadas
substancias sobre o desenvolvimento celular e &fepagdo adequada de
células cultivadasin vitro (SILVA et al., 2001; ROGERO et al.,, 2003).
Alteracdes cromossémicas detectadas em plantagadalsin vitro colaboram
para a reducédo da viabilidade das células repa@s#miuma possivel causa para
0 declinio do desenvolvimento (FRANCHI et al., 2012

Para avaliar a viabilidade celular utiliza-se corparametros a
integridade da membrana, atividade enzimatica, tEpracido nucléico e o
potencial de membrana. Em geral, quando dois o meastes sdo utilizados
simultaneamente, deseja-se combinar um teste queos#tivo para um
determinado parametro (como a atividade enzimatioa) um que é negativo
para outro (por exemplo, a integridade da membpdasmatica). Deste modo,
as células viaveis ou vitais sdo claramente digg&srpor desenvolvimento de
fluorescéncia a partir de um determinado testeyetgmbém gera uma maior
confianca na interpretacao dos resultados deviditizacdo de mais de um teste
(HERNLEM; HUA, 2010). Métodos duplos de coloracaaregp avaliar a
viabilidade das células envolvem a pigmentacdantisdas células mortas e
vivas, permitindo a diferenciagcdo das mesmas (KANIR®; WYDER; WU,
1993).

As medi¢cdes da viabilidade celular podem ser inapoes para
caracterizar as populacfes celulares, especialnagpuiglas que exibem morte
celular espontanea, ou ocasionada por agentes a@&/membrana, embora estas
medicdes ndo estimem as células atividade repradu(FRANKFURT, 1983).
Células com maior potencial embriogénico apresentaaracteristicas
semelhantes as células meristematicas, como tamamdtueno, forma
isodiamétrica e citoplasma denso. Essas informapddsm ser obtidas a partir
da utilizacdo de corantes para determinar a vit#ulk celular (FILONOVA et
al.; 2000; FEHER; PASTERNAK; DUDITS, 2003).
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O corante azul de tripano é 0 mais comumente ugsadodeterminar a
viabilidade celular, porém a utilidade deste pravedto € limitada uma vez
gue o numero de células coradas de azul aumental@uxpostas ao corante
por mais de 5 minutos, produzindo resultados imgosc Além disso, pode ser
excluido de ambas as células, metabolicamenteigi&®@ao viaveis, quando
utilizados em meios de cultura contendo proteimassalo, pois forma um
complexo com a albumina. Este fato sugere que @nts fluorescentes sédo
indicadores mais precisos e confiaveis para a métagdo da viabilidade
celular, pois a captacdo segue estavel e permiesgjam determinados varios
dias ap0s a aplicagdo (ALTMAN; RANDERS; RAO, 1993).

Os corantes tais como diacetato de fluorescein@)FDdiacetato de
carboxifluoresceina (CFDA) sao capazes de difuseliatravés da superficie da
membrana celular, devido as suas propriedadesfhiidicas. Uma vez no meio
intracelular, os compostos séo clivados por enzinesterases, perdem
moléculas de acetato, resultando em produtos vedidesescentes que sao
hidrofilicos, impedindo a sua difusdo para fora @&ula. Os produtos,
fluoresceina e carboxifluoresceina, compostos geftderescentes, apresentam
relativamente uma baixa intensidade de fluoreseérei rapidamente por
exposicdo a luz ocorre a perda da mesma. O ex#naneaso dos corantes das
células também podem causar problemas duranteligeadé viabilidade, no
entanto, adicdo de substancias tais como a henioglgode ser usada para
impedir o vazamento fluorescéncia. As esterasessi@mmuito utilizadas para
ensaios de viabilidade, bem como para a quantfficaia proliferacdo celular
(DANKBERG; PERSIDSKY, 1976, ALTMAN; RANDERS; RAO, 9B3,
KANESHIRO; WYDER; WU, 1993). Apenas células vivasnuertem o FDA
em fluoresceina, tendo como vantagem a velocidad#btencdo dos resultados
(SILVA et al., 2012a).
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Compostos como o brometo de etidio (BE) e iodeterdpidio (PI),
podem entrar nas células mortas através das stiperfflanificadas das
membranas plasmaticas, no qual a célula ndo termaaestrutura interna
protegida, encontrando-se exposta ao meio ambiafés de ndo conseguir
manter ou gerar gradiente eletroquimica, respohsgeto potencial de
membrana. O iodeto de propidio se liga as cadea®MA, corando-o de
vermelho ou amarelo, que vem se destacando emipasqela sua facilidade
de preparagdo e aplicacdo da técnica, estabilidsefeciéncia na avaliagdo da
integridade de membrana, seja isoladamente ou iadso@ outro corante
fluorescente (KANESHIRO; WYDER; WU, 1993; SILVA at, 2001).

O método de dupla coloracdo utilizando o FDA-Plapdeterminar a
viabilidade celular é rapido, confidvel, preciscomveniente. As células podem
ser contadas apés 5 minutos da adi¢do dos corartegjal marca as células
vidveis de verde e células inviaveis de vermelhs. |1Aminas podem ser
montadas até uma semana depois do preparo da saspmtular sem perda das
suas caracteristicas e podem ser visualizadas emstopio de fluorescéncia
(JONES; SENFT, 1985).

2.4 Indice mitotico

O ciclo celular das células soméaticas esta divididointerfase e na
divisdo celular ou mitose, sendo a primeira camskit pelas fases G1
(crescimento celular), S (duplicacdo dos cromossdreoG2 (preparo para a
divisdo celular). Neste periodo ocorrem diversadifivacdes, molecular,
bioquimica e estrutural, no nucleo celular. A nétgsoduz duas células filhas,
com o mesmo numero de cromossomos da célula mé@posta pelas fases de
préfase, prometafase, metafase, anafase e tel@fase habitualmente seguida

pela citocinese (separacdo das células filhas).ictd celular tem duracéo
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variada de acordo com o0 organismo e célula obsesvédLBERTS et al.,
2008).

O indice mitdtico (IM) corresponde a relacdo do aforde células em
mitose e nimero total de células, sendo represepld férmula “IM = N° cm
/ N°ct”, no qual N° cm representa o nimero de asél@m divisdo mitotica
(préfase + metafase + anafase + tel6fase) e N%uinoero de células totais
(intérfase + mitose), multiplicando-se por 100 [B#&Ret al., 2001), sendo
considerada como a capacidade da populagdo cellarescer (HAO et al.,
2002).

O indice mitético pode ser usado como indicador pdaiferacdo
adequada das células, aplicados em estudos dedtméce mutagenicidade
(GADANO et al., 2002; ROGERO et al., 2003), no gaatitotoxicidade de
determinadas substancias pode ser obtida pelawdgamou aumento do indice
mitético (LEME; MARIN-MORALES, 2009).

A frequéncia da divisdo celular € um importanteéApeetro para avaliar
0 crescimento de células cultivadims vitro, que devem apresentar elevada
capacidade de regeneracdo mesmo apoés longos pededeultivo e também
possibilita identificar diversas anormalidades & associadas com a idade
das culturas (FRANCHI et al., 2012).

Células em divisdo ocorrem nos tecidos em cresd¢onezomo é
observado nos meristemas apicais, tais como osralass primarias. Estes
tecidos apresentam maior ou menor suscetibilidatieeasos estresses abidticos
ou hidticos, indicando tanto a toxicidade de unmermdgnada substancia, quanto
o nivel de reagcdo em funcdo de um determinado igenWIOLINA et al.,
2006).

O aumento da divisdo celular pode ser prejudicalcélulas por
ocasionar proliferacdo celular desordenada e aginme formacéo de tecidos

tumorais, e geralmente sdo observados indicesiecnigdnaiores que o controle.
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A diminuicao significativa da mitose é devido a@d& substancias toxicas que
agem sobre o desenvolvimento e crescimento do igrganexposto, que pode
ser provocada pelo bloqueio da Fase G2 do cicldaseimpedindo que a célula
entre em mitose ou inibicdo da sintese do DNA, mdwoereducdo do indice
mitético em relacdo ao controle (TURKOGLU, 2008; ME; MARIN-
MORALES, 2009).

A partir da determinagdo da cinética de crescimelgtacalos, que €
constituida pelas fasésg, exponencial, linear, desaceleragéo, estacioeadia
declinio, pode-se determinar o indice mitdtico pesala fase desta curva,
tornando possivel conhecer o intervalo médio ddxudtivos (STEIN et al.,
2010) e também estabelecer 0 momento exato daaglld dos calos em
suspensfes celulares, visando a producdo de nigiabdkecundarios em
espécies medicinais (NOGUEIRA et al., 2008 ).

2.5 Morfologia de calos via microscopia eletrbnica

A microscopia eletrénica utiliza elétrons como fode iluminacédo da
amostra, possibilitando ganhos em termos de auneergsolucdo do espécime
em questdo. Na microscopia eletrénica de varre(MiaV) os elétrons sao
utilizados para varrer as amostras gerando elétreasundarios ou
retroespalhados que podem ser capturados e gémagam. Na microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) um feixe de elétréndirecionado para a
amostra e a atravessa em maior ou menor intensigatendo imagens através
de elétrons transmitidos. As imagens obtidas s@ébminsionais, de facil
interpretacdo, de grande utilidade para avaliatraiira superficial e interna de
uma dada amostra (ALVES, 2004).

A morfologia vegetal consiste no estudo da fornda eesenvolvimento
das plantas (RAVEN; EVERT; EICHHORN, 2001) podesedo interpretada de
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acordo com o formato das estruturas e tecidos,t® re$acionada com a
fisiologia vegetal. Diversas respostas morfogeaét&io observadas no cultivo
in vitro e estao ligadas ao balagco hormonal do meio deraulbessa forma, os
reguladores de crescimento podem influenciar a ofogia vegetal
(TREVIZAM et al., 2011).

A padronizacdo da coloragdo e da morfologia extepode ser
dificultada pelas caracteristicas dos calos ques meal especifica da espécie,
sendo necessarias analises anatdmicas e ultraessPADUA et al., 2013).

Calos com potencial embriogénicos sdo formados pélulas
meristematicas, caracterizadas pelo formato isaétidco, tamanho reduzido,
ndcleo grande com nucléolo proeminente, mitocéadteaformato arredondado,
citoplasma com pouco espaco intercelular e sistemialar organizado
(NOGUEIRA et al., 2007; PADUA et al., 2013).

Durante a calogénese €& possivel determinar -casditas
embriogénicas, no qual fornecem informacdes imptetasobre as condi¢des
ideais para obter calos e suspensdes celularesiogéicas, permitindo
adequar protocolos que viabilizem a transformac@oética por meio da
embriogénese somatica indireta, reduzindo o cusfwraducdo, tempo e mao-de
obra (HERRERA et al., 2011).

As analises ultraestruturais, através da microacagletrénica de
varredura e transmissdo, permitem observar detalaesorfologia interna e
externa dos tecidos, avaliar o potencial embriagéios calos, distinguindo
calos embriogénicos dos ndo embriogénicos, avalaividade de organelas e
as alteracdes celulares, além de compreender owdgenento celular o que
possibilita caracterizar tipos celulares e regidesexplante potencialmente
embriogénicas (NOGUEIRA et al., 2007).

As andlises ultraestruturais permitem observarwdamzas que ocorrem

nas distintas fases do crescimento e desenvolvméo$ calos, fornecendo
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dados relacionados aos processos morfogenéticoiiro dos vegetais. Com

estes estudos também é possivel identificar fatoues desencadeiam as
mudancas fisiolégicas nos explantes, como o desemamto do embrido

somatico ou a aquisicao de friabilidade (VASCONCELE al., 2012).

O embrido somatico segue uma sequéncia de desinento,
passando pelos estadios: globular, cordiforme,ettpe cotiledonar, num
processo ontogenético, com a formacao de uma @strbipolar, constituida de
apice caulinar e radicular. As plantas desenvodvildaitro podem apresentar a
anatomia, a fisiologia e a morfologia externa arasmdevido a alta umidade
relativa, baixa irradidncia, altas concentracbes diéxido de carbono,
interferindo na fotossintese, e elevadas concdi@sage sais e de carboidratos,

que sdo utilizados para fornecer carbono e en@PdiRUA et al., 2013).

2.6 Analises histoquimicas de calos

Segundo Padua et al. (2013), as analises histocagnsido de grande
valia no estudo de calos, pois permitem visualizaacteristicas embriogénicas
das células e fornecem informacBes mais detalhadbse a organizacédo e
distribuicdo dos compostos nos tecidos. Possitniliembém, a identificacao de
substéncias produzidas pelas plantas, derivades danmetabolismo primario,
guanto do metabolismo secundario, e auxiliam natiiittacdo da natureza e
local de ocorréncia nas plantas (CORTE et al.,9200

De acordo com Feitosa et al. (2013), os testemlbggtos também
podem ser utilizados para caracterizar os processssvias de regeneracao das
plantasn vitro.

Diversos trabalhos como os de Michaux-Ferriera DubSchwendiman
(1987), Michaux-Ferriere et al. (198®Berthouly e Michaux-Ferriere, (1996) e

Bieysse, Gofflot e Michaux-Ferriere (1993), relatarque o inicio da divisdo
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celular dos explantes ocorre nas células que s&wsndiferenciadas, por
inducao dos reguladores de crescimento.

As células ndo embriogénicas sdo originadas daslasélmenos
diferenciadas que se dividem em uma Unica diregg@odiferenciam em células
parenquimaticas com grande vacUolo, essas ndoeapaps substancias de
reserva, como amido e proteinas. As células emémiogs dividem-se em
diversos planos e origina células menores, isodidzad, com pequenos
granulos de amido, nucleo proeminente e citoplasteaso, com grande
quantidade de proteina. Estas caracteristicas esugdntensa atividade
metabdlica e de sintese de RNA. Desta forma, tsstele histoquimica podem
ser utilizados para selecionar calos embriogérécndo-embriogénicos, devido
a estas caracteristicas estruturais marcadorasREBBUETORRES; TEIXEIRA,
1999; SANTOS, 2002).

O desenvolvimento do embrido prossegue devido ddatie dos
meristemas radicular e caulinar, formando os tecideristematicos primarios:
protoderme, meristema fundamental e procAmbio (AZBH O-DA-GLORIA;
CARMELLO-GUERREIRO, 2006). A visualizacdo destexidos permite
identificar a formacdo normal dos embrides e a fdsedesenvolvimento
(PADUA et al., 2013). O azul de toluidina reagencos ndcleos e membranas
celulares, corando de azul e violeta, permitindadistincdo dos tecidos
(TORRES, 2013).

Plantas cultivadas vitro apresentam alteragfes estruturais em relacao
as plantasin viva como a cuticula delgada, parede celular das alda
epiderme abaxial acentuadamente sinuosa e céldaepilerme abaxial
retangulares (VASCONCELOS FILHO, 2009).

O amido é um polissacarideo e principal agicaederva dos vegetais,

em células embriogénicas, é utilizado para fornecmrgia para a atividade
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mitética e, posteriormente, para o desenvolvimelot embrides (NOGUEIRA
et al., 2008).

Na literatura ha diversos trabalhos, como MaheswaraWilliams
(1986); Profumo, Gastaldo e Rascio (1987); McClearylatheson (1976),
mostrando que grande quantidade de grdos de arstdoredacionada com a
aquisicao de potencial embriogénicos.

Os metabolitos secundarios sdo substancias dead#desplantas, sendo
expresso de forma quantitativa e qualitativameifezahte de 6rgdo para 6rgao
e de espécie para espécie (TAIZ; ZEIGER, 2004). efis sniveis sao
determinados por influéncia ambiental e controleégeo (CASTRO et al.,
20009).

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundagiosiicamente
heterogéneos, incluem uma grande diversidade depasinos, como 0s
flavonoides, os taninos e os acidos benzoicos @rians. Os idioblastos e as
células epiteliais que delimitam cavidades sda®sts envolvidas na secrecao
destas substancias, que estdo presentes em gdes®$ovegetais nos vacuolos,
citoplasma ou impregnados a parede celular. Em oérgéompletamente
diferenciados a presenca dos compostos fendlidd® @slacionados com os
mecanismos de defesa da planta, como protecadcacariterbivoria, ataque de
patébgenos e microrganismos, dessecamento, entres qi{PEEZZATO-DA-
GLORIA; CARMELLO-GUERREIRO, 2006).

Os taninos sao substancias polifendlicas que apeese atividade
antioxidante decorrente da inativacdo de radidaisd. A sintese dos taninos
esta relacionada aos processos de crescimentoeeerdifacdo celular e a
degradacao destas substancias favorece a divikdar @vitando a oxidacéo do
material vegetal. Sdo biossintetizados diretaméotmetabolismo do carbono e
armazenados nos vacuolos das plantas (CASTRO, &08b, CASTRO et al.,
20009).
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3 MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido entre julho de 2012 a deremdle 2013, nos
Laboratérios de Citogenética Vegetal (Departameietdiologia), Laborat6rio
de Cultura de Tecidos de Plantas (Departamentdaledia, Setor de Fisiologia
Vegetal), Microscopia Eletrbnica e Analise Ultraestral (Departamento de
Fitopatologia) e no Laboratério de Histologia e fmia Vegetal
(Departamento de Biologia), da Universidade Fed#dlavras (UFLA).

A espécie estudada foi o murici-cascuBgréonima verbascifolidL.)
DC. Malpighiaceae), cujos frutos foram coletados meses de janeiro a margo
de 2012, em area de formacdo campestre com fisiandmn Cerradacsensu
stricto, localizada no municipio de ljaci, situado ao dal Estado de Minas
Gerais, a 832 m de altitude, 21°11'36,97"S deudéte longitude 44°55'59,07W
GRW. A coleta foi registrada junto ao SISBIO sob2d®&42-2, em 20/09/2011,
Registro no IBAMA: 5042260. Amostras do materiafje®l foram coletadas e
herborizadas. As exsicatas foram identificadas peda Andréia Fonseca Silva,
curadora do Herbario PAMG (fiel depositario), pedente a Empresa Mineira
de Pesquisa Agropecuaria (EPAMIG), sediada em Bédoizonte/MG e
depositadas sob o registro PAMG 56309. Os segmdalieses empregados
como fonte de explante para a calogénese foranziohakl no Laboratério de
Farmacobotanica e Plantas Medicinais da Universitfadieral de S&o Joao del-
Rei (UFSJ),CampusCentro-Oeste D. Lindu, em Divinépolis (MG), a jpada
germinacéo de embrid@s vitro, no qual foram inoculados em meio contendo
sais minerais MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962), supletada com 0, 15, 30,
45 e 60 g.I' de sacarose. Ap6s inoculacéo, os embrides fommsfaridos para
a sala de crescimento com temperatura de 27 tftf@heriodo de 16 horas e

densidade de fluxo de fétons fotossinteticamerteste 25 mol.rA.s™.
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3.1 Cinética de crescimento dos calos @&grsonima verbascifolia

Os calos foram induzidos a partir de explantesafe obtidos de
plantulas com 40 dias de idade, provenientes dei@esbgerminados vitro,
segundo metodologia descrita por Castro et al.5200

Segmentos foliares de aproximadamente 0,23 dm area foram
inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS (MEHRGE; SKOOG,
1962), suplementado com 30 g te sacarose e acrescidos de 4,52uM de 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético) e 4,44uM de BAPRbghzilaminopurina). Os
calos foram cultivados na auséncia de luz.

A curva de crescimento dos calos foi obtida a ipali pesagens do
material inoculado fresco, a partir do 10° dia Weculacdo, até ser atingida a
fase de declinio, em intervalos de 10 dias, porpariodo de 120 dias. O
delineamento experimental utilizado foi inteirangentasualizado, e cada
pesagem composta por 12 repeticbes, constituidalpotubos, cada tubo
contendo um explante.

Amostras de calos frescos, obtidas ao longo daacdevcrescimento
foram monitoradas através das andlises da viatddiadzlular, indice mitotico,

analises ultraestruturais e teste de histoquimica.

3.2 Viabilidade celular

Amostras de calos, com aproximadamente 0,4 g dérimditesca foram
homogeinizadas em 4mL de solucdo de manitol 0,688€L 0,03M, por 15
minutos, a 6000 rpm, em temperatura de22Z. Na auséncia de luz, essas
amostras foram filtradas em peneiras com malhaD6en2, retirando-se 940.
da suspensdo e adicionando-seul40de uma solucdo de diacetato de

fluoresceina (FDA) e 20 de iodeto de propidio (IP) em microtubo. Apos 5
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minutos, procedeu-se a contagem de células vigeeisfluorescéncia verde e
células inviaveis com fluorescéncia vermelha, emrosicépio de fluorescéncia
Olympus BX 60, utilizando-se os filtros nos compeimos de onda de
excitagdo/emissao de 460/510 para FDA e 530/6XbIpasob aumento total de
100X. A viabilidade celular foi obtida para cer@a@B0 células.

O delineamento empregado foi inteiramente caswhdizacom 5

repeticbes por periodo de coleta.

3.3 indice mitotico

Amostras de calos frescos, de aproximadamentef@;am coletadas e
fixadas em solucdo Carnoy (etanol:acido acéticoigla 3:1), por 20 horas, a
temperatura ambiente e, apds, foram armazenadaseemer, para posterior
andlise citoldgica. Para determinacao do indicétiod, frac6es de calos, depois
de lavadas com agua destilada, foram transferidaa microtubos contendo
1,0mL de tampao Mcllvaine (pH 7,0) e, em seguitteatias em peneira com
malha de 200m e centrifugadas a 6.000 rpm, por 4 minutogll. 2fa suspensao
celular sera depositada em uma lamina, copl2i& 4,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI), na concentracdo dei@ mL™. Apds 5 minutos foi realizada observacéo
em microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60,aaildo-se filtro WU sob
aumento total de 400X. O indice mitético [(nGmere délulas em
mitose/namero total de células) x 100] foi obtidarg cerca de 1100 células
(HERRERA et al., 2011).

O delineamento empregado foi inteiramente casuhlizacom 5

repeticdes por periodo de coleta.
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3.4 Andlises ultraestruturais

3.4.1 Microscopia eletrdnica de varredura

Para observacdo da superficie dos calos, as amdéstean fixadas em
solucdo Karnovsky, até o momento das analises. ¢¥agstudos, as amostras
foram lavadas em tampé&o cacodilato a 0,05M (3 ve2@8sminutos cada) e pés
fixadas em tetroxido de 6smio a 1%, durante 4 h@asmperatura ambiente.
Posteriormente, foram desidratadas em acetona ensérie progressiva (25%,
50%, 75%, 90% e 100% - 3 vezes por 10 minutosnstidas ao ponto critico
de dessecamento de CO2 em equipamento BAL-TEC, @®D{ixadas em
suporte metdlico e recobertas com ouro metaliconfh) em aparelho BAL-
TEC, SCD-050. O material foliar preparado foi okadp e eletromicrografado

em microscopio eletrénico de varredura LEO-EVOXNP.

3.4.2 Microscopia eletrdnica de transmisséo

Para detalhamento de estruturas internas, amod&asalos foram
fixadas em solucdo Karnovsky modificado (Glutaradde 2,5% e
paraformaldeido 2,5%) em tampéao cacodilato 0,09 {j®), durante 24 horas,
em geladeira.

Posteriormente, as amostras foram lavados 3 vdfesn{nutos) em
tampao cacodilato 0,05 M e poés-fixados em solugitettéxido de ésmio 1%,
por 4 horas. Em seguida os fragmentos foram cotzcath acetato de uranila a
4°C por no minimo 8 horas. Entdo foram lavadas euaéadestilada e
submetidas a desidratados em gradiente de ace2b#i@ 60%, 75% e 90%) e
em 100%, por 10 minutos, 3 vezes. A seguir foramizada inclusdo em resina

(resina: acetona - 1:3, 1:2, 1:1, 2:1) por no mén8rhoras em cada. Em seguida
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as amostras foram transferidas para resina 100824pboras, sendo o material
colocado em molde adequado e conduzido para p@iagdio em estufa a 70°C,
por 48 horas. Os blocos foram aparados em form@magézio com auxilio de
lamina. Em sequéncia, as amostras foram cortadasultgen micrétomo e
contrastadas com acetato de uranila e citrato denloh. A observacédo e o
registro dos dados foram realizados em Microscipetronico de Transmissao
Zeiss EM 109.

Os calos foram selecionados para as analises destopia eletronica
de transmisséo de acordo com os resultados daseanda viabilidade celular e

indice mitoético.

3.5 Testes histoquimicos

Os calos fixados em Karnovsky foram lavados em &ngacodilato a
0,05M (3 vezes - 10 minutos cada). A desidratagécefilizada em série etilica
(10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60% e 70%) por 15 minatocada. Em seguida,
os calos foram transferidos consecutivamente phl@olacomercial, alcool
100% e para quantidades iguais de resina com aldéifi%, por 2h em cada.
Posteriormente os calos foram infiltrados em regmaa durante 24h e
emblocados em historesina Leica de acordo comtoquio do fabricante (15:1
resina: polimerizador). Os cortes, com espessuré fden, foram obtidos em
micrétomo rotativo semiautomatico Yidi.

Ap6s o emblocamento, foram realizados testes higtiqos com azul
de toluidina, visualizacdo dos tecidos e compodtsilicos (O'BRIEN;
FEDER; MCCULLY, 1964) e lugol, para identificacde dmido (JOHANSEN,
1940). Os testes foram realizados em cada periedmi@ta. As observacdes
foram feitas em microscopio Olympus CX 31 empregesel aumento de 4x e

10x e a captura das imagens foi realizada pelaanog BEL View.
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3.6 Andlises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos & andlise dénaai e analisados
estatisticamente utilizando-se o Sistema de Andlesévariancia para Dados
Balanceados (FERREIRA, 2011). Com o objetivo deifigar diferencas
estatisticas entre os dias de cultivo e entre sssfabservadas durante o
crescimento dos calos, as médias obtidas em refagiimcentagem de células
vidveis foram submetidas ao teste de Scott e K8f&4), ao nivel de 5% de

probabilidade.
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4 RESULTADOS

4.1 Cinética de crescimento dos calos @grsonima verbascifolia

Durante a avaliagdo do crescimento, foram obses/atiios com

consisténcia frihvel e com trés coloragbes digtintanarelo, preto e branco
(Figura 2).

Figura 2 Explante (A) e Aspecto geral dos calos (B-D) dedo deByrsonima
verbascifolia Expante inicial (A); Calos com coloragdo amaré®); Calos com
coloragéo branca (C); Calos com coloragao preta (D)

Os calos apresentaram um crescimento com padr&oisigl, com
guatro fases distintadag, exponencial, linear e declinio, representada pela



42

equacéo de regressédo y = -9E906>0,0015% - 0,0466x + 0,443 (R2 = 0,9391)
(figura 3).

Matéria fresca (g)

O ? T \ T T T i T FI T T 1

T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

Dias

Figura 3 Cinética de crescimento de calos formados a paetisegmentos foliares de
Byrsonima verbascifolial- faselag (0-30 dias), II- fase exponencial (31-70 diasly, Il
fase linear (71-100), V- fase de declinio (101-H4X).

A andlise de regressdo mostrou que o 2,4-D associexd BAP
induziram calos com maior acimulo de matéria freséa 100° dia.

As matérias fresca e seca foram parametros utiliz@dra monitorar o
crescimento dos calos (Figura 3). A massa fresoegatou ao longo de todo o
cultivo, com excec¢éo dos 60 dias, em que se ohgempdecréscimo, seguido
do restabelecimento do crescimento. A matéria seceomportou de maneira
semelhante a matéria fresca, acumulando ao longaltieo e decrescendo apds
100 dias de cultivo.

A faselag ocorreu até o 30° dia ap0s a inoculacao e caizmtese pelo

acumulo de matéria fresca, com média de 0,12g. aNéste, os calos
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apresentaram coloracdo verde nos primeiros perigelasiltivo, até o 20° dia

(Figura 4A-B) e cor amarela aos 30 dias de culfiiigura 4C).

Figura 4 Aspecto geral dos calos d&yrsonima verbascifoliaFaselag: 10 dias de
cultivo (A), 20 dias de cultivo (B) e 30 dias ddtimo (C); Fase exponencial: 40 dias de
cultivo (D), 50 dias de cultivo (E), 60 dias detoud (F) e 70 dias de cultivo (G); Fase
linear: 80 dias de cultivo (H), 90 dias de cultifde 100 dias de cultivo (J); Fase de
declinio: 110 dias de cultivo (K) e 120 dias deieal(L).
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A fase exponencial estendeu-se do 31° ao 70° labawgndo um declinio
do crescimento entre o 50° ao 60° dia de cultieguglo de uma intensa divisao
celular entre 60° ao 70° dias. Nessa fase, obtevaéslia de 1,02g de matéria
fresca e crescimento de 88% em relacdo a fasda@n®®s calos apresentaram
coloracdo amarelada e consisténcia friavel (Figldas). A partir dos 60 dias
de cultivo alguns calos apresentaram os primeinagssde oxidacgéao.

A fase linear foi observada entre o 71° e o 10@° d# cultivo, com
acumulo de matéria fresca de 95% superior em m@lackselag e média de
2,23g de matéria fresca. Os calos desta fase Ea®ifr e amarelos, porém
alguns apresentaram sinais de oxidagéo (Figura)4H-J

As fases estacionaria e de desaceleracdo ndo faraervada enB.
verbascifolia

A partir do 101° dia, a cultura entrou na fase delidio, a qual é
caracterizada por uma redugéo de 20% nos valoremtéia fresca, em relacéo
a fase exponencial, com média de 1,853g. Nesta fssealos apresentaram
consisténcia friavel e coloracdo amarelada comdgmregides oxidadas (Figura
4K). No final do periodo experimental, os calosaesin completamente
oxidados (Figura 4L).

4.2 Viabilidade celular

Utilizando a dupla-coloracdo com FDA-IP foram obsdas 7540
células, as quais foram identificadas como vivaa fleiorescéncia verde e
mortas pela fluorescéncia vermelha, em todas as fdes crescimento dos calos
deB. verbascifoliaFigura 5).
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Figura 5 Viabilidade celular em calos dyrsonima verbascifoliaCélulas viadveis com
fluorescéncia verde e células invidveis com fluckesia vermelha (A-D).

Para o periodo de 10 dias néo foi realizado o tist@abilidade celular
devido a baixa taxa de crescimento vegetativo,h@@endo material suficiente
para determinar a porcentagem de células viaveis.

Na Tabela 1 pode-se observar que a comparacacasndiferentes fases
observadas durante a calogénese mostrou que dasafase$ag, exponencial e
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linear os calos apresentavam células com maioilidatte e que essa reduziu
significativamente na fase de declinio (p<0,05).

As faseslag, exponencial, linear e declinio apresentaram rséda
83%, 83%, 74% e 48% de células viaveis, respectwdenTabela 1).

Entretanto, quando se comparou a porcentagem diagéiaveis entre
os dias de cultivo, verificou-se que, os caloBdeverbascifoliaapresentaram
uma maior viabilidade celular aos 20 e 40 dias @saimento (p<0,05) e,
posteriormente, aos 30 e 90 dias (p<0,05). Entyged®dos de 50 a 70 dias da
fase exponencial, 80 a 100 dias da fase linearOedids da fase de declinio,
houve uma reduc¢édo na viabilidade celular, mas @uediferiu estatisticamente
entre eles. (p>0,05). Uma menor porcentagem deaséliaveis foi observada
no final da fase de declinio, aos 120 dias dewmylgstatisticamente diferente de

todos os demais dias de cultivo.
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Tabela 1NUmero de células viaveis e invidveis de caloBylsonima verbascifolidurante as fases da cinética de crescimento

Fases da Periodo de Total de Células Células Mortas Total de Células Células
Cinética de cultivo células Vivas (%) (%) células Vivas (%) Mortas (%)
crescimento

Lag 20 dias 865 85a 15 1585 84 16
30 dias 720 81b 19
X 83 A
Exponencial 40 dias 977 84 a 16 2818 73 17
50 dias 660 68 c 32
60 dias 609 68 c 32
70 dias 572 68 c 32
X 83 A
Linear 80 dias 596 78 c 22 1935 77 13
90 dias 676 80 b 20
100 dias 663 74 c 26
X 74 A
Declinio 110 dias 541 63cC 37 1202 49 51
120 dias 661 32d 68
X48 B
Total 7540 7540

"Médias seguidas pela mesma letra mindscula comespo & comparacéo entre os dias de cultivo e fiéiedi entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Teste Scott-Khttlias seguidas pela mesma letra mailscula pomdem a comparagéo entre
as diferentes fases de crescimento e ndo diferane eh ao nivel de 5% de probabilidade pelo testeTdste Scott-Knott
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4.3 indice mitético

Considerando todas as fases e periodos de cutiamfavaliadas 13586
células nos calos d8. verbascifolia,sendo possivel observar células em
intérfase, profase, metafase, anafase e tel6fagaréF6). Dentre elas, 86%
estavam no estagio de intérfase. Entre as céloladivdgsao mitética, a fase de
maior frequéncia foi a préfase (76%) e a menoafanafase (7%) (Tabela 2).

Através do teste de Scott-Knott, em uma primeirarddgem entre as
fases, foi possivel observar que os calos apreasemt@aiores indices mitGticos
nas fases$ag, exponencial e linear, o qual decresceu signifiaatente na fase
de declinio (p<0,05).

Nas fase$ag e exponencial observou-se alta porcentagem dé&asé&m
mitose, com média de 20,35% e 17,01%. Na faserlif@aobservada uma
menor taxa de células em divisdo, com média ded®,76 fase de declinio
apresentou média de 5,26% de células em divisd®e(@2).

Em uma segunda abordagem realizada entre os diawmltio, foi
possivel verificar de uma maneira mais pontual, ggemaiores valores
observados para o indice mitético nas fa@g® exponencial foram aos 20 e 50
dias de crescimento, respectivamente, o qual demresignificativamente nos
demais dias de cultivo e apresentou menores vaae410-120 dias, isto &, na
fase de declinio (p<0,05). Durante o periodo déivoulde 10 dias e na fase
linear os calos apresentaram os valores de indig#icn que ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05) (Tabela 2).

Aos 30 dias ap6s a inoculacdo, na fage houve um decréscimo de 7%
do indice mitético, sendo recuperado aos 50 diafagka exponencial com um
aumento de 3% das células em divisdo. Apés o periled 70 dias, na fase
exponencial, o indice mitético decresceu signifigathente até o ultimo dia de

cultivo (Tabela 2).
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Figura 6 Ciclo celular em calos dByrsonima verbascifoliaNUcleos interfasicos (A);
Préfase (B-C); Prometéfase (D); Anéafase (E-F); feslé (G-H).
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Tabela 2Numero de células nas diferentes fases do citldacede calos d8yrsonima verbascifolidurante as fases da cinética de

crescimento

Cinetica de Periodo de Total de Interfase Mitose (%)
crescimento cultivo células (%) Préfase Metéafase Anéfase Telo6fase indice
Mitético
Lag 10 dias 947 90 64 0 12 24 10, 13c
20 dias 1496 76 84 5 7 4 23,93 a
30 dias 1288 83 72 7 14 7 16,77 b
X20,35A
Exponencial 40 dias 1192 84 68 5 16 11 16,11 b
50 dias 1200 79 89 4 3 4 20,66 a
60 dias 1117 84 92 5 0 3 15,76 b
70 dias 1095 85 57 24 3 16 14,61 b
x17,01A
Linear 80 dias 1086 90 94 4 0 2 9,76 c
90 dias 1125 90 59 4 4 33 10, 13c
100 dias 1102 92 80 12 8 0 8,35¢C
X9,76B
Declinio 110 dias 1101 95 40 46 0 14 5,27d
120 dias 837 95 67 0 20 13 5,26 d
X5,26C
Total 13586

Médias seguidas pela mesma letra mindscula comespo a comparacao entre os dias de cultivo e ri@m@ni entre si ao nivel de
5% de probabilidade pelo teste de Teste Scott-KMgitlias seguidas pela mesma letra mailscula pomdem a comparacao entre
as diferentes fases de crescimento e ndo diferane ehao nivel de 5% de probabilidade pelo testeTdste Scott-Knott.
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4.4 Andlises ultraestruturais

4.4.1 Microscopia eletrbnica de varredura

Por meio da microscopia eletrbnica de varredurseou-se que 0s
calos sao formados por trés tipos celulares: ®lpdmuenas e isodiamétricas,
células grandes arredondadas e células alongaetadp sjue os dois Ultimos
tipos celulares séo células diferenciadas. A onoiaédesses tipos celulares é
dependente da idade da cultura.

Os calos com coloragdo amarelada apresentaram asélobm
predominancia do formato isodiamétrico (Figura 7}\-@aracteristica de calos
embriogénicos, sendo, portanto, selecionados pamestudo. Os calos brancos
tém células com formas arredondadas e alongadesnpuourchas (Figura 7C-
D). Os calos de coloracéo preta sdo formados polaséalongadas (Figura 7E-
F), e sdo células diferenciadas e ndo apresentngia embriogénico.

Os calos sdo formados por aglomerados de célulesohéneos e,
portanto sdo constituidos por regiées com a pretimuia de diferentes tipos
celulares (PADUA et al., 2013).

No periodo inicial do cultivo dos calos amarelascélulas apresentam
formato alongado, passando para o formato arredongl&m seguida retornam
para o formato alongado. No final do desenvolvimetts calos, as células, em
sua grande maioria, apresentam o formato alondgzsies resultados mostram
gue as células mudam a sua forma de arredondadaajmengada ao longo do
cultivo.

Nos primeiros dias de cultivo da faseg (até 10 dias), os calos
apresentam regides com a predominancia de célolagaalas, porém ha regides

com algumas células arredondadas (Figura 8A-B)akirpdo 20° dia, células
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isodiamétricas com caracteristicas meristemati@aspsedominantes formando

aglomerados celulares (Figura 8C-D).

Figura 7 Eletrofotomicrografias de varredura de célulacaes formados a partir de
segmentos foliares dByrsonima verbascifoliaCalos de cor amarela (A-B); Calos de
cor branca (C-D); Calos de cor preta (E-F). calluleé alongadas; car: células
arredondadas; carm: células arredondadas murcha.
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Figura 8 Eletrofotomicrografias de varredura de célulasaes formados a partir de
segmentos foliares d@yrsonima verbascifoliaFaselag: 10 dias de cultivo (A-B); 20
dias de cultivo (C) e 30 dias de cultivo (D). caélulas alongadas danificadas; cal:
células alongadas; car: células arredondadas.

Aos 40° dia da fase exponencial, também ha predoria de células
arredondadas, porém estdo comec¢ando a dispergargQiA). No periodo entre
50 a 70 dias os calos sdo formados por regifeldéas alongadas, células
arredondadas e grandes regides de células muiElasal 7B-D). Aos 50 dias,

as células arredondadas séo pequenas e aos @&lias 880 grandes.
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Figura 9 Eletrofotomicrografias de varredura de célulasaes formados a partir de

segmentos foliares d&yrsonima verbascifoligFase exponencial: 40 dias de cultivo (A);
50 dias de cultivo (B); 60 dias de cultivo (C) e di@s de cultivo (D). cal: células

alongadas; cal: células arredondadas; cm: célulashas; ei: espago intercelular.

Na fase linear, entre 80° ao 110° dias de culibgocalos apresentam a
predominancia de células alongadas, com algumasepag regides de células
arredondadas com caracteristicas meristematiogisréF10A-E).

Ao atingir 120 dias, h& predominancia de célulasgddas, conforme a
Figura 10F.
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Figura 10 Eletrofotomicrografias de varredura de célulasaes formados a partir de
segmentos foliares d&yrsonima verbascifoliaFase linear: 80 dias de cultivo (A-B); 90
dias de cultivo (C) e 100 dias de cultivo (D); Fdsedeclinio: 110 dias de cultivo (E);
120 dias de cultivo (F). cal: células alongadas; @@lulas arredondadas.
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4.4.2 Microscopia eletrénica de transmissao

Através da microscopia eletrénica de transmissapdssivel observar
as estruturas internas das células dos caldB. derbascifolia possibilitando
identificar as caracteristicas das células embnicgé e ndo-embriogénicas.

Na faselag (20 dias de cultivo), os calos sdo formados pdulas
pequenas, justapostas, com vacuolo pequeno, peetdar delgada (Figura 11

A-B) e contendo grande quantidade de amiloplassigeigura 11 C).

Figura 11 Eletrofotomicrografias de transmissdo de célumgalos formados a partir
de segmentos foliares @yrsonima verbascifoliaFaselag: 20 dias de cultivo (A-C);

Fase exponencial: 40 dias de cultivo (D) e 60 dasultivo (E); Fase linear: 80 dias de
cultivo (F) e 100 dias de cultivo (G-I). vp: vacagbequeno; ga: grdo de amido; pcf:
parede celular fina; aei: auséncia de espaco eitdac; ei: espaco intercelular; pce:
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parede celular espessada; v: vesiculas; rmp: roemonda parede celular; cv: célula
vacuolada.

Na fase exponencial, os calos sédo constituidosglatas grandes com
grdos de amido, vacuolo grande e parede celular diroutras com paredes
espessesadas. Nesta fase ha espacamento entrdaass(Eégura 11 D-E).

Na fase linear foi possivel observar células gransacuoladas, com
paredes espessas e outras com a parede fina. Ageghdas apresentavam
amido. Ha grande espagcamento intercelular (FighiR. 1

Aos 100 dias de cultivo da fase linear, foi poslsébservar células em
trés estagios diferentes: células com grande glaatdi de vesiculas, células
totalmente vacuoladas, sem organelas visiveisubas&tom a membrana celular
rompida com extravasamento do contetdido citoplasmatiostrando o processo
de senescéncia celular. Nesta fase também h& geapdeo intercelular (Figura
11 G-I).

Na fase de declinio, os calos apresentam céldasoladas, sendo
ocupada apenas pelo grande vacuolo e células camdgrquantidade de

vesiculas.

4.5 Andlise histoquimica

A fixagdo dos calos em Karnovsky ndo alterou a eures das
substéncias observadas, como o0 amido e compostilicts.

Secbes histolégicas dos calos mostraram formacdo adeas
meristematicas (Figura 12). Estas regifes disttaguise das demais por
apresentarem células pequenas, isodiamétricas eitaptasma denso.

Nos calos d@. verbascifoliasforam observados trés tipos celulares com
morfologia diferentes foram identificados no preéseestudo. O tipo | foi
caracterizado por células pequenas e isodiamétrfoanando aglomerados



58

celulares. O tipo Il, constituido por células aomdhdas com grande volume
celular, presente em aglomerados celulares ou rdepedos aglomerados

embriogénicos. O tipo celular Il foi caracterizagmr células alongadas

dispersas ou associadas a aglomerados celulagesgHi2).

Figura 12 Aspectos histolégicos e histoquimicos dos caloBydsonima verbascifolia
Células verdes devido a acdo metacromética do deultoluidina marcando os
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compostos fendlicos. Fasag: 20 dias e cultivo (A-C); Fase exponencial: 40sdike
cultivo (D) e 60 dias de cultivo (E); Fase line@@: dias de cultivo (F). ctl: células do
tipo [; ctll: células do tipo ll; ctlll: células dipo 111

Conforme mostrado na Tabela 3, com o azul de tokitbi possivel
identificar compostos fendlicos, corados de vetdmgcentre o periodo de 20 a
100 dias de cultivo (Figura 10), acumulados em rakgi células isoladas ou

tecidos.

Tabela 3 Testes de histoquimica em calosBlgsonima verbascifoli@urante as fases
da cinética de crescimento

Cinética de Periodos de Amido Compostos
Crescimento Cultivo fendlicos
Lugol Azul de Toluidina
Enegrecido Verde Claro
Lag 20 dias + +
30 dias + +
Exponencial 40 dias + +
50 dias + +
60 dias + +
70 dias + +
Linear 80 dias + +
90 dias + +
100 dias + +
Declinio 110 dias + -

120 dias + -
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O teste com o lugol foi positivo em todos os pesgodo crescimento
dos calos, identificando histoquimicamente os gc'oamido de marrom escuro
(Tabela 3 e Figura 13). Os graos de amido estaseptes na periferia dos
aglomerados celulares do tipo I, (Figura 13). Nébdbservado amido em

células do tipo Il e lIl.

Figura 13 Aspectos histologicos e histoquimicos de célutasigb | presentes em calos
deByrsonima verbascifoliaCélulas marrons marcando os graos de amido devado
do lugol (A-D). ctl: células do tipo [; ctll: célas do tipo II.
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5 DISCUSSAO

5.1 Cinética de crescimento dos calos &grsonima verbascifolia

A calogénese é influenciada por diversos fatoresnoc o tipo de
explante, o tipo e a concentracéo dos regulad@esadcimento e a composi¢do
do meio de cultura (AHMED et al., 2011). A cinétita crescimento dos calos
esta relacionada com a espécie em estudo, o dpdagle do explante utilizado
(FEITOSA et al., 2013). O 2,4-D e o BAP sao redatas de crescimento que
funcionam como sinalizadores quimicos a fim de #rducompeténcia
embriogenética ao explante (tecido matriz), promdoadesdiferenciacdo do
tecido, seguido de rediferenciacdo celular atragésgenes reguladores e
processos epigenéticos (PERES, 2002).

Na literatura, ndo foram encontrados relatos déaisp pertencentes a
familia Malpighiaceae que apresentassem padrédcedeimento semelhante, ou
seja, sem apresentar a fase de desaceleracdoobsemwado nesse estudo para
B. verbascifolia Entretanto, ha descricbes para outras espécmsp Mo
trabalho de Santos et al. (2003). Esses autordsamaan durante 84 dias o
desenvolvimento das células @effea arabical.., cultivar Rubi, caracterizaram
a curva de crescimento com apenas trés fases signcemtojag, exponencial e
linear, fato explicado pela baixa velocidade descmeento dos calos dessa
cultivar.

Herrera et al. (2011) trabalhando com murici-pequéByrsonima
intermediaA. Juss.), constatou que a curva de crescimentalds, cultivados
com 1,0 mglide 2,4-D, se comporta da seguinte maneira: alégsecorre até
20° dia, entre 20° ao 40° dia a fase exponenci@sa linear do 40° ao 60° dia,
do 60° e 0 80° ocorre a fase de desaceleracae, &ftrao 100° ocorre a fase de

estabilizacdo e a partir do 100° inicia-se a faseetlinio, sendo que a melhor
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fase para a repicagem é a fase de entre o 60° ,a080%eja, a fase de
desaceleracdo (60° a 80° dias), no qual h& batsadi nutrientes, secagem do
agar e acumulo de substancias toxicas.

A primeira fase da curva de crescimento é detedmirtamo fasdag.
Nesta etapa ha producdo de energia, sintese deinarot mobilizacdo de
metabdlitos, ou seja, as células do explantes sstgmeparando para iniciar a
diviséo celular (FEITOSA et al., 2013).

Nesta fase, o crescimento é lento, pois as cétidasxplante estdo se
adaptando com o novo ambiente e com as novas @msdiffsioldgicas e
nutricionais (AL-KHAYRI, 2012), pois ao trocar aglalas dos explantes de
meio ha um choque na osmolaridade (MARTINEZ; PARS93).

Os resultados deste estudo diferem do trabalhoedieetd et al. (2011),
no qual observaram que para o murici-pequ@wspnima intermedjaa fase
lag ocorre até o 20° dia apés a inoculacdo. No esfiedstein et al. (2010) com
0 ingazeiro lnga vera) a fasdag foi verificada até o 40° dia de cultivo.

A fase exponencial é o periodo mais duradouro dscanento celular.
Nesta etapa, o carbono consumido € utilizado paeximulo de biomassa
(VALLE et al., 2006), portanto ha um progressivairaclo de matéria fresca e
seca. O declinio do crescimento entre os 50 e &6 de cultivo pode ter
ocorrido pela selecdo de calos com baixo vigonaiodo a curva atipica. Esta
fase foi longa quando comparada com outro estudB.emtermediaem que a
fase exponencial foi observada entre o0 20° ao #08el cultivo (HERRERA et
al., 2011), e entre 40° ao 50° dias apoés a ino&olpara o ingazeiro (STEIN et
al., 2010).

No periodo linear, o crescimento e desenvolvimesiolar sdo mais
evidentes (LANDA et al., 2000), pelo fato das ca#tuctrescerem em volume
(FEITOSA et al., 2013). Apés a méaxima divisdo aaluser alcancada, o

maximo acumulo de matérias fresca e seca tambéingida e, por esta razéo,
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as maiores médias de matéria fresca foram observed&ase linear e ndo na
exponencial, que tem intensa atividade mitética.

Herrera et al. (2011) observaram que a fase linedB. intermedia
ocorre entre 0 40° ao 60° dia apOs a inoculacdara B ingazeiro, esta fase
ocorre entre 0 50° e 0 70° dia de cultivo (STEINilet2010), sendo a duracéo
desta fase semelhante pBraserbascifolia

Os calos deB. verbascifoliando apresentaram a fase de desaceleracgéo,
fato explicado pelo cultivo ter sido realizado rs@mw@o. Quando as células séo
cultivadas na presenca de luz, em certo period®m hFonsumo total dos
carboidratos, tornando a concentracao de fonteadeno do meio de cultura
escasso, e como consequéncia as células atingaseadé desaceleracdo do
crescimento (VALLE et al., 2006).

Os metabolitos secundarios sdo encontrados em esatoncentragées
na fase estacionaria, pois nas fases iniciaisuabajcrescimento € muito ativo,
as células alocam o carbono para a construcdo wetueas celulares e
respiracdo. Quando o crescimento cessa 0s metabd&@iecundarios sdo
sintetizados mais ativamente, pois o carbono ja @atdo necessario no
metabolismo primario. Nesta etapa ndo ha sintebeodessa (BOURGAUD et
al., 2001).

A fase estacionéaria também néo foi observadaBewerbascifolia O
estudo da cinética de crescimento com intervalosaletas mais curtos, poderia
permitir a certificagcdo se do nimero exato desagie ocorrem no cultivia
vitro dessa espécie. EB1 intermediae Inga vera no qual a fase estacionaria
durou 20 dias, estendendo-se entre o 80° ao 1aqH&RRERA et al., 2011), e
entre o 70° ao 90° dia (STEIN et al., 2010).

Na fase de declinio, 0 meio de cultura possui babcentracdo de
nutrientes, secagem do agar e acimulo de subst&dogiaas (FEITOSA et al.,

2013) e os calos tornam-se escuros. Esses pigmpeadiesn estar relacionado
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com a senescéncia do calo, devido ao estresselsurgio possivel déficit de
nutrientes, agua e/ou reguladores de crescimensmianando o aumento de
radicais livres, téxicos para as planta (VALLE ket 2006). Por este motivo, os
resultados observados eram esperados, ou sejaréscieno de matéria fresca,
pois neste periodo as células ndo sdo capazealidareivisdo celular e entram
em processo de senescéncia (SANTOS et al.,, 2018).reGultados séo
semelhantes aos encontrados Bmintermedia em que a fase de declinio
ocorreu aos 100° dia de cultivo (HERRERA et al110
O conhecimento da cinética de crescimento dos gadssibilita gerar

subsidios para a selecdo de células com maior idagac embriogénica, o
periodo com maior acumulo de metabdlitos secunsl@&rio periodo ideal para o
subcultivo, que nos calos dyrsonima verbascifoliapodera ocorrer aos 100

dias, quando ocorre desacelera¢do no seu cresoiment

5.2 Viabilidade celular

O teste de viabilidade celular, acompanhado deosutstes como o
indice mitético e o formato celular, fornecem imfiacao acerca da capacidade
da regeneracao de células com potencial embricgé8IEVA et al., 2012a).

Comparando a viabilidade celular entre as fasescidética de
crescimento dos calos dB. verbascifolia verificou-se que as fasdag,
exponencial e linear apresentam alta capacidadiepativa, enquanto na fase
de declinio os calos sdo formados por baixa paigent de células vivas. A
reducdo destas células é uma resposta esperadajeangaie neste periodo ha
baixa taxa de divisdo celular, escassez de nuwsemtacimulo de substancias
téxicas.

Ao analisar a viabilidade celular entre os diasulévos dos calos dB.

verbascifoliafoi possivel identificar dois periodos com elevadacentagem de
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células vivas, aos 20 dias de cultivo na fiémg e aos 40 dias na fase
exponencial, indicando que neste periodo as céltdas potencial para
multiplicacdo e podendo ser realizado o subcukivrepicagem. A viabilidade
celular maxima observada nestes periodos é serntelhas estudos de SILVA

et al. (2012a), que utilizou FDA para determinariabilidade celular em trés
subcultivos deB. intermediaobservando que a maxima porcentagem de células
vidveis foi atingida aos 25°, 29° e 21° dias apdsoaulacdo para 1°, 2° e 3°
subcultivo, respectivamente.

Aos 30 dias da fadag e 90 dias da fase linear os calos apresentam alto
poder regenerativo, sendo comprovado pela alteptagem de células viaveis.

Apesar de utilizar metodologia diferente para aemeinacdo da
viabilidade celular, Santos et al. (2013) usandderiftetrazolio (CTT),
observou dois periodos méximos de células viameislia da inoculagéo e entre
0s 28 a 35 dias de cultivo, em pinhdo madsér¢ha curcad..).

A reducao da viabilidade celular, observado entperdodo de 50 a 110
dias, com excecdo dos 90 dias de cultivo, no gogloba o final da fase
exponencial, fase linear e inicio da fase de digglindica que neste periodo os
calos estdo comecando a perder a sua capacidacdtgeicacao.

Aos 120 dias de cultivo no final da fase de declos calos apresentam
grande quantidade de células em senescéncia, sendorovado pela baixa
viabilidade celular, a qual difere das demais fagesultivo.

Esses resultados demonstraram que a época idealpapicagem e
transferéncia de células com potencial embriogénéssa espécie, sem a perda
de viabilidade celular, ndo deve ultrapassar o ti)°ainda na fase linear.
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5.3 indice mitotico

De acordo com Alberts et al. (2008) a interfasef@sa do ciclo celular
mais longa, dessa forma, a maior porcentagem déaséio estagio de interfase
era esperado, mesmo em cultura de calos.

Comparando o indice mitético das fases da cinéécarescimento dos
calos deB. verbascifolia verifica-se, como esperado, que nas fdagse
exponencial foram observadas as maiores porcergatgerélulas em divisao,
mostrando que a interacdo entre 2,4-D e BAP api@serfeito estimulatério no
ciclo celular, nestas fases.

As quinases sao enzimas responsaveis pela fogsfwil@uando auxina
estd presente isoladamente no meio de cultura,nh@umento do nivel de
guinases dependentes de ciclinas e a adicdo dafiihs € necessaria para a
ativacdo das quinases (KERBAUY, 2008). Portant@uadnas e citocininas sao
necessarias para a sinalizacdo e inducédo da dieglétar, tornando possivel
gue as células entrem novamente no ciclo celu@RBO, 2010).

Herrera et al. (2011) avaliaram o indice mitétieocdlos ddByrsonima
intermedia suplementado com 1,0 mg'lde acido 2,4-diclorofenoxiacético
(2,4-D) e 3% de sacarose, utilizando DAPI comorfigoomo, constatando que
0s maiores indices de divisdo celular ocorrem &os 20 dias apresentando o
maximo de divisdo celular observado na curva (18,&6%, respectivamente).
A partir dos 60 dias houve reducéo no indice nuitgtcaindo para 6% aos 80
dias e 2% aos 120 dias de cultivo.

Na fase linear, as células ja estdo preparadaseapdesdiferenciacéo
celular havendo decréscimo do indice mitético nfssta, pois ha poucas células
com capacidade de multiplicacdo (SANTOS et al. 3201

Na fase de declinio, as células comecam a entrapeptose (SANTOS

et al., 2013), fato que explica as menores porgentade células em divisdo
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nesta fase, que é significativamente menor das idefases da cinética de
crescimento dos calos &e verbascifolia

A apoptose ou morte celular programada € impa@tapara a
manutencdo do desenvolvimento dos seres vivos, @orgsponsavel por
eliminar células defeituosas ou supérfluas (GRI'ZIB] REGNER; ROCHA,
2007).

Ao comparar o indice mitético dos dias de cultilms&rvou-se que no
inicio da fasdag (10 dias) as células ainda estdo sofrendo estreferente a
inoculagdo. A maxima divisdo celular foi observadafinal da fasdag (20
dias), no qual as células se recuperaram dessssstr

Os calos dé.verbascifoliaapresentam um longo periodo, entre 30 dias
da fasdag a 70 dias da fase exponencial, com grande quaetida células em
divisdo celular, indicando que neste periodo oildscestdo em crescimento
ativo. A repicagem e o subcultivo podem ser faste intervalo sem que haja
perda na capacidade de multiplicacéo das células.

O indice mitotico entre o periodo de 80 a 100 diasfase linear se
comportam de maneira semelhante e sdo baixos,andstque as células estédo
comecando a envelhecer.

O processo de senescéncia esta relacionado commanha dos
teldmeros. A medida que os teldbmeros diminuem adaséapresentam mais
sinais de envelhecimento. Esta teoria genética rhemida com limite de
Hayflick no qual as células apresentam uma quatgidadxima de diviséo.
Células cultivadas podem se dividir aproximadameirtguenta vezes antes de
morrer, podendo variar de acordo com o tamanhotelésneros e tipos de
organismos (FARINATTI, 2002; KHOKHLQOV, 2013).

Entre o periodo de 110 e 120 dias os calos ja gmédendo a sua

capacidade de regeneracgéo, sendo comprovado petpibdice de células em
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divisdo, no qual difere significativamente de todms demais periodos de
cultivos.

Os resultados demonstram que o periodo ideal paspiaagem de
células com potencial embriogénico nessa espéé@,dave ultrapassar o 70°
dia da fase exponencial, pois as células apresertamada capacidade de

regeneracdo comprovado pelo alto indice mitético.

5.4 Andlises ultraestruturais

5.4.1 Microscopia eletrdnica de varredura

Células grandes, alongadas e altamente vacuolizddagredominantes
nos calos ndo embriogénicos, de maneira antagémsceélulas caracteristicas
dos calos com potencial embriogénico séo pequeraforthato esférico e
citoplasma denso (PEREIRA et al.,, 2012). Os redaftademonstram que 0s
calos com coloracdo amarela apresentam caraatasistompativeis com calos
embriogénicos.

Por meio das eletrofotomicrografias de varredurgdgsivel observar a
mudanca do formato celular ao longo do cultivo cansuplementacdo dos
reguladores de crescimento 2,4-D e BAP, sendo es$ssnciais para a
sinalizacdo de desdiferenciacdo celular, seguidaggdisicdo de caracteristicas
meristematicas.

O explante é um tecido diferenciado, portanto rgiesenta células com
caracteristicas meristematicas, o que explica atémdia das células com
formato alongado aos 10 dias, e as células ainéa es periodo de estresse.

Entre 20 e 40 dias de cultivo foi observada a predancia de células
isodiamétricas com capacidade embriogénica. Pravavie 20 dias é o tempo

necessario para que ocorra desdiferenciacéo celular
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Na fase linear e na fase exponencial, os calofosd@ados por trés tipos
de células (alongadas, isodiamétricas e arredoadgdmdes) até o final do
cultivo, indicando que nessas fases os calos est@mulando biomassa e nao
convertendo aglomerados celulares isodiamétricosrebrides.

O primeiro sinal de morte celular é a vacuolizagdcasionando o
alongamento das células, seguido de rupturas datbraras citoplasmaticas
(FILONOVA et al., 2000), o que pode explicar agmeca de apenas células
alongadas na fase de declinio que estdo em prodessEmescéncia.

Nogueira et al. (2008) ao observarem as célulasésdesubcultivos de
calos deB. intermedia por meio de microscopia eletrbnica de varredura,
verificaram a predominancia de células alongadasuttivo inicial e primeiro
subcultivo e células arredondadas no segundo eirn@rsubcultivo. Estes
resultados corroboram com o presente estudo, umgueeas células mudam de
formato de acordo com o tempo de cultivo em que esgmstas ao 2,4-D,
induzindo a desdiferenciagédo celular, no qual poderar células com potencial
embriogénico.

A presenca de células arredondadas, com caraiciriseristematica,
em todos os periodos de cultivo possibilita a idduge células embriogénicas,
e obtencdo de embrides somaticos. A criopresendestes embrides possibilita

a conservacao d& verbascifolian vitro.
5.4.2 Microscopia eletrdnica de transmisséo
As analises de microscopia eletrénica foram zadhs aos 20, 40, 60,

80, 100 e 120 dias de cultivo, de acordo com adteeks obtidos nas analises

de viabilidade celular e indice mitético.
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Os resultados obtidos na fakg mostram que as células observadas
apresentam caracteristicas meristematicas, devigonm@acdo de aglomerados
celulares, constituido por células pequenas eiesér

A auséncia de espacos intercelulares permite uaiar rdensidade de
células por tecido. Os vacuolos pequenos posaibilinaiores espacos para as
organelas, no qual duplicam durante a divisdo aelél parede celular delgada
também facilita a divisdo celular, além de pernmitrinfluxo de nutrientes para
a célula (CASTRO; PEREIRA; PAIVA, 2009).

A presenca de inimeros amiloplastideos esta relad&o com a alta
atividade metabdlica, pois o amido é fonte priméléaenergia para a divisao
celular (PADUA et al., 2013).

Algumas células observadas na fase exponencial apfiesentam
potencial embriogénicos devido a caracteristicasnocovactolo grande,
ocupando quase todo o conteudo celular, no qualrektcionado com a morte
celular programada (FILONOVA et al., 2000).

Os espacos intercelulares, observados nesta faieam que ndo ha
formacédo de aglomerados celulares, porém aindasiyeb observar a presenca
de poucos gréos de amido.

O espessamento da parede celular, observado nasgsebtes da
cinética de crescimento os calos, indica individagho celular (LIU et al.,
2006).

As células entram em senescéncia apds determinadera de divisdo
celular, perdendo sua capacidade proliferativae fsbcesso é ativado por
programacado genética que envolve deterioracaoelmeros. Na senescéncia
as células mudam o formato. Os vacuUolos se fundemando as células
vacuoladas. Ha condensag¢do da cromatina que seéma@in torno da
membrana nuclear. Algumas organelas, como as mitves e os plastidios,

também alteram a sua morfologia. O nlcleo se agmt formando pequenos
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fragmentos. Em seguida ha formac¢éo de pequenasulsesiue se fundem aos
vacuolos por rupturas do tonoplastos. Estes symwnsaveis pela degradacao
do conteddo citoplasmatico. O tonoplasto se funme a membrana plasmatica
e entdo lanca as vesiculas entre a parede celllamembrana plasmatica,
havendo a degradacdo das mesmas. (GRIVICICH; REGRERCHA, 2007;
DOORN 2011; Nl et al., 2014).

As vesiculas observadas no citoplasma celular, fagss linear e
declinio, sdo responséaveis pela degradacdo dasetagaindicando a autdlise,
seguidas da ruptura da membrana celular ilustrargtocesso de senescéncia.

Nogueira et al. (2007) estudando a morfologia descdeByrsonima
intermedia através das andlises do material em MET foi peksiisualizar
células do primeiro subcultivo com nucleos desamgaios, poucos reticulos
endoplasmético, complexos de Golgi e mitocondrias goucas cristas, e
presenca de amiloplastos. No terceiro subcultiv, células apresentaram
ndcleos mais organizados, nucléolos mais proengesemhuitas mitocdndrias
com formato oval e visualizacdo das cristas, maiesenca de amiloplastos, e
pouca ocorréncia de organelas como reticulo enslogiico e complexo de
Golgi. As células adquiriram formato isodiamétremm estruturas subcelulares
gue caracterizam células meristematicas evidensiaral capacidade
embriogénica.

5.5 Analises histoquimicas

Segundo Torres (2013) células com graos de amidicam alta
atividade energética, sendo utilizados para inieimmanter o desenvolvimento
dos calos, sendo também viavel para aquisicdo ohpet@ncia embriogénica.
Este fato explica a presenca de amido, em todperdedos do cultivo, apenas

nas células do tipo |, que apresentam caracter$stheristematicas.
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As células do tipo Il e Il podem ser consideradadulas nao
meristematicas e em processo de maturacdo, dewiddoranato celular
indicando que estas células estdo em processdederdiacao celular.

Os tipos de massas celulares obtidas sao infludrsjgela interacdo dos
reguladores de crescimento usados e com a pos&dolldh utilizada para a
inducdo dos calos. Como observados por Padua @04al3) que obteve quatro
tipos de células de acordo com posicao da folhdausamo explante. As células
do tipo | sdo células alongadas, vacuolizadas e romturas na parede celular
indicando possivel morte celular, células inviavéis células do tipo Il séo
células pequenas, isodiamétricas, indicada parancdb de plantas por via
indireta. As células do tipo Il e IV formam estitds globulares contendo
muitos graos de amido. Sendo que a do tipo lllsgm®u mais caracteristicas
embriogénicas, devido a presenca de nucleo conrdéalocdlisivel, mitocondrias,
fendis e lipideos.

A estrutura quimica dos compostos fendlicos é fdanpor grupos
guimicos especificos que sao identificados apeornsigterminados reativos e
por grupos quimicos comuns aos compostos fendlagmgsentando a mesma
coloracdo quando em contato com o0 reativo. Assomatse necessario a
utilizacdo simultdnea de mais de uma reacgdo cromptira o reconhecimento e
confiabilidade dos metabdlitos nas células (RODRESEt al., 2009).

O azul de toluidina é um corante metacromatico, qual exibe
coloracéo diferente de acordo com o substrato epger permitindo visualizar e
identificar as células. Cora as mucilagens e asdearcelulares rica em pectina
de roxo, parede celulésica de azul e as paredefidagdas e compostos
fendlicos de verde.

Os compostos fendlicos estéo presentes nos to&sdgulares, podendo
ser observado em inameras regibes dos calos. Sedefluber e Zambryski

(2001) os compostos fendlicos podem funcionar cama barreira simpléstica,
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no qual impulsiona uma mudan¢a morfologica, favemedo o surgimento dos
embrides somaticos na regiado isolada.

Os compostos fenolicos foram degradados no fingledmdo de cultivo
(110 e 120 dias).

A ontogénese, ou seja, o inicio da formacdo dosscalode ser uma
informagé&o importante para a otimizagdo de protzcde obtencdo de células
embriogénicas. Dessa forma é importante a reatizdedim estudo meticuloso
de cada estadio de desenvolvimento dos calos [diasitto uma analise
tridimensional dos mesmos, permitindo a identifimagda sua origem de

formacéo.

5.6 Analise integrada da viabilidade celular, indie mitético, ultraestrutura

e teste de histoquimica

Os calos de. verbascifoliaaos 10 dias da fasag sdo formados por
pequenas regides com células arredondadas e prefuamente, por regides
de células alongadas, no qual sdo células diferdasique apresentam baixa
capacidade de diviséo, justificando o baixo indiitico deste periodo.

A partir de 20 dias da fastag, os calos sdo constituidos por
aglomerados celulares com caracteristicas merititerad como o formato
isodiamétrico, pouco espaco intercelular, vacUgleguenos, parede celular
delgada, presenca de amiloplastideos, que foi roeafio pelo teste positivo
com o lugol. Essas caracteristicas s&do comprovagelas analises
ultraestruturais, alta viabilidade celular e indimitdtico, mostrando que as
células apresentam elevada capacidade de regemersqgs 40 dias da fase
exponencial as células isodiamétricas estao cordegadispersar, caracteristica
observada através das analises ultraestruturalag@a metacromatica do azul

de toluidina.
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No periodo de 50 a 70 dias da fase exponenciaalos sdo formados
por regides de células alongadas e isodiamétri@amdto indice mitdtico dessa
etapa pode ser explicado pela presenca de céloiascapacidade de divisao
(células arredondadas). A baixa viabilidade celulaste periodo pode ser
explicada pela presenca de células murchas qusfioadgaveis.

Entre 80 e 90 dias da fase linear os calos saocaftwmpor regides de
células alongadas e arredondadas, neste perioclassainda tem capacidade
de proliferagdo, no qual é comprovada pelos alddsres da viabilidade celular
gue é recuperando em relacéo ao periodo antenatada presenca de regifdes
com células que apresentam caracteristicas meéstan Como estes calos
também apresentam muitas células diferenciadash@piese dividem, o indice
mitético neste periodo € baixo. As andlises ultraggais mostraram células
alongadas com espaco intercelular, vactolo grapaesde celular espessa e
presenca de alguns graos de amido, comprovadagsébopositivo com o lugol.

A partir dos 100 dias da fase linear, os caloscsastituidos por regides
alongadas com algumas de células arredondadase desiodo as células
apresentam baixa capacidade de regeneracdo, sengmovado pela baixa
viabilidade celular e indice mit6tico. Através daslises ultraestruturas e dos
testes de histoquimica é possivel que observaesfs células ndo apresentam
potencial embriogénicos, devido ao grande espagerceliular, vacuolos
grandes, parede células espessa e auséncia ou quanidade de grdos de
amido.

Os calos do periodo de 120 dias de cultivo sao ddom
predominantemente por regifes de células alonganas, algumas células
arredondadas dispersas. Neste periodo as céluéas evv senescéncia, sendo
comprovada pela baixa viabilidade celular, indicatético e analises
ultraestruturais, no qual foi possivel observamposrapoteéticos, aumento do

vacuolo, parede celular espessa e ruptura da meabitaplasmética.
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6 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes em que o trabalho foi realizado, {sedsoncluir que:

B. verbascifoliaapresenta quatro fases de crescimento de daigs:
exponencial, linear e declinio.

A viabilidade celular, indice mitético e a morfolagdas células
respaldam a cinética de crescimento das célul8s derbascifolia

Os calos dé@. verbascifoliasdo constituidos em sua grande maioria de
células viaveis até os 110 dias de cultivo da fagmnencial, apresentando
neste periodo elevada capacidade de multiplicacéo.

Aos 70 dias de cultivo da fase exponencial as @&€ludos calos
apresentam elevado indice mitético, sendo que npstéodo os calos
apresentam alto potencial de proliferacao.

As células dos calos amarelos @ verbascifolia apresentaram
evidéncias, em nivel celular, de competéncia ergbrica.

Os calos deB. verbascifoliasdo constituidos de regides de células
alongadas, diferenciadas, e de células arredondatlam caracteristica
meristematica, tornando possivel a obtencédo déaséunbriogénicas em todos
os periodos de cultivo.

A repicagem, o subcultivo, bem como o momento igagh iniciar uma
suspenséo celular dos calosBleverbascifoliadevem ser realizados até os 70°
dias ap6s a inoculacdo, pois apresentam elevadslidaale células, indice
mitotico e os calos sdo formados por regides delaglisodiamétricas com
caracteristicas embriogénicas, sendo possivel icedeccélulas com maior

capacidade embriogénica.
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