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RESUMO

SOARES, Gustavo de Aradjo. Aspectos do cultivo in vitro do ingazeiro [Inga
vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.]. 2003. 107p. Dissertagsio

(Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

Este trabatho teve por objetivo propor mctodologlas para indugdo de
brotagdcs € formagdio de calos em explantes de mgazclro, além de estudar a
curva de crescimento desses calos, caracterizando-a bioquimicamente, ¢ dc
identificar alteragdcs anatGmicas em folhas de plantas obtidas através do cultivo
in vivo ¢ in vitro. A auséncia de BAP apresentou os mielhorcs resultados na
formacgo de brotagdes € no tamanhos dos brotos formados, para os meios de
cultura MS ¢ WPM, Concentracow de BAP acima de 3 mg L” suplementando
os meios MS ou WPM proporcionaram o desenvolvimento de calos nos
segmentos nodais inoculados. As estruturas foliares desenvolvidas in vitro
apresentaram os parénquimas paligddico ¢ lacunoso ¢ a epiderme abaxial mais
espessos que no cultivo in vivo. O sistema vascular in vivo mostrou-se mais
desenvolvido quc o in vitro. Na indugio de calos em explantes foliarcs ¢ na
porccntagem da area desse mesmo cxplante ocupada por calos, a concentracao 1
mg L™ de 2,4-D foi a que apresentou 0 melhor resultado para essas varidveis. Na
indugdo de calos em explantes de segmentos internodais, as concentragdes 1 ¢ 3
mg L' de 24-D foram as mais eficientes ‘para induzir calogénese. A
concentragio de 3 mg L de 2,4-D proporcionou o melhor resultado para
porcentagem da drca do explante de segmento internodal ocupada por calos. As
curvas de crescimento dos calos formados a partir de explantts foliares € de
segmentos internodais seguem uma curva padrio com cmco fases distintas. Os
teores maximos de proteinas e de aminoacidos obtidos de calos formados a partir
de explantes foliares ¢ de scgmentos internodais foram aos 20 e aos 50 dias apés
a inoculaggo, respectivamente. Os teores miximos de agicares soliveis totais
obtidos de calos formados a partir de explantes foliares € de segmentos
internodais ocorreram aos 80 dias apos a inoculagdo. Os teores maximos de
agucares redutores ocorreram aos 60 c¢ aos 80 dias apds a inoculagdo,
respectivamente,

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Oncmador), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora).



ABSTRACT

SOARES, Gustavo de Araijo. Aspects of the in vitre culture of ingazeiro
[Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D, Penn.]. 2003. 107p. Dissertation
(Master Program in Plant Physiology) - Universidade Federal de Lavras,
Lavras.”

The objective of this work was to establish a methodology for shoot
induction and callus formation in explants of ingazciro, to study the callus
growth curve through biochemical analysis and to identify anatomtcal alterations
in leaves of plants obtained in vivo and in vitro. The abscnce of BAP presented
best results for shoot formation and shoot size for both MS and WPM culture
medium. BAP concentrations higher than 3.0 mg L in MS or WPM induced
callus growth in nodal segments. Leaf structures developed in vitro presented
palisade and spongy parenchyma and a thicker lower epidermis compared to the
in vivo culture. The in vivo vascular system showed to be more developed than
in vitro. The usc of 1.0 mg L™ 2,4-D was the best concentration to induce callus
formation in leaf explants. The induction of callus formation in nodal segments
was higher with the usc of 1.0 and 3.0 mg L™ 2,4-D. The use of 3.0 mg L 2,4-D
promoted higher explant area covered with callus. The growth curve of callus
formed from nodal segments and leaves showed similar pattern with five distinct
phases. Higher levels of proteins and amino acids present on callus formed from
leaf and nodal segment explants were observed, respectively, 20 and 50 days
after explant inoculation. Higher levels of total soluble sugar present on callus
formed from leaf and nodal scgment explants werc observed 80 days after
explant inoculation. Higher levels of reducing sugar on callus formed from leaf
and nodal segment explants were observed 60 and 80 days after inoculation,
respectively.

* Guidance Committec: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-adviser). |
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CAPITULO 1 - Introdugiio geral

1 INTRODUCAO

Florestas ciliares compreendem as formagdes vcéctais que ocorrem ao
longo dos cursos de agua, margeando bacias hidrogréfﬁcas, reservatorios €
nascentes. Desempenham papel de destaque na protecﬁo‘ de recursos hidricos,
asscgurando a manutengéio das nascentes ¢ dos cursos de rios € corregos. Como
o ecotono dguas interiores/terras esté sujcito as influéncias diretas do corpo
d’agua adjacente, as matas ciliares tomam-se um dos principais responsaveis na
manutengio do ecossistema no qual estio presentes. |

Apesar de sua indiscutivel importincia e da legislagio que as protege, as
matas ciliares encontram-se extremamente degradadas, principalmente pela agdo
do homem. Estas atividades t¢m provocado alteragbes ambientais, como o
assoreamento dos rios ¢ os distirbios relacionados a diminuigéo da diversidade e
a interagdo entre flora e fauna presentes nesses ambientes.

Neste contexto, estudos relacionados a pmm%lqéo ambiental desse
ecossistema ¢ 4 suva rcvegetagdo com cspécics nativeis, $30 necessdrios €
importantcs para o maior entendimento do processo de rgcomposicéio de areas
degradadas e, principalmente, para preservagio ¢ manutengiio das nascentes dos
corpos d’agua. |

O ingazeiro [Inga vera Willd. subsp. affinis (DC) T.D. Penn.] é uma
espécie arbérea, com caracteristicas de pioncira, fregiientemente presente em
matas ciliares. Essa espécic é extremamente abundante nas ireas sazonalmente
inundadas das margens dos rios, por apresentar algumas adaptagdes anatdmicas
¢ morfologicas que a fazem suportar submersio do sistema radicular. Este

conjunto de caracteristicas a torna uma 6tima espécie para plantios mistos em



recuperagdo de areas ciliares degradadas ¢ ecm 4reas de deplegio de
reservatorios.

~ O gencro Inga produz sementcs com clevada porcentagem de
gcrminacﬁo, mas dificeis dc serem conscrvadas por longos periodos. Os
trabalhos existentes relativos ao comportamento de suas sementes durante o
armazenamento € 3 sua tolerancia & dessecagdio sugerem que o ingazeiro
pertence ao grupo das espécies recalcitrantes ou sensiveis a dessecagdo € com
baixa longevidade.

Esse fato tcm se mostrado um obsticulo na obten¢iio de grande nimero
de mudas, durante todo o periodo do ano, para utilizagio em trabathos de
revegetacdo de areas impactadas.

Desse modo, o estudo das técnicas da cultura de tecidos em espécies
como o ingazeiro, cujas caracteristicas botinicas impedem ou dificultam a
propagacio pelos métodos convencionais, sio indicadas como formas
alternativas de¢ propagacéo.

Diante do exposto, o presente trabalho teve por objetivo induzir
brotagbes ¢ formagdio de calos em explantes de ingazeiro, além de estudar a
curva de crescimento desses calos, caracterizando-os bioquimicamente, ¢ de
identificar alteragGes anatomicas em folhas obtidas por meio do cultivo in vivo ¢
in vitro.

A partir dos resultados apresentados nesse trabalho, pode-se continuar as
etapas da micropropagacdio, com o intuito de se obter mudas desta espécie, em
qualquer época do ano, para os programas de revegetacéio das dreas de matas
ciliares degradadas.



2 REFERENCIAL TEORICO

Descricdo da espécie ‘
( Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn. é uma espécie arborea,
? pertencente 4 familia Leguminosae, 4 subfamilia Mimosoideae ¢ a tribo Ingae
 (Maumont, 1993).

¥~ Segundo Lorcnzi (2002), essa espécie apresenta si;nonimia botdnica com

}

Inga affinis DC., Inga uruguensis Hook. € Amn. ¢ Inga velloziana Mart., dentre
vérias outras, € possui virios nomes populares como inga, ingazeiro, inga-do-
brejo, ingid-de-quatro-quinas, ingi-banana e anga. Essali variedade de nomes
cientificos € populares atribuidos 4 mesma espécie dificxjxlta o trabalho de sua
descrigdo. ‘

A tribo Ingae € considerada a mais primitiva dentro da subfamilia
Mimosoideae, por constituir-se de arvores, pela presenca de um nimero elevado
de estames em suas flores €, ocasionalmente, pela presenga de carpelos
multiplos (Polhill & Raven, 1981).

,;K O género Inga ¢ composto por arvores e arbustos inermes, sendo
abundante entre as leguminosas arboreas dos tropicos imidos. Compreende
cerca de 350 a 400 espécies distribuidas na América ’I‘r(’)pical ¢ Subtropical ¢
muitas destas sdio consideradas uteis para sombreamento em cultivos de cafeeiro
€ cacauiro, para obtengZio de lenha, como fonte alimentar e de fitoterdpicos e na
formag8o de florestas heterogéneas voltadas para prbducio de fitomassa
(Pritchard et al., 1995; Correa et al., 1995; Paula & Silva Janior, 1994; Polhill &
Raven, 1981).

Vérias espécies apresentam poliembrionia, que sio sementes com vérios
embrides dentro de um unico envoltério seminal (Oliveira & Beltrati, 1994),
Além disso, em suas sementes, hi formagfio dc uma camada dc células de

Malpighi hipertrofiadas, caracterizando uma polpa macr?scopicamcntc visivel



(Maumont, 1993). O género produz sementes com elevada porcentagem de
germinacdo, verificando-se, inclusive, viviparidade (Pritchard et al., 1995; Bilia
& Barbedo, 1994; Oliveira & Beltrati, 1992; Castro & Krug, 1951). No entanto,
estudos referentes ao seu armazenamento tém indicado uma dificuldade em
conserva-las por longos periodos. Castro & Krug (1951) verificaram que o
armazenamento foi possivel por apenas 15 dias apés a coleta. Licberg & Joly
(1993) conseguiram armazenar sementes de /. affinis por, no maximo, 20 dias,
em sacos de papel € 4 temperatura ambiente, sem que houvesse perda da
capacidade germinativa. Barbedo (1997) obteve germinagdo superior a 60% em
sementes de elevada qualidade de I wruguensis, apés 40 dias armazenadas
hidratadas em cémara fria.

Os dados relativos ao comportamento das sementes durante o
armazenamento sugerem que o ingazeiro pertence ao grupo das espécics
tropicais consideradas pela literatura como recalcitrantes ou sensiveis a
dessecacio ¢ com baixa longevidade (Bilia, 1997; Barbedo, 1997; Hanson,
1984; King & Roberts, 1979). Bilia (1997), trabalhando com tolerincia a
dessecagdo ¢ armazenamento de sementes de I wuruguensis, observou que o
limite de tolerdncia a desidratagio ¢ o comportamento desta espécie sdo
caracteristicos de sementes recalcitrantes, confirmando a suspeita.

Essa caracteristica tem se tornado um obsticulo na obtencdo de grande
nimero de mudas, durante todo o periodo do ano, para utilizagio em trabalhos
de revegetagiio de areas impactadas.

3<\ No Brasil, o ingazeiro ocorre de S#o Paulo até o Rio Grande do Sul,
principalmente na floresta pluvial atlintica. Em Minas Gerais, sua ocorréncia ¢
freqgiiente nas margens dos rios. Sua drvore atinge cinco a dez metros de altura,
com tronco de vinte a trinta centimetros de didmetro. Possui folhas compostas
paripinadas, de raquis alada, com quatro a cinco jugas e foliolos herbaceos. A
pubescéncia € restrita as nervuras e a superficie inferior da folha ¢ de cor mais



clara, com tamanho que varia de quatro a quatorze centimetros de comprimento,
por um a quatro centimetros de largura. Esta espécie floresce durante os meses
de agosto a novembro e a maturagdo dos frutos verifica-se nos meses de
dezembro a fevereiro. As flores sdo meliferas, produzindo anualmente grande
quantidade de frutos comestiveis. O fruto é uma vagem cilindrica, com sementes

envoltas por polpas carnosas, muito procurado por animais (Lorenzi, 2002)

(Figura 1).

FIGURA 1.  Aspecto visual de um planta adulta (A), da inflorescéncia (B), de
frutos (C) e de sementes (D) de ingazeiro. Fonte: Lorenzi, 2002.
UFLA, Lavras, MG, 2002.



A espécie possui madeira moderadamente pesada (densidade 0,85 g
cm?®), pouco resistente ¢ de baixa durabilidade natural. Pode ser empregada para
caixotaria, obras internas e confec¢do de brinquedos e lapis. Segundo Lieberg &
Joly (1993), o ingazeiro possui efeito positivo na recuperagdo da fertilidade de
solos, por meio da fixagdo de nitrogénio, da adi¢io de carbono (pela grande
producdo de serrapilheira) ¢ do aumento dos niveis de fosforo, em forma
extraivel pela planta, na superficie do solo. Pode ser usada como lenha ou carviio
¢ possui sementes que germinam submersas, podendo suas pléntulas permaneccer
nessa condi¢o por até um més,

Segundo Botelho (1996), para suportar a submersio do sistema
radicular, o ingazeiro apresenta algumas caracteristicas adaptativas anatémicas ¢
morfolégicas, como a formagfio de rafzes adventicias e lenticelas hipertrofiadas
ou entumecidas, as quais possibilitam o transporte e o armazenamento de
oxigénio para as partw submersas (Burdick & Meadelssohn, 1990).

O ingazeiro possui caracteristicas de espécie pioneira, como adaptacgiio a
solos umidos, sendo extremamente abundante nas dreas sazonalmente inundadas
das margens dos rios (Lieberg, 1990). Essa caracteristica a torna uma 6tima
espécic para plantios mistos em recuperagio de areas ciliares degradadas ¢ em
dreas de deplegdo de reservatérios. Pode também ser usada no paisagismo, ja
que cresce também em terrenos secos (Lorenzi, 2002).

Ainda segundo este autor, sua propagacio se d4 normalmente por meio
da germinagdio de sementes, imediatamente apés a colheita ¢ sem nenhum
tratamento, em canteiros ou diretamente em recipientes individuais contendo
substrato argiloso. A emergéncia ocorre em trés a cinco dias ¢ a germinaggio ¢ de
100%. Quando germinadas em canteiros, as mudas sdo transplantadas para
embalagens individuais, com tamanho entre quatro a seis centimentros. O
desenvolvimento das mudas € rdpido, estando aptas para serem transplantadas
para o local definitivo em trés a quatro meses.



Cutura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos ¢ um conjunto de técnicas em que pequenos
fragmentos de tecido vivo (explantes) sdo isolados de um organismo e
cultivados assepticamente, por periodos indeterminados, em um meio nutritivo
semidefinido ou definido ¢ incubado em condigSes ambientais controladas. Para
o caso de tecidos vegetais, esta definigdo original deve ser ampliada, de modo a
incluir toda uma gama de explantes que vai desde plantulas e 6rgios a células
isoladas e protoplastos (Mroginski & Roca, 1993; Torres & Caldas, 1990).

Dentre as vérias aplicagdes destas técnicas estdo a utilidade em
programas de melhoramento genético de plantas, o aumento de variabilidade
genética para fins de scleg@io, a obtengdio de plantas livres de virus e outros
patbgenos, a conservagdo ¢ avaliagfio de germoplasma ¢ a micropropagagcio, ou
propagacdio vegetativa in vitro (Ferreira et al., 1998; Duval et al., 1998).

Se a cultura de tecidos consiste em cultivar assepticamente diferentes
explantes constituidos por fragdes de um tecido ou érgio que se extrai da planta,
a micropropagacdo ¢ praticamente uma multiplicacio massiva in vitro, sendo a
aplicacdo mais pritica da cultura de tecidos (Mroginski & Roca, 1993;
Grattapaglia & Machado, 1998). Destina-se, principalmente, quelas espécies
cujas. caracteristicas botinicas impedem ou diﬁcultém a propagacdo pelos
métodos convencionais, permitindo a obtengiio de grande nimero de plantas
sadias ¢ geneticamente uniformes em curto periodo de tempo. Assim, pode-se
clonar individuos melhorados, produzindo progénieg homogéneas (Lameira,
1997).

Um exemplo que justifica o uso da micropropagagfio ¢ a multiplicacdo
de plantas selecionadas por alta produtividade ou qualidade de frutos superiores.
Se as estacas da espécie nio enraizam ou possuem baixo percentual de
enraizamento, a micropropagagdo pode representar solugio para sua propagagio.
Outro caso, no qual a multiplicag#io in vitro é vantajosa, surge quando a espécie



¢ rara, como a pera-do-cerrado (Eugenia klotzchiana), ou produz poucas
sementes, como a sucupira-branca, ¢ a produgdio de mudas ¢ insuficiente para
atender 3 demanda. Assim, a multiplica¢iio por cultura de tecidos oferece a
possibilidade de produzir dezenas ou centenas de mudas a partir de uma tnica
semente ou matriz selecionada (Melo et al., 1998).

Além disso, a micropropagacfio tem mostrado importantes vantagens, em
comparag@o com os sistemas convencionais de propaga¢do. O incremento
acelerado do niimero de plantas derivadas de determinado genétipo, a redugdo
do tempo de multiplicagdo, a possibilidade de multiplicar grandes quantidades
de plantas em uma &rea reduzida a baixos custo, o maior controle sobre a
sanidade do material que se propaga e¢ a possibilidade de multiplicar
rapidamente uma variedade na qual existam poucos individuos s3o algumas das
vantagens apontadas por Mroginski & Roca (1993).

Atualmente, a micropropagacdio se pratica com é&ito em espéeics
horticolas, ornamentais e, mais recentemente, em espécies lenhosas. A atividade
comercial de micropropagacéio, hoje, concentra-se principalmente na limpeza
clonal e na multiplicagio de espécies ornamentais herbéceas e arbustivas. Em
segundo plano, vém as lenhosas, com destaque para multiplicagio de porta-
enxertos de frutiferas de clima temperado e de arvores-elite de esséncias
florestais de rapido crescimento. Apesar de ainda nfio ser difundida a pratica de
instalar laboratérios junto a viveiros, algumas empresas de reflorestamento tém
iniciado, nos ultimos anos, a propagagdo vegetativa in vitro de arvores
selecionadas (Grattapaglia & Machado, 1998).

Segundo Pierik (1990), a propaga¢do vegetativa in vitro apresenta cinco
diferentes estagios. A fase 0 corresponde aos tratamentos dados a planta matriz,
de onde sdo retirados os explantes, os quais tentam manter, 0 méximo possivel,
as plantas sadias e livres de doengas. A fase 1 representa 0 momento em que um
explante € isolado sob condig3es estéreis. Nesta, a unica exigéncia importante ¢
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obter crescimento e desenvolvimento sem contaminagiio. A fase 2 ¢ a fase de
propagacao, onde se objetiva conscguir a propagacdo do material vegetal sem a
perda da estabilidade genética. A fase 3 envolve a preparagdo das brotagdes ou
das plantulas, obtidas na fase 2, para a transferéncia ao solo. Esse processo pode
envolver a interrup¢do da formagdo de brotos axilares ¢ o inicio do seu
clongamento. Posteriormente, deve-se induzir a formagdo de raizes, tanto in
vitro quanto in vivo. A quarta e ultima fase ¢ a da transferéncia das plantulas do
tubo de ensaio para o solo e consegiiente estabelecimento.

Conforme o explante utilizado ¢ sua subseqiiente manipulagio, a
micropropagagdo pode ser conduzida por trés manciras: multiplicagiio por meio
de proliferagdo de gemas axilares, multiplicagdo mediante indugdo de gemas
adventicias por organogénese direta ou indircta ¢ multiplicagio via
embriogénese somatica.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998) ¢ George (1996), a maioria das
plantas micropropagadas ¢ obtida pela multiplicagio de brotos axilares. O
cultivo de segmentos nodais consiste na inoculagio de uma gema, juntamente
com uma por¢do do caule, para se obter um broto a partir desta gema. Dessa
forma, a indug¢do de brotagdes envolve o isolamento de 6rgdos meristematicos
pré-formados (normalmente gemas axilares) ¢ a quebra de domindncia apical
com aplicagio de reguladores de crescimento. As gemas axilares que
naturalmente se formam nas insergdes das folhas sio estimuladas a crescer,
dando origem a novas partes aéreas que, por sua vez, repetem O mesmo
processo. Cada parte aérea ¢ isolada das demais para a formagio dc novos
explantes. Este ¢ o método mais natural de propagagiio vegetativa das plantas in
vitro, ja que também pode se aplicar in vivo (Pierik, 1990).

A composigdo do meio de cultura ¢ uma importante varidvel que
determina o sucesso na proliferagdio das partes aéreas. Diversos meios basicos

sdo utilizados na fase de multiplicagéo ¢ suas variagdes mais fregiientes dizem


danielle
New Stamp

danielle
New Stamp

danielle
New Stamp


respeito 4 composi¢io de macronutrientes. A fonte de nitrogénio utilizada ¢ o
balango entre os ions nitrato ¢ amonio sfo aspectos que tém merecido maior
atencdio (Grattapaglia & Machado, 1998). O meio de cultura MS (Murashige &
Skoog, 1962) ¢ o mais concentrado em termos de micro ¢ macronutrientes e ¢
também o mais empregado em cultura de tecidos (Pasqual, 2001; Tisserat,
1985). Ja o meio de cultura WPM (Woody Plant Medium - Lloyd & McCown,
1980) ¢ bastante utilizado em plantas lenhosas, por possuir baixas concentracdes
de ions totais.

Uma das diferencas marcantes entre esses dois meios de cultura esta na
concentragdo de nitrogénio (N;). O meio WPM possui um quarto da
concentragdo de ions nitrato ¢ aménia em relagdo ao MS, além de mais potassio
¢ um alto nivel de ions sulfato (Pasqual, 2001). Além disso, a forga iGnica total
do WPM representa 45% do MS (Nunes et al, 2002). A reducdo da
concentragdio de nitrogénio na forma amoniacal no meio MS tem sido utilizada
como medida para combater a vitrificacio das culturas, considerado um dos
principais problemas na fase de multiplicagéio (Grattapaglia & Machado, 1998).

Bertolucci (2000), testando o estabelecimento in vifro de segmentos
nodais de marmelinho (Towrnefortia cf paniculata Cham.) nos meios MS, MS
50% e WPM, nfo encontrou diferencas significativas entre os meios de cultura
utilizados para o mimero de brotos formados, nem para seus tamanhos, com 30 e
45 dias ap6s a inoculagdo. Como o autor observou crescimento vigoroso e
incremento de 30% no tamanho das brotagdes formadas em meio WPM,
concluiu que esse meio seria o mais eficiente para o desenvolvimento da
plantula.

Outra possibilidade de micropropagagiio ¢ a multiplicagio mediante
indugio de gemas adventicias por organogénese direta ou indireta. Gemas
adventicias sio gemas originadas em locais diferentes daqueles onde se formam

no curso normal de desenvolvimento da planta. A sua formagfo ocorre de
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maneira dircta ou indircta. A organogénesc direta refere-se ao surgimento de
gemas a partir de tecidos que apresentam potencial morfogenctico na planta in
vivo, mas que, em geral, nio se expressa. A organogénesce indireta ocorre quando
o processo de regeneragiio de gemas ¢ precedido pela formagao de calo.

O calo ¢, basicamente, um tecido tumoral, ou seja, uma massa de c¢lulas
que se proliferam desordenadamente, com certo grau de diferenciagdo, que
geralmente surge sobre ferimentos de orgdos ¢ tecidos diferenciados. Os calos se
desenvolvem a partir de um fragmento de 6rgdo de determinada planta ¢
possuem a capacidade de se diferenciar em tecidos, Orgdos e at¢ embrides,
regenerando plantas inteiras (Paiva & Paiva, 2001; Pierik, 1990; Torres &
Caldas, 1990).

Segundo Picrik (1990), o crescimento ¢ o desenvolvimento dessas
c¢lulas podem ser influenciados pelo proprio material vegetal, como, por
exemplo, gendtipo, idade da planta, do orgdo ou do tecido e estado fisiologico,
pclo meio nutritivo, acrescido ou nido de reguladores de crescimento ¢ por
fatores fisicos externos, como luz ¢ temperatura. Todos esses fatores agem
acclerando, retardando ou até mesmo inibindo a proliferagio celular e,
conseqiientemente, a formagio ¢ o crescimento de um calo.

Os calos apresentam um padrdo tipico de crescimento, o qual ¢
caracterizado por meio de fases distintas. O estudo do crescimento dos calos
envolve a determinagdo dos periodos em que ocorrem essas fases, sendo cada
uma delas representada por eventos que lhe sdo peculiares.

As fases de crescimento de calos tém sido caracterizadas no crescimento
celular, cujos pardmetros incluem peso da matéria fresca da célula, niimero de
ctlulas ¢ proteina celular total, atividades metabolicas ¢ concentragdes de
nutrientes nos meios de cultura. Os diversos periodos que compdem o
crescimento dos calos sdo a fase lag, fasc exponencial ou log, fase de

crescimento linear, fase de desaceleragiio ¢ a fase estaciondria.



A fase lag ¢ considerada como produtora de energia e correspondente ao
periodo em que as células sc¢ preparam para a divisdio, visando sua expansdo.
Caracteriza-se pelo nimero estaciondrio de células, pelo inicio da mobilizagdo
de metabdlitos sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas € de compostos
especificos. Esta fase resulta em um pequeno crescimento do calo. A fase
exponencial é considerada como biossintética. E nela que se observa o maior
crescimento do calo, devido & maxima taxa de divisio celular, caracteristica
desse periodo. O nimero de células aumenta, sendo essas pequenas e agregadas
em mais de dez células. Na fase linear, ocorre a reducéio da taxa de crescimento
de divisdo celular, tornando a divisdo uniforme. O que caracteriza essa fase € o
crescimento ¢ desenvolvimento celular. Na quarta fase, de desaceleracdio, devido
4 diminuicio da divisdio celular e 3 expansdo da célula, observa-se a
desaceleragio no crescimento do calo, causada pela redugio dos nutrientes no
meio de cultura, presenga de produtos téxicos, secagem do dgar e diminui¢3o do
oxigénio no interior das células. E nesta fase que o calo deve ser transferido para
um meio fresco, possibilitando retomada do crescimento. Na ultima fase,
estacionaria, niio se observa divisdo ou crescimento celular, nio ha sintese de
biomassa, nem aumento no nimero de células, o que mantém o peso do calo
constante. Esta fase caracteriza-se pelo acimulo de metabdlitos secundérios nas
células (Nakagawa et al., 1986; Lindsey & Yeoman, 1983; Noé et al., 1980;
Phillips & Henshaw, 1977).

A importincia de se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécic estd na identificacfio das fases onde ocorrem processos
fundamentais ao estudo cinético do seu crescimento. A partir desse estudo,
pode-se¢ estabelecer o momento exato de repicagem do calo para um meio fresco
ou a possibilidade da sua utilizag%o em suspensdes celulares, visando a produgo

de metabdlitos secundérios em espécies medicinais.
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O periodo de cada fasc varia de acordo com a espécie. Serra et al.
(2000), por exemplo, observaram que a curva de crescimento de matcria fresca
de calos formados a partir de explantes foliares de castanheira-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.) apresenta um crescimento sigmoide, com cinco
fases distintas: lag (do zero ao 30° dia apds inoculagiio), exponencial (30° ao 53°
dia), lincar (53° ao 60° dia), desaceleragio (60° ao 67° dia) ¢ o estacionario (a
partir do 67° dia).

Santos (2001) também obteve uma curva de crescimento de calos
formados a partir de explantes foliares de cafeciro (Coffea canephora cv
‘Apoatd’) com crescimento sigmdide e as fases lag (do zero ao 28° dia apods
inocula¢do), exponencial (28° ao 63° dia), linear (63° ao 70° dia), desaceleragiio
(70° ao 77° dia) e o estacionario (a partir do 77° dia).

Altas taxas de multiplicagio cclular podem levar ao declinio da
competéncia organogenctica, a instabilidade genética ¢ a vitrificagdo do material
in vitro (Shargool & Ngo, 1994). Quando se¢ observa variagdo genética no
material in vitro ou em plantas ja regeneradas, utiliza-se o termo variagio
somaclonal (Pierik, 1990). Além das altas taxas de multiplica¢do, outros motivos
podem levar ao aparecimento de variagdes somaclonais: tempo de duragdo da
cultura, desordens fisioldgicas devido a substincias mutagénicas (reguladores de
crescimento, por exemplo) ou a resposta a algum tipo de estresse, mudangas
diretas nos cromossomos, origem do explante, entre outros (Shargool & Ngo,
1994).

Essas mutagdes sdo consideradas o maior problema da micropropagagio,
quando csta tem objetivo de clonar gendtipos sclecionados. No entanto, a
possibilidade que existc de se obter variaghes genéticas nos descendentes
constitui uma vantagem quando se trata de espécies utilizadas para revegetagio

de éreas, pois garante a biodiversidade.



Entre os principios nos quais se baseia a cultura de tecidos, os dois mais
importantes, sem diavida, sdo a totipotencialidade celular ¢ o balango hormonal
(Villalobos & Thorpe, 1993).

Pelo principio da totipotencialidade das células somiticas vegetais,
teoricamente, qualquer célula vegetal viva possui suficiente informaciio genética
para produzir uma planta normal, desde que lhe scjam propiciadas condigdes
nutricionais € ambientais adequadas. A cultura de tecidos, dessa forma, pode
propiciar a regeneragéio de uma planta inteira a partir de fragmentos de outra
planta (Grattapaglia & Machado, 1998).

No entanto, conforme Pierik (1990), quando uma planta envelhece, sua
capacidade regenerativa costuma diminuir. Dessa forma, tende-se a utilizar
material procedente de plantas jovens, especialmente no caso de arvores e
arbustos. Os tecidos embrionarios geralmente tém alta capacidade regenerativa
e, assim, embrides ¢ sementes sdo utilizados freqiientemente como material
experimental para o cultivo de tecidos.

Na maioria dos casos, a principal diferenga entre os tipos de cultivo in
vitro utilizados para propagacdo de plantas lenhosas € os utilizados para outras
espécies € que somente tecidos jovens t€ém sido utilizados ou tém dado
resultados satisfatérios (Bonga & Durzan, 1987).

Os tecidos jovens, ndo lignificados, em geral sdo mais apropriados para
o cultivo do que os tecidos velhos e lenhosos. Contudo, um grande mimero de
excegdes ¢ encontrado na literatura (Pierik, 1990).

Embora os explantes de espécies arbéreas tenham dificuldade de crescer
e diferenciar in vitro, os primeiros tipos de cultivos foram utilizados
cxperimentalmente com varios graus de sucesso em micropropagagio de varias
espécies arbdreas (Bonga & Durzan, 1987). Segundo Dunstan & Thorpe (1986),
até que os aspectos bioquimicos ¢ fisiolégicos da juvenilidade e maturidade
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sejam esclarecidas, ndo serd possivel elucidar alguns padrdes morfogenéticos
que sdo observados na cultura de tecidos em arboreas.

Um dos fatores mais importantes para se obter calogénese ¢ a escolha do
explante (Bonga, 1977), uma vez que o potencial morfogenético dos calos
geralmente varia com a origem do explante (Mchra & Mchra, 1974).

Rodrigues (2000) utilizou segmentos nodais, apices, discos foliarcs,
epicotilos ¢ cotilédones como explantes em trabalho de indugio de calos em
cupuagu (Theobroma grandiflorum Wildenow ex Sprengel). Este autor observou
que, ao contréario de todos os outros explantes utilizados, os cotilédones foram os
mais responsivos a formagdo de calos. J& Abreu (1998), trabalhando com
indugdo de calos em folhas jovens, gemas apicais ¢ internodios jovens de
insulina vegetal (Cissus sicyoides) em meio MS, obteve folhas jovens como
melhor explante para calogénese.

Nas plantas, naturalmente ocorre a presenga de substincias quimicas,
que regulam o crescimento ¢ o desenvolvimento. Essas substincias geralmente
sdo ativas em baixas concentragdes € sio conhecidas como horménios. O
produto quimico sintético com atividade fisioldgica similar aos hormonios ¢
denominado de regulador de crescimento. As principais classes de reguladores
de crescimento ou horménios sfio: auxinas, citocininas, giberelinas, etileno ¢
acido abscisico (George, 1996).

Paiva-Neto (1996), trabalhando com tecido foliar e segmentos nodais de
moreira (Chlorophora tinctoria (L..) Gaudichaud), observou que a obtengio de
calos em explantes oriundos de folhas ¢ segmentos nodais jovens depende da
presenga de reguladores de crescimento no meio de cultivo.

As auxinas sdo incorporadas ao meio de cultura para promover o
alongamento e divisdo cclular, a formagido de calos ¢ raizes adventicias, a
inibigdo da formagdo de brotagdes axilares ¢ adventicias ¢, geralmente,

embriogénesc em culturas de células em suspensio. Podem ser usadas



associadas as citocininas. Das auxinas naturais, o 4cido indoil-3-acético (AIA) é
o composto de maior utilizagdo. Ji entre as sintéticas, o 4cido 2,4-dicloro
fenixoacético (2,4-D), o acido indol acético (AIB) e o acido naftaleno acético
(ANA) se encontram amplamente disponiveis € sdo comumente utilizadas. A
escolha da auxina e concentragdo requerida dependem do nivel da auxina
endogena do explante, da capacidade do tecido cultivado de sintetizar auxina
naturalmente e da interagdo entre a auxina sintética aplicada ¢ auxina endégena
(Krikorian, 1993; George, 1996; Pierik, 1990).

As citocininas pi'oduzem pouco efeito quando aplicadas em plantas
intactas, mas tém visivel efeito para estimular sintese de proteinas. As
citocininas promovem a maturagiio dos cloroplastos e retardam a senescéncia de
folhas destacadas. Os efeitos das citocininas sfo mais visiveis na cultura de
tecidos quando sdo usadas juntamente com as auxinas, estimulando a divisdo
celular e controlando a morfogénese. Nos segmentos nodais cultivados in vitro,
em meio contendo citocininas, estes compostos superam a domindncia apical €
liberam gemas laterais da dorméncia. Neste aspecto, possuem um efeito oposto
ao das auxinas enddgenas. As citocininas de uso mais comuns sio a cinetina, o
6-benzilaminopurina (BAP) e o 2-isopenteniladenina (2-iP) (George, 1996;
Pierik, 1990).

Para a indugfio da formagdio de calos, muitas vezes é necessario o
suprimento exdgeno de reguladores de crescimento, sendo que a necessidade do
regulador, no que diz respeito ao tipo, concentragdo, relagdio auxina/citocinina,
depende do genétipo e conteido enddgeno de hormdnio do vegetal (Vietez &
San-José, 1996), Dessa forma, o balanco obtido entre os niveis de citocininas e
auxinas exégenas e endégenas i planta podem estimular a proliferagfio celular.

Porém, segundo Ozias-Akins & Vasil (1985), citocininas exégenas nem
sempre s30 necessirias ¢ muitos tecidos desenvolvem-se indefinidamente in
vitro, apenas com suprimento de auxinas.



Paiva-Neto (1996) obteve formacio de calos ¢ raizes em tecidos foliares
de morcira, quando acrescentou 2,4-D ao meio de cultura. A combinagio deste
regulador de crescimento com a citocinina BAP reduziu a porcentagem de
explantes com calos, porém, parece ter inibido a rizogénesc. A melhor
concentragio de 2,4-D obtida foi 6,36 mg L', tanto aos vinte, quanto aos trinta
dias apos a inoculagdo. Nenhuma formacio de calos foi obtida na auséncia de
reguladores.

As giberelinas formam um grupo de reguladores de crescimento, no qual
o principal representante € o acido giberélico (GAs). Geralmente, esse regulador
¢ utilizado ¢m cultura de tecidos para induzir o alongamento dos internddios da
haste ¢ o crescimento dos meristemas, promover floragdo, induzir frutificagio e,
também, quebrar dorméncia de embrides isolados ou sementes. Virios efeitos
das giberelinas sdo causados pelo aumento seletivo ou decréscimo na biossintese
¢ atividade das c¢nzimas. Muitas vezes, as giberelinas se mostram nfio essenciais
ao cultivo in vitro (George, 1996; Picrik, 1990).

O etileno ¢ um regulador de crescimento em forma gasosa, produzido
por células vegetais, inclusive quando estdo in vitro. Esse composto pode influir
no padrdo de desenvolvimento das culturas, mas a sua sintese, ou melhor, a sua
presenga nas culturas ¢ normalmente regulada mais pelo tipo de fechamento ou
vedagdo feito nos frascos de cultura do que pela composi¢dao do meio (Caldas et
al,, 1998).

O 4cido abscisico ¢ um inibidor de crescimento in vitro. No entanto, tem
sido bastante utilizado para desenvolvimento normal e maturagio de embrides
somaticos, evitando germinagdo precoce dos mesmos, ¢ também para indugdo de

embriogénese em algumas linhagens de milho (Caldas et al., 1998).



Aspectos bioquimicos

Segundo Phan et al. (1987), os calos podem apresentar composigio
bioquimica e exigéncias nutricionais distintas, em relag3o ao explante de origem.

Os diversos grupos de substincias presentes nos tecidos vegetais, como
proteinas, aminoacidos, aglicares estruturais € nio estruturais, agiicares soltveis,
acticares redutores, amido, lipideos, acidos orgdnicos &cidos nucléicos e
pigmentos, podem ser classificados de acordo com seu peso molecular, em
macro ¢ micromoléculas.

A determinag@io do nivel de proteinas ¢ aminodcidos em tecidos € uma
das andlises mais comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). As proteinas sfo
macromoléculas, constituidas basicamente por uma cadeia de amino4cidos.

Todos os aminoacidos tém a mesma estrutura bésica, consistindo em um
grupo amino, um grupo carboxila, um atomo de hidrogénio e um radical R
diferenciado, ligados ao carbono central. Este radical R consiste em um atomo,
ou grupo de 4tomos, que determina a identidade do aminodcido em particular.
Existe um conjunto de vinte aminoacidos constituintes de proteinas que variam
em tamanho, forma, carga, capacidade de formagéio de pontes de hidrogénio e
reatividade quimica (Stryer, 1992).

A anélise quantitativa de aminoécidos ¢ importante para a determinagio
da estrutura de proteinas ¢ de complexos peptidicos similares, os quais sdo
clementares para a determinagdo quimica de amostras de moléculas orgénicas.

Serra et al. (2000) observaram um actimulo nos teores de proteinas e
aminoécidos, nos calos formados a partir de segmentos foliares de castanheira
do Brasil, até 0 30° dia apés a inoculagdio com posterior redugio.

Outra classe de biomoléculas que se destaca em tecidos vegetais s3o os
agucares ou carboidratos, os quais atuam como forma de armazenamento de
energia, como importantes constituintes de suporte de tecidos ou também como

provedores de esqueletos de carbono para compostos orginicos sintetizados
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pelas cclulas (Serra et al, 2000). Gamborg et al. (1976) classificam os
carboidratos como uma das cinco classes de substincias essenciais requeridas
para o crescimento ¢ desenvolvimento in vitro. Os carboidratos podem ser
definidos como sendo polidroxialdeidos ou polidroxicetonas o, ainda,
substancias que por hidrolise fornecem esscs compostos.

Os agtcares soliveis totais representam um conjunto de agticares
metabolicamente ativos, que seriam os agilcares redutores, como glicose e
frutose, ¢ formas com fun¢do de armazenamento ¢ transporte, as quais seriam
melhor representadas pela sacarose, que € um agtcar nio-redutor (Lima, 1998:
Castro, 1990; Tupy, 1985).

Os agiicares redutores representam o metabolismo ativo das plantas.
Aparecem como metabdlitos da glicolise, rota das pentoses e ciclo de Krebs,
sugerindo que sua quantificagiio pode representar a capacidade fotossintética da
planta ou o nivel das taxas metabdlicas da mesma.

Estes agucares sdo capazes de reagir como agentes redutores, devido a
presenga, em sua molécula, de grupos aldeido ou cetona livre. As propriedades
redutoras desses agticares podem ser comprovadas pela sua capacidade de
reduzir diversos ions metilicos.

A determinagdo dos niveis de aglicares tem aplicagdo em varios estudos
fisiologicos, ja que revela a reserva prontamente disponivel para o crescimento
(Passos, 1996). Nos cultivos in vitro, os agicares sio acrescentados ao meio de
cultura como fonte de energia para o desenvolvimento do explante. Esses tecidos
apresentam uma taxa fotossintética bastante reduzida, tornando-se praticamente
heterotroficos.

Serra et al. (2000) observaram que os teores de agicares soliveis totais ¢
agucares redutores em calos formados a partir de segmentos foliares de
castanhcira do Brasil apresentaram constante redugio durante todo periodo de

avaliagdo. Mesquita et al. (2002) obtiveram aumento gradual nos teores de



agucares soliveis totais em calos de explantes foliares de lechieira (Litchi
chinensis Sonn.) inoculados em meio MS acrescidos de 2 ¢ 6 mg L™ de 2,4-D,
na presenca de luz. No entanto, Santos (2001) observou redugfio nos teores de
agucares redutores em calos de cafeeiro (Coffea arabica) ‘Rubi’ no 21° dia ap6s

a inoculagfio, com posterior aumento.

Aspectos analémicos

Segundo Gaspar et al. (1987) e Ziv (1987), as condicdes para a
proliferagdio de brotos in vitro s@o as principais causas de ma formagio desses
proprios brotos.

As condi¢Ses ambientais sob as quais ocorre o cultivo in vitro, no que se
refere & composigfio do meio de cultura e do ar no interior dos recipientes, bem
como quanto 3 luminosidade ¢ & temperatura, fazem com que a planta
proveniente da micropropagac@o apresente algumas caracteristicas peculiares.
Ainda que haja variagfio entre as espécies, algumas caracteristicas sdo
encontradas em praticamente todas as plantas. A descrigiio dessas caracteristicas
pode ser feita em relagio as folhas, as raizes ¢ a0 mecanismo de nutrigio
(George, 1996).

Ainda n3o se sabe ao certo como a anatomia de érgdos vegetativos,
principalmente de plintulas micropropagadas, é afetada pelas condigdes
ambientais de cultivo. Alteragdes na morfologia foliar podem influenciar
processos metabdlicos e fisiologicos, associados principalmente & fotossintese e
as trocas gasosas (Debergh & Macne, 1984). Especula-se que o ambiente de
cultivo possa afetar e conduzir a diferentes atividades enzimiticas, resultando
em vérias mudangas nos processos metabélicos da planta.

Dessa forma, a avaliagdo das mudangas estruturais que ocorrem em um

tecido ou 6rgdo formado em condiges in vitro é importante no desenvolvimento
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de protocolos de micropropagagio de plantas, por ajudar a determinar cficiéncia
do processo organogenético ¢ a funcionabilidade do novo orgio.

Santos (2001) observou diferengas nas estruturas das folhas de plantulas
de cafeciro obtidas por propagagio in vitro ¢ relagiio as propagadas in vivo. As
folhas do cultivo in vitro apresentaram parénquimas paligadico ¢ lacunoso mais
cspessos. Além disso, nas folhas cultivadas in vivo ndio ocorrecu presenga de
esclerénquima ¢ o sistema vascular foi mais desenvolvido. Fidelis (1998)
observou um nimero maior dc tricomas simples e secrctores nos caules de

mama-cadela (Brosimum guadichaudii Trée.) obtidos in vitro.
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CAPITULO 2 - Indugio de brotagdes in vitro e caracterizacio
anatomica de folhas obtidas por cultivo in vitro e in vivo de

ingazeiro
1 RESUMO

SOARES, Gustavo de Araiijo. Indugio de brotagdes in vitro ¢ caracterizagio
anatomica de folhas obtidas por cultivo in vitro ¢ in vivo do ingazeiro. In:

. Aspectos do cultivo in vifro do ingazeiro [Inga vera Willd. subsp.
affinis (DC.) T.D. Penn.]. 2003. p.31-58. Disscrtagdo (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

Este trabalho avaliou o efcito dos meios de cultura MS ¢ WPM ¢ do
BAP na indugio de brotagdes em segmentos nodais do ingazeiro ¢ comparou os
aspectos morfologicos ¢ anatémicos de suas folhas cultivadas nas condigdes in
vivo ¢ in vitro. A auséncia de BAP proporcionou os melhores resultados na
formagdo de brotagdes e no tamanho dos brotos formados, para os dois mcios de
cultura. Concentragdes de BAP acima de 3 mg L™, suplementando os meios MS
ou WPM, proporcionaram desenvolvimento de calos nos segmentos nodais. As
estruturas  foliares descnvolvidas in vitro apresentaram  os  parénquimas
paligadico ¢ lacunoso ¢ a epiderme abaxial mais espessos que no cultivo in vivo
¢ 0 sistema vascular in vivo ¢ mais desenvolvido que o in vitro.

" Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora).



2 ABSTRACT

SOARES, Gustavo dc Araitjo. Jn vitro shoot induction and characterization of
leaf anatomy of ingazeiro obtained from the in vitro and in vivo culture. In;

. Aspects of the in vitro culture of ingazeiro [Inga vera Willd. subsp.
aﬂ' nis (DC.) T.D. Penn.). 2003. p.31-58. Dissertation (Master Program in Plant
Physiology) - Universidade Ferderal d¢ Lavras, Lavras.’

This work cvaluated the cffect of MS and WPM media and BAP on the
induction of shoots in nodal segments of ingazeiro and compared morphological
and anatomical aspects of its leaves cultivated in vivo and in vitro. The absence
of BAP presented best results for shoot formation and shoot size for both MS
and WPM culture medium. BAP concentrations higher than 3.0 mg L™ in MS or
WPM induced callus growth in nodal segments. Leaf structures developed in
vitro presented palisade and spongy parenchyma and a thicker lower epidermis
compared to the in vivo culture. The in vivo vascular system showed to be more
developed than in vitro.

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duarte de
QOliveira Paiva - UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

O ingazciro ¢ uma espéeie arborea da familia Leguminosac, pertencente
ao geénero Jnga, cuja distribui¢ao estende-se da América Tropical a Subtropical,
sendo abundante entre as arvores dos tropicos umidos (Maumont, 1993).

Estudos comprovam que essa espécic possui efcito positivo na
recuperagdo da fertilidade de solos, por meio da fixagdo de nitrogénio, da adicdo
de carbono (pela grande produgio de serrapilheira) e do aumento dos niveis de
fosforo, em forma extraivel pcla planta, na superficie do solo (Licberg & Joly,
1993). Possui caracteristicas de cspécie pioneira, sendo extremamente abundante
nas arcas sazonalmente inundadas das margens dos rios (Licberg, 1990). Devido
a estas caracteristicas, a espécic ¢ bastante utilizada na formagiio de florestas
voltadas para produgdo de fitomassa (Barbedo, 1997) ¢ para recomposi¢io de
areas degradadas pela agdo do homem, principalmente matas ciliares e areas de
deplegiio de reservatorios.

Apesar das sementes das espccies deste género apresentarem elevada
porcentagem de germinagdo (Castro & Krug, 1951), cstudos referentes ao
armazenamento de suas sementes tém indicado grande dificuldade em conserva-
las por longos periodos (Castro & Krug, 1951; Lieberg & Joly, 1993). Essa
caracteristica tem se tornado um obstaculo na obteng@o de grande namero de
mudas, durante todo o periodo do ano, para utilizagdio em trabalhos de
revegetagio de dreas impactadas.

Dessa forma, para cspécics como o ingazeiro, cujas caracteristicas
botanicas impedem ou dificultam a propagagio pelos métodos convencionais, as
técnicas de cultura de tecidos sdo indicadas como forma de propagac¢do. Dentre
cstas técnicas, a micropropagagdo ¢ a mais utilizada com finalidade de
multiplicagdo e¢m larga escala de clones selecionados (Grattapaglia & Machado,
1998).
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Micropropagagdo ou propagacdo vegetativa in vitro € a propagacdo
controlada de plantas, in vitro, sob condicdes assépticas. Destina-se
principalmentc aquelas cspécies de dificil propagagio pelos métodos
convencionais, permitindo a obtengdio dc grandc nimero de plantas sadias e
geneticamente uniformes em curto periodo de tempo. Assim, podem-se clonar
individuos melhorados, produzindo progénies homogéneas (Lameira, 1997).

Segundo George (1996), a maioria das plantas micropropagadas ¢ obtida
pela multiplicagiio de brotos axilares. O cultivo de segmentos nodais consiste na
inocula¢dio de uma gema, juntamente com uma por¢@io do caule, para obter um
broto a partir desta. Este ¢ 0 método mais natural de propagacdo vegetativa das
plantas in vitro, ja que também pode se aplicar in vivo (Pierik, 1990).

Além da multiplicagio, a micropropagacio tem por objetivos a
eliminagio de patogenos, a rapida introdu¢io de novos gendtipos, a selegio
somaclonal ¢ de variantes ¢ a preservagio a longo prazo de germoplasma
(Shargool & Ngo, 1994).

A micropropagac8o se baseia na totipotencialidade das células somaticas
vegetais. Isso significa que, teoricamente, qualquer célula vegetal viva possui
suficiente informacgdo genética para produzir uma planta normal, desde que lhe
sejam propiciadas condigSes nutricionais ¢ ambicntais adequadas. A cultura de
tecidos, dessa forma, pode propiciar a regenera¢io de uma planta inteira a partir
de fragmentos de outra planta (Grattapaglia & Machado, 1998).

A composicdo do meio de cultura ¢ uma importante varidvel que
determina o sucesso na proliferagio das partes aéreas. A fonte de nitrogénio
utilizada € o balango entre os ions nitrato ¢ amdnio sio aspectos que tém
merecido grande atengio (Grattapaglia & Machado, 1998). O meio de cultura
MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ o mais concentrado em termos de micro e
macronutrientes ¢ ¢ também o mais empregado em cultura de tecidos (Pasqual,
2001; Tisserat, 1985). Ja o meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) ¢
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bastante utilizado cm plantas lcnhosas, por possuir baixas concentragSes de ions
totais, representando apenas 45% da forga i6nica do ‘;mcio MS (Nuncs et al,
2002). |

A propagac¢do in vitro csta basicamente con&olada pela inclusdo de
reguladores de crescimento vegetais no meio de cultura. O balango entre os
reguladores em uma planta pode, entre outras coisas, superar a dominincia
apical dos ramos, lcvando ao desenvolvimento dos lTrotos laterais, ¢ induzir
formacgdo dc brotagdes adventicias, levando novameptc a producdio de mais
material vegetal (Shargool & Ngo, 1994). |

As citocininas pertencem aos reguladores de crescimento responsaveis
por superar a dominancia apical ¢ liberar gemas laterai§ da dorméncia (George,
1996). O benzilaminopurina (BAP) ¢, provavelmente, a citocinina mais
emprcgada para indugio ¢ clongagio de gemas em espécies arbéreas,
especialmente espécies tropicais (Pereira-Netto, 1996). ﬁrattapaglia & Machado
(1998) afirmam que o BAP ¢ a citocinina mais p(:neme para promover a
proliferagdo de partes aéreas ¢ ¢ economicamente melhor, por ser mais barato.

A proliferagio de brotos in vitro requer condigbes especiais, como alta
umidade, superfluxo de fatores nutricionais (minerais ¢ carboidratos), alto nivcl
de reguladores de crescimento ¢ baixa intensidade de l+z, Porém, essas mesmas
condiges so as principais causas de mé formagdo de brotos (Gaspar et al,,
1987; Ziv, 1987). As condi¢des da cultura de tecidos, embora promovam um
aumento na proliferagiio de brotagdes € no crtscin‘}cnto de plintulas, sio
desfavoraveis a formagdo normal das folhas.

Ainda n3o se sabe ao certo como a anatomia‘ de érgaos vegetativos,
principalmente de plintulas micropropagadas, ¢ afetada pelas condigdes
ambicntais de cultivo. Alteracdes na morfologia foliar podem influenciar
processos metabélicos ¢ fisiologicos, associados, principalmente, a fotossintese
¢ as trocas gasosas (Debergh & Maene, 1984). Espcct;la-sc que o ambicnte de
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cultivo pode afetar e conduzir a diferentes atividades enzimaticas, resultando em
virias mudangas nos processos metabolicos da planta. Algumas respostas
comumcnte assemelham-se a plantas cultivadas sob condiges de estresse.

A avaliagio das mudangas estruturais que ocorrem em um tecido ou
orgdo formado em condigGes in vitro ¢ de grande valia para se descobrir a real
eficiéncia do processo organogenético € a funcionabilidade deste novo 6rgio,
tornando-se pré-requisito indispensével para o desenvolvimento de protocolos de
micropropagacdo de plantas. Dessa forma, faz-se necessirio estudar as
mudangas anatdmicas de érgios vegetativos, influenciados pelo ambiente de
cultura de tecidos.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos meios de cultura MS ¢
WPM ¢ do BAP na indugiio de brotagdes em segmentos nodais do ingazeiro,
assim como comparar os aspectos morfoldgicos ¢ anatémicos de suas folhas

cultivadas nas condigGes in vivo ¢ in vitro.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Indugiio de brotagdes em segmentos nodais

Material vegetal

Plantas matrizes jovens de ingazeiro foram obtidas do viveiro de mudas
da Ccntrais Elétricas de Minas Gcerais (CEMIG), localizado na Represa de
Camargos, municipio de Itutinga, Minas Gerais. Estas plantas foram mantidas
em sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de
Biologia, da Universidade Federal dc Lavras, a 25 £ 2°C de temperatura,
irradifincia de 43 pmol s m™ e fotoperiodo de 16 horas e foram utilizadas como

fonte de explantes.
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Desinfestagdo e inoculagdo do material vegetal ’

As plantas matrizes, com cerca de 8 mescs de idade, foram tratadas com
solugdio de Benlate 0,5% (p/v) ¢, 24 horas depois, scg@mtm nodais, com cerca
de dois centimetros, foram retirados dos ramos maisi jovens. Em seguida, os
explantes foram lavados em 4dgua com detergente por 120 minutos e, depois, em
agua corrente por mais 30 minutos. Posteriormente, foram imersos em alcool
70% (v/v) por 30 segundos, lavados em agua dwtila@ ¢ imersos em solugdo de
Benlate 0,3% (p/v), por 30 minutos. Apés nova lavagem em édgua destilada, os
segmentos foram imersos em solugiio de hipoclorito de sodio (2% de cloro
ativo), onde permaneceram por 20 minutos. Finialmentc, em condigdes
assépticas, os explantes passaram por quatro lavag(:ns em agua destilada e
autoclavada.

Os segmentos nodais, contendo apenas uma gema lateral, foram
inoculados em meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) ¢ WPM (Lloyd
& McCown, 1980), acrescidos de BAP (beﬁzilaminopurinana) nas
concentragBes 0; 3; 6; 9 ¢ 12 mg L™ ¢ 3 g L' de sacarose. Os meios foram
solidificados com 0,7% de agar ¢ tiveram seu pH ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos. L

Apés a inculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento a
27 * 2°C de temperatura, irradidncia de 25 pmol s m? ¢ fotoperiodo de 16
horas. g

Foram avaliados a formagiio de brotagdes, o tamanho da brotagio
formada e a formagio de calos, 35 dias apés a inoculac;i}o.
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Delineamento experimental

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com dez repetigGes por tratamento, sendo cada repetigio composta
por um explante. Os dados das trés variaveis avaliadas foram transformados para
(Y + 1,0)* ¢ foram analisados por meio de regressdo polinomial ou pelo teste de
médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

4.2 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vive e in vitro

Folhas completamente expantidas foram coletadas ao acaso, de ramos do
tergo superior das plantas matrizes de ingazeiro mantidas em sala de crescimento
(in vivo) e das brotagdes induzidas de segmentos nodais inoculados em meio MS
scm regulador de crescimento (in vitro), conforme resultados do experimento
anterior. As folhas foram fixadas em FAA (formaldeido + acido acético + &lcool
etilico) 70% (v/v) e conservadas em alcool etilico 70% (v/v), segundo
metodologia descrita por Johansen (1940).

Os procedimentos para obtengio das ldminas com os cortes anatdmicos
das folhas coletadas foram realizados no Laboratorio de Anatomia Vegetal,
Departamento de Biologia, da Universidade Federal de Lavras. Os cortes
anatomicos foram efetuados a miio, com auxilio de limina. Posteriormente,
sucedeu-se a clarificacio em solugio de hipoclorito de sédio 20% (v/v do
produto comercial), por um periodo de trés a cinco minﬁtos, ¢ trés lavagens em
agua destilada. Em seguida, o material foi neutralizado com solugio de 4cido
acético 1% (v/v) por um minuto, repetindo-se as lavagens com agua destilada
(Johansen, 1940; Sass, 1951). A coloragdo dos cortes anatomicos foi efetuada
pelo processo de dupla coloragéio com safranina-azul de astra (Bukatsh, 1972).
Finalmente, foram montadas Kiminas semipermanentes com agua glicerinada do

material obtido e lutagem com esmalte.
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As laminas confeccionadas com os cortes anatdmicos foram utilizadas
para realizacdo de medigGes de espessura das cpidcrmgs adaxial ¢ abaxial ¢ dos
parénquimas csponjoso ¢ paligadico, com auxilio de& ocular micrométrica em
microscopio de campo claro Carl Zeiss-Amijlival, Postériormcnte, estas liminas
foram fotomicrografadas utilizando-se um mxcroscoplo Olympus BX 60 e filme
ASA 100 colorido.

As medigSes de espessuras foram analisadas u#ilizando—sc delincamento
inteiramente casualizado com cinco repeticdes por tratamento, sendo cada
repeticdo composta por trés medidas. As médias foraPa comparadas pelo teste
Scott-Knott, a 1 € 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DlscussAo

5.1 Indugdio de brotagdes em segmentos nedais

Para as trés varidveis avaliadas, ndo foram? encontradas diferengas
significativas entre os meios de cultura utilizados, nem na intera¢o entre meio
de cultura e concentragdes de BAP (Tabela 1).

TABELA 1.  Anilise de varidncia para formagio dé brotagSes, tamanho da
brotagio € formagdo de calos em segmentos nodais de ingazeiro.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

QM
Formagfo de Tamanho da Formacfo de
brotacdes (%o)* brotacdo (cm)* calos (%)*

Fontes de variagio  GL

Meio de cultura 1 0,0274 0,00019 0,1098
BAP 4 0,3277++ 0,36415** 0,2205**
Meiode culturax BAP 4 0,0274 0,00366 0,0283
Erro 90 0,0313 0,02230 0,0351
CV (%) 14,85 13,17 15,31

* Observagdes transformadas segundo (X + 1),
** Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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Comportamento semclhante ocorrcu no cstabelecimento in vitro de
segmcntos nodais de ‘marmelinho (Tournefortia cf paniculata Cham.), quando
Bertolucci (2000) testou os meios MS, MS 50% e WPM, todos sem a adigdo de
reguladores de crescimento. O autor nio encontrou diferencas significativas para
o numero de brotos formados, nem para seus tamanhos, entre os meios de
cultura utilizados no experimento, em nenhuma de suas avaliagSes (30 ¢ 45 dias
apés a inoculacdio). Como foi observado um crescimento vigoroso ¢ um
incremento de 30% no tamanho das brotages formadas em meio WPM,
concluiu-se que o meio WPM seria o mais eficiente para o desenvolvimento da
plantula. Porém, em ingazeiro, nfio foi encontrada nenhuma diferenca em
relagdo a aparéncia fisica das brotacOes obtidas nos diferentes meios de cultura
utilizados. ‘

Ja Ribeiro (2001), trabalhando com segmentos nodais de cafeciro
(Coffea arabica L.) nos meios de cultura MS, Knudson (modificado por Ardite,
1967), WPM e White (1943), todos acrescidos de 3 mg L de GAs e 6 mg L™ de
BAP, encontrou diferengas altamente significativas no nimero total de brotos ¢
no nimero de brotos maiores que 1 cm, entre os meios utilizados. No entanto,
deve ser destacado que tanto o nimero total de brotos quanto 0 namero de brotos
maiores que 1 cm, apesar de terem respondido significativamente melhor nos
meios MS ¢ WPM, ndo apresentaram nenhuma diferenga entre si. Esses
resultados estdo de acordo com os encontrados com ingazeiro no presente
experimento.

Trabalhando com induco de brotagbes em segmentos nodais
cotiledonares ¢ de epicétilos de cedro (Cedrela fissilis Vellozo), em scte meios
de cultura diferentes suplementados com BAP, Nunes et al. (2002) observaram
que, para ambos os explantes, os meios MS ¢ WPM estavam entre os que
proporcionaram maior porcentagem de iniciagéio das brotagdes ¢ maior nimero ¢

tamanho de brota¢Ses por explante,

40



Da mesma forma, Catapan et al. (2002), apesar de terem obtido 100% de
formagdo de brotos de Phyllanthus urinaria para| todos os meios estudados,
observaram que o tamanho dos brotos formados foram significativamente
maiores nos meios MS ¢ WPM. Porém, para numero de brotagdes por segmento
nodal, o meio MS foi significativamente superior ao WPM

As diferengas de comportamento em relagéio 'a0s meios de cultura podem
estar relacionadas a elementos nutricionais presentes de forma diferenciada nos
meios. O meio de cultura MS é o mais concentrado em termos de micro e
macronutrientes € é também o mais empregado em cultura de tecidos (Pasqual,
2001; Tisserat, 1985). Ja o meio de cultura WPM & b:istante utilizado em plantas
lenhosas, por possuir baixas concentragdes de ions to}als

Uma das diferengas marcantes entre esses dois meios de cultura €std na
concentragio de nitrogénio (N;). O meio WPM possui um quarto da
concentragdio de jons nitrato ¢ aménia em relagdo ao MS, além de mais potassio
¢ um aito nivel de fons sulfato (Pasqual, 2001). Aléni disso, a forga i6nica total
do WPM representa 45% do MS (Nunes et al., 2002).

Em.ingazeiro, contudo, toda essa diferenga idnica entre os dois meios
parece nio ser suficiente para causar alterages no déscnvolvimento das gemas
axilares em brotos € nem para provocar toxidez.

A menor quantidade de sais utilizados na composwao do meio WPM
proporciona, conseqiientemente, um menor gasto ¢ maior economia financeira
para o laboratdrio. Dessa forma, pode-se considerar o meio WPM como o mais
indicado na indugdo de brotagdes do ingazeiro, ja \que o fator financeiro ¢
bastante considerado dentro de um laboratério de cultura de tecidos.

Em relagio s concentragdes de BAP acrescidas aos meios de cultura,

encontrou-s¢ uma diferenga altamente significativa| em todas as varidveis
avaliadas. Nos tratamentos em que ocorreu o desenvolvimento da gema lateral

em broto, houve formag#io de apenas uma brotagdo por f:cplante (Figura 2).
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FIGURA 2.  Brotagdes de ingazeiro obtidas de segmentos nodais inoculados
em meio WPM (A) e MS (B). UFLA, Lavras, MG, 2002.

Alguns tratamentos, no entanto, apresentaram formagdo de calos na
extremidade do explante, correspondendo a regido na qual foi feito corte (Figura

3).

FIGURA 3.  Formagdo de calos emv.;téegmentos nodais de ingazeiro
inoculados em meio MS. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Para 0 meio MS, a auséncia dc BAP foi o tratamento que apresentou
significativamente a melhor resposta para formagio de brotagdes (100%) ¢ para
tamanho da brotagiio (0,86 cm). A partir da conccntracﬁi) dc3até 12 mgL” de
BAP, as médias observadas para cstas duas variaveis f<!)ram significativamente
menores que o tratamento controle € sem diferenca sigﬁﬁmtivm apresentando
uma redugdo de aproximadamente 60% em ambas. (Figufa 4A ¢ B).

No entanto, 2 medida em que sc aumentou a concentragiio de BAP,
estimulou-se a formagfio de calos. As concentragdes de 6, 9 ¢ 12 mg L deste
regulador foram as que apresentaram os rcsultados mais| significativos, com 80,

80 e 70% de formacZo de calos, respectivamente (Figura 4C).
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FIGURA 4.

Ja para o meio WPM, as concentragdes 0, 3 ¢ 12 mg L' de BAP foram
as que apresentaram melhores resultados para cstimular a brotagdo das gemas
latcrais (90, 60 ¢ 60%, respectivamentc) (Figura 5A). No cntanto, estes brotos

tiveram uma média dc crescimento significativamente maior (0,97 cm) na
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auséncia do regulador de crescimento (Figura 5B). Da mesma forma como
ocorrido para o meio MS, altas concentragdes da citocinina (9 ¢ 12 mg L)
mostraram-se capazes de levar a formacio de calos dc forma significativa cm

segmentos nodais de ingazeiro (80 ¢ 70%, respectivamcntg.) (Figura 5C).
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Devem ser ressaltados os resultados obtidos por Fracaro &
Echeverrigaray (2001), que apontam o BAP como a principal citocinina para
micropropagacio de poejo (Cunila galioides), quando comparado com cinctina e
2-isopenteniladenina (2-iP). Estes autores obtiveram o nimero de brotagdes
produzidas proporcionalmente a concentragio de BAP até 1,98 mg L. A partir
deste valor, ocorreu formagdo de calos, hiperhidricidade ¢ ma formagfio dos
brotos, 0 que os autores consideraram como sendo conseqiiéncia da toxicidade
causada pelo BAP.

Catapan et al. (2002), trabalhando com diferentes concentragdes de
citocininas na indugdo de gemas axilares de Phyllanthus urinaria, alcangaram o
maior nimero de brotagGes por explante, utilizando BAP na concentra¢io de
0,28 mg L™, Concentragies maiores desse regulador de crescimento causaram
drastica redugdio no nimero de brotagdes formadas.

Ja Bertolucci (2000) mostrou que o BAP foi eficiente para a indugio de
multibrotagbes em scgmentos nodais de marmelinho. O aumento da
concentragdo do regulador levou também ao acréscimo no mimero de brotos
formados.

Pinto et al. (1994) observaram que as maiores taxas de multiplicagio, em
segmentos nodais ¢ apicais de Kielmeyera coriacea Martius, foram obtidas
utilizando-se as concentragdes 0,5 ¢ 1 mg L™ de BAP em segmentos nodais ¢ 0,5
mg L em segmentos apicais.

A combinagiio entre reguladores de crescimento, geralmente uma auxina
com uma citocinina, também ¢ utilizada pa tentativa de se obter melhores
resultados. Santos (2001) mostrou que, para salix (Salyx humboldtiana Willd),
ndo ha diferencas significativas no desenvolvimento de brotages de segmentos
nodais inoculados em meio MS sem regulador de crescimento ou acrescido de
BAP ou 4cido giberélico (GAs;). Segundo o autor, foi observado
desenvolvimento das brotagdes em todos os tratamentos. Porém, na auséncia de



reguladores, o niamero de brotos por explante foi signifncativamcntc inferior a
qualquer tratamento. 1

Silva (2001), trabalhando com difercntes conccx?uacées de BAP ¢ GA;
em gloxinia (Sinningia speciosa Lodd. Hiern.), alcangou o maior namero de
brotos com 1 mg L™ de BAP cm combinago com 20 mg L de GA;. Segundo o
autor, o cmprego de GA;, apesar de apresentar resultados contradit6rios para
algumas cspécies, pode estimular a formagdo de brotos in vitro, principalmente
em interagdo com outros reguladores de crescimento. Para a altura média de
brotos, os melhores resultados foram obtidos em meios de cultura com altas
concentragdes de GA; ¢ auséncia de BAP.

Em sucupira-branca (Prerodon pubescens (Benth.) Benth.), Coclho
(1999) observou que o uso de BAP no meio MS, nas concentragbes 1,126 ¢
0,563 mg L, ambos na auséncia de acido naflaleno acético (ANA), maximizou
a média do nimero de brotos por segmento nodal. JA& Mesquita (1999),
trabalhando com lechicira (Litchi chinensis Sonn.), obteve descnvolvimento de
gemas nos segmentos nodais, independente das concentragies utilizadas dos
mesmos reguladores. Porém, houve formagéio de calos na base dos segmentos,
30 dias apds a inoculagdio. E

Para desencadear um processo morfogenético, ‘é necessdrio, na maioria
dos casos, adicionar rcguladores de crescimento ao. meio nutritivo (Gomes
1999). Porém, o acréscimo de BAP em cultura de segmentos nodais do
ingazeiro, apesar de ter propiciado um processo morfogenético (formagiio de
calos), ndo levou ao incremento no nimero de brotagdes nem no seu tamanho.

O crescimento ¢ a morfogénese sio fatores controlados pela interagio
entre os reguladores de crescimento adicionados ao meio de cultura ¢ as
substincias de crescimento endogenas ao explante (George, 1996). Certos
genétipos de plantas possuem um balango hormonal sgtisfatério, o que faz com

que as células scjam predeterminadas a se desenvolverem ¢, sob certas
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circunstincias ainda ndo totalmente compreedidas, consegue-se regeneragiio de
plantas in vitro sem o acréscimo de regulador de crescimento ao meio de cultura.

Em ingazeiro, a auséncia dc BAP manteve a domindncia da gema apical,
fazendo-a desenvolver-se em broto. Na medida em que aumentou sua
concentracdo no meio de cultura, a domindncia da gema axilar perdeu forga, de
modo que, com o uso de 3 mg L™ de BAP, niio houve mais desenvolvimento de
brotos nos segmentos nodais inoculados. Este fato apontou a alta sensibilidade
do ingazeiro as alteragdes no nivel de BAP.

E provavel que o novo balango hormonal causado pela citocinina
exogena aplicada, além de ocasionar perda da domindncia apical, ocasionou
também o surgimento de calos.

Para obten¢do de multibrotag8es no ingazeiro, os resultados deste estudo
sugerem 0 uso de concentragdes de BAP inferiores a 3 mg L, tanto em meio
MS quanto em WPM. Esse caminho pode levar a um balango hormonal interno
a planta, favoravel ao surgimento das multibrotagdes, como demonstrado em

outros trabalhos citados anteriormente.

5.2 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vive e in vitro

Nas segdes transversais das liminas foliares dc ingazeiro, observou-se
que nas folhas formadas in vitro e in vivo o mesofilo ji se encontra diferenciado
nos dois tipos de parénquima clorofiliano (o paligddico ¢ o esponjoso ou
lacunoso) € nos espacos intercelulares.

A alta proporgio de espagos intercelulares ¢ um fator que pode
contribuir para a desseca¢iio das mudas em um processo de acilmatizagdo. No
entanto, nota-sc¢ que ndo houve alta redugiio da diferenciagio do mesofilo das
folhas produzidas in vitro, em relagiio a vérios estudos.

Nota-se, ainda, que, em ambas as condigdes de cultivo, as epidermes

abaxial ¢ adaxial sdo compostas por apenas uma camada de c€lulas (epiderme
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uniestratificada) revestidas pela cuticula. O mesofilo € dorsiventral,
apresentando parénquima paligadico na face superior da lamina (adaxial ou

ventral) e parénquima esponjoso na face inferior (abaxial ou dorsal) (Figura 6).

FIGURA 6.  Segdes transversais de laminas foliares obtidas de ingazeiro
cultivado in vive (A) e in vitro (B), evidenciando o parénquima
paligadico (Pp), o parénquima esponjoso (Pe), a superficie
adaxial (Sad) e a superficie abaxial (Sab). As barras nas figuras
correspondem a 50 pm. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Além da organizagdo anatdmica dos tecidos foliares apresentar varias
diferengas entre os dois tipos de cultivo, como a forma e o arranjo das células, os
espagos intercelulares e a espessura da cuticula, as medidas das espessuras da
epiderme abaxial, parénquima pali¢adico e parénquima esponjoso das folhas de
ingazeiro diferiram de forma significativa entre os cultivos in vivo e in vitro.

Somente a epiderme adaxial ndo apresentou diferenga significativa (Tabela 2).
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TABELA 2. Anilise de variincia para espessura da epiderme adaxial,
epiderme abaxial, parénquima paligidico ¢ parénquima
esponjoso de folhas formadas por cultivo in vitro ¢ in vivo do
ingazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2003.

oM
Fontes de variacio GL E:‘;:;:lle E:me ?rah&gdnmcza P:;:Inma
Tipodecultivo - 1 0,001920  1,399680** 1074,248* 1393,736*
Erro 28 0072686 0249051  1,642971  1,359909
v 235 4,86 4,35 3,15
* Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
** Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Fidelis (1998) observou que a superficie adaxial das liminas foliares de
mama-cadela (Brosimum guadichaudii Tréc.) obtidas in vitro e in vivo
apresentavam também apenas uma camada de células.

Em relagdo 4 epiderme abaxial das liminas foliares, as folhas obtidas
pelo cultivo in vivo apresentam uma média de 0,018 pm maior que a de folhas
obtidas pelo cultivo i vitro (Tabela 3). Provavelmente, esse fato pode estar
relacionado 3 irradiago nas folhas cultivadas nos diferentes ambientes. A maior
irradiagfio nas folhas produzidas in vivo ocasionou o aumento na espessura da
epiderme abaxial, como forma de minimizar os efeitos negativos do excesso de

radiagfio luminosa na planta.

TABELA3. Efeito do tipo cultivo na espessura da epiderme abaxial, do
parénquima pali¢adico e do parénquima esponjoso de liminas
foliares de ingazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Espessuras médias observadas (ym)
Tmavo e T Febeim
Invivo 10,4802a* - 35,456 a* 43,840 a*
Invitro 10,048 b 23,488 b 30,208 b
* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si a 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott,
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Um aspecto visivel nas cpidermes adaxial ¢ abaxial das folhas
produzidas tanto pelo cultivo in vitro quanto pclo in vivo, ¢ a cuticula. Mesmo
esta sendo visualmente mais espessa na folhas produzidas pelo cultivo in vivo,
sua presenga nas folhas obtidas in vitro ¢ muito importante. A cuticula, assim
como 08 estomatos, csti relacionada a umidade do ambiente. Esta pode evitar a
perda excessiva de agua pela planta, sendo um fator benéfico para sobrevivéncia
de plantulas produzidas in vitro cm ambientes com menor umidade (ambiente ex
vitro, por exemplo).

O par¢nquima pali¢adico das laminas foliares obtidas pelo cultivo in vivo
¢ in vitro apresentou, em ambas, apenas uma camada de células. No entanto, o
parénquima pali¢idico das folhas obtidas in vivo foram 0,499 um mais espessas
que o das obtidas in vitro (Tabela 3).

A maior espessura do parénquima paligadico das folhas produzidas in
vivo € devido as células pertencentes a esta porgio do mesofilo serem mais
alongadas ¢ mais justapostas, apresentando um menor espago intercelular.

Santos (2001), trabalhando com liminas foliarcs de cafeciro (Coffea
arabica ‘Rubi’ ¢ Coffea canephora ‘Apoatd’), obtidas por cultivo in vivo ¢ in
vitro, observou que, nos dois tratamentos, o parénquima paligidico das folhas
cra constituido por apenas uma camada de células na cultivar Rubi ¢
estratificado na cultivar Apoatd. Entretanto, o parénquima paligadico das folhas
obtidas in vivo possuiam sempre células maiores que o das folhas obtidas in
vitro.

O parénquima esponjoso das ldminas foliares obtidas pelo cultivo in
vitro apresentou de duas a trés camadas de células ¢ o das obtidas pelo cultivo in
vivo trés camadas. Contudo, o parénquima esponjoso das folhas obtidas in vivo
foi 0,568 pm mais espesso que o das obtidas in vitro (Tabela 3).

Santos (2001) trabalhou com laminas foliares de cafeciro obtidas por

cultivo in vivo ¢ in vitro. Na cultivar Rubi, a autora observou um parénquima



esponjoso formado de cinco a seis camadas de células nas folhas obtidas in vitro
e de oito camadas de células nas folhas obtidas in vivo. Na cultivar Apoats, a
autora observou o parénquima paligadico com quatro camadas de células nas
folhas obtidas in vitro ¢ de nove a dez camadas de células nas folhas obtidas in
vivo.

Fidelis (1998) observou que o mesofilo de folhas de mama-cadela
cultivadas in vivo apresentou de trés a quatro estratos de células. No entanto,
estas ndo possuiam diferengas no formato, impossibilitando a distingdo dos
parénquimas paligadico e esponjoso. J& nas folhas cultivadas in vivo, o autor
verificou que o mesofilo apresentava uma camada de células no parénquima
paligadico € duas no parénquima esponjoso.

Percebe-se que as diferencas entre as laminas foliares obtidas pelo
cultivo in vivo ¢ in vitro foram causadas, principalmente, pela espessura da
epiderme abaxial ¢ dos parénquimas pali¢ddico ¢ esponjoso € nfio pelo nimero
de camadas de células do mesofilo. Enquanto apenas o parénquima esponjoso
aprescntou diferengas no nimero de camada de células entre os cultivos in vitro
¢ in vivo (uma camada a mais para o cultivo in vivo), as espessuras da epiderme
abaxial ¢ dos parénquimas palicidico € esponjoso apresentaram sempre
significativamente maiores nas laminas foliares obtidas pelo cultivo in vivo. As
diferentes condigdes dc umidade relativa, de luz ¢ de assepsia entre os ambientes
in vivo ¢ in vitro podem ter contribuido para as diferengas observadas na lamina
foliar do ingazeiro.

As segles transversais da nervura mediana das folhas obtidas pelo

cultivo in vivo e in vitro apresentaram diferengas no sistema vascular (Figura 7).
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FIGURA 7.  Secgdes transversais da nervura central de folhas de ingazeiro
obtidas pelo cultivo in vitro (A) e in vivo (B), evidenciando o
xilema (Xi), o floema (FI) e o esclerénquima (Es). As barras nas
figuras correspondem a 50 um. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Uma das diferengas verificadas entre a regido vascular da nervura central
das folhas produzidas in vivo e in vitro é o esclerénquima. Observa-se que este
envolveu completamente os feixes vasculares das folhas obtidas pelo cultivo in
vivo, formando um corddo com grande quantidade de fibras periciclicas, e esteve
ausente nos feixes vasculares das folhas obtidas pelo cultivo in vitro. O
esclerénquima ¢ um tecido que fica proximo do eixo vascular, responsavel por
dar maior sustentagdo para as plantas. Desta forma, a auséncia desta estrutura em
folhas micropropagadas as torna menos resistentes ¢ com aparéncia mais fragil.

Outra diferenga que se pode observar esta nas células dos vasos do
xilema. A nervura central de folhas obtidas pelo cultivo in vitro apresentou estas
células em menor nimero, tamanho e espessura que as células do xilema da

nervura central de folhas cultivadas in vivo.
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Santos (2001), trabalhando com cortes histolégicos da nervura de folhas
de cafeciro (‘Rubi’) obtidas in vitro ¢ in vivo, obteve resultado bastante
semelhante. Em condigdes in vivo, a autora observou um aumento de células em
altura ¢ largura. Peciolos de plantas de bétulas que se desenvolveram i vitro ndo
apresentaram colénquima, quando comparados aquelas de plantas crescidas no
campo (Donnelly et al., 1985). Tecidos vasculares das folhas micropropagadas
de bétula tinham nimero reduzido de nervuras, se comparado as folhas de
plantas crescidas em casa de vegetagdo (Smith et al., 1986). a

6 CONCLUSOES

Maior niimero ¢ comprimento de brotagdes de ingazeiro sdo obtidas em
meio MS ou WPM na auséncia de BAP.

Concentrages de BAP superiores a 3 mg L suplementando os meios
MS ou WPM induzem & formagfio de calos em segmentos nodais de ingazeiro.

As estruturas foliares desenvolvidas in vivo apresentam os parénquimas
pali¢idico ¢ esponjoso € a epiderme abaxial mais espessos que no cultivo in
vitro.

O sistema vascular observado em folhas produzidas in vivo é mais

desenvolvido que in vitro.
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CAPITULO 3 - Indugiio de calos em explantes foliares e de

segmentos internodais de ingazeiro

1 RESUMO

SOARES, Gustavo de Araijo. lndut;ao de calos em explantes foliares ¢ de
segmentos internodais de ingazeiro. In: Aspectos do cultivo in vitro do
ingazeiro [Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.] 2003. p.59-77.
Dissertagio (Mmtrado em Fisiologia Vegetal) - Umvcrsndadc Ferderal de
Lavras, Lavras.” |

f

Este trabalho avaliou o efeito de diferentes concentragdes do 2,4-D em
explantes foliares ¢ de segmentos internodais do ' ingazeiro. Segmentos
internodais e foliares foram retirados de plantas matrizes jovens e inoculados em
meio de cultura MS, acrescido de 2,4-D nas concentragdes 0; 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5.
Apés a inoculagio, os explantes foram mantidos no escuro. Scgmentos
internodais apresentaram médias de formagfo de calos ¢ porcentagem da area do
explante coberta por calos maiores que as dos segmentos foliares. Em explantes
foliares, 1 mg L™, seguida por 2,5 mg L de 2,4-D, proporcionaram 0s melhores
resultados na mdus;ao de calos. Pela andlise de regressdo, 1 mg L™ de 2,4-D
também proporcionou a maior irea do explante foliar ocupada por calos. Em
explantes de segmentos internodais, 1 ¢ 3 mg L de 2,4-D foram as mais
eficientes para induzir calogénese, formando calos em todos os explantes
inoculados. Pela anélise de regressio, a porcentagem da drea do explante de
scgmento internodal ocupada por calos mostrou uma relagio linear em relagio
as concentragdes de 2,4-D. A partir desses resultados' conclui-se que, para se
obter calos de ingazeiro, sugere-sc a utilizagiio de segmentos internodais como
explantes.

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora).
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2 ABSTRACT

SOARES, Gustavo de Aratjo. Induction of callus in leaf and nodal segments of
ingazeiro. In: . Aspects of the in vitro culture of ingazeiro [Inga vera
Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.}. 2003. p.59-77. Dissertation (Master
Program in Plant Physiology) - Universidade Ferderal dc Lavras, Lavras®

This work evaluated the effect of different concentration of 2,4-D in leaf
and nodal segment explants of ingazeiro. Leaf and nodal segments were
extracted from young matrix plants and inoculated in MS supplemented with the
following 2,4-D concentrations (0; 0.5; 1.0; 1.5; 2.0 and 2.5). Afier inoculation
the explants were maintained in the dark. Nodal segments presented higher
callus formation and explant area covered with callus compared to leaf explants.
For leaf explants, the use of 1.0 mg L™ followed by 2.5 mg L™ induced higher
callus formation. Through the regression analysis, the use of 1.0 mg L* also
promoted larger leaf area covered with callus, In nodal segments, the use of 1.0
and 3.0 mg L induced calogenesis forming callus in all explants inoculated.
Through the regression analysis the percentage of nodal segment area covered
with callus showed a liner response with the 2,4-D concentrations. These results
suggest the use of nodal segments to induce callus formation in ingazeiro.

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-adviser).



3 INTRODUCAO

A cultura de calos tem tido grande importﬁncﬁ para a propagacao in
vitro ¢m larga escala de diversas espécies vegetais. O calo ¢ uma massa de
células que se proliferam desordenadamente, formandp um tecido mais ou
menos organizado, que geralmente surge sobre feridas de orgdos e tecidos
diferenciados. Os calos se desenvolvem a partir de um pequeno pedago de érgio
dc determinada planta e possuem a capacidade de se diferenciar em tecidos,
orgdos ¢ até cmbrides, podendo regenerar plantas inteiras (Paiva & Paiva, 2001;
Pierik, 1990; Torres & Caldas, 1990).

Segundo Pierik (1990), o crescimento € o desenvolvimento dessas
células podem ser influenciados pelo préprio material vegetal, como, por
exemplo, genétipo, idade da planta, do érgdo ou do tecido e estado fisioldgico,
pelo meio nutritivo, acrescidos ou ndio de reguladores de crescimento e por
fatores fisicos externos, como luz ¢ temperatura. Esses fatores agem acelerando,
retardando ou até mesmo inibindo a proliferagdo celular e, conseqiientemente, a
formagio ¢ 0 crescimento de um calo.

Um dos fatores mais importantes para se obter calogénesc ¢ a escolha do
explantc (Bonga, 1977), uma vez que o potencial morfogenético dos calos
geralmente varia com a origem deste (Mehra & Mehra, 1974).

Teoricamente, para ocorrer a indugdo de calos, qualquer tecido pode ser
utilizado como explante em vista da totipoténcia das células vegetais. Na pratica,
entretanto, procura-sc utilizar explantes que contenham maior propor¢io de
tecido meristematico ou que contenham maior capacidade de expressar
totipoténcia (Grattapaglia & Machado, 1998). Explariltcs oriundos de tecidos
jovens, niio lignificados, sdo mais apropriados para a cultura de tecidos, por
possuirem alta capacidade de regeneragfo (Pierik, 1990).

61



Além disso, para a induglio da formagfio de calos, muitas vezes ¢
necessario o suprimento exégeno de reguladores de crescimento, sendo que a
necessidade do rcgulador, no que diz respeito ao tipo, concentragdo, relagio
auxina/citocinina, depende do gen6tipo e do conteiido endégeno de horménio do
vegetal (Vietez & San-José, 1996). Dessa forma, o balango obtido entre os
niveis de citocininas e auxinas, exdgenas e endégenas a planta podem estimular
a proliferagdo celular. Porém, segundo Ozias-Akins & Vasil (1985), citocininas
exégenas nem sempre sd3o necessdrias ¢ muitos tecidos desenvolvem
indefinidamente in vitro apenas com suprimento de auxinas.

No entanto, altas taxas de multiplicagdo celular podem levar ao declinio
da competéncia organogenética, a instabilidade genética e a vitrificagdo do
material in vitro (Shargool & Ngo, 1994). Quando se observa variagfio genética
no material in vitro ou em plantas ja regeneradas, utiliza-se o termo variacdio
somaclonal para designar tal fato (Pierik, 1990). Além das altas taxas de
multiplicagio, outros motivos podem levar ao aparecimento de variagdes
somaclonais: tempo de duragio da cultura, desordens fisiolégicas devido a
substincias mutagénicas (reguladores de crescimento, por exemplo) ou a
resposta a algum tipo de stress, mudancas diretas nos cromossomos, origem do
explante, entre outros (Shargool & Ngo, 1994).

Essas muta¢des s3o consideradas como sendo o maior problema da
micropropagagio, quando esta tem o objetivo de clonar genétipos selecionados.
No entanto, a possibilidade que existe de se obter variagdes genéticas nos
descendentes constitui uma vantagem quando se trata de espécies utilizadas para
revegetacio de dreas, pois garante a biodiversidade.

Uma das cspécies utilizadas para recomposiciio de areas degradadas nas
margens de rescrvatorios e rios ¢ o ingazeiro. Esta espécic possui caracteristicas
que produzem efeito positivo na recuperagiio da fertilidade de solos, por meio da
fixagio de nitrogénio, da adigio de carbono (pcla grande produgio de
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serrapilhcira) ¢ do aumento dos niveis de fosforo, em forma extraivel pela
planta, na superficie do solo (Licberg & Joly, 1993).

Apesar das sementes das espécies deste géner; apresentarem clevada
porcentagem de germinagio (Castro & Krug, 1951),T cstudos referentes ao
armazenamento de suas sementes tém indicado uma diﬁtf:uldadc em conservé-las
por longos periodos (Castro & Krug, 1951; Licberg & Joly 1993).

Espécies como o ingazeiro, que possuem cmac@cristicas de germinagdo
que dificultam a produgio de grande nimero de mudas dumntc 0 ano todo, tém,
na técnica de cultura de tecidos vegetais, uma aliada ﬁara sua propagacio. A
obtengiio dc calos pode ser o ponto de partida para futuros trabalhos de
embriogénese somatica ou de regeneragio de plantas sadias com alguma taxa de
variabilidade genética. ‘

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de diferentes concentragdes
do acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) em explantes foliares ¢ de segmentos

internodais de ingazeiro, visando a calogénese.

4 MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Plantas matrizes jovens dc ingazeiro foram obtidas do viveiro de mudas
da Centrais Elétricas de Minas Gerais (CEMIG), localizado na Represa de
Camargos, municipio de Itutinga, Minas Gerais. Estas plantas foram mantidas
em sala de crescimento do Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de
Biologia, da Universidade Federal de Lavras, a 25 + 2°C de temperatura,
irradiancia de 43 pmol s' m2 e fotoperiodo de 16 horas, e foram utilizadas como
fonte de explantes.,
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Desinfestagdo e inoculagdo do material vegetal

As plantas matrizes, com cerca dc 8 meses de idade, foram tratadas com
solugdo de Benlate 0,5% (p/v) ¢, 24 horas depois, ramos que continham caule e
folhas foram retirados. Em seguida, cstes ramos foram divididos em segmentos
internodais ¢ folhas, passando por lavagem em dgua com detergente por 20
minutos ¢, depois, em dgua corrente por mais 30 minutos. Posteriormente, foram
imersos em alcool 70% (v/v) por 30 segundos, lavados em agua destilada ¢
imersos em solugdo de Benlate 0,3% (p/v), por 30 minutos. Apés nova lavagem
em agua destilada, as folhas ¢ os scgmentos internodais foram imersos em uma
solugdo de hipoclorito de sédio (1% de cloro ativo para folhas e 2% para
segmentos internodais), onde permaneceram por 20 minutos. Finalmente, em
condigdes assépticas, os cxplantes passaram por quatro lavagens em agua
destilada e autoclavada.

Segmentos foliares de 1 cm’ foram inoculados com a superficie abaxial
voltada para o meio de cultura, enquanto os segmentos internodais de 1,5 cm
foram inoculados na posicdo horizontal com pequenos cortes.

Ambos os explantes foram inoculados em meios de cultura MS
(Murashige & Skoog, 1962), acrescidos de 4cido 2,4-dicloro-fenoxiacético (2,4-
D) nas concentragdes 0; 0,5; 15 1,5;2; 2,5¢ 3 mg L™ ¢ 3 g L dc sacarose. Os
meios foram solidificados com 0,7% de &gar ¢ seu pH ajustado em 5,6, antes da
autoclavagem. Os explantes foram mantidos no escuro em sala de crescimento a
27+ 2°C.

A avaliagdio foi feita 30 dias apés a inoculagio, observando a presenca
ou auséncia de calos € a porcentagem da area do explante ocupada por estes (0,
25, 50, 75 ou 100%).



Delineamento experimental |

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com dez repeticdes por tratamento, sendo cada repeticio composta
por um explante. Os valores da varidvel formacio die calos foram transformados
para (Y + 1,00 ¢ os valores da varidvel porcentagem da drea do explante
coberta por calos foram transformados para asen iY/100)°’. Os dados foram
analisados por mecio de regressio polinomial ou pelo teste de médias Scott-
Knott, a 1% de probabilidade, |

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve diferencas altamente significativas entre os explantes e
concentragdes de 2,4-D para ambas as varidveis awfaliadas. Porém, a interagdio
explante ¢ concentragdo de 2,4-D ndo apresentou diferencas significativas para
nenhuma das varidveis (Tabela 4).

TABELA 4. Anilise de varidncia para formacﬁo'de calos e porcentagem da
irea do explante coberta por calos em segmentos internodais e

!

folhas de ingazeiro. UFLA, Lavras, MG, 2002,
QM
Fontes de variacio GL Formagio de calos (%)t Areapil);) glpolsa?;)i(lberta

Explante 1 0,2402¢*+ 9,0780%+*

2,4-D 6 0,2271%%% j 1,3114%#+*
Explante x 2,4-D 6 0,0229 ‘: 0,3226

Erro 126 0,0291 0,2085

CV (%) 13,42 i 73,30

* Observagdes transformadas segundo (Y + 1), |
** Observagdes transformadas segundo asen(Y/100)*°. |
*** Significativo a 1% de probabilidade, pelo teste de Scatt-Knott.

i
!
i
l
|
i
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O uso de segmento internodal como explante proporcionou médias de
formagdo de calo e de porcentagem da drea do explante coberta por calos
significativamente maiores que o explante foliar. As médias de formagédo de calo
e de porcentagem da area do explante coberta por calos em explantes de
segmentos internodais foram 35,7 e 160% maiores que em explante foliar,

respectivamente (Tabela 5, Figura 8).

TABELAS5. Efeito do tipo de explante na formacdo de calos e na
porcentagem de 4rea do explante coberta por calos em ingazeiro.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

Meédias observadas
5 Area do explante coberta por
(4]
Explante Formagio de calos (%) calos (%)
Folha 0,56 b* 21,43 b
Segmento internodal 0,76 a 5571a

* Médias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si a 5% de probabilidade,
pelo teste de Scott-Knott.

FIGURA 8.  Indugdo de calos em expiémtes fohares (A e B) e de segmentos
internodais (C, D e E) de ingazeiro inoculados em meio MS
suplementado com 2,4-D. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Resultados contraditérios aos apresentados foram encontrados por Abreu
(1998). Trabalhando com indug¢do de calos em folhaQ jovens, gemas apicais ¢
internddios jovens de insulina vegetal (Cissus siicyoides) em meio MS
suplementado com 2,4-D, a autora observou meihor formacdo de calos
utilizando folhas jovens como explante. Da mesma |forma, Cerqueira (1999)
observou que o segmento foliar foi o explante mais adequado para inducdo de
calos em erva-de-touro (Tridax procumbens L.), cm relacio aos segmentos
caunlinares. ‘

Ja Rodrigues (2000), utilizando segmentosf nodais, 4pices, discos
foliares, epicétilos e cotilédones como explantes em uLn trabalho de indugio de
calos em cupuagu (Theobroma grandifiorum Wildenojjw ex Sprengel), chegou a
conclusiio que, ao contririo de todos os outros 'explantes utilizados, os
cotilédones foram os mais responsivos & formagiio de Ealos na presenga de 2,4-
D. Segundo o autor, seus resultados estavam de acordo com o trabalho de Gill et
al. (1994) com a mesma espécie vegetal, no qual também foram obtidos calos de
diferentes explantes. |

Segundo Pierik (1990), o material vegetal por si s6 pode influenciar no
crescimento e no desenvolvimento in vitro. Dentre os vérios aspectos apontados
pelo autor, destacam-se a idade do drgiio ou do tecido: inoculado, o tamarnho do
explante € o tipo de lesfio, 0s quais explicam as diferéncas obtidas no presente
experimento. |

Os tecidos jovens, ndo lignificados, geralme?te sdo mais apropriados
para o cultivo in vitro que os tecidos velhos ¢ 1cnhost. Conforme envelhece o
orgéio do qual se retira o explante, o nimero de divisﬁcis celulares e a capacidade
de regeneragdo diminuem (Pierik, 1990). Além disso,%um explante com células
jovens (meristemdticas) apresenta um grande p#tencial para iniciar a
proliferagiio celular rapidamente, quando comparad;;\ com tecidos onde ha

presenga de células diferenciadas. Dessa forma, o ingazeiro apresentou mais
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eficiéncia na formagfio ¢ proliferagdo de calos em explantes de segmentos
internodais, possivelmente por esse tipo de explante possuir maior nimero de
células indiferenciadas em relaglio aos explantes foliares. Mesmo que, por
observagdo visual, as folhas paregam menos lignificadas, nessa espécic esse fato
parece ser menos importante que a possivel presenca de um grande nimero de
células jovens indiferenciadas com alto potencial de reprodugiio para formagao
de calos.

Em relagdo ao tamanho do explante, em termos gerais, pode-se dizer que
€ mais trabalhoso induzir o crescimento em explantes menores que em explantes
maiores. Todo segmento inoculado de uma planta tem sua prépria porgdo de
reservas € hormonios, que varia com seu tamanho. Dessa forma, quanto maior
for o fragpmento vegetal, mais ficil fica para induzir o crescimento e a
regeneragido (Pierik, 1990). A diferen¢a existente tanto na drea quanto no
volume dos explantes foliares € de segmentos internodais utilizados em
ingazeiro realmente pode ser uma das causas que influenciaram os resultados
encontrados. Segmentos internodais possuem area e volume consideravelmente
maiores que os dos segmentos foliares inoculados.

Vale lembrar ainda que, no momento da inoculagfio, foram feitos
pequenos cortes apenas na superficic dos segmentos internodais. Os resultados
apresentados pelos explantes foliares, cujas lesdes foram apenas nas laterais
cortadas, podem ter sido prejudicados justamente por possuir poucos ferimentos.
Pierik (1990) afirma que a superficie do tecido lesionada pode ser de grande
importancia. Um aumento nessa superficie eleva a possibilidade de absorgdo de
nutrientes ¢ reguladores. Tal fato proporciona um aumento na produgio de
ctileno. Ao mesmo tempo, as feridas ou lesdes podem romper barreiras
anatémicas, facilitando a formacdo de calos.

Analisando separadamente cada tipo de explante utilizado neste trabalho,
quase todas as varidveis apresentaram diferencas significativas entre os valores
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obtidos para as concentragdes do regulador utilizado. Para o explante foliar,
todos os tratamentos que continham 2,4-D foram significativamente iguais entre
si, mas superiores & testemunha, na indugiio de calos. A concentragio | mg L™,
seguida por 2,5 mg L” de 2,4-D, foi a que apresentoﬁ maiores resultados para
cssa varidvel, 90 ¢ 80%, respectivamente. Por outJ:'o lado, na auséncia do

regulador ndo houve formagéio de calos (Figura 9).
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FIGURA 9. Formagdo de calos em explantes foliares de ingazeiro tratados
com 2.4-D. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Pcla analisc de regressdo, pode-sc observar que o 2,4-D, também na
concentracdo de 1,0 mg L, apresentou a melthor resposta (40%) na porcentagem
da area do cxplante coberta por calos. Novamente, a concentragio 2,5 mg L™ foi
a segunda melhor, juntamente com 2,0 mg L, atingindo, ambas, 27,5% da area

do cxplante com formacdo de calos (Figura 10).
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FIGURA 10. Porcentagem da area do explantc foliar de ingazeiro ocupada por
calos em resposta ao tratamento com 2,4-D. UFLA, Lavras,
MG, 2002.

Derivando-se a equagdo obtida pela analise de regressdio, obtém-se o
valor de 1,73 mg L' como ponto de maximo da curva. Isso significa ser esta a
concentragdo exata de 2,4-D, na qual sc obtém a mixima porcentagem de arca
do explante foliar ocupada por calo.

Curiosamente, os explantes foliares apresentaram um padrio de médias
observadas em resposta ao 2,4-D bastantc semelhante nas duas varidveis
analisadas, percebendo-se apenas pequena alteragdo na concentragio 2 mg L.
Essc fato indica a intima relagio que hi entre a formagio do calo € o seu
crescimento. Na verdade, o fator que esta relacionado a cssas duas variéveis ¢a
capacidade das células do explante se¢ dividirem em resposta 4 concentragio da
auxina utilizada. De acordo com a concentragio de 2,4-D presente no meio, as
células podem ser estimuladas a se dividirem em maior ou menor intensidade
ou, entdo, podem até mesmo ser inibidas. Essa divisio estimulada leva a
formagiio dc uma massa de células jovens pouco diferenciadas, ou scja, o calo.

Abreu (1998), trabalhando com indugdio de calos em explantes foliarcs
dc insulina vegetal em meio MS suplementado com 2,4-D, obteve calos em
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todas concentragdes utilizadas (0,09; 0,48; 0,97 ¢ 1,99 mg L), com excegdio do
controle. Porém, a autora recomenda a concentragio de 0,09 mg L7, por
apresentar calos com maior ganho de peso e auséncia de sinais de necrose.

Da mesma forma, Fortes (1992) obteve menor qorcentagcm de formagédo
de calos nas culturas com macieira (Malus spp) quando ndo acrescentou 2,4-D
ao meio de cultura. A melhor concentragido de 2,4-D paﬁ a varidvel avaliada foi
cerca de 2 mg L™, dependendo da cultivar.

Paiva-Neto (1996) obteve formagio de calos € raizes em tecidos foliares
de moreira (Chlorophora tinctoria (L.) Gaudichaud) qﬁando acrescentou 2,4-D
ao meio de cultura. A combina¢iio deste regulador de crescimento com a
citocinina benzilaminopurina (BAP) reduziu a porcen#agcm de explantes com
calos, inibindo a rizogénese. A melhor concentragfio de 2,4-D obtida foi 6,36 mg
L, tanto aos 20 quanto aos 30 dias apés a inoculagio. Nenhuma formagiio de
calos foi obtida na auséncia de 2,4-D ou BAP.

Em alguns trabalhos, os autores acrescentam dois reguladores de
crescimento ao meio de cultura, com o intuito de obter um balango hormonal
- favordvel 3 obteng@io de calos. Como exemplo, Santos (2001) interagiu duas
auxinas, 0 2,4-D ¢ o 4cido indol acético (AIB), em um experimento de indugiio
de calos em explantes foliares de cafeciro (Coffea arabica e Coffea canephora)
em meio MS 50%. Neste caso, a interagdo entre os reguladores de crescimento
ndo influenciou nos resultados, ja que a produgio mixima de calos obtida foi
com 1 mg L™ apenas de 2,4-D para as cultivares ‘Rubi’ € “Topézio® ¢ em 0,5 mg
L™ de 2,4-D para a cultivar ‘Apoata’.

A formagfio de calos pode ser obtida também :intcragindo uma auxina
com uma citocinina. Cerqueira (1999) obteve maior indugdo de calos em
segmentos foliares de erva-de-touro utilizando 2 mg L' de 4cido
naftalenoacético (ANA) combinado com 2 mg L™ de BAP, obtendo 100% da
area do explante coberta por calos.
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Nos cxplantes dc scgmento internodal houve formagiio dc calos em todos
os tratamentos utilizados, inclusive na auséncia de 2,4-D (Figura 11). A auséncia
e a concentragio de 1,5 mg L' de 2,4-D ndo apresentaram diferencas
significativas. Da mesma forma ocorreu entre as concentragdes 0,5; 1;2; 2.5 ¢ 3
mg L', porém, foram significativamente melhores que os dois primeiros. Nas
concentragdes 1 ¢ 3 mg L ocorreram formacgdes de calos em todos os explantes
inoculados, enquanto que, na concentragio 2 mg L™, esse valor foi de 90%. O
tratamento controle, no qual ndo se utilizou 2,4-D, proporcionou 30% de

explantes com calos formados.
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FIGURA Il. Formmag¢io de calos cm scgmentos intcrnodais de ingazeiro
tratados com 2,4-D. UFLA, Lavras, MG, 2002.

A porcentagem da area do explante ocupada por calos tem rela¢io linear
em relagdo & concentragdo de 2,4-D no meio de cultura. Assim, a concentragiio
de 3 mgL' foi a que apresentou o melhor resultado para essa varidvel,
alcangando 80% da area do explante com calos (Figura 12).
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FIGURA 12.  Porcentagem da area do explantc dc 'scgmento internodal de
ingazeiro ocupada por calos cm resposta ao tratamento com 2,4-
D. UFLA, Lavras, MG, 2002. ‘

Novamente, o padrio das médias observadas | em resposta ao 2,4-D
obtidos para formagdio de calos sc repete na porcentagem da area do cxplante
coberta por calos. A cxplicagio para estc fato ocorrido em cxplantes dc
segmentos intemodais é a mesma dada para explantes *‘oliarcs. Ou seja, cxiste
uma intima relagiio cntrc a formagio do calo ¢ o scu cr&scimcnto, ja que o fator
que estd relacionado a essas duas varidveis é a cmpécidade das células do
cxplante se dividirem. Dessa forma, a sua repetigdo dé maior credibilidade &
explicagdo proposta. |

Paiva-Neto (1996), trabalhando com cxplantes dc segmentos nodais de
moreira, obteve formagdo de calos cm todas as concentragdes de 2,4-D
utilizadas. Somente no controle ndo ocorreu calogéh&'se. Esses resultados,
associados aos obtidos com segmentos foliares ja apreseﬁmdos, levaram o autor
a concluir a necessidade de uso de 2,4-D para induc§9 de calogénesc nessa
cspécie.

Comparando a utilizagdo de 24-D ¢ doi: acido 3,6-dicloro-2-

metoxibenzdico (dicamba) para indugio de calos em cupuagu, Rodrigues (2000)

!
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comprovou a maior eficiéncia do 2,4-D. Explantes de discos foliares jovens
obtiveram 50% de formagdo de calos, na presenga de 7 mg L™ de 2,4-D. Por
outro lado, em cotilédones, o ponto 6timo para obtengio de calos situou-se entre
as concentragdes 3 ¢ 7 mg L. Santos (2001) obteve melhor formacdo de calos
em explantes nodais de cafeeiro com 2,4-D, independente de sua concentragiio
em relagdo ao AIB.

Ja Cerqueira (1999) induziu calogénese em explantes de segmentos
caulinares de erva-de-touro combinando os reguladores de crescimento ANA ¢
BAP. Segundo a autora, 0 melhor resultado foi obtido com 1 mg L de ANA,
combinado com 2 mg L™ de BAP, o qual proporcionou 75% de area coberta
com calos.

Quando comparam-se os valores obtidos para cada varidvel entre os dois
tipos de explantes, percecbe-se que as médias alcangadas pelos segmentos
internodais sdio sempre maiores ou iguais as dos segmentos foliares. A formagio
de calos em todos os tratamentos ¢ a presenc¢a de tratamentos onde se observou
100% de calos formados comprovam a superioridade dos explantes de
segmentos internodais em relaglio aos explantes foliares. Além disso, a menor
porcentagem atingida pelos explantes de segmento internodal na presenga de
2,4-D (60% utilizando 1,5 mg L) s6 foi inferior is duas maiores porcentagens
obtidas para scgmentos foliares (90 ¢ 80%, utilizando 1 e 2,5 mg L*,
respectivamente).

Essa'superioridade se confirma para a porcentagem da édrea do explante
ocupada por calos. Dessa vez, a menor porcentagem obtida pelos explantes de
segmento internodal na presenga de 2,4-D (47,5% utilizando 1,5 mg L™*) foi
superior & maior porcentagem obtida para segmentos foliares (40% utilizando 1
mgL™).

Caracteristicas internas aos explantes, como, por exemplo, a idade do
6rgdo ou do tecido inoculado, o tamanho do explante € o tipo de leséio, podem
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acarretar uma maior ou menor multiplicagio celular, levando a um ritmo maijor
|
ou menor no crescimento do calo. Esse fato pode explicar o melhor desempenho

obtido com explantes de segmentos internodais em relagfio aos foliares.

1
|
6 CONCLUSOES

Segmentos internodais sio mais eficientes qu:c os segmentos foliares
para a formagio de calos em ingazeiro. ‘

Explantes de segmentos foliares apresentam maior porcentagem de
formagdo de calos e porcentagem da 4rea do explante coberta por calos na
presenga 1 mg L™ de 2,4-D. !

Segmentos internodais apresentam 100% de formagiio de calos na
presenga 1 € 3 mg L de 2,4-D. Para a porcentagem da drea do explante coberta
por calos, o explante responde lincarmente em relagio a concentracdo de 2,4-D.

i
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CAPITULO 4 - Curva de crescimento e anslises bioquimicas de
calos formados a partir de explantes foliares e de segmentos

internodais de ingazeiro

1 RESUMO

SOARES, Gustavo de Araijo. Curva de crescimento e analises bioquimicas de
calos formados a partir de explantes foliares e de segmentos internodais de
ingazeiro. In: . Aspectos do cultivo in vitro do ingazeiro [Inga vera
Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.). 2003. p.78-107. Dissertagio (Mestrado
em Fisiologia Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

Este trabatho determinou a curva de crescimento de calos originados de
explante foliares e de segmentos intemodais de ingazeiro e analisou
bioquimicamente, através da determinagio dos teores de proteinas, aminodcidos,
agticares soluveis totais € agticares redutores, os seus crescimentos. Segmentos
internodais ¢ foliares foram retirados de plantas matrizes jovens. As curvas de
crescimento dos calos formados a partir de explantes foliares ¢ de segmentos
internodais de ingazeiro seguem uma curva padriio com cinco fases distintas. Os
teores miximos de proteinas ¢ de aminoacidos obtidos de calos formados a partir
de explantes foliares e de segmentos internodais ocorreram aos 20 ¢ aos 50 dias
apés a inoculagdo, respectivamente. Os teores maximos de agicares sohiveis
totais obtidos de calos formados a partir de explantes foliares € de segmentos
internodais ocorreram ambos aos 80 dias apds a inoculagfo. Os teores maximos
de agucares redutores obtidos de calos formados a partir de explantes foliares ¢
de segmentos internodais ocorreram aos 60 ¢ aos 80 dias apés a inoculagdo,
respectivamente.

" Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora).
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2 ABSTRACT

SOARES, Gustavo de Arajo. Growth curve abd biochemical analysis of callus
formed in leaf and nodal segments of ingazeiro. In: |_. Aspects of the in
vitro culture of ingazeiro |Inga vera Willd. subsp. affinis (DC.) T.D. Penn.].
2003. p.78-107. Dissertation (Master Program in Plant Physiology) -
Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

|

This work determined the growth curve of callus formed from leaf and
nodal segments of ingazeiro and biochemically analyzed its growth by
determining the levels of proteins, amino acids, and total soluble and reducing
sugars. The growth curve of callus formed from nodal segments and leaves
showed similar pattern with five distinct phases. Higher levels of proteins and
amino acids present on callus formed from leaf and noda) segment explants were
observed, respectively, 20 and 50 days after explant inoculation. Higher levels of
total soluble sugar present on callus formed from leaf and nodal segment
explants were observed 80 days after explant inoculation. Higher levels of
reducing sugar on callus formed from leaf and nodal segment explants were
observed 60 and 80 days after inoculation, respectively.

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva - UFLA (Co-adviser). !
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3 INTRODUCAO

O calo ¢ uma massa dc células que se prolifera desordenadamente, mais
ou menos organizado, que geralmente surge sobre feridas de érgios e tecidos
diferenciados (Pierik, 1990). Assim como as plantas superiores, os calos
apresentam um padrio tipico de crescimento, o qual ¢ caracterizado por meio de
fases distintas.

O estudo do crescimento dos calos envolve a determinagdo dos periodos
em que ocorrem essas fases, sendo cada uma delas representada por eventos que
lhe sdo peculiares.

Segundo Santos (2001), as fases de crescimento de cultura de calos tém
sido caracterizadas no crescimento celular, cujos pardmetros incluem peso da
matéria fresca da célula, nimero de células e proteina celular total, atividades
metabdlicas ¢ concentragles de nutrientes nos meios de cultura. Os diversos
periodos que compdem o crescimento dos calos sdo a fase lag, fase log ou
exponencial, fase de crescimento linear, fase de desaceleragio ¢ a fase
estaciondria.

A fase lag ¢ considerada como produtora de energia € correspondente ao
periodo em que as células se preparam para a divisfio, visando sua expansdo.
Caracteriza-se pelo mimero estaciondrio de células, pelo inicio da imobilizagio
de metabdlitos sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas e de compostos
especificos. Esta fase resulta em um pequeno crescimento do calo. A fase
exponencial ¢ considerada como biossintética. E nessa fase que se observa o
maior crescimento do calo, devido & maxima taxa de divisio celular,
caracteristica desse periodo. O nimero de¢ células aumenta, sendo essas
pequenas ¢ agregadas em mais de dez células. Na fase linear, ocorre a redugio
da taxa de crescimento de divisio celular, tornando a diviséo uniforme. O que
caracteriza essa fase € o crescimento e desenvolvimento celular. Na quarta fase,
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de desaceleragiio, devido & diminuigdo da divisio cclul# € a expansio da célula,
observa-se¢ a desaceleragio no crescimento do calo, cz?msada pela redugdo dos
nutrientes no meio de cultura, presenga de produtos téﬁicos, secagem do agar ¢
diminuigdo do oxigénio no interior das células. E nestafase que o calo deve ser
transferido para um meio fresco, possibilitando retomada do crescimento. Na
ultima fase, estaciondria, nfio se observa divisio ou cra:scimcnto celular, ndo ha
sintese de biomassa, nem aumento no nimero de célulails, 0 que mantém o peso

|

do calo constantc. Esta fase caracteriza-se pelo a‘cﬁmulo de metabolitos
secundarios nas células (Nakagawa et al., 1986; Lindscﬁ' & Yeoman, 1983; Noé
et al., 1980; Phillips & Henshaw, 1977). |

A importancia desse tipo de trabalho estd na id:entiﬁcaoﬁo das fases em
que ocorrem processos fundamentais ao estudo cinético do crescimento dos
calos. A partir desse estudo, pode-se estabelecer o mom[ento exato de repicagem
do calo para um meio fresco ou a possibilidade da sua utilizacfio em suspensdes
celulares, visando i produgio de metabélitos secundirios em espécies
medicinais. |

Segundo Phan et al. (1987), os calos podem apresentar composigio
bioquimica e exigéncias nutricionais distintas, em relagdo ao explante de origem.
As determinages quantitativas ¢ qualitativas de macro e micromoléculas, que
constituem os tecidos vegetais, podem auxiliar na determinagéio das diferentes
fases da vida de um vegetal, de acordo com o0 aumento ou diminui¢éo dos niveis
de compostos essenciais (Santos, 2001). |

Para a determinagio do teor de substincias presentes nos tecidos
vegetais, como proteinas, aminoicidos, agucares solaveis totais e aglcares
redutores, existem diversos métodos, os quais sdo baseados em reagdes quimicas
especificas do reagente com a estrutura desses compostos. Essas reagdes podem

ser quantificadas por meio de métodos colorimétricos. |
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A determinacfio do nivel de proteinas ¢ aminoacidos em tecidos ¢ uma
das andlises mais comuns em fisiologia vegetal (Passos, 1996). As proteinas sdo
macromoléculas que podem apresentar fungdes enzimatica e estrutural. Estudos
fisiolégicos € bioquimicos envolvendo sua quantificagdio, localizagfio e
determinagfo de atividade enzimdtica in vitro devem ser estimulados.

Outra classe de biomoléculas que se destaca em tecidos vegetais sdo os
aglicares, oS quais atuam como forma de armazenamento de energia, como
importantes constituintes de suporte de tecidos ou também como provedores de
esqueletos de carbono para compostos orginicos sintetizados pelas células .
(Serra et al., 2000). Gamborg et al. (1976) classificam os carboidratos como uma
das cinco classes de substincias essenciais requeridas para o crescimento e
desenvolvimento in vitro.

A determinaco dos niveis de agicares tem aplicagdo em varios estudos
fisiologicos, ja que revela a reserva prontamente disponivel para o crescimento
(Passos, 1996). Nos cultivos in vitro, os aglicares sio acrescentados ao meio de
cultura como fonte de encrgia para o desenvolvimento do explante. Esses tecidos
apresentam uma taxa fotossintética bastante reduzida, tornando-se praticamente
heterotréficos.

O objetivo deste trabalho foi determinar a curva de crescimento de calos
originados de explante foliares ¢ de¢ segmentos internodais de ingazeiro e
analisar bioquimicamente, por meio da determinagiio dos teores de proteinas,

aminodcidos, agicares soliveis totais € agticares redutores, o seu crescimento.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Curva de crescimento de calos

Para obtengdo da curva de crescimento de calos formados a partir de
explantes foliares € de segmentos internodais de ingal;zeiro, foram utilizadas
plantas matrizes jovens obtidas do viveiro de mudas qa Centrais Elétricas de
Minas Gerais (CEMIG), localizado na Represa de Camargos, municipio de
Itutinga, Minas Gerais. Estas plantas foram mantidas crq‘ sala de crescimento do
Setor de Fisiologia Vegetal, Departamento de Biologia, da Universidade Federal
de Lavras, a 25 % 2°C de temperatura, imadidncia de 43 pmol s’ m? e
fotoperiodo de 16 horas.

Antes da inoculaggo, as plantas matrizes, com dcrca de onze meses de
idade, passaram por um processo de desinfestagfio, no qual foram tratadas com
solugdo de Benlate 0,5% (p/v) ¢, 24 horas depois, ramos que continham caule €
folhas foram retirados. Em seguida, esses ramos foram divididos em segmentos
internodais e folhas, passando por lavagem em 4gua com detergente por 20
minutos ¢, depois, em agua corrente por mais 30 minutos. Posteriormente, foram
imersos em dlcool 70% (v/v) por 30 segundos, lavados em 4dgua destilada e
imersos em solugéio de Benlate 0,3% (p/v), por 30 minutos. Ap6s nova lavagem
em agua destilada, as folhas € os segmentos internodais foram imersos em uma
solugdo de hipoclorito de sodio (1% de cloro ativo para folhas e 2% para
segmentos internodais), onde permaneceram por 20 minutos. Finalmente, em
condi¢es assépticas, os explantes passaram por quatro lavagens ¢m agua
destilada e autoclavada.

Segmentos foliares de 1 cm® de 4rea foram inocu‘lados com a superficie
abaxial voltada para o meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962),
acrescido de 1 mg L de acido 2,4-dicloro-fenoxiacéﬁc¢ (24-D)e3 gL' de

sacarose.
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Segmentos internodais com 1,5 cm de comprimento foram inoculados
em meio de cultura MS, acrescido de 3 mg L de 2,4-D € 3 g L™ de sacarose, na
posic¢do horizontal e com pequenos cortes na regido do caule.

As concentragdes de 2,4-D utilizadas sio as mais indicadas para
calogénese, conforme resultados apresentados no Capitulo 3.

Os meios foram solidificados com 0,7% de agar ¢ seu pH ajustado em
5,6 antes da autoclavagem. Os explantes foram mantidos no escuro em sala de
crescimento, com temperatura regulada para 27 + 2°C.

Para s¢ determinar a curva de crescimento dos calos, foram feitas
pesagens do material inoculado a partir do dia da inocula¢do (tempo 0) até o 90°
dia para explantes foliares € at¢é o 110° dia para explantes de segmentos
internodais, com intervalos de 10 dias. Antes da pesagem, cada calo era limpo
cuidadosamente com papel absorvente.

O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo a
equagdo utilizada por Lameira (1997), na qual:

Y%crescimento = B P}Pl x100

sendo Pi = peso inicial ¢ Pf= peso final de calos

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo a pesagem correspondente a cada tempo composta pela média de 10
repetigdes.

4.2 Anilises bioquimicas dos calos
Anilises dos teores de proteinas, aminodcidos, agucares soliveis totais €
agucares redutores foram realizadas de calos obtidos a partir de explantes



foliares e de segmentos internodais de plantas jovens de ingazeiro, com cerca de
onze meses de idade, inoculados em meio MS supleme%ntados com]e3mgL’
de 2,4-D, respectivamente. Calos formados a partir de explantes foliares foram
coletados, em intervalos de 10 dias, até¢ 90° dia apés a inoculagiio, enquanto que
calos formados a partir de explantes de segmentos internodais foram coletados,
também com intervalo de 10 dias, até o 110° dia apé$ a inoculagio. Os calos,
apds pesados (300 mg), foram imersos em nitrogénio li‘quido ¢ armazenados em
freezer & temperatura de -80°C para, posteriormente, prﬁcedcrem-sc as extragOes
dos extratos ¢ as leituras, :

A obtengfio do extrato dos calos foi baseada na metodologia descrita por
Lemos (1996). As amostras de 300 mg de calos foram ﬂomogeneizadas em graal
com 3 mL de tampdio fosfato de potissio 0,IM pH 7,5 e, posteriormente,
centrifugadas a 10.000g, durante 30 minutos, em centrifuga refrigerada a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi separado do “pellet” e armazenado a
4°C, para ser utilizado na quantificaciio de acicares solitveis totais, agiicares
redutores e aminodcidos. O “pellet” foi ressuspendido em 3 mL de NaOH 0,IN ¢
centrifigado novamentc a 10.000g, durante 30 minutos, em centrifuga
refrigerada ainda & temperatura de 4°C. O sobrenadante foi armazenado a 4°C
para posterior quantificagfio de protefnas.

Andlise de proteinas ‘

A quantificaglio de proteinas foi realizada pelo método de Bradford
(1976), o qual se bascia no principio da associagdo entre protcina ¢ corante. As
aliquotas de 0,4 mL dos extratos, foram adicionadas 0,6 mL de agua destilada e
5,0 mL do reagente Commassie Blue, constituido de 0,01% de Commassie Blue
G-250, 8,5% de acido fosférico e 4,7% de etanol. Posteriormente, as amostras
foram homogeneizadas em agitador, para posterior leitmi‘a em espectrofotometro

a 595 nm. Os valores foram expressos em pg proteina g de matéria fresca, com
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base na curva padrio obtida a partir de diferentes concentragbes de soro-
albumina bovina (BSA).

Andlise de aminodcidos

Para determinacdio dos teores de aminoacidos foi utilizado o método da
ninhidrina, descrito por Stcin & Moorc (1948). As aliquotas dec 0,005 mL do
extrato de calos formados em explantes foliares ¢ de 0,01 mL do extrato de calos
de segmentos internodais foram adicionados, respectivamente, 0,995 e 0,99 mL
dgua destilada. Em ambas as aliquotas, foi adicionado também 1,7 mL do
reagente A+B+C (A - tampdo citrato de sédio 0,2 M, pH 5,0; B - reagente de
ninhidrina 5% em metilcelosolve ¢ C - KCN 2% em metilcelosolve).
Posteriormente, as misturas foram agitadas € levadas a um banho-maria a 100°C,
durante 20 minutos. Para leitura a 570 nm em espectrofotémetro, foi adicionado
1,3 mL de etanol 60% (v/v). A quantificagiio dos aminoicidos baseou-se na

curva padriio obtida por meio de diferentes quantidades do amincacido glicina.

Andlise de agiicares sohiveis totais

Utilizou-se a metodologia descrita por Yemm & Willis (1654), para
determinar o teor de agucares soliveis totais. As aliquotas de 0,01 mL dos
extratos foram adicionadas 0,99 mL de 4gua destilada ¢ 2 mL do reagente
antrona (20 mg de antropa, 0,5 mL de agua destilada ¢ 10 mL de H,SO,
concentrado). Apés agitagdo, os tubos foram aquecidos a 100°C, por cinco
minutos. As amostras foram levadas para leitura em espectrofotometro a 620 nm
¢ a quantificacio dos agicares baseou-s¢ na curva padrio obtida a partir de
diferentes quantidades de glicose.
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Andlise de agiicares redutores

A dcterminagio dos agucares redutores foi feita por meio da metodologia
descrita por Miller (1959), quc utiliza o acido 3,5-diqiuosalicilico (DNS). As
aliquotas de 0,6 mL do extrato de calos formados em cﬁplantes foliares ¢ de 0,4
mL do extrato de calos de segmentos internodais foram adicionados,
respectivamente, 0,9 € 1,1 mL de agua destilada ¢ 1 mL do reagente DNS. A
mistura formada foi homogencizada em agitador ¢ le:vada ao banho-maria a
100°C, por cinco minutos, sendo posteriormente resfriada a temperatura
ambiente. As amostras foram levadas a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm ¢
a quantificagio baseou-se na curva padrio obtida a partir de diferentes
quantidades de glicose. |

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento de calos

As curvas de crescimento dos calos formados a partir de explantes
foliares € de segmentos internodais de ingazeiro, inoculados em meio MS
acrescidode 1 €3 mg L' de 2,4-D, respectivamente, seguem uma curva padrio
com cinco fases: lag, exponencial, linear, desaceleragfio e estacionaria (Figura
13).
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FIGURA 13.

O crescimento de calos formados em explantes foliares e de segmentos

internodais de ingazeiro seguiu uma curva sigmoidal, com tendéncia de ganho
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Curva de crescimento de calos formados a partir de explantes
foliares (A) ¢ de segmentos intemodais (B) de ingazeiro,
inoculados em meio MS suplementados com 1,0 ¢ 3,0mg L' de
2,4-D durante 90 ¢ 110 dias, respectivamente. UFLA, Lavras,

MG, 2002.

de matéria fresca ao longo do tempo.

A fase lag, momento em que as células do cxplantc se preparam para a
divisio celular ¢ produgiio de encrgia, acumulando matéria fresca e seca, ocorreu
até o 10° dia apés a inoculagdo, apresentando 43% de crescimento, para os

explantcs foliarcs. Os cxplantes de segmentos internodais passaram por essa fase
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também nos 10 primeiros dias apos a inoculagdo, porém, esscs atingiram um
crescimento bem menor, 13%. Mezzetti et al. (1991), avaliando o crescimento
de calos obtidos a partir de segmentos foliares de k|w1 (Actinidia deliciosa),
observaram um acumulo de matéria fresca ¢ secai até o 30° dia apds a
inoculagdo. Ja Santos (1998) obteve a fase lag até o b° dia apds a inoculagio
com calos provenientes de rizomas de japecanga (Smilax japecanga Grisebach).
Santos (2001) verificou que, para calos cbtidos a panﬁ de segmentos nodais de
cafeeiro (Coffea canephora e C. arabica) ‘Apoatd’, a fase lag ocorreu até o 49°
dia ap6s a inoculagio, com 67% de crescimento. Enquanto que, para ‘Rubi’, essa
fase ocorrcu até o 28° dia apés a inoculagdo, com 39% de crescimento ¢ para
‘Topazio’ a fase lag ocorreu at¢ o 42° dia apos a irxoculac;ﬁo, com 52% de
crescimento.

A fase log ou periodo de crescimento exponencial ¢ 0 momento de
méxima divisfio celular. Segundo Shimizu et al. (1977) e Scragg & Allan (1993),
a fase lag pode ser considerada como produtora de epcrgia ¢ a fase log como
biossintética. Em ingazeiro, essa fase ocorreu entre 0 10° ¢ o 30° dia apés a
inoculagdo para os dois tipos dc cxplantes. No entanto, explantes foliares
apresentaram 40% de crescimento, enquanto que explantes dc segmentos
internodais 41%. Desta vez, o crescimento relativo dos explantes foliares foi
menor que os de explantes internodais, com um pequena diferenca de 1%. Landa
et al. (2000) verificaram que, para calos obtidos a partir de segmentos foliares de
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), a fhsc exponencial ocorreu entre o 7°
¢ 0 35° dia aps a inoculagdio. Santos (2001) observou que, para calos obtidos a
partir de segmentos nodais de cafeeiro ‘Apoatd’, a fase exponencial ocorreu
entre 0 49° ¢ 0 63° dia apds a inoculagfio, apresentando 79% de crescimento.

A fasc de crescimento linear, na qual os cz:llos diminuem a divisio

celular ¢ as células crescem, aumentando a érea, foi ofbservado entre 0 30° e 0
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60° dia ap6s a inoculagio em explantes foliarcs, com 9% de crescimento. Em
explantcs de segmentos internodais, essa fase estendeu-sc 20 dias a mais,
durando do trigésimo ao octogésimo dia, com 21% de crescimento. Novamente,
a porcentagem de crescimento atingida por explantes de segmentos internodais
foi maior que a atingida por explantes foliares. Serra (2000) observou que, em
calos formados a partir dc segmentos foliares de castanheira-do-brasil
(Bertholletia excelsa H.B.K.), o periodo de crescimento lincar foi cntre 0 53° ¢ o
60° dia apds a inoculagdio, com 35% de crescimento. Santos (2001) obteve, em
calos formados de segmentos nodais de cafeeiro ‘Topdzio’, a fase linear entrc o
77° ¢ o 84° dia apés a inoculagiio, com 12% de crescimento.

Nos explantes foliares, a fase de desaceleragdo do crescimento se deu
entre 0 60° ¢ o 70° dia ap6s a inoculagio dos explantes foliares, com 3% de
crescimento. Essa fase atingiu 2% de crescimento nos explantes de segmentos
internodais € foi do 80° ao 90° dia apés a inoculagfio. As culturas, nesse periodo,
devem ser transferidas para um novo meio de cultura, devido & redugdo de
nutrientes, secagem do agar ¢ acimulo de substincias téxicas (Smith, 1992).
Assim, a repicagem dos calos provenientes de explantes foliares ¢ de segmentos
internodais de ingazeiro para um novo meio de cultura deve ser feita aos 60 ¢
aos 80 dias, respectivamente, inicio da fase de desaccleragdo. Em lechieira
(Litchi chinensis Sonn.), verificou-se que, na curva de crescimento de calos
formados a partir de segmentos foliares, a fase de desaceleragio ocorreu entre o
63° ¢ 0 77° dia ap6s a inoculagio (Mesquita, 1999). Em calos obtidos a partir dc
segmentos nodais de cafeciro ‘Rubi’, o intervalo de desaceleragio do
crescimento deu-se entre o 63° ¢ o 77° dia apés a inoculacdo, apresentando
apcnas 14% dc crescimento (Santos, 2001).

A tltima fase de uma curva de crescimento ou fasc cstacioniria, na qual
ocorre 0 menor crescimento celular, inicion em explantes foliares a partir do 70°

dia apés a inoculagiio, sendo observada a manutengdo do peso alcancado na fase
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anterior ¢ cm explantes de segmentos internodais a partir do 90° dia, alcangando
1% dc crescimento. Abreu (1998) verificou que, para it:alos.bbtidos a partir dc
segmentos foliares de insulina vegetal (Cissus sicyoitj'ies), a fasc estacionaria
ocorreu a partir do 27° dia apds a inoculagiio. Lan&a cfg al. (2000) verificaram a
ocorrcncia dessa fasc a partir do 46° dia apos a inoculaicio, em calos obtidos dc
segmentos foliares de pequizeiro. |

Comparando-s¢ os resultados das curvas de crescimento citadas
antcriormente com o0s das curvas de crescimento de calps de ingazeiro, observa-
se que o crescimento desses tecidos na espécie em estudo ¢ bastante lento, o que
pode estar relacionado a um ciclo celular também lento. O ciclo celular ¢
composto por varias fases, sendo a intérfase (fasc ondé ocorre a duplicagdo do
DNA), a mais demorada. A sequéncia das fases do ciclo celular ¢ governada por
um sistema-controle em que participam complexos de p'rotcinas.

A partir da duragiio das fases e dos valores relativos de crescimento
alcangados pelos dois tipos de explantes, podem-se fazer obscrvagdes
interessantes numa comparag¢do entre as duas curvas. A fase responsivel pcla
menor duragdo da curva de crescimento de calos a partir de explantes foliares foi
a de crescimento lincar, pois essa foi a unica fase que; teve menor duragdo (20
dias a menos) em relagdio 4 mesma fase da curva ae crescimento de calos
provenicntes de segmentos internodais. Todas as outras fases tiveram a mesma
duragdo para os dois tipos de explantes.

Em relagio as porcentagens de crescimento alcancadas em cada fase da
curva de crescimento, as fases que apresentaram maliom diferencas entre os
cxplantes foram a lag, com difcrenga de 30% a favor do explante foliar, € a
linear, com diferenca de 12% a favor do cxplante dc segmento intemodal. Para
as outras trés fascs, essa difcrenea foi de apenas 1%.

A alta porcentagem de crescimento apr(scmadaj pelos calos de explantes
foliares, durante a fase lag, ¢ bastante favoravel, porém, além de sua duragio de
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10 dias ser muito curta, seu peso inicial foi muito pequeno. Dessa forma, os
calos de cxplantes foliares comegaram a crescer mais rapido, mas o ritmo de
crescimento era logo alcangado pelos calos de scgmentos internodais.

Além da diferenca entontrada entre as porcentagens de crescimento, na
fase linear, das curvas de crescimento dos dois explantes, vale lembrar que foi
exatamente esta fase a responsivel pela maior duragio da curva dos explantes de
segmentos internodais, com 20 dias a mais. Esses dois aspectos, juntos, sugerem
que essa fase seja o principal periodo responsavel pelas diferengas encontradas
entre o crescimento de calos formados a partir de cxplantes foliares ¢ dc
segmentos internodais.

No entanto, deve-se considerar que essas porcentagens representam
valores relativos, ou seja, quanto foi o ganho do peso em relagdo ao peso inicial
(ponto 0). Assim, em uma determinada fase, o crescimento relativo de um
explantc mais pesado pode ser menor em relagio a um cxplante mais leve,
porém, seu crescimento absoluto nessa mesma fase pode ser maior. Dessa forma,
como os explantes de segmentos internodais inoculados (tempo 0) eram bem
mais pesados que os explantes foliares (mais de 21x), mesmo apresentando um
crescimento relativo, em algumas fases, menor que os explantes foliares, o seu
crescimento absoluto foi sempre maior. De acordo com csse fato, se fossem
inoculados explantes foliares ¢ de segmentos internodais com mesmo peso
inicial, para obtengfio da curva de crescimento, os calos formados a partir de
explantes foliares, além de atingirem a fase de desaceleracdo mais rapido,
poderiam também apresentar um peso final maior em relagdo aos calos formados
a partir de segmentos internodais.

Esscs dados podem parecer contraditérios aos apresentados no capitulo
3, em que os explantes de segmentos internodais foram estatisticamente
melhores para calogénese que explantes foliares. Como niio hé possibilidade de

sc obter explantes foliares com pesos muito maiores aos apresentados, os
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explantes de segmentos internodais continuam sendo melhores para se obter uma
boa massa dc calos em ingazeiro. Como discutido no Capitulo 3, o tamanho do
explantc parcce scr o fator primordial que afcta os;resultados da curva de
crescimento. Explantes maiores tém maior por¢do <de iescrvas ¢ horménios em
relagdo aos explantes menores (Picrik, 1990), além gle, possivclrﬁcnte, maior

namero total de células jovens ¢ indiferenciadas para multiplicagdo.

5.2 Anilises bioquimicas dos calos

Os teores de proteinas apresentados pelos cxpl#ntcs ¢ calos formados a

partir de explantes foliares ¢ de segmentos intcmodais;

padrdo semelhante de acimulo durante o periodo inicial;, seguido de redugfo nos

dc ingazeiro seguem um

dias posteriores (Figura 14).
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FIGURA 14.  Teores de proteinas dos explantes L de calos de ingazeiro
formados a partir de explantes foliares ¢ de segmentos
mtemodals mmoculados cm meio MS, suplementado com 1 ¢ 3

mg L' de 2,4-D durantc 90 ¢ 110 dias, respectivamente.
UFLA, Lavras, MG, 2002. .
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Observa-se que, em quasc todos os dias avaliados, os teores apresentados
pelos calos formados a partir de explantes foliares foram bastantc supcriores aos
obtidos cm calos formados a partir de explantes dc segmentos internodais. A
Gnica excegiio foi no 80° dia,"quando a diferenca foi de apenas 0,57 mg g’ MF
em favor de explantes de segmentos internodais. As diferengas favoraveis aos
explantes foliarcs sdo bastantc acentuadas ¢ visiveis no dia da inoculago (tempo
0) ¢ no 10°, 20°, 30° ¢ 40° dias apds a inoculagdo, com diferencas de 2.861,
0443, 24.613, 8.291 ¢ 338%, respectivamente. A partir do 50° dia, essa
diferenga reduz um pouco, aumentando no 70° dia (529%).

Os teores de proteinas apresentados pelos calos formados em explantes
foliares iniciaram com um acamulo durante os 20 primeiros dias, quando este
chegou a atingir o pico méximo (8,58 mg g’ MF). Posteriormente, com o
aumento de dias ap6s a inoculag#o, o teor de proteinas sofreu sucessivas quedas,
aumentou no 70° dia ¢ estabilizou em, aproximadamente, 0,93 mg g” MF, valor
pouco maior que o teor apresentado pelo explante foliar no tempo zero (periodo
em que ainda ndo havia formacdo de calo).

Os teores de proteinas obtidos de calos formados em explantes de
segmentos internodais s6 foram apresentar um aumento mais substancial a partir
do 20° dia apés a inoculagio. Até entdio, os teores apresentados nas trés
primeiras avaliagSes variaram por volta de 0,04 mg g MF. O crescimento no
teor de proteinas aumentou até o 50° dia, alcangando pico ¢m 2,70 mg g'MFe
sofreu uma pequena redugio que se acentuou a partir do 80° dia apds a
inoculagéo.

Apesar de apresentar um padriio semelhante aos teores de calos de
cxplantes foliares, os calos formados a partir explantcs dc segmentos internodais
s6 foram apresentar ganhos ¢ perdas nos teores de proteinas tardiamente, 0 que

acentuou muito as diferencas nos teores de proteinas dos dias iniciais.
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Aumento inicial com posterior redugfio nos teores de protcinas também
foi observado por Sachi et al. (1995), em calos de kiwi. Santos (2001) observou
acumulo nos teores de proteinas em calos de cafeciro “‘Apoatd’ até o 63° dia
ap0s a inoculagio. ° ; .

Ja Paiva-Neto (1996) obteve aumento nos teor& de proteinas, em calos
formados de cxplantes foliares de moreira (Chlorophora tinctoria), até o 20° dia
apds a inoculagdo. Mesquita et al. (2002), trabalhand6 com calos de lechicira
formados a partir de segmentos foliares, obtiveram teor maximo de proteinas no
42° dia apés inoculacdio, para explantes inoculados em meio MS acrescido com
2 mg L de 2,4-D, ¢ no 70° dia, para explantes inoculados cm meio MS
acrescido com 6 mg L™ de 2,4-D, ambos na presenga de luz.

Relacionando os teores de proteinas encontrados nos calos de explantes
foliares as fases da sua curva de crescimento, percebe-se que o ganho inicial nos
teores de proteinas atravessou a fase lag, chegando ao maximo no meio da fase
exponencial. A partir deste ponto, os teores de proteinas comegaram a decrescer
até terminar a fase de crescimento linear, quando ocorreu um pequeno aciimulo
na fase de desaceleragdo € posterior consumo ¢ &stabiliiac;ﬁo na estaciondria.

Os teores de proteinas nos calos de explantes de segmentos internodais
mantiveram-se baixos e constantcs durante as fascs lag e exponencial. Somente
ocorreu acumulo de proteinas a partir da fase linear, porém, na segunda metade
desta fase observou-se consumo de grande quantidadie da proteina acumulada.
Nas fases de desaceleragio e estacionéria, o consumo continuou sendo superior a

produg3o, o que fez com que os teores nestas fases continuassem em queda.
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Em relagiio aos teores de aminoacidos nos calos formados a partir de
explantes foliares ¢ de segmentos internodais, o padrdo apresentado pelos calos
dos dois explantes seguiu padrdes distintos (Figura 15).
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FIGURA 15.  Teores de aminoicidos dos cxplantes ¢ de calos de ingazciro
formados a partir dc explantes foliares ¢ de scgmentos
internodais inoculados em meio MS, suplementado com 1 ¢ 3
mg L' de 2,4-D durante 90 ¢ 110 dias, respectivamente.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

Desta vez, os teores de aminoicidos obtidos nos calos de explantes
foliares foram maiores em todos os dias apés a inocula¢dio. A diferenga entre os
teores apresentados pelos calos dos diferentes explantes aumentou logo no
inicio, atingindo o maior valor ja no 10° dia apés a inoculagdo (199%) e
diminuiu um pouco no 20° dia (137%). Apos essc dia, essa diferenca continuou
reduzindo, porém, de forma abrupta, observando-s¢ apenas 2% no 40° dia. A
partir dessc ponto, a diferenca voltou a aumentar, atingindo 111% no 70° dia,

diminuindo novamente nos dias posteriores.
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Os teores de aminoicidos obtidos de calos formados em explantes
foliarcs do ingazeiro mostrou um acimulo até o 20° dia apés a inoculagio,
quando atingiu o valor méximo de 900,16 mg g MF. Do 20° ao 40° dias, o teor
de aminoacido reduziu até o menor valor encontr;do, excetuando-se o ponto 0
(463,07 mg g’ MF). Curiosamente, até csse dia, os padroes das curvas de
aminodcido e de proteinas foram bastante scmclhantcs? para calos de explantes
foliares, divergindo nos dias posteriores. Do 40° d;ia em diante, os calos
voltaram a acumular aminoacidos, chegando a 815,91 m}g g” MF no 90° dia apés
a inoculagdo. |

Nos calos formados a partir dc explantes dej segmentos internodais,
houve acimulo nos teores de aminoacidos nos 30 prim'eiros dias, quando esses
atingiram 468,77 mg g MF. Durante os 30 dias seguintes, esse teor se manteve
mais ou menos constante, com o pico no 50° dia (482,71 mg g' MF).
Posteriormente, houve uma pequcna queda no 70° dia, logo rccuperada nos dias
posteriores, chegando ao maior valor encontrado no teor de aminoacidos no
100° dia (502,34 mg g"' MF). Contrastantemente, 10 dms depois observou-se o
menor valor no teor de aminoacidos (59,55 mg g" MF). |

Paiva-Neto (1996) observou acamulo de aminoéjcidos em calos formados
de segmentos foliares de moreira até o 12° dia apés a;rinoculacio, seguido de
redugdio até o 30° dia. Essc aumecnto inicial ¢ postexj‘ior reducdio no teor de
aminoédcidos também foram detectados por Sacchi et gl. (1995), em calos de
Kiwi. |

Serra (2000) observou um acimulo nos teores de proteinas e
aminoacidos, nos calos formados a partir de scgmentos foliares de castanheira-
do-brasil, até o 30° dia apds a inoculagfio com posterior redugio.

Relacionando os teores de aminoacidos cncqonlrados nos calos de

explantes foliares as fases da sua curva de crescimento, percebe-se que,
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semelhantemente s protcinas, ocorreu acimulo inicial de aminoacidos durante a
fase lag até a metade da fasc exponencial. A partir deste ponto, os teores de
aminodcidos comcgaram a decrescer até os 10 primeiros dias da fase linear,
quando voltou novamente & ocorrer acimulo de aminodcidos até a fase
estacionaria.

Nos calos de explantes de segmentos internodais, ocorreu um aciimulo
continuo nos teores de aminodcidos durante as fases lag ¢ exponencial. Nas fases
linear ¢ de desaccleracdo essc tcor mantcve-sc praticamente constante, com
pequenas oscilagSes, ocorrendo queda brusca nos 10 altimos dias de avaliagdo
(meio da fase estacionaria).

A elevagio nos teores de proteinas e aminoacidos nos calos formados a
partir dos dois tipos de explantes, logo no inicio, coincidindo com a fase lag ¢
inicio da exponencial, provavclmente expressa a sintese de novas proteinas e
aminoacidos formados a partir da degradagio de carboidratos. Esta degradagdo ¢
necessaria para a produgiio de energia a ser utilizada na fase log de crescimento,
na qual ocorre uma maior divisdo celular e, conseqiientemente, maior taxa de
crescimento (Serra et al., 2000).

Além disso, 0 aumento no teor de proteinas ¢ aminoédcidos obtidos pode
ser devido a uma absorgiio considerdvel do ion aménio ¢ da glicina do meio de
cultura. Segundo George et al. (1988), a presenga de aménio no meio de cultura
resulta no aumento da sintese de aminodcidos e proteinas, os quais sdo
produzidos utilizando-sc energia liberada no catabolismo dos carboidratos.

Os teores de agicares soliiveis totais (AST) presentes nos calos formados
a partir de cxplantes foliarcs apresentaram um aciimulo crescente com o tempo,
até se¢ estabilizarem, enquanto que os presentes em explantes de segmentos
internodais mostraram uma queda nos dias intermediérios. Com excegéio do

tempo 0 ¢ do 20° dia apds a inoculagdio, os teores apresentados por calos de
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explantes foliarcs foram scmpre maiores que os apresentados por calos de

scgmentos internodais (Figura 16).
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FIGURA 16. Teores de agucares soliveis totais dos explantes e de calos de

ingazeiro formados a partir de explantes foliares ¢ de
segmentos internodais inoculados em meio MS, suplementado
com | ¢ 3 mg L' de 24-D durante 90 ¢ 110 dias.
respectivamente. UFLA, Lavras, MG, 2002,

A difcrenga encontrada cntre os tecores de AST obtidos para calos
formados a partir de explantes foliares ¢ de explantes de scgmentos internodais
aumentou substancialmente do 40° ao 60° dia (valor maximo) com diferengas de
10, 35 ¢ 88%. Com o passar dos dias, a difcrenga diminuiu aos poucos, até
alcancar o valor de 36% no 90° dia apos a inoculagdo.

Os teores de AST em calos formados a partir de explantes foliares teve o
menor valor no ponto 0 (288.92 mg glicose g'] MF). Desde o inicio, houve
acumulo de AST. chegando ao valor de 691,18 mg glicose g’ MF. no 60° dia. A

partir de cntdo, esse tecor s¢ manteve relativamente constante, ocorrendo um leve
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acréscimo no 80° dia ap6s a inoculagdo, o que levou ao registro do maior teor de
AST encontrado nos calos (736,84 mg glicose g MF).

Ja para calos formados a partir de explantes de segmentos internodais, o
teor de ASToaumcntou até o 20° dia, quando atingiu 542,51 mg glicose g’ MF.
Do 20° ao 60° dias apés a inoculag#o, o valor reduziu para 366,93 mg glicose g’
MF, quando voltou a aumentar novamente até o 80° dia, chegando ao valor
maximo com 552,29 mg glicose g MF. A partir do 80° dia, os calos voltaram a
parar de acumular AST, tendo seus niveis reduzidos a 383,51 mg glicose g MF
no itimo dia de andlise.

Mesquita et al. (2002) também obtiveram aumento gradual nos teores de
AST em calos de explantes foliares de lechicira inoculados em meio MS
acrescidos de 2 ¢ 6 mg L™ de 2,4-D, na presenca de luz. J4 Serra et al. (2000)
obtiveram resultados completamente opostos com calos formados a partir de
scgmentos foliares dc castanheira-do-brasil. Os teores de AST apresentaram
constante redugdo durante todo periodo de avaliagio. Da mesma forma, Paiva-
Neto (1996) também observou degradagiio dos AST, apés o 12° dia de
inoculagdo, em segmentos foliares de morcira.

Relacionando os teores de AST encontrados nos calos de explantes
foliares as fases da sua curva de crescimento, percebe-se uma produgdio de AST
superior ao consumo durante as fases lag, exponencial e linear. Esse fator ¢
evidenciado pelo constante acimulo nos teores de AST durante essas fases
iniciais. Posteriormente, nas fases de desaceleracio ¢ estaciondria, esse teor sc
estabilizou, mantendo-se nessas condigdes com pequenas oscilagdes.

Nos calos de explantes de segmentos internodais, percebe-se ganho
inicial nos teores de AST durante a fase lag ¢ metade da fase exponencial. Deste
ponto até a primeira metade da fase linear, ocorreu consumo de AST, com

posterior acimulo na segunda metade desta fase. Na fase de desaceleragdo, os
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teores de AST voltaram a diminuir ¢ mantiveram-sc em queda na fasc
estacionaria.

Nos teores agucares redutores (AR) foi obscll'vado um padrio bem
dcfinido apenas para calos formados a partir dcoexplq‘ntcs fohiares. Os calos

formados de segmentos intcrnodais variaram muito com o tcmpo (Figura 17).
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FIGURA 17. Teores de agucares redutores dos explantes ¢ de calos de
ingazeiro formados a partir de cxplantes foliares ¢ de segmentos
intenodais inoculados em meio MS, suplementado com 1 ¢ 3
mg L™ de 2,4-D durantc 90 ¢ 110 dias, respectivamente. UFLA,
Lavras, MG, 2002.

No geral, ndo houve predominidncia de nenhu[m tipo de cxplante em
relacdo aos teores de AR. Calos formados a partir de explantes foliares
apresentaram maiores tcores de AR no 10°, 40°, 60°,j 70° ¢ 90° dias apos a
inocula¢do, enquanto quc calos formados a partir de cxplantes de segmentos
internodais apresentaram maiores tcores no tempo 0, 20°, 30°, 50° ¢ 80° dias
apos a inocula¢dio. A maior diferenga obscrvada cntre ds teores dc AR em calos

de explantes foliares ¢ dc segmentos intcrnodais foi no 90° dia, com 119% de
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vantagem para calos formados de explantes folires. No tempo 0, 10°, 30° ¢ 60°
dias apos a inoculagdo, essas diferencas foram cerca de 45%, ora para calos
formados a partir de explantes foliares, ora para calos formados a partir de
segmentos irgmo@is. °

~Os teores de AR obtidos para calos formados a partir de explantes
foliares mantiveram-s¢ praticamentc constantes até o 30° dia (2,93 mg glicose g’
! MF). Nos 30 dias subsegiientes, ocorreu um aciimulo de AR, chegando ao teor
méximo de 7,66 mg glicose g' MF, com posterior diminuigio gradativa para
6,36 mg glicose g’ MF no 80° dia apds a inoculagdo. No 90° dia, esse valor
aumentou novamente para 7,52 mg glicose g MF.

Para calos formados a partir de segmentos internodais, os teores de AR
variaram muito ao passarem os dias apds a inoculagfio. Os teores iniciaram com
uma queda bruta logo no 10° dia (de 4,41 mg glicose g MF para 1,87 mg
glicose g" MF) e posterior acimulo até 6,50 mg glicose g” MF no 50°. Antes de
atingir o valor maximo de 6,80 mg glicose g’ MF no 80° dia, houve mais uma
redugdio no 60° dia. A partir desse ponto, o teor de AR reduziu no 90°, aumentou
no 100° e voltou a reduzir novamente no 110° dia.

Ao contrario dos resultados obtidos, Serra et al. (2000) verificaram o
teor maximo de AR no dia da inoculagéio de explantes de segmentos foliares de
castanheira-do-brasil € o teor minimo no uitimo dia de avaliagdo (60° dia). Da
mesma forma, Santos (2001) observou redugfo nos teores dec AR em calos de
cafeeiro ‘Rubi’ no 21° dia apés a inoculagdio, com posterior aumento desse teor.
Segundo as autoras desses dois trabalhos, a redugdo dos AR nos dias iniciais
coincide com a fase lag de crescimento dos calos, 0 que, possivelmente, ocorreu

para produzir energia a ser utilizada na fase exponencial de crescimento.
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Serra et al. (2000) ainda citam que a redugdo nos teores de AST e AR
sugere que os explantes ndo absorveram a fonte de carboidrato (sacarose)
presente no meio de cultura, podendo, assim, ser cxclm’da} de tal meio.

Relacionando-se os teores de AR encontrados nos calos dg explantcs
foliares as fases da sua curva de crescimento, perccbe{-sc que esscs teores se
mantiveram constantes durante as fases lag e cxponcnciai. Na fase linear ocorreu
acimulo crescente de AR nos calos ¢ na fase de de§acclerac50 ¢ inicio da
estaciondria observou-se pequena queda, com posterior acimulo nos 10 dias
finais de avaliacdo. !

Nos calos de cxplantes de segmentos internodais, percebe-se consumo
inicial de AR na fase lag. Durante as fases exponencial ? linear, os teores de AR
se recuperaram ¢ mostraram tendéncia de crescimento com o tempo, mesmo
havendo algumas avaliagdes em que o consumo foi superior a produgfio. Durante
a fase de desaceleragio ocorreu consumo acentuado de AR, com posterior

produgdo € consumo na fase estacionaria.

6 CONCLUSOES

Curvas de crescimento dos calos formados a partir de explantes foliares
¢ de segmentos internodais de ingazeiro apresentam padf'io sigméide, com cinco
fases distintas de crescimento.

A repicagem dos calos para novo meio de cultura deve ser realizada aos
60 ¢ 80 dias apos a inoculagio para explantes fdliares ¢ de segmentos
internodais, respectivamente.

Teores maximos de proteinas totais ¢ de aminoécidos obtidos de calos
formados a partir de explantes foliares e de segmentos internodais ocorrem aos

20 ¢ aos 50 dias ap6s a inoculagdo, respectivamente.
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Teores maximos de agicares soliveis totais obtidos de calos formados a
partir de explantes foliares ¢ de segmentos internodais ocorrem ambos aos 80
dias apo6s a inoculagfio.

Teores méaximos de agcares redutores obtidos de calos formados a partir
de cxplamtsofoliar&s ¢ de segmentos internodais ocorrem aos 60 ¢ aos 80 dias

apos a inoculagdo, respectivamente,
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