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RESUMO

CERQUEIRA, E.S. Propagação e calogênese in vitro em erva-de-touro
(Trídaxprocumbens L.), uma planta medicinal. Lavras: UFLA, 1999. 81p.
(Dissertação - Mestradoem Fisiologia Vegetal).

A espécie Trídax procumbens é originária da América Central e
freqüente nas regiões sudeste e centro-oeste do Brasil. Conhecida como erva-de-
touro ou margaridinha, possui propriedade antiinflamatória, cicatrizante,
broncodilatadora, antidiarréica e inseticida. Os trabalhos foram realizados no
Laboratório de Biotecnologia e de Biologia da Universidade Federal de Lavras,
MG, Brasil, com o objetivo de equacionar condições adequadas para a
micropropagação e a indução de calos. Os explantes oriundos do cultivo in vivo
foram desinfestados emálcool 70%por trintasegundos e imersos em hipoclorito
de sódiocomercial a 30% comduasgotasde detergente neutro sob agitação por
dez minutos que posteriormente foram lavados por cinco vezes em água
destilada e autoclavada em câmara de fluxo laminar. Para efetuar o
estabelecimento in vitro foram utilizados segmentos nodais do cultivo in vivo
inoculados em diferentes concentrações do meio de cultura de Murashige e
Skoog (MS) e em meio de cultura básico MS com suplemento de BAP e TDZ.
Constatou-se que a concentração 50%dos sais do MS foi mais eficiente para o
estabelecimento da espécie, produzindo melhor altura e peso da matéria fresca.
Para indução de calos foram utilizados segmentos foliares e caulinares oriundos
do cultivo in vitro e in vivo inoculados em meio MS sólido (0,6%), com pH 5,7
suplementados com diferentes concentrações de 2,4-D, AIB e ANA interagidos
individualmente com 2,0mg/L de BAP, constatando-se segmento foliar como
melhor tipo de explante para a indução de calos na presença de 2,0mg/L de
ANA e 2,0mg/L de BAP, e maior ganho de matéria fresca com explantes
provenientes do cultivo in vivo e acondicionados no escuro. Observaram-se
diferenças entre estruturas anatômicas nos cortes efetuados nos tecidos dos
explantes oriundos do cultivo in vitro e in vivo.

Comitê Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador) e
Evaristo Mauro de Castro - UFLA.



ABSTRACT

CERQUEIRA, E.S. In vitro propagation and callogenesis in Trídax
procumbens L., a medicinal plant. Lavras: UFLA, 1999. 81p. (Dissertation
- Master's degree in Agronomy, área of Plant Physiology).

The species Trídax Procumbens is native to Central America and
common to southastem and central-werstem Brazil. Known as erva-de-touro or
margaridinha (Herb of buli or little daisy), it possesses anti-inflamatory and
healing, bronchodilating, anti-diarrheic and insecticide properties. The works
were undertaken in Biotechonology and Biological Laboratory of the
Universidade Federal de Lavras, MG, Brazil, with the view to put into equation
the conditions suitable for micropropagation and induction of calluses. The
explants coming from the in vivo cultivation were disinfected in 70% alcohol for
30 seconds and immersed into 30% commercial sodium hypochooride with two
drops of neutral detergent stirring for ten afterwards were washed for fíve times
in distilled water and autoclaved in laminar flux chamber. To proceed the in
vitro establishment, nodal segments of the in vivo cultivation inoculated at
different concentrations of Murashige and Skoog (MS) culture médium and
basic MS culture médium with a suplement of BAP and TDZ. It was found that
the concentration 50% of the MS salts was the most efficient to the

establishment of the spcies, yielding greater height and weigth of the fresh
matter. For callus induction were utilized leaf and stemsegments from the in
vitro and in vivo cultivation inoculated in solid MS médium (0.6%) with pH 5.7
supplemented with different concentrations of 2,4-D, AIB na ANA interacted
singly with 2.0mg/L of BAP, leaf segment being considered the best sort of
explant for inducing calluses in the presence of 2,0mg/L of ANA and 2.0mg/L
BAP and higher fresh matter gain with explant coming from the in vivo
cultivation and condhioned in the dark. Differences were observed among
anatomical structures in the section perfomed in the tissues ofthe explants from
the in vitro and in vivo cultivation.

Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor) and Evaristo Mauro de Castro - UFLA.
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Capítulo 1

1.1 INTRODUÇÃO GERAL

A utilização de plantas na prevenção e cura de moléstias, condicionadas

a um processode experimentação empírica, constituia base da medicina popular

e é praticada desde os primórdios da civilização humana. Entre as décadas de

1950 a 70, as plantas foram marginalizadas em virtude do grande impulso quea

química orgânica proporcionou na medicina alopática. Entretanto, a partir da

década de 80, a fitoterapia vem sendo retomada pela medicina natural que têm

procurado aproveitar suas práticas, oferecendo-lhes respaldo científico e

integrando-as num conjunto deprincípios que tem como meta a cura dealgumas

doenças, além de restituir o homem à vida natural (Alzugaray e Alzugaray,

1996; Matos,1987).

Dados da Organização Mundial de Saúde (OMS) mostram que cerca de

80% da população mundial fez uso de algum tipo de erva na busca de alivio de

alguma sintomatologia dolorosa ou desagradável. Desse total, pelo menos 30%

foi por indicaçãomédica (Martinset ai., 1995).

Na verdade, enquanto as plantas se encontram ao alcance de todos, os

medicamentos industrializados têm, como principal obstáculo o alto custo, tanto

para o consumidor individual como para as entidades previdenciárias, fator

agravado pela ocorrência de efeitos colaterais ocasionados pelo seu uso

constante.(Alzugaray e Alzugaray, 1996).

Estima-se que das500 mil espécies deplantas existentes noplaneta, 16%

encontram-se na Região Amazônica brasileira, dos quais menos de 10% foram

estudados quimicamente e apenas um pequeno número teve suas propriedades

biológicas caracterizadas (Pletsch, 1998). Entre as centenas de espécies

medicinais, das quais a população faz uso, algumas contêm elevado potencial de



cura para diferentes tipos de doenças e várias jáestão sendo extraídas em larga

escala para suprir a demanda de laboratórios farmacêuticos internacionais

(Gomes, 1998).

Nos últimos 25, anos em países industrializados, 25% das prescrições de
drogas contém princípio ativo extraído de plantas superiores. Embora aquímica
orgânica moderna tenha contribuído para um aumento de compostos sintéticos

para uso na medicina, várias drogas importantes da medicina moderna são

extraídas de plantas medicinais (Lameira, 1997).

De maneira geral, o que seobserva é atendência mundial de valorização

dos produtos naturais de plantas, que reflete no aumento da demanda por estes

produtos. Entretanto, nos últimos anos as dificuldades em assegurar um bom

suprimentode plantas medicinaistem aumentado devido ao decréscimo drástico

nas reservas naturais, pela exploração irracional, perturbação do ambiente

natural pelo homem, encarecimento de mão-de-obra e dificuldades técnicas em

cultivarplantas selvagens (Tabata, 1977).

A carência de informações científicas sobre plantas medicinais ou com

potencial medicinal tem levado cientistas a direcionarem suas pesquisas, não

somente aos níveis fàrmacológico e químico, como também ao da fisiologia do

desenvolvimento, pois é de fundamental importância obter o conhecimento de

técnicas adequadas decultivo dessas espécies, para atender à demanda crescente

(Clemente Filha, 1996).

Deste modo,a cultura detecidos e células vegetais contribui como uma

alternativa promissora para suprimento de material constante e homogêneo,

independente de mudanças climáticas ou condições de solo. A tecnologia do

cultivo in vitro pode ser aplicada em plantas medicinais através da

micropropagação, cultura de calos e suspensão celular visando a produção de

metabólitos secundários. A exploração da capacidade biossintética de várias

culturas celulares por alguns grupos de cientistas temocorrido em vários países



nas últimas décadas, obtendo resultados satisfatórios. Entretanto, novos

conhecimentos têm sido relatados para uma variedade de substâncias utilizáveis

nas indústrias farmacêuticas, cosméticos e alimentos (Tabata, 1977).

Este trabalho teve como objetivo estudar uma metodologia de

micropropagação, a indução de calos e curva de crescimento para Trídax

procumbens L., consideradauma espécie medicinal.



1.2 REFERENCIAL TEÓRICO

1.2.1 Caracterização botânica da espécie

Trídax procumbens L., conhecida popuiarmente como Margaridinha

(Brandão, Gavilanes e Laca-Buendia, 1985) e erva-de-touro (Lorenzi, 1991), é

uma espécie que pertence à família das Asteraceas, tribo Helianteae, subtribo

Galinsoganae e ao gênero Trídax (Barcelar, 1994).

Trata-se de planta originária da América Central, se estendendo para

América do Sul. No Brasil é bastante freqüente nas regiões sudeste e centro-

oeste, sendo encontrada em Minas Gerais, no sul, triângulo e norte do estado

(Kissmann e Groth,1992; Barcelar, 1994).

Trata-se de uma planta herbácea, anual ou bianual, que se reproduz por

sementes, possui muitos caules decumbentes ou ascendentes, com até 40 cm de

comprimento. Seu caule é, em grande parte, prostrado, ramificado e com

formação de algumas raízes adventícias a partir dos nós em contato com solo.

Possui raiz principal pivotante, folhas simples, curto-pecioladas, opostas; limbo

ovalado, de base curtamente atenuada e ápice agudo, com margens

irregularmente denteadas; coloração verde ou verde-acinzentada; curtos pêlos

superficiais; inflorescência com capítulos isolados, no ápice de hastes de até

30cm de comprimento, de superfície curto-pilosa, na parte terminal dos ramos;

flores centrais, hermafroditas, de corola amarelo-ouro; aquênios subcilíndricos,

com menos de lmm de comprimento, de superfície escura, intensamente

recoberta de pêlos brancos (Kissmann e Groth.,1992) (Figura 1).



FIGURA 1. Fotografia ilustrativa da descrição botânica da planta erva-de-touro
(Trídaxprocumbens L.). UFLA, Lavras, MG, 1999.

A classificação da espécie em estudo foi efetuada pelo professor Manuel

Losada Gavilanes, cuja exsicata tem registro n°. 14897 no herbário da ESAL-

UFLA, Lavras, MG, Brasil.



1.2.2 Caracterização fítoquímica

As plantas sintetizam compostos químicos a partir dos nutrientes, da

água e da luz que recebem. Muitos desses compostos ou grupos deles podem

provocar reações nos organismos: são os princípios ativos. A planta considerada

medicinal é aquela que contém um ou mais de um principio ativo, conferindo-

lhe atividade terapêutica, porém, quando administrados em doses elevadas

podem causar toxicidade (Martins et ai., 1995). Um grande número de

compostos orgânicos naturais de origem vegetal, produtos do metabolismo

primário e secundário, é usado para as mais diversas finalidades, tanto na

terapêutica médica para a prevenção e cura de doenças, como na indústria de

cosméticos e de alimentos, servindo como aromatizantes, flavorizantes ou

antioxidantes. (Plestsch, 1998).

Os princípios ativos produzidos pelas plantas medicinais são, com

poucas exceções, compostos sintetizados a partir do metabolismo secundário.

Essa via metabólica caracteriza-se por produzir metabólitos que participam

ativamente nos processos de crescimento e desenvolvimento (Taiz e Zeiger,

1991). Swain (1977) inclui também, entre esses compostos, as proteínas e

polissacarídeos ácidos (mucilagens), produtos do metabolismo primário.

O teor dessas substâncias, acumuladas em diferentes partes dos vegetais,

varia substancialmente, considerando-se as diferentes fases de desenvolvimento

das plantas e de acordo com os fatores ambientais a que estão submetidas

(Clemente Filha, 1996).

Para análise fítoquímica, vários compostos foram isolados dos extratos

de Trídaxprocumbens através de sistema cromatográfico,onde foram descritas a

ocorrência de taninos, ácido fumárico, p-sitosterol, alcoois alifãticos, ésteres de

ácidos graxos e óleos essenciais na planta, luteonina, glucoluteolina, quercetina,

isoquercetina nas flores (Verma e Gupta, 1988; Pathax e Dixit, 1988).



1.2.3 Uso popular e atividade medicinal

Trídax procumbens L. é uma planta com propriedades medicinais,

utilizada popularmente em alguns países do mundo como Nepal, índia e

Guatemala (Taylor et ai., 1996; Villar et ai., 1997; Pathak, Saraf e Dixit, 1991).

È utilizada em forma de cataplasma e suco da planta toda (Kakrani e Saluja,

1994; Manandhar, 1989; Taylor et ai., 1996).

Verma e Gupta, (1988) descrevem o seu uso no tratamento de catarro

brônquico, disenteria e diarréia, além das propriedades antissépticas, inseticida,

anti-hemorrágica e cicatrizante. Sua ação como cicatrizante também foi citada

por Udupa, Udupa e Kulkami (1991); Udupa, Kulkami e Udupa (1995) e Villar

et ai. (1997). A ação inseticida e repelente de insetos desta planta foi citada por

Pathak e Dixit (1988), tendo Saraf, Pathak e Dixit (1991) caracterizando-a como

promotora de crescimento de pêlos em ratos.

A espécie foi ainda descrita como possuindo função hepatoprotetora e,

em estudo de levantamento etnobotânico, foi mencionada como antiinflamatória

(Pathak, Saraf e Dixit, 1991; Saraf et ai., 1992; Kakrani e Saluja, 1994). Seu

efeito antiviral e antibiótico foi demonstrado contra espécies de vírus causadores

da tosse, febre e resinado (Taylor et ai., 1996).

Villar et ai. (1997) relataram que a espécie possui atividades

antiparasitárias (ameba e malária); antiinflamatória (gastrite e artrite

reumatóide), metabólicas (diabete e diurética) atuando também nas desordens

sangüíneas e vasculares (anemia, coagulação e hipertensão).

Extratos da planta inteira são medicinalmente superiores a aquelas

extrações purificadas ou isoladas, conforme evidenciado por Udupa, Kulkami e

Udupa (1995), quando estudaram a cicatrização de feridas em ratos albinos.

Não foram encontrados relatos acerca de seu uso no Brasil, o que

explica, talvez pelo desconhecimento de suas atividades medicinais.



1.2.4 Cultivo in vitro

O desenvolvimento das técnicas de cultura de tecidos vegetais tem

aberto grandes perspectivas em muitas áreas relacionadas a produção vegetal,

entre elas: a micropropagação de muitas espécies, cultivo de plantas livres de

doenças, estudo do metabolismo primário e secundário, e melhoramento de

plantas (Grattapaglia e Machado, 1990). Através da cultura de tecidos,

praticamente qualquer espécie vegetal pode ser regenerada, utilizando-se vários

processos (Dixon, 1985). As plantas podem ser regeneradas através de embriões,

ápices caulinares, gemas axilares ou tecidos não meristemáticos através de

organogênese ou embriogênese.

A cultura de tecidos vegetais é de grande interesse, tendo em vista que

diversas espécies encontram-se em vias de extinção em função de vários fatores

como a intervenção do homem em seu meio, a ação da poluição desfavorecendo

a coleta de plantas saudáveis. Com essa tecnologia, é possível conservá-las in

vitro em meios de manutenção e programar a produção comercial, visando a

produção de princípios ativos.

Várias espécies de plantas medicinais têm sido submetidas a

experimentos de micropropagação (Bhojwani, 1980; Lameira, Costa e Pinto,

1994; Costa, 1995; Kajiki, 1996; Becker, 1997; Abreu, 1997; Lameira, 1997;

Fidelis, 1998; Coelho, 1999; Pereira, 1999).

A erva-de-touro produz sementes quase o ano todo, as quais têm

dormência inicial e germinação escalonada. Apesar de ser uma espécie que

propaga-se com facilidade, a micropropagação oferece vantagens para prática

agrícola como a rapidez na obtenção de um grande número de mudas que pode

ser exploradaeconomicamente devido a produção de seus princípios ativos úteis

e na conservação de espécies ameaçadas (Pletsch, 1998).

Devido ao grande potencial farmacológico e médico, aliado à

inexistência de trabalhos voltados para biotecnologia, toma-se necessário

8



estabelecer oprotocolo de micropropagação dessa espécie bem como a indução
de calos e estabelecimento da curva de crescimento para possibilitar a

maximização da produção de seusprincípios ativos.
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Capítulo 2

PROPAGAÇÃO "INVITRO" DE Trídax procumbens L.



RESUMO

CERQUEIRA, E.S. Propagação in vitro de Tridaxprocumbens L. Lavras:
UFLA, 1999. 81p. (Dissertação - Mestrado em Fisiologia Vegetal).

Tridax procumbens L. é uma espécie com propriedades medicinais
conhecida popularmente como margaridinha ou erva-de-touro. Devido a ação de
seus princípios ativos, é indicada como broncodilatadora, antidiarréica,
cicatrizante e antiinflamatória. Os trabalhos foram realizados no Laboratório de

Biotecnologia da Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras, onde, para efetuar o estabelecimento in vitro da erva-de-touro, foram
utílizados como fonte de explantes segmentos nodais caulinares. Avaliou-se o
efeito de diferentes concentrações de sais do meio MS (Murashige e Skoog,
1962), diferentes concentrações de BAP (6-benzilaminopurina) e TDZ
(tidiazuron) e influência do intervalo de repicagem com o objetivo de
estabelecer um protocolo de multiplicação in vitro da espécie. A concentração
do meio MS 50% produziu maior altura das plantulas e ganho da matéria fresca
da parte aérea. Na utilização de ckocininas, o BAP em menores concentrações
mostrou-se mais eficiente que TDZ, produzindo maior altura das plantulas,
númerode brotos e raízes e também peso da matériafresca e seca da parte aérea.
Maiornúmerode plantulaspodeser obtidono períodode 20 dias de repicagem.

Comitê Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador) e
Evaristo Mauro de Castro - UFLA.



ABSTRACT

CERQUEIRA, E.S. In vitro propagation of Tridax procumbens L. Lavras:
UFLA, 1999. 81p. (Dissertation - Master in Plant Physiology).

Tridax procumbens L. is a species with medicinal properties know
popularly as margaridinha or erva-de-touro (little daysy or herb- of- buli). Due
to action of itsactive principies, it is prescribed as bronchodilator, antidiarrheic,
healing and anti-inflammatory. The works were undeitaken in Biotechnology
Laboratory of the Departament of Agriculture of theUniverdidade Federal de
Lavras, where, to proceed in vitro establishment of erva-de-touro, were utilized
as a source of explants stem nodal segments. The effect of differente
concentrations of salts in the MS médium (Murashige and Skoog, 1962),
different concentrations of BAP (6- benzilaminopurina) and TDZ (Thidiazuron)
and influence of the transplanting interval with the objective of establishing an
in vitro muhiplication protocol of species were evaluated. The concentration of
the 50% MS médium produced greater height of seedlings and gain ofthe aerial
part dry matter. In the use of cytokinines, BAP at lower concentrations proved
more efficient than TDZ, yielding greater height of the seedlings, number of
sprouts and also weight of the fresh and dry matter of the aerial part. Greater
number ofseedlings may be obtainedover the period of20 days transplanting.

Guidance Committee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor) and EvaristoMauro de Castro - UFLA.



23 INTRODUÇÃO

A micropropagação é a aplicação mais prática da cultura de tecidos e a

de mais larga utilização, da qual além de outras vantagens, pode-se obter um

grande número de plantas sadias e geneticamente uniformes, acelerando os

métodos de propagação convencional o que a toma bastante viável

economicamente.

O controle do crescimento e da morfogênese a partir de explantes in

vitro é uma das características da cultura de tecidos vegetais. Estes fenômenos

ocorrem cukivando-se os explantes em um meio nutritivo, por isso, é

fundamental o conhecimento dos componentes e propriedades dos meios de

cultura.

O meio de cultura deve suprir tecidos e órgãos cultivados in vitro com

macro e micronutrientes e também um carboidrato que fornece energia

metabólica e esqueletos de carbono para a biossíntese de aminoácidos e

proteínas,polissacarídeos estruturais e todos os compostos orgânicos necessários

para o crescimento das células. Geralmente se utiliza sacarose, pois esse açúcar

suporta altas taxas de crescimento das espécies.

Normalmente incluem-se ao meio de cultura certos componentes

orgânicos como vitaminas, aminoácidos e reguladores de crescimento. Os

reguladores de crescimento são substâncias sintéticas que, uma vez aplicadas a

plantas inteiras ou a segmentos de tecidos vegetais, provocam atividades

fisiológicas similares aos hormônios que todas plantas possuem naturalmente e

que têm a função de regular os processos metabólicos que envolvem

crescimento e desenvolvimento.

Oobjetivo dotrabalho foi o dedeterminar uma metodologia quepermita

a propagação in vitro da espécieTrídax procumbens emgrande escala.



2.4 REFERENCIAL TEÓRICO

A biotecnologia oferece três estratégias para a produção de compostos

bioativos:

l)-os processos fermentativos, nos quais o crescimento da biomassa e a

biossíntese do produto ocorrem em biorreatores;

2) a engenharia genética, queobjetiva a alteração do genoma das células

através da introdução de novos genes das quais, conseqüentemente, obtêm-se

células, órgãos e plantas transgênicas com características bioquímicas alteradas;

3) a micropropagação, através da qual clones selecionados pelas suas

características fenotípicas e livres de patógenos são propagados em condições

assépticase rigorosamente controladas(Pletsch, 1998).

Várias espécies de plantas medicinais têm sido utilizadas para a

multiplicação de brotos e a regeneração de calos (Singh et ai., 1992; Malarz et

ai., 1993; Chen, Hua e Yin, 1993; Paniego e Giulietti, 1994; Nin et ai., 1994;

Duskova e. Dusek, 1995;Hasegawa, Yabee Morita, 1995; Keriko et ai., 1995).

Espécies herbáceas são mais fáceis de clonar in vitro do que outras espécies,

como no caso das espécies lenhosas.(Pierik, 1987), sendo que entre os métodos

disponíveis,estão a multiplicação de brotos a partir de gemas axilares e a

formação de brotos adventícios ou embriões somáticos adventícios (George,

1993).

Para se obter sucesso no estabelecimento in vitro de plantas, alguns

fatores devem ser observados, comoas condições em que as plantas matrizes são

mantidas em casa de vegetação, posição do explante na planta, época do ano,

nível endógeno de hormônio, tamanho do explante, método de inoculação,

fatores físicos de crescimento e adição de outras substâncias no meio de cultura

(por exemplo, reguladores de crescimento).
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Não foram encontrados relatos na literatura sobre a propagação in vitro

de Tridaxprocumbens L.

2.4.1 Meios nutritivos e reguladores de crescimento

Os meios nutritivos utilizados para a cultura de células, tecidos e órgãos

de plantas fornecem as substâncias essenciais para o crescimento e controlam,

em grande parte, o padrão de desenvolvimento in vitro.

Várias formulações de meio têm sido utilizadas no cultivo in vitro. A

diferença básica entre elas está na concentração dos sais utilizados. O meio MS,

assim denominado por ter sido estabelecido por Murashige e Skoog (1962), é

seguramente o mais amplamente utilizado, seguido pelo meio de Gamborg, B},

(1968) (Caldas, Haridasan e Ferreira 1998). Ele é muito rico em sais e é

freqüentemente utilizado na fase de multiplicação, mas pode causar toxidez e

outros problemasfisiológicos em algumas espécies, segundo Sato (1994),

Testes detalhados são necessários para estabelecer as combinações e

concentrações de reguladores de crescimento eficazes para induzir a resposta

desejada em cada tipo de explante e espécie (Pasqual e Barros, 1992; Arello e

Pinto, 1993;Pintoet ai., 1994; Caldas, Haridasan e Ferreira 1998).

A adição de fitorreguladores tem o objetivo principal de suprir as

possíveis deficiências dos teores endógenos de hormônios nos explantes que se

encontram isolados das regiões produtoras na planta matriz, estimulando

respostas como crescimento e alongamento ou multiplicação da parte aérea.

Estas respostas dependem do estado fisiológico dos explantes, o que está

relacionado com a época do ano em que são cultivados e estado geral da planta

matriz (Grattapaglia e Machado, 1990).

Ascitocininas constituem o grupo de fhoreguladores indispensáveis para

a quebra de dominância apical e indução de proliferação de gemas axilares. Em
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geral, uma relação alta entre citocininas e auxinas propiciam a formação de

brotos (Grattapaglia e Machado, 1990).

A benzilaminopurina (BAP) tem sido muito eficaz para promover

multiplicação em diversas espécies e é citada como sendo a citocinina por

excelência na multiplicação de partes aéreas e indução de gemas adventicias.

Torres e Caldas (1990) afirmam que o BAP é a citocinina mais potente para

promover a proliferação de partes aéreas e economicamente melhor por ser a

mais barata. Entretanto, a maior eficiência está na capacidade dos tecidos

vegetais em metabolizar os hormônios naturais mais rapidamente do que

reguladores de crescimento artificiais. Porém, essa não é uma regra absoluta e,

conforme a espécie, outras citocininas podem apresentar melhores resultados.

Com grande eficiência para a indução de brotações., o tidiazuron (TDZ)

também tem sido relacionado entre as novas citocininas.

O TDZ é um regulador de crescimento derivado da uréia, descoberto

pela Shering AG (Berlin, Germany) em 1976 para ser utilizado no

desfolhamento da cultura do algodão (Mok et ai., 1987; Fellman, Read e Hosier,

1987; Lu, 1993). Sua composição química é N-phenil-N'-l,2,3^thiadiazol-5-

ylurea, com estrutura sem anel purínico, ao contrário do que acontece com as

citocininas. Este produto foi citado como tendo ação citocininica, principalmente

quando aplicado em concentrações muito reduzidas, em tomo de 0,0022 a

0,088mg/L, e por isto tem sido cada vez mais utilizado na cultura de tecidos (Lu,

1993; Luz et ai., 1998).

O mecanismo pelo qual o TDZ induz respostas semelhantes aos das

citocininas não é completamente entendido. Uma hipótese é que o TDZ promova

a conversão das citocininas ribonucleotideas em ribonucleosídeas, as quais são

biologicamente mais ativas (Lu, 1993). Para Mok et ai. (1987), as várias

citocininas do grupo das feniluréias, inclusive o TDZ, devem possuir a

capacidade de modificar o metabolismo natural de ocorrência das citocininas,
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proporcionando autonomia dos tecidos vegetais em relação à sua produção. Os

resultados obtidos em calos de soja (Glycine max - Leguminosae) por Thomas e

Katterman (1986), sob dois níveis de TDZ, dão suporte a esta últimahipótese de

que o Tidiazuron induz a biossíntese de citocinina endógena.

Várias espécies de plantas medicinais têm sido submetidas a

experimentos de micropropagação utilizando reguladores de crescimento, como

em Eclipta alba Hassk (Asteraceae), estudada por França, Bertoni e Pereira

(1995), os quais reportam que grande número de brotos foi obtido após 60 dias

de cultivo em meio MS suplementado com 4,4uM de BAP. Já Nin et ai. (1994)

obtiveram uma alta taxa de proliferação de brotos em Ariemisia absinthium L.

(Asteraceae) em meio MS suplementado com l,78uM de BAP e 0,27u.M ANA,

mas os brotos apresentaram, geralmente, vitrificação que diminuiu quando o

nível de BAP foi reduzido para 0.88uM e o ágar aumentado de 0.7 para 0,8%.

Folhas de Coreopsis lanceolata L. (Asteraceae) também cultivadas em

meio MS com a combinação de ANA 0,5 a 2,0 e 5 a 40uM de BAP alcançou

uma resposta de 1,4 até 4,3 brotos adventícios em qualquer das quatro

concentrações de BAP em sete semanas após o cultivo (Lee et ai., 1994).

Le (1994), cultivando dois clones de Arnica montana L. (Asteraceae)

através de segmentos nodais em meio MS suplementado com combinação de

cinetina, BAP, ANA, zeatina e 2-iP (isopenteniladenina), obteve a melhor média

de proliferação de brotos (16 brotos por explante) com 4.44uM de BAP e

0,53uM de ANA.

Segmentos nodais de Yucca aloifolia L. (Liliaceae) cultivados in vitro

em meio MS (1/2) suplementado com lmg/L de TDZ em combinação com

0,2mg/L de ANA obtiveram alta taxa de proliferação de brotos (6,6) (Atta e

Van, 1997). Já em Brosimum guadichaudii Tréc. (Moraceae), os segmentos

nodais cultivados em meio MS suplementado com 3mg/L de TDZ tiveram

somente 1,8 broto por explante (Fidelis, 1998).
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2.5 MATERIAL E MÉTODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia do

Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras, no município

de Lavras, estado de Minas Gerais, Brasil

2.5.1 Estabelecimento de Tridax procumbens L. em diferentes
concentrações do meio MS.

Como fonte de explante foram usadas plantas cultivadas em casa de

vegetação. Os segmentos nodais foram retirados de plantas com

aproximadamente 45 dias de idade, as quais continham duas gemas que foram

desinfestadas da seguinte forma: lavados em água corrente por trinta minutos,

em seguida imersos em álcool 70% por trinta segundos e, então, transferidos

para uma solução de hipoclorito de sódio comercial a 30% com três gotas de

detergente comercial neutro, mantendo-se sob agitação por 10 minutos.

Posteriormente, em câmara de fluxo laminar os segmentos nodais foram lavados

quatro vezes em água destilada e autoclavada e, com o auxílio de pinça e bisturi,

foram excisados aproximadamente a 0,8cm de comprimento e inoculados em

meio básico de MS (Murashige e Skoog, 1962) solidificado com 0,6% de ágar

nas seguintes concentrações dos sais: 12,5; 25; 50; e 100%.

O pH dos meios foi ajustado para 5,7±0,1 antes da autoclavagem que se

deu a 121°C por 15 minutos; os explantes foram inoculados em tubos de vidro

(25 x 150mm) contendo 15mL de meio; os tubos foram vedados com tampas

plásticas e suas bordas protegidas com parafilme. Após a inoculação, os tubos

foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada a 25±1°C

na presença de luz com fotoperíodo de 16 horas de luz sob 25umoI.m .s de

irradiância.
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O delineamento estatístico utilizado foi o Inteiramente casualizado (DIC)

com 5 repetições, sendo cada parcela composta por 4 tubos. Os dados obtidos

foram submetidos a análise de variância e as médias analisadas por regressão

polinomial após 40 dias do cultivo inicial, sendo as seguintes variáveis

avaliadas: altura da plântula, número de brotos e raízes, peso da matéria fresca e

secada parte aérea e das raízes.

2.5.2 Indução de brotações em segmentos nodais de Tridaxprocumbens L.

Experimento I

Foram utilizadas como fonte de explantes, plantulas cultivadas in vitro

em sala de crescimento. Segmentos nodais com aproximadamente com 0,8cm de

comprimento foram excisados e inoculados em meio de cultura básico MS

(Murashige e Skoog, 1962) com 0,6% de ágar suplementado com BAP (0; 0,5 e

l,0mg/L). O pH dos meios foi ajustado para 5,7±0,1 antes de eles serem

autoclavados a 121°C por 15 minutos. Os tubos receberam 15mL de meio, foram

vedados com tampa plásticas e suas bordas protegidas com parafilme.

Os explantes foram incubados em salas de crescimento com temperatura

controlada a 25±1°C na presença de luz com fotoperíodo de 16 horas-luz sob

25umol.m"2.s*1 de irradiância.

Aos 30 dias, foram avaliados altura das plantulas, número de brotações e

raízes,peso da matéria fresca e seca da parte aérea e das raízes. O delineamento

estatístico utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 5 repetições,

sendo cada parcela composta por 4 tubos. Os dados obtidos foram submetidos a

análise de variância utilizando o nível de signifícância de 1%para o teste F e as

médias analisadaspor regressãopolinomial.
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Experimento II

Na metodologia do experimento II modificaram-se somente as dosagens

do regulador de crescimento, sendo utilizadas concentrações individuais (0;

0,125; 0,25; 0,5; e l,0mg/L) de BAP e TDZ.

Aos 30 dias após do cultivo inicial, foram avaliados: altura da plântula,

número de brotos e raízes, peso da matéria fresca e seca da parte aérea. O

delineamento estatístico utilizado foi o inteiramente casualizado (DIC) com 5

repetições, sendo cada parcela composta por 4 tubos. Os dados obtidos foram

submetidos a análise de variância utilizando o nível de signifícância de 1% para

o teste F e as médias analisadaspor regressão polinomial.

2.5.3 Influência de intervalos de repicagem na produção de plantulas in
vitro.

Como fonte de explante utilizaram-se plantas cultivadas em casa de

vegetação, cujos segmentos nodais foram desinfestados da seguinte forma:

lavados em água corrente por trinta minutos, em seguida imersos em álcool 70%

por trinta segundos e, então, transferidos para solução de hipoclorito de sódio

comercial a 30% comtrês gotas de detergente comercial neutro sob agitaçãopor

10 minutos. Posteriormente, em câmara de fluxo laminar foram lavados quatro

vezes em água destilada e autoclavada e, com auxílio de pinça e bisturi, foram

excisados com 0,8cm de comprimento e inoculados em meio básico de MS com

0,6% de ágar e 3% de sacarose, totalizando 100 tubos. Desse número foram

retiradas amostras de 10 tubos, usadas para cada repicagem realizadas aos 20,

30, 40 e 60 dias,. Das quais obtiveram-se os resultados do número de segmentos

nodais a partir de análises das médias.
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2.6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

2.6.1 Estabelecimento de Tridaxprocumbens L. através de segmentos nodais

As plantulas estabelecidas in vitro, a partir de segmentos nodais

cultivados em diferentes concentrações dos sais do meio MS (12,5; 25; 50; e

100%), não apresentaram problemas de contaminação e crescimento.

O tratamento que proporcionou maior altura da brotação dos segmentos

nodais foi o que continha 50% da concentração dos sais do meio MS. Obteve-se,

neste tratamento, uma altura média de 1l,9cm, enquanto que, para o tratamento

com a concentração de 12,5% dos sais do meio MS, a altura da brotação dos

segmentos nodais alcançou a média 3,3cm, o que diferiu estatisticamente

mostrando com isso, que Tridax não é uma espécie exigente em sais, sendo

sensível a altas concentrações dos sais presentesno meio MS.

As médias das alturas dos segmentos nodais não diferiram

estatisticamente nas demais concentrações, com resultados de 6,4 e 9,6cm,

respectivamente, para os tratamentos com 100 e 25% da concentração dos sais

do meio MS. A Figura 2 mostra o efeito das concentrações dos saisdo meio MS

na altura das brotações de segmentos nodais de Tridax procumbens.

^
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FIGURA 2. Efeito do meio de cultura MS sólido em diferentes concentrações de
sais na altura (cm) da brotação dos segmentos nodais
micropropagados de Tridax procumbens após 40 dias do cultivo
inicial. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Resultado semelhante foi obtido por Farias et ai. (1996) que, trabalhando

com segmentos nodais amica silvestre (Solidago microglosa L. - Asteraceae)

subcultivados em meio MS (25, 50 e 100%).da concentrações dos sais,

observaram que o tratamento contendo 50% da concentração do meio MS foi o

mais eficiente, produzindo, em média plantulas com lOmm de altura, 11,7

gemas e 5,2 raízes por planta.

Para a variável peso da matéria fresca da parte aérea, o melhor resultado

foi com 50% da concentração dos sais do meio MS, obtendo 0,47g, seguindo as

concentrações 25 e 100% do meio MS, as quais alcançaram 0,44 e 0,42g,

respectivamente. O menor valor foi de 0,2g no tratamento com 12,5% da

concentração do meio MS (Figura 3).
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FIGURA 3. Efeito do meio de cultura MS sólido em diferentes concentrações de
sais na matéria fresca da parte aérea (g) das brotações dos
segmentos nodais micropropagados de Tridax procumbens após 40
dias do cultivo inicial. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Não ocorreu diferença significativa para as variáveis número de raízes,

brotações e pesos das matérias fresca e secadas raízes e peso da matéria seca da

parte aérea. Quantoao númerode raízes, estas desenvolveram-se igualmente em

todos os tratamentos. Para o número de brotações, a média conseguida nos

tratamentos foi 1,75 para 100, 50 e 12,5% das concentrações dos sais do meio

MS e 2,0 para 25%.

Mesmo com uma pequena variação, o melhor resultado para o número

de raízes e, conseqüentemente, maior ganho em matéria fresca e seca (Tabela 1)

foi alcançado com a menor concentração dos sais domeio MS, confirmando que

baixas concentrações de sais induzem ao enraizamento. Resultado diferente foi

constatado em Phyllanthus niruri L. (Euphorbiaceae), em que 100% da

concentração do meio MS mostrou ser um dos melhores meio de cultura para a

indução de brotações para estaespécie (Silva, Moreno e Viana, 1996).
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Concentração Matéria fresca (g) Matéria seca (g)

dos sais MS(%) parte aérea Raiz parte aérea Raiz

12,5 0,272 0,283 0,026 0,041

25 0,439 0,058 0,036 0,042

50 0,469 0,068 0,041 0,005

100 0,423 0,047 0,033 0,003

TABELA 1. Médias para matéria fresca e seca da parte aérea e raízes (g) em
plantulas, a partir de segmentos nodais submetidos às diferentes
concentrações do meio MS. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Emobservações visuais, constatou-se queas folhas próximas à base dos

explantes apresentaram sinais de amarelecimento no tratamento com a

concentração de 100% dos sais do meio MS, sugerindo que a espécie foi

sensívelàs abas concentrações que o meioMS possui.

2.6.2 Indução de brotações em segmentos nodais de Tridaxprocumbens L.

Experimento I

Foi constatada diferença significativa somente para altura das plantulas

e o melhor resultado foi obtido com o meio MS ausente de regulador de

crescimento, cuja média alcançada foi de 5,7cm. Àmedida em que acrescentou-

se o BAP no meio de cultura, houve uma redução na altura das plantulas para

2,0cm, o que vem confirmar que a presença deste regulador no meio de cultura

diminui o tamanho das plantulas (Figura 4).
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FIGURA 4. Efeito do meio MS suplementado com BAP (0; 0,5 e 1,0 mg/L) na
altura (cm) de plantulas provenientes de segmentos nodais de
Tridaxprocumbens aos 30 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras,
MG, 1999.

A mesma resposta foi encontrada em estudo feito com Ipomoea batatas

L. (Convolvulaceae) por Alves (1988), no qual o meio MS ausente de regulador

de crescimento foi o mais eficiente no seu crescimento e desenvolvimento. Em

chapéu de couro (Echinodorus cfscaber Rataj - Alismataceae), a maior altura

dos explantes também foi obtida em meio MS ausente de regulador de

crescimento, cujo maior tamanho foi de 3,5cm e o menor de l,0cm (Pereira,

1999). O desenvolvimento de plantulas de Clusia nemorosa (Clusiaceae)

propagadas em meio MS ausente de regulador foi considerado o mais eficiente,

segundo estudos realizados por Saleh e Shepherd (1997).

Quanto ao número de brotações, elas mantiveram uma média de duas por

segmento. Com relação às raízes, foi observado que, à medida em que

acrescentou-se o BAP, o seu número tendeu a diminuir e as médias dos

tratamentos variavam entre 4,0 a 2,5 (Quadro 2, anexos).
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Nos demais tratamentos, foi observada a presença de calos na base das

plantulas, havendo um aumentoproporcional dos mesmos, à medida em que foi

adicionado BAP ao meio de cultura, o que prejudicou o desenvolvimento das

plantulas, retardando relativamente o desenvolvimento das brotações e o das

raízes, resultando em plantulas menores, e certamente, mais susceptíveis ao

estresse na fase de aclimatação

Especula-se que o nível endógeno de auxina da espécie pode ter sido

suficiente para balancear com a adição do BAP (citocinina), resultando na

formação dos calos.

Em algumas plantulas do tratamento que continha l,0mg/L de BAP,

folhas apresentavam sinais de vitrificação e a formação de calos em algumas

raízes.

O desenvolvimento das plantulas, avaliado aos 30 dias, pode ser

visualizado na Figura 5.
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FIGURA 5. Efeito do meio MS suplementado com BAP de plantulas
provenientes de segmentos nodais de Tridax procumbens, aos 30
dias de cultivo in vitro. 1) plantulas cultivadas em meio MS sem
regulador de crescimento; 2) plantulas cultivadas em meio
MS+0,5mg/L; 3) plantulas cultivadas em meio MS+l,0mg/L.
UFLA, Lavras, MG, 1999.

Experimento II

Neste experimento, o BAP foi mais eficiente do que o TDZ em todas as

variáveis analisadas.

Para a variável altura das plantulas, os maiores valores das médias

apresentadas foram obtidos à medida que ocorria a redução da concentração de

BAP no meio, sendo 2,6cm para a concentração de 0,125mg/L e 0,6cm para a
concentração de lmg/L (Figura 6 e Tabela 2). As dosagens usadas de TDZ não

mostraram diferença significativa e as alturas das plantulas variavam de 0,18 a

0,58cm paraa menor e maior altura, respectivamente.
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FIGURA 6. Altura da parte aérea (cm) a partír de segmentos nodais de Tridax
procumbens submetidos a diferentes concentrações de BAP.
UFLA, Lavras, MG, 1999.

Tabela2. Valores médios para altura (cm) de plantulas a partir de segmentos
nodais de Tridax procumbens submetidos a diferentes concentrações
de BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Concentrações (mg/L) Média geral
Regulador

0,125 0,25 0,5 1,0

BAP *(1)

TDZ *(2)

2,607

0,584

1,3418 1,1927

0,5725 0,1825

0,6273

0,5450

1,442 a

0,471 b

Médias seguidas por letras minúsculas na coluna diferem entre sipelo teste de Tukey (p>0,05)
*(1)y=3,032-0,63x r=0,8781
*(2)ns

Em Cissus sicyoides L. (Vitaceae), a maior altura das plantulas foi

conseguida em meio MS suplementado com 0,5mg/L de BAP e 0,4mg/L de

ANA (Abreu, 1998). Estudos feitos por Anand et aí. (1998) em Uraria picta

Desv (Leguminosae) demonstram que a maior altura das plantulas foi obtida em
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meio MS suplementado com BAP (0,25mg/L), obtendo-se 5,08 números de

intemódios; com 0,5mg/L foram obtidos 3,18 internódios e com lmg/L de BAP,

3,0 intemódios.

O mesmo ocorreu para a variável número de brotos, na qual o efeito do

BAP foi mais satisfatório. O meio MS contendo lmg/L de BAP apresentou

maior valor médio, com 4,1 e, com a concentração de 0,125mg/L, o menor valor

médio com 1,75. Nas demais concentrações, houve a formação de 2,0 brotos

com concentração de 0,25 mg/L e 3,1 com concentração de 0,5mg/L. Não houve

diferença significativa entre as dosagens usadas de TDZ, em que o número de

brotos manteve a média de 1,04 (Figura 7 e Tabela 3).
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FIGURA 7. Número de brotos a partir de segmentos nodais de Tridax
procumbens submetidos a diferentes concentrações de BAP. UFLA,
Lavras, MG, 1999.

33



TABELA 3 Médias para números de brotos em plantulas a partir de segmentos
nodais de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Rpaiil;^™- Concentrações (mg/L) w,,..
i\.eguiauor

0,125 0,25 0,5 1
lVIBUUt

BAP *(1)

TDZ *(2)

1,75

1,15

2,00 3,10

1,3 0,65

4,10

1,05

2,738 a

1,037 b

Médias seguidaspor letrasminúsculasna colunadiferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
*(l)y=0,7-0,815x r2=0,9470
*(2)NS

Em quebra-pedra (Phyllantus niruri), BAP e TDZ nas concentrações de

0; 0,125; 0,25; 0,5; e l,0mg/L formaram brotações em roseta e o melhor

resultado foi obtido na concentração de 0,125mg/L de TDZ, cujas médias

atingiram 5,0 brotos por explantes (Beker, 1997). Já Moreno, Amaral e Viana

(1996), estudando a espécie Phyllantus carolinensis L. (Euphorbiaceae),

sugerem o meio MS suplementado com 0,25mg/L de BAP como adequado na

indução de múltiplas brotações. Partlasarathy e Nagaraju (1995), trabalhando

com gérbera jamensoni (Asteraceae) cv Gold Dust usando meio MS com

diferentes doses de BAP (0; 0,25; 0,50; 0,75; e l,0mg/L), obtiveram o maior

número de brotos na concentração de 0,75mg/L.

Para a variável número de raízes, ocorreu diferença significativa dentro e

entre os tratamentos. Observou-se uma diminuição do número de raízes nos

tratamentos, à medida em que aumentou-se a concentração dos reguladores ao

meio. Houve maior formação de calos na base das plantulas quando utilizaram-

se as menores concentrações de TDZ no meio, diferindo do efeito de BAP no

experimento anterior, em que o aumento da formação de calos na base das

plantulas foi proporcional ao aumento das concentraçõesutilizadas.

Tanto o BAP quanto o TDZ possuem ação citocinínica, porém, sabe-se

que a ação do TDZ é muito efetiva, atingindoum efeito tão superior ao BAP que
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pode-se usar concentrações de 0,001 a 0,05mg/L e, também pode-se auxiliar na

síntese de outras citocininas. O que pode ter acontecido neste experimento é que

o desbalanço hormonal ou o nível endogeno de auxina da espécie tenha sido

suficiente para interagir com suplementação do TDZ (citocinina) e formar os

calos na base dos explantes. A dosagem mais eficiente do TDZ foi 0,125mg/L,

na qual obteve-se a média de 3,0 raízes por explante, e a menos eficiente foi de

lmg/L, com 0,5 raízes. No tratamento com BAP, as concentrações mais e menos

eficientes foram as de 0,125mg/L e lmg/L, com médias de 6,9 e 2,6 raízes,

respectivamente. Comparandoas concentrações de BAP e TDZ para as variáveis

de resposta, verificou-se que o BAP foi mais vantajoso (Figura 8 e Tabela 4).
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FIGURA 8. Número de raízes obtidas de plantulas a partirde segmentos nodais
de Tridax procumbens submetidos a diferentes concentrações de
BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.
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TABELA 4. Valores médios para número de raízes em plantulas a partir de
segmentos nodais de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Regulador
Concentrações (mg/L) Média

0,125 0,25 0,5 1 geral
BAP *(1)

TDZ *(2)

6,95

3,05

4,95 4,7

2,25 0,9

2,65

0,5

4,812 a

1,675 b

Médias seguidaspor letrasminúsculas na colunadiferem entre si pelo teste de Tukey (p>0,05)
»(l)v =8,l+l,315x r1 =0,9320
*(2) y=-3,925+0,9x r2 =0,9637

Resultado diferente foi encontrado em estudo feito com explantes

cauliniares de algaroba (Prosopisjuliflora DC - Leguminosae) que, utilizando

meio MS com dosagens individuais e combinadas em fatorial de ANA e BAP,

obteve o melhor resultado no meio que continha 0,00lmg/L de ANA. O meio

contendo apenas BAP não proporcionou desenvolvimento do sistema radicular,

porém, quando associado ao ANA, verificou-se o aparecimento de raízes pouco

desenvolvidas (Rolim et ai., 1995). Resultado semelhante ocorreu em Canavalia

brasiliensis Mart. (Leguminoseae-Pipilionoideae) que, quando cultivadas em

meio MS adicionado com BAP desenvolveram somente plantulas anômalas,

com pouco crescimento da parte aéreae/ou das raízes (Sato, Cavada e Esquibel,

1995). Porém em Echinodorus cf scaber foi observado que o BAP na

concentração de l,0mg/L foi o mais indicado para a formação de raízes, sendo

que o menor número de raízes formado foi 5 e o maior 37 (Pereira, 1999).

Sujatha e Reddy (1998), trabalhando com segmentos nodais e embriões de

Ricinus communis L. (Euphorbiaceae) em meio MS adicionado l,0-10,0mg/L

TDZ e 0,5-10,0mg/L BAP, também observarama formação de calos na base dos

explantes.

Com relação ao peso da matéria fresca e seca da parte aérea, o

tratamento que continha BAP superou o que continha TDZ. Observou-se que,

com concentrações de 0,125 a 0,5mg/L de BAP, o peso da matéria fresca e seca
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da parte aérea tendeu a diminuir, tendo um pequeno acréscimo quando foi

utilizada a concentração de l,0mg/L (Figura 9 e Tabela 5, Figura 10 e Tabela 6)
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FIGURA 9. Peso da matéria fresca da parte aérea (g) a partir de segmentos
nodais de Trídax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de BAP. UFLA, Lavras, MG, 1999.

TABELA 5. Médias paramatéria fresca da parte aérea (g) a partirde segmentos
nodais de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Regulador ConcentraçÕes(mg/L) Média
0,125 0,25 0,5 1,0 geral

BAP *(1)

TDZ *(2)

0,3897

0,1799

0,2681 0,2403

0,2164 0,2785

0,3376

0,0829

0,309 a

0,189 b

Médias seguidas por letras minúsculas nacoluna diferem entre si pelo teste deTukev (p>0,05)
*(1)v =0,6268-0,2919x+0,0547x2 r^O.9965
*(2) NS
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FIGURA 10. Matéria seca da parte aérea (g) a partir de segmentos nodais de
Tridax procumbens submetidos a diferentes concentrações de
BAP. UFLA, Lavras, MG, 1999.

TABELA 6 Médias para matéria seca parte aérea (g) em plantulas a partir de
segmentos nodais de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de BAP e TDZ. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Regulador
Concentrações (mg/L) Média

0,125 0,25 0,5 1,0 geral

BAP *(1)

TDZ *(2)

0,027

0,0141

0,0188 0,0228

0,0211 0,0137

0,029

0,0097

0,025 a

0,015 b

Médias seguidas porletras minúsculas nacoluna diferem entre si pelotestede Tukey (p>0,05)
*(1) y=0,04-0,018x+0,004 r2=0,9139
*(2)NS

Os resultados mostraram, portanto, que não há necessidade de utilizar

regulador de crescimento no cultivo in vitro desta planta, pois os seus tecidos

sintetizam quantidades de hormônios suficientes, fazendo com que seu

crescimento com dominância apical forneça um número razoável de segmentos

nodais.
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2.6.3 Influência de intervalos de repicagem na produção de plantulas in
vitro.

Na Figura 11 pode-se observar que o tempo de inoculação de 60 dias

produziu um maior número de segmentos nodais e também uma maior média

(9,7) de segmentos nodais por plântula (Tabela 7).
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FIGURA 11. Produção total de segmentos nodais provenientes de dez plantulas
cultivadas in vitro de Tridax procumbens aos 20, 30, 40 e 60 dias.
UFLA, Lavras, MG, 1999.

TABELA 7. Produção de segmentos nodais provenientes de plantulas cultivadas
in vitro de Tridax procumbens aos 20, 30 e 40 e 60 dias. UFLA,
Lavras. MG, 1999.

Intervalo de repicagem

20

30

40

60

Número tola! de

segmentos nodais
47

58

74

97

Número de

segmentos nodais/ plântula
4.7

5,8
7.4

9.7



Entretanto, quando analisou-se o número total de plantulas formadas

após o período de inoculação, estimou-se que ele poderá ser maior no intervalo

de 20 dias, pois num período de 40 dias poderão ser realizadas duas repicagens

de 20 dias, proporcionando 27% a mais de plantulas do que uma repicagem

realizada somente aos 40 dias. Estimou-se que num período de 60 dias poderão

ser realizadas três repicagem de 20 dias, obtendo-se 45% a mais de plantulas do

que com apenas uma repicagem realizada aos 60 dias (Tabela 8).

TABELA 8. Estimativa de plantulas formadas em diferentes intervalos de
repicagem e percentagem a mais de plantulas formadas. UFLA,
Lavras, MG, 1999.

Tempo de N°. de plantulas % de plantulas
repicagem formadas após em relação

(dias) 40 dias 60 dias 30 dias 40 dias 60 dias

20 94 141 121 127 145

30 116 100 - 119

40 74 100

60 97 100

O intervalo de repicagem em um laboratório é importante para

determinar o número de plantulas formadas, o qual também influencia

economicamente no custo da muda.

Além da estimativa de obter-se o maior número de plantulas com

repicagem realizada aos 20 dias, nesteperíodo as plantulas apresentam-se mais

vigorosasquando comparadas comas plantulas com 60 dias de cultivo, as quais

apresentaramsinais de senescência.
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CONCLUSÕES

Nas condições em que os trabalhos foram realizados, conclui-se que:

- como fonte de explante, os segmentos nodais são eficientes para se

estabelecer a planta in vitro;

o meio MS na concentração de 50% foi o mais eficiente para se obter

a maior altura de plantulas e peso da matéria fresca, o que é

altamente vantajoso pois diminuem-se os custos de produção de

mudas;

- a espécie Tridax não exibiu hábito de crescimento em roseta, tendo

apresentado um melhor tipo de propagação através de alongamento;

o melhor período para se fazer a repicagem foi aos 20 dias, obtendo-

se um maior número de segmentos nodais.
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Capítulo 3

CALOGENESE E CRESCIMENTO CELULAR

EM Tridax procumbens L.



RESUMO

CERQUEIRA, E.S. Calogênese e crescimento celular em Tridax
procumbens L. Lavras; UFLA, 1999. 81p. (Dissertação - Mestrado em
Fisiologia Vegetal).

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratório de Biotecnologia do
Departamento de Agricultura da UFLA, com intuito de definir o melhor tipo e
fonte de explante para indução de calos e a determinação da curva de
crescimento celular em Tridax procumbens L.. Foram utilizados segmentos
foliares cultivados in vivo e in vitro e de segmentos caulinares de plantulas
estabelecidas in vitro em meio de cultura sólido (0,6%) de Murashige & Skoog
(MS) com 3% de sacarose e pH 5,7 suplementado com 1; 2 e 4mg/L de 2,4-D;
AIB e ANA interagidos com 2,0mg/L de BAP individualmente na presença de
luz. Segmento foliar foi mais eficiente para a indução dos calos na presença de
2,0mg/L de BAP+2,0 mg/L de ANA. As folhas oriundas de plantas matrizes
cultivadas em casa de vegetação foram desinfestadas em álcool 70% por 30
segundos e imersas em hipoclorito de sódio comercial a 30% sob agitação por
10 minutos. Posteriormente, foram lavadas por cinco vezes em água destilada e
autoclavada em câmara de fluxo laminar e então excisadas e inoculadas em meio
de cultura MS suplementado com 2,0mg/L de BAP+2,0mg/L de ANA. Os
explantes foram mantidos na presença ou não de luz, sendo que maior ganho de
matéria fresca foi alcançado em explantes provenientes do cultivo in vivo e
acondicionado no escuro. A curva de crescimento celular foi conduzida através
do peso de matéria fresca e seca dos calos formados em meio MS contendo 2,0
mg/L de BAP+2,0mg/L de ANA mantidos no escuro. As avaliações
porcentagem de indução, peso de matéria fresca e seca e coloração dos calos
formados foram realizadas aos 30 dias e a curva de crescimento no período de
39 dias. Foram encontradas diferenças entre estruturas anatômicas nos cortes
histológicos efetuados nos tecidosdos explantes oriundos do cultivo in vivo e in
vitro.

Comitê Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Orientador) e
Evaristo Mauro de Castro - UFLA.



ABSTRACT

CERQUEIRA, E.S. Callogenesis and cell growth in Tridax procumbens L.
Lavras: UFLA, 1999. 81p (Dissertation - Master in Plant Physiology).

The works were conducted in Biotechnology Laboratoryof Departament
of Agriculture of the UFLA, with the purpose of defining the best sort and
source of explant for callus-inducing and deterring the cell growth curve in
Tridax procumbens L. .Leaf segments grown both in vitro and in vivo and stem
nodal segments from seedling established in vitro in solid culture médium
(0,6%) of Murashige & Skoog (MS) with 3% of sucrose and pH 5.7
supplemented with 1; 2 and 4mg/L of 2,4-D; AIB and ANA interacted with
2,0mg/L of BAP, singly, in the presence of light were employed. Leaf segment
was more efficient for inducing calluses in the presence of 2,0mg*L of BAP +
2,0mg/L of ANA. The leaves from parent plants grown in greenhouses were
disinfected in 70% alcohol for 30 seconds and immersed in 30% commercial
sodium hypochloride under stirring for 10 minutes. Afterwards, they were
washed for five times in distilled water and autoclaved in laminar flux chamber
and then excised and inoculated in MS culture médium supplemented with
2,0mg/L of BAP + 2,0mg/L of ANA. Theexplants were maintained in presence
or not of light, the greatest dry matter gainachieved inexplants coming from the
in vivo culture and acconditioned in the dark. The cell growth curve was
conducted through theweight of the fresh anddryweight of the calluses formed
in MS médium containg 2,0mg/L of BAP + 2,0mg/L of ANA kept in thedark.
The evaluations: induction percentage, weight of fresh and dry matter weight
andcoloration of the calluses formed were proceeded at 30 days and thegrowth
curve in the 39 day period. Differences among the anatomical structures in the
histologycal section undeitaken in tissues of the explants coming from the in
vivo and in vitro cultivation were found.

Guidance Comnüttee: José Eduardo Brasil Pereira Pinto - UFLA (Major
Professor) and Evaristo Mauro de Castro - UFLA.



3.3 INTRODUÇÃO

Tridax procumbens é uma planta herbácea, pertencente á família das

Asteraceas e conhecida popularmente como erva-de-touro ou margaridinha. Em

extratos da espécie analisados fítoquimicamente, foi descrita a ocorrência de

várias substâncias, as quais lhe conferem suas atividades medicinais.

O metabolismo secundário se manifesta em células e tecidos específicos

em determinados estágios de crescimento de plantas superiores, sendo que a

expressão deste metabolismo está intimamente correlacionada com o

crescimento e a diferenciação morfológica de células.

O crescimento de calos é desejável para induzir variação somaclonal e

estudos fisiológicos, principalmente quando se deseja relacionar a presença de

metabólhos secundários com o crescimento celular. A indução de calos

geralmente está relacionada com a utilização de reguladores de crescimento e

regulada pela razão adequada de auxina e citocinina.

Calos podem ser multiplicados por sucessivas subculturas, mantidos in

vitro por longos períodos e são de grande importância para estudos

morfogenéticos in vitro e através da suspensão de células para a obtenção de

produtos secundários, incluindo farmacos, representando uma biotecnologia de

grande interesse científico e comercial.

Este trabalho teve como objetivo avaliar influência de reguladores de

crescimento na formação de calos, assim como estabelecer a curva de

crescimento celular para Tridax procumbens.



3.4 REFERENCIAL TEÓRICO

Uma massa de células desorganizadas, denominada calo, é uma resposta

comum quando um tecido cultivado in vitro passa por injúrias físicas ou

químicas,podendo se diferenciar em órgãosou tecidos.

Para a indução de calos, praticamente qualquer parteda planta, podeser

utilizada como explante, entretanto, tecidos e órgãos contendo células não

diferenciadas, como as que ocorrem em ápices caulinares, gemas axilares e

regiões meristemáticas, são mais adequados (Handro e Floh, 1990; Fück et ai,.

1986).

Vários fatores relacionados com o explante interferem na calogênese,

como: o tamanho do explante, composição do meio de cultura e reguladores de

crescimento, órgão fornecedor do explante, a idade e a época do ano em que é

colhido e genótipo da planta doadora. A freqüência de sobrevivência e a

velocidade de desenvolvimento dos calos estão diretamente relacionadas com o

seu tamanho inicial (Murashige, 1974).

Durante o estabelecimento do calos ocorrem três fases: indução, divisão

e diferenciação celular. Na fase de indução, as células preparam-se para a

divisão, o metabolismo é ativado e as células permanecem com o tamanho

constante. A duração desta fase ira depender do estado fisiológico das células.

Durante a divisão celular, ocorre a dediferenciação das células para

características parenquimáticas, resultando na formação de crescimento padrão
(Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

O crescimento e o desenvolvimento (diferenciação celular) do calos

podem serverificados pela curva de crescimento que geralmente apresenta cinco

fases distintas: fase lag,exponencial, linear, desaceleração e estacionaria. A fase

lag se caracteriza como fase de maior produção de energia; a fase exponencial

como a fase biossintética; a fese linear, dediminuição da divisão celular, mas de
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aumento de volume celular; a fase de desaceleração é o momento em que as

culturas devem ser transferidas para outromeio, devidoa redução de nutrientes,

produção de produtos tóxicos, secagem do ágar e redução do oxigênio (02) no

interior das células e, por último, a fase estacionaria, quando ocorre maior

acúmulo de metabóhtos secundários, segundo Smith (1992).

Quando cultivados por várias semanas, alguns calos apresentam sinais

de desaceleração do crescimento, necrose, coloração marrom e, finalmente,

dessecaçâo. Este fato pode ocorrer em função de alguns fatores como a exaustão

de nutrientes, inibição da difusão de nutrientes, evaporação acompanhada pelo

aumento na concentração de alguns constituintes do meio e acúmulo de

metabólitos, os quais podem ser tóxicos (Constabel e Vasil, 1987).

3.4.1 Calos e reguladores de crescimento

A dediferenciação, ou seja, a reversão de células adultas à células

juvenis pode ocorrer, levando a um processo de intensa multiplicação celular.

Esse processo é mais lento do que quando são utilizadas células não

diferenciadas e também mais dependente de reguladores de crescimento e de

condições ambientais, principalmente luz e temperatura (Pierik, 1989).

Várias espécies de plantas medicinais tem sido submetidas a

experimentos de indução de calos utilizando reguladores de crescimento

(Lameira, Costa e Pinto, 1994; Becker, 1997; Abreu, 1998; Lameira, 1997;

Kajiki, 1996).

Geralmente, concentrações semelhantes de auxina e de citocinina no

meio promovem a formação de calos, mas isso varia em função do balanço

hormonal de cada espécie. Tisserat (1985), em seu estudo, comprovou que a

produção de calos pode ser induzida apenas pela adição de auxina, entretanto,

quando adicionou citocinina aumentou a proliferação do mesmo.
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Porém, o uso da 2,4-D tomou-se limitado devido a possibilidade de

induzir mutações, ao mesmo tempo que pode inibir a fotossintese, o que não foi

descrito em outras auxinas como a ANA, AIB e AIA (Pierik, 1989).

Espécies da família Asteraceae têm sido induzidas à formação de calos

com ajuda de reguladores de crescimento. Duskova e Dusek (1995), utilizando

raízes e parte aérea de Leuzea carihamoides DC. (Asteraceae), observaram que

os calos de parte aérea desenvolveram-se melhor com 0,5mg/L de AIB,

obtendo-se 544% de aumento no peso da matéria fresca após quatro semanas. A

cultura de calos obtida das raízes cresceram bem menos, sendo que o melhor

resultado obtido foi com lmg/L de 2,4-D e lmg/L de BAP com 230% no

aumento do peso fresco.

Melhor indução de calos foi obtida por Paniego e Giulietti (1994)

trabalhando com a espécieArtemisia annua L. (Asteraceae) em meio MS com

30g/L de sacarose e lOOmg/L de mio-inositol e 4,5uM de 2,4-D ou 5,4uM de

ANA. O uso de 2mg/L de 2,4-D e 2mg/L de BAP apresentou-se como

significativo na produção decalos derivados de hipocótilos de Cássia acutifolia

(Leguminoseae-Caesalpomioideae) nostrabalhos de Rady e Nazif(1997).

Uma grande quantidade de calos foi obtida através de sementes de

Pinellia pedatisecta Schott. (Araceae) cultivadas em meio B5 e MS

suplementados com0,5 a 6mg/L de 2,4-D e 0,5mg/L de BA. Os calos cresceram

rapidamente e tiveram consistência friável. Já o meio MS suplementado com 0,1

a 4mg/L de ANA e 0,5mg/L de BA influenciou na freqüência de diferenciação,

tendo havido aumento de calos com a diminuição da concentração de ANA,

segundo Baocheng et ai. (1995).

A indução da formação de calos foi alcançada em Rauwolfia caffra

Sond. (Leguminoseae-Apocynaceae) a partir de folhas em meio MS usando

diferentes concentrações de ANA (0,5 a 2mg/L) em combinação com BAP (0,5

a 2mg/L) em estudos realizados por Upadhyay et ai. (1992) e encontraram
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melhor resposta quando utilizadas concentrações de 2mg/L de ANA e BAP. Os

calos possuíam aspecto compacto e ligeiramente amarelo.

Não foram encontrados relatos na literatura científica sobre o uso de

reguladores de crescimento na indução de calos e caracterização da curva de

crescimento celular de Tridax procumbens L.
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3.5 MATERIAL E MÉTODOS

Os trabalhos foram realizados no Laboratório de Biotecnologia do

Departamento de Agricultura e no Laboratório de Anatomia Vegetal do

Departamentode Biologia, da Universidade Federal de Lavras, MG.

3.5.1 Efeito de diferentes reguladores de crescimento e tipos de explantes
na indução de calos de Tridax Procumbens L

Segmentos de folhas de aproximadamente lcm2, bem como segmentos

intemodais com 0,8cm de comprimento, foram excisados de plantulas

estabelecidas "in vitro" com auxilio de pinça e bisturi em câmara de fluxo

laminar. Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio de vidro (25 x 150

mm) contendo 15mL de meio de cultura MS, com 0,6% de ágar e 3% de

sacarose suplementados com concentrações 1; 2 e 4mg/L dos reguladores de

crescimento 2,4-D; ANA e AIB, individualmente, acrescidos com 2,0mg/L.de

BAP. O pH dos meios foi ajustado para 5,7±0,1 antes da autoclavagem a 121°C

por 15 minutos. Os tubos de ensaio foram vedados com tampa plástica e suas

bordas protegidas com parafilme.

Após a inoculaçâo, os tratamentos foram mantidos em sala de

crescimento sob temperatura de 26° C±l na presença de luz, sendo o fotoperíodo

de 16 horas de luz sob 25ujnol.m*2.s"' de irradiância.

O delineamento estatístico utilizado foi o inteiramente casualizado

(DIC) em esquema fatorial 3x3x2, com três reguladores de crescimento em três

concentrações e dois tipos de explantes com 5 repetições, cada parcela composta

por 4 tubos. Os dados obtidos foram submetidos a análise de variância,

utilizando os níveis de signifícância de 1%para o teste F.

Aos 30 dias, avaliou-se a porcentagem de área coberta com calos,

coloração, pesoda matéria fresca e seca dos calos formados. Para as avaliações
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da área dos explantes coberta com calos e coloração, três avaliadores atribuíram

notas 1; 2; 3 e 4 para os explantes que apresentavam, respectivamente, 25; 50;

75 e 100% da área coberta com calos e notas 1; 2; 3 e 4 para os explantes que

apresentavam com coloração verde claro, verde escuro, amarelo e marrom.

3.5.2 Diferenças na indução de calos em fontes de explantes obtidas in vitro
e in vivo.

Os calos foram induzidos a partir de folhas jovens retiradas de plantas

matrizes mantidas em casa de vegetação e de folhas obtidas de plantulas

estabelecidas in vitro. As folhas obtidas in vivo foram desinfestadas da seguinte

forma: lavagem em água corrente por 40 minutos, logo após foram imersas em

álcool 70% por 30 segundos e em hipoclorito de sódio comercial a 30% sob

agitação por 10 minutos. Posteriormente, em câmara de fluxo laminar, as folhas

foram lavadas por cinco vezes em água destilada e autoclavada e, em seguida,

excisadas no meio danervura central com aproximadamente lcm2 e os explantes

foram inoculados em tubo de ensaio de vidro (25 x 150mm) contendo 15mL de

meio de cultura básico MS com 0,6% de ágar e 3% de sacarose suplementado

com 2,0mg/L de BAP e 2,0mg/L de ANA.

O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7±0,1 antes da

autoclavagem. Os tubos contendo os explantes foram vedados com tampa

plástica e suas bordas protegidas com parafilme e mantidas em sala de

crescimento na presença e ausência de luz, sendo que o fotoperíodo para o

tratamento com luz, foi de 16 horas luz sob 25umoI.m'2.s"' de irradiancia e sob

temperatura de 26±1°C

O delineamento estatístico foi o inteiramente casualizado (DIC) com 5

repetições, sendo cada parcela composta por 4 tubos. Os dados obtidos foram

submetidos a analise de variância, utilizando os níveis de signifícância de 1%

para o teste F.
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Aos 30 dias, avaliou-se a porcentagem de área coberta com calos, peso

da matéria fresca e seca dos calos formados. Para as avaliações da área dos

explantes coberta com calos, três avaliadores atribuiram nota 1, 2, 3 e 4 para os

explantes que apresentavam 25; 50; 75 e 100% da área coberta com calos

3.5.3 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de Tridax
procumbens L.

Folhas de plantulas de Tridax procumbens estabelecidas in vitro foram

utilizadas como fonte de explantes. Segmentos de folhas de aproximadamente

lcm2 foram excisados e inoculadas em meio MS com 0,6% de ágar e 3% de

sacarose, suplementado com 2mg/L de BAP+2,0mg/L de ANA. Três explantes

foram acondicionados em frasco com capacidade para 150mL contendo 30mL

de meio os quais foram acondicionados em sala de crescimento em ausência de

luzea25°C

Para a determinação da curva de crescimento, os calos foram pesados

em intervalos de 3 dias. Primeiramente foi realizada a determinação do peso da

matéria fresca dos calos formados e, após 36 horas de acondicionamento em

estufa a 45 C, foi determinado o peso da matéria seca dos mesmos. Cada

pesagem foi proveniente de 4 frascos retirados ao acaso.

3.5.4..Diferenças na estrutura celular de fontes de explantes cultivados "in
vitro" e "in vivo".

Foram coletadas amostras de folhas de plantas provenientes de casa de

vegetação e de plantulas estabelecidas "in vitro", para a realização de cortes

histológicos para verificação de possíveis diferenças entreestas. As folhas foram

fixadas em solução F.A.A (5% formol, 5% ácido acético glacial e 90% de álcool
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etilico 70%) segundo a metodologia descrita por Johansen, (1940) por 72 horas

e, posteriormente, conservadas emálcool 70°GL.

Para o preparo de lâminas permanentes, foram utilizadas as técnicas

usuais de inclusão em parafina após desidratação em série alcóolica, etilica

(Johansen, 1940; Sass, 1951). Os cortes do material foram efetuados com o

auxílio de micrótomo rotativo, em séries orientados transversalmente e

submetidos ao processo de coloração com safranina-azul de astra, (Bukatsh,

1972). Foram efetuados também em material cultivado in vivo, cortes á mão

livre com o auxilio de lâmina de barbear e inclusão do material em isopor, sendo

estes submetidos a clarificação em solução 20% de hipoclorito de sódio, produto

comercial por um período de três a cinco minutos. Em seguida, os cortes foram

neutralizados com a solução a 5% de ácido acético por um minuto. A coloração

foi efetuada com imersão em corante verde iodo-acético por dois a três minutos,

seguindo-se de três lavagens em água destilada e imersão em corante vermelho

congo por três a cinco minutos, repetindo-se as lavagens (Dop e Gautié, 1907).

O material foi fotografado e, a partír das análises visuais na região

mediana das secções transversais da folha na nervura principal, pôde-se observar

as alterações nas características citológicas.
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3.6 RESULTADOS E DISCUSSÃO

3.6.1 Efeito de diferentes reguladores de crescimento e tipos de explantes
na indução de calos de Tridaxprocumbens.

Segmentos foliares e caulinares quando foram inoculados em meio MS

suplementado com reguladores de crescimento do grupo auxina (2,4-D, AIB e

ANA) e uma citocinina (BAP) mostrou-se induzir a divisão celular, ou seja,

formação de calos. O melhor resultado para a indução de calos nos segmentos

foliares foi 2,0mg/L de ANA+2,0mg/L de BAP com 100% de área coberta com

calos. Em meios com concentrações de l,0mg/L de ANA, AIB e 2,4-D; 2,0mg/L

de 2,4-D e AIB e 4,0mg/L de AIB e ANA, mostraram-se apenas 25% de área

coberta com calos, e com a concentração 4,0mg/L de 2,4-D. não houve

desenvolvimento de calos nos segmentos foliares

Já para os segmentos caulinares, o melhor resultado foi obtido com 1,0

mg/L de ANA + 2,0mg/L de BAP o qual proporcionou 75% de área coberta com

calos, seguido por 2,0mg/L de AIB e 4,0mg/L de ANA com 50% .As

concentrações 1 e 2,0mg/L de 2,4-D; 2,0mg/L de ANA e 4,0mg/L de AIB

obtiveram apenas 25% de área coberta. Não ocorreu a formação de calos com

l,0mg/L de AIB e 4,0mg/L de 2,4-D. Esses resultados podem ser melhor

visualizados na Figura 12 e 13.
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FIGURA 12. Porcentagem de indução da área coberta com calos formados a
partir de segmentos foliares e caulinares de Tridax procumbens
submetidos a diferentes concentrações de 2,4-D, AIB e ANA
acrescidos com BAP. UFLA, Lavras, MG, 1999.

FIGURA 13. Segmentos foliares e caulinares de Tridax procumbens avaliados
aos 30 dias, em diferentes concentrações de 2,4-D, ANA e AIB,
interagindo com 2mg/L de BAP. UFLA, Lavras, MG, 1999.
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O melhor resultado apresentadopara o ganho de matéria fresca dos calos

formados em segmentos foliares foi de l,4g com ANA na concentração de

2,0mg/L + 2,0mg/L de BAP. Concentrações de 1,0; 2,0 e 4,0mg/L de AIB

obtiveram valores de 1,098; 0,865 e 0,804g e, com as mesmas concentrações de

2,4-D, foram alcançados menores valores, de 0,468; 0,215 e 0,21lg, mostrados

na Figura 14 e Tabela 9.
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FIGURA 14. Peso de matéria fresca dos calos formados a partir de segmentos
foliares de Trídax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de 2,4-D, AIB e ANA acrescidos com BAP.
UFLA, Lavras, MG, 1999.
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TABELA 9. Valores médios de peso de matéria fresca dos calos formados a
partir de segmentos foliares e caulinares de Trídax procumbens
submetidos a diferentes concentrações de 2,4-D, AIB e ANA
acrescidos com BAP.

EXPLANTE

Folha a

Caule b

REGULADOR

CRESCIMENTO

NÍVEIS (mg/L)
MEDIA

2,4-D
AIB

ANA

0,468 c
1,098 a
0,707 b

0,215 c
0,865 b
1,431a

0,211 c
0,804 b
1,110a

0,298 c
0,922 b
1,083 a

2,4D
AIB

ANA

0,199 b
0,287 ab
0,407 a

0,103 b
0,613 a
0,185 b

0,211a
0,335 a
0,345 a

0,171 b
0,412 a
0,312 a

Médias seguidaspor letrasminúsculasnas colunasdiferem entre si pelo teste de Tukey (p<0.05).

Quanto aos valores do peso da matéria fresca dos calos formados a partir

dos segmentos caulinares, o AIB na concentração de 2,0mg/L superou as demais

com valor de 0,613g. Com as concentrações de 1,0; 2,0 e 4,0mg/L de ANA

obtiveram-se valores de 0,407; 0,185 e 0,345g. Nesta variável, como nos

segmentos foliares, as mesmas concentrações de 2,4-D também mostraram

menores valores, que foram de 0,199; 0,103 e 0,21 lg, como mostram a Figura

15 e Tabela 9
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FIGURA 15. Peso de matéria fresca dos calos formados a partir de segmentos
caulinares de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de 2,4-D, AIB e ANA acrescidos com BAP.
UFLA, Lavras, MG, 1999.

Observou-se que, para segmentos foliares e caulinares, os tratamentos

que resultaram em maior crescimento foram aqueles que tinham a mesma

concentração deauxina e citocinina, ou seja, com 2,0mg/L.

E importante a determinação do peso da matéria seca, pois com ele

podemos fazer uma relação com o peso da matéria fresca e estabelecer o quanto
de água havia no material analisado.

Deacordo com a Figura 16 e Tabela 10, notou-se que o melhor resultado

para incremento de matéria seca de calos formados em segmentos foliares foi

obtido com l,0mg/L de AIB com 0,088g, seguido por 2,0mg/L de ANA com
0,083g.
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FIGURA 16. Peso da matéria seca dos calos formados a partir de segmentos
foliares de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de 2,4-D, AIB e ANA acrescidos com BAP. UFLA,
Lavras, MG, 1999

TABELA 10 Valores médios para peso de matéria seca dos calos formados a
partir de segmentos foliares e caulinares de Tridax procumbens
submetidos a diferentes concentrações de 2,4-D, AIB e ANA
acrescidos com BAP.

EXPLANTE

Folha a

Caule b

REGULADOR

CRESCIMENTO
NÍVEIS (mg/L)

MEDIA

2,4-D
AIB

ANA

0,029 c
0,088 a
0,054 b

0,019 b
0,070 a
0,083 a

0,017 c
0,059 b
0,073 a

0,022 b
0,072 a
0,070 a

2,4-D
AIB

ANA

0,024 a
0,034 a
0,035 a

0,019 b
0,062 a
0,016 b

0,017 b
0,038 a
0,024 b

0,020 b
0,045 a
0,025 b

Médias seguidas por letras minúsculasna linha diferementre si pelo teste de Tukey (p<0.0S).

Para os calos formados dos segmentos caulinares, o melhor resultado

também foi com AIB, porém, com 2,0mg/L obtendo-se 0,062g (Figura 17).
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FIGURA 17. Peso da matéria seca dos calos formados a partir de segmentos
caulinares de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de 2,4-D, AIB e ANA acrescidos com BAP.
UFLA, Lavras, MG, 1999.

Os tratamentos utilizados formaram calos friáveis, porém, o tratamento

com o regulador AIB formou calos de consistência um pouco compacta. Notou-

setambém que, à medida em que foi aumentada a concentração de 2,4-D, alguns

calos mostraram início de necrose, sugerindo toxidez. Calos friáveis são mais

favoráveis ao o uso em suspensão celular.

Com relação às cores dos calos formados, notou-se que, tanto os

segmentos foliares como caulinares produziram calos de mesma cor. Quando

foram utilizados AIB e ANA, os calos exibiram as cores amarela e verde escura,

respectivamente, para ambos os tipos de segmentos e, com o uso do 2,4-D em

segmentos caulinares, ocorreu a produção de calos de cor verde escura, enquanto

que, a partir de segmentos foliares, os calos tinham cor amarelo. Podemos

observar que houve uma tendência para produção de calos de coloração verde

escura nos tratamentos com maiores concentrações, utilizadas como mostra na

Tabela 11.
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TABELA 11. Cores dos calos formados a partir de segmentos foliares e
caulinares de Tridax procumbens submetidos a diferentes
concentrações de 2,4- D, AIB e ANA acrescidos com BAP.

EXPLANTE

Caule (a)

Folha (a)

REGULADOR

CRESCIMENTO

NÍVEIS (mg/L)

2,4-D Verde esc. Verde esc. Verde esc

AIB Amarelo Amarelo Amarelo

ANA Amarelo Verde esc. Verde esc

2.4-D Verde esc. Amarelo Amarelo

AIB Amarelo Amarelo Verde esc

ANA Verde esc. Verde esc. Verde esc

Para o estabelecimento de calos, e segmentos foliares de Cleome viscosa

(Caparidaceae), uma espécie medicinal, foram cultivados em meio MS

suplementado com diferentes concentrações de reguladores de crescimento

obtendo melhores resultados com 10,74uM de ANA e 8,87uM de BA, quando

os calos tiveram a cor verde e consistência compacta. O maior nivel de auxina

favoreceu subsequente organogenese com diferenciação de brotos (Naseem e

Jha,1994).

3.6.2 Diferenças na indução de calos em fontes de explantes obtidas in vitro
e in vivo.

No experimento anterior, melhores resultados foram obtidos com

explantes foliares provenientes do cultivo in vitro e ambiente de luminosidade

tendo 100% de área formada com calos no tratamento com ANA+BAP. ambos

na concentração de 2,0mg/L. Então, para se determinar a melhor fonte de

explante cultivados in vivo ou in vitro e o ambiente favorável de luz ou escuro

para o desenvolvimento para a fomiação dos calos optou-se por fazer este

experimento.
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De acordo com a Figura 18, pode-se observar que houve formação de

100% de calos em todos os tratamentos, com exceção dos explantes

provenientes do cultivo in vitro e acondicionados em ambiente de luz, que

tiveram apenas 75% de formação de calos, diferindo dos dados do experimento

anterior (Figura 12) no qual os segmentos foliares oriundos de plantulas

estabelecidas in vitro atingiram 100% de área coberta com calos.
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FIGURA 18. Área coberta com calos (%) formados a partir de explantes
cultivados in vitro e in vivo na luz e escuro em Tridax

procumbens aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Tanto os calos provenientes do cultivo in vivo como in vitro tiveram

como cor predominante o verde, quando expostos à luz o que sugere um

processo de biossintese de clorofila e formação de cloroplastos, porém, quando

os mesmos foram cultivados no escuro exibiram coloração predominante

branco-amarelado. A maioria dos calos provenientes do cultivo in vitro

apresentavam consistência friável e os do cultivo in vivo apresentaram-se um

pouco consistente (Figura 19).
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FIGURA 19. Segmentos foliares de Tridaxprocumbens cultivados in vivo e in
vitro no escuro e na luz aos 30 dias. UFLA, Lavras, MG, 1999.

Vários fatores podem influenciar na coloração e consistência dos calos.

Declerck e Korbam (1996) estudando a influência de reguladores de crescimento

e diferentes fontes de carbono em segmentos foliares de Prunus pérsica L.

Batsch (Rosáceas) cv. Elberta Queen, quando cultivados em meio MS com 50%

da concentração dos seus sais, constataram que a presença de TDZ produziu

calos verdes e de consistência compacta e com 2,4-D os calos foram amarelos e

de consistência friável. Foi observada uma maior freqüência de calos verdes e

compactos na presença de glucose quando comparados com a formação de calos

na presença de frutose e sacarose ao meio de cultivo.

Para a variávelpeso da matéria fresca de calos, os tratamentos utilizados

tiveram média de 1,35 lg para explantes provenientes do cultivo in vitro e de

l,05g para in vivo quando foram acondicionados na luz e 0,933g para os calos
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provenientes do cultivo in vitro e l,533g para in vivo, quando foram

acondicionados no escuro (Tabela 12).

TABELA 12. Peso de matéria fresca (g) de calos formados a partir de explantes
cultivados in vitro e in vivo na luz e escuro de Tridax
procumbensaos 30 dias.

CULTIVO
AMBIENTE

MÉDIA
Luz Escuro

In vitro

In vivo

1.351 a A 0.933 b B

1.05 b B 1,533 a A

1.142 A

1.291 A

Média 1.2 a 1,233 a 1.217

Letrasmaiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas não diferem entre si peloteste de
Tukey (p < 0,05).

Já, parao pesoda matéria seca, podemos observar, na Tabela 13, que os

calos tiveram médias iguais de 0,086g, independentemente da fonte originada,

ou seja, in vitro e in vivo quando foram mantidos em ambiente de luz. Porém os

que foram mantidos no escuro originados do cultivo "in vivo" obteve valor

superior (0,075g) em relação aos calos originados docultivo 'in vitro" que foi de

0,050g.

TABELA 13. Peso de matéria seca (g) de calos formados a partirde explantes
cultivados "in vitro" e "in vivo" na luz e escuro de Tridax
procumbens aos 30 dias.

CULTIVO
AMBIENTE

MÉDIA
Luz Escuro

In vitro

In vivo

0,086 a A

0.086 a A

0.050 a A

0,075 a A

0,068 A

0,086 A

MEDIA 0.086 a 0,063 b 0.074

Letras maiúsculas nas colunas e minúsculas nas linhas não diferem entre si pelo teste de Tukev
(p<0,05).
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3.63 Estabelecimento da curva de crescimento de calos em Tridax

procumbens

De acordo com as Figuras 20 e 21, pode-se observar que as curvas de

crescimento celular de calos em Trídax procumbens apresentaram as cinco fases

distintas: lag, log ou exponencial, linear, desaceleração e estacionaria.

27 30 33 36 39

FIGURA 20. Curva de crescimento de matéria fresca (g) de calos formados a
partir de segmentos foliares de Tridax procumbens, durante 39
dias na ausência de luz. UFLA, Lavras, MG, 1999.
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FIGURA 21. Curva de crescimento de matéria seca (g) de calos formados a
partir de segmentos foliares de Tridax procumbens, durante 39
dias na ausência de luz. UFLA, Lavras. MG, 1999.
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A fase lag, na qual as células preparam-se para a divisão, ocorreu até o

nono dia. O período de máxima divisão celular ocorre na fase exponencial. A

fase lag é considerada como uma fase produtora de energia e a exponencial

como a fase biossintética (Shimuzu et ai., 1977). O período de crescimento ou

fase linear é aquelana qual as célulascrescem, porém a divisãocelular diminui,

conforme reporta Lameira (1997). Tanto a fase exponencial quanto a fase linear

ocorreram entre o nono e o trigésimo terceiro dia. Nesta espécie, as fases

exponencial e linear foram mais longas quando comparadas com a curva de

crescimento em Cordia verbenacea L. (Boraginaceae), onde ocorreram entre o

sexto e vigésimo dia (Lameira, 1997) e em Cissus sicyoides L. (Vitaceae),

registradas entreo sextoe o vigésimo quarto dia (Abreu, 1998).

O período de desaceleração do crescimento e a fase estacionaria dos

calos ocorreram entre o trigésimo e trigésimo nono dia. A fase de desaceleração

é o período em que deve-se fazer a transferência do cultivo para um novo meio

nutritivo devido a exaustão dos nutrientes, presença de produtos tóxicos,

secagem do ágar e a redução de 02 no interior das células e calos conforme

Smith, (1992).

A fase estacionaria é o período onde o número de células se mantém

constante, e em que, geralmente, ocorre o maior acúmulo de metabólftos

secundários. Porém, este acúmulo pode ocorrer em fases distintas de

crescimento celular, segundo Lameira (1997).

Os nutrientes do meio podem influenciar a passagem de uma fase para

outra, acelerando-a ou retardando-a. É importante obter-se a determinação do
nutriente limitante, pois, através dele pode-se ter um controle sobre a

longevidade da fase estacionaria (Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

O acúmulo de metabólitos secundário, ocorre nas diferentes fases de

crescimento celular, podendo ser durante a fase estacionaria com uma relação

inversa entre crescimento e acúmulo, e acúmulo durante a fase logarítmica,
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quando o mesmo está associado com a divisão celular. Este acúmulo apresenta

uma correlação aparente entre diferenciação estrutural e produção de

metabólitos secundários, podendo, em vários casos, ser devido a um aumento na

habilidade de vacuolização das células para acumular estes metabólitos

(Aitchison, Macleod e Yeoman, 1977).

Para saber-se em qual fase ocorre o acúmulo de metabólitos secundários

nesta espécie é indispensável fazer uma análise das substâncias nas diferentes

fases do seu crescimento, determinando, assim, o período para realização da sua

repicagem de manutenção.

3.6.4 Diferenças na estrutura celular de fontes de explantes cultivados in
vitro e in vivo.

Pela análise histológica das folhas provenientes de plantas da casa de

vegetação, ou seja, cultivadas üin vivo observa-se (Figura 22B) um mesofilo

constituído de um parênquima paliçádico formado de uma camada de células e

um parênquima lacunoso mais compacto, apresentando quatro a cinco camadas

de células. Na Figura 22A observa-se nervura principal com presença de

trícomas secretores em ambas epidermes e dois feixes vasculares de diferentes

dimensões.
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Diferenças na Estrutura Celular
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FIGURA 22. Corte histológico de folhas de Tridax procumbens cultivada in
vivo e in vitro. (Escala: A. C e D = 1/25um; e B=l/50um).
UFLA, Lavras, MG, 1999.

Em folhas de plantas provenientes do cultivo in vitro, pode-se notar um

mesofilo, sem a diferenciação de tecido paliçádico e lacunoso (Figura 22D). A

Figura 22C, que ilustra a região da nervura principal e do feixe colateral, exibe a

presença de tricomas, porém, em um número bem reduzido em relação as

plantas cultivadas in vivo.

Observação similar foi encontrada por Abreu (1998) trabalhando com

tecidos de folhas da espécie Cissus sicyoides. os quais apresentaram uma

formação de células não diferenciadas. Se no tecido houver apenas células não

diferenciadas, elas estarão aptas a entrar na divisão celular imediatamente.
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3.7 CONCLUSÕES

Nas condições em que os trabalhosforam realizados,conclui-seque:

- para a obtenção de calos em Tridax procumbens é necessário o uso

de reguladores de crescimento;

- segmento foliar apresentou-se como o mais adequado para indução

de calos;

- os reguladores de crescimento ANA+BAP (2,0mg/L) foram mais

eficientes para indução de calos;

- maior ganho de matéria fresca foi alcançado com segmentos foliares

provenientes docultivo in vivoe acondicionado no escuro;

- maior ganho de matéria seca foi possibilitado com segmentos

foliares e com AIB+BAP na concentração de 1,0 e 2,0mg/L,

respectivamente;

A curva de crescimento celular apresentou as cinco fases distintas

numperíodo totalde39 dias decrescimento in vitro.
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ANEXOS



QUADRO 1. Análise de variância de MS em diferentes concentrações (12,5; 25; 50 e 100 %) de segmentos nodais
micropropagados de Tridax procumbens L., após 40 dias do cultivo inicial.

CAUSA DE
G.L.

QUADRADO MÉDIO
VARIAÇÃO Altura N° brotos Raiz PF (Aérea) PF (Raiz) PS (Aérea) PS (Raiz)

CONCENTRAÇÃO 2

ERRO 12

53,169**
2,223

0,063NS
0,094

13,I35NS
3,263

0,030**
0,005

0,051NS
0,033

0,114

159,08

0,00015NS

0,000004

0,034

19,50

0,00127NS
0,00023

MÉDIA

CV (%)

8,265

18,04

1,813

16,89

6,688

27,01

0,396

17,053

0,017

89,98

**

NS
significativo pelo leste (p >0,01)
não significativo

QUADRO 2. Análise de variância de BAP em diferentes concentrações (0; 0,5 e lmg/L) + 100% de MS apartir de
segmentos nodaisde Tridax procumbens L., após 30 dias de cultivo inicial.

CAUSA DE G.L. QUADRADO MÉDIO
VARIAÇÃO Altura N°brotos Raiz PF (Aérea) PF(Raiz) Ps(Aérea) PS(Raiz)

CONCENTRAÇÃO
ERRO

2

12

23,538"

0,525

0,1I0NS

0,343

2,945NS

1,806

0,010NS

0,028

0,006NS

0,005

0,0003NS

0,00061

0,00001NS

0,00003

MÉDIA

CV (%)

3,275

22,13

2,203

26,57

3,413

39,37

0,418

40,30

0,108

66,32

0,039

63,73

0,008

71,98

**

NS
significativo pelo teste (p >0,01)
não significativo



QUADRO 3. Análise de variância de BAP x TDZ em diferentes concentrações (0,125; 0,25; 0,5 e lmg/L) de
plantulas a partir de segmentos nodais de Trídaxprocumbens L.

CAUSA DE

VARIAÇÃO G.L.
QUADRADO MEDIO

00 Altura N° brotos Raiz PF (Aérea) PS (Aérea)
Testemunha x regulador

de crescimento

Regulador de crescimento
Concentração
RxC

Erro

1

1

3

3

36

20,188**

9,432**
6,181**
4,848ns
0,452

5,751**

28,90**
2,402**
3,829**
0,483

6,467ns

98,439**
20,643**

l,822ns
2,615

0,123**

0,143**
0,009ns
0,047ns
0,0138

0,0008**

0,00097**
0,0000Ins
0,0002Ins
0,00007

Média

CV(%)
1,194

56,33
1,761

39,48
3,378

47,87
0,268

43,83
0,021

39,30

** significativo pelo teste (p >0,01)
não significativo



QUADRO 4. Análise de variância para matéria fresca (g) e matéria seca (g) a
partir de explantes cultivados in vitro e in vivo na ausência e não
de luz de Tridax procumbens L., aos 30 dias.

CAUSA DE
G.L.

QUADRADO MÉDIO
VARIAÇÃO MATÉRIA FRESCA MATÉRIA SECA

CULTIVO

AMBIENTE

CULTIVO X AMBIENTE

ERRO

1

1

1

16

0,1114 NS
0,0053 NS

1,0156**

0,0832

0,0008 NS
0,0027**

0,0008 NS
0,0002

MÉDIA

CV(%)

1,217

23,71

0,0743

19,00

** significativo pelo teste F (p <0.01)
NS não significativo

QUADRO 5. Análise de variância
ANA) em diferentes
(Caule e Folha)

CAUSA DE

VARIAÇÃO

de regulador de crescimento (2,4-D, AIB e
concentrações (1, 2 e 4 mg/L) e explantes

G.L
QUADRADO MEDIO

PF(Raiz) PS (Raiz)

Test. x regulador de crescimento 1 0,1529" 0,0004"
Testemunhax explante 1 0,9360** 0,0040"
Regulador de crescimento 2 1,9520" 0,0110"
Concentração 2 0,0370NS 0,0005"
Explante 1 3,4940"

0,1710"
0,0090"

R. crescimento x concentração 4 0,0003"
R. crescimento x explante 2 0,4030** 0,0020"
Concentração x explante 2 0,1740NS 0,0005NS
R. cresc. x cone. x explante 4 0,9020" 0,0030"
Erro 80 0,0150 0,0001

Média

CV (%)

** significativo pelo testeF (p <0.01)
não significativo

81

0,516

23,77

0,042

20,07
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