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OS BANIDOS DA SOCIEDADE UNIVERSAL
(HOMENAGEM ESPECIAL)

Queira eu um dia pensar que nascemos para ser felizes, e ndo rejeitados.
Queira eu um dia sorrir por estar vendo uma crianga. até poucos dias atrds
desnutrida e hoje bem alimentada.

Enfim, todos somos complexos e complexo é o mundo ao nosso redor.

O. Deus! Como é triste sonhar com uma vida e um amor que néo existe.

Como é triste viver em um mundo tdo utopico e sinistro, e pior. saber que esse
mundo é um paraiso de belezas inigualaveis.

Eu, assim como os banidos, sou ser que nasci na guerra e nela vou morrer.

Eu, meu pai. minha mde. minha familia, todos. somos carrascos por sermos
especiais e ao mesmo tempo crucificados por sermos tdo vorazes com 0s
sonhos e a tdo distante felicidade.

Todos choram. todos vivem chorando. A lagrima escorre pelo peito fragil da
crianga faminta e chega até o pé descalgo da pobre senhora que pede dinheiro
na esquina.

O sangue é aclamado pela violéncia que existe em todos os lugares, até no
bergo de uma familia.

O Deus! Como ¢é triste chorar e saber que o choro é a tinica coisa que alivia, é
a unica coisa que da uma paz momentanea.

E o pior é quando o corpo ndo obedece o coragdo. Tudo parece tdo escuro
nesse momento! As flores do campo, o céu, o mar, a serra, até a alma, tudo
lacrimeja como se estivesse pedindo uma luz, um clardo, enfim, um sinal vindo
de algum lugar.

O. como os banidos, apesar de tudo. séo abengoados, sdo esperangosos como
a vida, como o amor, com o proximo. Todos parecem guerreiros
embalsamados de sangue, guerreiros que choram a cada batalha e que

cintilam ao saber que a guerra continua e é infinita.



Os banidos sdo. e como sdo pessoas fortes e inatingiveis, nascem na lama e
erguem-se em busca do pedestal. Eles nascem no caos e no caos buscam a
terna trangiiilidade.

Os banidos sdo, e como sdo pessoas especiais e honestas, carregam no peito a
cruz do sacrificio e trazem na alma o brilho doce e puro do riso.

A vida lhes da angustia e eles devolvem a vontade.

A vida lhes da ruinas e eles devolvem a escada.

Os banidos nunca desistem. Podem até chorar, mas desistir jamais, pois eles
sdo soldados. e soldados como eles morrem e renascem a cada batalha.
Soldados como eles nutrem vida em seus organismos.

Soldados como eles possuem a arma mais poderosa que alguém pode ter: o
desejo de estar vivendo, respirando, sonhando.

Como os banidos desejam a liberdade, como os banidos desejam a
reconstrugdo das ruinas que a vida lhes deu!

Porém, as vezes me pergunto: Por que nutrir tanta esperanga se a vida é téo
desprovida de esperanga?

Por que guerrilhar em busca dos sonhos se os sonhos sdo tanios e possuem
escudos intoccveis?

Por um atimo eu achei que as coisas seriam verdadeiras, mas ndo passam de
mais uma fantasia oculta e fria.

Js banidos da sociedade universal sdo seres escravizados pela emogdo, seres
levados pelos batimentos lentos do peito, seres que amam a vida e o seu caos.
s banidos sdo pdssaros que nada mais querem a ndo ser a liberdade, a paz, a

satde e o amor a existéncia...
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RESUMO

CONCEICAO, Heraclito Eugenio Oliveira da. Cultivo in vitre, nutri¢io
mineral e quantificagio de rotendides em timbés (Derris sp). Lavras:
UFLA, 2000. 191p. (Tese - Doutorado em Fitotecnia)*.

Os ecossistemas amazonicos sao ricos em plantas com propriedades inseticidas e
piscicidas, e as mais usadas na regido pertencem ao género Derris. Desta forma,
considerou-se importante, neste trabalho, estudar as influéncias e os efeitos de
fatores relacionados as técnicas de cultura de tecidos vegetais, associados a
nutricio mineral e a produ¢do de metabolitos secundarios, em duas espécies de
timbos. Varios experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras - UFLA, em Lavras, Minas Gerais. Os resultados obtidos permitiram a
elaboragdo de protocolos para produgdo de calos a partir de explantes foliar e
radicial e de regeneragdo de plantulas de timbo. Calos oriundos de explante
radicial de Derris urucu, cultivados em meios nutritivos formulados com
variagdes de concentra¢des dos sais de nitrogénio e de fosforo de ‘MS’,
apresentaram respostas positivas para biossintese de compostos rotenoides, os
quais foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Estes metabodlitos secundarios também foram determinados em sistema radicular
de plantulas de D. wrucu em condigdes de cultivo in virro. Também sdo
discutidos alguns aspectos da nutrigio mineral de ). nrucu através de técnicas
de diagnose por subtragio.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador),
Maria das Gracas Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.



ABSTRACT

CONCEICAO, Heraclito Eugenio Oliveira da. In vitro cultivation, mineral
nutrition and quantification of rotenoids in “timbés™ (Derris sp). Lavras:
UFLA, 2000. 191p. (Thesis — Doctorate in Crop Science)*.

The amazon ecosuystems are rich in plants with insecticide and piscicide
properties and the most utilized in the region belong to the genus Derris. In this
way, it was considered important in this work to study the influences and the
effects of factors related with the techniques of plant tissue culture, associated
with mineral nutrition and production of secondary metabolites in two “timbos”
species. A number of experiments were conducted in the plant tissue culture
laboratory of the department of agriculture of the Universidade Federal de
Lavras — UFLA in Lavras, Minas Gerais. Brazil. The results obtained allowed
the design of protocols for callus production from leaf and root explants and
regeneration of “timbo’s™ plantlet. Derris urucu callus from the root explant
cultivated in nutrient media formulated with variations of concentrations of
‘MS" nitrogen and phosphorus salts, presented positive responses for the
biosynthesis of rotenoid compounds, which were determined by high
performance liquid chromatography (HPLC). These secondary metabolites were
also determined in root system of seedlings of 1. urucu under conditions of in
vitro cultivation. Also are discussed some aspects of mineral nutrition of D.
urucu through the subtration diagnosis techniques.

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adviser),
Maria das Gracas Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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CAPITULO !

1 INTRODUCAO GERAL

Muitas plantas produzem compostos organicos importantes
economicamente, como resinas, taninos, terpenos, gomas, ceras, corantes,
alcaldides e outros. Estes compostos sdo resultantes do metabolismo secundario
das plantas, contribuem para a adaptagdo e intera¢do da planta com o ambiente e
desempenham papéis importantes na vida da planta, como defesa a ataque de
patogenos e predadores; além disso, muitos deles, pela sua agdo farmacologica
ou pelas propriedades quimicas que apresentam, sdo utilizados como
medicamentos ou como matérias primas para varias aplicagbes cientificas,
tecnologicas e comerciais (Vickery e Vickery, 1981; Balandrin er al., 1985).

Os inseticidas de origem vegetal sdo pouco utilizados atualmente devido
ao aparecimento dos defensivos sintéticos. Cita-se a nicotina, que praticamente
nio € mais utilizada. Qutro produto é a rotenona (Figura 1), que entre os
rotendides, ¢ a principal substincia contida nas raizes dos timbos. Esse
composto ¢ um veneno violentissimo para insetos e animais de sangue frio. Atua
como veneno de contato, estomacal e traqueal, reunindo os trés métodos
técnicos usados no combate as pragas por contato, envenenamento e asfixia
(Cravero, Guerra e Silveira, 1976).

A inibicdo da fosfodiesterase coronaria atribuida aos rotenoides foi
observada por Petov et al. (1983). Os rotendides tém outros efeitos biologicos
interessantes, tais como a inibi¢do da forma¢do de microtubulos da tubulina e
atividade anti-cancerigena. Ha interesse ecolégico na influéncia dos rotenéides
sobre certas relagGes planta/inseto e um interesse permanente no seu uso como
veneno para peixes, em reservatorios de aguas que utilizam espécies mais

valiosos ou na pesca indigena (Crombie e Whiting, 1998).



rotenona

1

FIGURA 1 — Estrutura da Rotenona 1. UFLA, Lavras - MG, 2000.

O caltivo in vitro de tecidos e células vegetais constitui uma alternativa
promissora para o suprimento constante ¢ homogéneo de material vegetal,
independente de mudangas climéticas ou condigSes do solo. Além disso, cultura
de células e tecidos vegetais constitui um sistema adequado para investigacdo
das vias biossintéticas, permitindo a otimizagio da produgdio in vitro de
metabdlitos secunddrios e favorecendo a biossintese de compostos que
naturalmente n#io ocorrem na planta (Crocomo e Melo, 1991).

A tueenologia do cultivo in vitro pode ser aplicada em plantas medicinais,
arométicas e inseticidas através das técnicas de micropropagag#io, culturas de
calos, raizes e suspensdio celular, visando a propagagio em larga escala de
gendtipos superiores e a produgiio de metabélitos secundérios. A exploragio da
capacidade biossintética de v;,rias culturas celulares por alguns grupos de
pesquisadores tem ocorrido em vérios paises nas \ltimas décadas. Os resultados

obtidos nem sempre tém sido satisfatérios, entretanto, conhecimentos novos tém



sido relatados para uma variedade de substincias utilizaveis na indistria
farmacéutica, cosmética, alimenticia e inseticida (Balandrin et al., 1985).

Estudos de Costa (1996) reportam a grande variabilidade dos timbés
brasileiros em relago a produtividade de compostos rotendides e a escassez de
pesquisas agrondmicas e biotecnologicas nestas espécies.

Estudos sobre propagagdo in vitro tém sido realizados para varias
espécies de plantas. Se as condigdes fisiologicas e fitossanitarias da planta
doadora de explante, o tipo de explante, o meio nutritivo e a presen¢a ou nio de
substancias reguladoras de crescimento e as condigdes de cultivo in vitro podem
interferir na respostas morfogenéticas e bioquimicas de cada espécie vegetal,
entdo havera uma combinagio apropriada para o desenvolvimento de protocolo
eficiente para a propagagio in vitro de espécies de timbds do género Derris.
Desta forma, considerou-se importante, neste trabalho, estudar as influéncias e
os efeitos de fatores relacionados as técnicas de cultura de tecidos vegetais,
visando determinar protocblos eficientes para a propagagdo in vitro de duas
espécies de timbos e quantificar a produgio de compostos rotendides oriundos

de cultivo in vitro em calos de explantes foliar e radicial e em plantulas.

2 REFERENCIAL TEORICO

A propagagio de plantas in vitro tem atraido a atengdo dos
pesquisadores desde o inicio do século. Haberlandt, em 1902, foi o primeiro a
cultivar células e tecidos somaticos de varias espécies de plantas em solugdo
nutritiva (Torres, Caldas e Ferreira, 1998). A partir deste trabalho, muitos outros
foram desenvolvidos e vém proporcionando avangos consideraveis nos diversos
ramos do conhecimento cientifico. A cultura de tecidos de plantas é uma técnica
de cultivo de células, tecidos ou orgdos de plantas, isolados da planta-matriz,

sobre um meio nutritivo artificial. No caso especifico dos timbds, a escassez de



pesquisas agrondmicas e biotecnologicas tem contribuido para o ndo
estabelecimento definitivo da cultura, razio pela qual a presente revisio trata de
aspectos agronomicos e econémicos das espécies, cultura de tecidos associados
a nutricdo mineral e produgdo de metabolitos secundarios.

2.1 Os timbés do género Derris

Timbo é o nome pelo qual sdo conhecidas, na Amazénia, inuimeras
plantas de cultura pré-colombiana, sendo aquelas espécies que, mesmo antes do
descobrimento da América por Cristovio Colombo, ja eram cultivadas ou
apenas exploradas pelos nativos e sdo, ainda hoje, utilizadas nas pescarias dos
amerindios. Ha referéncias sobre o uso de plantas ictiotoxicas e inseticidas desde
os tempos de Anchieta, Piso, Castelnau, Wallace, Spruce e Martius (Pires,
1978).

Fusée-Aublet, em 1775, fez a descri¢gdo botanica de um timbo nativo da
América do Sul e deu-lhe o nome de Robina nicou (LeCointe, 1936). Em 1930,
o botinico E. P. Killip descreveu as duas espécies mais interessantes de
Lonchocarpus, o barbasco legitimo do Peru, que foi identificado como
Lonchocarpus nicou, e o timbo vermelho ou timbé urucu, do baixo Amazonas,
que foi classificado como Lonchocarpus urucu (Roark, 1936).

Ha muitas espécies de timbo, mas as de uso mais generalizado na
Amazonia sdo os timbo vermelho, Derris urucu (Killip et Smith) Macbride, e o
timbo branco, Derris nicou (Killip et Smith) Macbride (Figuras 2a, 2b, 2c e 3b).
Essas duas espécies pertenciam ao género Lonchocarpus e passaram para o
género Derris em revisdo feita por Francis Macbride, que as colocou dentro da
familia das Leguminosas. Tanto D. urucu como D. nicou, quando abandonados
em capoeiras, sdo cipds trepadores que atingem a copa das arvores de maior
porte. Entretanto, quando cultivados, apresentam diferengas em relagio a
fecundidade, rusticidade, arquitetura da planta, morfologia externa das folhas,



coloragdo do suco das raizes e produtividade. No timbo vermelho, as hastes se
tornam escandentes desde novas e entrelagam-se, formando um teto compacto
que cobre o solo. J o timbo branco mantém suas hastes eretas, que s6 depois de
muitos anos se tornam escandentes. O primeiro apresenta producio de até quatro
vezes mais raizes e melhor protegio ao solo com relagio ao segundo (Lima,
1987).

Quanto a fecundidade, D. urucu floresce e frutifica normalmente. Por
outro lado, ndo se tem informagio sobre o florescimento de D. nicou, mesmo
quando submetido a tratamentos com fitohorménios e prolongamento do dia
solar, com ilumina¢3o artificial (Lima, 1947).

Em geral, as raizes de D. nicou apresentam maior teor em rotenona do
que as de D. urucu. Tanto para uma espécie como para outra encontram-se
valores de até 10% ou mais de rotenona, com maior freqiiéncia de resultados
altos para o timbo branco (Costa, 1996; Lima e Costa, 1998). Todavia, essa
vantagem desaparece, do ponto de vista agronémico, ndo s6 pela maior
quantidade de raizes que o timbé vermelho produz, pela comprovada protegio
que exerce no solo, como também pela possibilidade de ser melhorado
geneticamente (Lima, 1947).

No que diz respeito & morfologia externa das folhas, os foliolos do timbo
branco nio apresentam pélos dourados brilhantes na face abaxial, como acontece
no timbd vermelho. Por sua vez, a raiz deste timbd, seccionada, apresenta cor
vermelha nos cortes e dai a denomina¢io de urucu, que na lingua tupi quer dizer
vermelho, o que n3o acontece em D. nicou, razio pela qual ele € conhecido pela
denominagio de timbo branco (Lima, 1987).

Uma outra espécie, a Derris elliptica (Benth) (Figura 3a), é de origem
asidtica, sendo primeiramente estudada por Kazuo Nagai em 1902. Ele concluiu
que o principio ativo dessa planta era um produto cristalino, ao qual foi dado o
nome de rotenona (Corbett, 1940). Posteriormente, essa espécie, conhecida



como tuba, toeba ou timbo asiatico, foi introduzida em Parintins - AM por
imigrantes japoneses, possivelmente para uso como inseticida ou adubo verde
(Lima e Costa, 1991). Outras substancias toxicas foram isoladas das raizes de D.
elliptica, como a derride, por Van Sillevoldt (Hanriot, 1907), e a tubetoxina ou
tubatoxina, extraida em 1923 por Ishikawa (Silva, 1934).

2,2, Aspectos econdomicos

As exportagdes do timbé em pd, no Brasil, iniciaram em 1939, através
do porto de Belém (PA), sendo os Estados Unidos e Franga como principais
importadores. Estados brasileiros, como o Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio
de Janeiro, fazem parte desse grupo (Lima, 1947; Lima, 1987). As plantas
ictiotoxicas encontraram largo emprego como inseticidas e, com isto, varias
delas entraram para a agricultura econdmica, tanto no Vetho Mundo como no
Brasil, principalmente na Amazdnia. No entanto, com o advento do DDT
(dicloro-difenil-tricloroetano) e dos inseticidas sintéticos, apés a Segunda
Guerra Mundial, o comércio do pé das raizes de timbo entrou em colapso e as
atividades de beneficiamento e de pesquisa com a cultura dos timbds foram
completamente desativadas (Pires, 1978).

De acordo com dados do IBGE, a producio média brasileira de timbé para o
periodo de 1954-60 foi de 237 toneladas, declinando para 65 toneladas no periodo de
1961-67 e 35 toneladas no periodo de 1978-85 (Gordon e Coppen, 1993). O Pard ¢ o
principal Estado produtor de timb6 e tem sido o vinico produtor desde 1978. Nas décadas
de50e60,oMamnh£o,oAmazonaseoAmapétambémeonu'ibuirampamapmdt@o
total do timbd brasileiro.



FIGURA 2 — Aspecto geral de Derris urucu. A e B) Floragdo e frutificagdo aos
trés anos de idade e C) Ramos escandentes com um ano e meio de
idade de exemplares do banco de germoplasma da EMBRAPA
AMAZONIA ORIENTAL. Fonte: Lima, 1987; Lima e Costa,
1998. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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FIGURA 3 — Aspecto geral de Derris elliptica (A) e Derris nicou (B) aos trés
anos de idade de exemplares do banco de germoplasma da
EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL. UFLA, Lavras - MG,

2000. Fonte: Lima e Costa, 1998.



2.3 Aspectos agronomicos

O solo para a cultura do timbo deve ser de textura leve, que facilita o
desenvolvimento e o arrancamento das raizes de timbés. Segundo Lima (1987),
D. urucu e D. nicou apresentam-se com bom desenvolvimento em areas
amazdnicas com precipita¢do de chuvas variando desde 1.900 mm a 3.500 mm
anuais, com chuvas bem distribuidas durante todo o ano ou em dois periodos
bem definidos, um seco e outro chuvoso. O plantio deve ser feito no inicio da
esta¢io chuvosa.

A propagagdo é vegetativa e o vigor das plantas depende, em grande
parte, do estadio de desenvolvimento e do didmetro das estacas. O didmetro
ideal deve oscilar entre 3 a 4 cm e o comprimento deve ser de 30 cm. Estacas
proximas da cepa, e portanto cbm maior reserva, enraizam melhor e originam
plantas mais vigorosas. Para a obtengio de bom pegamento e de plantas
uniformes, recomenda-se o uso de estacas da metade inferior das hastes,
retiradas de plantas com mais de trés anos de idade (Lima, 1987; Lima e Costa,
1998).

A maior parte das raizes se desenvolve paralelamente & superficie do
solo, a uma profundidade de até 40 cm. A remogio das raizes com profundidade
além de 40 cm é muito mais trabalhosa e deve ser evitada, pois elas irdo
assegurar a preservagdo das plantas. Para o arrancamento das raizes superficiais,
o coletor as localiza primeiramente na base da cepa, e dai por diante vai
arrancando-as com enxadeco, da base para a extremidade. A colheita podera ser
repetida de trés em trés anos. Aos trés anos de idade, o rendimento de uma
plantagdo de timbd urucu com espagamento de 3 m x 2 m podera atingir 9
toneladas por hectare de raizes frescas. Em solos pobres, o timbé branco
produzira trés a quatro vezes menos (Lima, 1987).



2.4 Caracterizacio geral da rotenona e rotenéides

2.4.1 Rotenona e rotendides

Os rotendides sdo isoflavondides complexados (Figura 4) e a estrutura
dos seus sistemas de anéis angulares A/B/C/D tem sido estudada
experimentalmente, partindo de metabdlitos primarios simples e passando
através de uma série de fases oxidativas. A biossintese dos rotendides a partir do
metabolito primario estd indicado na Figura 4. Essa seqiiéncia é medida pelo
aumento do estado oxidativo destes componentes (Crombie e Whiting, 1998).

No grupo dos rotendides, o membro mais conhecido é o (<) - (6aS, 12aS,
5’R) - rotenona 1 (Figura 1), bem conhecido como um veneno para peixes e
principal componente inseticida e anti-alimentar de insetos (fun¢io deterrente)
do ‘Derris’, obtido comercialmente de espécies de Derris e Lonchocarpus. A
rotenona e seu derivado 6,7 - dihidro ligam-se a NADH : ubiquinona redutase
(complexo I) na cadeia de transporte de elétrons e sdo usadas freqiientemente em
experimentacgoes bioquimicas (Crombie e Whiting, 1998).

A rotenona, quando pura, é uma substincia que se apresenta scb a forma
de cristais, sem cor e sem cheiro, muito refringente e transparente. Seus cristais
possuem altos indices de refragio e pertencem ao sistema ortorrombico. E
extremamente solivel em cloroférmio, éter, acetona, tetracloreto de carbono, e
ainda nos derivados clorados do etileno. E quase insolivel em agua, variando
entre as relagdes de 1: 1.000.000 para 1: 6.000.000. Segundo Lima (1987), a
rotenona aparece sempre acompanhada por outros principios ativos, conhecidos
como rotendides, entre os quais destacam-se a deguelina, a tefrosina e o
toxicarol. Para Flemming e Baker (1934), com exce¢do do toxicarol, a rotenona,
a deguelina e a tefrosina sdo repelentes ao besouro japonés. Além dessas quatro

substincias, foi isolado, nas raizes frescas dos timbos vermelho e branco, um
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principio ativo volatil de base orginica de niicleo piridico (Souza, 1955). Além
de diversos outros principios inseticidas (Mors, 1978a), isolou-se também, de

Metabolismo Primario

|

Fenilalanina/Acido Cinamico

|

Chalcona/Flavonona

l

Flavonona/Isoflavona

l

Hidroxilagdo/Metilagao

l

Rotenoide/Cicliza¢do

l l

Oxidagdo e Rearranjos do nicleo| —» Prenilagio e Ciclizacdo
rotendide <

FIGURA 4 - Biossintese de rotendides. UFLA, Lavras - MG, 2000. Adaptado
de Crombie e Whiting, 1998.

Derris urucu, uma saponina de alto poder espumifero, que foi denominada de

derrisidio. Esta substincia ndo se enquadra em nenhuma das categorias
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tradicionais de saponinas. O produto de sua hidrélise, a derrigenina, é um novo
tipo de substincia natural, um estilbeno, quase rotendide, porém ndo
apresentando qualquer toxicidade para peixes. No complexo toxico do timbo, ela
parece desempenhar a agdo de agente dispersivo da rotenona (Mors, 1978b;
1982). Outro principio, um alcaléide, a nilobilina, foi encontrado por Groffroy
em 1895 (Caminha Filho, 1940). As substancias cumestrol e a-amirina foram
isoladas de uma planta do género Derris, coletada em Xapuri, no Acre, por
Zoghbi et al. (1988).

2.4.2 Emprego e importincia dos rotendides

Pinto (1937) empregou a rotenona como carrapaticida com sucesso, sob
a forma de po das raizes em solugdo de sabdo em agua, como também
recomendou o seu uso no tratamento de pediculoses e no combate a bemnes e
piolhos. Williams (1934) relatou que o suco leitoso da raiz de Lonchocarpus
nicou, usado na lavagem de gados nas montanhas andinas, foi eficiente para
matar carrapatos.

De acordo com Roark (1933), a rotenona é 30 vezes mais toxica que
arseniato de chumbo, como veneno estomacal para o bicho da seda; 13 vezes
mais que a nicotina, como inseticida de contato, em relagdc a certos afideos, e
25 vezes mais toxica que o cianeto de potassio para o peixe vermelho, sendo
indcua para aves e mamiferos que a ingeriram. Silva (1934) relatou que os
timbés, empregados em forma natural ou em solugdes concentradas, sio
superiores ao sulfato de nicotina, arseniatos de chumbo e de calcio, como
inseticidas.

Segundo Caminha Filho (1940), a rotenona é uma substancia de grande
valor inseticida contra pragas dos vegetais, como coccideos, cochonilhas,
pulgoes, piolhos, vespas, mariposas, borboletas, etc., tanto no estado adulto
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como nos diversos periodos de desenvolvimento desses insetos. E também
eficiente para os ectoparasitas de animais domésticos e do homem, como pulgas,
piolhos, carrapatos ¢ bemes. O autor afirma ainda que os residuos de sua
aplicagdo sobre frutos e o pescado obtido com seu emprego nio sio toxicos para
o homem, e quando ingerido pelos animais domésticos, ndo lhes causam
nenhum dano, servindo como desinfetante intestinal, ndo sendo, portanto, os
timbos, toxicos para os animais de sangue quente.

O modo de emprego do timbé na captura de peixes ¢é feito,
principalmente com plantas da familia das Leguminosas, em especial dos
géneros Derris, Lonchocarpus e Tephrosia, através das raizes amassadas,
embebidas e torcidas sobre a agua de rios, igarapés ou lagos, deixando
desprender um liquido branco leitoso de cheiro forte (hipoclorina); o material
semi-enxuto é novamente embebido e torcido na agua, até que o agente
inebriante seja totalmente esgotado. Este tipo de pesca é muito utilizado pelos
ictiologistas com objetivo da captura de espécimes de peixes para estudos e para
colecdes dos museus. Os indios praticam-na, entretanto, para suprir a
alimentagdo em estoque, pois os peixes sio moqueados, tostados sobre brasas, e
assim podem ser conservados por longo periodo de tempo (Pires, 1978). O
produto atinge o estomago do peixe, mas o efeito é sempre obtido pela passagem
da agua nas guelras. O primeiro efeito sobre o peixe, de acordo com Raizada e
Varma (1937), é a reagdo de fuga, mas a respiracdo toma-se lenta, sobrevém
uma certa apatia e falta de movimentos. Depois, com uma incapacidade de se
manter em posi¢do normal, o peixe rebola, vem a superficie, a respiragdo fica
lenta, e por fim ocorre a paralisia.

Com relagdo ao poder toxico da rotenona em peixes, esse fato é
diversamente apresentado por vérios autores: Gersdorft (1931) indica que uma
concentragio de 0,2 mg.l" de agua permite uma sobrevida de 65 minutos para os
peixes vermelhos (Carassius auratus), enquanto uma dose de 0,0012 g ja é
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capaz de mata-los, sendo 25 vezes mais toxica que o KCN; Gébel (1937) indica
a dose de 0,012 mg.I" de agua; Caminha Filho (1940) relata que a rotenona &
toxica para os peixes em uma dilvi¢io de 0,00001%. Para os peixes acaras
(Geophagus brasiliensis), foi obtida a morte, em meia hora, com uma dose de
0,0012 g.I"' d de agua. A morte ocorre por paralisia respiratoria, embora os
batimentos cardiacos continuem por algum tempo, apos sustados os movimentos
respiratorios (Corbett, 1940).

Haag (1931) realizou estudos sobre a toxicidade da rotenona utilizando
varios métodos de administragio da droga. Determinou, assim, intoxica¢des
agudas e cronicas em animais de sangue quente, além de encontrar a dose
minima mortal (D.M.M.) para ratos, coelhos e cdes. De um modo geral, em
todos os animais em que a rotenona foi ministrada por via oral, observou-se uma
irritacdo no trato digestivo. O autor concluiu, ainda, que as mucosas digestiva e
respiratoria podem absorver a rotenona, causando a morte do individuo. Nesta
mesma linha de pesquisa, Ambrose e Haag (1938) verificaram a intoxicag¢do
cronica através do uso de concentragdes de 0,03% a 0,04% de D. elliptica na
dieta de cdes e ratos. Concluiram, portanto, que Derris era sempre venenoso,
sendo o figado desses animais o drgio mais afetado. Lapa er al (1978)
concluiram que a rotenona, quando injetada em ratos, induziu bradicardia,
hipotensio e parada respiratdria e, posteriormente, estudos de Ware (1993)
mostraram que a rotenona tem uma dose letal (DLs) em ratos, de
aproximadamente 350 mg.Kg" de peso vivo.

2.5 Germinagciio e desenvolvimento de plantas

Para uma semente vidvel em repouso, por quiescéncia ou dorméncia,
quando sdo satisfeitas uma série de condigGes externas (do ambiente) e internas

(intrinsecas do 6rgdo), ocorrera o crescimento do embrido, o qual conduzira a
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germinacgdo. Por isso, do ponto de vista fisiologico, germinar € simplesmente
sair do repouso e entrar em atividade metabolica (Borges e Rena, 1993).

Ap6s a germinagdo, o meristema da raiz do embrido é ativado e cresce
rapidamente, iniciando o desenvolvimento da raiz primaria. Logo depois, o
meristema principal da parte aérea da planta inicia o crescimento. Em algumas
plantas, os cotilédones emergem para acima com o crescimento do hipocétilo;
em outras, os cotilédones permanecem abaixo do solo e somente o epicétilo
cresce acima do solo (Metivier, 1986).

O meristema apical do caule ndo produz somente o caule, mas também
folhas, ramos e outros apéndices da parte aérea. O meristema apical é muito
mais complexo que o meristema da raiz. Contudo, a semelhanga com o
meristema da raiz é muito pequeno, usualmente ndo mais do que uma fragdo de
um milimetro em didmetro. Os primérdios foliares sdo formados em intervalos
regulares e o caule é dividido por nos em pontos de insergiio foliar. Intemos sio
usualmente bem curtos no inicio. O alongamento do caule tem lugar apds a
formagdo das folhas. Em certas plantas, os intemés nunca alongam, resultando
em bulbos caracteristicos ou habito de crescimento em roseta. O alongamento do
caule é um fenémeno complexo sob a influéncia de fatores ambientais e
controlado por hormdnios ou fatores de crescimento. Como nés podemos
esperar, muitos padrdes diferentes de crescimento ocorrem nio somente entre
diferentes plantas, mas também entre diferentes internés da mesma planta.

2.6 Nutri¢éio mineral e metabélitos secundadrios

Segundo Marschner (1995), a importincia dos nutrientes minerais para o
crescimento de plantas tem sido relatada por varios autores. As plantas tém uma
limitada capacidade para absorgdo seletiva de elementos minerais que sdo
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essenciais para o seu crescimento. Elas também absorvem os elementos minerais
que ndo s30 essenciais para o seu crescimento e que podem vir a ser toxicos.

A composicdo mineral de plantas crescendo em solos nio pode, portanto,
ser usada para estabelecer se um elemento mineral é essencial. Este fato foi
estimado em experimentos conduzidos com culturas em areia e em solugdo
nutritiva, nos quais um elemento mineral particular era omitido. Estas técnicas
tomaram possivel uma caracterizagdo mais precisa da essencialidade dos
elementos minerais e conduzem a um melhor entendimento de seu papel no
metabolismo. Para plantas superiores, a essencialidade de catorze elementos
minerais esta bem estabelecida, embora o conhecimento das exigéncias do cloro
(C)) e niquel (Ni) ainda esteja restrito a um limitado numero de plantas

(Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997, Marschner, 1995)

N

No crescimento do jaborandi através da produgdo de matéria seca, o

quadro sintomatolégico das deficiéncias e a determinacdo dos niveis analiticos

| dos macronutrientes nas folhas superiores, inferiores, caule e raizes foram

~ estudados por técnica de diagnose por subtragio (Viégas ef al., 1997). Estes

autores verificaram que todos os tratamentos com omissdo afetaram a produgio

' de matéria seca da planta quando comparados com o tratamento completo, sendo

o mais afetado a omissio individual de nitrogénio (N).

Considerando que o safrol é extraido de ramos e folhas, Brasil e Viégas
(1997) avaliaram o efeito da aplicacio da adubagio mineral de nitrogénio,
fosforo e potassio (NPK) na produgdo de biomassa da parte aérea de pimenta
lenga, cultivada em um Latossolo Amarelo de textura média com devida
corregio da acidez. Ndo houve efeito significativo de P na producdo de matéria
seca, no entanto, esse nutriente otimizou a resposta da planta ao Ne ao K.

A influéncia do balango iénico na producio e no conteudo de alcaléide
em Datura stramonium L. (Solanaceae) tem sido estudada por Demeyer e
Dejaegere (1992). E bem conhecido que as plantas podem absorver o N sob a
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forma de nitrato (NO;’) ou amdnia (NH,"). Embora NO;™ seja freqiientemente a
forma preferida, ambas tém vantagens e desvantagens caracteristicas,
dependendo das condi¢des de solo e clima e das espécies de plantas
consideradas. Plantas de Datura stramonium var. tatula L. torr. foram cultivadas
em vermiculita e receberam duas solu¢des minerais diferentes. Num tratamento,
somente N-NO;’ foi adicionado, enquanto num outro tratamento, o N-NO;’ foi
parcialmente substituido (20%) pelo N-NH;". A dose total de N, também as
relagdes interidnicas, foram mantidas constantes em ambos os tratamentos. Com
o tratamento combinado (NO; - NH;"), um conteido de hiosciamina altamente
significativo foi encontrado quando uma mais alta biomassa foi alcangada. Isso
foi aparentemente o resultado de um aumento na biossintese do alcaléide.
Também o conteido de escopolamina foi positivamente influenciado, mas
somente no ponto de maxima producgio de biomassa. Parece que mais N é
disponivel para o metabolismo secundario quando N-NH," esta presente no meio
de cultura (Demeyer e Dejaegere, 1992).

No caso de plantas consideradas medicinais, semelhante também para
outras plantas, o crescimento e o desenvolvimento irregular podem ser
observados freqiientemente. Encontrar a causa dessas anormalidades é algumas
vezes dificil. Em muitos casos, deficiéncias de suplementagio mineral sio a
causa das irregularidades do crescimento e do desenvolvimento. Experimentos
conduzidos em vasos por um periodo de trés anos, visando responder a questdes
sobre a producdo de éleo essencial de “peppermint”, a propor¢io dos principais
componentes do 6leo volatil (mentol, mentona e metilacetato) e de como eles
podem ser influenciados pela falta dos nutrientes principais (N, P, K) tém sido
realizados. Além disso, tem-se examinado se as conseqiiéncias de suprimento
incompleto podem ser cessadas dentro da vida do vegetal. No caso da falta
completa de N e P, a produgio do dleo essencial da “peppermint” decresce
significativamente e muda a propor¢do dos componentes do 6leo essencial. O
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decréscimo mais baixo de produgdo de dleo essencial foi mostrado no caso da
falta de K. Tratamentos feitos em ordem, para cessar as conseqiiéncias do
desenvolvimento inicial por causa da fata de N e P, aumentaram
significativamente a producdio de o6leo volitil e variaram a propor¢io dos
principais componentes do dleo. No caso da falta de K, o tratamento aumentou o
contetido de dleo essencial num grau consideravelmente mais baixo (Praszna e
Bernath, 1993)

Atropa belladonna Linn., Solanaceae, é uma das plantas mais
importantes usada mundialmente na medicina modema devido a seus alcaléides
tropanos: hyosciamina e hyoscina. Montanari Jr. et al. (1993) avaliaram os
rendimentos de biomassa e alcaldides em condigdes subtropicais de cultivo,
caracterizando também a influéncia da fertilizacdo NPK em ensaio de campo. Os
resultados de b:omassa foram de 750 kg de folhas secas/ha no tratamento
controle e de 1.700 kg/ha no adubado. Nao houve diferenga significativa entre
os teores de atropina, sendo que as faixas de 0,54 - 0,67 e de 0,45 - 0,90% de
atropina, encontradas respectivamente no controle e no adubado, estio dentro
dos rendimentos obtidos em areas tradicionais.

(" Plantas de Cephaelis ipecacuanha multiplicadas in vitro, e em seguida
! transferidas para casa-de-vegetagdo, foram submetidas semanalmente a
diferentes concentra¢des dos sais do meio basico de Murashige e Skoog (1962)
(‘MS’). Apos 6, 9 e 12 meses de cultivo, foram avaliados os pesos da matéria
seca da parte aérea e do sistema radicular e o conteido de emetina. Aos seis
meses de cultivd, a solugio nutritiva com 25% de concentragdo dos sais foi a

que demonstrou tendéncia de maior acimulo de biomassa e biossintese de

<

emetina. Durante o nono més, as trés variaveis tiveram maiores aumentos com a
utilizagio da solugdo nutritiva com 50% de concentragiio dos sais, enquanto, aos
12 meses, a solugiio com 100% de concentragio dos sais induziu a maior sintese
de emetina (2,325%) e a solugdo com 50% promoveu a maior produgio de
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biomassa seca na parte aérea (1,52g) e no sistema radicular (4,94g) (Costa,
1995).

['_ Moore (1945) estudou os efeitos das deficiéncias de enxofre (S),

é nitrogénio (N), fosforo (P), calcio (Ca), potassio (K), ferro (Fe) e magnésio (Mg)
em um clone de Derris elliptica, em cultura de areia. Os principais resultados
foram os seguintes: restricdo no crescimento da brotagdo, comum em todas as
deficiéncias minerais, sendo mais severo nos tratamentos -K, -P, e -Ca;
restri¢io na matéria seca da raiz maior nos tratamentos K, -Ca ¢ -Mg; padrdes
especificos de clorose apareceram nas folhas de todas as deficiéncias, exceto ~N,
-K e —Ca; raizes secas de plantas suplementadas com solugfio nutritiva completa
tiveram 1,3% de rotenona, enquanto raizes secas do mesmo clone crescido no
campo tiveram 5,2%; a qualidade da raiz, expressa como a concentra¢io de
rotenona + rotendides, foi mais alta nas raizes tratadas com -S e mais baixa nas
com -Mg, e o N organico solivel foi diretamente correlacionado com a

qualidade da raiz.

2.7 Cultura de tecidos

O desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos vegetais tem
aberto grandes perspectivas em muitas areas relacionadas com a produgio
vegetal, entre elas a micropropagagio de muitas espécies vegetais, cultivo de
linhagens livres de doengas, estudo do metabolismo primario e secundario e
melhoramento de plantas. Através da cultura de tecidos, praticamente qualquer
espécie vegetal pode ser regenerada in vitro utilizando vérios processos (Dixon,
1985; Tisserat, 1985)
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2.7.1 Cultura de calos

Uma massa de células desorganizadas, denominada calo, é uma resposta
comum quando um tecido cultivado in vitro passa por injurias fisicas ou
quimicas, podendo se diferenciar em orgdos ou tecidos. Em geral, o calo é o
material de partida para a producdo e o acimulo de metabdlitos secundarios in
vitro. Para a indugdo de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante, entretanto, tecidos e orgdos contendo células ndo
diferenciadas, como as que ocorrem em apices caulinares, gemas axilares e
regides meristematicas, sao mais adequados (Handro e Flch, 1990).

O crescimento e o desenvolvimento de calos podem ser verificados pela
curva de crescimento, que geralmente apresenta cinco fase distintas: fase lag,
exponencial, linear, desaceleragdo e estacionaria. A fase lag se caracteriza como
fase de maior producdo de energia; a fase exponencial como biossintética; a fase
linear caracteriza-se de diminuigao da divisdo celular, mas aumento de volume
celular; a fase de decsaceleragdo é o momento em que as culturas devem ser
transferidas para outro meio devido a reducdio de nutrientes, produ¢do de
produtos toxicos, secagem do agar e redugdo do oxigénio (O,) no interior das
células, e por ultimo a fase estacionaria, quando ocorre maior acumulo de
metabolitos secundarios (Smith, 1992).

A dediferenciacdo, ou seja, a reversio de células adultas a células
juvenis pode ocorrer, levando a um processo de intensa multiplicagao celular.
Esse processo é mais lento do que quando sdo utilizadas células nido
diferenciadas e também mais dependente de reguladores de crescimento e de
condi¢des ambientais, principalmente luz e temperatura (Pierik, 1989).

Geralmente, concentragbes semelhantes de auxina e de citocinina no
meio de cultura promovem a formagdo de calos, mas isso varia em fungdo do

balango hormonal de cada espécie. Tisserat (1985), em seu estudo, comprovou
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que a produgio de calos pode ser induzida apenas pela adi¢gdo de auxina,
entretanto, quando adicionou citocinina, aumentou a proliferagio do mesmo.

A textura do calo pode variar de compacta a fridvel e de macia a nodular.
A coloragdo pode variar de acordo com o acimulo dos compostos alvos e
também depende da a cultura ser fototrofica ou ndo fototrofica. Em muitos
casos, a selegdo de células produtoras ¢ muito importante no acumulo de
metabdlitos secundarios.

Compostos secundarios produzidos pela planta mde, na maioria dos
casos, ndo sdo encontrados em calos. Apenas a regenera¢io da raiz, dos brotos
foliares e da propria planta restauram a produgio destes compostos (Kawaguchi
et al., 1993). Em particular, o calo funciona como meristema e a ndo producdo
dos compostos secundarios esta relacionada com a alta atividade metabolica
direcionada pela mitose. A diferenciagdo destas células, assim como a
desaceleragdo da atividade mitética, progressivamente, permitem o acimulo dos

metabdlitos secundarios.
2.7.2 Micropropagaciio

A propagacio vegetativa in vitro, também denominada de
micropropagag3o por causa do tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicagdo
mais pratica da cultura de tecidos e aquela de maior impacto na modema
biotecnologia vegetal.

A primeira aplicagdo comercial da micropropagacio foi feita por Morel
(1960), citado por Grattapaglia e Machado (1998), ao multiplicar orquideas
mediante cultura de apices caulinares e regeneragdo de protocormos, diminutas
estruturas que se diferenciavam e davam origem a embrides. A sucessiva divisdo
desses protocormos acelera a propagacio de orquideas.

A micropropagagio pode ser conduzida por uma destas trés maneiras: 1)
multiplicagdo por meio da proliferagio de gemas axilares; 2) multiplicagio
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mediante indug¢do de gemas adventicias por organogénese direta e indireta e 3)
multiplicagdo via embriogénese (Grattaplagila e Machado, 1998).

A propagagdo in vitro de plantas tem sido incrementada nos ultimos
anos devido a varios fatores: dificuldades na reproducdo (baixa taxa de
germinagao, por exemplo); exploracdo irracional, resultando na quase extingio
de algumas espécies; modificagdo do meio ambiente (por exemplo, poluigio do
ar, agua e solo), dificultando a coleta de plantas saudaveis.

A propagacdo vegetativa de plantas medicinais, aromaticas e inseticidas
segue as mesmas técnicas usadas para plantas de interesse agrondmico. As
plantas podem ser regeneradas a partir de meristemas (embrido, apices
caulinares, gemas axilares) ou de tecidos ndo meristematicos, através da
organogénese ou embriogénese. Varias técnicas de propagagdo clonal tém sido
usadas para plantas medicinais, aromaticas e inseticidas. As plantas regeneradas
a partir de meristemas s3o geneticamente idénticas a planta original, sendo
interessante do ponto de vista bioindustrial, visando a produg¢do dos mesmos
compostos naturais (Balandrin e? al., 1985; Balandrin e Klocke, 1985).

2.8 Metabdlitos primédrios e secundarios

As proteinas, os dcidos nucléicos e os polissacarideos constituem as trés
classes de biomoléculas de alto peso molecular. Os lipideos, polinuclectideos,
mono e polissacarideos constituem as classes mais abundantes de compostos
encontrados no reino vegetal. Estas moléculas de ocorréncia ampla constituem
os chamados metabélitos primarios, enquanto aquelas de ocorréncia restrita as
espécies, géneros ou familias de plantas, constituem os compostos do
metabolismo secundario. Denomina-se metabélito secundario todo composto
orginico de baixo peso molecular cbtido a partir da biossintese de qualquer
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organismo vivo e que ndo seja metabolizado pelo organismo como fonte de
carbono.

Os metabolitos secundarios tém funcio de prote¢do in vivo nas plantas
contra microorganismos patogénicos, contra a ag¢fo destruidora dos raios
ultravioleta (U.V.), como repelentes de insetos predadores. Também podem
atuar como atraentes de polinizadores, inibidores de crescimento na competi¢do
entre vegetais, ¢ em insetos como precursores de ferchorménios sexuais ou
como defesa. Devido ao fato dos metabolitos secundarios possuirem estas
propriedades com valores intrinsecos nas plantas, muitos destes produtos podem
ser comercializados e usados como inseticidas na agricultura e firmacos na
industria de medicamentos.

A quimica de produtos naturais tem promovido avangos no processo de
obtengio e no entendimento das fungdes e aplicagoes dos metabolitos
secundarios com beneficios sociais. Ja a bioquimica tem contribuido bastante no
entendimento da formacdo dos metabolitos e das enzimas envolvidas no
processo. A aplicacdo da biotecnologia permite estudar as rotas biossintéticas,
assim como, através da engenharia genética, produzir plantas transgénicas que
apresentem melhor resisténcia aos ataques de pragas e de doengas; obter
melhores rendimentos na produgdo dos compostos secundarios de interesse e

melhor adaptagdo ao meio ambiente.
2.9 Biossintese dos metabélitos secundérios

Os produtos secundarios de plantas sdo usados em beneficio do homem
como fonte de flavorizantes, inseticidas e como farmacos em geral. As plantas
sdo, também, fontes de vitaminas e matérias primas para a fabricagio de
utensilios.

Por longo periodo, os metabolitos secundarios foram considerados
produtos finais do metabolismo, sem funcSes definidas para as plantas,
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(Mitscher et al., 1984), isoflavanas e isoflavanonas. Os isoflavonéides sdo
compostos que, em geral, possuem atividade antimicrobiana (Honda ¢ Tabata,
1982).
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FIGURA 5 — Biossintese de flavonéides e isoflavondides. UFLA, Lavras - MG,
2000.
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organismo vivo e que nio seja metabolizado pelo organismo como fonte de
carbono.

Os metabolitos secundarios tém funcdo de prote¢do in vivo nas plantas
contra microorganismos patogénicos, contra a agdo destruidora dos raios
ultravioleta (U.V.), como repelentes de insetos predadores. Também podem
atuar como atraentes de polinizadores, inibidores de crescimento na competigio
entre vegetais, e em insetos como precursores de ferchorménios sexuais ou
como defesa. Devido ao fato dos metabdlitos secundarios possuirem estas
propriedades com valores intrinsecos nas plantas, muitos destes produtos podem
ser comercializados e usados como inseticidas na agricultura e farmacos na
industria de medicamentos.

A quimica de produtos naturais tem promovido avangos no processo de
obtengdo e no entendimento das fungdes e aplicagdes dos metabdlitos
secundarios com beneficios sociais. Ja a bioquimica tem contribuido bastante no
entendimento da forma¢do dos metabolitos e das enzimas envolvidas no
processo. A aplicagdo da biotecnologia permite estudar as rotas biossintéticas,
assim como, através da engenharia genética, produzir plantas transgénicas que
apresentem melhor resisténcia aos ataques de pragas e de doencas; obter
methores rendimentos na produgiio dos compostos secundarios de interesse e
melhor adaptagdo ao meio ambiente.

2.9 Biossintese dos metabélitos secunddrios

Os produtos secundarios de plantas sdo usados em beneficio do homem
como fonte de flavorizantes, inseticidas e como firmacos em geral. As plantas
sdo, também, fontes de vitaminas e matérias primas para a fabricagio de
utensilios.

Por longo periodo, os metabdlitos secundirios foram considerados
produtos finais do metabolismo, sem fungdes definidas para as plantas,
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entretanto com propriedades biologicas importantes sendo exploradas pelo
homem. Nos dias atuais, evidéncias experimentais mostram que os metabélitos
secundarios sdo biossintetisados tanto pelas plantas quanto por outros
organismos, devido as suas interagdes com o meio ambiente (Williams e
Harbome, 1989).

Para serem efetivos como moléculas de defesa, os metabélitos
secundarios precisam ser produzidos e armazenados em concentragdes
suficientes nos drgdos e sitios intracelulares especificos. Alguns compostos
secundarios sdo biossintetisados e acumulados no mesmo local da biogénese
(Sauerwein, Ishimaru e Shimomura, 1991), outros sdo transportados e em
seguida acumulados em orgdos diferentes do local da biossintese (Dawson,
1941; Dawson, 1942 citados j)or Santos, 1996). A biossintese de determinados
compostos secundarios pode ocorrer em todos os tecidos e células de uma dada
espécie vegetal devido a totipoténcia celular. Entretanto, como via de regra, a
biossintese é restrita a determinado 6rgdo, tecido e/ou célula especializada e esta
relacionada com a diferenciagiio e o desenvolvimento celular (Wiermann, 1981).
Dentro da célula, existem sitios especificos de biossintese de natureza lipo e
hidrofilica que armazenam os produtos secundarios de acordo com suas
propriedades. Alguns precursores, assim como a propria molécula, podem ser
transportados intra ou intercelularmente através de transporte passivo ou ativo
(Brodelius e Pedersen, 1993).

2.10 Os isoflavonéides e o grupo dos rotendides

Os isoflavondides sdo compostos orgdnicos obtidos a partir de plantas e
cuja distribuiciio no reino vegetal é restrita a algumas familias. Geralmente sdo
encontrados nas raizes, possuindo uma estrutura basica 1,3-bisfenilpropanoide,
que é formada, somente a partir da flavonona, através de um rearranjo do grupo
fenila na estrutura cromanona (Figura 5). Os isoflavonéides representam uma
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subclasse dos flavondides muito distinta e importante. Ao contrario dos
flavondides, os isoflavondides tém uma distribuicdo muito limitada no reino
vegetal e sdo quase que inteiramente restritos a familia Leguminoseae,
principalmente na subfamilia Papilionoideae (Dewick e Martin, 1979; Dewick,
1988). Sao encontrados, também, nas subfamilias Caesalpinioideae e
Mimosoideae (Dewick, 1988). Outras familias conhecidas por produzirem
isoflavondides, mas em pequeno numero, sio Amaranthaceae, Chenopodiaceae,
Compositae, Cruciferae, Menispermaceae, Moraceae, Myristicaceae, Rosaceae,
Scrophulariaceae, Stemonaceae, Zingiberaceae (Dewick, 1988) e Nictaginaceae
(Messana, Ferrari e Sant’ Ana, 1986; Kadota et al., 1989).

A larga vaniagdo dos isoflavonoides surpreende em relagio a sua
distribuigio restrita no reino vegetal, o que é alcangado com a diversificagdo de
anéis homo e heterociclicos, diferentes niveis de oxida¢do e incorporagdo de
grupos alifaticos e/ou oxigenados. Dentro da subclasse dos isoflavonéides
encontram-se seus grupos constituintes: Isoflavonas, isoflavononas, rotendides
(cuja a caracteristica principal ¢ a presenca de um carbono extra ligado em C-2
na estrutura da isoflavona, que forma o segundo anel heterociclico, levando ao
grupo dos rotendides; esse grupo de compostos é subdividido em trés subgrupos
de acordo com os niveis de oxidagdo no sistema de anel rotenoidico: subgrupos -
rotencides,  12a-hidroxi-rotendides e  de-hidrorrotenédides) (Figura 6),
pterocarpanos, isoflavanas, isoflavenos, coumaronacromonas, 3-arilcoumarinas,
coumestanos, a-metildesoxibenzoinas, 2-arilbenzofuranos e oligdmeros (
Dewick e Martin, 1979; Dewick, 1988; Simdes ef al., 1999).

Supde-se que os isoflavonéides atuem como antibiéticos, pois no solo
estdo presentes muitos microorganismos que se infiltram, principalmente nas
raizes dos vegetais. Os isoflavondides sdo produzidos nas raizes, supostamente
no combate a estes agentes invasores. Na maioria dos casos, os isoflavonéides
sdo produzidos como fitoalexinas e esta atividade é atribuida aos pterocarpanos
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(Mitscher et al., 1984), isoflavanas e isoflavanonas. Os isoflavonéides sdo
compostos que, em geral, possuem atividade antimicrobiana (Honda e Tabata,
1982).
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FIGURA 5 - Biossintese de flavonéides e isoflavonéides. UFLA, Lavras - MG,
2000.
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de-hidrorrotenGides

FIGURA 6 - Estruturas de compostos roten6ides. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Outras fungdes atribuidas aos isoflavonédides sdo: atividade inseticida,
atribuida principalmente aos rotendides (Birch, Crombie e Crombie, 1985);
atividade estrogénica, atribuida as isoflavonas e ao coumestanol (Gil, Rairez e
Diaz, 1984); fungfio alelopética, uma isoflavona atua como sinal de
reconhecimento da planta hospedeira Astragalus spp. pela planta parasita
Agaliun purpurea (Scrophulariaceae) (Steffens er al., 1982) e a atividade
biolégica mais recente atribuida aos isoflavondides, a anti-alimentar de insetos
(funggo deterrente) (Dewick, 1988).

As seguintes atividades biol6gicas de isoflavonéides foram observadas:
anti-arterosclerética, atribuida a isoflavona genisteina-8-O-glicosideo (Laman e
Oleksrusk, 1982); efeito dilatador coronério, atribuido & isoflavona 7-hidréxi-4°,
8-dimetoxiisoflavona (Chen et al., 1983); inibicfio da fosfodiesterase coronéria,
atribuida aos rotendides (Petov ef al., 1983); inibigdio da biossintese de
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prostaglandinas, atribuida a glicopiranosil deidazeina, uma isoflavona isolada de
Dalbergia odorifera (Goda et al., 1985); antidoto oral contra venenos de cobra e
aranha, atribuido aos pterocarpanos cabenegrina A-1 e cabenegrina A-II
(Nakagawa et al., 1982), e atividade ictiotoxica, atribuida a rotenona.

2.11 Isoflavondides obtidos em cultura de tecidos

Na maioria dos casos, os isoflavondides obtidos in vitro, sdo
fitoalexinas. Em geral, como toda fitoalexina, sio lipofilicas, e devido as suas
atividades biologicas, os mesmos sio de grande interesse. A producio de
isoflavonodides usando cultura de tecidos apresenta algumas vantagens sobre
algumas outras classes de metaboélitos secundarios:

1 - As enzimas das rotas dos fenilpropanéides ja sdo bastante conhecidas,

2 - Muitas enzimas que formam os isoflavondides também sdo conhecidas, e as
principais sdo L - fenilalanina aménia liase (PAL), chalcona sintetase (CHS) e
chalcona isomerase (CHI) (Dixon e Lamb, 1990),

3 - Alguns indutores, assim como os reguladores de crescimento que ativam
estas enzimas, produzindo alguns isoflavondides em concentracio mais elevadas
que na planta de origem, s3o conhecidos,

4 - Em geral, elicitores bidticos ativam enzimas da rota dos fenilpropanéides in vitro
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE PLANTULAS DE TIMBO EM CONDICOES DE
CULTIVO IN VITRO

1 RESUMO

CONCEICAO, H.E.O. da. Produgiio de plintulas de timb6 em condigGes de
cultivo in vitro. Lavras: UFLA, 2000. 191p. (Tese — Doutorado em
Fitotecnia)*.

Estudos sobre propagagdo e crescimento de espécies de timbos sdo escassos,
desta forma, este trabalho teve como objetivo verificar a influéncia de variagdes
de concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’
na germinagio de sementes e n» crescimento de plantulas de Derris urucu em
condi¢des de cultivo in vitro. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados através
das seguintes variaveis de resposta: nimero de sementes germinadas aos 3, 4, 5,
6,7,8,9, 10, 11 e 12 dias de cuitivo in vitro, nimero de folhas, comprimento do
caule e biomassas fresca e seca da raiz, caule e folha (MFR, MFC, MFF, MSR,
MSC e MSF, respectivamente) apos 12, 24 e 35 dias de cultivo. Sementes de D.
urucu iniciaram a germinagdo a partir do terceiro dia de cultivo, no sexto dia
atingiram 50% e aos doze dias alcangaram 85% de germinagio em meio
nutritivo ‘MS’ formulado com diferentes concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes deste meio basico. O nimero de sementes germinadas de D.
urucu ndo foi afetado pelas variagdes das concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’. A melhor resposta de crescimento de
plantulas de D. urucu, em condigSes de cultivo in vitro, foi proporcionada pela
formulagdo constituida com 50% dos sais dos macro e micronutrientes do meio
nutritivo ‘MS’.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso ~ UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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2 ABSTRACT

CONCEICAO, H.E.O. da. “Timbé* plantlet production under conditions of
in vitro cultivation. Lavras: UFLA, 2000. 191p. (Thesis — Doctorate in Crop
Science)*.

Studies on the propagation and growth of “timbd™ species are scarce, thus, this
was intended to verifie the influence of variations of concentrations of the macro
and micronutrient salts of the ‘MS’ nutrient medium on the germination of
seeeds and growth of Derris urucu seedlings under conditions of in vitro
cultivation. The effects of the treatments were evaluated through the following
response variables: number of seeds germinated at 3,4, 5,6, 7,8,9, 10, 11 and
12 days in vitro cultivation; number of leaves, stem length and fresh and dry
biomass of the root, stem and leaf (MRF, MFC, MFF, MSR, MSC and MSF,
respectively) after 12, 24 and 35 days of cultivation. D. urucu seeds started their
germination from the third day of cultivation, on the sixth day they reached 50%
and at 12 days they attained 85% of germiantion in ‘MS’ nutrient medium
formulated with different concentrations of the macro and micronutrient salts of
this basic medium. The number of seeds germinated of D. wrucu was not
affected by the variations of the concentrations of the macro and micronutrient
salts of the ‘MS’ nutritive medium. The best growth response of D. urucu
seedlings under conditions of in vitro cultivation was provided by the
formulation made up of 50% of the macro and micronutrient salts of the ‘MS’
nutrient medium.

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA
(Adviser), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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3 INTRODUCAO

Existem muitas plantas com propriedades ictiotoxicas e inseticidas;
entretanto, dentre essas destacam-se os timbos brasileiros, cujo uso tem sido
relatado ha bastante tempo. Derris urucu e Derris nicou sdo as principais
espécies de timbés produtoras de rotenona (Lima, 1987).

O uso de plantas inseticidas é especialmente predominante em paises em
desenvolvimento, nos quais elas crescem localmente como recursos genéticos
renovaveis se sio manejadas corretamente, sendo o seu uso mais barato do que
os pesticidas quimicos sintéticos. Comercialmente, contudo, somente algumas
destas plantas, isto é, aquelas que contém piretro, rotendides e certos alcalides,
tém sido usadas em alguma extensio, nos Estados Unidos da América do Norte,
como fonte de inseticidas (Gordon e Coppen, 1993). Rotenona e rotendides tém
sido usadas como inseticidas e piscicidas.

O habitat dos timbos é a imensa floresta equatorial da planicie
amazénica, alargando-se para as Guianas e alguns paises do mar das Antilhas
(Gomes, 1946). As pequenas culturas de timbds existentes nas proximidades das
cidades de Belém, Gurupa e Acard, no Para, e ao longo do Rio Amazonas até
Iquitos, no Peru, apresentam um desenvolvimento magnifico. Sdo regides
equatoriais, recebendo, em regra, mais de 2.000 mm de chuvas anuais,
distribuidas na maior parte do ano, principalmente de cutubro a maio.

Os timbos respondem desfavoravelmente quando crescem fora do seu
habitat natural. Moore (1945), trabathando com uma outra espécie de timbo, a
Derris elliptica, cujo habitat natural sdo as ilhas do Sudeste do Pacifico,
verificou diferencas marcantes no crescimento e na producio de rotenona e
rotendides em experimento sobre omissdo de macronutrientes, em condicdes de

cultivo em areia, em Porto Rico.
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Os efeitos de fatores internos e externos que interferem na germinagdo
de sementes de plantas cultivadas em condigdes de cultivo ex vitro sdo
complexos e ja foram amplamente documentados por varios autores (Carvalho e
Nakagawa, 1983; Popinigis, 1985; Lima e Garcia, 1996); porém, pouco tem sido
investigado nas espécies nativas e/ou em fase de domesticacdo e, em especial,
sob condi¢des de cultivo in vitro.

Dentre os problemas apresentados pelos timbds, destacam-se aqueles
relacionados com a propagagdo sexual de D. nicou, visto que esta espécie
floresce com extrema raridade. A propagagio vegetativa das espécies também
oferece dificuldades. Estudos sobre a propagagio e o crescimento de timbés séo
escassos; desta forma, este trabalho teve como objetivo verificar a germinacdo
de sementes e o crescimento de plintulas de timbé em condi¢Ges de cultivo in
vitro, em meio nutritivo formulado com cinco concentragdes dos sais dos macro
e micronutrientes de Murashige e Skoog (1962) (‘MS’).

4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Aspectos gerais da germinac&o de sementes

Para Labouriau (1983), a germinagiio é um fenémeno bioldgico que pode
ser considerado botanicamente como a retomada do crescimento do embrido,
com o conseqiiente rompimento do tegumento pela radicula. Todavia, para os
tecnologos de sementes, a germinagio é reconhecida como tal desde que as
plintulas apresentem tamanho suficiente para que se possam avaliar a
normalidade de suas partes e a sua possibilidade de sobrevivéncia. Do ponto de
vista fisiolégico, germinar é simplesmente sair do repouso e entrar em atividade
metabolica (Borges e Rena, 1993).
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Pancholi, Wetten e Caligari (1995) compararam a germina¢do in vivo
com a cultura in vitro de embrides, em Musa velutina. A germinagio in vivo
alcangou 78% apds 9 meses da semeadura. EmbriGes excisados e inoculados em
meio nutritivo ‘MS’, a meia forca, com ou sem suplementagdo de varias
concentragdes de acido giberélico e incubados em condi¢des de luz e de escuro,
alcangaram 82% de germinagdo ap6s duas semanas de cultivo no escuro, em
meio nutritivo contendo 0,1 uM de acido giberélico.

Beltrio e colaboradores (1999) realizaram estudos sobre a germinagdo
in vitro de sementes coletadas de frutos maduros de Rauwolfia ternifolia.
Quanto a germinagio em condigdes de cultivo in vitro, este processo iniciou-se
apos 14 dias de incubagdio em tubos de ensaio com meio de cultura de Knop.

Coelho (1999), realizando testes de germinag¢do in vitro com sementes
seccionadas e embrides de sucupira branca [Prerodon pubescens (Benth.)
Benth.], em ‘MS’ liquido a meia for¢a, suplementado com vitaminas de ‘MS’ e
2% de sacarose, verificou que os embrides foram superiores em todos as
caracteristicas avaliadas. A mesma autora, realizando outro teste de germinagio
in vitro com sementes escarificadas e embrides de sucupira branca em ‘MS’, a
meia forga, suplementado com vitaminas de ‘MS’ e 2% de sacarose, reporta a
existéncia de diferengas significativas dos fatores estudados para todas as
caracteristicas avaliadas, detectando a superioridade dos embrides sobre as
sementes escarificadas.

A germinagio de sementes e de embrides em condigdes de cultivo in
vitro tem sido usada para varias espécies de plantas. O emprego dessa técnica da
cultura de tecidos tem sido necessario para estudar problemas de dorméncia de
sementes, testar viabilidade de sementes, recuperar hibridos raros de cruzamento
incompativel (Hu e Ferreira, 1990; Pasqual, Ribeiro ¢ Ramos, 1990; Coelho,
1999) e obter explantes jovens e assépticos para diversos estudos em condigdes
de cultivo in vitro (Pasqual e Barros, 1992; Pinto et al., 1994).
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4.2 Crescimento de plantulas in vitro

h A quantidade de nutrientes exigida pela planta é fungdo dos seus teores

f/no material e do total de matéria seca produzida. Os minerais sdo o grupo de
nutrientes mais importante apos a fonte de carboidratos, para o desenvolvimento
in vitro. O meio de cultura mais popular é o ‘MS’ de Murashige e Skoog (1962),
justamente porque a maioria das espécies reage favoravelmente. Entretanto, o
meio nutritivo nem sempre é favoravel para o crescimento e desenvolvimento
dos explantes comumente usados nas técnicas de cultura de tecidos, devido a
alta composi¢do dos sais minerais.

Santiago (1999) e Santiago et al. (1999) verificaram, em pimenta longa
(Piper hispidinervium C.DC.), apés 75 dias de cultivo in vitro, que a reducdo do
nitrogénio amoniacal do meio nutritivo ‘MS’ n3o afetou expressivamente os
pesos das matérias fresca e seca da plantula quando associado a dosagem normal
e duplicada de fosforo. Os autores relatam que a suspensio do nitrogénio
amoniacal do meio nutritivo ‘MS’, mantendo-se apenas o nitrato (KNO;),
proporcionou um maior crescimento em peso das matérias fresca e seca das
plantulas de pimenta longa cultivadas i vitro. O aumento na relagio NO,/NH,’
proporcionou um aumento consideravel na produgio de matéria seca total.

Para Caldas, Haridasan e Ferreira (1998), os meios nutritivos utilizados
para a cultura de células, tecidos e 6rgios de plantas fomecem as substincias
essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em parte, o padrao de
desenvolvimento in vitro. As mesmas vias bioquimicas e metabélicas basicas
que funcionam nas plantas sio conservadas nas células cultivadas, embora
alguns processos, como a fotossintese, possam ser inativados pelas condigdes de
cultivo e pelo estado de diferenciacdo das células. Por isso, os meios nutritivos
se baseiam nas exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com

algumas modifica¢des para atender as necessidades especificas in vitro.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Influéncia da concentragéio dos sais de ‘MS’ na germinagéio de sementes
e crescimento de plintulas de timbé sob condi¢Ges de cultivo in vitro.
Dois experimentos foram conduzidos no laboratério de Cultura de
Tecidos Vegetais da Universidade Federal de Lavras, Minas Gerais, no periodo
de abril a junho de 1998.

S.1.1 Efeitos de concentracdes dos sais de ‘MS’ sobre a germinagiio de
sementes de Derris urucu em condigdes de cultivo in vitro.

5.1.1.1 Desinfestacdio das sementes

Sementes de D. wrucu de exemplares do clone 37, do banco de
germoplasma da EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL, foram desinfestadas
em etanol 70% durante 60 segundos. Depois em solugdo de hipoclorito de sédio
a 60% da formulagio comercial por 15 minutos, sob agitacdo. Em condigoes de
sala de inoculagdo, sob ambiente de cimara de fluxo laminar horizontal, as

sementes foram lavadas trés vezes com agua destilada autoclavada.
5.1.1.2 Tratamentos e condig¢bes de cultivo

Os tratamentos, em namero de cinco, foram obtidos variando as
concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes de ‘MS’ em 1/1; '4; %; 1/8 e
1/16, sem regulador de crescimento. Os meios de cultura foram solidificados
com 0,7% de agar e pH ajustado para 5,740,1 antes da autoclavagem. A
inoculagio das sementes foi feita em condigbes assépticas, colocando 10
sementes por placa de petri contendo 20 mL de meio de cultura de cada
tratamento, e em seguida fazendo a vedagdo da mesma com filme de polietileno.
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Todos os tratamentos foram mantidos em sala de crescimento durante 12 dias,
sob irradidncia de 25 pumol.m™s”, temperatura e umidade relativa do ar de
26£1°C e 70+5%, respectivamente, e fotoperiodo de 16 h. A variavel de resposta
estudada foi o nimero de sementes germinadas (NSG) aos 3; 4; 5; 6; 7; 8, 9; 10;
11 e 12 dias de cultivo in vitro (DCIV). A germinagio de sementes foi
considerada quando a protrusdo do sistema radicular apresentava pelo menos 0,5

cm de comprimento.

5.1.1.3 Delineamento experimental e andlise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 5
tratamentos e 4 repetigdes, cada uma constituida por uma placa de petri
contendo 10 sementes. Os dados obtidos foram submetidos a analise de

variancia para a variavel em questio.

5.1.2 Efeitos de concentracgdes dos sais de ‘MS’ no crescimento de plantulas
de Derris urucu em condic¢des de cultivo in vitro.
A desinfestacdo das sementes e as condigGes de cultivo in virro foram as

mesmas descritas para o experimento 5.1.1.
5.1.2.1 Tratamentos e varidveis de respostas

As sementes foram inoculadas em meio basico de ‘MS’, variando-se as
concentragoes dos sais dos macro e micronutrientes de ‘MS’ em 1/1; %;; Y%4; 1/8 e
1/16, sem regulador de crescimento, os quais constituiram um dos fatores
estudados. As variaveis de respostas estudadas foram nimero de folhas (NF),
comprimento do caule (CC), matéria fresca da raiz (MFR), matéria fresca do
caule (MFC), matéria fresca fotha (MFF), matéria seca da raiz (MSR), matéria
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seca do caule (MSC) e matéria seca da folha (MSF) aos 12, 24 e 35 dias de
cultivo in vitro (DCIV).

5.1.2.2 Delineamento experimental e analise estatistica

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 5 x 3 (5 concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes de
‘MS’ - M e 3 épocas de avaliagio - DCIV), com 6 repetigdes, cada uma
constituida por 2 tubos de ensaio de vidro de 150 x 25 mm. Os dados obtidos
foram submetidos a analise de variancia para as variaveis em questao, e quando
significativos, procederam-se as analises de regressao polinomial de acordo com

Pimentel Gomes (1990).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeitos de concentracdes dos sais de ‘MS’ sobre a germinagdo de
sementes de Derris urucu em condigdes de cultivo in vitro.

O resultado da analise de variancia dos dados € apresentado na Tabela 1.
Observa-se que aos doze dias de cultivo in vitro, o nimero de sementes
germinadas de timbé ndo apresentou diferenga estatistica significativa entre os
tratamentos, ou seja, as variagdoes das concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes de ‘MS’ ndo interferiram nesta variavel até aos doze dias de
cultivo in vitro. De modo geral, verificou-se que a germinagdo das sementes de
timbo inicia-se no terceiro dia, e a partir do sexto dia, todos os tratamentos ja
mostravam um numero de sementes germinadas superior a 50%. Aos doze dias
de cultivo in vitro, o nimero de sementes germinadas variou de 70 a 85%,
respectivamente para os tratamentos constituidos com % e 1/8 das
concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’.

Pancholi, Wetten e Caligari (1995), estudando a germinagdo de embrides de



Musa velutina, relatam que 82% de germinagdo foram obtidos apds duas
semanas de cultivo na obscuridade, em meio nutritivo ‘MS’ a meia forga,
suplementado com 0,1 pM de acido giberélico. Resuitados semelhantes tém sido
relatados por Coelho (1999) para sucupira branca [Pterodon pubescens (Benth.)
Benth].

TABELA | - Resumo da anilise de varidncia para nimero de sementes
germinadas (NSG) de timb6 avaliadas aos12 dias de cultivo in
vitro. Dados nio transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significincia’
Meio de cultura 4 1,8250™

Residuo 15 2,7500

Média - 7,6500

CV (%) - 21,6770

" ns = ndlo significativo a 0,05 de probabilidade pelo teste F.

Estudos de germinagio in vitro envolvendo diversos fatores deste
processo tém sido relatados para varias espécies de plantas (Beltrio e
colaboradores, 1999; Hu e Ferreira, 1990; Pasqual, Ribeiro e Ramos, 1990;
Pasqual e Barros, 1992; Pinto e al., 1994; Pancholi, Wetten e Caligari, 1995).

Fidelis (1998) estudou, em condigGes de cultivo in virro, os efeitos da
presen¢a ou ndo do tegumento da semente, de duas condi¢des de fotoperiodo e
de quatro concentragdes de sacarose em sementes de mama-cadela (Brosimum
guadichaudii Tréc.). O autor relata respostas diferenciadas de germinagio de
acordo com os tratamentos usados. Contudo, na comparagio geral dos
tratamentos, houve superioridade da presenga de tegumento da semente e das
concentracdes de sacarose, até 7%, sobre a germinagio de sementes desta
espécie.

Coelho (1999) relatou a superioridade, em teste de germinagio em
condi¢des de cultivo in vitro, de embrides sobre sementes seccionadas de

sucupira branca, cultivadas em meio liquido diluido para metade da forga dos
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sais dos macro e micronutrientes de ‘MS’ suplementado com vitaminas de ‘MS’
e 2% de sacarose. O maximo de germinagio dos embriSes foi alcangado aos 14
dias, enquanto, para as sementes seccionadas, este valor s6 foi encontrado aos 26
dias de cultivo in vitro. A superioridade dos embrides sobre as sementes
seccionadas foi atribuida a rapidez no processo de embebigdo, além da maior
area de superficie de absor¢@o em contato com o meio liquido; ao contrario nas
sementes seccionadas, provavelmente o tegumento da semente ainda agiu como

uma barreira nesse processo.

6.2 Efeitos de coacentracdes dos sais de ‘MS’ no crescimento de plintulas
de Derris urucu em condi¢des de cultivo in vitro.

Nas Tabelas 2 e 3 s3o apresentados os resumos das analises de varidncia
dos dados referentes ao numero de folhas, comprimento do caule e matérias
fresca e seca da raiz, caule e folha de plantulas de D. urucu cultivadas in vitro,
em meio nutritive formulado com diferentes concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes de ‘MS’, durante 12, 24 e 35 dias de cultivo in vitro. Observa-se

T que o crescimento in vitro de plintulas de D. urucu em meio nutritivo ‘MS’
apresentou comportamento variado, indicando que estes efeitos no crescimento
foram influenciados pelos tratamentos utilizados.

Respostas de crescimento e desenvolvimento de diversas espécies em
condigdes de cultivo in vitro, envolvendo varios aspectos da cultura de células,
tecidos e Orgdos, tém sido investigadas por varios autores (Fidelis, 1998;
Santiago, 1999; Coelho, 1999).



TABELA 2 - Resumo das analises de varidncias para nimero de folhas (NF),
comprimento do caule (CC) e matéria fresca da raiz e caule (MFR
e MFC) de plantulas de timbd aos 12, 24 e 35 dias de cultivo.
Dados ndo transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significincia’

NF CC MFR MFC
Meiodeculura(M) 44,4000  83968%* 0,0612**  0,0142**
Epoca deavaliagdo (DCIV) 2 T7238111** 58,2774** (,6555** 0,1482%*

M x DCIV 8 55750  1,9217*%  0,0295** 0,0007**
Residuo 75 3,6777 0,3143 0,0007 0,0005
Média - 6,8777 2,5311 0,2801 0,1517
CV (%) - 27,8830 22,1510 9,3000 14,2630

TRS ¢ *% nao significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

TABELA 3 - Resumo das analises de varidncias para matéria fresca da folha
(MFF) e matérias seca da raiz, caule e fotha (MSR, MSC e MSF,
respectivamente) de plantulas de timbo aos 12, 24 e 35 dias de
cultivo in vitro. Dados nio transformados. UFLA, Lavras - MG.
2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significancia’

MFF MSR MSC MSF
Meiodecultura(M) 4  0,0730**  0,0003**  0,0001**  0,0001™
Epocadeavalilo(DCIV) 2 (,5584%*  0,0030**  0,0037**  0,0029**

M x DCIV 8 0,0273%* 0,0001**  0,0001**  0,0001"°
Residuo 75 0,0014 0,00005 0,00005 0,0001
Média - 0,4339 0,0230 0,0202 0,0472
CV (%) - 84720 29,4410 35,4650 20,3510

TRS & %% nio significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

6.2.1. Comprimento do caule (CC)

O resultado da analise de varidncia dos dados referentes a essa variavel
de resposta esta apresentado na Tabela 2. Verificou-se que nos meios de cultura
(M), os dias de cultivo in vitro (DCIV) e a interagio M*DCIV tiveram efeitos
significativos (P<0,01) em plintulas de D. urucu. O desdobramento da interagdo
mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento maior e significativo aos
24 e 35 dias de cultivo in vitro e teve um comportamento quadritico (Figura 7).
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Pode-se constatar que o comprimento do caule foi reduzido significativamente
em meios de cultura constituidos por concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’ inferiores a 50% da composigiio basica

deste meio nutritivo e aos 24 e 35 dias de cultivo in vitro.
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FIGURA 7 - Comprimento do caule de plantulas de Derris urucu em meio
nutritivo formulado com variagdes das concentragdes dos sais dos
macro e micronutrientes do meio basico de ‘MS’, durante 12, 24
e 35 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.

6.2.2. Matérias fresca da raiz, caule e folha (MFR, MFC e MFF)

Os resultados das analises de variancia dos dados das variaveis matérias
frescas da raiz, caule e folha, respectivamente, de plantulas de D. urucu, estao
apresentados nas Tabelas 2 e 3. Verificou-se que nos meios de cultura (M), as
épocas de avaliagio (DCIV) e a interagdo M*DCIV tiveram efeitos
significativos (P<0,01) nessas variaveis de respostas.

Com relagdo a matéria fresca da raiz, verificou-se que o desdobramento
da interagio mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento variado e

significativo, com baixas correlagbes aos 12 e 35 dias de cultivo in vitro (Figura
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8a), e tiveram um comportamento quadratico. A matéria fresca da raiz foi
reduzida significativamente a partir da formulagdo constituida com 50% da
concentragio dos sais dos macro e micronutrientes de ‘MS’.

Para a matéria fresca do caule, observou-se que o desdobramento da
interagdo mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento linear
significativo com baixa correlagio aos 12 dias de cultivo in vitro, e quadratico
significativo aos 24 e 35 dias de cultivo in vitro (Figura 8b). Aos 24 e 35 dias de
cultivo in vitro, a matéria fresca do caule decresceu significativamente nos
meios nutritivos formulados com as concentra¢des dos macro e micronutrientes
inferiores a 50% da concentracdo basica.

Verificou-se, para a matéria fresca da folha, que o desdobramento da
interacio mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento quadratico
significativo, com baixa correlagio aos 12 dias de cultivo in vitro e altas
correlagdes aos 24 e 35 dias de cultivo in vitro (Figura 8c). A matéria fresca da
folha seguiu 0 mesmo combortamento das matérias frescas da raiz e do caule de

D. urucu.
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24 e 35 dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG - 2000.
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6.2.3. Matéria seca da raiz e do caule (MSR ¢ MSC)

Os resultados estdo apresentados na Tabela 3. Verificou-se que a matéria
seca da raiz foi estatisticamente diferente (P < 0,01) para os tratamentos
formulados com as variagdes das concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’ (M), para as épocas de avaliagdo
(DCIV) e para a interagio M* DCIV. Verificou-se que o desdobramento da
interagio mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento quadratico
significativo aos 24 e 35 dias de cultivo in virro (Figura 9a) e seguiu a mesma
tendéncia da matéria fresca da raiz, ou seja, foi reduzida significativamente nos
meios formulados com as concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes de
‘MS’ superiores a 50%. Para a matéria seca do caule, o desdobramento da
interagio mostrou que essa varidvel apresentou um crescimento quadratico
significativo aos 12, 24 e 35 dias de cultivo in vitro (Figura 9b), com redugées
de crescimento a partir das concentragdes inferiores a 50% dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’.
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FIGURA 9 — Produgio de matéria seca da raiz (A) e do caule (B) de plantulas de
Derris urucu, em meio nutritivo formulado com variagées das
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Lavras - MG, 2000,

6.2.4. Numero de folhas (NF) e matéria seca da folha (MSF)

Os resultados estdo apresentados nas Tabelas 2 e 3. Verificou-se que o
numero de folhas foi estatisticamente diferente (P < 0,01) para épocas de
avaliagdo, obtendo-se melhores resultados aos 35 dias de cultivo in vitro (Figura
10). Entretanto, entre os tratamentos formulados com variagdes das

concentra¢des dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’, o
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numero de folhas surgidas foi semelhante para todos os tratamentos (Tabela 2).
Detectou-se, também, que inicialmente o surgimento de folhas foi pequeno,
aumentando progressivamente com o tempo de cultivo, com aumentos de 172,61
e 424,78%, respectivamente aos 24 e 35 dias de cultivo in vitro. Os resultados da
analise de varidncia dos dados referentes & matéria seca da folha revelaram
diferenca estatistica significativa (P<0,01) para dias de cultivo in vitro (Tabela
3), observando-se superioridade desta variavel aos 35 dias de cultivo in vitro
(Figura 10). Verificou-se que inicialmente o crescimento foi pequeno e
estatisticamente igual até aos 24 dias de cultivo in virro, e aumentou

significativamente aos 35 dias de cultivo in vitro.
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FIGURA 10 ~ Numero de folhas e produgio de matéria seca da folha de
plantulas de Derris urucu, em meio nutritivo formulado com
variagbes das concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes do meio basico de ‘MS’, durante 12, 24 e 35
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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De modo geral, o crescimento de plantulas de D. urucu, em condigGes de
cultivo in vitro, durante 12, 24 e 35 dias, em cinco variagbes das concentragoes
dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’, apresentou
comportamento variado para as varidveis avaliadas. Os valores mais expressivos
dessas variaveis foram obtidos aos 35 dias de cultivo in vitro, porém, através do
comprimento do caule, matéria fresca do caule, matéria fresca da folha e matéria
seca do caule, verificou-se uma redugio de crescimento de D. wrucu nos
tratamentos formulados com as concentragdes dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’ inferiores a 50%. Por outro lado, as
matérias fresca e seca da raiz foram reduzidas significativamente nos
tratamentos que usaram concentracdes superiores a 50%. As variagdes nas
concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’ ndo
influenciaram o crescimento e desenvolvimento de D. urucu quando este foi
avaliado em termos de nimero de folhas e da matéria seca da folha.

h A cultura in vitro requer, para se desenvolver, de acordo com as
caracteristicas de cada espécie, um meio nutritivo composto de macro e
micronutrientes, agucares, vitaminas, reguladores de crescimento e complexos
organicos, além de condigdes ambientais propicias, como intensidade luminosa,
temperatura, fotoperiodo, pH e umidade do ar (Caldas, Haridasan e Ferreira,
1998).

A quantidade de nutrientes exigida pela planta é funcdo dos seus teores
no material e do total de matéria seca produzida. Os minerais sdo o grupo de
nutrientes mais imi:ortante, apos a fonte de carboidratos, para o desenvolvimento
in vitro. O meio de cultura mais popular é o ‘MS’, justamente porque a maioria
das espécies apresenta respostas de desenvolvimento favoravel neste meio
nutritivo. Entretanto, esse meio nutritivo nem sempre é favoravel para o
crescimento e desenvolvimento dos explantes comumente usados nas técnicas de
cultura de tecidos, devido a alta composi¢do dos sais minerais.
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O crescimento e desenvolvimento in vifro de plantulas oriundas de
embrides de [Pterodon pubescens (Benth.) Benth.], em diferentes meios de
suporte e avaliados por diversas caracteristicas de crescimento, apresentou o
meio liquido como o mais eficiente entre os tipos experimentados (Coelho,
1999). Este comportamento foi atribuido 8 melhor absorgio dos nutrientes pelos
embrides no meio liquido, que deve ser mais rapida do que na presen¢a de
gelificantes.

O crescimento e desenvolvimento de plintulas de Brosimum
guadichaudii Tréc. oriundas de sementes imaturas, germinadas in vitro em meio
nutritivo ‘MS’ formulado com quatro concentragdes de sacarose, apos 30 e 60
dias, tiveram o numero e tamanho de raizes, o nimero de gemas axilares e o
tamanho da parte aérea aumentados com as doses crescentes de sacarose até
aproximadamente 6 ~ 7%, decrescendo apés estes valores (Fidelis, 1998).

Em pimenta longa (Piper hispidinervium C. DC.), apés 75 dias de
cultivo in vitro em meio nutritivo ‘MS’, com variagdes e combinagdes de doses
de N do nitrato de amdnio (NH;NOs) e de P do monofosfato acido de potassio
(KH.PO,), Santiago e colaboladores (1999) verificaram que a redugio de N-NH,
ndo afetou expressivamente o peso das matérias fresca e seca quando associado
4 dosagem normal ou duplicada de P. A suspensio de N-NH, do meio de
cultura, mantendo-se apenas o N-NO;, proporcionou um maior crescimento em
termos destas variaveis de resposta nessa espécie.

l/\ Ficou comprovado que a variagio na concentragdo dos sais dos macro e
micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’ no crescimento de plintulas de D. urucu
pode resultar em efeitos diferenciados no padrdo de crescimento e
desenvolvimento desta espécie. Neste trabalho, a resposta mais eficiente de
crescimento foi obtida em meio nutritivo ‘MS’ formulado com 50% da
concentragdo dos sais dos macro e micronutrientes.

55



7 CONCLUSOQOES

Sementes de Derris urucu inicia a germinagdo a partir do terceiro dia de
cultivo in vitro, no sexto dia atinge 50% e aos doze dias alcan¢a 85% de
germina¢do em meio nutritivo ‘MS’ formulado com diferentes concentragdes
dos sais dos macro e micronutrientes deste meio basico.

O numero de sementes germinadas de D. urucu ndo é afetado pelas
variagdes das concentracdes dos sais dos macro e micronutrientes do meio
nutritivo ‘MS’.

A resposta mais eficiente de crescimento de plantulas de D. urucu, em
condicdes de cultivo in vitro, é proporcionada pela formulagdo constituida com
50% dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’.
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CAPITULO 3
INDUCAO DE CALOS EM TIMBO
1 RESUMO

CONCEICAO, H.E.O. da. Inducdio de calos em timbé. Lavras: UFLA, 2000.
191p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia)®.

Varios experimentos foram conduzidos no laboratério de Cultura de Tecidos
Vegetais da Universidade Federal de Lavras — UFLA, para determinar um
protocolo eficiente para a cultura de calos de timbo, visando a sua utilizagdo
como material para sistemas de propagagdo in vitro e de produgio de
metabolitos secundarios. Os experimentos foram conduzidos nos periodos de
fevereiro a junho de 1998 e de fevereiro a setembro de 1999, utilizando diversos
tipos de explantes e varias concentra¢gdes e combinagdes de auxinas e
citocininas. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados através de variaveis de
respostas quantitativas e qualitativas. Segmento foliar (SF) oriundo de plantulas
de Derris urucu germinadas in vitro proporcionou a melhor resposta a indug¢do
de calos, em meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.l" de 2,4-D, apos
28 ou 35 dias de cultivo in vitro (DCIV). Segmento radicial (SR) oriundo de
plantulas de D. urucu germinadas in vitro propiciou a melhor resposta a indugio
de calos, em meio nutritivo de ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.I"' de ANA + 1,0
mg.I" de BAP ou 0,8 mg.I"' de AIB + 2,0 mg.I" de BAP, apés 35 DCIV. O mais
eficiente meio de cultura de manutenc¢io de calos oriundos de SF e SR de D.
urucu foi proporcionado pelo meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 2,0 mg.I”
de ANA + 2,0 mg.I"' de BAP. As curvas de crescimento de calos oriundos de SF
e SR de D. urucu apresentaram cinco fases distintas: lag, até o sexto dia;
exponencial, do sexto ao décimo segundo dia; linear, do décimo segundo dia ao
vigésimo quarto dia; desaceleragdo, do vigésimo quarto dia ao vigésimo sétimo
dia e estacionaria a partir do vigésimo sétimo dia. A produgdo maxima de
crescimento de calos foi obtido aos 24 DCIV.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA
(Orientador), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Osmar Alves Lameira
- EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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2 ABSTRACT

CONCEICAOQ, H.E.O. da. Callus induction in “timbé”. Lavras: UFLA, 2000.
191p. (Thesis — Doctorate in Crop Science )*.

Several experiments were conducted in the plant tissue culture laboratory of the
Universidade Federal de Lavras — UFLA, to determine an efficent protocol for
the “timbo™ callus culture, aiming its utilization as a material for in vitro
propagation systems and production of secondary metabolites. The experiments
were conducted in the periods of February to June, 1998 and February to
September, 1999 by utilizing several explant types and various concentrations
and combinations of auxins and cytokinins. The effects of the treatments were
evaluated through variables of quantitative and qualitative responses. Leaf
segment (LS) from Derris urucu seedlings germinated in vitro provided the best
response to callus induction in ‘MS’ medium supplemented with 1.6 mg.I" of
2,4-D after 28 or 35 days of in vitro cultivation (DCIV). Root segment (RS)
from D. urucu seedlings germinated in vitro provided the best response to callus
induction in ‘MS’ nutrient medium supplemented with 1.6 mg.I" of ANA + 1.0
mg.I" of BAP or 0.8 mg.I" of AIB + 2.0 mg.I" of BAP, after 35 DCIV. The
most efficient culture medium of maintenance of callus from LS and RS of D.
urucu was provided by the ‘MS’ nutrient medium supplemented with 2.0 mg.I"
of ANA +2.0 mg.I" of BAP. The growth curves of callus from LF and RS of D.
urucu presented five distinct phases: lag, until the sixth day; exponential, from
the sixth to the twelfth day; linear, from the twelfth day to the twenty-fourth day,
deacceleration, from the twenty-fourth day to the twenty-seventh day and
stationary from the twenty-seventh day. Maximum yield of callus growth was
obtained at 24 DCIV.

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adviser),
Maria das Gm¢a§ Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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3 INTRODUCAO

Varias espécies, desde algas até plantas vasculares, podem ser induzidas
a formar calos em cultura. Em muitos casos, este material de calo pode ser
induzido a diferenciar plantas inteiras, através da inclusdo de reguladores de
crescimento apropriados nos meios de cultura e do ambiente de cultura.

Para a indug@o de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser
utilizada como explante, entretanto, tecidos e orgdos contendo células ndo
diferenciadas, como as que ocorrem em apices caulinares, gemas axilares e
regites meristematicas, sdo mais adequados (Handro e Floh, 1990).

" Com a descoberta das fungdes independentes da auxina e citocinina na
indugio de raizes e de brotos em cultura de calos, e de um processo denominado
organogénese, Skoog e Miller (1957) estabeleceram que um dos mecanismos
basicos que o regulam parece envolver, entre outras coisas, um balango entre
niveis relativos desses dois grupos de compostos reguladores de crescimento
presentes no meio. No sistema utilizando o fumo com o qual eles trabalharam,
uma taxa relativamente alta de auxina em relagdo a citocinina (AIA/cinetina)
favorece a formacdo de raiz. O reverso favorece a formagdo de broto e
concentragdes intermediarias favorecem a proliferacdo continua de calos. Por
outro lado, e mais significativamente, algumas culuras de calos, sob
determinadas condig¢des nutricionais e hormonais, podem ser induzidas a formar
embridides adventicios bipolares. O desenvolvimento de tais embridides
somaticos a partir de tecidos somaticos segue uma seqiiéncia através das fases de
pro-embridide, globular e de torpedo, consideradas como embriogénese
somatica.

A literatura disponivel ¢ extremamente escassa de trabalhos sobre
calogénese em timbd. Desta forma, considerou-se importante, neste trabalho,

determinar um protocolo eficiente para a cultura de calos de D. urucu, visando a
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sua utilizagdo como material para sistemas de propagacdo in vitro e de produgdo

de metabolitos secundarios.

4 REFERENCIAL TEORICO

Varios fatores relacionados com o explante interferem na cultura de
calos, como o tamanho do explante, composi¢io do meio de cultura e dos
reguladores de crescimento, orgdo fornecedor do explante, a idade e a época do
ano em que o explante é colhido e o gendtipo da planta doadora. A freqiiéncia de
sobrevivéncia e a velocidade de desenvolvimento dos calos estio diretamente
relacionadas com o seu tamanho inicial (Murashige, 1974). A escolha de tecidos
dos quais as culturas podem ser iniciadas é maior em espécies dicotileddneas.
Qualquer parte da planta tem potencial para proliferar in vitro, mas é
freqiientemente encontrado que culturas de calos sdo mais facilmente
estabelecidas desde alguns orgdos do que outros. Tecidos meristematicos jovens
sdo mais apropriados, mas areas meristematicas de partes velhas de uma planta,
tais como o cambio, podem dar inicio a calos (George, 1993).

4.1 Cultura de calos e regeneragiio de plantas

Geralmente, concentragdes semelhantes de auxina e de citocinina no
meio de cultura promovem a formagio de calos, mas isso varia em fun¢do do
balango hormonal de cada espécie. Tisserat (1985), em seu estudo, comprovou
que a produgdo de calos pode ser induzida apenas pela adi¢gio de auxina,
entretanto, quando se adicionou citocinina, aumentou a prolifera¢io de calos.

Alloufa, Campos e Souza (1999) desenvolveram métodos para a
obtencdo de calos em acerola desde explante foliar cultivado em meio nutritivo
‘MS’, suplementado com diferentes concentra¢des de Kin e 2,4-D. Os resultados
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indicaram que a melhor formagio de calos tem sido obtida usando Kin e 2,4-D
nas concentragdes 5,0; 0,5 uM e 10,0; 0,5 uM, respectivamente.

Paniego e Guilietti (1994) determinaram que a indugdo de calos mais
eficiente em Artemisia annua L. foi obtida em meio ‘MS’ com 30 gl' de
sacarose, 100 rng.l" de mio-inositol, 4,5 pM de 2,4-D ou 5,4 pM de ANA. O
uso de 2 mg.I" de 2,4-D e 2 mg.I"' de BAP apresentou-se como significativo na
producio de calos derivados de hipocétilos de Cassia acufifolia (Rady e Nazif,
1997).

Uma grande quantidade de calos foi obtida através de sementes de
Pinellia pedatisecta Schott cultivadas em meio ‘B5’ (Gamborg, Miller e Ojima,
1968) e ‘MS’ suplementados com 0,5 a 6,0 mg.l'l de 2,4-D ¢ 0,5 mg.I" de BA.
Os calos cresceram rapidamente e tiveram consisténcia fridvel. Ja o meio ‘MS’
suplementado com 0,1 a 4 mg.i"’ de ANA e 0,5 mg.l" de BA influenciou na
freqiiéncia de diferenciagdo, tendo havido aumento de calos com diminuic3o da
concentragio de ANA (Baocheng ef al., 1995).

Estudos de Duskova e Dusek (1995), utilizando explantes de raizes e
partes aéreas de Leuzea carthamoides DC., observaram que os calos da parte
aérea se desenvolveram melhor em 0,5 mg.l' de AIB, obtendo-se 544% de
aumento no peso da matéria fresca apés quatro semanas. A cultura de calos
obtida das raizes cresceu bem menos, sendo que o melhor resultado foi obtido
com 1 mgl' de 2,4-D e 1 mg.i' de BAP com 230% no aumento do peso da
matéria fresca de calos.

Catapan, Otuki e Viana (1999) relatam a produgdo de calos através de
cultivo in vitro em Phyllanthus fraternus (Euphorbiaceae). Os reguladores de
crescimento utilizados para a indugio dos calos foram AIB, AIA, ANA e 2,4-D
nas concentragdes de 0,25; 0,50; 0,75 e 1,0 mgl" adicionados ao meio ‘MS’,
suplementado com 2% (w/v) de sacarose e 0,6% (w/v) de agar. Segmentos
nodais de 0,8 — 1,2 cm foram removidos de plantas axénicas com 30-40 dias de



idade e utilizados como explantes para a indugdo dos calos. As culturas foram
mantidas a 25 °C na auséncia total de luz. Apés 50 dias de cultivo, verificou-se
que todas as auxinas induziram a formacio de calos em 100% dos explantes, em
todas as concentragdes testadas, e inibiram a forma¢do de ramos. O 2,4-D
promoveu a formagio de calos com pesos de matérias fresca significativo,
destacando-se a concentragdo de 0,25 mg.I".

Estudos de Lameira e colaboradores (1997) avaliaram a influéncia do
TDZ na formagio e manutencao de calos em Cordia verbenacea L., oriundos de
segmentos caulinares com 3 a 4 cm de comprimento provenientes de mudas
cultivadas em casa-de-vegetacdo. Os explantes foram cultivados em meio
nutritivo ‘MS’ solidificado com 0,6% de agar e complementado com 0,22; 0,68;
2,04 e 6,13 uyM de TDZ. A forﬁlac;io de calos ocorreu em todos os tratamentos
com 10 a 15 dias de cultivo. Os tratamentos que apresentaram o explante com a
maior area coberta com calos, em média 75%, foram 2,04 e 6,13 uM de TDZ.
Somente nesses tratamentos os calos aumentaram de volume e mantiveram a
coloragdo inicial quando transferidos para o meio fresco de cultura. Os
tratamentos com menores concentra¢oes de TDZ apresentaram explantes com
50% da area coberta com calos, e quando transferidos para o meio fresco de
cultura, ocorreu a paralisagdo do crescimento com posterior morte dos calos.

Nyochembeng e Garton (1998) investigaram os efeitos de varios
reguladores de crescimento sobre a morfogénese em tecidos de Xanthosoma
sagittifolium. Calos foram iniciados usando explantes oriundos de apice caulinar
e peciolo em meio de proliferagdo contendo 1,36 uM de dicamba. A produciio
de calos foi significativamente maior em peciolos do que em apice caulinar. O
thidiazuron a 0,045 uM aumentou a produciio de calos quando foi usado
dicamba a 13,5 uM, e foi mais favoravel para peciolos do que para apice
caulinar.
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4.2 Curva de crescimento de calos

O crescimento e o desenvolvimento de calos podem ser verificados pela
curva de crescimento de calos, que geralmente apresenta cinco fases distintas:
fase lag, exponencial, linear, desaceleragdo e estacionaria (George, 1993). A fase
lag se caracteriza como fase de maior produgdo de energia; a fase exponencial é
a fase biossintética, a fase linear se caracteriza pela diminuigdo da divisdo
celular, mas aumento de volume celular; a fase de desacelera¢do é o momento
em que as culturas devem ser transferidas para outro meio, devido a redugdo de
nutrientes, produgio de produtos toxicos, secagem do agar e redugdo do
oxigénio (0;) no interior das células, e por ultimo a fase estacionaria, quando
ocorre maior acimulo de metabdlitos segundarios (Smith, 1992). A duragio
relativa dessas fases varia entre culturas de calos de diferentes espécies e
também depende, em grande parte, dos componentes do meio de cultura.

Curvas de crescimento de calos e de ~élulas em suspensdo de erva-
baleeira (Cordia verbenacea L.) foram estabelecidas por Lameira (1997). O
crescimento de calos e células apresentaram as cinco fases distintas,
proporcionando curvas do tipo sigméide. Na curva de crescimento de calos e
células, os maiores porcentuais de crescimento, respectivamente 30 e 37%, sio
obtidos na fase exponencial, e os menores porcentuais sdo obtidos durante a fase
de desaceleragiio para os calos (7%) e na fase lag para as células (3%). O
periodo de maior crescimento (12 dias) ocorre na fase linear para as células e na

exponencial para os calos.



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Induciio de calos em timbés com diferentes tipos de explantes e
reguladores de crescimento.

Foram conduzidos quatro experimentos utilizando diferentes tipos de
explantes de timbo. O meio nutritivo utilizado foi o ‘MS’, sacarose 3%,
solidificado com 0,7% de agar ¢ pH ajustado para 5,7+0,1 antes da
autoclavagem. Todas as culturas foram mantidas em sala de crescimento a
26,0x1,0 °C, umidade relativa do ar 70+5%, fotoperiodo de 16 h e irradidncia de
25 umol.m2s™. Os dados coletados foram submetidos a analise de varidncia.
Quando significativos, procederam as analises de regressio polinomial e/ou a
comparagio das médias pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade,

de acordo com a natureza das varidveis de respostas em questio.

S.1.1 Indugiio de calos em explante foliar de timbé.

Foi usado explante foliar com cerca de 1 cm?, oriundo de plantulas de D.
urucu_de exemplares do clone 37, germinadas in vitro. Os explantes foram
inoculados em tubo de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL do meio
nutritivo ‘MS’, suplementado com 2,4-D a 0,0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0 mg.I”,
durante 35 dias. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas seguintes
variaveis de resposta: presenca de calo (PC), cor do calo (CC), tamanho do calo
(TC), dureza do calo (DC) e matérias fresca e seca do calo (MFCALO e
MSCALO, respectivamente). O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 6 x 3 (6 concentragdes de 2,4-D e 3 épocas de
avaliagdo ~ 21, 28 e 35 dias apds a inoculag@o), com 5 repeti¢des, sendo cada
uma dessas constituida por 2 tubos de ensaio.
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5.1.2 Inducdo de calos em explante radicial de timbé através dos
reguladores de crescimento ANA e BAP.

Neste experimento foi usado explante radicial com cerca de 1 cm de
comprimento, oriundo de plantulas de D. urucu de exemplares do clone 37,
germinadas in vitro. Os explantes foram inoculados em tubo de ensaio de 150 x
25 mm contendo 15 mL do meio nutritivo ‘MS’, suplementado com ANA a 0,0;
1,6 3,2 mgl" e BAP a 0,0; 1,6 e 3,2 mg.I", durante 35 dias. Foram avaliadas
as seguintes variaveis de resposta: presenga de calo (PC), cor do calo (CC),
tamanho do calo (TC), dureza do calo (DC) e matérias fresca e seca do calo
(MFCALO e MSCALO, respectivamente). O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 3 (3
concentra¢des de ANA e 3 concentragdes de BAP), com 3 repeti¢oes, cada uma
constituida por 3 tubos de ensaio.

5.1.3 Inducdo de calos em explante radicial de timbé através dos
reguladores de crescimento picloram (PIC) e BAP.

Explantes radiciais semelhantes aos usados no experimento 5.1.2 foram
inoculados em tubo de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL do meio
nutritivo ‘MS’, suplementado com PIC a 0,0; 1,6 e 3,2 mg.I"' e BAPa 0,0; 1,6 ¢
3,2 mg.l", durante 35 dias. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas
seguintes varidveis de resposta: presen¢a de calo (PC), cor do calo (CC),
tamanho do calo (TC), dureza do calo (DC) e matérias fresca e seca do calo
(MFCALO e MSCALO, respectivamente). O dclineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 3 x 3 (3
concentra¢des de PIC e 3 concentragdes de BAP), com 3 repetices, cada uma
constituida por 3 tubos de ensaio.
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5.1.4 Indugiio de calos em explante radicial de timbé através dos
reguladores de crescimento 2,4-D, ANA, AIB, PIC e BAP.

Explantes radiciais com cerca de 1 cm de comprimento, oriundos de
plantulas de D. urucu de exemplares do clone 37, foram inoculados em tubo de
ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL do meio nutritivo ‘MS’ e mantidos em
sala de crescimento durante 30 dias. Os tratamentos usados foram os seguintes:
R,=0,4 mg.l" de 2,4-D; R, = 0,8 mg.I" de 2,4-D; R; = 3,2 mg.I" de ANA; Ry =
1,6 mgI' de ANA + 1,0 mg.I" de BAP; Ry = 1,6 mg.I"' de ANA + 2,0 mg.I" de
BAP; R = 1,6 mg.I'' de PIC + 1,0 mg.I"' de BAP; R, = 3,2 mg.I" de PIC + 1,0
mg.I" de BAP; R; = 1,6 mg.I" de PIC + 2,0 mg.I" de BAP ¢ Ro = 0,8 mg.I"' de
AIB + 2,0 mgl" de BAP. Os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas
seguintes variaveis de resposta: presen¢a de calo (PC), cor do calo (CC),
tamanho do calo (TC), dureza do calo (DC) e matérias fresca e seca do calo
(MFCALO e MSCALO, respectivamente). O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com 9 tratamentos e 5 repeti¢des, sendo cada uma
dessas constituida por 2 tubos de ensaio.

5.2 Manutengéio de calos de Derris urucu oriundos de explantes foliar e
radicial.

5.2.1 Material vegetal, tratamentos e condigdes de cultivo.

Foram usados fragmentos de calos de cerca de 1 cm? oriundos de 3
tratamentos de indugéio de calos [um de explante foliar (I; = 1,6 mg.I" de 2,4-D)
e dois de explante radicial (R; = 1,6 mg.I"' de ANA + 1,0 mg.1" de BAPe R, =
0,8 mg.1" de AIB + 2,0 mg.I" de BAP)]. Os explantes (calos) foram inoculados
em frascos de vidro de 250 mL contendo 30 mL de meio nutritivo de
manutengio, sacarose 3%, solidificado com 0,7% de agar, pH ajustado para 5,7
* 0,1 e mantidos em sala de crescimento a 26,0+1,0 °C, umidade relativa do ar
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7045%, fotoperiodo de 16 h e irradidncia de 25 pmol.m™.s”, durante 28 dias.
Foram usados os seguintes tratamentos de manutengio de calos: M; = ‘MS’ sem
regulador de crescimento; M, = ‘MS’ + 2,0 mg.I" de BAP; M; = ‘MS’ + 2,0
mg.l" de ANA e M; = ‘MS’ + 2,0 mg.l" de ANA + 2,0 mg.l" de BAP. Os
efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas seguintes vanaveis de respostas:
matérias fresca e seca do calo (MFCALO e MSCALO, respectivamente).‘

5.2.2 Delineamento experimental e andlise estatistica.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 4
tratamentos e 4 repetigdes, cada uma constituida por 4 frascos de vidro de 250
mL contendo 30 mL de meio nutritivo de manutenco. Neste trabatho, os calos
oriundos de cada tratamento de indugiio (Is, Rs e Ry) foram considerados como
experimentos isolados. Os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia. Quando significativos, procedeu-se a comparagdo das médias pelo
teste de Tukey ao nivel de 0,05 de probabilidade.

5.3 Construgiio da curva de crescimento de calos.

5.3.1 Material vegetal, tratamentos, condi¢des de cultivo e coleta de dados.

Foram determinadas trés curvas de crescimento de calos de D. urucu,
usando-se os calos induzidos em segmentos foliar e radicial de plantulas de D.
urucu de exemplares do clone 37, no meio nutritivo ‘MS’, suplementado com
1,6 mgI"* de 2,4-D; 1,6 mg1’ de ANA + 1,0 mg.1" de BAP e 0,8 mg.I” de AIB
+ 2,0 mg.I" de BAP. Apés duas subculturas nestes meios de indugdo, o material
foi transferido para frasco de vidro de 250 mL contendo 30 mL do meio de
manutengio - ‘MS’ suplementado com 2,0 mg.I"' de ANA + 2,0 mg.I" de BAP.
Em cada frasco foram colocados trés fragmentos de calos de aproximadamente 8
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mm de comprimento. A cultura foi mantida em sala de crescimento a 26,0+1.0
°C, umidade relativa do ar 70+5%, fotoperiodo de 16 h e irradidncia de 25
pmol.m™.s™, durante 36 dias. A cada trés dias foram coletados trés frascos ao
acaso de cada tratamento e determinados os pesos das matérias fresca e seca de
calos (MFCALO e MSCALO, respectivamente).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Inducéo de calos em explante foliar de timbé.

Os resultados das analises de varidncia dos dados de matérias fresca e
seca de mlbs de timbo induzidos em segmento foliar (SF), com varias
concentrages de 2,4-D (D) durante trés épocas de cultivo (DCIV), sdo
apresentados na Tabela 4. Podem ser observados efeitos altamente significativos
para todos os fatores e para a interagio D*DCIV. Os efeitos promovidos pelas
concentragdes de 2,4-D e de épocas de cultivo sobre as produ¢Ses das matérias
fresca ou seca de calos de timb6 apresentaram comportamento quadratico
(Figuras 11 e 12). As concentra¢des de 2,4-D promoveram um estimulo nas
producdes de matérias fresca e seca até 1,6 mgl' (2,3787 g e 0,1081 g,
respectivamente), aos 35 dias de cultivo in vitro, com posterior inibi¢io na
concentragdo subsequente. Nesta concentragio, as produgdes das matérias fresca
e seca de calos de D. urucu foram, respectivamente, de 0,6337 g e 0,0346 g aos
21 dias e de 1,9153 g e 0,0913 g aos 28 dias de cultivo in vitro. Resultados
semelhantes em relagdo aos efeitos de 2,4-D sobre a indugdio de calos tém sido
relatados para varias espécies a partir de explante oriundo de segmento foliar,
em meio nutritivo ‘MS’ (Buyukalaca e Mavituna, 1996; Chan et al., 1998). Por
outro lado, alguns autores relatam que em explante foliar, as melhores respostas
de indugdo de calos foram obtidas com ANA + BAP (2,0 + 2,0 mg.I"), conforme
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constatado em 7ridax procumbens e Rauwolfia caffra (Cerqueira, 1999 e

Upadhyay et al., 1992, respectivamente).

TABELA 4 - Resumo da analise de variancia para as varidveis de respostas
pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO e
MSCALO, respectivamente) do timbo em fun¢do de
concentra¢des de 2,4-D (D) e dias de cultivo in vitro (DCIV).
Dados nio transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significincia'
MFCALO MSCALO
D 5 4,7827%* 0,0108**
DCIV 2 9,9669** 0,0152**
D*DCIV 10 0,7433** 0,001 1%+
Residuo 72 0,0904 0,0001
Média - 1,0934 0,0522
CV (%) - 27,5000 18,5200

T# significalivo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

30 (EA3). y = -1,2107x° + 3,3533x + 0,0877 R’ = 0,9763 (**)
2s ¢t et
820t e T
9 1 5 T mm———
3" T
% 10 ._,-" ‘,-" (EA2): y = -0,94215F + 2.4275x + 0.0568 R® = 0,8385 (*)
05 |} .o
S (EA1): y = 0,3426:¢ + 0,8016x + 0,1135 R? = 0,7678 ()
0.0 1 )] 1 ] ]
0,0 04 0,8 1,2 16 2,0
2,4-D (mg.l")
— EAI - = EA2 ---- EA3

FIGURA 11 - Produgio de matéria fresca de calos de Derris urucu induzidos
em explante foliar tratados com 2,4-D, durante 21, 28 e 35 dias
de cultivo in vitro (EA1, EA2 e EA3, respectivamente). UFLA,
Lavras - MG, 2000.
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FIGURA 12 - Produgio de matéria seca de calos de Derris urucu induzidos em
explante foliar tratados com 2,4-D, durante 21, 28 e 35 dias de
cultivo in vitro (EAl, EA2 e EA3, respectivamente). UFLA,
Lavras - MG, 2000.

A Tabela 5 apresenta os resultados sistematizados de variaveis
qualitativas observadas em calos de timbo oriundos de segmento foliar, durante
21, 28 e 35 dias de cultivo in vitro. De modo geral, a cor dos calos (CC) foi
predominantemente verde até aos 28 dias, mudando para amarelo aos 35 dias
(Figura 13); o tamanho dos calos (TC) foi avaliado como grande durante todo o
periodo de cultivo, exceto na presenga de 0,8 e 1,2 mg.I” de 2,4-D aos 21 dias, e
a dureza dos calos (DC) foi constantemente friavel. A cor de calos de Tridax
procumbens induzidos por 2,4-D em explantes foliar e caulinar foi
predominantemente amarelo e verde escuro, respectivamente (Cerqueira, 1999).

Virios fatores podem influenciar na coloragio e consisténcia de calos.
Declerck e Korbam (1996) citados por Landa (1999), estudando a influéncia de
reguladores de crescimento e diferentes fontes de carbono em segmentos foliares



\
de Prunus persica L. Batsch cv. Elberta, em meio nutritivo ‘MS’ com metade da

concentragdo dos sais, constataram que a presenga de TDZ produziu calos
verdes e de consisténcia compacta, e na presenga de 2,4-D, os calos formados

foram amarelos e de consisténcia fridvel,

TABELA 5 — Respostas de variaveis qualitativas observadas em calos de Derris
urucu induzidos com seis concentragdes de 2,4-D, em explante
foliar de plantulas germinadas in vitro. UFLA, Lavras - MG,

2000.
2,4-D Dias de cultivo in vitro
(mg.1™") 21 28 35

€C. TC - PEL CEULTE D € TC DC
0,0 - E - - - - - - -
0,4 A G F A" G F A G F
0,8 A M F \Y G F A" G F
1,2 \' M F A G F A G F
1,6 \'% G F v G F A G F
2,0 \ G F A G F A G F

LEGENDA: Cor do calo (CC) (A = amarelo ¢ V = verde); tamanho do calo (TC) M =0,5a 1,0

cm ¢ G => 1,0 cm) e dureza do calo (DC) (F = fridvel).

A BT EC gy o eeg F

FIGURA 13 — Aspecto geral de calos de Derris urucu induzidos em segmento
foliar (SF) de plantulas germinadas in vitro, em meio nutntlvo
‘MS’, suplementado com 0,0; 0,4; 0,8; 1,2; 1,6 e 2,0 mg.I" de
2,4-D (A, B, C, D, E e F, respectivamente), apés 35 dias de
cultivo in vitro (DCIV). UFLA, Lavras - MG, 2000.
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6.2 Indugao de calos em explante radicial de timbé através dos reguladores
de crescimento ANA e BAP.

Os resultados das analises de varidncia dos dados de matérias fresca e
seca de calos de D. wrucu, em segmento radicial (SR) induzidos em meio

nutritivo “MS" suplementado com ANA e BAP, sdo apresentados na Tabela 6.

TABELA 6 — Resumo da analise de varidncia para matérias fresca e seca de
calos (MFCALO e MSCALO, respectivamente) de timbd
induzidos em SR, em fung¢do de concentracdes de ANA e BAP.
Dados nao transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significancia'
MFCALO MSCALO
ANA 2 0,2281%* 0,0013**
BAP 2 0,0222= 0,0003™°
ANA*BAP 4 0,0331™ 0,0002NS
Residuo 18 0,0219 0,0001
Média - 0,2276 0,0179
CV (%) - 65,0140 56,9950

€ ** ndo significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F, respectivamente.

Pode-se verificar que apenas o fator ANA teve efeito significativo na
indugdo de calos em segmento radicial. Na Figura 14 observa-se que as
produgdes de matérias fresca e seca dos calos responderam significativamente as
concentragdes de ANA, resultando em efeitos quadraticos. As maiores
produges de matérias fresca e seca de calos em segmento radicial de D. urucu
tratados com ANA + BAP foram detectadas no tratamento contendo 3,2 mg.I"
de ANA + 0,0 mgl"' de BAP e foram da ordem de 0,3923 g e 0,0258 g,
respectivamente. Essas produgées corresponderam a 16,49% e 23,87% dos pesos
das matérias fresca e seca de calos, respectivamente, as obtidas com o melhor

tratamento de 2,4-D, em segmento foliar.
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0,40 - (MFCALO) y = -0,0409 + 0.2228x + 0,0454 R* = 1,0000 (")
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{MSCALO). y = -0,0041x + 0,0197x + 0,0039 R” = 1,0000 (**)

0,00 pmmm===sssooy = — —

0,0 08 1.6 2,4 3,2
ANA (mg.I')

=== MSCALO ——— MFCALO

FIGURA 14 - Produ¢do de matérias fresca e seca de calos de Derris urucu
induzidos em explante radicial tratados com ANA, durante 35
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.

A Tabela 7 apresenta os resultados sistematizados de variaveis
qualitativas observadas em calos de D. urucu oriundos de segmento radicial de
plantulas germinadas in vitro, apos 35 dias de cultivo. Em geral, a cor de calos
(CC), o tamanho de calos (TC) e a dureza dos calos (DC) dos tratamentos
combinados com ANA e BAP apresentaram respostas diferenciadas. O aumento
da concentragdo de BAP no meio nutritivo ‘MS’ propiciou a formagdo de calos
de cor verde-amarelada, tamanho grande e consisténcia dura. As Figuras 15a e
15b mostram os aspectos gerais dos calos induzidos em segmento radicial (SR)
tratados com ANA + BAP.

Calos friaveis sdo correlacionados com um menor estadio de
diferenciacdo do que calos compactos (Fransz e Schel, 1990), e a propor¢do de
calos friaveis aumentou com o aumento das subculturas. Em geral, calos friaveis

sdo induzidos a partir de calos compactos, obtidos inicialmente em meio solido.
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TABELA 7 - Respostas de varidveis qualitativas em calos de Derris urucu
induzidos com combinagdes de concentragoes de ANA + BAP
em explante radicial de plantulas germinadas in vitro. UFLA,

Lavras - MG, 2000.
ANA+BAP (mg.1") Variaveis de respostas

CC TC DC
0,0+0,0 - - -
1,6 +0,0 A M F
3,2+0,0 A G F
00+16 A P F
L6+ 1,6 A G F
32+1,6 A M F
0,0+32 A P F
1,6 +3,2 V/A G +*D
3,2+3,2 V/A G +D

LEGENDA: Cor do calo (CC) (A = amarelo e V = verde), tamanho do calo (TC) (P = <0,5 cm; M
=05a1,0cm e G => 1,0 cm) e dureza do calo (DC) (F = friavel e 1) = duro).
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32+32mgl

A 00+32mgl 1,6 +3,2 mg.I

1,6 +0,0 mg 1"

, 0 mg.l

B

FIGURA 15 — Aspecto geral dos calos de Derris urucu obtidos em segmento
radicial oriundos de plantulas germinadas in vitro e induzidos em
meio nutritivo ‘MS’ suplementado com diversas concentragdes

de ANA + BAP. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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6.3 Indugdo de calos em explante radicial de timbé através dos reguladores
de crescimento picloram (PIC) e BAP.

Os resultados das analises de variancia dos dados de matérias fresca e
seca de calos de D. urucu, em segmento radicial induzidos com PIC e BAP, sdo

apresentados na Tabela 8.

TABELA 8 — Resumo da analise de variancia para as variaveis de respostas
pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO e
MSCALO, respectivamente) do timbé em fungdo de
concentra¢des de PIC e BAP. Dados nio transformados. UFLA,
Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significincia’
MFCALO MSCALO
PIC 2 0,4691%* 0,0018**
BAP 2 0,3386** 0,0008**
PIC*BAP 4 0,0804*+ 0,0002**
Residuo 18 0,0122 0,00004
Meédia - ’ 0,2622 0,0163
CV (%) - 42,2140 40,0690

‘** significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

Podem ser verificados efeitos significativos para todos os fatores e para a
interacdo. Observou-se que a matéria fresca do calo respondeu
significativamente as concentragdes de PIC e BAP, com efeito linear de PIC
dentro BAP, e quadratico para PIC dentro de BAP; e BAP; (Figura 16). Para a
matéria seca do calo, verificaram-se efeitos lineares para PIC dentro de BAP, e
BAP; e quadratico para PIC dentro de BAP; (Figura 17). De modo geral, as
melhores respostas para a indu¢io de calos em segmento radicial, em termos de
pesos das matérias fresca e seca, foi alcangada com o tratamento 1,6 + 3,2 mg.I"
de PIC + BAP, alcancando 0,7841 g e 0,0420 g, respectivamente, valores
superiores aos induzidos por ANA + BAP, mas ainda bem inferiores aos calos

formados em segmento foliar, induzidos por 2,4-D
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FIGURA 16 - Producdo de matéria fresca de calos de Derris urucu induzidos
em segmento radicial tratados com PIC + BAP, apés 35 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000,
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FIGURA 17 - Produgio de matéria seca de calos de Derris urucu induzidos em
segmentos radiciais tratados com PIC + BAP, apos 35 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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A Tabela 9 apresenta os resultados sistematizados de vanaveis
qualitativas observadas em calos de D. urucu oriundos de segmentos radiciais de
plantulas germinadas in vitro, apés 35 dias de cultivo in vitro. De um modo
geral, a cor de calos (CC), o tamanho de calos (TC) e a dureza dos calos (DC)
dos tratamentos combinados com concentragées de PIC e BAP apresentaram
respostas diferenciadas. A cor calos formados foi predominantemente marrom,
com tamanho variado e consisténcia friavel. A Figura 18 apresenta um aspecto

geral dos calos obtidos em segmentos radiciais tratados com PIC + BAP.

TABELA 9 - Respostas de variaveis qualitativas observadas em calos de Derris
urucu induzidos com combinac¢des de concentragdes de PIC +
BAP em explante radicial de plantulas germinadas in vitro.
UFLA, Lavras - MG, 2000.

PIC+BAP (mg.l”) Variaveis de respostas

CC TC

)
9]

0,0+0,0
1,6 +0,0
3,2+0,0
0,0+16
1,6 +1,6
0 3,2+16
0,0+3,2
1,6 +3.2
3,2+3,2

L 22
v € wo
mT o mm mm

>Z

LEGENDA: Cor do calo (CC) (A = amarelo ¢ M = marrom), tamanho do calo (TC) (P = <0,5 cm:
M=0,521,0cmeG=>1,0cm)edureza do calo (DC) (F = fridvel).
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0,0 +3,2mgl’ 1,6 + 3,2 mg.1" 3,2+ 3,2 mg.l”

FIGURA 18 — Aspecto geral de calos formados em segmentos radiciais oriundos
de plantulas de Derris urucu germinadas in vitro e induzidos em
meio nutritivo ‘MS’ suplementado com concentracdes de PIC +
BAP. UFLA, Lavras - MG, 2000.

6.4 Indugiio de calos em explante radicial de timbé através dos reguladores
de crescimento 2,4-D, ANA, AIB, PIC e BAP.

Os resultados das analises de varidncia dos dados de matérias fresca e
seca de calos em segmento radicial tratados com diferentes reguladores de
crescimento sdo apresentados na Tabela 10.

Pode-se verificar que 1,6 mg.1" de ANA + 1,0 mg.I" de BAP (Ry) ¢ 0,8
mg.l" de AIB + 2,0 mgI' de BAP (Ry) apresentaram um ganho de matéria
fresca e seca superior aos demais tratamentos (Tabela 11). Estes resultados estdo
de acordo com os obtidos para vérias espécies, nas quais tem sido observado que
os melhores resultados de indugdo de calos oriundos de diferentes tipos de

explantes sdo obtidos em meio nutritivo suplementado com auxina e citocinina
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(Cerqueira, 1999; Alloufa, Campos e Souza, 1999; Rady e Nazif, 1997;
Baocheng e al., 1995; Li e colaboradores. 1995; Kajiki, 1996; Landa, 1999).
Entretanto, a combinagdo ou a interagdo dos reguladores de crescimento na
inducdo de calos vai depender principalmente do gendtipo. Neste experimento,
as produgdes de matérias fresca e seca de calos induzidas em segmento radicial
de D. urucu em meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.I"' de ANA + 1,0
mg." de BAP (Ry) e 0,8 mg.I" de AIB + 2,0 mg.I" de BAP (R) estio muito
proximas as obtidas para a indugdo de calos em segmento foliar cultivado em

meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg/L de 2,4-D (Figuras 11 e 12).

TABELA 10 — Resumo da analise de varidncia para as variaveis de respostas
pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO e
MSCALO, respectivamente) do timbo em fungio de
concentragbes de wvarias auxinas + BAP. Dados nio
transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significancia’
MFCALO MSCALOQO
Tratamento 8 1,2824 ** 0,0026 **
Residuo 36 0,0468 0,0001
Média - 0,8209 0,0466
CV (%) - 26,3580 20,7990

' ®* = significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo tesie de F.

Os resultados sistematizados de variaveis qualitativas observadas em
calos de D. urucu oriundos de segmento radicial de plintulas germinadas in
vitro, apés 30 dias de cultivo, sdo apresentados na Tabela 12. De modo geral, a
cor de calos (CC), o tamanho de calos (TC) e a dureza dos calos (DC)
apresentaram respostas diferenciadas. A cor calos formados variou entre
amarelo, verde e marrom, com tamanho predominantemente grande e
consisténcia friavel.
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TABELA 11 - Valores médios das matérias fresca e seca de calos de Derris
urucu oriundos de explante radicial de plantulas germinadas in
vitro, apds 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Tratamento Variaveis de Resposta
MFCALO (g)  MSCALO (g)
R, (0,4 mg.I" de 2,4-D) 0,6824 be 0,0402 be
R: (0,8 mg.I" de 2,4-D) 0,8454 b 0,0508 b
R; (3,2 mg.I" de ANA) 0,3810¢ 0,0240 ¢
Rs (1,6 mg.I" de ANA + 1,0 mg.I'* de BAP) 1,6513 a 0,0795 a
Rs (1,6 mg.I" de ANA + 2,0 mg.I" de BAP) 0,5431 be 0,0280 ¢
Rs (1,6 mg.I"" de PIC + 1,0 mg.l" de BAP) 0,6300 be 0,0420 be
R, (3,2 mg.I" de PIC + 1,0 mg.I" de BAP) 0,6308 be 0,0439 be
Rs (1,6 mg.I" de PIC + 2,0 mg.I"' de BAP) 0,3313¢ 0,0238 ¢
Ry (0,8 mg.I'' de AIB +2,0 mg.I"' de BAP) 1,6924 a 0,0876 a

' Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem emtre si ao nivel de 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey.

TABELA 12 - Respostas de variaveis qualitativas observadas em calos de
Derris urucu induzidos em explante radicial de plantulas
germinadas in vitro. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Tratamento Variaveis de respostas
cC TC DC
R; (0,4 mg.l" de 2,4-D) A G F
R: (0,8 mg.I" de 2,4-D) A G F
R; (3,2 mg.I" de ANA) A M F
Ry (1,6 mg.l" de ANA + 1,0 mg.I" de BAP) \' G F
Rs (1,6 mg.I" de ANA + 2,0 mg.I" de BAP) \ G F
Re (1,6 mg1" de PIC + 1,0 mg.I" de BAP) M G F
R» (3,2 mg.I" de PIC + 1,0 mg.I" de BAP) v G F
Rs (1,6 mg.I" de PIC + 2,0 mg.I"' de BAP) \ G F
Ry (0,8 mg.I" de AIB + 2,0 mg.I"' de BAP) A G F

LEGENDA.: Cor do calo (CC) (A = amarelo, M = marrom e V = verde); tamanho do calo (TC) (M
=0,5a1,0cmeG=>1,0cm) e dureza do calo (DC) (F = fridvel).

Os trabalhos realizados com calos formados a partir de fragmentos de
plantas s3o realizados principalmente para determinar as condigoes de cultura in
vitro que os explantes requerem para sobreviver e crescer, para estudar o

desenvolvimento celular, para explorar produtos do metabolismo primario e



secundario, para obter suspensdo celular, e ainda para a propagagdo com
formagio de gemas adventicias ou embrides somaticos. As auxinas, citocininas €
a interagdo auxina/citocinina sdo normalmente consideradas os reguladores de
crescimento mais importantes para a regulagio do crescimento e
desenvolvimento in vitro. Desta forma, os niveis de auxinas e citocininas em
culturas in vitro sio balanceados e controlados. Entretanto, as respostas de
células, tecidos e orgdos cultivados in vitro podem variar de acordo com
condigdes da cultura, do tipo de explante e do genétipo (Gaspar ef al., 1996). A
indugdo de calos em D. urucu apresentou respostas diferenciadas quanto ao tipo
de explante e a concentragdo e interagio de reguladores de crescimento. As
etapas de indugdio de calos de D. urucu em segmentos foliar e radicial oriundos

de plantulas germinadas in vitro sdo mostradas na Figura 9.
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FIGURA 19 — Etapas (A = semente; B = plantula germinada in vitro; C e D =
explantes foliar e radicial e E = calo) de inducdo de calos de
Derris urucu, em segmentos foliar e radicial, oriundos de
plantulas germinadas in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Neste trabalho, houve a indugdo e a formagdo de calos em explantes
foliar e radicial de D. wrucu cultivados em meios nutritivos ‘MS’,
suplementados com vérias concentragdes e interagdes de substincias reguladoras
de crescimento. Em explante foliar, o melhor resultado foi obtido com 1,6 mg.I”
de 2,4-D, com produgdes de matérias fresca e seca de calos da ordem de 2,3787
e 0,1081g, respectivamente, aos 35 dias de cultivo (Figuras 11 e 12). Nesta
concentragdo, os calos foram considerados grandes, de consisténcia fridvel e
coloragdo amarelada (Tabela 5). Por outro lado, em explantes radiciais
inoculados em meios de cultura *‘MS’, suplementados com 1,6 mg.!" de ANA +
1,0 mg.1" de BAP ou 0,8 mg.I" de AIB + 2,0 mg.I" de BAP, as produgdes de
matérias fresca e seca de calos foi de 1,6513 e 0,0795 g ou 1,6924 e 0,0876 g,

respectivamente, apés 35 dias de cultivo (Tabela 11), e apresentavam-se com
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colora¢do verde ou amarelada e consisténcia friavel (Tabela 12). De acordo com
estes resultados, verificou-se que as substincias reguladoras de crescimento 2,4-
D, para explante foliar, ¢ ANA e AIB mais BAP, para explante radicial,
adicionadas aos meios de cultura, foram as mais efetivas para a indugdo e
formac3o de calos em explantes foliar e radicial de timbo. Estes resultados estio
de acordo com os relatados por varios autores (Paniego e Guilietti, 1994;
Duskova e Dusek, 1995; Catapan, Otuki ¢ Viana, 1999), os quais trabalharam
com diversos tipos de explantes, oriundos de varias espécies de plantas.
Geralmente, concentracdes semelhantes de auxina e de citocinina no meio de
cultura promovem a formagdo de calos, mas isso varia em fungio do balango
hormonal de cada espécie. Tisserat (1985), em seu estudo, comprovou que a
producdo de calos pode ser induzida apenas pela adi¢io de auxina, entretanto,

quando adicionou citocinina, aumentou a proliferagdo de calos.

6.5 Manutengio de calos de timbé oriundos de explantes foliar e radicial.

Os resultados das analises de varidncia s3o apresentados na Tabela 13.

TABELA 13 - Resumo da analise de variancia para as varidveis de respostas
pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO e
MSCALO, respectivamente) do timbé em funcio de
concentragdes de ANA e BAP, durante a fase de manutengio de
calos. Dados nao transformados. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Quadrado Médio e Significincia por tipo de Explante

mffﬁode GL ~1.6mglde24D() 1,6mgldeANA+1,0 0,8mgl’deAlB+2,0
mg.I! de BAP (Ry) mg.I" de BAP (Ry)
MFCALO _MSCALO MFCALO MSCALO _MFCALO _MSCALO
Trat 3 47584% 00019  3,0308°% 000495 84578 00041 **
Residuo 12 09038 00008 02746 00004 04068 00001
Média - 25891 00942 L6MI 00738 19359 00747
CV(%) - 367180 29,0840 _ 31.8750 78,1850 32545 127110

** e ** = ndo significativo e significativo aos niveis de 0,05 e 0,01% de probabilidade pelo
testede F.
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Apés a indugdo do calos no explante primario, é necessario a
manuten¢io do crescimento e desenvolvimento do tecido. Em geral, utiliza-se o
mesmo meio de indugdo para manter a calogénese. Pode-se verificar que as
matérias fresca e seca de calos de todos os tratamentos de manutengdo
apresentaram efeitos significativos, com exce¢do da matéria seca do calo
induzido em meio nutritivo ‘MS’, suplementado com 1,6 mg.l" de 2,4-D (k). A
melhor resposta dos tratamentos de manutengio foi proporcionada pelo
tratamento formulado em ‘MS’, suplementado com 2,0 + 2,0 mg.l" de ANA +
BAP (Tabela 14). Estes resultados s3o similares aos obtidos para a manutencio
de calos de 7ridax procumbens (Cerqueira, 1999) e de Caryocar brasiliense
Camb. (Landa, 1999). Em geral, quando o calo esta sendo cultivado por varias
semanas, mostrara sinal de -‘velhice’, que ¢ notado por uma desaceleragdo do
crescimento, necrose, escurecimento e fiaalmente secamento. Esta velhice
resulta da exaustio de nutrientes, inibi¢do da absorgdo de nutrientes, evaporagdo
acompanhada pelo aumento na concentragao de algum nutriente e acumulagio

de metabolitos, alguns dos quais podem ser toxicos.

TABELA 14 - Valores médios para pesos das matérias fresca e seca (em g) de
calos de Derris urucu oriundos de trés meios de indugio em
segmentos foliar e radicial de plantulas germinadas in vitro, apos
30 dias de cultivo nos meios de manutengdo. UFLA, Lavras -
MG, 2000.

Varidveis de Resposta, em g

Tratamento (mg.1") ~ 1,6 mgi"de24-D(ly) 1,6mglTdeANA+ 08mgl" de AIB+20
10mg.1' de BAP(R)  mg.l’ de BAP(R,)

MFCALO MSCALO MFCALO MSCALO MFCALO MSCALO

0,0 1,7513b  0,0750a 04132b 0,0258b 0,9650b 0,0547b
2,0 BAP 2,6875ab 0,0946a 22403a 0,0968a 10273b 0,0537b
2,0 ANA 1,8230b 0,0823a 1,6445a 0,0696a 1,6905b 0,0686b

20BAP+20ANA 4,0948a 0,1249a 22786a 0,1030a 4,0608a 0,1218a
! Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si ao nivel de 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey.
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6.6 Curva de crescimento de calos.

As Figuras 20 e 2] apresentam as curvas de crescimento de calos
determinadas em segmentos foliar e radicial de /). urucu oriundos de plantulas
germinadas in vitro. Pelas tendéncias das curvas, verificou-se que tanto para a
matéria fresca do calo como para a matéria seca do calo, as cinco fases distintas
de crescimento de calos ocorreram conforme o mencionado para diversas
espécies (Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977, Smith, 1992; Lameira, 1997,
Abreu, 1998; Cerqueira, 1999; Landa, 1999),

A fase lag, na qual as células preparam-se para a divisdo, ocorreu até o
sexto dia. O periodo de maxima divisdo celular ou fase exponencial de
crescimento ocorreu entre o sexto e décimo segundo dia. O periodo de
crescimento linear ocorreu entre o décimo segundo dia e o vigésimo quarto dia;
nesta fase a divisdo celular diminui e as células crescem. O periodo de
desaceleragio de crescimento ocorreu entre o vigésimo quarto dia e o vigésimo
sétimo dia. A fase estacionaria, ou periodo no qual o nimero de células é
constante, ocorreun a partir do vigésimo sétimo dia. Nesta fase, geralmente ocorre
o maior acumulo de metabdlitos secundarios.

Os padrdes de crescimento de calos obtidos neste trabalho, para as fases
exponencial e linear, foram semelhantes aos encontrados para Cordia
verbenaceae L. (Lameira, 1997) e para Cissus sicyoides L. (Abreu, 1998) e
diferentes para Tridax procumbens L. (Cerqueira, 1999). Por outro lado, os
maiores valores das médias das produ¢Ses das matérias fresca e seca de calos de
D. urucu foram muito superiores aos obtido por Lameira (1997) e Cerqueira
(1999). O maximo de crescimento de calos foi observado aos 24 dias de cultivo
in vitro, independente do tipo de calo e do meio de indugio, embora tenha
havido um menor acimulo das matérias fresca e seca de calos induzidos em
segmento radicial de D. urucu com 0,8 + 1,6 mg.I"' de AIB + BAP (Figuras 20 e
21).
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FIGURA 20 - Curvas de crescimento de calos de Derris urucu construidas com
base na produgdo de matéria fresca de calos induzidos em
segmento foliar (1;) e segmentos radiciais (R4 e R,), durante 36
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Os nutrientes do meio podem influenciar a passagem de uma fase para
outra, acelerando-a ou retardando-a. E importante obter a determinagio do
nutriente limitante, pois através dele pode-se ter um controle sobre a
longevidade da fase estacionaria (Aitchison, Macleod ¢ Yeoman, 1977).
Segundo Aitchison, Macleod e Yeoman (1977), o aciinulo de metabélitos
secundarios ocorre nas diferentes fases de crescimento celular, podendo ser
durante a fase estacionaria, com rela¢do inversa entre crescimento e actimulo, e
acumulo durante a fase logaritmica, quando o mesmo estd associado com a
divisdo celular. Este acamulo apresenta correlagio aparente entre diferenciagio
estrutural e produgao de metabolitos secundarios, podendo, em varios casos, ser



devido a um aumento na habilidade de vacuolizagio das células para acumular
estes metabolitos. O conhecimento do padrio de crescimento de calos é
importante para que o manejo da cultura /in vitro possa ser empregado com

diversas finalidades na area da biotecnologia vegetal.
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FIGURA 21 - Curvas de crescimento de calos de Derris urucu construidas com
base na produgdo de matéria seca de calos induzidos em

segmento foliar (1) e segmentos radiciais (Rs e Ry), durante 36
dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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A Figura 22 apresenta, com base nos resultados obtidos neste trabalho,

um protocolo para a cultura de calos de timbads.

Plantula (in vitro)

Obtengdo de explante l
Explante

VAR

Foliar Radicial

Inducdo

‘MS’ + 1,6 mg.l" de 2,4-D, por ‘MS’+ 1,6 + 1,0 mg.I" de ANA
28 a 35 dias + BAP, por 30 dias

Manutengao
‘MS’ +2,0 + 2,0 mg.I"" de ANA + BAP, por 24 dias

FIGURA 22 - Protocolo para indugio e manutengdo de calos de Derris urucu.
UFLA, Lavras - MG, 2000.

7 CONCLUSOES

Segmento foliar (SF) oriundo de plantulas de D. wrucu germinadas in
vitro proporcionou a melhor resposta a indu¢do de calos em meio nutritivo
‘MS’, suplementado com 1,6 mg.l" de 2,4-D, apos 28 ou 35 dias de cultivo in

vitro.
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Segmento radicial (SR) oriundo de plintulas de D. urucu germinadas in
vitro propiciou a melhor resposta a indugdo de calos em meio nutritivo ‘MS’,
suplementado com 1,6 mg.I" de ANA + 1,0 mg.I" de BAP ou 0,8 mg.I" de AIB
+2,0mg.I"' de BAP, apos 30 dias de cultivo in vitro.

O melhor meio de manutencdo de calos induzidos em segmentos foliar e
radicial de D. urucu oriundos de plantulas germinadas in vitro foi proporcionado
pelo meio nutritivo ‘MS’, suplementado com 2,0 mg.I" de ANA + 2,0 mg.I" de
BAP,

As curvas de crescimento de calos determinadas em explantes foliar e
radical oriundos de plantulas de D. urucu apresentam cinco fases distintas: lag,
até o sexto dia; exponencial, do sexto ao décimo segundo dia; linear, do décimo
segundo dia ao vigésimo quarto dia; desaceleragio do vigésimo quarto dia ao
vigésimo sétimo dia e estacionaria a partir do vigésimo sétimo dia.

A producdo maxima de crescimento de calos foi obtido aos 24 dias de
cultivo in vitro, independentemente do tipo de explante.
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CAPIiTULO 4
MICROPROPAGACAO DE TIMBO
1 RESUMO

CONCEICAOQ, H.E.O. da. Micropropagacio de timbé. Lavras: UFLA, 2000.
191p. (Tese — Doutorado em Fitotecnia)*.

A micropropagacio ¢ uma alternativa para propagar em larga escala espécies
vegetais elites. O objetivo do trabalho foi desenvolver um protocolo eficiente
para a micropropagagao de timbos. Segmentos nodais de Derris urucu e de D.
hicou apresentaram uma capacidade de desenvolvimento de gemas axilares em
meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar, sem
regulador de crescimento. Segmentos nodais de D. urucu contendo duas gemas
axilares, apresentaram um desenvolvimento superior em termos de niimero e
tamanho de brotagGes e taxa de multiplicagiio quando comparados ao segmento
nodal com uma gema axilar e ao explante contendo apice caulinar. Brotagdes
oriundas de segmentos nodais com duas gemas axilares foram enraizadas em
meio nutritivo ‘MS’/2 + 2% de sacarose + 0,55% de agar + imersio por 30
segundos em AlB a 2.000 ppm, com pH ajustado para 4,5 ou 5,7 e em ‘MS*/2 +
2% de sacarose + 0,55% de agar + imersdo por 30 segundos em ANA a 2.000
ppm, com pH ajustado para 5,7. Derris urucu nio apresentou uma proliferagio
de brotos em forma de roseta. As concentragdes de citocininas usadas nio foram
eficientes para promover a proliferagdo de brotos em timbés. O timboé mostrou
uma tendéncia de multiplicagio através de segmentos nodais. As plantulas
enraizadas foram transplantadas para substrato plantmax e aclimatadas em casa-
de-vegetac¢do e apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 90%.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA
(Orientador), Maria das Gragas Cardoso — UFLA, Osmar Alves Lameira
- EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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2 ABSTRACT

CONCEICAO, H.E.O. da. “Timb6” micropropagation. Lavras: UFLA, 2000.
191p. (Thesis — Doctorate in Crop Science)*.

Micropropagation is an altemative for propagating in large scale top plant
species. The objective of the work was to develop a efficient protocol for
“timb6” micropropagation. Nodal segments of Derris urucu and of D. nicou
presented a developmental capacity of axilar buds in ‘MS’ nutrient medium
supplemeted with 3% sucrose, 0.7% of agar, with no growth regulator. Nodal
segment of D. urucu containing two axilar buds presented development superior
in terms of number and size of shoots and multiplication rate as compared with
the nodal segment with an axilar bud and the explant containing shoot apex.
Shoots from nodal segments with two axilar buds were rooted in ‘MS’/2 nutrient
medium + 2% of sucrose + 0.55% of agar + soaking for 30 seconds in IBA at
2,000 ppm with pH adjusted to 4.5 or 5.7 and in ‘MS’/2 + 2% of sucrose +
0.55% of agar + soaking for 30 seconds in ANA at 2,000 ppm with pH adjusted
to 5.7. Derris urucu did not present any rosette-shaped shoot proliferation. The
concentrations of cytokinins used were not effficient to promote the proliferation
of shoot on “timbos”. The “timbo™ showed multiplication trend through nodal
segments. The rooted seedlings were transplanted to the substrate plantmax and
acclimatized in greenhouse and presented a survival rate of 90%

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adyviser),
Maria das Gragas Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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3 INTRODUCAO

Dentre as aplicagdes da biotecnologia vegetal, destaca-se a propagagado
vegetativa in vitro, também denominada de micropropagagio por causa do
tamanho dos propagulos utilizados. 4 micropropaga¢do foi descrita por Giles
(1985) como um processo que envolve a multiplicagdio in vitro de plantas, em
condicio estérii e em um meio nutritivo definido, com incorporagio de
reguladores de crescimento especificos que estimulam respostas de crescimento.
Os reguladores de crescimento promovem respostas fisiologicas diversas, porém
sdo empregados na técnica de micropropagacdo com intuito de induzir
crescimento normal, desenvolver gemas axilares precoces e/ou desenvolver
sistema radicular. Assim, a transferéncia de tecidos de plantas de um meio para
outro possibilita a multiplicagfio, crescimento e enraizamento de plantulas, que
séo posteriormente transferidas para casa-de-vegeta¢io e campo.

Muitos trabalhos contribuiram de forma eminente para o estabelecimento
da metodologia de micropropagacio (Morel, 1960; Murashige e Skoog, 1962;
Murashige, 1974). Murashige (1974) dividiu o processo de micropropagagdo em
trés estagios: Estigio I: Estabelecimento do explante in vitro; Estigio II:
Multiplicagdo do propagulo e Estigio III: Enraizamento e transferéncia da
plantula para o solo.

Atualmente, a técnica de micropropagagio tem alcangado grande
sucesso, principahneﬁte com referéncia as espécies de importincia na
horticultura. Hu e Wang (1983) atribuem este sucesso a fraca dominancia apical,
a grande capacidade de regeneragdo do sistema radicular da maioria das plantas
herbiceas ¢ também ao suporte financeiro das indiistrias de alimentos do
primeiro mundo. Exemplos bem sucedidos de plantas micropropagadas em
escala industrial incluem Allium, Aspargus, Brassica, Phaseolus, e entre as
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herbaceas omamentais estio Anthurium, Chrysanthemum, Gerbera, Gladiolus e
Gypsophila.

O nimero de arbdreas multiplicadas em escala comercial é reduzido
quando comparado as espécies herbaceas. Varias dificuldades séo encontradas
no processo de multiplicagdo de plantas adultas, principalmente no estagio I por
contaminagdes e oxida¢do dos explantes, e no estagio III com a dificuldade de
formagio de raizes adventicias. A micropropagacio de arboreas pode ser
realizada por meio de trés sistemas diferentes: gemas axilares, produgio de
gemas adventicias e embriogénese somitica (Thorpe, Harry e Kumar, 1991).

A literatura especializada disponivel ndo relata nenhuma informagio
acerca da micropropagacio de timbds. Desta forma, considerou-se importante,
neste trabalho, desenvolver um protocolo eficiente para a micropropaga¢do
destas plantas.

4 REFERENCIAL TEGRICO
4.1 Aspectos gerais da micropropagacio.

Explantes adequados de mais de 350 espécies de plantas vasculares, que
incluem angiospermas, gimnospermas e samambaias, podem ser cultivados in
vitro e induzidos a formar brotos adventicios, gemas, embridides ¢ plantas
inteiras (Vasil e Vasil, 1980; Mantell, Mathews e McKee, 1994).

O sucesso de um sistema de micropropagacdo depende do controle de
um grande nimero de variaveis. Ao contrario do que se acredita, por exemplo, a
composigio do meio de cultura ndo é a variavel determinante do sucesso da
micropropagagio ou segredo de um protocolo comercial (Grattapaglia e
Machado, 1998).
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Uma vez que cada espécie ou clone apresenta caracteristicas unicas,
determinadas por fatores genéticos, as necessidades para seu cultivo in vitro
também tendem a ser unicas. A capacidade de regenerac¢do e crescimento in
vitro parece estar associada nio apenas ao genétipo, mas também a atividade
fisiologica na planta-matriz, sob o controle de diversos fatores enddégenos. O
verdadeiro desafio, portanto, esta no material vegetal e na sua manipulagdo antes
de excisar o explante inicial, e em todos os passos até o transplantio da planta
produzida (Grattapaglia e Machado, 1998).

4.2 Respostas de explantes nodais e internodais e de reguladores de
crescimento.

Um protocolo eficiente e seguro para a propaga¢do rapida de clones
superiores de phlox (Phlox paniculata L.) foi descrito por Mackay, Sankhla e
Sankhla (1999) usando segmentos nodal e internodal cultivados em meio ‘MS’
contendo 3% de sacarose, 0,25% de gelrite ¢ BA ou TDZ, numa faixa de
concentragio de 1 — 20 uM. Apdés 4 a 5 semanas, até 2 brotos axilares
proliferaram sobre explante uninodal, enquanto em multinodal, formaram-se de
4 a 7 brotos na porgdo terminal do explante. Os brotos foram colocados em meio
nutritivo contendo 1 pM de BA ¢ 5 uM de AIB, resultando, em ambos, o
alongamento de brotos e o enraizamento, simultaneamente. A BA foi mais
efetiva do que TDZ e induziu um grande nimero de brotos. A adi¢io de TDZ
resultou na formagdo extensiva de calos e decresceu o niimero de brotos, os
quais permaneceram pequenos e atrofiados.

Sul e Korban (1994) investigaram a influéncia de diferentes citocininas,
em varias concentragdes, sobre a proliferagdo e o alongamento de 5 genétipos de
Sequoia semprevirens, usando segmentos de caule de plantas crescidas em casa-
de-vegetagdo, em meio nutritivo de Wolter & Skoog (WS) sem regulador de
crescimento, durante 4 semanas. Brotos novos desenvolvidos desde gemas
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axilares foram entio subcultivados num meio fresco contendo diferentes
citocininas, cada uma na concentragio de 5 pM por tratamento. Cada genétipo
respondeu diferentemente as citocininas testadas. O uso da zeatina resultou num
maior nimero de brotos e brotos maiores para 3 gendtipos de S. semprevirens.

Sahoo, Pattnaik e Chand (1997) descreveram um protocolo eficiente
para a propaga¢do in vitro de uma planta herbacea aromitica e medicinal,
Ocimum basilicum L. (“sweet basil”), através da proliferacdo de brotos axilares
de explantes nodais, coletados de plantas crescidas em campo. Alta freqiiéncia
de quebra de gema e 0 maximo numero de formagdo de broto axilar foi induzida
em explantes nodais sobre meio nutritivo de ‘MS’ contendo BA a 1,0 mglt.
Além disso, o crescimento e a proliferagdio de brotos necessitaram de
transferéncia para um meio contendo BA em concentragio relativamente baixa
(0,25 mg.I"). Acido giberélico (GA;) a 0,4 mg.I"’ adicionado ao meio, junto com
BA a 1,0 mg.I", aumentou a freqiiéncia da quebra de gemas. Brotos formados in
vitro foram enraizados sobre o meio ‘MS’ a meia for¢a, suplementados com 1,0
mg.I' de AIB. Plintulas enraizadas foram sucessivamente aclimatadas em
vermiculita, dentro de uma cidmara de crescimento, e eventualmente
estabelecidas em solo.

4.3 Respostas de explantes de #pices caulinares e de reguladores de
crescimento.

Um método rapido para a propagagdo in vitro de gatlic foi descrito por
Alloufa e Souza (1999). O método consiste na multiplicagdo in vitro por cultura
de apice caulinar, em meio nutritivo de ‘MS’. Os resultados mostraram que a
formagdo de brotos adventicios ou raizes dependeram dos niveis dos reguladores
de crescimento usados. A proliferagio de brotos adventicios foi maxima em
meio nutritivo contendo 2 mgl” de Kin e 0,5 mg.l' de ANA. Os brotos

adventicios foram enraizados e cresceram como plantas normais.

102



Um sistema de micropropagacio para Acacia mearnsii De Wild foi
descrito por Huang, Al-khayri e Gbur (1994) usando apice caulinar de 5 mm de
comprimento oriundo de plantulas germinadas in vitro, com 3 semanas de idade.
Estes foram cultivados em ‘MS’ a % de forca e suplementados com
combinagGes de auxinas (AIB e ANA) e citocininas (Kin e BAP). A formacio
de multibrotos foi promovida com BAP a 2 mg.l" e a combinagio mais alta de
BAP (6 mg.I") com ou sem 0,01 mg.I" de AIB. Citocininas em concentragdes
menores do que 1 mg.I"", combinadas com auxinas na concentragio de 0,01 a 0,1
mg.I", inibiram a formagiio de multibrotos e promoveram o enraizamento de
explantes de apices caulinares. Culturas de multibrotos foram mantidas pela
transferéncia de segmentos de aglomerados de multibrotos em meio nutritivo
contendo 2 mg.I"' de BAP e 0,01 mg.l' de AIB. Niveis mais altos de BAP
promoveram mais formagdo de multibrotos e permitiram o alongamento de
brotos tio bem quanto a multiplicagio. Brotos produzidos in vitro foram
induzidos ao enraizamento em meio ‘MS’ a meia forga com 0,6 mg.I" de ANA.
As plantulas foram transferidas para vasos contendo solo e exibiram crescimento
normal sob condigdes de casa-de-vegetagio.

Jusaitis (1995) desenvolveu métodos para propagagio in vitro, producdo
de plantulas enraizadas e estabelecimento no solo em Phebalium equestre D. A.
e Phebalium hillebrandii J. H. Willis, usando épice caulinar e segmento nodal.
Para cada espécie, a proliferagdo de broto foi iniciada sobre o meio De Fossard
MZZM suplementado com 1 pM de BA. Brotos excisados de P. equestre
iniciaram o enraizamento quando cultivados em meio MZZM contendo 60 pM
de 2,4-D, enquanto P. hillebrandii necessitou do meio LZZL contendo 10 puM de
2,4-D para o miximo de enraizamento. Ambas as espécies necessitaram ser
transferidas para meio MZZM sem regulador de crescimento apés 2 semanas de

enraizamento inicial, para melhor crescimento e desenvolvimento. As plintulas
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foram sucessivamente transferidas para solo com 80% de sobrevivéncia, apos 2
meses.

Chen, Hu e Huang (1995) desenvolveram um protocolo baseado na
cultura de brotos de plintulas de Eucommia ulmoides (Eucommiaceae) de um
més de idade, visando a multiplicagio assexual rapida. Apices caulinares
excisados com 3-5 mm de comprimento foram usados como explante. O meio
nutritivo de *MS’ suplementado com 1 mg.l' de BA foi empregado para
estabelecer as culturas primarias e subsequentes multibrotos. Brotos sdo
subcultivados sobre o mesmo meio e podem ser aumentados em uma taxa de 7,5
novos brotos por setor de 2 brotos a cada 3 semanas. O enraizamento foi
realizado em meio com gelrite contendo sais de ‘MS’ a 1/3 da forga,
suplementado com 0,1 mg.I" de ANA.

4.4 Respostas de diversos explantes e reguladores de crescimento.

Sarma e Rogers (1999) estabeleceram um método para indugido in vitro
de multibrotos de Juncus effusus, uma monocotiledonea de terras \imidas usada
para remediar agua poluida e na medicina popular. Plantulas crescidas in vitro,
em meio ‘MS’ suplementado com BA, 2-iP e Kin, promoveram a indugdo de
multibrotos. Entre as trés citocininas, 2-iP causou uma mais alta freqiiéncia de
regeneragdo e de nimero de brotos por explante. A cinetina causou a menor
regeneracao.

Estudos de Barringer, Mohamed-Yasseen e Splittstoesser (1996)
descrevem um procedimento para regenerar brotos e plantas a partir de eixo
embrionario de plintulas de abacate com benziladenina e thidiazuron. Explantes
foram crescidos no escuro por 10 dias, e entdo transferidos para fotoperiodo de
18 h para indugiio de multibrotos. Aumentos na concentragdo de benziladenina
ou thidiazuron resultaram num aumento de produ¢do de brotos. Brotos foram
transferidos para um meio nutritivo promotor de broto, no qual brotos adicionais
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foram formados. Cerca de 80% dos brotos com raizes sobreviveram em casa-de-
vegetacdo e produziram plantas fenotipicamente normais.

Parra € Amo-Marco (1998) relatam que dois estoques de brotos
crescidos in vitro, obtidos de plantulas ou de plantas adultas, foram usados para
estudar os efeitos do material de origem, do niimero de subculturas prévias sobre
o meio de estabelecimento, do tipo de explante e dos macronutrientes sobre a
multiplica¢io e o alongamento de broto em Myrius communis L., sempre na
presenca de 4,4 pM de BA. A proliferagio de brotos foi influenciada
principalmente pela origem do estoque, com respostas mais altas em material
adulto do que em plantulas, e pelo nimero de subculturas, com taxas mais altas
de multiplicagdo e alongamento na primeira subcultura. Na primeira subcultura,
o matenal adulto foi caracterizado por taxas altas de multiplicagio e
alongamento de brotos, e alguns brotos apresentavam-se hiperhidricos. Por outro
lado, a primeira subcultura de material de plantulas foi caracterizada pela mais
baixa taxa de multiplicagdo e alongamento de brotos, e alguns brotos estavam
afetados por necrose apical. Na terceira e quinta subculturas, a multiplicagiio e o
alongamento de brotos declinou em ambos os materiais, e hiperhidricidade ou
necrose apical ndo foram encontradas, embora uma mais alta multiplicagio e
alongamento de brotos tenham sido consistentemente encontradas para o
material adulto.

5 MATERIAL E METODOS

Com excegiio do experimento sobre efeitos de TDZ, no qual foram
utilizados explantes de D. nicou oriundos do clone 495, cultivados em casa-de-
vegetagdo, nos demais usaram-se explantes nodais contendo uma ou duas gemas
axilares, obtidos de plintulas germinadas in vitro, de D. urucu, de exemplares do

clone 37. Os explantes foram inoculados no meio nutritivo ‘MS’ e mantidos em
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sala de crescimento sob irradidncia de 25 pmol.m™s”, temperatura e umidade
relativa do ar de 26+1°C e 70+5%, respectivamente, e fotoperiodo de 16 h. Os
dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia para as variaveis de
respostas em questdo. Quando significativos, procederam-se as analises de
regressdo polinomial e/ou as comparagoes das médias pelo teste de Tukey a 0,05

de probabilidade, de acordo com a natureza dos tratamentos usados.

5.1 Efeitos de BAP e TDZ sobre explantes nodais de Derris urucu e Derris
nicou visando a inducéo de brotos.

5.1.1 Efeitos de BAP

Explantes nodais contendo uma ou duas gemas axilares foram
inoculados no meio nutritivo ‘MS’ contendo 0,7% de agar, 3 ou 4% de sacarose
e 0,0: 1,0; 2,0 e 4,0 mg.I" de BAP, os quais constituiram os tratamentos. Os
tratamentos foram mantidos em sala de crescimento durante 28 dias. Os efeitos
dos tratamentos foram avaliados pelas seguintes variaveis de resposta: nimero
de brotos (NB) e tamanho de brotos (TB, em ¢cm). O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 4 x 2 (2 tipos
de explantes, 4 concentragdes de BAP e 2 concentragdes de sacarose), com 5
repetigdes, cada uma constituida por 2 tubos de ensaio contendo 10 mL do meio

de cultura.

5.1.2 Efeitos de TDZ

Explantes nodais contendo uma ou duas gemas axilares foram obtidos de
plantas de D. nicou e inoculados no meio basico de MS contendo 0,7% de agar e
3% de sacarose, suplementado com 0,0; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 mg.I" de TDZ, os
quais constituiram os tratamentos. Os tratamentos foram mantidos em sala de
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crescimento durante 28 dias e os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas
seguintes varidveis de resposta: nimero de brotos (NB) e tamanho de brotos
(TB, em cm). O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2 x 5 (2 tipos de explantes e 5 concentrag3es
de TDZ), com 4 repeticdes, cada uma constituida por dois tubos de ensaio
contendo 10 mL do meio de cultura.

5.2 Efeitos de concentragdes de sacarose e de BAP, do nimero de gemas
axilares em explante nodal e de explante contendo dpice caulinar na
inducfio de brotos em timbé.

Explantes nodais com uma ou duas gemas axilares e explante com cerca
de 1 cm de comprimento, contendo o apice caulinar de plintulas de D. urucu,
foram inoculados em tubos de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL de meio
nutritivo ‘MS”, 3 ou 4% de sacarose, 0,0 ou 2,0 mg.I" de BAP, solidificado com
0,7% de agar, pH ajustado para 5,710,1, durante 21 dias. Os efeitos dos
tratamento foram avaliados pelas seguintes variaveis de resposta: numero de
brotos (NB), tamanho de brotos (TB, em cm) e taxa de multiplicagio (TM). O
delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, com 10
tratamentos (Quadro 1) e 12 repetigdes, cada uma constituida por 1 tubo de

ensaio.
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QUADRO 1 - Tratamentos do experimento sobre efeitos de concentra¢des de
sacarose e de BAP, do numero de gemas axilares em explante
nodal e de explante contendo apice caulinar na indugio de
multibrotacdes em timbé. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Tratamento Composicio do tratamento'

SN, + Sacarose 3% + 0,0 mg.I"' de BAP

SN, + Sacarose 3% + 0,0 mg.1" de BAP

SN, + Sacarose 4% + 0,0 mg.I” de BAP

SN, + Sacarose 4% + 0,0 mg.1" de BAP

SN, + Sacarose 3% + 2,0 mg.1"' de BAP

SN, + Sacarose 3% + 2,0 mg.I”' de BAP

SN; + Sacarose 4% + 2,0 mg.I” de BAP

SN, + Sacarose 4% + 2,0 mg.I"' de BAP

Segmento com apice caulinar + SAC 3% + 0,0 mg.I" de BAP

ole|ee|w|aiwnis|wir|—

Segmento com apice caulinar + SAC 3% + 2,0 mg.I"' de BAP

T'SN, e SN, = Explantes com uma ou duas gemas axilares, BAP = 6-Benzilaminopurina e SAC =
Sacarose.

5.3 Induciio de brotos adventicios em explantes nodais com duas gemas
axilares e de explante contendo dpice caulinar de timbé

Explantes nodais contendo duas gemas axilares e explante com cerca de
1 cm de comprimento, contendo o apice caulinar, oriundos de plantulas de D.
urucu, foram inoculados em tubos de ensaio de 150 x 25 mm contendo 15 mL
de meio nutritivo ‘MS’ com as seguintes formulagdes: MS com '2 da
concentragdo dos sais, sem regulador de crescimento (IB-1); ‘MS’ com 'z da
concentragdo dos sais + 2,0 mg.1" de BAP + 0,5 mg.|" de ANA + 0,5 mg.I" de
GA; (IB-2); ‘MS’ com ¥ da concentragdo dos sais + 2,0 mg.I" de BAP + 0,5
mg.I" de ANA + 1,0 mgl" de GA; (IB-3); ‘MS’ com % da concentragZo dos
sais (solugdes C, D, E e F), onde: C = 6,2 mg de H;BO; + 170 mg de KH,PO, +
0,83 mg de KI + 0,25 mg de Na,M004.2H,0 + 0,025 mg de CoCl,.6H;0; D =
440 mg de CaCly; E = 370 mg de MgS0,.7H,0 + 22,3 mg de MnSO,.4H,0 +
8,6 mg de ZnSO,.7H,0 + 0,025 mg de CuSO,.5H,0 e F = 37,25 mg de
Na,EDTA.2H,0 + 27,85 mg de FeSO,4.7H,0, por litro de solugdo, todo o0 KNO;,
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sem NO;NH, + 0,5 mg.I"' de ANA + 2,0 mg.I" de BAP + 0,5 mg.I"* de GA; (IB-
4);, ‘MS’ com ¥ da concentragao dos sais (solugdes C, D, E e F), todo o0 KNO;,
sem NO;NH, + 0,5 mg.I" de ANA + 2,0 mg.I" de BAP + 1,0 mg.I" de GA; (IB-
5) e ‘MS’ com Y2 da concentragdo dos sais (solugdes C, D, E e F), todo o KNO,,
sem NO;NH,, sem regulador de crescimento (IB-6). Os meios de cultura foram
solidificados com 0,7% de agar, sacarose 3%, pH ajustado para 5,740,1 e
mantidos em sala de crescimento durante 21 dias. Os efeitos dos tratamento
foram avaliados pelas seguintes variaveis de resposta: numero de brotos (NB) e
tamanho de brotos (TB, em cm). O delineamento experimental usado foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 6 (2 tipos de explantes e 6
formulagdes de meios de cultura), com 6 repeti¢ées, cada uma constituida por 1
tubo de ensaio.

5.4 Indugéo de brotos e enraizamento em explante nodal com duas gemas
axilares oriundo de plantulas de Derris urucu germinadas in vitro.

O experimento constou de duas etapas: a) indugdo de alongamento de
gema axilar e/ou brotos adventicios e b) indu¢do de enraizamento de brotos
oriundos de gema axilar e/ou adventicia. Na primeira etapa foram usados os
seguintes tratamentos: MN-1 = ‘MS’ com 3% de sacarose, 0,7% de agar, sem
regulador de crescimento e MN-2 = ‘MS’ com 3% de sacarose, 0,7% de agar +
2,0 mg.I' de BAP. Na segunda etapa, as brotagdes oriundas dos tratamentos
MN-1 e MN-2 foram distribuidas em 5 formulagdes do meio nutritivo ‘MS’ e 2
valores de pH, totalizando 20 tratamentos, cada um contendo 3 tubos de ensaio
por repetigio com 15 mL de meio nutritivo solidificado com agar a 0,55%. O
Quadro 2 apresenta a estrutura dos tratamentos usados na segunda etapa. Os
meios de cultura contendo os tratamentos respectivos foram mantidos em sala de
crescimento durante 21 dias, em cada fase do experimento. Na primeira etapa do
experimento, os efeitos dos tratamento foram avaliados pelas seguintes variaveis
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de resposta: numero de brotos. (NB), tamanho de brotos (TB, em cm), taxa de
multiplicagdo (TM), pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO e
MSCALQO, respectivamente, em g) e pesos das matérias fresca e seca de brotos
(MFBROT e MSBROT, respectivamente, em g). Na segunda etapa, os efeitos
dos tratamentos foram avaliados pelas seguintes variaveis de resposta;
porcentagem de enraizamento (%R), nimero de raizes (NR) e tamanho de raizes
(TR). Na primeira fase do experimento, o delineamento experimental usado foi o
inteiramente casualizado com 2 tratamentos e 7 repeti¢des, cada uma composta
por 3 tubos de ensaio contendo 15 mL do meio nutritivo. Na segunda etapa, o
delineamento usado foi inteiramente casualizado, em fatorial 2 x § x 2
(brotagdes oriundas dos tratamentos — MN-1 e MN-2, 5 formulagdes do meio
nutritivo ‘MS’ e 2 pHs), com 3 repetigdes cada uma com 3 tubos de ensaio.

QUADRO 2 - Tratamentos usados na segunda etapa do experimento de indugio
e enraizamento de brotos oriundos de explante nodal com duas
gemas axilares de plantulas de Derris urucu germinadas in vitro.
UFLA, Lavras - MG, 2000.

Identificacdo | Tratamentos

1ApH4,5 [‘MS’/2 + sacarose 2%, sem regulador de crescimento

2ApH4,5 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 0,5 mg.l” de ANA

3ApH4,5 [‘MS’/2 +sacarose 2% + 0,5 mg.I” de IBA

4ApH4,5 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 1/30” em 1BA a 2.000 ppm.

5ApH4,5 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 1/30” em ANA a 2.000 ppm.

1BpHS,7 | ‘MS’/2 + sacarose 2%, sem regulador de crescimento

2BpHS,7 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 0,5 mg.1” de ANA

3BpHS,7 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 0,5 mp.I” de IBA

4BpHS5,7 |‘MS’/2 +sacarose 2% + 1/30” em IBA a 2.000 ppm.

5BpHS,7 |‘MS’/2 + sacarose 2% + 1/30” em ANA a 2.000 ppm.

*‘MS’/2 = *MS’ com a metade das concentragdes dos macro e micronutrientes.
1/30” = imersdo por 30 segundos de 0,5 cm da parte distal da brotagdo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeitos de BAP

6.1.1 Nimero e tamanho de brotos em explante nodal de timbé com uma ou
duas gemas axilares.

Os resultados das analises de variincias sdo apresentados na Tabela 15.
Para numero de brotos, verificaram-se efeitos significativos para os fatores BAP
e segmentos nodais, as interagdes sacarose*BAP e BAP*segmentos nodais e
para a interagdo tripla, enquanto, para tamanho de brotos, observaram-se efeitos
significativos para todos os fatores individuais e suas interagdes, com excegio da

interacdo tripla.

TABELA 15 - Resumo das analises de variancias para NB e TB, em segmento
nodal de Derris urucu contendo uma ou duas gemas axilares,
submetidos as concentragdes e combinages de SAC e BAP.
UFLA, Lavras - MG. 2000.

L Quadrado Médio e Significincia’
Fonte de variagdo G.L. NE? TB®
Sacarose (Sac) 1 0,00005™ 2,2499%
BAP 3 0,4221%* 8,6402**
Segmento nodal (SN) 1 0,4509%+ 3,5156**
Sac x BAP 3 0,0985%* 1,4538*
Sac x SN 1 0,0197"8 2,8900*
BAP x SN 3 0,0783** 3,0794**
Sac x BAP x SN 3 0,0516* 0,8829™
Residuo 48 0,0174 0,4306
Meédia - 1,6524 2,2406
CV (%) - 7,9720 29,2870

TFS"s"e ** = Nao significativo e significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade pelo teste F,

respectivamente.
2 , Dados transformados para raiz (x + 1).
* Dados no transformados
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Com relagdo ao numero de brotos, verifica-se, na Tabela 16, que os
tratamentos contendo uma gema axilar, em meio de cultura contendo 1,0 mg.l”
de BAP + 3% de sacarose ou 2,0 mg.l" de BAP + 4% de sacarose, diferiram
estatisticamente dos demais tratamentos, de combinagio segmento
nodal*sacarose*BAP. Os tratamentos contendo duas gemas axilares, nio
mostraram diferengas estatisticas significativas entre os tratamentos formulados
com 3 ou 4% de sacarose, ou mesmo com o presenga de BAP no meio de

cultura.

TABELA 16 - Médias da interagdo tripla para numero de brotos, induzidos em
explantes de Derris urucu oriundos de segmentos nodais
contendo uma ou duas gemas axilares, submetidos as variagoes
de concentragdes e combinagdes de sacarose e BAP'. UFLA,
Lavras - MG, 2000.

0,
Segmento nodal BAP (mg/L) 38 acarose M’l
Uma gema axilar 0,0 1,00a 1,00 a
1,0 1,96 a 1,00b
2,0 1,00 b 1,96a
4,0 2,24a 1,73 a
Duas gemas axilares 0,0 1,00 a 1,00 a
1,0 2,24a 248a
2,0 2,24a 2,74 a
4,0 2,48a 2,242

! Médias seguidas de letras minisculas distintas nas linhas comparam as concentragSes de BAP
dentro de cada combinagio de segmento nodal * sacarose e diferem entre si pelo teste de Tukey a
0,05 de probabilidade.

Pela Figura 23, verifica-se que o numero de brotos no segmento nodal
com uma gema axilar teve uma tendéncia de aumento linear, independentemente
da concentragdo de sacarose no meio de cultura, enquanto no segmento nodal

com duas gemas axilares, este comportamento foi quadratico, com aumentos até

2,0 mg.I" de BAP, com 3 ou 4% de sacarose.
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{SN2*4%SAC) y = -0,2114x + 0,9934x + 1,6413 R” = 0,892 (**)

3,0 - (SN2°3%SAC) y=-0.17x + 1,014x + 1,108R’ = 0,854
W
o
°
o
]
o
=
g 1,0 - {SN1°4%SAC) y = 0,2151x + 1,046 R = 0.547 (**)
"2’ 0.5 - (SN1"3%SAC) y = 0,2386x + 1,138 R' = 0,302 (*)
o’o [] 1 1 i ]
0 1 2 3 4
BAP (mg.I")
— SNI1 3% SAC — == SNI 4% SAC
----- SN2 3%SAC —-~—-. SN24%SAC

FIGURA 23 - Regressdes polinomiais para os niveis da interagdo tripla para
numero de brotos, em segmentos nodais com uma gema axilar
(SN)) e duas gemas axilares (SN,) de Derris urucu. UFLA,
Lavras - MG, 2000.

Verificou-se que o maior tamanho de brotos em explante nodal de D.
urucu foi encontrado para as concentragdes de 0,0 e 1,0 mg.I”’ de BAP e 3% de
sacarose (Tabela 17). Esta variavel, na presenca de 3 ou 4% de sacarose, teve
tendéncias de comportamento quadritico e linear, respectivamente, além de
reducdo significativa de crescimento, em concentragdes de BAP superiores a 1

mg.I"' (Figura 24).
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TABELA 17 - Comparagdo das médias da interagdo sacarose*regulador de
crescimento para tamanho de brotos de Derris urucu, em
segmentos nodais com uma e duas gemas axilares, submetidos
as variagoes de concentragdes e combinagdes de sacarose e
BAP'. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Regulador de crescimento Sacarose (%)
(BAP, em mg.1'") 3 4
0,0 3,682 2900
1,0 2,56a 1,60 b
2,0 1,862 2,182
4,0 1,60 a 1,54 a

' Médias seguidas de letras minisculas diferentes nas linhas comparam as concentragdes de
sacarose dentro de cada concentragiio do regulador de crescimento ¢ diferem entre si pelo teste de
Tukey a 0,05 de probabilidade.

€ 50
S
@ 4,0 {3% SAC) y = 0,1945x’ - 1,2065x + 3,8811 R’ = 1,0000 70880
2
a
o
-]
o
; -
g 1,0
g (4% SAC) y= -0,2580x + 2,.508R2=0,4878(**)
g 0,0 4 1 s 1 A 1 N ]
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0
BAP (mg.I")
—— 3%SAC - —— 4%SAC

FIGURA 24 — Regressdes polinomiais para os niveis da interagdo regulador de
crescimento*sacarose para tamanho de brotos, em Derris urucu.

UFLA, Lavras - MG, 2000.
Na Tabela 18 verifica-se que o melhor tratamento deste experimento foi
encontrado para segmentos nodais com duas gemas axilares em meio nutritivo

contendo 3% de sacarose. Observa-se, também, que esta variavel teve um
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comportamento linear e quadratico, respectivamente para segmentos nodais com
uma e duas gemas axilares, sendo que o maior tamanho de brotos foi encontrado

na auséncia de BAP (Figura 25).

TABELA 18 - Comparagio para médias da interagio sacarose*segmento nodal
para tamanho de brotos (em, cm) de Derris urucu, oriundos de
segmentos nodais com uma e duas gemas axilares submetidos as
variagdes de concentracdes e combinagdes de sacarose e
segmento nodal'. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Sacarose (%) ‘Sﬁegmento nodal -
Uma gema axilar Duas gemas axilares
3 1,98 a 2,86a
4 2,03a 2,08b

' Médias seguidas de letras minasculas difcrentes nas colunas comparam as concentragbes de
sacarose dentro de cada tipo de segmento nodal ¢ diferem entre si pelo teste de Tukey a 0,05 de
probabilidade.

5,0 -

——

£ - (SN2) y = 0,286 - 1.7451x + 3,9743 R’ = 0,6998 (**)

L 40 k.

m 3 ‘\~

g ~.

© 30 f Seeo

=] L s~~~

()] —_—

© 20 o

e L Tvveada.d ﬂ

.g _______________

g 1,0 (SN1) y = -0,2187x + 2,392 R? = 0,4754 ()

g 0'0 n 1 4 1 3 1 2 1
0 1 2 3 4

BAP (mg.I")
—SN1 ourmee SN2

FIGURA 25 - RegressGes polinomiais para os niveis da interagiio regulador de
crescimento (RC)*segmentos nodais (SN) para tamanho de
brotos, em Derris urucu. UFLA, Lavras - MG. 2000.
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Os efeitos de reguladores de crescimento na indugdio de brotagdes e/ou
no desenvolvimento de gemas axilares oriundas de explantes nodais de varias
espécies tém sido descritos na literatura especializada, conforme citam Mackay,
Sankhla e Sankhla (1999) em Phlox paniculata L., Sul e Korban (1994) em
Sequoia semprevirens; Sahoo, Pattnaik e Chand (1997) em Ocimum basilicum
L. (‘sweet basil’); Jusaitis (1995) em Phebalium equestre D.A. e P. hillebrandii
J.H. Willis; Cerqueira (1999) em Tridax procumbens L., Fidelis (1998) em
Brosimum guadichaudii Tréc., Coelho (1999) em Pterodon pubescens (Benth.)
Benth.; Pereira (1999) em Echinodorus cf scaber Rataj., Lameira (1997) em
Cordia verbenaceae L.; Costa (1995) em Cephaelis ipecacuanha e Abreu (1998)
em Cissus sicyoides.

A adig3o de reguladores de crescimento tem por objetivo principal suprir
as pussiveis deficiéncias dos teores enddgenos de horménios nos explantes que
se eacontram isolados das regiGes produtoras da planta-matriz. A adi¢do de
citocinina ¢é favoravel ou até necessiria. Hu e Wang (1983) estudaram a
freqiiéncia de utilizagdo de cada citocinina em meios de isolamento para cerca
de 100 espécies, e verificaram que o BAP ¢ utilizado em 68% dos meios, a
cinetina em 23% e o 2-iP, zeatina e o SD 8339 (6-benzil-9-tetrahidropirone
adenina) em 9%. A adi¢do de citocinina ao meio de cultivo é imprescindivel
para que se obtenha qualquer sistema de proliferagio (Metivier, 1979), e a
conventragido exogena de citocininas parece ser o principal fator que influencia
na taxa de multiplicagdo (Grattapaglia e Machado, 1998).

Neste trabalho, a influéncia de concentra¢des de sacarose e BAP e de
segmentos nodais de explantes de D. urucu, avaliada em termos de numero e
tamanho de brotos, mostrou que as médias de nimero de brotos em segmentos
nodais com duas gemas axilares foram sempre maiores do que em segmento
nodal com uma gema axilar, independentemente das concentragdes de sacarose e
BAP (Tabela 16 e Figura 23); para tamanho de brotos, o maior tamanho médio
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de brotos foi encontrado na auséncia de BAP (Tabela 17 e Figuras 24 e 25 ).
Estes resultados sdo diferentes dos relatados por Quraishi e Mishra (1998) para
segmentos nodais de plantas adultas de Cleistanthus collinus cultivados em meio
‘MS’ suplementado com 0,44 uM (equivalente a 0,1 mg.1") de BAP; no entanto,
sdo semelhantes aos encontrados por Cerqueira (1999) para Tridax procumbens
L.; Pereira (1999) para Echinodorus cf scraber Rataj. e Saleh e Shepherd (1997)
para Clusia nemorosa.

Na Figura 26 observam-se as respostas morfogenéticas de BAP em

segmentos nodais de D. urucu oriundos de plantulas germinadas in vitro.

S/BAP S C/BAP

FIGURA 26 — Respostas morfogenéticas de BAP em segmentos nodais de
Derris urucu oriundos de plantulas germinadas in vitro. UFLA,
Lavras - MG, 2000.

6.2 Efeitos de TDZ

6.2.1 Nimero e tamanho de brotos em explante nodal de timbé contendo
uma ou duas gemas axilares.

Os resultados das analises de varidncia sdo apresentados na Tabela 19.

Para niimero de brotos, verificaram-se efeitos significativos dos fatores TDZ e
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segmento nodal, e para tamanho de brotos, observou-se efeito significativo

apenas para TDZ.

TABELA 19 - Resumo das analises de variancias para NB ¢ TB em segmento
nodal de Derris nicou, contendo uma ou duas gemas axilares,
submetidos ao TDZ. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio e Significancia’
NB* TB’
TDZ (T) 4 0,3428** 7,11163**
Segmento nodal (SN) | 0,5473** 10,9923
TxSN 4 0,0609" 1,0160%
Residuo 3 0,0522 0,3221
Meédia - 1,6828 1,2125
CV (%) - 13,5780 46,8060
TRS ¢ #* = Sjgnificativo 2 0,01 de probabilidade pelo teste F.
? Dados transformados para raiz (x + 1).
3 Dados ndo transformado.

Para niimero de brotos, observou-se que os efeitos das concentragges de
TDZ sobre a indugdo de brotos em segmentos nodais com uma ou duas gemas
axilares apresentaram um aumento até a concentragdo de 0,5 mg.l' de TDZ,
decrescendo nas demais concentragdes (Figura 27). O numero médio de brotos
em segmentos nodais com uma ou duas gemas axilares, observado neste
trabalho, foi de 1,45 e 2,24, respectivamente, com superioridade para o

segmento nodal com duas gemas axilares.
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FIGURA 27 - Numero de brotos induzidos com niveis de TDZ em segmentos
nodais com uma e duas gemas axilares de Derris nicou. UFLA,

Lavras - MG, 2000.
Para tamanho de brotos, observou-se que os efeitos das concentragdes de
TDZ sobre essa variavel, em segmentos nodais com uma e duas gemas axilares,
apresentaram comportamento quadratico, verificando-se um decréscimo no
tamanho de brotos na presenca de TDZ. Constatou-se que segmentos nodais com
duas gemas axilares, em meio nutritivo ‘MS’ sem regulador de crescimento,
foram superiores ao segmento nodal com uma gema axilar (Figura 28). Neste
trabalho, a inducdo de brotos em segmentos nodais com uma e duas gemas
axilares de D. nicou, proporcionadas pelo TDZ e avaliadas através do niimero e
tamanho de brotos, mostrou que o TDZ exibiu uma resposta negativa sobre o
nimero de brotos nessa espécie. Estes resultados corroboram os obtidos por
Fidelis (1998) para Brosimum guadichaudii Tréc. e Cerqueira (1999) para
Tridax procumbens L., porém diferem dos obtidos para Phyllanthus niruri
(Becker, 1997) usando TDZ nas concentragdes de 0 a 1 mg.I", que obteve

119



brotagdes em forma de rosetas, sendo que o melhor resultado foi obtido com

0,125 mg.I"' de TDZ , que propiciou uma média de 5 brotos por explante.

~— 40 .
E 1
o 35 ¢
230+
° 25 (SN2) y = 0,1786¢ - 0,9276x + 1,6905 R’ = 0.5221 ()
54
8 2,0 I (SN) y = 0.3408x" - 4,8493x + 2,6995 R’ = 0,5134 (**)
o 115 =~
€10}
<
g 05 |
._ 0.0 3 1 2 [l re ]
1} 1 2 3 4
TDZ (mg'.I")
SN1 — =~ SN2

FIGURA 28 - Regressdes polinomiais com niveis de TDZ para tamanho de
brotos induzidos em segmentos nodais de Derris nicou, contendo
uma e duas gemas axilares. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Comparando os resultados de indugdo de brotos em segmentos
nodais de D. urucu e D. nicou, em meio ‘MS’ suplementado com BAP e
TDZ, nota-se que estes reguladores de crescimento produziram respostas
morfogenéticas depressivas nestas espécies. De modo geral, estes
reguladores de crescimento apresentam respostas significativas de
estabelecimento, indugdo e multiplicagio em explantes nodais de diversas
espécies (Lameira; 1997; Pereira, 1999; Sahoo, Pattnaik e Chand, 1997).

As citocininas geralmente estimulam a divisdo celular, quebra da
dorméncia de gemas axilares e indugio da formagido de gemas adventicias.
A divisdo celular é regulada pela a¢dio conjunta das auxinas e citocininas,
cada uma influenciando uma determinada fase do ciclo celular. As auxinas

afetam a replicacio do DNA, enquanto as citocininas parecem exercer
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algum controle sobre os eventos que levam a mitose e citocinese. Desta
forma, os niveis de auxinés e citocininas em culturas in vitro sio
balanceados e controlados. Entretanto, as respostas de células, tecidos e
orgios cultivados in vitro podem variar de acordo com as condigdes da
cultura, do tipo do explante e do genétipo (Gaspar er al., 1996). Neste
trabatho, os resultados obtidos parecem indicar que nio ha necessidade de
utilizar os reguladores de crescimento BAP e TDZ, sugerindo que os
tecidos destas espécies parecem sintetizar e/ou conter estes horménios em
quantidades suficientes para manter um padrdo de crescimento com
dominancia apical e fornecer um nimero razoavel de segmentos nodais
para favorecer um eficiente sistema de propagagio.

Na Figura 29 observam-se os efeitos de TDZ em segmentos nodais
de Derris nicou oriundos de plantas crescidas em casa-de-vegetagio,
enquanto os efeitos morfogenéticos gerais de BAP e TDZ em explantes

nodais de D. urucu e D. nicou sio mostrados na Figura 30.
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STDZ C/TDZ

FIGURA 29 — Aspecto geral dos efeitos de TDZ em segmentos nodais de Derris
nicou oriundos de plantas crescidas em casa de vegetagdo. UFLA,
Lavras - MG, 2000,

C/BAP S/BAP

FIGURA 30 — Aspecto geral dos efeitos de BAP, em Derris urucu e de TDZ, em
D. nicou, em segmentos nodais. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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6.3 Efeitos de concentracies de sacarose e BAP e do nimero de gemas
axilares em explante nodal e de explante contendo ipice caulinar na
induciio de brotos em timbé.

Os resultados das analises de variancia dos dados referentes ao niimero e
tamanho de brotos e a taxa de multiplicagio de diversos tipos de explantes de .
urucu sio apresentados na Tabela 20. Podem ser verificados efeitos
significativos para tratamentos. Pela Tabela 21, verifica-se, para niimero de
brotos, que os tratamentos 6 e 8 foram superiores aos demais, com médias de 2,6
e 2,1 brotos por explante, enquanto para tamanho de brotos e taxa de
muitiplicagio, houve superioridade do tratamento 8 em relagio aos demais
tratamentos, porém este nao diferiu estatisticamente do tratamento 2 para
tamanho de brotos, cuja a média foi de 1,93 cm, e dos tratamentos 6 e 2 para
taxa de multiplicagio, com médias de 2,7 e 2,6 brotos por explante,
respectivamente. Observou-se, no entanto, que os brotos induzidos nos
tratamentos 6 e 8 apresentaram aspecto hiperhidrico, engrossamento do caule e
eventual clorose e necrose de folhas do fluxo superior do caule, incluindo o
apice caulinar. Nestes tratamentos, também foi observada a formacdo de calos e

alguma indugdo de brotos axilar e adventicio.

TABELA 20 - Resumo das analises de variancia para numero de brotos (NB),
tamanho de brotos (TB) e taxa de multiplicagio (TM) em trés
tipos de explantes de Derris urucu'. UFLA, Lavras - MG. 2000.

. Quadrado Médio
Fonte de variagio G.L. NB B ™
Tratamento 9 0,3550 ** 0,3330 »+ 0,5622 **
Residuo 110 0,0164 0,0291 0,0436
Média - 1,5111 1,4852 1,6886
CV (%) - 8,4810 11,4820 12,3600

" Dados transformados para raiz (x + 1).
** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.
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O uso de citocinina estimula maior produgdo de partes aéreas, mas o seu
excesso € toxico e caracteriza-se principalmente pelo demasiado entufamento e
falta de alongamento das culturas, redugio no tamanho das folhas, encurtamento
dos entrends, engrossamento exagerado dos caules e vitrificagdo generalizada, o
que leva a sérios problemas na fase de enraizamento (Lane, 1979, Leshem ef al.,

1988, citados por Grattapaglia e Machado, 1998).

TABELA 21 - Valores médios para numero de brotos (NB), tamanho de brotos
(TB, em cm) e taxa de multiplicagdo (TM) em trés tipos de
explantes de Derris urucu'. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Tratamento Variaveis

Explante’ + [Sac (%) + BAP (mg 1)}’ NB TB ™
1 — SN, + Sac 3 + 0,0 de BAP 1,0b 1,53 abe 1,9 bed
2 - SN, + Sac 3 + 0,0 de BAP 1,0b 1,93 ab 2,6 ab
3 - SN;+ Sac 4 + 0,0 de BAP 09b 0,78 de 1,3 c¢d
4 - SN, + Sac 4 + 0,0 de BAP 1,0b 1,26 bede 2,1be
5 — SN, + Sac 3 + 2,0 de BAP ILIb 1,00 cde ,1d
6 — SN, + Sac 3 + 2,0 de BAP 26a 1,41 abed 2,7ab
7 - SN, + Sac 4 + 2,0 de BAP 1,2b 0,87 de 1,4 cd
8 —SN, + Sac 4 + 2,0 de BAP 2,1a 2,11a 33a
9 — Seac. + Sac 3 +0,0 de BAP 10b 0,67e¢ 1,4 cd

10 — Seac + Sac 3 + 2,0 de BAP 1LIb 0,75e 1,2 cd

' Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si ao nivel de 0,05 de

?robabilidade pelo teste de Tukey

SN;,, SN; e Seac = Segmentos nodais com uma e duas gemas axilares, ¢ segmento com dpice
caulinar, respectivamente.
3 Sac = Sacarose.

6.4 Induciio de brotos adventicios em explante nodal e em explante
contendo apice caulinar de Derris urucu.

Os resultados das analises de varidncia sio apresentados na Tabela 22.

Para numero de brotos, verificaram-se efeitos significativos para tipo de
explante, enquanto, para tamanho de brotos, observaram-se efeitos significativos para
todos os fatores e para a interagio. Para numero de brotos, ficou constatada a
superioridade do segmento nodal com duas gemas axilares sobre o explante contendo
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6.5 Indugio de brotos e enraizamento em explante nodal com duas gemas
axilares oriundo de plintulas de Derris urucu germinadas in vitro
Os resultados das analises de variincias sdo apresentados nas Tabelas 24
e 25. Observaram-se efeitos significativos dos tratamentos usados, exceto para a
vanavel tamanho de brotos, que nio foi influenciada pela concentragio de BAP
utilizada.

TABELA 24 - Resumo das analises de varidncias para pesos das matérias fresca
e seca de calos (MFCALO e MSCALO, respectivamente), NB e
TB, em brotos de Derris urucu oriundos de explantes binodais
tratados ou ndo com BAP. UFLA, Lavras - MG. 2000. Dados

nao transformados.
. Quadrados Médios e Significincia’
Fonte de variagio  G.L. —urmay 6™ NGCALO  NB TB
Indugdo () T 14351  0,0081*% 40,0102+  0,0024™
Residuo 12 00195 000003 03209 07655
Média 03206 00241 26907 3.1043
CV (%) - 436600 273160 210520 281850

"¢ ** = pio significativo e significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

TABELA 25 - Resumo das analises de variancia para pesos das matérias fresca
e seca de brotos (MFBROT e MSBROT, respectivamente) e TM,
em brotos de Derris urucu oriundos de explantes binodais
tratados ou ndo com BAP. UFLA, Lavras - MG. 2000. Dados

ndo transformados.
Fonte de variagio G.L. Quadrados Médios e Significincia’
MFBROT MSBROT ™
Indugdo (I) 1 0,1680%+ 0,0009** 16,0714**
Residuo 12 0,0098 0,00004 0,4086
Média - 0,1549 0,0148 3,3571
CV (%) - 63,8820 43,8830 19,0400

** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

Pela Tabela 26 verifica-se, para todas as variaveis de respostas usadas,
com exce¢do do tamanho de brotos, que o tratamento C/BAP foi superior ao
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tratamento S/BAP. Observou-se, também, em segmentos nodais com duas
gemas axilares de D. urucu, em meio nutritivo ‘MS’, com 3% de sacarose, 0,7%
de agar e 2,0 mg.I"' de BAP, a ocorréncia de calos de coloragio verde-clara e de
tamanho médio, engrossamento do caule, hiperhidratacdo, folhas com sinais de
vitrificagdo, ma formacdo, clorose e necrose de folhas da metade superior do
caule, com consequente morte desta regido, semelhante ao ja relatado em
experimentos anteriores deste trabalho. A presenga de calos e de plantas
defeituosas tem sido relatada em outras espécies, dentre as quais citam-se 7ridax
procumbens L. (Cerqueira, 1999), Ricinus communis L. (Sujatha e Reddy,
1998). A presencga de calos em segmentos nodais com duas gemas axilares de D.
urucu pode ser explicada por efeito no desbalango hormonal (auxina/citocinina)
e/ou no nivel endogeno de auxina dos explantes, que pode ter sido suficiente
para interagir com a citocinina (BAP) exogena suplementada no meio nutritivo,
resultando na formacéo dg. calos.

Na Figura 31 observam-se os efeitos de AIB e ANA no enraizamento de
segmentos nodais com duas gemas axilarers de D. urucu, oriundos de plantulas

germinadas in vitro.

TABELA 26 - Médias dos pesos das matérias fresca e seca de calos (MFCALO
e MSCALO, respectivamente, em g), numero de brotos (NB),
tamanho de brotos (TB, em cm), pesos das matérias fresca e seca
de brotos (MFBROT e MSBROT, respectivamente, em g) e taxa
de multiplicagio (TM) em segmento nodal com duas gemas
axilares oriundo de plantulas de Derrris urucu tratado ou nio
com BAP. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Varigveis de respostas’

Tratamento 2 T6MSCAIO —NB TB _ MFBROT MSBROT 1M

C/BAP 0,6403a 0,0482a 4,3814a 3,1443a 0,2644a 0,02302 4,4286a
S/BAP 0,0000b 0,0000b_ 10000b 3,06432a 0,0454b 0,0066b 2,2857b

! Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem entre si ao nivel de 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey
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"AIB 2000 ppm, pH 4,5 ANA 2000 ppm, pH
FIGURA 31 - Aspecto geral do enraizamento de brotos de Derris urucu com
AIB e ANA. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Os resultados das analises de variancia dos dados referentes a
porcentagem de enraizamento (%R), nimero de raiz (NR) e tamanho de raiz
(TR) de brotos de D. urucu sao apresentados na Tabela 27. Nestas variaveis de
respostas, verificaram-se efeitos significativos diferenciados para fatores e suas
interagdes. Pela Tabela 28, observou-se que para a porcentagem de enraizamento
(%R), as médias da comparagio da interacdo T*M*P evidenciaram a
superioridade dos tratamentos S/RC (M: 4 e pH: 4,5), S/RC (M: 5e pH: 5,7) e
S/RC (M: 4 e pH: 5,7) sobre os demais tratamentos. De modo geral, a
porcentagem de enraizamento (%R) dos tratamentos C/RC (M*P) ndo
apresentou diferencas significativas e as médias foram inferiores ao tratamento.

S/RC (Tabela 28).
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TABELA 27 - Resumo das analises de variancias para porcentagem de
enraizamento (%R), nimero de raiz (NR) e tamanho de raiz
(TR) de brotos de Derris urucu oriundos de explantes binodais
tratados ou ndo com BAP e subcultivado em varios meios de
cultura, com pH ajustado em dois niveis. UFLA, Lavras -
MG. 2000.

Quadrado Médio e Significancia

Fonte de variagio G.L

%R’ NR® TR’

T.indugdo (T) I 15.309.9395%+ 4,5684** 4,22]2%*
Meio de cultura (M) 4 1.290,7867** 0,2815*+ 0,1161**
pH (P) 1 53,7383M¢ 0,0133™ 0,0016™°
TxM 4 519,9318%* 0,0461™° 0,0667*
TxP 1 493,0674* 0,0826* 0,0989*
MxP 4 535,5891%¢ 0,2046** 0,2344%*
TxMxP 4 256,5598* 0,0390™¢ 0,04718
Residuo 40 77,9591 0,0186 0,0224
Média - 17,8942 1,3279 1,3455
CV (%) - 49,3430 10,2700 11,1200

* Dados transformados para arc.sem da raiz (x/100),

? Dados transformados para raiz (x + 1).

NS, * e ** = ngo significalivo e significativo a 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade pelo teste F,
respectivamente.

As Tabelas 29 e 30 apresentam as médias das interagdes T*P para
nimero e tamanho de raiz, respectivamente. Observou-se, para nimero e
tamanho de raiz, que o tratamento S/RC foi superior ao tratamento C/RC,

independentemente do pH do meio de cultura.
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TABELA 28 — Médias para comparar a interacio M*T*P da variavel de resposta
porcentagem de enraizamento (%R) de brotos de Derris urucu
oriundos de segmentos nodais com duas gemas axilares tratados
ou nido com BAP e subcultivados em varios meios de cultura,
com pH ajustado em dois niveis'. UFLA, Lavras - MG, 2000.

T.indugio ) 2 pH (P)
M Meio de cultura® (M) 45 57
‘MS’ S/RC 1 (*MS’/2 + Sac 2%, S/RC) 10,82bA; 10,82cA,

2 (‘MS’/2 + Sac 2% + 0,5 mg/L de ANA) 10,82bB, 33,30bcA,
3 (*MS’/2 + Sac 2% + 0,5 mg/L de AIB) 19,44bA;, 10,82cA,
4('MS'/2+Sac 2%+ 30" em ABa 2000 ppm)  84,10aA,  66,70abA,
5 ("MS'/2 + Sac 2% + /30" em ANA a 2000 ppm) 10,82bB,  75,00aA,

‘MS’ C/RC 1 (*MS’/2 + Sac 2%, S/RC) 0,00aA; 0,00aA,
2 (‘MS’/2 + Sac 2% + 0,5 mg/L de ANA) 0,00aA, 0,00aA,
3 (*‘MS’/2 + Sac 2%+ 0,5 mg/L de AIB)  0,00aA, 0,00aA;
4(MS'/2+5ac 2% + U30" em AlBa 2000 ppm)  10,82aA,  0,00aA,
5 (MS’/2 + Sac 2% + /30" em ANA 2 2000 ppm)  0,00aA,  0.00aA,

" Letras minusculas comparam os M dentro de cada combinagio T*pH. Letras maitsculas
comparam médias de pH dentro de cada combinag#io de T*M e, finalmente, os nimeros comparam
T dentro de cada combinagio dc M®pll, e quando distintas diferem entre si a 0,05 de
;;robabilidade pelo teste de TuKey.

‘MS'/2 = ‘MS’ com metade das concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes; Sac =
Sacarose ¢ /30" = Imers&o por 30 segundos de 0,5 cm da parte distal da brotago.

TABELA 29 - Médias para comparar a interagio T*P da variavel de resposta
numero de raiz de brotos de Derris urucu oriundos de
segmentos nodais com duas gemas axilares tratados ou nio com
BAP e subcultivados em varios meios de cultura, com pH
ajustado em dois niveis'. UFLA, Lavras - MG, 2000.

s pH (P)
T.indugio (T) 45 57
S/RC 1,50aA 1,64aA
C/RC 0,22bA 0,00bB

" Médias seguidas por letras miniisculas na vertical (comparam T) ¢ médias seguidas por letras
maigsculas na horizontal (comparam pH), quando distintas, diferem entre si a 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey.

130



TABELA 30 ~ Médias para comparar a interagio T*P da variavel de resposta
tamanho de raiz (TR) de brotos de Derris urucu oriundos de
segmentos nodais com duas gemas axilares tratados ou nio com
BAP e subcultivados em varios meios de cultura, com pH
ajustado em dois niveis'. UFLA, Lavras - MG, 2000.

. . PH (P)
T.indugéo (T) 25 57
S/RC 1,48aA 1,71aA
C/RC 0,27bA 0,07bB

" Médias seguidas por letras minisculas na vertical (comparam T) ¢ médias seguidas por letras
maigsculas na horizontal (comparam pH), quando distintas, diferem entre si a 0,05 de
probabilidade pelo teste de Tukey.

Em geral, as melhores respostas morfogenéticas referentes a indugio e
enraizamento de brotos oriundos de segmentos nodais com duas gemas axilares
de D. urucu foram apresentadas nos seguintes meios nutritivos: ‘MS’ + 3% de
sacarose + 0,7% de agar, sem regulador de crescimento para indugdo e ‘MS’/2 +
2% de sacarose + 0,55% de agar + imersdo por 30 segundos em AIB a 2000
ppm, pH 4,5 ou 5,7 e *MS'/2 + 2% de sacarose + 0,55% + imersio por 30
segundos em ANA a 2000 ppm, pH 5,7 para enraizamento. A indugio de brotos
e a formacdo de raizes adventicias de brotos oriundos da multiplicagio sdo
importantes para o posterior transplantio nas condigdes ex vitro. Para plantas
lenhosas, esta etapa da micropropagacdo é geralmente dificil. A restauragio da
competéncia de enraizamento é, do ponto de vista pratico da micropropagagio,
considerada sindnimo de rejuvenescimento. Em trabalhos com Eucalyprus
citriodora, Grattapaglia e Machado (1998) relatam que as culturas de alguns
clones isolados de ramos adultos enxertados se multiplicam bem apéds 4
subculturas mensais, mas o enraizamento das partes aéreas ainda foi abaixo de
5%. Apés 8 subculturas, foi possivel enraizar 40% das partes aéreas, e apds 12, o
enraizamento atingiu 70 a 80%. Esse resultado sugere que embora a capacidade
de multiplicagio e a competéncia de enraizamento sejam caracteristicas

correlacionadas, elas nio sio adquiridas necessariamente a0 mesmo tempo pelas
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7 CONCLUSOES

Segmentos nodais de Derris urucu e de Derris nicou apresentaram um
bom desenvolvimento de gemas axilares em meio nutritivo de ‘MS’
suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar, sem regulador de crescimento.

Segmentos nodais com duas gemas axilares de D. urucu inoculados em
meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar, na
auséncia de regulador de crescimento, apresentaram um desenvolvimento
superior em termos de numero e tamanho de brotagGes e taxa de multiplica¢do,
quando comparados a0s segmentos nodais com uma gema axilar e explante
contendo apice caulinar.

Brotagdes oriundas de segmentos nodais com duas gemas axilares foram
enraizadas em meio nutritivo de ‘MS’/2 + 2% de sacarose + 0,55% de agar +
imersdo por 30 segundos em AIB a 2.000 ppm, com pH ajustado para 4,5 ou 5,7
e, em ‘MS’/2 + 2% de sacarose + 0,55% de agar + imersdo por 30 segundos em
ANA a 2.000 ppm, com pH ajustado para 5,7. As plantulas enraizadas foram
transplantadas para substrato plantmax e aclimatadas em casa-de-vegeta¢do e
apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 90%.

Derris urucu nio apresentou uma proliferagio de brotos em forma de
roseta rosetas.

As concentragdes de citocininas usadas ndo foram eficientes para
promover a proliferagdo de brotos em timbds.

O timbé mostrou uma tendéncia de multiplicagdo através de segmentos
nodais.
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CAPITULO 3

NUTRICAO MINERAL, CRESCIMENTOE QUANT[FICACAO DE
ROTENOIDES EM TIMBO

1 RESUMO

CONCEICAO, H.E.O. da. Nutricdio mineral, crescimento e quantificacdo de
rotendides em timbé. Lavras: UFLA, 2000. 191p. (Tese — Doutorado em
Fitotecnia)*. .

Estudos sobre nutricdo mineral de timbos sdo raros; assim sendo, este trabalho
foi conduzido com objetivo de determinar alguns aspectos da nutri¢io mineral
de timbos em condig¢des de cultivo in vivo e in vitro e as suas relagdes com os
compostos rotendides. A omissdo de K da solucdo nutritiva de Bolle-Jones néo
afetou o crescimento da parte aérea de D. urucu apos 20 e 40 dias de cultivo. As
omissdes de Ca, Mg e S da solugdo nutritiva de Bolle-Jones ndo afetaram
significativamente o crescimento da parte aérea de D. urucu apés 40 dias de
cultivo. A matéria seca da raiz foi reduzida significativamente em todos os
tratamentos, com excegdo do deficiente em S. No caule e na folha, as maiores
redu¢des de matérias secas foram detectadas nos tratamentos com omissdes de
N, Ca e P. A redugdo e/ou a auséncia de ambas as formas de N resultou em
redugGes marcantes de crescimento do calos, independente ou nio da redugio da
concentracio de P do meio nutritivo ‘MS’. Calos oriundos de explante radicial
apresentaram resposta positiva de biossintese de compostos rotendides. Os
efeitos de varias formulagdes sobre o crescimento e a nutricdo mineral de
plantulas de D. urucu, durante 45 dias de cultivo in vitro, apresentaram respostas
diferenciadas. A biossintese de compostos rotendides foi detectada no sistema
radicular de plintulas de D. urucu, independentemente dos tratamentos usados, e
os teores destes compostos variaram entre 0,017 e 0,013% aos 30 e 45 dias de
cultivo in vitro, respectivamente.

*Comité Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador),
Maria das Gragas Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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2 ABSTRACT

CONCEICAO, H.E.O. da. Mineral nutrition, growth and quantification of
rotenoids in “timbé”. Lavras: UFLA, 2000. 191p. (Thesis — Doctorate in
Crop Science)*.

Studies on mineral nutrition of “timbos™ are rare, so this work was conducted
with the objective of determining some aspects of the mineral nutrition of
“timbés™ under in vivo and in vitro conditions and their relationships with the
rotenoid compounds. The omission of K of Bolle-Jones nutrient solution did not
significantly affect the growth of the shoot of D. urucu after 40 days cultivation.
The root dry matter was reduced significantly in all the treatments with the
exception of the one defficient in S. In the stem and leaf, the greatest reductions
of dry matter were detected in the treatments with lacks of N, Ca and P. The
reduction and/or absence of both forms of N resulted into marked reductions of
growth of the callus, regardless or not of the reduction of the concentration of P
of the ‘MS’ nuirient medium. Callus from root explant presented positive
response of binsynthesis of rotenoid compounds. The effects of several
formulations upon the growth and mineral nutrition of D. urucu seedlings for 45
days of in vitro cultivation presented distinct responses. The biosynthesis of
rotenoid compounds was detected in the root system of D urucu seedlings,
independently of the treatments used and the contents of those compounds
ranged from 0.017 and 0.013% at 30 and 45 days of in vitro cultivation,
respectively.

*Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Adviser),
Maria das Gracas Cardoso - UFLA, Osmar Alves Lameira -
EMBRAPA/AMAZONIA ORIENTAL.
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3 INTRODUCAO

Em adigao aos principais nutrientes de sua estrutura organica, carbono
(C), hidrogénio (H) e oxigénio (O), as plantas contém uma grande variedade de
nutrientes. Uma consideravel porgio dos minerais, particularmente nitrogénio
(N), enxofre (S) e calcio (Ca), esta presente como parte da estrutura organica.
Alguns minerais estio presentes como componentes de enzimas e moléculas
cataliticas. Outros minerais podem estar presentes simplesmente porque sio
absorvidos ndo seletivamente junto com a agua e tendem a acumular como
dissolvidos ou armazenados como substincia idnica — selénio (Se), estroncio
(Sr), sodio (Na) e potassio (K), ou quando presente em excesso ou como
precipitado no tecido - aluminio (Al), silicio (Si) e calcio (Ca) (Malavolta, Vitti
e Oliveira, 1997, Marschner, 1995).

f\ Segundo Marschner (1995), os nutrientes minerais tém fungdes

, \7 essenciais e especificas no metabolismo das plantas. Desta forma, quando um
dos nutrientes essenciais ndo estd presente em quantidades satisfatorias ou em
condi¢des que o tornam pouco disponivel, a deficiéncia desse nutriente nas
células promovera alteragdes no seu metabolismo. Estes distirbios geralmente se
revelam através de sintomas visiveis de clorose e necrose de folhas, crescimento
reduzido ou outras anomalias. Os sintomas de caréncias minerais sio mais ou
menos caracteristicas para cada nutriente, dependendo também da severidade da
deficiéncia, da espécie, variedade ou cultivar e de fatores ambientais.

O objetivo da produgdo de metabélitos secundarios em cultura de
tecidos vegetais ¢ atingir um estigio em que se consiga produzir os compostos
secundarios in vitro mais rapido e em maior quantidade do que a planta possa
produzir durante o seu desenvolvimento. Contudo, varios fatores podem
influenciar este processo, e dentre estes destaca-se a nutrigo mineral.
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A importincia do suprimenmto e da absor¢io de nutrientes para a
produgdo das culturas tem resultado, por muitos anos, em uma vasta
experimentagdo e literatura pertinente & nutricio e ao crescimento da planta.
Uma grande quantidade de publicacdes tem relacionado experimentos com
plantulas em estudos de laboratoérios, nas quais a suposicio basica é de que sob
ambiente controlado, os efeitos de diferentes nutrientes minerais sobre o
crescimento da planta podem ser mais facilmente estudados do que no campo
(Marschner, 1995).

Os efeitos dos nutrientes minerais no crescimento e produg¢do sdo
usualmente estudados em termos das suas fungdes no metabolismo das plantas.
Além disso, a nutricdo mineral pode também influenciar o crescimento e a
producdo das plantas cultivadas de forma secundaria, causando modificagdes na
forma de crescimento, na morfologia, na anatomia e na sua composigic quimica
(Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997, Mengel e Kirkby, 1987)

Moore (1945) estudou os efeitos das deficiéncias de S, N, P, Ca, K, Fe e
Mg em um clone de Derris elliptiva em cultura de areia. Entre os resultados
obtidos, destacaram-se os teores de 1,3 e 5,2% de rotenona + rotendides em
raizes secas de plantas cultivadas em solugdo nutritiva completa e crescidas no
campo, respectivamente.

Estudos sobre nutricio mineral, crescimento e quantificagdo de
compostos rotendides em timbos sdo raros, assim sendo, este trabalho foi
conduzido com o objetivo de determinar alguns aspectos da nutricdo mineral e
do crescimento de timb6é em condigdes de cultivo in vivo e in vitro ¢ as suas

relacdes com a produgiio de compostos rotendides.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1. Aspectos gerais da nutri¢iio mineral de plantas

4.1.1 Avaliagéio do estado nutricional e aspectos gerais dos macronutrientes
em plantas

Avaliar o estado nutricional consiste em comparar a amostra ou o individuo
com um padrdo. Padrdo, no caso, seria um individuo ou uma populagio “normal”.
Planta normal ¢ aquela que apresenta, no seu tecido, todos 0s macro e micronutrientes
em quantidades e proporgdes nio limitantes para o crescimento e a produ¢do em todas
as fases do seu ciclo de vida (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997, Mengel e Kirkby,
1987). Existem varios métodos de avaliagio do estado nutricional de plantas, e dentre
eles cita-se 0 da diagnose por subtragio. Esta técnica faz a comparagiio do aspecto e da
produgio da planta submetida a um tratamento chamado ‘completo’ com outros
tratamentos nos quais os nutrientes sdo omitidos um de cada vez. Em plantas de guar
(Cyamopsis tetragonoloba L. (Taub.) cv. Brooks) com omissio de macronutrientes,
boro e zinco, foi obtido o quadro sintomatoldgico das caréncias e avaliado o efeito da
omissio sobre a produgio de matéria seca das plantas; qualquer um dos nutrientes
reduz o peso da matéria seca das plantas (Haag, Campora e Forti, 1990).

No crescimento do jaborandi através da produ¢io de matéria seca, o
quadro sintomatoldgico das deficiéncias e a determinagio dos niveis analiticos
dos macronutrientes nas folhas superiores, inferiores, caule e raizes foram
estudados por técnica de diagnose por subtragio (Viégas er al, 1997). Estes
autores verificaram que todos os tratamentos com omissdo afetaram a produgio
de matéria seca da planta, quando comparados com o tratamento completo,
sendo mais afetada a omissdo individual de N.

As plantas superiores sio capazes de absorver o N de diferentes formas:
como N,, aminoicidos, NH," e, predominantemente nas condicSes naturais,
como NO;. Em uma planta normal, quase todo o N se encontra em formas
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orgdnicas, representadas principalmente por aminoacidos e proteinas. A forma
do suprimento de N (NH,"; NO;"; N, fixado) desempenha um papel chave na
relagdo cation-anion em plantas. Cerca de 70% dos catios e dnions absorvidos
pelas plantas sio representados por NH;' ou NO; (van Beusichem ef al., 1988
citados por Marschner, 1995). Portanto, a principio, plantas que se alimentam
com NH," sdo caracterizadas por uma alta taxa de absorgio cition-dnion e, em
contraste, as que se alimentam com NO; apresentam uma alta taxa de absor¢io
anion-cation (Marschner, 1995). O denominador comum da caréncia ou faita de
N em plantas superiores € uma clorose que comega nas folhas mais velhas, as
mais novas se mantém verdes em conseqiiéncia da redistribui¢do. A coloragdo
amarelada estd associada com a menor produgio de clorofila e com
modificagGes na forma dos cloroplastos (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997,
Marschener, 1995; Mengel e Kirkby, 1987).

O fosforo é um macronutriente anionico muito menos exigido pelas
culturas que o N, aparecendo na matéria seca com teores da ordem de décimos
de 1%. O fosforo é absorvido predominantemente na forma de H,PO,. O
fosforo absorvido na forma mineral é rapidamente incorporado com compostos
organicos. O fosforo aparece na planta em formas inorganicas e organicas: as
primeiras representam uma proporgdo relativamente alta de P no tecido, ao
contrario do que sucede com o N. As fungoes do P na vida da planta se
classificam do seguinte modo: estruturais — fosfolipideos de membranas;
armazenamento e fornecimento de energia — ATP. Devido ao papel do P na
sintese de proteinas, sua falta se reflete no menor crescimento da planta. Os
frutos e sementes acumulam quantidades também menores. A rapida
redistribui¢io do P dos 6rgdos mais vethos para os mais novos, quando ha a
caréncia do nutriente, faz com que as folhas mais velhas sejam as primeiras a
mostrar os sintomas na forma de uma coloracdio verde azulada, frequentemente
com a tonalidade roxa da antocianina (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997).
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Segundo Marschner (1995), o potassio é absorvido pelas raizes em
forma idnica, K, sendo o processo essencialmente ativo e servindo a solugio do
solo como fonte do nutriente. As exigéncias de K das culturas sio grandes,
comparaveis as de N. Entretanto, o0 K ndo possui fun¢do estrutural na vida da
planta. O que o potassio faz dentro da planta pode ser assim resumido: regulador
da turgidez do tecido, ativacdo enzimatica, abertura e fechamento de estomatos,
transporte de carboidratos, transpira¢do, resisténcia a geada, seca e salinidade,
resisténcia a doengas, qualidade dos produtos e resisténcia ao acamamento. Os
sintomas de caréncia de K se manifestam em primeiro lugar nas folhas mais
velhas, com uma clorose seguida de necrose das pontas e margens.

O calcio é absorvido pelas raizes como Ca™, sendo a absorgio
diminuida por altas concentragdes de K™ e de Mg*? no meio, como também por
muito NH,". A falta de calcio afeta particularmente os pontos de crescimento da
raiz: aparecem nucleos polipldides, células binucleadas, micleos constritos,
divisGes amitéticas; cessa o desenvolvimento, ha escurecimento e morte. O
calcio é indispensavel para a germinacdo do grido de polén e para o crescimento
do tubo polinico. Cerca de 60% do Ca total das folhas estio presentes nos
cloroplastos (Malavolta, Vitti e Oliveira, 1997; Marschner, 1995).

A literatura contém muitas referéncias ao ‘antagonismo’ entre Mg e Ca de um
lado e Mg e K do outro. O aumento na concentragio de um nutriente no meio implica
na diminuicdo da absorgdo do outro; o efeito pode ser tio severo que o excesso de
absorgdo de um destes pode causar deficiéncia ou falta do outro. O magnésio
corresponde a 2,7% do peso molecular das clorofilas; representa cerca de 10% do teor
total de Mg da folha; o Mg ativa mais enzimas do que qualquer outro nutriente e é
cofator de quase todas as enzimas fosforilativas, formando uma pomte entre o
pirofosfato do ATP ou do ADP e a molécula da enzima; além de ser carregador de P
(Marschner, 1995; Mengel e Kirkby, 1987).
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A forma de S predominantemente absorvida da solugio do solo pelas
raizes ¢ altamente oxidada - o sulfato. As fun¢des que o S desempenha na vida
da planta podem ser classificadas em dois grandes grupos: estruturais e
metabdlicas. Os sintomas de caréncia de S aparecem em primeiro lugar nos
6rgdos mais novos, como as folhas mais novas. A falta de S provoca uma série
muito grande de distirbios metabélicos, como a diminuigio na fotossintese, e na
atividade respiratoria; queda na sintese de proteinas, com aparecimento de altas
relagdes N solivel/N protéico; redugdo no teor de gorduras; acimulo de
carboidratos soliveis, com elevagio da relagio C solivel/C amido; diminuigio
na fixagao livre e simbidtica do N, atmosférico (Marschner, 1995).

4.1.2 Efeitos de N e P em cultura de tecidos de plantas.

O meio nutritivo mais utilizado em cultura de tecidos é o ‘MS’ de
Murashige e Skoog (1962), embora a concentra¢io de nutrientes deste meio
nutritivo deva ser melhor estudada devido a respostas diferentes obtidas por
diversas espécies (Pierik, 1987; Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998). Tecidos
originados de diferentes partes de uma planta podem possuir diferentes
requerimentos para um desenvolvimento satisfatério (Murashige e Skoog,

1962). Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e érgios
de plantas fornecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos e
controlam, em parte, o padrio de desenvolvimento in vitro. As mesmas vias
bioquimicas e metabodlicas basicas que fincionam nas plantas em condigdes in
vivo sdo conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como a
fotossintese, possam ser inativados pelas condigdes de cultivo e pelo estado de
diferenciagdo das células. Por isso, os meios nutritivos se baseiam nas
exigéncias das plantas quanto aos nutrientes minerais, com algumas
modificagdes para atender as necessidades especificas in vitro. Complementando
as substancias biossintetizadas pelas células, varios compostos orginicos sdo
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adicionados ao meio para suprir as necessidades metabolicas, energéticas e
estruturais das células (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

O nitrogénio e o fosforo estio entre os seis macronutrientes (nitrogénio,
fosforo, enxofre, calcio, potissio e magnésio) requeridos em grandes quantidades,
comparativamente, e por isso sdo chamados de macronutrientes. De acordo com
recomendagdes da Associagdo Intemacional de Fisiologia de Plantas, os elementos
requeridos pelas plantas em concentragdes maiores que 0,5 mmol.I’ sdo referidos
como macronutrientes, e aqueles requeridos em concentrages menores que 0,5
mmol.I" sio micronutrientes (De Fossard, 1976).
rOs macronutrientes sio incluidos nos meios nutritivos na forma de sais

organicos, sendo que o nitrogénio e o enxofre podem ser adicionados, também,
como componentes de suplementos orginicos (aminoacidos, por exemplo)
(Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998). E usual suprir o nitrogénio na forma de
ions NHy" e NO;’, embora algumas plantas possam se desenvolver em solugdes
contendo N somente na forma de nitrato (George e Sherrigton, 1984). Os meios
nutritivos de Gautheret (1942) e White (1943) possuem uhicamente nitrato.

Para George e Sherrrigton (1984), embora algumas plantas respondam
satisfatoriamente a adi¢do de apenas nitrato a0 meio nutritivo e a maioria delas
necessite de nitrogénio nitrico e amoniacal, sendo necessario encontrar o
balango ideal de NH;'/NO; para o étimo crescimento e desenvolvimento in
vitro, o total de N requerido é de 168 a 840 mg.I", e a quantidade de NH," varia
de 108 a 360 mg.I'" e NOs de 372 2 2.480 mg 1"

O efeito das diferentes formas inorgéanicas do nitrogénio sobre o crescimento e
desenvolvimento de tecidos de plantas é marcante: o nitrato, como tmica fonte de
nitrogénio, sustenta uma boa taxa de crescimento em muitas espécies, como cenoura,
fumo, Populos, roseira e vérias outras espécies (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).
No entanto, ha espécies que niio crescem bem com nitrato no meio.
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A utilizagdo do nitrato pelas células depende da atividade da enzima redutase
do nitrato, que reduz o nitrato a nitrito, composto que em seguida se reduz em amadnio
através da atividade da redutase de nitrito (Ojima e Chira, 1978). Segundo esses
mesmos autores, altas concentragdes de sacarose e de nitrato e a presenca de amdnio
aumentam a atividade da redutase de nitrato e, consequentemente, o crescimento de
células in vitro. Entretanto, quando o nitrato é a unica fonte de nitrogénio, o nitrito
pode ser acumulado no meio nutritivo e tomar-se toxico, devido a baixa atividade da
enzima redutase de nitrito.

Grewal, Ahuja e Atal (1980) verificaram que em Eucalyptus citriodora,
ao serem reduzidas pela metade as concentra¢Ges de nitratos de amdnio de
potassio do meio ‘MS’, a taxa de multiplicagdo dobrou. Por outro lado, a
redugiio na concentra¢do de nitrogénio amoniacal tem sido utilizada como uma
medida para combater a vitrificagdo das culturas, um dos principais problemas
que ocorre na fase de multiplicagdo (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998).

A redugiio parcial ou total dos niveis de NH,NO; do meio ‘MS’ reduziu o
nimero de plantas vitrificadas de crisintemo (Ziv, Schwartz e Fleminger, 1987). Em
Heliconia sp, o fomecimento de N total do meio ‘MS’ foi necessario na fase de
multiplicacio para estimular a produc¢io de brotos (Nannetti, 1994). Entretanto, o
crescimento de brotos nio foi afetado pela reducio de NH,;NO; do meio de cultura

Caldas e Caldas (1976) recomendam a utilizagdo de amdnio de no
maximo um ter¢o do nitrogénio total; caso contrario, as células in vitro podem
apresentar sintomas de toxidez, reduzindo o crescimento das plantas. De acordo
com esses autores, a mesma concentracio de aménio, que ¢ inibitoria quando a
concentragdo de nitrato é baixa, permite um bom crescimento quando se
aumenta a concentragdo de nitrato.

A adigdo de concentra¢des adequadas de ions de aménio e nitrato tem
sido mais empregada para o controle do pH do meio do que pela exigéncia do
vegetal por uma ou outra forma de nitrogénio. A absorgdo de nitrato requer um
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pH écido, mas toma o meio mais basico, enquanto a absor¢io de aménio toma o
meio mais acido pela excrec@o de H' com o abaixamento do pH, e a absorgdo de
amoénio ¢ inibida. Portanto, nos meios que nio sdo tamponados, a absorgdo
eficiente de nitrogénio pode depender da presen¢a de ambos os ions (George e
Sherrigton, 1984). O ion NH;" também é necessario para a formagiio da parede
celular (Meyer e Abel, 1975), divisio de protoplastos e abaixamento do
requerimento dos tecidos por citocinina (Poirier-Hamon, Rao e Harada, 1974).

O fésforo é absorvido pelas plantas na forma de ion H;POy, e é nesta
forma que é acrescentado aos meios de cultura de tecidos (Caldas, Haridasan e
Ferreira, 1998). No meio ‘MS’, o fosfato de potassio monobasico é usado na
concentragdo de 1,25 mM. Este nivel é considerado baixo para algumas culturas,
sendo recomendada a suplemexitacéo com um nivel igual de fosfato de sodio
monobasico (Murashige, 1974).

Santiago e colaboradores (1999) estudaram os efeitos de variagdes e
combinagdes de doses de NOINFLNO;) (0; %; %; 1 e 2) e de P(KH,PO;) (4; 1 e
2) do meio de cultura de ‘MS’ sobre o crescimento de plantulas de pimenta
longa em condigdes de cultivo in vitro. Apés 75 dias de cultivo, eles observaram
que a redugdio do nitrogénio amoniacal do meio °‘MS’ ndo afetou
expressivamente o peso da matéria fresca e seca da pimenta longa, quando
associado 4 dosagem normal e duplicada de fosforo. A suspengiio do nitrogénio
amoniacal do meio ‘MS’, mantendo-se apenas o nitrato (KNO;), proporcionou
um maior crescimento em biomassa fresca e seca de plantulas de pimenta longa
in vitro. O aumento da relagio NO,/NH," proporcionou um aumento
consideravel na produgio de matéria seca total.

Cameiro (1997) estudou, em condigdes de cultivo in vitro, a influéncia
de doses de nitrogénio e de fosforo no crescimento de explantes primarios da
bananeira Macd. Verificou que a supressdo do nitrogénio amoniacal do meio

‘MS’, mantendo-se apenas o nitrato, ndo foi suficiente para proporcionar um
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maior crescimento em termos de peso da matéria fresca de brotos de bananeira
Maca. Também a redugdo do nitrogénio amoniacal do meio nutritivo ‘MS’ ndo
afetou grandemente o peso da matéria fresca de brotos apds 28 dias de cultivo,
em dosagem normal e duplicada de fosforo.

Hasegawa, Yabe e Morita (1995) relatam que o crescimento de plantulas
de “Japanese” “butterbur” (Petasites japonicus) in vitro ndo foi reduzido pela
redugdo do conteudo de P do meio nutritivo, mas ele foi atrasado em meio com
omissio de K ou contendo 0,5 mgl' de ABA. O crescimento foi também
reduzido em meio contendo 100 mgl' de daminozide, mas este tratamento
também resultou em clorose foliar. A auséncia de N no meio e a presenca de 0,5
mg.I" de ABA foram mais efetivas na redu¢do de crescimento de plintulas do

qne como tratamentos isolados.
4.2 Cultura de tecidos e metabélitos secunddrios

Tailang, Kharya e Dixit (1997) relatam que calos de células de Glycyrrhiza
glabra L. crescidos em meio modificado de ‘MS’ foram expostos a varias
concentragdes de etil metano sulfonato (EMS). EMS na concentragdo de 0,2 a 0,3%
favoreceu a produgiio do acido glicerretinico, embora suprimindo o crescimento de
células.

Li et al. (1995) relatam que a indugio de calos foi imduzida de tecidos
excisados do caule, gema axilar, folha, cotilédone e eixo da plimula de Barberis
pruriosa em meio nutritivo de ‘B5’ ou ‘MS’. O meio nutritivo ‘B5’ deu melhor
resultado que ‘MS’. A combinagio de 0,5 mg.I' de 2,4-D e 0,2 mg.I" de Kin foi mais
efetiva para a indugiio de calos, embora 0,5 mg.I" de 2,4-D e 0,5 mg.I" de Kin tenham
sidlo melhores para crescimento de calos e sintese de alcaldide. As analises
fitoquimicas de extratos alcodlicos de calos, caule e folhas indicaram que os calos tém
capacidade para sintetizar berberine. O teor de berberine de calos foi 1,81% ,
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levemente mais alto do que no caule de plantas intactas (1,58%). A taxa de
crescimento de calos e o conteido de berberine foi mais alto apds 27 dias de cultura.
Furmanowa e colaboradores (1997) relatam os efeitos de condigdes de
cultura e componentes do meio sobre a taxa de crescimento de calos e a
produgdo de ‘taxanes’ em calos de Taxus media cv. Hatfieldii. Para indugcdo e
manuten¢do de calos, um meio nutritivo ‘B5’ ¢ um meio nutritivo de White-
Rangaswamy (“WR’) com diferentes modificagdes foram usados. Em meio
‘WR’ contendo 10 uM de picloram, o fator crescimento de calos aumentou para
5,8 vezes na base de peso de matéria fresca. O picloram aumentou somente o
crescimento do calo, mas ndo a produgio de ‘taxane’. Em meio ‘WR’ com 100
MM de dcido metil jasmédnico, o conteido de paclitaxel aumentou de 2,37 para
90 pg.g™'e o contelido de cephalomannine aumentou de 5,14 para 29,1 pg.g* em
termos de peso de matéria seca, enquanto o crescimento das culturas cessou.
Silva e Goleniowski (1994) relatam que a adi¢io de inibidores do
metabolismo primario de terpenos (KCN, cloramfenicol, ciclohexamida e acido
fenilico), em cultura de calos de Ambrosia tenuifolia, inibiu completamente a
producdo de lactona sesquiterpeno. Fontes de nitrogénio (adenina, asparagina,
arginina e leucina) promoveram a biossintese de lactona sesquiterpeno. A adigio
de possiveis precursores de lactona sesquiterpeno (coronopilin ou &cido

peruvinico) aumentou o conteiido de lactona sesquiterpeno dos calos.

5 MATERIAL E METODOS

S.1 Avaliagiio das exigéncias nutricionais do timbé.

Os experimentos foram conduzidos em casa-de-vegetagio e no
laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais, do Departamento de Agricultura da
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Universidade Federal de Lavras - UFLA, Lavras, Minas Gerais, no periodo de
mar¢o de 1998 a novembro de 1999,

5.1.1 Efeites da omissio de macronutrientes no crescimento e
desenvolvimento de Derris urucu.

S.1.1.1 Material vegetal, tratamentos e condi¢des de cultivo.

O semeio foi realizado em 16/03/98, em caixa plastica de 40 x 30 x 10
cm contendo vermiculita como substrato. Apds 45 dias da semeadura, as
plantulas oriundas de exemplares do clone 37 de D. urucu do banco de
germoplasma da EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL foram transferidas para
outra caixa plastica, contendo 7,5 L de solugiio nutritiva de Bolle-Jones (1954)
(Quadro 3), na qual permaneceram por 45 dias, numa seqiiéncia de
concentragoes de %, 2 e 1/1 a cada 15 dias. A solugdo nutritiva foi trocada
semaralmente e seu pH ajustado para 5,510,1 usando-se NaOH a 0,5 N. Durante
o condicionamento das plintulas em caixas plasticas e o desenvolvimento
propriamente dito do experimento em vasos plasticos, o arejamento da solugio
nutritiva foi fomecido por bombas de aquario, marca Brasil, modelo Tropical II,
especialmente adaptadas para este trabalho. Em seguida, as plantas em nimero
de 2 foram transferidas para vasos plasticos com capacidade para 3 L de solugio
nutritiva de cada tratamento (Quadro 3). Os niveis das solu¢Ges nutritivas eram
verificadas diariamente, e quando havia necessidade, completava-se o volume
para 3 L pela adi¢do de agua destilada. O experimento teve a duragio de 40 dias,
sendo feitas avaliagOes aos 20 e 40 dias apés o inicio da imposicio dos
tratamentos, utilizando as seguintes varidveis de resposta: comprimento do caule
(CC) em cm, numero de folhas (NF), descri¢io de sintomas de deficiéncias (SD)
(a evolugdo dos sintomas de deficiéncias minerais dos macronutrientes foi

caracterizada desde o estadio inicial até tomarem-se bem definitivos) e matéria
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seca da raiz, caule e folha (MSR, MSC e MSF, respectivamente), sendo esta

ultima realizada apenas ao final da coleta de dados.

5.1.1.2 Delineamento experimental e andlise estatistica.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com 7
tratamentos (C = completo e -N, -P, -K, -Ca, -Mg e -S) e 4 repeti¢des, cada uma
constituida por 1 vaso contendo 2 plantas. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de varidncia para as variaveis de respostas em questio. Quando significativas,
as médias foram comparadas através do teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.

QUADRO 3 - Composigio quimica das solugdes nutritivas estoques, em molar
(M) e dos tratamentos, em mL.I", utilizadas no experimento

(Bolle-Jones, 1954). UFLA, Lavras - MG, 2000.

n Concentra¢do Tratamentos (mL.1")
Solugdo Estoque M) Completa [ -N | -P | K | -Ca|-Mg| -S
NaH,PO, M 1 1 - | | 1 1
Ca(NO,),.4H,0 M 2 - 2 2 - 2 2
KNO, M 1 - 1 - 1 3 1
K,S0, M 2 2 2 - 2 3 1
MgSO, 0,5M 2,5 25125125125 - -
(NH,),S0, M 1,5 - | L,5) 2 [25] 2 -
CaS0,.2H,0 0,01M - 200 - - - - -
KH,PO, M - 1 - - - 1 1
Mg(NOs), 0,5M - - - - - - 125
NaNO, M - - 1 - - - -
Sol.A* - 1 1 1 1 1 1 1
Sol.Fe-EDTA** - 1 1 1 1 1 1 1

Fonte: Bolle-Jones (1954)
* Composigdo quimica da solugio A: 412 mg de H;BO5; 1750 mg de MnSO,; 250 mg de

CuS0,.5H;0; 43,1 mg MoOy; 287 mg de ZnS0,.7H,0, por litro de solugdo.

** Composigdo quimica da solugdo de Fe-EDTA: 26,1 g de Na,-EDTA; 89,2 mL de NaOH N e 24

g de FeSO,. 7H;0, por litro de solugio.
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5.2 Efeitos de variacdes das concentragées dos sais de N e de P do meio
‘MS’ durante a fase de manutengiio de calos oriundos de explantes
foliar e radicial de plantulas de Derris urucu germinadas in vitro.

5.2.1. Material vegetal, tratamentos e condi¢des de cultivo.

Os calos foram induzidos usando os dois melhores tratamentos de
indugdo de calos obtidos na etapa de cultura de calos deste trabalho: L; - explante
foliar de 1 cm’ inoculado em meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.I”
de 2,4-D e R, — explante radicial de 1 cm de comprimento inoculado em meio
nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.I' de ANA + 1,0 mg.I" de BAP. Os
explantes foram inoculados em tubos de ensaio de 150 x 25 mm, contendo 15
mL do meio nutritive ‘MS’, sacarose 3%, solidificado com 0,7% de agar, pH
ajustado ﬁara 5,710,1 antes da autoclavagem e mantidos em sala de crescimento
a 26,0+1,0 °C, umidade relativa do ar 70+5%, fotoperiodo de 16 h e irradiancia
de 25 umol.m™s™, curdnte 28 dias. Apés este periodo, procedeu-se a etapa de
manutenc¢do dos calos, na qual trés fragmentos de calos, com cerca de 1 cm de
didmetro, oriundos dos tratamentos de indugio, foram inoculados em frascos de
vidro de 250 mL, contendo 30 mL do meio nutritivo ‘MS’, com 10 varia¢Oes na
composigio dos sais de N e P (Quadro 4), suplementados com 2,0 mg.I" de ANA +
2,0 mg.I" de BAP, sacarose 3%, solidificado com 0,7% de agar, pH ajustado para
5,740,] antes da auto~lavagem e mantidos em sala de crescimento a 26,0+1,0 °C,
umidade relativa do ar 70£5%, fotoperiodo de 16 h e irradiancia de 25 pmol.m™s™,
durante 28 dias, e em ~eguida subcultivados por mais 28 dias.

Os efeitos dos tratamento foram avaliados pelas seguintes variaveis de
resposta. matérias fresca e seca de calos (MFCALO e MSCALO,
respectivamente) e teor de compostos rotendides (% Rot) aos 28 e 56 dias. A
quantificagio de compostos rotendides foi determinada por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), usando extratos metandlicos oriundos de
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amostras duplicadas de 10 mg de calos secos e triturados por amostra por
tratamento. Durante a extragdo, adicionaram-se 10 mL de metanol a
aproximadamente 10 mg da amostra contida em frasco com tampa. Em seguida,
procedeu-se a agitagdo em banho de ultrason durante 5 minutos e a filtragem a
vacuo. A quantificacdo foi realizada em um cromatégrafo Marca SHIMADZU,
Modelo LC - 9A, equipado com coluna PEGASIL ODS. Durante a operagdo, a
fase movel usou metanol/agua (70/30), vazdo de 1 mL.min", injegio de 20 puL
da amostra e detecgéb apos 20 minutos, em detector SHHIMADZU, Modelo SPD
-~ 6AV U.V. - VIS SPECTROPHOTOMETRIC a 280 nm.

5.2.2 Delineamento experimental e andlise estatistica.

Os explantes (calos) oriundos de cada tratamento de indugdo foram
considerados, na etapa de manutengio de calos, como um experimento isolado.
O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 10 x 2 (10 variagdes de N e P e 2 subculturas), com 3 repetigdes, cada
uma constituida por 1 frasco de 250 mL contendo 30 mL do meio nutritivo
‘MS’, com as devidas variagdes dos sais de N e P e 3 fragmentos de calos. Os
dados obtidos na etapa de manutenc¢do de calos foram submetidos & analise de
varidncia para as variaveis de respostas em questio, e de acordo com os
resultados das andlises, os dados foram novamente processados e as médias
comparadas através do teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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QUADRO 4 - Tratamentos usados na fase de manutengio de calos oriundos de
explantes foliar e radicial de Derris urucu, com énfase nas
variages das concentra¢des dos sais de N e de P do meio
nutritivo ‘MS’, suplementado com 2,0 mg.l’' de ANA e 2,0
mg.I"' de BAP. UFLA, Lavras - MG, 2000.

N e P (concentracio relativa do meio nutritivo de ‘MS’)
Tratamento N-NH.+ N-NO; P-KH,PO,
1 v 0 v,
2 0 7 v,
3 v v, v,
4 ] ] v
5 2 2 v
6 v 0 ]
7 0 v ]
3 v v 1
9 ] 1 1
10 2 1

5.3 Crescimento e nutri¢dio mineral de plantulas de Derris urucu.

5.3.1 Material vegetal, tratamentos e condigdes de cultivo.

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Cultura de Tecidos
Vegetais do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras -
UFLA, Lavras, MG, no periodo de setembro a novembro de 1999. Foram usadas
plantulas de D. urucu oriwidas de sementes de exemplares do clone 37 do banco
de germoplasma da EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL, com 15 dias de
idade, oriundas de germinngdo in vitro. As sementes foram germinadas em meio
nutritivo ‘MS’ contendo a metade da concentragao dos sais, 3% de sacarose, sem
regulador de crescimento, pH ajustado para 5,7+0,]1 antes da autoclavagem e
mantidas em sala de crescimento a 26,0+1,0°C, umidade relativa do ar de
70+5%, fotoperiodo de 16 h e irradidncia de 25 pmol.m™s”, durante 15 dias.
Apos este periodo, as plantulas foram transferidas para tubos de ensaio de 200 x
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25 cm, contendo 15 mL de cada meio nutritivo dos tratamentos de nutrigio
mineral (Quadro 5). Os meios nutritivos continham 3% de sacaroe e 0,55% de
agar, pH ajustado para 5,740,]1 antes da autoclavagem e as plantulas foram
mantidas em condig¢Ges semelhantes a anterior, durante 45 dias.

Os efeitos dos tratamentos foram avaliados pelas seguintes varidveis de
respostas: altura da planta (AP), comprimento do sistema radicular (CSR),
namero de folhas (NF), pesos das matérias fresca e seca da parte aérea e do
sistema radicular, respectivamente (MFPA, MFSR, MSPA e MSSR), e
porcentagem de compostos rotendides no sistema radicular (% ROT),
determinados por CLAE apos 30 e 45 dias da inoculagdo das plantulas nos

meios nutritivos de nutrigio mineral.
5.3.2 Delineamento experimental e anilise estatistica.

O delineamento experimental usado foi o inteiramente casualizado, em
esquema fatorial 8 x 2 (8 formulages de meios nutritivos e 2 épocas de coleta
de material vegetal), com 3 repetigdes, cada uma contendo 4 tubos de ensaio
com 15 mL dos meios nutritivos de nutri¢gdo mineral. Os dados obtidos foram
submetidos a anlise de varidncia para as variaveis de respostas em questdo, e de
acordo com os resultados das analises, os dados foram novamente processados e
as médias comparadas através do teste de Tukey a 0,05 de probabilidade.
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QUADRO 5 - Tratamentos usados no experimento de crescimento e nutrigdo
mineral de plantulas de Derris urucu. UFLA, Lavras - MG,
2000.

Tratamento Composigdo dos tratamentos’'

Ti ‘MS’ com metade da concentragao dos sais das solugoes D, Ee F +
N-NO;/2+0,0 mg.l" de N-NH, + P-KH,P0,/ 2.

T2 ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugdes D, Ee F +
0,0 mg.I"' de N-NO; + N-NH,/ 2 + P-KH,P0Q, / 2.
T3 ‘MS’ com metade da concentragio dos sais das solugées D, Ee F +

N-NO; /2 + N-NH,/2 + P-KH,PO,4 / 2.

T4 ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugdes D, Ee F +
N-NO; + N-NH, + P-KH,POQ, /2.

TIiA ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugées D, Ee F +
N-NO, /2 + 0,0 mg.I" de N-NH, + P-KH,PQ,.

T2A ‘MS’ com metade da concentragio dos sais das solugoes D, Ee F +
0,0 mg.I"' de N-NO; + N-NH,/ 2 + P-KH,PO,.

T3A ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugées D, Ee F +
N-NQO,/ 2 4+ N-NH,/ 2 + P-KH,PO,

T4A ‘MS’ com metade da concentracio dos sais das solugées D, Ee F +
N-NO; + N-NH, + P-KH,PQO,.

'Solugdes D, E e F ja definidas no item 5.3 do Capitulo 4.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeitos da omissio de macronutrientes no crescimento e
desenvolvimento de Derris urucu in vivo.

Os resultados das analises de variancia sdo apresentados nas Tabelas 31
e 32. Para comprimento do caule (CC) e numero de folhas (NF), verificaram-se
efeitos significativos diferenciados para fatores e suas interagdes nestas variaveis
de respostas, indicando que as deficiéncias dos macronutrientes, as épocas de
avaliacdo e sua interagdo tiveram influéncia determinante nestas variaveis de

respostas (Tabela 31), enquanto a produ¢do de matérias secas nos diferentes
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orgdos de plantas de D. wrucu também mostrou efeitos significativos (Tabela
32).

TABELA 31 - Resumo das analises de varidncias para comprimento do caule
(CC) e numero de folhas (NF) de plantas de timbo cultivadas em
solugdo nutritiva de Bolle-Jones (1954) completa e com omissdo
de macronutrientes, durante 40 dias apos a administracdo dos
tratamentos. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio G.L. Quadrado Médio
CC NF

Nutrientes (N) 6 186,5299 ** 12,4761 **
Avaliagdo (A) 1 170,1028 ** 46,4464 **
N*A 6 42,2274 ** 5,9880 **
Residuo 42 10,1073 1,0416
Média - 17,5428 8,0178
CV (%) - 18,1230 12,7290

** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

TABELA 32 - Resumo das analises de varidncias para pesos das matérias secas
da raiz, caule, folha e total (MSR, MSC, MSF e MST,
respectivamente, em g/planta) de plantas de timbo cultivadas em
solucdo nutritiva de Bolle-Jones (1954) completa e com omissdo
de macronutrientes, durante 40 dias apos a administragio dos
tratamentos. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagio  G.L. Quadrado Médio e Significincia

MSR MSC MSF MST
Tratamento 6 5,2092%* 1,4655**  12,0605** 45,5455**
Residuo 21 0,0866  0,1195 0,2222 0,6383
Média - 1,8210  1,2112 3,0379 6,0702
CV (%) - 16,165 28,540 15,518 13,162

** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.
Pela Tabela 33, observa-se que os valores das médias do comprimento

do caule aos 20 e 40 dias de cultivo indicaram que houve uma redugio de
crescimento da parte aérea das plantas deficientes em N, P, Ca, Mg e S. Plantas
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deficientes em K ndo foram afetadas significativamente. Quanto ao nimero de
folhas, aos 20 dias detectou-se que plantas deficientes em K ndo foram afetadas,
ocorrendo o mesmo aos 40 dias para as plantas deficientes em Ca, Mg e S. Entre
os 20 e 40 dias de cuttivo, observou-se uma redu¢io no numero de folhas nos
tratamentos deficientes em N, P e K, devido a senescéncia precoce de folhas
induzidas por estes tratamentos.

Estes resultados sdo em parte corroborados por Moore (1945) para o
comprimento da brotagio de um clone de Derris elliptica, segundo o qual os
efeitos mais severos nessa variavel de resposta foram detectados nos tratamentos
com omissdes de N, P e Ca. As deficiéncias de N, P, K e Mg reduziram o
crescimento vegetativo de estévia, segundo Utumi ef al. (1999). As deficiéncias
de macronutrientes afetaram o crescimento e o desenvolvimento de D. urucu
(Tabelas 33 e 34) e seus sintomas visuais foram os comumentes observados na
maioria das plantas (Figuras 33, 34 e 35 e Quadro 6), conforme salientam
Malavolta, Vitti e Oliveira. (1997).
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FIGURA 33 — Aspecto geral das plantas de Derris urucu com deficiéncias de
macronutrientes. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Ca N S Completo

FIGURA 34 — Aspecto geral das plantas de Derris urucu com deficiéncias de
macronutrientes (-Ca, -N e —S, em comparagdo com o tratamento
completo). UFLA, Lavras - MG, 2000.
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-IK -Mg iy Completo

FIGURA 35 — Aspecto geral das plantas de Derris urucu com deficiéncias de
macronutrientes (-K, -Mg e -P, em comparagdo com o
tratamento completo). UFLA, Lavras - MG, 2000.

O crescimento de plantas sob deficiéncia de macronutrientes induzida
pela omissdo dos nutrientes em solugdo nutritiva tem sido avaliado para diversas
espécies. Em geral, a deficiéncia de macronutrientes influencia diferentemente o
crescimento da planta, conforme citam Frazio (1985) para Cordia goeldiana
Huber; Haag, Campora e Forti (1990) para Cyamopsis tetragonoloba L. (Taub.)
cv. Brooks; Moore (1945) para Derris elliptica e Viégas et al. (1998) para
Quassia amara.

A Tabela 34 apresenta os valores das médias de MSR, MSC, MSF e
MST. Pode-se observar, para estas variaveis, que apenas o tratamento com
omissdo de S ndo sofreu influéncia quando comparado com o tratamento
completo. Na raiz, os tratamentos com omissdes de Ca, N, P, Mg e K tiveram as
suas produgdes de matérias secas reduzidas quando comparados com o
tratamento completo. Por outro lado, na folha e no caule, as maiores redugdes de

crescimento, em termos de matérias secas, foram detectadas nos tratamentos
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com omissdes de N, Ca e P. Em geral, as deficiéncias de macronutrientes em D.
urucu na redugdo da produgdo de matéria seca obedeceu a seguinte ordem
decrescente Ca, N, P, K e Mg. O decréscimo da produgio de matéria seca sob
deficiéncia de nutrientes minerais tem sido relatado para diversas espécies
(Moore, 1945; Viégas et al., 1998; Utumi er al. 1999). As redugdes de
crescimento apresentadas pelas plantas sob deficiéncia de nutrientes estio
relacionado as alteragGes que estes nutrientes provocam no metabolismo geral
das plantas. De acordo com Marschner (1995), as alteragdes de crescimento
dependem da espécie, estadio de desenvolvimento e o érgio da planta, desta
forma, o conteido de N requerido para o étimo crescimento varia de 2 a 5% do
peso da matéria seca da planta. Quando o suprimento é sub-6timo, o crescimento
é retardado; o N que esta mobilizado nas folhas adultas é translocado para as
mais novas. Ocorrem os sintomas tipicos de deficiéncias de N, tais como o

aumento na senescéncia de fothas mais velhas.

TABELA 33 - Valores médios para comprimento do caule, em cm (CC) e
numero de folhas (NF) de plantas de timbo cultivadas em
solus;éo nutritiva de Bolle-Jones (1954) completa e com
omissio de macronutrientes, durante 20 e 40 dias apés a
administragio dos tratamentos'. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Solugdo nutritiva Epocas de Avaliagio (dias)
20 40
CC NF CC NF

Completa 18,8750 ab 10,00 ab 30,0000 a 8,50 ab

-N 11,7000 ¢ 7,75¢ 11,7500d 4,00d
-P 17,0000 abc 8,75 abc 17,5000cd 5,00 cd
-K 20,6000 a 10,25 a 25,1250 ab 7,00 bc
-Mg 14,4249 abc 8,50 abc 22,6250 be 8,00 ab

-Ca 15,4250 d 9,25 abe 15,4250 cd 9,25a
-S 12,5750 d 8,00 be 12,5750 d 8,00 ab

" Letras distintas na vertical indicam diferencas s:gmﬁcahvas ao nivel de 0,05 de probabilidade
pelo teste de Tukey.
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TABELA 34 -

Valores médios para pesos das matérias secas da raiz, caule,
folha e total (MSR, MSC, MSF e MST, respectivamente, em
g/planta) de plantas de timbo cultivadas em solugéo nutritiva de
Bolle-Jones (1954) completa e com omissio de
macronutnentes, durante 40 dias apés a administragio dos
tratamentos'. UFLA, Lavras - MG. 2000.

Solugdo nutritiva Variaveis de Resposta
MSR MSC MSF MST
Completa 3,3017a 2,1568 a 5,2730 a 10,7315 a
-N 1,3307b 0,5212d 0,9768 d 2,8288 de
-P 1,4230b 0,8178.cd 2,0024 d 4,2432 cd
-K 1,4873 b 1,2122bcd  3,0890 ¢ 5,7884 be
-Mg 1,4519b 1,3611 be 3,9328 be 6,7458 b
-Ca 0,3000c 0,6345¢d 1,1294d 2,0639¢
-S 3,4524 a 1,7751ab 4,8626 ab 10,0901 a

! Letras distintas na vertical indicam diferengas significativas ao nivel de 0,05 de probabilidade

pelo teste de Tukey.

De acordo com Viégas ef al. (1998), o nitrogénio foi um dos elementos

que mais limitou o crescimento de plantas de quina (Quassi amara), resultados

também constatados em outras espécies de plantas da Amazénia, como o cubiu
(Weber er al., 1981), o freijo (Frazio, 1985), o urucu (Haag, Dechen e Rosolen,
1988), a juta (Viégas ef al., 1992) e a malva (Fabasi, 1996). A omissdo de calcio

também teve efeito na limitag3o de crescimento de plantas de quina (Viégas ef

al., 1998); resultados semelhantes também foram relatados por Fabasi (1996)

com malva e Matos (1998) com mogno.
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QUADRO 6 - Descrigio sistematizada dos sintomas de deficiéncias de

macronutrientes em plantas de Derris urucu aos 20 e 40 dias
apos a indugdo dos tratamentos. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Solucdo nutritiva Sintomas das deficiéncias
20 Dias 40 Dias
Completa Sem sintoma visual de{Sem sintoma visual de
deficiéncia de macronutrientes | deficiéncia de macronutrientes
Clorose generalizada, folhas do
terco inferior da planta em
-N gl;lr;s: :laf.enfg:_h:: d?shm;l'emos estado de senescéncia; abscisio
P ' de folhas senescentes e
encurtamento dos intemadios.
Clorose incipiente e necrose | Clorose generalizada e necrose
-P marginal em folhas do tergo|margmal das folhas mais
meédio da planta. velhas.
K Clorose em folhas dos tercos |Clorose  generalizada  em
médio e inferior da planta. folhas mais velhas da planta.
Clorose e necrose apical em
Clorose e necrose apical em |folhas do tergo inferior e
-Mg folhas do terco inferior da|pontuagdes necréticas das
planta. folhas dos tergos superior e
médio da planta.
Clorose generalizada e necrose
Clorose e necrose apical em :pm! em fo{ha; dos mw
} . uperior e medio da planta;
Ca 2::: d(;o; Imtemrqos SUpenor €| urchamento das folhas e
) textura endurecida dos foliolos;
perda de dominancia apical.
Clorose incipiente em folhas | Clorose incipiente em folhas
-S dos tergos superior e médio da | dos tergos superior e médio da
planta planta.

6.2 Efeitos de variagdes das concentracdes dos sais de N e de P do meio
nutritivo ‘MS’ durante a fase de manutengiio de calos, oriundos de
explantes foliar e radicial de plantulas de Derris urucu germinadas in

vitro.

Os resultados das analises de variancias dos dados sdo apresentados nas

Tabelas 35 e 36. Verificaram-se efeitos significativos diferenciados para fatores
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e suas interagoes nestas variaveis de respostas, indicando que os meios de

cultura (MC), as épocas de avaliagdo (EA) e sua interagio tiveram influéncias

determinantes nestas variaveis de respostas.

TABELA 35 — Resumo das analises de varidncias para matérias fresca e seca de

calos (MFCALO e MSCALO, respectivamente), induzidos com
1,6 mg.I"' de 2,4-D em explante foliar de Derris urucu, mantidos
durante 28 e 56 dias, em 10 diferentes meios de manutencio
formulados com variagdes nas concentragdes dos sais de N e P
do meio basico de ‘MS’, suplementados com ANA e BAP (2,0
+2,0mg.I"). UFLA, Lavras - MG. 2000.

Fonte de variacio G.L. Quadrado Médio e Significancia
MFCALO MSCALO
Meio de cultura (M) 9 76,9323*+ 0,0633**
Epocas de avaliagdo (EA) 1 437,7879%* 0,7964**
Mx EA 9 29,9110** 0,0332*+
Residuo 40 1,2478 0,0023
Média - 6,7941 0,3100
CV (%) - 16,4410 15,4750

** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.

TABELA 36 — Resumo das analises de variancias para matérias fresca e seca de

calos (MFCALO e MSCALQO, respectivamente), induzidos com
1,6 mg.I" de ANA + 1,0 mg.I"' de BAP em explante radicial de
Derris urucu, mantidos durante 28 e 56 dias, em 10 diferentes
meios de manutencio formulados com variagdes nas
concentragoes dos sais de N e P do meio basico de ‘MS’,
suplementados com ANA e BAP (2,0 + 2,0 mg.I"). UFLA,
Lavras - MG. 2000.

Fonte de variagdo G.L. Quadrado Médio e Significancia
MFCALO MSCALO
Meio de cultura (M) 9 47,0403%* 0,0803**
Epocas de avaliagio (EA) 1 222,7211%+ 0,4784%¢
M x EA 9 18,6858%* 0,03]19%¢
Residuo 40 0,7277 0,0014
Média - 3,4731 0,1840
CV (%) - 24,5620 20,5410

** = significativo a 0,01 de probabilidade pelo teste F.
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Pela Tabela 37, observam-se os valores das médias dos pesos da matéria
fresca de calos de D. urucu oriundos de explante foliar, aos 28 e 56 dias de
cultivo in vitro, em dez meios nutritivos de manutenc¢do, apés terem sido
induzidos com 1,6 mg.1" de 2,4-D. Pode-se notar que aos 28 dias de cultivo nos
meios de manutengdo, o melthor resultado desta variavel de resposta foi obtido
pelo tratamento 9, porém este ndo diferiu estatisticamente dos tratamentos 4, 5 e
8, enquanto aos 56 dias, os melhores resultados foram proporcionados pelos
tratamentos 4, 5, 9 e 10 (Figura 36). Para os valores das médias da matéria seca
de calos aos 28 dias de cultivo in vitro, nos meios de manutengdo, nio se
verificaram efeitos significativos, enquanto aos 56 dias, os melhores resultados
foram proporcionados pelos tratamentos 9 e 10, porém estes ndo diferiram
estatisticamente dos tratamentos 4, 5, 6 e 8. De modo geral, independentemente
dos tratamentos, houve um aumento no crescimento de calos nos meio de
manutengdo, avaliados em termos de matérias fresca e seca de calos, durante 28
e 56 dias de cultivo. O crescimento de calos, em termos de matéria fresca de
calos oriundos de explante foliar, foi reduzido pelas redugdes nas concentragdes
e formas de N e da concentragiio de P dos sais do meio nutritivo ‘MS’. Na
presenga da % de N-NH," ou % de N-NO;" ou % de N-NH;" + % de N-NO;’, em
combinagdo com a metade ou toda a fonte de P dos sais do meio nutritivo ‘MS’,
ocorreu uma redugdo significativa de crescimento de calos medidos em termos
de matéria fresca de calos. O dobro da concentragdo dos sais de N do meio
nutritivo ‘MS’, independentemente da concentraciio de P usada, ndo afetou o
crescimento. Ficou comprovado que a redugéio da concentragdo dos sais de ‘MS’

afetou o crescimento de calos de D. urucu.
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TABELA 37 — Médias para comparar a interagio M*EA para matérias fresca e
seca de calos (MFCALO e MSCALO, respectivamente),
induzidos com 1,6 mg.I" de 2,4-D em explante foliar de Derris
urucu, mantidos durante 28 e 56 dias, em 10 diferentes meios de
manuten¢ido formulados com variagdes nas concentragdes dos
sais de N e P do meio basico de ‘MS’, suplementados com ANA
e BAP (2,0 + 2,0 mg.I")". UFLA, Lavras - MG, 2000.

Tratamento® Variaveis de respostas
(N-NH,"+N-NO;"+P-KH,PO,) MFCALO (g) MSCALO (g)
28 dias 56 dias 28 dias 56 dias
1 (1/2+0+1/2) 2,9359bc  3.592lcd 0,1751a  0,2634c¢
2 (0+1/2+1/2) 2,6000bc  1,4526d 0,1638a  0,1243d
3 (112+1/2+1/12) 3.3352abc = 9,5986b 0,1730a  0,4511b
4 (1+1+1/2) 4,9093ab 1476082 0,1843a 0,5254ab
5 2+2+1/2) 5,5690ab 158646a 0,2300a  0,5820ab
6 (1/2+0+1) 3,8952abc = 6.3663c  0,2021a  0,4699ab
7 (0+1/2+1) 1,5548¢c 1.9135d  0,1359a  0,1689cd
8 (1/2+1/2+1) 5,1887ab 11.3367b 0,2273a  0,4858ab
9 (1+1+1) . 6,3916a 15,5399a  0,2523a  0,5964a
10 (2+2+1) 4,5496abc  14,5282a  0,2043a  0,5853a
' Letras distintas na vertical indicam diferengas estatisticas significativas ao nivel de 0,05 de
;Jrobabilidade pelo teste de Tukey.

Referentes as concentragdes dos sais de N e P do meio nutritivo *MS’.
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FIGURA 36 - Aspectos gerais de calos de Derris urucu oriundos de explante
foliar, durante a fase de manutengdo de calos (tratamentos: 1 a
10). UFLA, Lavras - MG, 2000.

O nitrogénio difere dos demais macronutrientes pelo fato de apresentar-
se na forma de cation (aménio) e dnion (nitrito e nitrato). O efeito destas
diferentes formas inorgénicas sobre o crescimento e desenvolvimento de
culturas de tecidos vegetais é marcante; o nitrato, como tnica fonte de N,

sustenta uma boa taxa de crescimento em muitas espécies, sendo também a
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melhor forma de N para diversas culturas (Caldas, Haridasan e Ferreira, 1998,
Grattapaglia e Machado, 1998). No entanto, ha espécies que nio crescem bem
com nitrato no meio. Neste trabalho, a redugdo e/ou auséncia de ambas as
formas de N resultou em redugdes marcantes de crescimento de calos,
independente ou ndo na reducdo da concentragdo do P do meio nutritivo ‘MS’.
As analises quimica de compostos rotendides determinadas por CLAE
em calos de D. urucu, oriundos de explante foliar de plantulas de exemplares do
clone 37 germinadas in vitro, ndo detectaram a presenca destes compostos,
conforme mostrado na Figura 37. Estes resultados diferiram dos obtidos por
Tailang, Kharya e Dixit (1997) em calos de células de G. glabra e por Li et al.

(1995) em calos induzidos em diversos tipos de explantes de B. pruniosa.
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FIGURA 37 - Cromatograma ilustrativo de amostra de tratamentos em calos
oriundos de explante foliar. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Compostos secundarios produzidos pela planta mae, na maioria dos
casos, nio sio encontrados em calos. Apenas a regeneragdo da raiz, dos brotos
foliares e da propria planta restauram a producdo destes compostos (Kawaguchi
et al., 1993). Em particular, o calo funciona como meristema e a ndo producdo
dos compostos secundarios esta relacionada com a alta atividade metabdlica

direcionada pela mitose. A diferenciacio destas células, assim como a
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desaceleragiio da atividade mitética, progressivamente, permite o acumulo dos
compostos secundarios.

Na Tabela 38 observam-se os valores das médias dos pesos da matéria
fresca de calos de timb6 oriundos de explante radicial, aos 28 e 56 dias de
cultivo in vitro, em dez meios nutritivos de manuteng¢do, apds terem sido
induzidos com 1,6 mg.1" de ANA + 1,0 mg.I" de BAP. Apés 28 dias de cultivo
nos meios de manutengiio, verificou-se que os melhores resultados desta variavel
de resposta foram obtidas pelos tratamentos 4 e 9, porém estes ndo diferiram
estatisticamente dos tratamentos 1, 5, 8 e 10, enquanto aos 56 dias de cultivo, o
melhor resultado foi proporcionado pelo tratamento 4 (Figura 38). Para os
valores das médias da matéria seca de calos aos 28 dias, verificou-se que os
melhores resultados foram proporcionados pelos tratamentos 3, 4 e 9, porém
estes ndo diferiram estatisticamente dos tratamentos 1, 5, 8 e 10, enquanto aos
56 dias, o melhor resultado foi obtido pelo tratamento 4, porém este ndo diferiu
estatisticamente do tratamento 3 (Tabela 38). Em geral, os efeitos nas redugdes
nas concentragdes e formas dos sais de N do meio nutritivo ‘MS’ para calos
oriundos de explante radicial de D. wrucu seguiram a mesma tendéncia dos
obtidos para explante foliar, contudo, detectou-se uma maior exigéncia da
nutrigdo nitrica do que da amoniacal no crescimento de calos oriundos de
explante radicial, medida em termos de matérias fresca e seca de calos, além de
haver uma atenuagdo da deficiéncia de N na presen¢a da metade da concentragdo
de P no meio de manutencio de calos.
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TABELA 38 — Médias para comparar a interagdo M*EA para matérias fresca e
seca de calos (MFCALO e MSCALO, r&sPectivamente),
induzidos com 1,6 mg.l" de ANA + 1,0 mg!' de BAP em

- explante radicial de Derris urucu, mantidos durante 28 e 56 dias,
em 10 diferentes meios de manutengio formulados com
variagoes nas concentragoes dos sais de N e P do meio basico de
‘MS’, suplementados com ANA e BAP (2,0 + 2,0 mgl").
UFLA, Lavras, MG. 2000. UFLA, Lavras - MG, 2000.

Tratamento® Variaveis de respostas
(N-NH, +N-NO;+P-KH,PO,) MFCALO (g) MSCALO (g)
28 dias 56 dias 28 dias 56 dias

1 (1/240+1/2) 1,3414ab 1,4941de 0,0992ab 0,1492¢c
2 (0+172+1/2) 0,2382b 0,2118¢  0,0272b 0,0238d
3 (17241/12+172) 2,3279ab 7,7974b  0,1452a  0,4306ab
4 (1+1+1/2) 3,6347a  13,7185a 0,168la 0,5306a
5 (2+2+1/2) 1,3698ab 3,7167cd 0,1007ab 0,1570c
6 (1/2+0+1) 0.2707b 2,7152d  0,0199b 0,1570c
7 (0+172+1) 0,3344b 0,3533e 0,0394b 0,8387d
8 (1/2+1/2+1) 1,4624ab 5,1842¢ 0,1225ab 0,4214b
9 (1+1+1) 3,1303a 9,5539b 0,1498a  0,4044b

10 (2+2+1) 1,3549ab 9.2527b 0,0756ab 0,4206b

! Letras distintas na vertical indicam diferengas significativas ao nivel de 0,05 de probabilidade
pelo teste de Tukey.

2 Referentes as concentragdes dos sais de N e P do meio nutritivo ‘MS’.
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FIGURA 38 — Aspectos gerais de calos de Derris urucu oriundos de explante

radicial, durante a fase de manutencdo de calos (Tratamentos: 1 a
10). UFLA, Lavras - MG, 2000.

As analises quimica de compostos rotenodides determinados por CLAE
mostraram que os calos de D). urucu oriundos de explante radicial de plantulas
germinadas in vitro indicaram a presenca destas substdncias neste tipo de
material. Estes compostos foram detectados nos tratamentos 5, 6 e 8 apds 45
dias de cultivo in vitro (Figura 39), com teores que oscilaram entre 0,015 e
0,060%. A presenca de compostos rotendides em cultura de raiz tem sido
relatada para D. elliptica (Ellis, 1988, citado por Crombie e Whiting, 1998).
Kudakesseril e Staba (1988) relatam a utilizacdo de culturas de calos e de

suspensdo de células para determinar a quantidade de rotendides em D. elliptica
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TABELA 39 - Resumo das analises de varidincias para matérias fresca e seca de
parte aérea, sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR,
MSSR, MFT e MST, respectivamente) de plintulas de timbé sob
condigdes de cultivo in vitro, em varias formulages de meio
nutritivo (M), cultivadas durante 30 e 45 dias (EA). UFLA, Lavras -

MG. 2000.
Fonte de GL Quadrados Médios e Significancia’
variagdo . MFPA MSPA MFSR MSSR MFT MST
M 7 0,0338%*  0,0010** 0,0071* 0,0001** 0,0464*  0,0010**
EA 1 0,1317**  0,0026**  0,0284**  0,0004** (02748**  0,0049**
M*EA 7 0,0054% 0,000 0,0020%  000001™  0,0124%  0,0001N

Residuo 32 00102 0,0002 0,0026 0,00002 0,0162 10,0003

Média 0,6164 0,0890 0,2628 0,0263 0,8801 0,1153
CV (%) 16,4210 17,4870 19,5110 17,8820 14,4450 14,3490
' Dados n#o transformados.

NS * ¢ ** = niio significativo e significativo a 0,05 e 0,01 de probabilidade pelo teste F.

TABELA 40 - Valores médios para matérias fresca e seca de parte aérea,
sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR, MSSR, MFT
e MST, respectivamente, em g) de plantulas de Derris urucu
sob condigoes Je cultivo in vitro, em varias formulagdes de
meio nutritivo (M), cultivadas durante 45 dias. UFLA, Lavras -
MG, 2000.

Variaveis de respostas'

2

Tratamento” iEpA  MSPA  MFSR  MSSR  MFT  MST

T 0,5335b  0,0733b 0,2706ab 0,0299ab 0,8036ab 0,1032ab
T2 0.6111ab 00743b 02317ab 00226b 0,8428ab 0,0970b
™ 0,5786ab 0,0005ab 0,3005ab 0,0315a 0.8791ab 0.1220ab
T4 0,5280b 0,0037ab 0,253%b 0025%ab 0.7912b 0.1100ab
TIA 0.7175ab 0,1037a 03216a 0,0289ab 10394* 0,1325a
T2A 0,6205ab 0,0887ab 0,2317ab 0,0264ab 0,8738ab 0,1146ab
T3A 073112 0,1093a 0,2535ab 0,023%ab 0,9838ab 0,1331a
T4A 0,6098ab 0,0881ab 0.2173b  0,0217b _ 0,8271ab 0.1100ab

" Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 0,05 de probabilidade pelo teste de Tukey

? Tratamentos: T1 = ‘MS’ mmﬂadedaconoaﬂmﬁodossalsdassoluoﬁesD EeF+ N-NOy2 + 0,0 mg!®
de N-NH, + P-KH;P0./2; T2 = ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugdes D, E¢ F + 0,0 mg I
de N-NO, + N-NH, + P-KH,PO4/2; T3 = *‘MS’ com metade da concentragio dos sais das solugdes D, Ee F +
N-NOy/2 + N-NH/2 + P-KH;POw/2; T4 = ‘MS” com metade da concentragio dos sais das solugdes D, Ee F +
N-NO; + N-NH, + P-KH:PO«/2; T1A = ‘MS’ com metade da concentragio dos sais das soluqbes D,EeF+N-
NOy2 +0,0 mgl de N-NH, + P-KH,POy; T2A = ‘MS" com metade da concemtragio dos sais das solugbes D,
EeF + 0,0 mgl" de N-NO; + N-NH./2+ P-KH;POq; T3A = *MS' com metade da concentragdio dos sais das
solugdes D, E ¢ F + N-NOy/2 + N-NH¢/2 + P-KH,PO, € T4A = “‘MS’ com metade da concentragio dos sais das
solugdes D, E e F + N-NO, + N-NH, + P-KH,PO,.
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FIGURA 38 — Aspectos gerais de calos de Derris urucu oriundos de explante

radicial, durante a fase de manutencdo de calos (Tratamentos: 1 a
10). UFLA, Lavras - MG, 2000.

As analises quimica de compostos rotendides determinados por CLAE
mostraram que os calos de D. urucu oriundos de explante radicial de plantulas
germinadas in vitro indicaram a presenca destas substdncias neste tipo de
material. Estes compostos foram detectados nos tratamentos 5, 6 e 8 apés 45
dias de cultivo in vitro (Figura 39), com teores que oscilaram entre 0,015 e
0,060%. A presenca de compostos rotendides em cultura de raiz tem sido
relatada para D. elliptica (Ellis, 1988, citado por Crombie e Whiting, 1998).
Kudakesseril e Staba (1988) relatam a utilizagio de culturas de calos e de

suspensdo de células para determinar a quantidade de rotendides em D. elliptica

173



e Tephrosia vogelli cultivadas em ‘MS’ liquido contendo diferentes
combinagoes de 2,4-D e cinetina.

A biossintese de metabélitos secundarios pode ocorrer em todos os
tecidos e células de uma dada espécie vegetal devido & totipoténcia celular.
Entretanto, como via de regra, a biossintese é restrita a determinado orgdo,
tecido e/ou célula especializada e esta relacionada com a diferenciagdo e o
desenvolvimento celular (Wiermann, 1981, citado por Santos, 1996). Dentro da
célula, existem sitios especificos de biossintese de natureza lipo e hidrofilicas
que armazenam os produtos secundarios de acordo com suas propriedades.
Alguns precursores, assim como a propria molécula, podem ser transportados
intra ou intercelularmente através de transporte passivo ou ativo (Brodelius e
Pedersen, 1993).
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FIGURA 39 - Cromatograma ilustrativo de amostra de tratamentos em calos
oriundos de explante radicial. UFLA, Lavras - MG, 2000.

174



6.3 Crescimento e nutri¢cio mineral de plantulas Derris urucu.

Os resultados das analises de variancias dos dados sdo apresentados na
Tabela 39. Verificaram-se efeitos significativos para todos os fatores nestas
variaveis de respostas, indicando que os meios de cultura (M) e as épocas de
avaliagdo (EA) tiveram influéncias determinantes nestas variaveis de respostas.

Pela Tabela 40 observam-se os valores médios para matérias fresca e
seca da parte aérea, sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR, MSSR,
MFT e MST, respectivamente, em g) de plantulas de D. urucu sob condigdes de
cultivo in vitro, em varias formula¢des de meio nutritivo (M), cultivadas durante
45 dias. Para a matéria fresca da parte aérea, verificou-se que o melhor resultado
foi proporcionado pelo tratamento T3A, embora ndo tenha sido estatisticamente
diferente dos tratamentos T2, T3, T1A, T2A e T4A. Por outro lado, para a
matéria seca da parte aérea, os melhores resultados foram obtidos com os
tratamentos T1A e T3A; no entanto, estes ndo diferiram dos tratamentos T3, T4,
T2A e T4A. Para a matéria fresca do sistema radicular, o melhor desempenho
foi obtido com o tratamento T1A, embora este ndo tenha diferido
estatisticamente dos tratamentos T2, T3, T4, T2A e T3A. Para a matéria seca do
sistema radicular, o tratamento T3 foi superior aos demais tratamentos, embora
nao tenha sido diferente estatisticamente dos tratamentos T1, T4, TIA, T2A e
T3A. Para a matéria fresca total, o melhor resultado foi obtido pelo tratamento
T1A, embora néio tenha diferido estatisticamente dos tratamentos T1, T2, T3,
T2A e T3A, e para a matéria seca total, os melhores resultados foram obtidos
pelos tratamentos T1A e T3A, embora nio tenha sido estatisticamente diferente
dos tratamentos T1, T3, T2A e T4A. De modo geral, os melhores resultados para
estas varidveis de respostas foram proporcionados pelos tratamentos T1A e T3A
(Tabela 40).
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TABELA 39 - Resumo das analises de varidncias para matérias fresca e seca de
parte aérea, sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR,
MSSR, MFT e MST, respectivamente) de plintulas de timbé sob
condigdes de cultivo in vitro, em varias formulagdes de meio
nutritivo (M), cultivadas durante 30 e 45 dias (EA). UFLA, Lavras -

MG. 2000.
Fonte de GL Quadrados Médios ¢ Significincia’
variagdo ) MFPA MSPA MFSR MSSR MFT MST
M 7 0,0338%*  0,0010°*  0,0071*  0,0001** 0,0464*  0,0010**
EA 1 0,1317°*  0,0026°*  0,0284**  0,0004**  02748°*  0,0049**
M*EA 7 00054 0,0001% 00020 000001 00124 00001

Residuo 32 00102 0,0002 0,0026 0,00002 0,0162 0,0003

Média 0,6164 0,0890 0,2628 0,0263 0,8801 0,1153
CV (%) 16,4210 17,4870 19,5110 17,8820 14,4450 14,3490
' Dados ndo transformados.

NS, * & ** = nifo significativo e significativo a 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade pelo teste F.

TABELA 40 - Valores médios para matérias fresca e seca de parte aérea,
sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR, MSSR, MFT
e MST, respectivamente, em g) de plantulas de Derris urucu
sob condi¢des Jde cultivo in vitro, em varias formulagdes de
meio nutritivo (M), cultivadas durante 45 dias. UFLA, Lavras -

MG, 2000.
, Varidveis de respostas’

Tralamento” \rpA  MSPA _ MFSR  MSSR — MFT  MST
T 0,5335b 0,0733b  0,2706ab 0,0299ab 0,8036ab 0,1032ab
™ 0,6111ab 00743b 02317ab 0,0226b 0.8428ab 0.0570b
T3 0,5786ab 0,0905ab 0,3005ab 0,0315a 0.8791ab 0.1220ab
T4 0,5289b 0,0037ab 0,2539b 0,0259ab 0.7912b 0.1100ab
TIA 0,7175ab 0,1037a 03216a 0,0289ab 10394 0.1325a
T2A 0,6205ab 0,0887ab 0,2317ab 0,0264ab 0.8738ab 0,1146ab
T3A 0,7311a 0,1093a 02535ab 0,0239ab 0,9838ab 0,1331a
T4A 0,6098ab 0,0881ab 0,2173b 0,0217b 0.8271ab 0.1100ab

* Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 0,05 de prebabilidade pelo teste de Tukey

* Tratamentos: T1 = *MS’ com metade da concentrago dos sais das solugdes D, E ¢ F + N-NOy2 + 0,0 mg 1"
de N-NH, + P-KH,;P0s/2; T2 = *‘MS’ com metade da concantraglo dos sais das solugdes D, E e F + 0,0 mgI*
de N-NO; + N-NH, + P-KH,POy/2; T3 = *MS" com metade da concentragio dos sais das solugdes D, Ee F +
N-NOy2 + N-NHy2 + P-KH;PO42; T4 = *MS' com metade da concentraglo dos sais das solugdes D,Ec F +
N-NO; + N-NH, + P-KH;POs/2; TI1A = ‘MS' com metade da concentragio dos sais das solugdes D,E ¢ F + N-
NOy/2 + 0,0 mg " de N-NH, + P-KH,PO,; T2A = *MS' com metade da concentraglio dos sais dss solugdes D,
EcF + 0,0 mgl" de N-NO, + N-NHy/2+ P-KH;POy; TIA = ‘MS" com metade da concentrago dos sais das
solugdes D, E e F + N-NOy2 + N-NH¢/2 + P-KH;PO4 e T4A = ‘MS’ com metade da concentragio dos sais das
solugdes D, E e F + N-NO, + N-NH, + P-KH;PO,.
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A Tabela 41 apresenta os valores das médias para pesos das matérias
fresca e seca de parte aérea, sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR,
MSSR, MFT e MST, respectivamente) de plantulas de D. urucu sob condigdes
de cultivo in vitro, em varias formula¢des de meio nutritivo (M), cultivadas
durante 30 e 45 dias (EA). Observa-se que todas as variaveis de respostas foram
superiores aos 45 dias de cultivo, em relagdo ao tratamento com 30 dias.

Os resuitados das analises de varidncias dos dados referentes a altura de
planta (AP), comprimento do sistema radicular (CSR) e nimero de folhas (NF),
em plantulas de D. urucu sob condigdes de cultivo in vitro, em varias
formulagdes de meio nutritivo (M), cultivadas durante e 45 dias (EA), sdo
apresentados na Tabela 42. Verificaram-se efeitos significativos para todos os
fatores nestas variaveis de respostas, indicando que os meios de cultura (M) e as
épocas de avaliagdo (EA) tiveram influéncias determinantes nestas variaveis de

respostas.

TABELA 41 - Valores médios para matérias fresca e seca da parte aérea,
sistema radicular e total (MFPA, MSPA, MFSR, MSSR, MFT
¢ MST, respectivamente, em g) de plantulas de timbo sob
condigoes de cultivo in vitro, em varias formula¢des de meio
nutritivo (M), cultivadas durante 30 e 45 dias (EA). UFLA,
Lavras - MG, 2000.

EA, em dias Variaveis de respostas’

MFPA MSPA  MFSR  MSSR MFT MST

30 0,5640b 0,0816b 0,2385b 0,0236b 0,8044b 0,1052b
45 0,6687° 0,0963° 0,287la  0,0291a 0,9557" 0,1253a

" Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 0,05 de probabilidade pelo teste de Tukey.
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TABELA 42 - Resumo das analises de variancias para altura de planta (AP),
comprimento do sistema radicular (CSR) e numero de folhas
(NF) de plantulas de timbé sob condigdes de cultivo in vitro, em
varias formulagdes de meio nutritivo (M), cultivadas durante 30
e 45 dias (EA). UFLA, Lavras - MG. 2000.

Quadrado Médio e Significincia

Fonte de variagio G.L. AP CSR NF

M 7 0,2663%* 0,0447** 0,0496**
EA 1 0,2996* 0,3085** 0,3708**
M*EA 7 0,0244™% 0,0226™° 0,0297*
Residuo 32 0,0459 0,0106 0,0116
Média - 2,5199 2,3509 2,7775
CV (%) - 38,4990 4,3690 3,8790

' Dados transformados segundo raiz (x + 1)
NS, ® e ** = nio significalivo ¢ significativo a 0,05 ¢ 0,01 de probabilidade pelo teste F.

Pela Tabela 43 observam-s¢ os valores médios para altura de planta
(AP), comprimento do sistema radicular (CSR), numero de folhas (NF) e
porcentagem de rotenona [R (%)] em plintulas de timbo sob condigdes de
cultivo in vitro, em varias formulagdes de meio nutritivo (M), cultivadas durante
45 dias (EA). Para AP, verificou-se que o melhor resultado foi proporcionado
pelo tratamento T3A, embora ndo tenha sido estatisticamente diferente do
tratamento 8. Por outro lado, para CSR, os melhores resultados foram obtidos
com os tratamentos T1A, T2A e T3A; no entanto, estes ndo diferiram dos
tratamentos T1, T3, T4 e T4A. Para NF, o melhor desempenho foi obtido com o
tratamento T3 A, embora este n3o tenha diferido estatisticamente dos tratamentos
TI1A, T2A e T4A.
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TABELA 43 - Valores médios para altura de planta (AP), comprimento do
sistema radicular (CSR), nimero de folhas (NF) e porcentagem
de rotenona [R (%)] em plantulas de Derris urucu sob
condig¢des de cultivo in vitro, em varias formulagdes de meio
nutritivo (M), cultivadas durante e 45 dias (EA). UFLA, Lavras

- MG, 2000.
Tratamento® Variaveis de respostas’
AP CSR NF R (%)’

Tl 4,3980bc 4,4456ab 6,4738b 0,020/ -

T2 4,0683c 3,7910b 6,4043b 0,025 /0,035
T3 5,0077abce 4.4627ab 6,2809b 0,015/0,007
T4 4,3833bc 4,4665ab 6,1470b 0,025/ 0,004
TIA 5,8864abc 5,0613a 7,0294ab 0,004 / 0,006
T2A 6,3007ab 4,9664a 6,8933ab 0,018/0,014
T3A 6,9429a 4,7590a 7.7256a 0,010/0,017
T4A 6,1229ab 4.3133ab 6,8207ab 0,020/ 0,006

| Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 0,05 de probabilidade pelo teste de Tukey.
? Valores obtidos aos 30 e 45 dias de cultivo in vitro.

3 Tratamentos: T1 = ‘MS’ com metade da concentracdio dos sais das solugdes D, E e F + N-NO:/2
+ 0,0 mgl’ de N-NH, + P-KH,PO,/2; T2 = ‘MS’ com metade da concentragiio dos sais das
solugdes D, E ¢ F + 0,0 mg.l” de N-NO; + N-NH, + P-KH,PO4/2;, T3 = ‘MS’ com metade da
concentragdo dos sais das solugdes D, E ¢ F + N-NO5/2 + N-NHy/2 + P-KH,P0O,72; T4 = ‘MS’
com metade da concentragdio dos sais das solugdes D, E e F + N-NO; + N-NIi, + P-KH,PO42:
TIA = "MS" com metade da concentra@o dos sais das solugdes D, E ¢ F + N-NOy2 + 0,0 mg.1"
de N-NH, + P-KH,PO,; T2A = ‘MS’ com metade da concentragdo dos sais das solugdes D,Ee F
+0,0 mg.I" de N-NO; + N-NH/2+ P-KH,PO; T3A = ‘MS’ com metade da concentragdio dos sais
das solugdes D, E ¢ F + N-NOy2 + N-NH,2 + P-KH;PO, e T4A = ‘MS’ com metade da
concentragdo dos sais das solugdes D, E e F + N-NO, + N-NH, + P-KH,PO,.

A Tabela 44 apresenta os valores das médias para altura de planta (AP),
comprimento do sistema radicular (CSR), nimero de folhas (NF) e porcentagem
de rotenona [(%R)] de plintulas de timbo sob condigdes de cultivo in vitro, em
varias formulagdes de meio nutritivo (M), cultivadas durante 30 e 45 dias (EA).
Observa-se, em geral, que aos 45 dias de cultivo, todas as variaveis de respostas
tiveram resultados superiores as do tratamento com 30 dias de cultivo. Podem
ser observados, na Tabela 44 e Figura 40, os resultados dos teores de rotenona
apresentados pelos tratamentos, evidenciando respostas de biossintese de
compostos rotendides.
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As anilises quimicas dos compostos rotenoides obtidos por CLAE

mostraram a presen¢a destes compostos (Figura 40) no sistema radicular de
plantulas de D. urucu; estes teores variaram entre 0,004 a 0,025% aos 30 dias e
entre 0,004 a 0,035% aos 45 dias, detectando-se, em média, maiores teores de

compostos rotendides aos 30 dias. Em geral, as variagoes nos teores de NO;™ ou

NH,’, na presenga da metade do P e aos 30 dias de cultivo in vitro, favoreceram

a biossintese de compostos rotendides em D. urucu.

TABELA 44 - Valores médios para altura de planta (AP), comprimento do
sistema radicular (CSR), numero de folhas (NF) e porcentagem
de rotenona [R (%)] em plantulas de timbd sob condigdes de
cultivo in vitro, em varias formula¢des de meio nutritivo (M),
cultivadas durante 30 e 45 dias (EA). UFLA, Lavras - MG.
2000.

EA, em dias Variaveis de respostas’

AP (cm) CSR (cm) NF R (%)
30 4,9580b 4,1562b 6,2341b 0,017
45 5,7544a 4.9101a 7,2106a 0,013

T Médias seguidas por letras distintas diferem entre si a 0,05 de probabilidade pelo teste de Tukey

Rotenona

!

resasainiznidoes’

113 .4

% + ———t————%
Ro.0 BB 5.01 W 1567 B TBE -0.007 [ ROTHGNA

Tempo de retengdo (min)

FIGURA 40 — Cromatograma ilustrativo de amostra dos tratamentos em

plantulas de Derris urucu. UFLA, Lavras - MG, 2000.
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7 CONCLUSOES

A omissio de K da solugio nutritiva de Bolle-Jones ndo afetou o
crescimento da parte aérea de D. urucu apés 20 e 40 dias de cultivo.

As omisses de Ca, Mg e S da solugdo nutritiva de Bolle-Jones nao
afetaram significativamente o crescimento da parte aérea de D. urucu apés 40
dias de cultivo.

A matéria seca da raiz foi reduzida significativamente em todos os
tratamentos, com excegao do deficiente em S.

No caule e na folha, as maiores reducdes de matérias secas foram
detectadas nos tratamentos com omissdes de N, Cae P.

A redugdo e/ou a auséncia de ambas as formas de N resultou em
redugGes marcantes de crescimento do calos, independente ou nio da redugdo da
concentragdo de P do meio nutritivo ‘MS”’.

Calos oriundos de explante radicial apresentaram resposta positiva de
biossintese de compostos rotendides.

Os efeitos de varias formulagdes de sais sobre o crescimento e a
nutri¢io mineral de plantulas de D. urucu, durante 45 dias de cultivo in vitro,
apresentaram respostas diferenciadas.

A biossintese de compostos rotendides foi detectada no sistema
radicular de plantulas de D. urucu, independentemente da concentragio dos sais,
e os teores destes compostos variaram entre 0,017 e 0,013% aos 30 e 45 dias de
cultivo in vitro, rwpeétivamente.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Com esse trabalho, tomou-se possivel estudar as influéncias e os efeitos
de fatores relacionados as técnicas de cultura de tecidos vegetais, com énfase na
determinagio de protocolos eficientes para a indugdo de calos e para a
propagago in vitro de espécies de timbos. Também houve o objetivo de
quantificar a produgdo de compostos rotendides oriundos do cultivo in vitro de
calos induzidos e formados em explantes foliar e radicial e em plantulas
germinadas in vitro, ambos submetidos a meios de cultura formulados com
variagdes de concentragdes dos sais de N e de P do meio nutritivo ‘MS’. Na
literatura relacionada com a presente pesquisa, hd escassez de informagdes
pertinentes aos timbos; sendo assim, houve necessidade de desenvolver varios
ensaios preliminares para adequar técnicas de cultura in vitro e in vivo.

Foram conduzidos 16 experimentos: 15 em condigSes de laboratério de
cultura de tecidos vegetais e um em casa de vegetacdo, além de varios ensaios
preliminares. Duas espécies de timbés foram usadas como fonte de explantes:
Derris urucu de exemplares do clone 37 e D. nicou de exemplares do clone 495.
No laboratério, as condigdes de cultivo da sala de crescimento apresentavam
irradiancia de 25 pmol.m™.s”, temperatura e umidade relativa do ar de 26£1°C e
70+5%, respectivamente, e fotoperiodo de 16 h.

Neste trabalho usaram-se sementes e estacas lenhosas de D. urucu do
clone 37 e estacas lenhosas de D. nicou do clone 495, oriundas do banco de
germoplasma da EMBRAPA AMAZONIA ORIENTAL, em Belém, Pard. As
sementes foram colocadas para germinar em vermiculita, em condigdes de casa-
de-vegetagio, e apresentaram um bom indice de germinagio e de
desenvolvimento de plantas, enquanto as estacas dos clones de timbés
apresentaram um baixo indice de pegamento, nas mesmas condigdes de cultivo,

apés nove meses de plantio em saco plastico contendo solo de barranco como
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substrato. Desta forma, virios ensaios preliminares foram desenvolvidos visando
o estabelecimento de cultura asséptica, no entanto, os explantes foliar, radicial
ou nodal de plantas de D. urucu e D. nicou, provenientes de casa de vegetagio e
inoculados em meios de cultura formulados para inducdo e formacdo de calos
e/ou para micropropagacdo, em condigdes de cultivo in vitro, apresentaram altos
indices de oxidagdo, contaminagdo fiingica e degradagdo de clorofila no explante
foliar. Varias altemativas no processo de desinfestagdo foram tentadas para
solucionar estes problemas, porém quase nio se logrou éxito neste processo.
Desta forma, com o objetivo de obter explantes jovens e assépticos para os
estudos referentes a este trabalho, optou-se pela germinagio de sementes e
desenvolvimento de plantulas em condi¢des de cultivo in vitro.

No estudo sobre germinacio de sementes e desenvolvimento de
plantulas, verificou-se que as sementes de D. urucu iniciaram a germinagdo a
partir do terceiro dia de cultivo; no sexto dia atingiram 50% e aos doze dias
alcancaram 85% de germinaqio em meio nutritivo ‘MS’ formulado com
diferentes concentragdes dos sais dos macro e micronutrientes deste meio
basico. O numero de sementes germinadas de D. urucu nio foi afetado pelas
variagbes das concentragbes dos sais dos macro e micronutrientes do meio
nutritivo ‘MS’. A melhor resposta de crescimento de plantulas de D. urucu, em
condigdes de cultivo in vitro, foi proporcionada pela formulago constituida com
50% dos sais dos macro e micronutrientes do meio nutritivo ‘MS’, apos 35 dias
de cultivo.

A indugdo e formacdo de calos em diversos tipos de explantes e varias
formulagdes de meios de cultura, suplementadas com substancias reguladoras de
crescimento, evidenciaram as melhores respostas para segmento foliar oriundo
de plantulas de D. urucu germinadas in vitro, proporcionaram a melhor resposta
a indugdo de calos, em meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.l* de 2,4-
D, apés 28 ou 35 dias de cultivo; e para segmentos radiciais oriundos de
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plantulas de D. urucu germinadas in vitro, as melhores respostas foram obtidas
em meio nutritivo de ‘MS’ suplementado com 1,6 mg.I’ de ANA + 1,0 mg.I" de
BAP ou 0,8 mgl' de AIB + 2,0 mg.I" de BAP, apés 35 dias de cultivo. O
melhor meio de manutengio de calos oriundos de explantes foliar e radicial de
D. urucu oriundos de plantulas germinadas in vitro foi proporcionado pelo meio
nutritivo ‘MS’ suplementado com 2,0 mg.I" de ANA + 2,0 mg.I" de BAP. A
produgio maxima de crescimento de calos foi obtida acs 24 dias de cultivo,
independentemente do tipo de explante.

O estudo de micropropagagdo e de aclimatacio de plintulas de timbo
resultou em segmentos nodais de D. urucu e de D. nicou que apresentaram,
naturalmente, uma capacidade de desenvolvimento de gemas axilares em meio
nutritivo ‘MS’ suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar, sem regulador
de crescimento. Segmentos nodais de D. urucu contendo duas gemas axilares
inoculados em meio nutritivo ‘MS’ suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de
agar, na auséncia de regulador de crescimento, apresentaram um
desenvolvimento superior em termos de nimero e tamanho de brotagdes e taxa
de multiplicacdo, quando comparados ao segmento nodal com uma gema axilar
e a explante contendo apice caulinar. Brotagdes oriundas de segmentos nodais
com duas gemas axilares foram enraizadas em meio nutritivo ‘MS’/2 + 2% de
sacarose + 0,55% de agar + imersdo por 30 segundos em AIB a 2.000 ppm, com
pH ajustado para 4,5 ou 5,7, e em ‘MS’/2 + 2% de sacarose + 0,55% de agar +
imersdo por 30 segundos em ANA a 2.000 ppm, com pH ajustado para 5,7. D.
urucu nio apresentou uma proliferagio de brotos, ou seja, miltiplos brotos em
roseta. As concentragdes de citocininas usadas ndo foram eficientes para
promover a proliferagdo de brotos em timbos. Estas espécies apresentaram uma
tendéncia de multiplicagdo através de segmentos nodais. As plantulas enraizadas
foram transplantadas para substrato plantmax, aclimatadas em casa-de-vegetagdo
e apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 90%.
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O estudo de nutri¢io mineral, crescimento e quantificagio de compostos
rotendides em timbo evidenciou os seguintes aspectos: A omissdo de K da
solugdo nutritiva de Bolle-Jones nio afetou o crescimento da parte aérea de D.
urucu apos 20 e 40 dias de cultivo. As omissdes de Ca, Mg e S da solugio
nutritiva de Bolle-Jones ndo afetaram significativamente o crescimento da parte
aérea de D. urucu apos 40 dias de cultivo. A matéria seca da raiz foi reduzida
significativamente em todos os tratamentos, com excegio do deficiente em S.
No caule e na folha, as maiores redugdes de matérias secas foram detectadas nos
tratamentos com omissoes de N, Ca e P. A reducdo e/ou a auséncia de ambas as
formas de N resultou em redugdes marcantes de crescimento do calos,
independente ou ndo da redugdio da concentragio de P do meio nutritivo ‘MS’.
Calos oriundos de explante radicial apresentaram resposta positiva de
biossintese de compostos rotendides, cujos teores oscilaram entre 0,015 e
0,060%. Os efeitos de varias formulagdes sobre o crescimento e a nutrigio
mineral de plintulas de D. urucu, durante 45 dias de cultivo in vitro,
apresentaram respostas diferenciadas. A biossintese de compostos rotendides foi
detectada no sistema radicular de plantulas de D. urucu, independentemente dos
tratamentos usados, e os teores destes compostos variaram entre 0,017 e 0,013%
aos 30 e 45 dias de cultivo in vitro, respectivamente.

Dentre os resultados obtidos neste trabalho, destacam-se a indugdo, a
formagdo e a manutencéio de calos oriundos de explantes radiciais de timbo, que
sdo claramente utiliziveis para a produgio de calos em larga escala,
considerando que os principios ativos desta cultura encontram-se nas raizes e
que o processo de inducdo e formagdo de calos em explantes radiciais de 1 cm
de comprimento leva 30 dias para produzir 1,6513 a 1,6924 g de biomassa fresca
por tubo de ensaio contendo 10 mL de meio de cultura. Considera-se, ainda, que
apos duas subculturas em meio de manutengiio de calos, a cada 24 dias, em
frasco de vidro de 250 mL contendo 30 mL de meio cultura, ha possibilidade de
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se produzir aproximadamente 14 g de biomassa fresca por frasco. Desta forma,
considerando estes parimetros, estima-se uma produtividade de 2.128 Kg de
biomassa fresca de calos de raizes de timbos por ano, com a utilizagdo de 10.000
frascos sendo cultivados em uma sala de crescimento de 15 m?. Portanto, neste
tipo de cultura de calos, estima-se uma producio de compostos rotendides da
ordem de 0,65 a 32,8 Kg em fungéio do potencial de produtividade dos clones de
timbos.

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, a escassez de
informagdes agrondmicas e biotecnolégicas e a possibilidade da maior
utilizagdo dos principios ativos dos timbés como inseticida e piscicida natural,
sugere-se que novas linhas de pesquisas sejam desenvolvidas nesta cultura. Estas
podem estar relacionadas a cultura de tecidos vegetais de plantas de casa-de-
vegetagdo e de campo, visando a cultura em suspensdo de células oriundas de
explantes radiciais, considerando que os principios ativos dos timbos encontram-
se nas raizes; estudo de nutrigio mineral de calos oriundos de explantes radiciais
em termos da melhor relagio NO;/NH¢+ e a sua relagdo com os compostos
rotendides; e a continuidade do processo de micropropagagdo, com énfase na

clonagem in vitro de plantas elites de timbos.
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