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LISTA DE ABREVIATURAS

2,4-D: Acido 2,4-diclorofenoxiacético

AIB: Acido Indol Butirico

ANA: Acido Naftaleno Acético

BS5: Meio de Gamborg (1968)

BAP (= BA): 6-Benzilaminopurina = 6-Benziladenina

CA: Carvdo Ativado

CCD: Cromatografia de Camada Delgada

CL: Cromatografia Liquida

CLC: Cromatografia Liquida em Coluna

MS: Meio basico de Murashige e Skoog (1962). _

PVP: Polivinilpirrolidone. PVP 10: peso molecular = 10.000
Phytagel: Produto comercial constituido de polimeros de bactérias capaz de

solidificar meio de cultura.



RESUMO

PAIVA, Patricia Duarte de Oliveira. Estabelecimento in vitro de estrelicia
(Strelitzia reginae Ait.) e controle de oxidagho com identificacdo de
compoastos liberados no meio de cultura. Lavras, UFLA, 1998. 86p. (Tese
- Doutorado em Agronomia) * ;

A estrelicia (Strelitzia reginae Ait.) é uma planta omamental de grande
valor comercial. O seu desenvolvimento, no enta:nto, é bastante lento e,
consequentemente, a producio de novas mudas também é demorada, além de
apresentar dorméncia nas sementes. Através da cultura de tecidos é possivel
reproduzir plantas com eficiéncia, evitando os ' problemas normalmente
encontrados nos métodos tradicionais de propagagdo. O presente trabalho foi
desenvolvido na Universidade Federal de Lavras objetivando micropropagar
estrelicia. Para o estabelecimento in vitro, utilizaram-se como explantes gemas
axilares, segmentos foliares e embriGes imaturos. Avaliou-se o efeito dos meios -
de cultura MS, BS5, Ziv e Halevy, acrescidos de antioxidantes como PVP e
carvio ativado, além de benomyl e bactericidas (oxitetraciclina e cloranfenicol),
sob o desenvolvimento das gemas axilares e segmentos foliares, em condi¢des
de luz e escuro. Nio se obteve regeneragdio destes e:‘:plantes nestas condigdes.
No cultivo dos embrides avaliaram-se datas paracoleta das sementes em
combinacdo com diferentes concentracSes de sacarose e do meio de cultura e
niveis de BAP. Avaliou-se ainda o efeito da adicio ao meio de cultura das
substancias carvio ativado, PVP, cisteina, acido ascorbico e dcido citrico em
diferentes niveis com o objetivo de controlar o proco:sso oxidativo. Com este
mesmo objetivo utilizou-se também diferentes substincias para solidificagio do
meio, como agarose, agar e phytagel. A exclusdo do meio de cultura dos
nutrientes cobre e ferro também foi testada. Determinou-se como melhor data
para coleta das sementes e extragido dos embn'a‘es, 20 semanas apés a
polinizacio. As diferentes concentragdes do meio MS ndo alteraram o
desenvolvimento dos embrides, o qual foi inﬂuc}nciado pelas diferentes
concentra¢des de sacarose, ocorrendo methor desenvolvimento na presenga de
20,64 g/L. A adi¢io de BAP, 4 medida em que se elevaram as dosagens testadas,
proporcionou a formagio de plantas com tamanhos menores. Os melhores
resultados de controle de oxidagfio foram obtidos para os embrides cultivados
em meios com concentragSes mais elevadas de carvio ativado ou solidificados

il



com phytagel. Realizou-se ainda a identificagiio dos compostos liberados no
meio de cultura, através de técnicas de cromatografia ¢ infravermelho, o que
permitiu identificar nos extratos a presenga de compostos fendlicos ou seus
derivados.

Comité de Orientagio: Moacir Pasqual - UFLA (Orientador); Maria das Gragas
Cardoso ~ UFLA (Co-orientadora), Eduardo Bearzoti - UFLA (Co-orientador).
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ABSTRACT

PAIVA, Patricia Duarte de Oliveira. In vitro establishment of strelitzia
(Strelitzia reginae Ait.) and control of the oxidative process with
identification of compounds released in the culture medium. Lavras,
UFLA, 1998. 86p. * ‘

Strelitzia (Strelitzia reginae Ait.) is an omamental plant of high
commercial value. Its development is slow and the seed presents dormancy
which tums it difficult the production of seedlings. Through the use of tissue
culture, it is possible to propagate plants that normally show difficulties to
reproduce by seeds. The present work have been developted at the Federal
University of Lavras and the objetctive was to in vitro propagate strelitzia. For
the in vitro establishment, axillary buds, leaf segments and immature embryos
were used as explants. The effect of the culture media MS, B5 and Ziv & Halevy
supplemented with PVP, activated charcoal, benomyl, oxytetracyclin and
chirophenicol was evaluated on the development of axillary buds and leaf
segments in the presence or absence of light. No generaction was observed in
these conditions. For embryo culture, different seed harvest dates in combination
with different concentrations of sucrose, culture medium and BAP were
evaluated. To control the oxidative process the effect of the addition to the
culture media of activated charcoal, PVP, cysteine, ascorbic acid, citric acid,
agarose, agar and phytagel in different levels was also evaluated. The lack of
cupper and iron on the culture media was also tested. The best date of harvesting
seeds for embryo extraction is 20 weeks after pollination. No embryo
development was observed varying the concentration of MS medium. However,
better embryo development was observed in the presence of 20,64 g/L sucrose.
Increasing BAP levels induced the formation of smaller plants. Best control of
oxidation was obtained for embryos cultivated in media presenting elevated
concentrations of activated charcoal or solidified with phytagel.
Chromatography and infrared techniques provide the identification of phenolic
compounds and their derivatives released in vitro by embryo explants.

Guidance Committee: Moacir Pasqual - UFLA (Adyisor); Maria das Gragas
Cardoso — UFLA (Co-adviser); Eduardo Bearzoti — UFLA (Co-adviser).
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CAPITULO L. INTRODUCAO

1 INTRODUCAO GERAL

A estrelicia (Strelitzia reginae Ait) (Figura 1) é uma planta omamental
de expressivo valor comercial e sua produgio desperta especial interesse no
mercado extemno. Esta planta, no entanto, ¢ de lento desenvolvimento,
demandando de 5 a 7 anos para iniciar a produgio de flores. A propagacdo é
feita atraves de divisdo de touceiras, resultando em pequeno nimero de mudas

ou por sementes, as quais apresentam dorméncia.

FIGURA 1. Aspecto visual da inflorescéncia de Strelitzia reginae Ait. UFLA,
Lavras/MG, 1997,

A cultura de tecidos € uma técnica altemnativa de propagagio de plantas,
pois permite que esta seja feita de forma rapida e em larga escala. A
micropropagagdo de plantas omamentais representa um grande impacto tanto
cientifica como economicamente, principalmente devido ao valor (financeiro,
sanitario e de qualidade) do produto final em comparagio com outras técnicas

(Queralt et al., 1991).
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Os primeiros testes para micropropagacio de estrelicia foram realizados
por Ziv e Halevy em 1983, quando conseguiram obter plantas utilizando gemas
axilares como explantes. Este método, no entanto,51 é destrutivo, havendo a
necessidade de extragdo e destruicio das mudas, as quais produzem
individualmente entre 5 a 10 gemas. Por outro lado,%éste método ¢ importante
pois permite que as, plantas produzidas in vitro sejazl;m clonadas utilizando-se
' segmentos foliares e embrides imaturos como fonte dei explante. Para a obteng¢do
dos embrides, a polinizagio manual se faz necesséria{, pois a autopolinizacédo e
polinizagdo cruzada, realizadas por insetos, geram petiueno numero de frutos. A
floracdo destas plantas é concentrada no invemno, o qu?é leva a producdo sazonal
de frutos na primavera. '

Em algumas plantas a liberaciio de exudatos ‘constitui um dos maiores
problemas para o cultivo in vitro (Queralt et al%, 1991). Em avaliagdes
preliminares observou-se a ocorréncia de processo oxitjiativo no meio de cultura,
com a caracteristica deste se desenvolver em diferentéG coloragdes, o que gerou
a necessidade de se aprofundar os estudos neste fenémeno, procurando
correlaciond-lo com alguma caracteristica experimenital ou inerente 3 planta,

além de se proceder 4 identificagio dos compostos.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estrelicia

A estrelicia, comumente conhecida como ave-do-paraiso, pertence a
familia Strelitziaceae, ordem Zingiberales, originaria da Aﬁ-ica, mas atualmente
encontra-se largamex.lte difundida nos paises de clima tropical (Lopes e Menezes,
1980). Atualmente as espécies identificadas sdo Strelitzia reginae e S. parvifolia,
as quais diferem entre si pela anatomia das folhas: a parvifolia nio apresenta
limbo. Estas plantas destacam-se pelo aspecto bastante exdtico de suas flores,
que sdo constituidas de inflorescéncias de coloragio alaranjada (mais comum),
amarela ou branca e estigma labelado azul (Watson e Dallwitz, 1996).

Por ser planta de origem tropical é perfeitamente adaptada ao Brasil,
podendo ser encontrada nas mais diferentes regides. Atualmente ¢ utilizada em
paisagismo para a composigdo de jardins e em produgdes comerciais como flor
cortada. Pelas belas caracteristicas das suas flores e por ser uma planta de
origem tropical, a estrelicia apresenta grande potencial de comercializagdo no
mercado extemo, além da sua valorizagio no mercado nacional.

A estrelicia apresenta lento desenvolvimento, podendo as plantas obtidas
de sementes levarem de 5 a 7 anos para florescer. As sementes apresentam
impermeabilidade de tegumento, assim, em condigdes naturais, a germinacgio
ocorre somente apds 18 semanas (Lopes e Menezes, 1980; Ziv e Halevy, 1983).
Para a propagagdo assexuada, através da diviséo de touceiras, as plantas matrizes
devem possuir pelo menos 10 anos de idade e a produ¢io de mudas é em nimero
reduzido (Ziv e Halevy, 1983). Pelas dificuldades determinadas em fungdo do
tempo necessario para floragdo, ainda nio existe um programa de selegdo de
_ cultivares definido e, aliado ao grande potencial de crescimento da
comercializagio desta flor no mercado externo, a cultura de tecidos apresenta-se
como urna importante técnica para propagagdo desta espécie, pois além de ser
possivel diminuir o tempo para a produgio de novas mudas, permite também sua
produgdo em larga escala.



2.2 Micropropagacio

Um dos unicos trabalhos registrados ﬁa literatura sobre a
micropropagacdo de estrelicia foi realizado por Ziv%e Halevy em 1983, na
Universidade de Jerusalém (Israel). Neste trabalho, os‘ autores utilizaram como
fonte de explante gemas axilares e terminais, método d;estnrtivo € que exige um
numero elevado de matrizes para obteng3o dos explante:s.

A wtilizagio de embrides e folhas jovens evita 4 destruicio de matrizes e
pode ser bastante eficiente para a micropropagacio de plantas (Pierik, 1987). O
cultivo de embribes pode ser utilizado com o objetivcﬁ de superar a dorméncia
das sementes, producdo de novas plantas em curto espago de tempo e auxiliar
nos programas de hibridagdo interespecifica (Pasqual e #’into, 1989).

De modo geral, os embrides sio coletados em estigio imaturo e
inoculados in vitro na presen¢a de sacarose, um comp@ente essencial para seu
desenvolvimento, pois oferece suprimento energéticcia € aumenta a pressdo
osmética do meio de cultura (Pierik, 1987; George, 319963). A exigéncia em
sacarose €, porém, variada em fungiio do estagio de maturagdo, sendo que
embrides imaturos sdo mais exigentes (Hu e Ferreira, 1990).

1

2.3 Oxidagao

Um problema identificado por Ziv e Halevy (1983) foi a ocorréncia de
oxidagio no meio de cultura. Em cultura de tecidos o termo oxidagdo
corresponde a mudanga de coloragiio do meio devido a liberacdo de compostos
fendlicos pelo explante (Gould e Murashige, 1985).

A ocorréncia de oxidagio pode ser geneticame:nte correlacionada, pois
alguns géneros apresentam maior susceptibilidade a esté processo. Segundo Cai
e Butler (1990), plantas com maiores teores de tamnos ou hidroxifendis como
Quercus, Rhododendron. Sorghum e coniferas possnfxem maior tendéncia a
apresentarem oxida¢do in vitro. A variagiio de intenfsidade de oxidacdo, no

|
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entanto, pode ser inerente a diferentes espécies ou variedades. Em sorgo, por
exemplo, diferentes cultivares apresentam variagdes de tolerdncia a oxidagdo e
na coloragdo dos pigmentos liberados (Cai e Butler, 1990). -

Para prevenir a ocorréncia de oxidagdo, George (1996b) recomenda
minimizar os danos causados ao explante através da remogao de compostos
fendlicos produzides e alteragdes na composicdo do meio de cultura,
especialmente na concentragio ou no tipo de reguladores de crescimento
utilizados. A remocdo dos compostos pode ser feita pela utilizagio de meios
liquidos, de diferentes agentes de solidifica¢io ou substincias de adsorgéio,

Para o controle da oxidagdo, diversos produtos podem ser utilizados,
adicionados ao meio de cultura, como a cisteina, carvio ativado, PVP, acido
ascérbico ou 4cido citrico. O carvio ativado age adsorvendo os exudatos
liberados pelos explantes, os quais causam a oxidagio. O PVP reage com estas
substdncias enquanto que a cisteina e os acidos ascorbico e citrico reagem com
metais presentes no meio de cultura evitando que estes estejam disponiveis para
oxidar (Jarret, Rodrigues e Femandez, 1985; George 1996b).

Outras modificagSes na composicio dos meios de cultura também
podem ser eficientes para controle da oxidagdo como variagdes na concentragio
do meio MS, exclusdo ou diminuigdo de elementos redutores como ferro e cobre
e variages em tipo e niveis de reguladores de crescimento (Jarret, Rodrigues e
Femandez, 1985).

2.4 Determinagiio de substiincias orgnicas

Para identificar a composigio de substincias, podem-se utilizar técnicas
cromatograficas, as quais permitem separar os compostos quimicos constituintes
de uma substincia (Harbome, 1984). Técnicas como Infravermelho,
Ultravioleta, Ressonincia Magnética Nuclear de Prétons sio usadas para a
determinacdo dos grupos funcionais de uma substincia (Silverstein, Bassler ¢
Morril, 1994; Ferri, 1996).



A Cromatografia Liquida (CL) permite a separagio de ions metalicos e
compostos orgénicos. O emprego desta cromatografia em colunas contendo um
adsorvente (silica) tem sido utilizado para sepamﬁ6 de diversas substincias
extraidas de substratos variados (Silverstein, Bassler e Mormil, 1994).

A Cromatografia de Camada Delgada (CCD) & utilizada para separar
compostos orgénicqs. Pela CCD, a separagio dos: compostos é feita por
migragio diferencial, em fundo da polaridade (soluto x solvente). As fragdes
separadas sdo coletadas para realizacdo de outras anahsps (Ewing, 1972; Jeffery,
1989). !

O processo de separagio depende do solvente utilizado na fase mével,
podendo ser por adsor¢dio, partigdo, troca iénica e/ou l%ltﬂgéo degel. ACCDé
mais rapida e geralmente mais aplicavel que as outras i:écnicas cromatograficas
liquidas, sendo assim largamente utilizada, pﬁncillqalmente para analises
qualitativas (Ewing, 1972; Jeffery, 1989).
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CAPITULO 1. ESTABELECIMENTO IN VITRO DE ESTRELICIA
(Strelitzia reginae Ait.) E CONTROLE DE OXIDACAO NO MEIO DE
CULTURA |
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1 RESUMO 1
i

A estrelicia (Strelitzia reginae Ait.), devido ao seu lento desenvolvimento
em condigGes naturais e pela sua importincia como plgnta ornamental, requer
uma metodologia especial para tomar eficiente seu processo de propagagdo. Pela
cultura de tecidos é possivel reproduzir plantas com eficiéncia e em larga escala.
Para efetuar o estabelecimento in vitro de estrelicia utilizaram-se como fonte de
explante segmentos foliares, gemas axilares e embrides imaturos. Avaliou-se o
efeito de diferentes meios de cultura (MS, BS, Knudson, Ziv e Halevy), de
diferentes niveis de sacarose e de BAP, de substancias como carviio ativado,
PVP, acido citrico, acido ascorbico e cisteina com o objetivo de controlar a
oxidag3o de diferentes tipos de solidificantes e exclusdo dos elementos ferro e
cobre do meio de cultura. Ndo foi possivel regenerar plantas utilizando gemas
axilares e segmentos foliares. Plantas foram obtidas apenas de embrides
coletados 20 semanas apés a polinizagio via embriogénese zigética.
Determinou-se como melhor concentragio de sacarose 20,64 g/L. Diferentes
concentragdes do meio MS testadas nido alteraram o desenvolvimento dos
explantes. O controle de oxidagdo foi mais eficiente ha presenca de carvdo
ativado ou em meios solidificados com phytagel.
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2 ABSTRACT

Due to its slow development in natural conditions and its importance as
an omamental plant, an altemative method is required for the propagation of
strelitzia (Strelitzia reginae Ait.). Through the use of tissue culture it is possible
to propagate plants with efficiency. In order to establish strelitzia in vitro, leaf
segments, axillary bids and immature embryos used as explants. The effect of
different culture media MS, BS, Knudson, Ziv e Halevy), different levels of
sucrose, BAP, use of antioxidants such as activated charcoal, PVP, citric acid,
ascorbic acid and cysteine, use of different gel solidifying substances and lack of
iron and copper in the culture medium was evaluated. There was no regeneration
of plants when axillary buds and leaf explants were used as explants. Plants were
obtained only from embryos collected 20 weeks after pollination. The best
sucrose concentration was 20,64 g/L. There was no influence of different
concentrations of MS medium on explant development. Oxidation control was
more efficient in the presence of activated charcoal or medium solidifyied with

phytagel.
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3 INTRODUCAO

A micropropagagéo de plantas vem sendo utiliz;ada COMm SHUCESSO para a
obtenc3o de mudas sadias em grande nimero de &@&iﬁ economicamente
importantes ou com dificuldades de propagacio. Nes%te contexto, as plantas
omamentais sdo de especial interesse para a pmpagaﬁo através de cultura de
tecidos, ndo s6 em fungdo do retomo econdémico quei representam, mas pela
possibilidade de solucionar problemas como dificuldades de propagacdo,
transporte e intercimbio de mudas. A estrelicia é uma planta omamental de lento
desenvolvimento, necessitando de 5 a 7 anos para inicia'ir a producdo de mudas.
Além disto ja se identificou presenca de dorméncia ¢ lenta germinagio das
sementes.

Assim sendo, a propagacéio desta espécie atraves de cultura de tecidos
torna-se uma importante alternativa para produgio comer;:ial de mudas.

0 objetivo deste trabalho foi promover o estabielecimento in vitro de
estrelicia, a partir de diferentes explantes, estudando coj‘mponentes do meio de
cultura a fim de proporcionar o melhor desenvolvimento in vitro e o efeito da
adigio de diferentes substincias ao meio para controlar ou minimizar a
oxidagdo.
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4 REFERENCIAL TEGRICO

4.1 Desenvolvimento in vitro

A propagacdo de plantas através de gemas axilares e terminajs é
considerada destrutiva pois pode exigir a coleta de matrizes para obtencdo dos
explantes, o que dificulta o trabalho, especialmente quando a disponibilidade de
material é limitante,

= (
N A utilizagdo de embrides e folhas jovens evita a destruicio de matrizes e

N
A,
N

pode ser bastante eficiente para a micropropagagio de plantas (Pierik, 1987). O
primeiro trabalho com cultura de embrides foi realizado em 1904 por Hanning
(Hu ¢ Wang, 1986). Segundo Pasqual ¢ Pinto (1989) e Litz (1993), o cultivo de
embriGes normalmente ¢ utilizado com o objetivo de superar a dorméncia das
sementes, produco de novas plantas em curto espago de tempo e para estudos
em programas de hibridagdo interespecifica.

De modo geral, os embrides sio coletados em estgio imaturo e, para
seu desenvolvimento, a sacarose é um dos componentes essenciais do meio de
cultura para fomecimento de energia a estes explantes, além de aumentar a
pressdo osmdtica do meio de cultura (Collins e Grosser, 1984; Hu e Wang,
1986; Pienk, 1987; George, 1996a). A exigéncia em sacarose é variavel em
fungdo do estigio de maturagio dos embrides (Hu e Ferreira, 1990), que, se
imaturos, exigem maiores concentracdes (Saravitz e Raper, 1995). Pierik (1990)
sugere que embrides maturos sejam cultivados em meios contendo 2-3% de
sacarose e imaturos, com 8-12%. De acordo com Hu e Wang (1986), os
embrides excisados maturos ou quase maturos sio autotroficos, ou seja, sdo
capazes de germinar em meio simples sem suprimento adicional de sacarose.

Uma das propriedades do meio de cultura é suprir os nutrientes
necessarios para o crescimento dos explantes. O meio Knudson foi desenvolvido
em 1943 (George, 1996a) para propagagiio de sementes de orquideas, meio este
bastante similar aos primeiros meios desenvolvidos, os quais apresentavam
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baixas concentragdes de ions inorganicos. Varias modificagdes foram realizadas
nos primeiros meios de cultura até se chegar ao meio de Murashige e Skoog em
1962 (Murashige e Skoog, 1962). O meio d&senvolwdo por estes autores
objetivava o cultivo de calos de tabaco, mas amalmente conhecido como MS,
tem sido utilizado para desenvolvimento in vitro de diversas espécies e
diferentes tipos de propagaciio (George, 1996a). A conj‘centmc;io dos nutrientes
do meio MS é geralmente considerada elevada e, e@i funcio disto, muitas
modificagdes tém sido estudadas com o objetivo de reduzir os niveis dos
nutrientes, permitindo assim maior adaptagio de cultivos in vitro (Pierik, 1987;
Samartin, 1989). Por outro lado, segundo Krikorian (19§l), a alta salinidade do
MS ¢ eficiente para cultivos que exigem concentragdes Wans elevadas de ions. O
meio B5 foi desenvolvido por Gamborg e colaboradores em 1968 para o cultivo
de suspensdo de células de soja, sendo ainda utilizado principalmente para
cultivo de células e micropropagagdo de monocoﬁledéneés. (George, 1996a).

O uso de dgua de coco para estimular o desenviolvimento de embrides
foi descoberto por Overbeck et al. em 1941, trabalh“ando com Datura. A
composi¢io da dgua de coco muito se assemelha i oomposigﬁo do fluido
encontrado proximo dos embrides de algumas espécies Jaiestudadas cuja fun¢io
€ estimular o desenvolvimento embnonano)'«dois;:;s U(vGeorge, 1996a). Ha
indicagdes de que a agua de coco, em concentragdes balxas (5-10%), pode
interagir com auxinas e promover o crescimento em situagdes que nio ocorreria
em sua auséncia (Krikorian, 1991). Para a propagagio rép}.ida de alpinia (Alpinia
purpurata), Chang e Criley (1993) utilizaram com sucesso; 50% da concentragio
de sais do meio MS acrescido de 15% de agua de coco e 2‘?"6 de sacarose.

O crescimento e a morfogénese sdo controlados pd}a interagdo e balango
entre os reguladores de crescimento adicionados ao nipio de cultura e as
substéncias de crescimento endégenas do explante. As citd:cininas sdo utilizadas
em cultura de tecidos para estimular a divisio‘l celular e atuam,
consequentemente, no processo de morfogénese (Georgei 1996a). BAP é uma
citocinina sintética muito utilizada devido a sua efetivida?e ‘¢ baixo custo em
relagdo as outras (Krikorian, 1991). Algumas referém:ias,‘1 no entanto, indicam
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que os embrides podem ndo requerer suprimento exégeno de reguladores de
crescimento, mas este fator deve ser avaliado de acordo com a espécie (Collins e
Grosser, 1984; Hu e Wang, 1936; George, 1996b).

A adenina pode estimular o crescimento de apices meristematicos, mas
seu efeito ¢ varidvel em fungio da espécie. O composto sulfato de adenina
adicionado a0 meiq de cultura atua como fonte de nitrogénio e estimula a
biossintese de citocininas (George, 1996a). A presenca de aminoacidos no meio
de cultura também pode influenciar o desenvolvimento in vitro. Estudos
realizados por Krikorian (1991) reportam que os aminoacidos sulfurados sio
necessarios para o crescimento e desenvolvimento normal das plantas e seu uso
€ especialmente recomendado para tecidos recalcitrantes.

4.2 Oxidacio

Um problema identificado por Ziv e Halevy (1983) foi a ocorréncia de
oxidacdo, processo definido por Gould e Murashige (1985) como sendo a
mudanca de coloragdio de compostos fenélicos liberados pelo explante no meio
de cultura. Estes autores, pesquisando extratos do meio de cultura cultivados -
com Nandina, detectaram a presenca de compostos fendlicos, aminoacidos,
carboidratos, acidos orgénicos, proteinas e alcaldides (especificamente
berberina). Preece e Compton (1991) caracterizaram as substincias encontradas
em meio de cultura no cultivo de algumas espécies lenhosas e as identificaram
como sendo taninos, flavonodides e fendis. Ferimentos normalmente provocam
oxidacio, sendo que discos foliares apresentam maior oxidagio do que
segmentos nodais por sofrerem mais ferimentos (Preece e Compton, 1991). O
efeito inibitério no desenvolvimento é atribuido 3 presenca de taninos e fendis,
sendo a autotoxidade dos exudatos varidvel com as cultivares, espécies e géneros
(Compton e Preece, 1988; Preece e Compton, 1991). Pesquisas indicam que
compostos como a cisteina, o carvio ativado, PVP, acido ascérbico e cido
citrico tém sido adicionados ao meio de cultura com o objetivo de controlar o
processo de oxidagdo. A maioria destes compostos age adsorvendo os exudatos

16



liberados pelos explantes os quais causam a oxidagio. Gould e Murashige
(1985) sugerem, para controle de oxidagdo, a lavagem do explante com
antioxidantes como acido citrico e acido ascorbico ant&s da inoculagdo e a
adi¢3o de carvio ativado ao meio. i

O carvio ativado tem sido adicionado aoi meio de cultura em
concentragdes que ,variam de 0,3 a 2,0% (Fridborg e Eriksson, 1965;
Anagnostakis, 1974; Fridborg et al., 1978; Tisserat, 197§- Takayama e Misawa,
1980, Ziv e Halevy, 1983; Bon, Gendraud e Franclet, 1988 Guerra e Handro,
1988), com a finalidade de adsorver os fendis presentes no meto de cultura, além
de atuar induzindo os processos de morfogénese e nzogenese (Fridborg et al.,
1978; George, 1996a). Bon, Gendraud e Franclet (1988), estudando sequéia,
observaram que a adi¢do de carvdo ativado nio foi eﬁcxente para controlar a
oxidagdo, mas estabilizou o processo, evitando que houvesse acumulo de fenéis.

A poliamina PVP possui também a capacldade de adsorver os
compostos fendlicos evitando que estes oxidem e pqhmenzem. Além de
estimular a embriogénese, o PVP pode também reagir com fendis oxidados e
prevenir a ocorréncia de oxidagdo por enzimas fuolasE&s Esta substincia é
geralmente adicionada ao meio de cultura em concentmc;oes que variam de 0,01-
4,0 % (George, 1996b). A eficiéncia no uso de PVP eldlu carvio ativado, no
entanto, varia de acordo com a espécie. Siqueira e Inoue (1991) observaram que
a adicdo de PVP a 1,0 g/L ndo foi eficiente para o conu'ole de oxidacdo em
explantes de Cocus e Tisserat (1979) afirma que a unhmgao de carvdo ativado
tem sido mais eficiente do que PVP para controle de oxida\cﬁo em explantes de
palmeira. ‘

Modificagdes na composigdo dos meios de cultum&rais como variagoes
na concentragao do meio MS, exclusio ou diminuigio em concentrat;ao de ferro
e cobre; uso de reguladores de crescimento (variagdes em tlpo e niveis); adicdo
de antioxidantes como 4cido ascorbico, acido citrico ou clstlema também podem
ser eficientes para controle da oxida¢io (Jarret, Rodrigues e Fernandez, 1985).

O acido citrico atua como agente quelante de metais mas nio é muito
eficiente em retirar ferro da solugdio. Ja o acido asoorbtco normalmente é
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acrescido ao meio de cultura, possuindo a propriedade de estimular a atividade
metabolica dos tecidos (George 1996a). Ainda segundo este autor, a efetividade
destes 4cidos s6 tem sido observada, quando adicionados a0 meio em
concentragdes entre 10 e 140 mg/L, podendo reduzir a oxidacdo em 50%.

Nem todos os compostos produzidos pelo processo de oxidagdo sdo
toxicos, mas a maiaria inibe o desenvolvimento dos explantes, podendo causar
danos severos, principalmente no estagio inicial de desenvolvimento da cultura,
levando até a morte (George e Sherrington, 1984). Compton e Preece (1988), por
exemplo, adicionaram compostos fendlicos ao meio de cultura para calos de
tabaco e estacas de morango e ndo observaram toxicidade dos exudatos aos
explantes, o que se atribuiu as concentragdes utilizadas, possivelmente baixas.
Em alguns casos, os explantes podem apresentar oxidagdo apenas no inicio da
cultura, a qual ¢ diminuida 4 medida que ocorre desenvolvimento. A idade dos
explantes também influencia na ocorréncia de oxidagio; de modo geral,
explantes mais jovens sdo menos propicios 4 oxidagio do que explantes mais
velhos (George, 1996b).

A ocorréncia de oxidagio pode ser geneticamente correlacionada, ou
seja, em géneros cujas plantas apresentam maiores teores de tanino ou
hidroxifendis a oxidagio ocorre de forma mais intensa como é o exemplo de
Quercus, Rhododendron, Sorghum e das coniferas (George, 1996b). Estudos de
Cai e Butler (1990), com diferentes cultivares de sorgo, observaram que estas
apresentaram variacdes de tolerdncia & oxidagéio e na coloragio dos pigmentos
liberados, observando pigmentos com coloragio vermelha, marron claro e
marron avermelhado. Variagdes de intensidade na ocorréncia dos pigmentos e na
formagdo de necrose do explante também foram observadas. Estes pesquisadores
sugerem que a ocorréncia dos pigmentos em diferentes coloragdes seja devido a
presenca de taninos nas diferentes cultivares de sorgo, mas ndo realizaram a
identificagdio da composi¢io dos pigmentos.

Substancias adicionadas ao meio de cultura também podem influenciar
no processo oxidativo: Cai e Butler (1990) observaram que o aumento da
concentragio de cinetina induziu maior freqiiéncia de formagdo de calos
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embriogénicos em sorgo, mas também aumentou a sintese de pigmentos. O
mesmo efeito fol observado quando se aumentou a concentragdo de sacarose do
meio de cultura.

Para prevenir a ocorréncia de oxidagdo, George (1996b) recomenda que
se minimizem os danos causados ao explante, removendo os compostos
fenolicos produzidos, através da alteragio da composicdo do meio de cultura e a
concentragao ou tipo de reguladores de crescimento empregados. A remogdo dos
compostos pode ser feita pela utilizagdo de meios liquidos, de diferentes agentes
de solidificagdo ou pela adi¢do ao meio de substancias de adsorcio.

Para a solidificagdo do meio de cultura de modo geral utiliza-se o agar,
mas existem indicagdes de que este também possa causar oxidagdo. O agar é o
agente solidificante mais utilizado em cultura de tecidos. E constituido de
agucares, galactose e uma fragio neutra, a agarose, que possui forte capacidade
de geleificar. O agar possui graus variaveis de pureza, o que influencia na sua
capacidade de solidificar e provocar reagdes com outros agentes no meio de
cultura. Contém grande quantidade de sulfatos, os quais sdo bastante reativos e
Ja se identificou a presenca de cobre, elemento capaz de acelerar o processo de
oxidagdo. Alguns tipos de agar - dependendo do fabricante, além do enxofte,
podem ainda conter substancias fenolicas (George, 1996a). O agar apresenta
também pequenas quantidades de macro e microelementos, especialmente
calcio, potassio e fosfato (Debergh, 1983).

A utilizagdo de outros produtos mais puros como agarose e phytagel ndo
tem apresentado sintomas de indugdo de oxidagdo (Finch et al., 1992). A agarose
€ um produto mais caro em relagdo ao agar, porém nio possui os grupamentos
sulfato, sendo um produto mais puro. Geralmente em meios contendo agar
ocorre oxidagdo mas, com a adicdo de outro agente geleificante ao meio, é
possivel diminuir ou evitar o processo (George 1996b).

Os explantes sao menos afetados por oxidagdo, quando cultivados em
meios liquidos, pois nestes os fenois se difundem rapidamente (George 1996b).
Assim, explantes de macieira e diversos géneros de orquideas sdo

preferencialmente inoculados em meios liquidos (Zepeda e Sagawa, 1981:
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George, 1996b). Collins e Grosser (1984) sugerem, porém, que meios com agar
sdo preferiveis a meios liquidos por se aproximarem mais das condi¢des
naturais.

Objetivou-se, neste trabalho, desenvolver uma metodologia para
propagacdo in vitro de estrelicia assim como identificar um método eficiente

para controle do processo de oxidag¢do.

S METODOLOGIA

5.1 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE ESTRELICIA UTILIZANDO
GEMAS AXILARES E SEGMENTOS FOLIARES

5.1.1 Indugdo de morfogénese ou calogénese em segmentos foliares

a. Coleta e assepsia

Folhas jovens, de plantas adultas, mantidas no Viveiro de Plantas
Omamentais da UFLA, foram coletadas, imersas em agua destilada e
transportadas para o Laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de
Agricultura, onde as folhas foram esterilizadas em solugdo de hipoclorito de
sédio a 30% (cloro ativo: 2-2,5 %), acrescido de 1,0 g/ de benomyl e 52,0
mg/L de cloranfenicol, por 20 minutos. Em cimara asséptica foram lavadas por
4 vezes em dgua destilada autoclavada e mantidas em solugiio contendo 1,0 gL
de PVP 10 (P.M. 10.000). As folhas foram seccionadas em segmentos de
tamanhos diferenciados e inoculadas em diferentes posi¢es nos meios de
cultura.
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b. Experimentos

b.1 Efeito de antioxidantes PVP e carvio ativado, benomyl, cloranfenicol e 2,4-

D adicionados ao meio de cultura

No experimento avaliou-se o efeito de concentracdes de PVP ou carvio
ativado, cloranfenicol, benomyl e 2 4-D, acrescidos ao meio de cultura MS
(Murashige e Skoog, 1962) (Anexo 1), em diferentes combinagdes, nos

seguintes tratamentos:

= meio MS

= MS +4mg/L 24D

= MS + 52 mg/L de cloranfenicol

= MS+4mg/L 2,4 D + 52 mg/L de cloranfenicol

* MS +2 g/L de carvio ativado + 52 mg/L de cloranfenicol

* MS + 160 mg/L PVP + 52 mg/L de cloranfenicol

* MS +800 mg/L PVP + 52 mg/L de cloranfenicol

= MS + 800 mg/L PVP + 1 g/L benomyl

* MS +2 g/L de carvdo ativado + 1 g/L benomyl

* MS + 800 mg/L PVP + 52 mg/L de cloranfenicol + 1 g/L benomyl
* MS +2 g/L de carvdo ativado + 52 mg/L de cloranfenicol + 1 g/L benomyl

b.2 Efeito do meio de Ziv e Halevy

Os segmentos foliares foram inoculados no meio recomendado por Ziv e
Halevy (1983) (Anexo 2), com a seguinte composi¢do: meio MS acrescido de 52
mg/L de cloranfenicol, 25 mg/L de oxitetraciclina, 10 g/L de carvio ativado, 2.5
mg/L de AIB, 1 mg/L de ANA, 5 mg/L de cinetina, 0,5 mg/L de 2,4-D, 30 g/L
de sacarose e 7 g/L de agar.
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b.3 Efeito do meio B5

Os segmentos foliares também foram inoculadas em meio B5 (Gamborg
et al., 1968) (Anexo 1) acrescido de 400 mg/L PVP ou 1 g/L de carvio ativado.

Em todos estes experimentos, utilizaram-se 10 mL de meio em cada
tubo de ensaio e o pH foi ajustado em 5,8. Realizou-se a autoclavagem a 121°C,
1 atm de pressdo por 20 minutos. Apés inoculagio em cimara asséptica, os
explantes foram mantidos em cimaras tipo B.0.D., com temperatura 26 °C, no
escuro, por 30 dias e entdo foram transferidos para condigdes de fotoperiodo de
16 horas de luz, na mesma temperatura, até os 75 dias.

No experimento bl, utilizaram-=se 10 tubos por tratamento, em
delineamento estatistico inteiramente casualizado. Nos experimentos b2 e b3,
foram inoculados 40 tubos de cada, inoculando-se os segmentos foliares de
tamanhos variados em diferentes posigdes: 1 cm’ e 0,5%2,0 cm dispostos
totalmente em contato com o meio ou na posigio vertical.

As avaliages foram realizadas periodicamente durante o periodo
experimental, observando possiveis modificagdes no explante.

J.1.2 Indugdo de morfogénese em gemas axilares

Para micropropagaciio de gemas axilares, utilizou-se a metodologia
descrita por Ziv e Halevy (1983): plantas adultas de estrelicia foram coletadas no
campo eliminando-se folhas e raizes. Os segmentos remanescentes foram
transportados para laboratorio e em seguida lavados com agua e detergente e
mantidos em agua corrente por 24 horas. Efetuaram-se novos cortes até obter
segmentos de tamanho aproximado de 5 c¢m, constituidos do peciolo basal, os
quais foram submetidos & desinfestagdo através de imersio em alcool 70% por 5
minutos ¢ em seguida mantidos em solugio contendo hipoclorito de sédio 30% e
1 g/L. de benomyl por 15 minutos.
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Em camara de fluxo laminar, os segmentos foram lavados por 4 vezes
em agua destilada autoclavada e transferidos para solugio de antioxidantes,
constituida de 50% dos sais do meio MS, excluindo-se as vitaminas e sacarose,
sem solidificante e acrescido de 150 mg/L de acido citrico, 100 mg/L de acido
ascorbico, 25 mg/L de benomyl, 5 mg/L de cloranfenicol e 5 mg/L de
oxitetraciclina. O pH foi ajustado em 4,5 e autoclavou-se por 15 minutos a 121
°C. Os explantes foram mantidos nesta solugdo por 24 horas, no escuro, a
temperatura de 26 °C. Apés este periodo, realizaram-se os cortes para obtengio
das gemas, as quais se localizam na intersecgdo das bases foliares, tendo sido
cuidadosamente removidas com auxilio de bisturi e pinga. Utilizaram-se ainda
como explantes segmentos da base foliar, da parte interna do caule (segmentos
nodais) e de raizes remanescentes. Os explantes foram mantidos em cimara tipo
B.0.D., por 10 dias, no escuro, em temperatura de 26 °C. Apos este periodo, os
explantes foram transferidos para luz em fotoperiodo de 16 horas. O meio de
cultura utilizado foi o MS, acrescido de 10 g/L de carvao ativado, 52 mg/L de
cloranfenicol, 2,5 mg/L de AIB, 1 mg/L ANA, 5 mg/L cinetina, 0,5 mg/L de
2,4-D e 7 g/L agar. O pH foi ajustado em 5,8 antes da autoclavagem, realizada
por 20 minutos a 121 °C, 1 atm. Além deste meio testou-se também o efeito de

PVP (400 mg/L) em substitui¢do ao carvio ativado.

5.2 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE ESTRELICIA UTILIZANDO
EMBRIOES IMATUROS

a. Coleta e extragio dos embrides

Os frutos foram coletados no campo e levados para o laboratério onde
foram abertos e retiradas as sementes. Estas foram limpas, eliminando-se o arilo
e esterilizadas em solugdo de hipoclorito de sodio a 30%, por 15 minutos, sendo
em seguida lavadas 4 (quatro) vezes em agua destilada autoclavada, em cimara

de fluxo laminar. Com auxilio de um microscopio estereoscopio, os embrides
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foram extraidos e inoculados em meio de cultura contendo os tratamentos. O
material foi acendicionado em cimaras tipo B.0.D., com temperatura de 26 °C e
fotoperiodo de 16 horas de luz.

J.2.1 Avaliagdo do efeito de idade para coleta dos embrides, sacarose e

concentragdes do méio MS

Com o objetivo de aumentar a producdo de frutos, devido a reduzida
ocorréncia de polinizacio natural, as flores de estrelicia foram polinizadas
manualmente. As polinizacGes foram realizadas eatre as plantas disponiveis no
viveiro de plantas ornamentais da UFLA. Os embrides foram coletados com
diferentes idades, em funcio das datas de polinizagdo, observando-se algumas
caracteristicas morfologicas como cor do arilo, textura do tegumento das
sementes, caracteristicas do endosperma e tamanho do embrido.

Os embrides excisados foram submetidos a diferentes experimentos com
o objetivo de avaliar o seu desenvolvimento. Os embrides foram coletados com
8, 12, 16 e 20 semanas apés a polinizagiio. No primeiro experimento, avaliou-se
o efeito de diferentes concentragdes de sacarose: 0; 7,5; 15; 30; 45 e 60 g/L
acrescidas ao meio MS, solidificado com 7 g/L de agar. Em outro experimento,
avaliou-se 2 influéncia de diferentes concentragdes de sais do meio MS: 12,5;
25; 50; 75; 100 e 125 %. As concentragdes de mio-inositol (100 mg/L),
vitaminas (dcido nicotinico — 0,5 mg/L; piridoxina — 0,5 mg/L; tiamina 0,1
mg/L) e glicina (2 mg/L) foram mantidas sem alteragdo. A sacarose, neste
experimento, foi utilizada a 30 g/L. Em ambos os experimentos o pH foi
ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C e 1 atm de pressdo por 20
minutos. Cada tubo de ensaio (15 x 250 mm) recebeu 10 mL do meio de cultura.

Apos 30 dias efetuaram-se avaliagSes, observando-se comprimento de
brotacdo e de raiz, formagdo de calos e ocorrépcia e coloragdo de oxidagiio no
meio de cultura e do embrifio. Para avaliar a oxidagio, atribuiram-se notas, em
fungdo da intensidade de oxidagdo ocorrida no meio, segundo a escala: 0 - Meio
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sem oxidacdo; / — 1/3 do meio escurecido; 2 — 2/3 do meio escurecido e 3 -

Meio totalmente escurecido.

5.2.2 Avaliagdo do efeito de BAP sobre o desenvolvimento dos embrides

Os embrides ‘foram extraidos das sementes de estrelicia e inoculados em
meio de cultura MS, acrescido de 30 g/L de sacarose e com pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem a 121 °C, 1 atm, 20 minutos. Ao meio de cultura foram
acrescidas as seguintes dosagens de BAP: 0 (controle); 0,5; 1,0; 2,0;4,0¢e 8,0
mg/L.

J.2.3 Efeito da dgua de coco. de sulfato de adenina e do meio Knudson no

desenvolvimento dos embrides.

Nestes experimentos, utilizaram-se como tratamentos o meio MS
(controle), meio MS acrescido de 200 ml/L de agua de coco, meio MS acrescido
de 200 ml/L de agua de coco e 10 mg/L de sulfato de adenina, meio MS
acrescido de 200 ml/L de agua de coco e 20 mg/L de sulfato de adenina. Em
todos os meios de cultura foram acrescidos 30 g/L de sacarose e 7 g/L de agar.
Utilizou-se ainda o meio Knudson (Anexo 1), acrescido de 200 ml/L de 4gua de
coco, 1 g/L de carvdo ativado e 20 g/L de sacarose. O pH dos meios foram
ajustados em 5,8 antes da autoclavagem a 121 °C, 1 atm, por 20 minutos.

Em todos os experimentos utilizou-se o delineamento estatistico
inteiramente casualizado, com 8 repeticdes e um tubo por parcela. As avaliagdes

foram realizadas apos 30 dias, observando-se o desenvolvimento dos embrides.
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5.3 CONTROLE DE OXIDACAQ

5.3.1 Efeito de PVP: Os embrides de estrelicia foram inoculados em meio de
cultura MS, contendo 30 g/L. de sacarose, 7 g/L de agar, pH ajustado em 5,8 e
acrescido de PVP nas seguintes concentracdes: 0 {controle), 50, 100, 200, 400,
600, 800 e 1000 mg/L..

3.3.2 Efeito do carvio ativado: Ao meio MS adicionou-se 0 (controle); 0,5; 1;
2, 4; 6; 8 e 10 g/L. de carvio ativado. O pH foi ajustado em 6,0 e o meio foi
solidificado com 7 g/L de agar e acrescido de 30 g/L de sacarose.

3.3.3 Efeito do acido citrico e dcido ascorbico: O meio de cultura basico
utilizado foi o MS, solidificado com 7 g/L de agar acrescido de 30 g/L de
sacarose, com pH ajustado em 5,8 antes da autoclavagem. A este meio de cultura
adicionou-se acido citrico nas concentragdes 0, 100, 150 e 200 mg/L, em todas
as combinagdes possiveis com acido ascorbico nas concentragdes 0, 50, 100 e

150 mg/L.

3.3.4 Efeito de diferentes concentragdes de cisteina: Utilizou-se como meio de
cultura o MS, acrescido de 30 g/L de sacarose, 7 g/L de agar e pH ajustado em
5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 1 atm, 20 minutos). A este meio foi
acrescida cisteina nas seguintes concentragdes: 0 (controle), 4, 8, 12, 16, 20 e 24
mg/L.

3.3.5 Efeito de diferentes solidificantes do meio de cultura e de meio liquido: O
meio de cultura basico foi o MS, acrescido de 30 g/L de sacarose, com pH
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem (121 °C, 1 atm por 20 minutos). Os
embrides foram colocados em meio MS liquido, utilizando ponte de Heller
(Heller, 1949) para sustentagdo dos explantes e, para a solidificagiio dos meios,
utilizou-se agar (Merck) a 3,5 g/L e 7,0 g/L (controle); agarose a 4 gL e
phytagel a 6 g/L.
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J.3.6 LEfeito dos meios de cultura sem os nutrientes ferro (Fe-EDTA) e cobre
(CuSO,;5H-0): O meio basico utilizado foi o MS, sendo os tratamentos
constituidos de meio MS sem Fe-EDTA, meio MS sem CuSO;7H,0, meio MS
omitindo-se estes dois elementos e o meio MS completo. Os diferentes meios
foram solidificados com 7 g/L de agar e acrescidos de 30 ¢/L de sacarose. O pH
foi ajustado em 5,8 antes do processo de autoclavagem (121 °C, 1 atm, por 20

minutos).

Todos os experimentos desta fase foram instalados em delineamento
inteiramente casualizado com 8 repeti¢des e um tubo por parcela. Realizaram-se
as avaliagdes aos 30 dias apds a instalagio dos experimentos, observando-se o
desenvolvimento dos embrides. Os tubos foram mantidos em camaras tipo
B.0.D., temperatura de 26°C e fotoperiodo de 16 horas de luz.

As analises estatisticas dos experimentos foram realizadas, utilizando-se
procedimentos nao-paramétricos, devido as avaliagdes terem sido baseadas em
caracteristicas qualitativas através de notas. Como o delineamento empregado
em todos os experimentos foi inteiramente casualizado, o teste de igualdade
entre tratamentos utilizado foi o de Kruskal-Wallis, o qual é apropriado para este
tipo de delineamento (Campos, 1983). Foi considerada a aproximagdo de Qui-
quadrado para grandes amostras. As analises foram feitas no procedimento
NPARIWAY, do software SAS (SAS“Institute, 1989).

Em alguns experimentos, os tratamentos estavam arranjados em
estrutura fatorial com dois fatores. Nestes casos, optou-se pelo desdobramento
da interacdo entre fatores (cada interacdo do fatorial passou a corresponder a um
tratamento), em todos os casos, sem testar a significancia da interacdo, em
virtude de aparentemente ndo existirem métodos nio-paramétricos para a analise
de ensaios fatoriais. Assim uma vez detectada diferenca significativa entre
tratamentos, ocorrendo significincia entre tratamentos, testes de Kruskal-Wallis

foram efetuados entre médias de um fator, fixando-se niveis de outro fator.



Nos casos em que o fator sob estudo era quantitativo (como
concentracdes de BAP, por exemplo), adotou-se o procedimento seguinte:
ajustaram-se modelos de regressio linear simples, através do método nio-
paramétrico, apresentado por Hollander e Wolfe (1973), com o coeficiente de
regressio testado conforme o teste de Theil. Além disto, a partir da diferenca
calculada entre os valores ajustados e os observados, os desvios de regressio
foram calculados para cada nivel de um fator quantitativo sob estudo. Tais
desvios foram entdo submetidos ao teste de Kruskal-Wallis para verificar se
diferiam significativamente dos niveis do fator. Este procedimento propiciou um
modo (aproximado) de testar a significincia dos desvios de regressdo, ou seja,
testar se o modelo ajustado era apropriado. Em caso de ndio o ser, modelos
polinomiais de ordem superior foram ajustados pelo método de minimos
quadrados, até que a nio significincia dos desvios de regressio fosse observada.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 ESTABELECIMENTO /N VITRO DE ESTRELICIA UTILIZANDO
GEMAS AXILARES E SEGMENTOS FOLIARES

Nao foi observada morfogénese ou calogénese nos explantes gemas
axilares ou segmentos foliares, independente do tratamento aplicado. Com estes
resultados ndo foi possivel reproduzir o protocolo desenvolvido por Ziv e
Halevy (1983), para a propagacdo i vitro de estrelicia, os quais utilizaram como
fonte de explante gemas axilares.

Os segmentos foliares ndo apresentaram contaminagdo, mas ocorreu
intensa oxidagdo no meio de cultura, ocorrendo exudatos de principalmente

coloragdo azul (Figura 2).

FIGURA 2. Segmentos foliares de estrelicia de diferentes tamanhos e
inoculados em diferentes posigdes. Visualiza-se também a

ocorréncia de oxidagdo nas coloragdes azul e marrom. UFLA,
Lavras/M@G, 1997.
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Quando gemas axilares e segmentos basais do caule foram cultivados,
apesar de todo o processo de desinfestagiio, realizado segundo a metodologia de
Ziv e Halevy (1983), ocorreu contaminagiio em 42% dos explantes. No material
remanescente também ocorreu intensa oxidagdo principalmente de coloragio
azul. Os explantes nio apresentaram resposta alguma a qualquer dos tratamentos
aplicados, permanecendo no meio sem alteragio, apenas com ligeiro

escurecimento apos algum tempo.

6.2 ESTABELECIMENTO IN VITRO DE ESTRELICIA UTILIZANDO
EMBRIOES IMATUROS

Na Tabela 1 encontram-se os resultados obtidos nos experimentos de
estabelecimento in vitro dos embrides, avaliando-se o efeito das diferentes
idades para coleta e extragio dos embrides em combinacio com diferentes
concentragdes de sacarose e do meio MS e, ainda, o efeito do regulador de

crescimento BAP.
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TABELA 1. Valores de Qui-Quadrado calculado, conforme o critério de
Kruskal-Wallis, para testar a hipitese de igualdade entre
tratamentos dos diferentes experir?entos em funcio das
caracteristicas observadas (Tamanho de brotos e de raizes e

intensidade de oxidagio). UFLA, Lavra‘f/MG, 1997.

.

Experimentos Famanho de Tamanho de Oxidacido
Brotos Raiz ‘
Diferentes idades i
e concentrages 29,322 29,194, 39,992 *
do meio MS |
Diferentes idades 137,550 ** 136,260 "%* 119,980 **
e concentracoes i
de Sacarose
\
Niveis de BAP 12,318 * 4373 | 8,952

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
** Significativo a0 nivel de 1% de probabilidade

Observa-se na Tabela 1 que, no experimento e:m que se avaliaram as
diferentes idades dos embrides e concentragdes do meio MS, houve significancia
para a caracteristica oxidag#o, ou seja, existem pelo menos dois tratamentos que
diferem entre si, porém nfio se identificaram diferencas.para as caracteristicas
altura de brotos ou formagiio de raizes. Estes mmcteres,kalém da ocorréncia de
oxidagio, foram significativamente influenciados pelas concentragdes de

{
sacarose utilizadas em combinagio com as diferentes idades dos embrides. As
diferentes concentragdes do regulador de crescimento BAP acrescidas ac meio
de cultura influenciaram apenas o tamanho dos brotos fo:"mados, ndo ocorrendo
o efeito identificado por Cai e Butler (1990), em sorgo °E. George (1996b), em
diversas outras culturas, os quais observaram influéncia l‘das concentragdes de
regulador de crescimento no aumento da oxidag3o.
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6.2.1 Efeito de concentragées do meio MS e idades dos embrides

Diferentes concentragdes do meio MS, independentemente das épocas
de coletz das sementes, nic influenciaram o desenvolvimento dos embrides,
conforme analise estatistica. Observa-se na figura 3 que, em explantes cultivados
em meios com 75'e 100 % da concentragio do MS, houve um maior
desenvolvimento da parte aérea e de raizes, conforme Figura 4. Nestes
tratamentos obtiveram-se brotagdes com até 3,7 cm e reiz com 3,5 cm. Estes
valores, porém, nic foram suficientes para demonstrar diferenga entre
tratamentos testados. Assim, pdo foi possivel determinar uma concentracio
dtima do meio MS para iniciagio da cultura |Este resultado indica que,

possivelmente, todo o processo de germinagao ocorre pelas reservas nutricionais

do cotilédone, independente do fornecimento extemo. 1
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FIGURA 3.Tamanho médio dos brotos formados em embrides de estrelicia
cultivados in vifre em diferentes concentragdes do meic MS.
UFLA, Lavras/MG, 1997.
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FIGURA 4. Tamanho médio de raizes formadas em exﬂbric'm de estrelicia
cultivados in vitro em diferentes concentragdes do meio MS.
UFLA, Lavras/MG, 1997. }

O desenvolvimento dos embrides foi influenciado pelas diferentes
idades em que foram coletados. A germinagdo nos embrides ocorreu apenas
naqueles coletados com 20 semanas, como se visualiza nia Figura 5. Embrides
em estigios inferiores de maturidade ndo apresentaram formagdo de parte aérea
e raizes (Figuras 5 e 6, respectivamente). Embrides Fom 8 semanas ndo
apresentaram sinal algum de desenvolvimento, mas ja és embrides coletados
com 12 ou 16 semanas apresentaram inchamento, ﬁMdo uma estrutura sem
forma definida, aparentando embridides, mas nio regei:eraram plantulas. O
tamanho médio dos brotos e raizes, formadas a panixl* de embrides de 20
semanas, foi de 0,45 e 0,27 cm, respectivamente, com amplxtude entre 0,8 e 4,0
¢m para brotos ¢ 0,4 e 3,5 cm para raizes.
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FIGURA 5.

FIGURA 6.

Tamanho médio de brotos (cm)
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Semanas

Tamanho médio dos brotos formados em embrides de estrelicia
cultivados in vitro por 30 dias (para todas as concentragdes do
meio MS) em fun¢do das diferentes idades das sementes.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997,
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Tamanho médio das raizes formadas em embrides de estrelicia
cultivados in vitro (para todas as concentragdes do meio MS) em
funcdo das diferentes idades das sementes, apos 30 dias de
cultivo. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG,
1997.



A Figura 7 demonstra o efeito da interagio das idades e das

concentragdes do meio MS sobre a ocorréncia de oxid%léo no meio de cultura.

Para a ocorréncia de oxidag3o, em embrides coletado{g na 8 semana, nio foi

possivel obter uma equacgdo que se ajustasse as vaﬁagﬁés observadas em fung¢do

dos tratamentos. Observa-se que baixos valores de o:ddaqﬁo foram encontrados

tanto em baixa (25%) como em concentragio mais elevada do meio MS (100%)

e, ao contrario, valores mais altos de oxidagiio fora:ln observados em baixa

concentragio do MS (12,5%), concentragdes intermedidrias (50 e 75%) e

concentragiio mais elevada (125%). Com estes resulmdofs pode-se inferir que, em
1

embrides muito jovens de estrelicia, a intensidade de dcorréncia de oxidagdio é

inerente ao embridio e nio influenciada pelas ooncentraq?es do meio de cultura.
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FIGURA 7. Efeito de concentragGes do meio MS sobre a ocorréncia de oxidacdo
em embriGes coletados com a idade de 20 (EA), 16 (B), 12(C)e 8
(D) semanas, apds 30 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras/MG,

1997.
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Nos embrides coletados com 12, 16 e 20 semanas, cbserva-se tendéncia
de ocorrer menor indice de oxidagdo quando se utilizou meio MS em sua
concentragdo original. Calculando-se as concentragSes ideais, nas quais se
observariam menores valores de oxidagdo, obtiveram-se para 20 semanas,
102,08% do MS; 16 semanas, 86,02% do MS e 12 semanas, 94,42% do MS;
demostrando, assim, que menores valores de oxidagio ocorreram quando se
utilizou 0 MS em sua concentragio original. Por outro lado, maiores indices de
oxidagdo foram observados em meios com concentracdo de 25% do MS, sendo
os pontos maximos obtidos para 20 semanas a 30,57% do MS; 16 semanas,
19,92% do MS e 12 semanas, 29,52% do MS. Observa-se ainda nos graficos da
Figura 7 pequena tendéncia de elevagdo no nivel de oxida¢io em concentragdes
do meio MS superiores a 100%.

A redugdo nas concentragdes de sais do meio de cultura, conforme
sugerido por Jarret, Rodrigues ¢ Femandez (1985), niio demonstrou ser eficiente
para controle de oxidagdo, ao contrario, oxidagio em maior intensidade foi
observada quando menores concentragdes do meio MS foram utilizadas.

A Figura 6 expressa a ocorréncia de oxidagio em fungdo das diferentes
idades de coleta dos embrides. Aparentemente este fator ndo influenciou o
processo oxidativo. Para a ocorréncia de menores valores de oxidagdo a 12
semanas ndo foi encontrada uma justificativa plausivel. Como nas analises se
trabalhou com erro de 5%, pode-se atribuir esta variagiio a0 acaso.
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FIGURA 8. Oxidagao ocorrida em embrides de estrelicia, apos 30 dias de
cultivo in vitro, em fungdo das diferentes idades das sementes
independente das concentragdes do meio MS. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

6.2.2 Efeito de concentragdes de sacarose e idades dos embrides

Observou-se, neste experimento, influéncia das concentracdes de
sacarose no desenvolvimento dos embrides em fungdo de suas diferentes idades
de coleta. A formagdo de parte aérea ocorreu apenas nos embrides coletados com
20 semanas, conforme se verifica na Figura 9, como ja observado no
experimento anterior (Concentragdes do meio MS x Idades do embrido),
ocorrendo formagdo de brotos de tamanho médio igual a 2,27 cm. A amplitude
de tamanhos observada variou de 0,5 a 5,7 cm. Raizes foram formadas apenas
nos embrides que apresentavam parte aérea, oriundos de sementes coletadas
também 20 semanas apos a polinizagdo (Figura 10). As raizes apresentaram
tamanho médio de 0,78 cm, com amplitude entre 1,0 e 3,5 cm.
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FIGURA 9. Tamanho médio dos brotos formados em embrides de estrelicia,
apos 30 dias de cultivo in vitro, em fungdo das diferentes idades
das sementes independente das diferentes concentracdes de
sacarose. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si
pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG,

1997,
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FIGURA 10. Tamanho médio das raizes formadas, apés 30 dias de cultivo in
vitro, de embriGes de estrelicia em funcdo das diferentes idades
das sementes independente das concentracdes de sacarose.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.



Estas observagdes permitem inferir que o desenvolvimento dos embrides
de estrelicia em estagios bastante imaturos nio é unicamente dependente de
fonte energética, mas de algum fator inerente aos embriGes, como a presenga de
algum inibidor ou a falta de competéncia deste, ou seja, os embrides podem
ainda estar numa fase de formagio tal que na'i;o seja possivel o seu
desenvolvimento, mesmo com auxilio extemno e, assif’n, apenas o fornecimento
de sais e sacarose ndo sdo suficientes. A recome%ldan;,'éo de aumento das
concentrages de sacarose, para estimular a brotagio em embrides mais
imaturos, conforme sugerido por diversos autores (Coﬂms e Grosser, 1984; Hu
e Wang, 1986; Pierik, 1987, Hu e Ferreira, 1990; ‘Sarawtz e Raper, 1995;
George, 1996a), nio foi eficiente para esta espécie. ‘

Os embrides com idade de 20 semanas ndo exigiram elevag¢do das
concentragdes de sacarose, ao contrario, melhor Mm®IMM de parte aérea
foi obtido com a concentragio de 20,64 g/l de sacarosei(Figura 11) e de raizes, a
21,39 g/ (Figura 12), o que indica que estes ja estqarn atingindo o estagio
*'autotroﬁco conforme afirmacio de Hu e Wang (1986) ou, caso ndo estejam
neste estagio, reforca-se a hipétese de que outro|fator do embrifio seja
responsavel por estimular a germinagdo. Observou-se ainda nas Figuras 11 e 12
que o desenvolvimento dos embrides foi limitado, praticamente nio ocorrendo,
na auséncia de sacarose ou na concentragdo mais elevada utilizada (60 g/L).

/
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FIGURA 11. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose na formagdo de
brotos em embrides de estrelicia coletados com a idade de 20
semanas, apos 30 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras/MG,
1997.
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FIGURA 12. Efeito de diferentes concentragdes de sacarose na formagio de
raizes em embriSes de estrelicia coletados com a idade de 20
semanas, apos 30 dias de cultivo i vitro. UFLA, Lavras/MG,
1997,
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O processo de oxidagdo ocorreu de forma mais intensa nos embrides de
20 semanas conforme se observa na Figura 13. Esta observagdo pode ser
atribuida ao fato de que os embrides mais jovens, muitas vezes, nio
apresentavam desenvolvimento algum, permanecendo no meio da forma como
foram inoculados. Nestes ndo houve oxidagdo. Ao contrario, os embrides que
apresentavam inchamento ou formagéo de estrutura semelhante a calos, através

de seu metabolismo, liberaram exudatos ao meio.

agio

Oxid

8 12 16 20

Semanas

FIGURA 13. Oxidagdo ocorrida em embrides de estrelicia, apds 30 dias de
cultivo in vitro, independente das diferentes concentracdes de
sacarose em fun¢io das idades das sementes. Médiasl seguidas
de mesma letra n3o diferem entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

Estas observagdes permitem inferir que a oxidagdo esta diretamente
relacionada ao metabolismo do embrido, ou seja, embrides que formavam parte
aérea apresentavam maior oxidagdo em relagio aos que nio desenvolviam. Por
identificagdes visuais observou-se, ainda, que aqueles embrides que formavam
parte aérea mais rapidamente apresentavam menor intensidade de oxidagdo em
relagdo aos que demoravam mais, mas apds desenvolvidas as plantas, as

diferentes intensidades de coloragdo do meio tenderam a se igualarem.
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T e 4
Avaliando a ocorréncia de oxidagdo no meio de cultura de explantes
cultivados em diferentes niveis de sacarose, observa-se, na Figura 14, que a
intensidade de oxidagio tende a aumentar, 3 medida que se elevam as
concentragoes de sacarose, independente da idade dos embrides, concordando
com os resultados de Cai e Butler (1990), os quais também observaram aumento

na oxidagdo de sorgo em fun¢io da presenca de maiores concentragdes de

sacarose.
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FIGURA 14. Efeito de sacarose na oxidagio de embrides de estrelicia
coletados com a idade de 20 (A), 16 (B), 12 (C) e 8 (D)
semanas, apés 30 dias de cultivo in vitro. UFLA, Lavras’/MG,
1997,

A idade de coleta foi um fator importante e primordial para o
desenvolvimento dos embrides. Quando extraidos apés 20 semanas, originaram
plantas completas e bem formadas, mas quando retirados em idade inferior a 20
semanas, independentemente dos tratamentos aplicados, formaram calos ou
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estruturas semelhantes a embridides, dos quais nio foi §6§§ii}él regenerar plantas
(Figura 15), apesar de varias tentativas com transféréncias para meios com
varias combinagdes de reguladores de crescimento. Ziv e Halevy (1983) também

ndo conseguiram a regenera¢do de calos de estrelicia aﬁés inimeras tentativas.
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FIGURA 15. Aspecto visual do desenvolvimento in vitro de embrides de
estrelicia. a) Embrido recém inoculado; b) Embriio em inicio de
brotacdo; ¢) Embridides; d) Calos e e) Planta completa. UFLA,
Lavras/MG, 1997.
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6.2.3 Efeito do regulador de crescimento BAP sobre o desenvolvimento dos

embrides

O BAP, nas concentragdes utilizadas, ndo estimulou a formacio de
maior namero de brotos ou outras estruturas como eml?m'éides, ocorrendo apenas
a germinagio da patte aérea do embrifo. O tamanho dos brotos formados foi
influenciado pelos niveis de BAP utilizados. Queda sz na altura destes
brotos foi observada, & medida que se aumentaram as dosagens do regulador,
conforme demonstrado na Figura 16. Brotos de maior}es tamanhos médios (1,15
e 1,22 cm) foram obtidos, respectivamente, em mei1os onde se utilizaram 0,5
mg/L de BAP ou na auséncia deste, sugerindo ;que a adicdo de baixas
concentragdes de BAP podem ser benéficas para o ;d&senvolvimeuto da parte
aérea. A amplitude dos brotos formados variou de l,Q"a 2,5 ¢cm, na auséncia de
BAP e de 0,7 a 4,0 cm com 0,5 mg/L do regulador dej crescimento. A utilizacdo
de BAP ndo promoveu diferencas no tamanho; de raizes, ou seja, ©
desenvolvimento radicular ocorreu independente da ;jiresenqa de BAP no meio
de cultura (Figura 17). A ocorréncia de oxidagio tambem ndo foi afetada pela
presenga do regulador de crescimento no meio cfé cultura, diferindo das
observagdes de Cai e Butler (1990), os quais encontra;ram aumento de oxidagdo
do meio devido a adigdo de regulador de crescimento.
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FIGURA 16.

FIGURA 17.
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Efeito do BAP sobre o tamanho médio de brotos formados em
estrelicia, decorrente da germinagio de embrides, apés 30 dias de
cultivo in vitro. UFLA, Lavras’/MG, 1997.
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Efeito do BAP sobre o tamanho médio de raizes formadas em
brotos de estrelicia, apés 30 dias de cultivo in vitro. UFLA,
Lavras/MG, 1997,
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6.3 CONTROLE DE OXIDACAO
Na tabela 2 estio apresentados os result]?dos do teste estatistico,
realizado para detectar diferencas entre os tratamentos aplicados, com o objetivo
de evitar ou controlar o processo de oxidag3o. !
i
TABELA 2. Valores de Qui-Quadrado calculado,:“ conforme o critério de
Kruskal-Wallis, para testar a hipétese de igualdade entre
tratamentos. UFLA, Lavras/MG, 1997.! '

i

Experimentos Tamanho de T aman?o de Oxidagdo
Brotos Rai‘z
PVP 7,00 7,00 15,9470 *
Cisteina 3,7916 4,034;13 4,6822
Carvio Ativado 0 o 32,1010 **
Acido citrico x 0 1,9824 3,1644
Acido ascorbico ‘
Agua de Coco 0 6,3926 7,9171
Exclusdo de cobre 1,2781 1,0714 9,6982 *
e ferro i
Solidificantes 11,081 ** 8,2038 15,605 *

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade
T Significativo ao nivel de 10% de probabilidade

Pelos resultados apresentados na Tabiela 2, variagées no
desenvolvimento das plintulas (tamanho de brotos e c:le raiz) ocorreram apenas

i
|
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em funcdo dos diferentes solidificantes do meio de cultura utilizados. Diferengas
no controle ou redugdo da oxidagiio foram observadas, quando se utilizou PVP,
carvdo ativado, dgua de coco, solidificantes ou pela exclusio de nutrientes do
meio de cultura. O uso de cisteina e dcido ascérbico em combinagio com acido
citrico, nas dosagens testadas, nio apresentou efeito sobre o controle de
oxidagdo.

A utilizagdo de carvio ativado ndo proporcionou diferengas quanto ao
desenvolvimento dos embrides, conforme é sugerido por George (1996a), mas as
diferentes dosagens testadas promoveram variagdes quanto a inibicdo do
processo de oxidagdo. A observagio de ocorréncia de oxidacio foi dificultada
pela coloragdo escura do meio. Identificou-se formagio de oxidagdo pela
presenca de regides com coloragdo escura mais intensa préximo ao explante. Em
meios com maiores niveis de carvio ativado, a observagio foi ainda mais dificil.
Pelos resultados, ndo se pode afirmar com certeza que os baixos valores de
oxidagdo encontrados nestes tratamentos possam ser atribuidos ao efetivo
controle do processo pela presenca de carvdo ativado, pois pode ter ocorrido
oxidagio e que nio tenha sido perfeitamente visualizada devido a coloragio do
meio.

Na Figura 18 observa-se uma diminui¢io de oxidagdo, 3 medida em que
foram aumentadas as concentragdes de carvio ativado. O processo de
escurecimento ocorreu com maior intensidade em meios com baixa
concentracdo, 0,5 — 1,0 g/L, ou na auséncia desta substancia.
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FIGURA 18. Efeito de diferentes concentragdes de! carvio ativado sobre o

controle de oxidagio no cultivo ini vitro de embrides de
estrelicia. UFLA, Lavras/MG, 1997.

\
|

Avaliando o comportamento dos embrides culfivados em meio Knudson
e a adigdo de dgua de coco e sulfato de adenina ao meio MS, pode-se observar
menor intensidade de oxidagiio quando se utilizou meio Knudson (Figura 19).
Os diferentes meios ndo influenciaram o desenvolvimento dos explantes,
ocorrendo formag3o de parte aérea e raizes nos embgiées cultivados tanto em
meios considerados fortes como o MS, ou fracos como o de Knudson. A agua de
coco ndo alterou o desenvolvimento dos embric')w: conforme sugerido por
George (1996a). l

Nos tratamentos cujos embrides foram cﬁltivados no meio MS,
independente das substincias adicionadas a este, ooorgreu oxida¢do no meio de
cultura com maior intensidade em relagiio aos meids cujos explantes foram
cultivados no mejo Knudson. Dentre estes, maior iintensidade de oxidacdo
ocorreu no meio MS acrescido de 20 mg/L de sulfan‘b de adenina. Apesar do
meio Knudson ter apresentado melhor eficiéncia em rel%aga‘?o ao MS para controle
de oxidagdo, é necessirio o aprofundamento de o#tudos com objetivo de
identificar fatores que possam estar influenciando este! processo, pois a simples

!
reducdo na concentragio dos nutrientes do meio M% n3o proporcionou este
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efeito e o meio Knudson apresenta concentragdes de sais bastante reduzidas

(Figura 19),

Oxidagdo

Knudson MS MS+AC  MS+SA10 MS-SA20

Meios

FIGURA 19. Oxidagdo ocorrida em meio de cultura Knudson e MS, acrescido
ou ndo de agua de coco e de sulfato de adenina, apos 30 dias de
cultivo in vitro de embrides de estrelicia. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao

nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

A adi¢do de PVP ao meio de cultura, em diferentes concentragdes, nio
gerou variagdes no desenvolvimento dos embrides, principalmente em
concentragdes mais elevadas as quais ndo causaram toxidez. Observa-se, na
Figura 20, que o PVP nio foi eficiente para controle de oxidagao, apesar de sua
maior efetividade ja comprovada em outras culturas (Fridborg e Eriksson, 1965;
Anagnostakis, 1974; Fridborg et al., 1978; Tisserat, 1979; Takayama e Misawa,
1980; Ziv e Halevy, 1983; Bom, Gendraud e Franclet, 1988: Guerra e Handro,
1988), observando-se ainda uma tendéncia de ocorrer oxidacio com maior

intensidade em concentracdes mais altas de PVP.
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FIGURA 20. Efeito de PVP sobre o controle de o:j:idaﬁo em embriGes de
estrelicia cultivados in vitro, apés 30 dias. UFLA, Lavras/MG,
1997. I
|
A utilizagio de diferentes solidificantes para o meio de cultura
influenciou tanto o desenvolvimento dos embrides quanto o comtrole de
oxidacdo. Em meios liquidos ou contendo 3,5 g/L de agar, os embribes
apresentaram formagédo de parte aérea de tamanhos iniferior&s aos formados nos
outros tratamentos. A utilizagdo de agar (7 g/L), agaro!';e e phytagel promoveram
a formagdo de brotos em tamanhos estatisticameﬁte iguais entre si, mas
superiores aos dos outros tratamentos (Figura 21). No meio solidificado com
agarose, os brotos apresentavam tamanho médio de§3,18 cm com amplitude
variando de 3,0 a 8,5 cm aos 30 dias. Szabados et al. (1991) também observaram
que plantas de mandioca e arroz apresentaram regenéaraqéo significativamente
maior em meios solidificados com agarose e gelrite e?m comparagio aos meios
de agar. ;
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FIGURA 21. Tamanho médio dos brotos formados em embrides de estrelicia
cultivados em meios contendo diferentes tipos de espessantes,
apos 30 dias de incubagdo. Médias seguidas de mesma letra

ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de

5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

A formagdo de raizes foi inferior no meio liquido e superior para os
embrides cultivados em meios solidos. Raizes de maiores tamanhos foram

obtidas nos meios solidificados com agar em relagdo aos meios de agarose ou

phytagel (Figura 22).



Tamanho médio de Raiz (cm)

: T H : T
Agar 7,0 Agar 3,5 Liquido Agarose Phytagel
Tipo de Espessante

FIGURA 22. Tamanho médio das raizes formadas em embrides de estrelicia
cultivados em meios de cultura contendo diferentes tipos de
espessantes, apos 30 dias de incubagdo. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao
nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

A oxidagdo foi sensivelmente reduzida nos meios solidificados com
phytagel e agarose (Figura 23), possivelmente pelo fato destes serem produtos
mais puros em relagdo ao agar, nio apresentando elementos que favorecem a
oxidacdo conforme ja sugerido por Finch et al. (1992). Oxidagdo em maior

intensidade foi observada em meios liquidos e solidificados com agar.
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FIGURA 23. Oxidagdo ocorrida em meios de cultura contendo diferentes tipos
de espessantes, apos 30 dias de cultivo in virro de estrelicia.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA, Lavras/MG, 1997.

Observou-se que a utilizagdo de meios liquidos ou semi-sélidos (3,5 g/L
de agar) ndo foi satisfatoria para o desenvolvimento das brotagdes. Em meio
liquido, a parte aérea, possivelmente pela posi¢io de fixagio do embrido, tendeu
a desenvolver-se intemamente a ponte de Heller, produzindo uma plantula
deformada. Além disto, este meio, assim como o meio semi-solido nio foi
eficiente para controle ou diminui¢do do processo de oxidacio como era
esperado, pois conforme George (1996b), os meios liquidos, em fungio da maior
difusdo dos exudatos, sio favoraveis para reduzir os efeitos maléficos da
oxidagdo, pois evitam que as substincias liberadas permanecam junto ao
explante, causando toxidez.

A oxidagao foi praticamente controlada nos meios cujos solidificantes
utilizados foram o phytagel e a agarose. Estas substincias, conforme George
(1996a), sdo mais puras, ndo apresentando outros elementos quimicos ou
compostos fenolicos na sua composigdo como € o caso do adgar (Debergh, 1983).
O desenvolvimento da parte aérea nos meios com agarose e phytagel foi

semelhante a dos embrides inoculados em meio com 7 g/L de agar. O
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crescimento de raizes nestes meios foi ligeiramente inferior ao das plantulas
desenvolvidas em agar. Este fator porém ndo é de importincia primordial,
devendo-se destacar, sim, a altura da parte aérea e o controle de oxidacdo. As
plantas, porém, apds transferidas para meio s‘j:lidiﬁmdo com phytagel
apresentaram, em menor escala, oxidagio, demonstrando que o phytagel é
importante para controle de oxidago na fase inicial de desenvolvimento dos

embrides (Figura 24).
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FIGURA 24. Tamanho médio dos brotos formados ém embrides de estrelicia
e oxidacdo ocorrida no cultivo in vitro em fungio de diferentes

solidificantes utilizados no meio de culmra UFLA, Lavras/MG,
1997,

A exclusio de nutrientes com fungio reduitora do meio de cultura
promoveu varia¢des no controle do processo oxidativo. Meios sem o elemento
cobre, conforme se visualiza na Figura 25, aprsentaram oxidacio em valores
significativamente inferiores em relagio aos dos ojutros meios testados. A
exclusdo de ferro, mesmo associada a exclusio de coblfe, nio provocou alteragio
no processo, resultados que se compararam a tostemunha - meio MS contendo
ambos os nutrientes. A exclusio destes nutrientes nio ailterou o desenvolvimento
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dos explantes, conforme se verifica nas Figuras 26 e 27, ndo ocorrendo diferenca

significativa entre o tamanho dos brotos e raizes formados.
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FIGURA 25. Efeito da exclusio dos nutrientes ferro (Fe) e cobre (Cu) do meio
de cultura sobre o controle de oxidagdo em estrelicia, apos 30
dias de cultivo. Médias seguidas de mesma letra nio diferem
entre si pelo teste de Kruskal-Wallis ao nivel de 5%. UFLA,
Lavras/MG, 1997.
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FIGURA 26. Efeito da exclusdo dos nutrientes ferro (Fe) e cobre (Cu) do meio
de cultura sobre o tamanho médio de brotos formados em
estrelicia, apos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras/MG, 1997.
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FIGURA 27. Efeito da exclusdo dos nutrientes ferro (Fe) e cobre (Cu) do meio
de cultura sobre o tamanho médio de raizes formadas em

estrelicia, apos 30 dias de cultivo. UFLA, Lavras/MG, 1997.
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6.4 ASPECTOS MORFOLOGICOS

Durante a coleta e preparo do material para extragio dos embrides,
algumas caracteristicas morfoldgicas foram observadas objetivando, assim,
auxiliar na coleta e identifica¢iio de outros frutos dentro da idade Gtima.

Observa-se, na Tabela 3, que 0 niimero médio de sementes obtidas por
fruto ¢ varidvel com as diferentes plantas. Obteve-se em média 41,87 sementes
por fruto, ocorrendo amplitude varidvel entre os frutos colhidos de 5 a 72
sementes. As plantas nas quais se realizaram as polinizagdes foram identificadas

comnumerosde 1a 6.

TABELA 3. Niimero médio de sementes obtidas por fruto, segundo a
planta mae. UFLA, Lavras/MG, 1997.

Planta Nimero de Sementes
1 41,72
2 49,37
3 41,38
4 29,76
5 38,18
6 50,79
Média 41,87

As coloragdes do arilo e do tegumento da semente variaram de acordo
com a idade dos mesmos. Conforme se visualiza na tabela 4, com 8 semanas o
arilo das sementes apresenta-se branco. Ao longo do tempo adquire colorages
amareladés até atingir, com 20 semanas (idade a partir da qual se deve coletar os
frutos) a coloragio alaranjada, a qual ndo se altera mais. O tegumento da
semente também sofre alteragbes na coloragio em fungio da idade. Com 8
semanas apresenta-se de cor bege em tom claro ¢, com o tempo, este tom
escurece até atingir coloracdo ligeiramente amarronzada a 20 semanas (Figura
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28), a partir da qual inicia-se o aparecimento de rajas acinzentadas, as quais

aumentam até o tegumento tornar-se totalmente negro.

FIGURA 28. Aspecto visual de um fruto e sementes de estrelicia, mostrando
diferentes coloragdes do tegumento e arilo. UFLA, Lavras/MG,
1997.

Os embrides ndo apresentam variagdes no formato (cordiforme, torpedo,
etc.) conforme ja descritos para outras espécies (Pasqual e Pinto, 1989). Estes
possuem forma de bastdo desde estagios mais imaturos e apenas se desenvolvem
em comprimento até atingirem o tamanho de 7-8 mm, quando estabilizam,
conforme se visualiza na Tabela 4 e Figura 29. A Tabela 4 apresenta ainda

algumas caracteristicas morfologicas observadas nas sementes de estrelicia.
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TABELA 4. Caracteristicas morfologicas observadas para as sementes de
estrelicia em funcgao da época de coleta. UFLA, Lavras/MG,

1997.
Semanas Arilo Endosperma  Tegumento  Tamanho do

Embrido
8 Branco Liquido claro 2-3 mm
12 Amarelo Pastoso claro 4-5 mm
16 Amarelo Pastoso a claro 5-6 mm

escuro rigido
20 Laranja Rigido Marrom a 7-8 mm
cinza
>20 Laranja Rigido a seco Cinza escuro 7-8 mm
a preto

FIGURA 29. Aspecto visual de embrides de estrelicia coletados a 20, 16, 12 e
8 semanas apos a polinizagdo. UFLA, Lavras/MG, 1997.

O endosperma da semente ¢ inicialmente liquido e adquire consisténcia
com o tempo até tomar-se rigido, bastante seco.
Em funcdo da idade otima determinada pelos experimentos que

avaliaram esta caracteristica, pode-se determinar como ideal, sementes que
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apresentam tegumento amarronzado, com ou sem a presenca de rajas
acinzentadas e com arilo de coloragiio alaranjada. }O endosperma deve estar
rigido e os embribes apresentarem-se com 7-8 mm. 1\1150 foi possivel determinar
caracteristica alguma para identificagfio dos frutos que, com idade superior a 20
semanas, tendem a apresentar enrugamento, caracteris?tica que se intensifica com
0 tempo, mas n3o presente ainda nos frutos de 20 sem;mas

Nos tubos que apresentaram oxidagdo, &sta ocorreu em diferentes
coloragdes conforme a Tabela 5. As variagdes na méFéncia de diferentes cores
podem ser correlacionadas com a origem das plantas% (Cai e Butler, 1990). Pela
avaliagdo de Qui-quadrado (Tabela 5), observa-se qﬁe ha diferencas entre as
cores apresentadas em fungio da planta que originou (le sementes, independente
do cruzamento realizado. Maiores estudos, no enmmé, Serao necessarios com o
intuito de identificar o fator que controla este eferto‘ Cai e Butler (1990), por
exemplo, identificaram o teor de taninos como o fato::.‘ responsavel pela variagio
de cores de oxidagio observada em sementes de difere!nt&s variedades de sorgo.

TABELA 5. Coloragiio dos exudatos presentes no meTiO de cultura de cultivo de
estrelicia, em mimero de ocorréncias, Iem funcdo da planta de
|
origem das sementes. UFLA, Lavras/MGi, 1997.

Planta Azul ou Lilds Marrom’ Preto
1 41 29 31
2 24 28 34
3 37 41 ! 26
4 42 27 ¢ 11
5 26 7 ‘ 57
6 46 16 | 40

Total 216 138 ; 199

X*=9536*

61



7 CONCLUSOES

Nas condi¢Ses em que os trabalhos foram realizados conclui-se que:
Nio € possivel propagar a estrelicia através de segmentos foliares ou gemas
axilares. |
Consegue-se o desenvolvimento in vitro de plantas completas utilizando
como explantes embriGes imaturos.

A idade otima de coleta das sementes para extragio dos embrides é de 20
semanas apds a polinizacdo. Morfologicamente as sementes apresentam
arilo de coloragio alaranjada e os frutos estio iniciando o processo de
enrugamento.

EmbriSes imaturos com idade inferior a 20 semanas ndo germinam mesmo
em presenca de valores elevados de sacarose. O nivel étimo de sacarose para
o desenvolvimento dos embrides de 20 semanas ¢ de 20,64 g/L.

Vanagdes nas concentragdes do meio MS nio alteram o desenvolvimento
dos embrides, mas menores intensidades de oxidagiio ocorrem em meios
com concentra¢do do MS proxima da original.

A utilizagio do regulador dé crescimento BAP ndo altera o processo de
oxidacdo, mas plantas de maior tamanho sio formadas na sua auséncia ou
quando se utiliza 0,5 mg/L no meio de cultura.

Para controle de oxidaciio maior eficiéncia é observada em meios onde se
adiciona carvdo ativado em concentragSes superiores a 2 g/L. em meios
solidificados com o produto phytagel.

O PVP quando adicionado na concentragio 50 mg/L auxilia no controle da
oxidac3o.

A utilizagio dos produtos cisteina, acido citrico, acido ascorbico, nio é
eficiente para controlar a oxidagio.

A exclusdo de cobre do meio de cultura também auxilia na redugio de
oxidac¢&o no meio de cultura.
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CAPITULO NI  IDENTIFICACAO DAS  SUBSTANCIAS
COMPONENTES DOS EXUDATOS PRESENTES NO MEIO DE
CULTURA DEVIDO AO PROCESSO DE OXIDACAO

1 RESUMO

Algumas plantas cultivadas in vitro liberam no meio de cultura substancias
denominadas metabdlitos secundarios, os quais em alguns casos, podem se
apresentar em diferentes coloragdes e serem toxicos aos explantes. Estes
metabolitos podem ser de importincia medicinal ou industrial, desde que
identificados. Através de técnicas de cromatografia e infravermelho procurou-se
realizar a identificacio das substincias encontradas nos meios de cultivo de
estrelicia. Apés diversos testes realizados com diferentes substincias determinou-
se como melhor solvente para extragio o acido acético. As amostras foram
eluidas em colunas com silica e entdo as fragdes obtidas foram levadas para
identificacio em infravermelho, encontrando-se nestas, a presenca de grupos
caracteristicos de compostos fendlicos ou derivados.

2 ABSTRACT

Some plants cultivated in vitro release in the culture medium substances
known as secondary metabolites, which might present different colors and
toxicity to the explants. When identified, these metabolites may be of industrial
or medicinal importance. The objective of this work was to identify substances
in the strelitzia culture medium through the use of chromatography and infrared
techniques. After several tests with different substances, acetic acid was
considered the best extraction solvent. Samples were eluted in silica columns
and in the fractions. The presence of phenolic compounds and their derivatives
were identified by infrared.
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3 INTRODUCAO

As plantas superiores, em condigSes adequadas, produzem varias
substancias denominadas metabélitos secundarios os quais, em sua maioria, sio
de natureza fendlica (Ibrahim, 1987). '

Tecidos cultivades in vitro podem ser induzidos, em condigdes
especificas e apropriadas, a produzir ﬂavonéid'gs como retrochalconas,
licodione, derivados de flavonéides, isoflavonol, enﬁe outros. A formagdo in
vitro de antocianina tem ocorrido em culturas de épécies que naturalmente
apresentam ou nio cianidrinas. A cianidina e seus gliéosideos sdo os pigmentos
formados mais comumente, porém podem ocorrer derivados o-metilados,
peonidinas, petunidinas, malvidinas, além de% taninos condensados
(protoantocianidinas e catecdis). Antraquinonas ja foram identificadas em alguns
géneros (Tbrahim, 1987).

Segundo Ibrahim (1987), variagdes na composigio dos meios de cultura
podem influenciar a sintese de fenois, sendo que estas variacdes podem ser
quanto 4 composigio e tipo de meio de cultura, fonte de carbono e reguladores
de crescimento.

A produgdo de metabélitos secundarios in vitro é de grande importancia,
pois substincias de interesse podem ser extraidas e concentradas, além de
auxiliar na determinagdo da composi¢io quimica da planta de origem do
explante. Assim, objetivou-se neste trabalho elabora} uma metodologia de
extragdo de exudatos liberados no meio de cultura dumnﬁe o cultivo de estrelicia,
bem como identifica-los.
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4 REFERENCIAL TEORICO

Através da utilizagdo de técnicas cromatograficas, é possivel fazer a
separagdo de compostos quimicos constituintes de uma substincia através da
distribuicdo entre uma fase estaciondria e uma mével (Harbome, 1984). Segundo
este autor, a fase estacionaria pode ser um sélido ou liquido sobre um sélido, nos
quais flui a fase movel. Na cromatografia, a distribuigio das méleculas entre as
fases, movel e estacionaria, pode ser devido a adsorgdo, troca idnica, parti¢do ou
filtracdo do gel. Estes processos atuam como retardantes, influenciando a
migragdo dos componentes da mistura através da fase estacionaria, movendo
cada componente em diferentes proporgdes, separando a mistura em fragdes ou
bandas de moléculas puras. As fragSes separadas podem ser quantificadas por
um detector e/ou coletadas para uma analise posterior (Silverstein, Bassler e
Morril, 1994).

Os métodos de cromatografia sdo classificados de acordo com suas fases
movel ou estacionaria, sendo os mais comuns:

a. Cromatografia Liquida (CL) - separa ions metilicos e compostos
orgénicos. A fase mével é um liquido e a fase estacionaria pode ser um liquido
sobre um suporte sélido, um sdlido ou uma resina de troca idmica. A
cromatografia de adsor¢do é um método pritico para se realizar a separagiio de
substincias e seu uso em colunas recheadas com o adsorvente silica tem sido
utilizado para separagio de diversas substincias de substratos variados
(Silverstein, Bassler e Morril, 1994). A separagio através de cromatografia
liquida em coluna — CLC (gravidade ou adsorgiio) é feita por migragiio
diferencial (Matos, 1988; Ferri, 1996).

b. Cromatografia de Camada Delgada (CCD) ou Cromatografia de
Camada Fina (TLC) - Esta técnica é freqiientemente usada para separar
compostos orgdnicos. A fase estaciondria consiste de uma fina camada sélida
{~ 0,25 mm) que pode ser silica gel ou pé de celulose, disposta em um suporte
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plano, como uma placa de vidro (Ewing, 1972; Jeffery, 1989). Esta técnica
assemelha-se a cromatografia de papel, exigindo apenas a preparagdo da placa.
Pela cromatografia de camada delgada (CCD), a separacdo dos compostos é feita
por migra¢do diferencial, em fungio da polaﬁdacfp (soluto x solvente). O
processo de separagdo depende do solvente utilizado na fase movel, podendo ser
por adsorgdo, parti¢io, troca idnica e/ou filtragio de gel (Ewing, 1972; Jeffery,
1989). O revestimento da placa deve ser uniforme, para proporcionar separagdes
limpas e reproduziveis e para isto é essencial que as particulas apresentem
tamanho uniforme. A amostra é colocada em uma margem cu extremidade da
placa e a cromatografia é desenvolvida ascendentemente. Apds a corrida, seca-se
e pulveriza-se a placa com reagente. A CCD é mais rapida e geralmente mais
aplicavel que as outras técnicas cromatogtéﬁcas? liquidas sendo assim,
largamente utilizada, principalmente para anilises qualltatlvas (Ewing, 1972;
Jeffery, 1989). |

Apoés extragio, a identificacdo e quantiﬁmg‘iq das substincias ou dos
componentes pode ser realizada, utilizando técnicas e"‘cpectrometrais como por
exemplo, infravermelho (IV), ultravioleta (UV), r&ssonféncia magnética nuclear
de prétons (RMN'H), espectrometria de massa (EM) a cromatografia liquida de
alta performance (HPLC). ‘

Pela técnica de Infravermelho pode-se determinar os grupos funcionais
da substdncia. Através da RMN'H, o deslocamento dost‘ prétons e finalmente a
EM nos fomece a fragmentagdo da molécula e o seu. peso molecular (Ferri,
1996). |

O espectro de infravermelho é caracteristico éle uma molécula, mas
alguns grupamentos isolados podem formar bandas em ﬁ'éqﬁéncias semelhantes.
Baseando-se neste principio, é possivel identificar estruturas com compostos
pela analise do espectro, associando-as a tabelas de padrdes e outras informagGes
estruturais (Silverstein, Bassler ¢ Mormil, 1994). 'A espectroscopia de
infravermelho ndo é uma técnica unica, devendo ser utllmda em combinacdo
com outras técnicas a fim de melhor determinar a &strutura dos compostos.
Através da absorgdo da radiagdo na regido do inﬁ'avenn"glho (700 - 4.290 nm)
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pela molécula, esta convertese em energia de rotagio molecular a qual é
quantificada, sendo o espectro representado na forma de linhas ou bandas. O
composto utilizado para anlise deve ser puro e a interpretagio dos resultados é
feita através de comparagdes empiricas com outros espectros, pois cada tipo de
ligagdo possui uma regido de absorgio especifica (Silverstein, Bassler e Morril,
1994).

S METODOLOGIA

Os tubos, contendo material para analise quimica, oriundos de cultura de
embrides de estrelicia foram selecionados em fungdo das diferentes coloragdes
que o processo oxidativo provecou no meio de cultura. Selecionaram-se tubos
cujo meio de cultura apresentava as seguintes cores: preta (amostra A), marrom
(amostra B), lilas (amostra C), azul (amostra D).

Apds a selecdo, realizou-se entdo um teste de solubilidade, aplicando os
seguintes solventes puros: dgua, icido acético, metanol, etanol, 2-propanol,
butanol, 2-metil-propanol-1, pentanol, acetato de etila, piridina, acetona, éter
etilico, diclorometano, cloroférmio, tetracloreto de carbono, hexano, cicloexano,
éter de petroleo, benzeno, tolueno, xileno. Dentre os solventes testados, o dcido
acético apresentou os melhores resultados.

Retiradas as plantas dos tubos de ensaio, adicionou-se aos tubos acido
acético (20 mL) os quais foram mantidos por 24 horas para extragiio dos
compostos. Apés este periodo, procedeu-se a filtragem para separagiio do meio
de cultura. As solugSes contendo os compostos a serem analisados foram
colocadas em estufa a 50 °C para evaporar o solvente.

JPosteriormente, as amostras foram aplicadas em cromatoplacas
utilizarido tubos capilares de vidro. Transferiram-se estas placas para cubas
cromatograficas, onde foram testados os seguintes sistemas de solventes:
metanol / cloroférmio (1:1), metano / hexano (1:1), metanol / hexano (6:4),
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metanol / hexano (4:6), metano! / hexano (8:2), metanol / hexano (2:8), metanol
/ éter de petréleo (1:1), hexano (1:0), cloroférmio (1:0), acetato de etila/metanol
(1:1), acetato de etila / metanol (8:2), acetato de etila%/ metanol (2:8), acetato de
etila / metanol (7:3), acetato de etila / metanol (3:7), acetato de etila / metanol
(1:1), acetato de etila / metanol / hexano (4:3:3), ‘metanol / tetracloreto de
carbono (1:1), acido. acético / tetracloreto de carbono (1:1), hexano / metanol
(7:3), acido acético (1:0), hexano / metanol / acido: acético (1:1:1), hexano /
metanol / cloroférmio (1:1:1), hexano / metanol / clogoférmio (1:8:1), hexano /
metanol / cloroférmio (2:6:2), hexano / metanol / cloroférmio (1:1:8), hexamo /
metanol / cloroférmio (2:2:6), hexano / metanol / cloroférmio (8:1:1), hexano /
metanol / cloroformio (6:2:2), acido acético / clorofénqio / hexano (8:1:1), acido
acético / cloroférmio / hexano (6:2:2), icido aoéticé / cloroformio / hexano
(1:1:8), acido acético / cloroférmio / hexano (2:2:6), 4cido acético / cloroférmio
/ hexano (0,5:1,5:8), acido acético / cloroformio / hexano (0,5:8:1,5),
cloroférmio / metanol / acetona (1:1:1), cloroférmio fietanol / acetona (1:1:1),
cloroformio / metanol / acetona (1:8:1), cloroformio / r#laanol / acetona (2:6:2),
cloroférmio / metanol / acetona (0,5:9:0,5), cloroférmio / metanol / acetona
(1,5:7:1,5), clorofdrmio / metanol / acetona (2:7:1), cloroférmio / metanol /
acetona (1:7:2), metanol (1:0), cloroférmio / metanol (3:7), cloroformio /
metanol (1:9), cloroférmio / metanol (95:0,5), tetracloreto de carbono (1:0),
hexano / cloroférmio (1:1), hexano / cloroférmio (1:1), hexano / metanol (9:1),
hexano / metanol (1:1), cloroférmio / acetona a:D, clogofénnio / acetona (3:7),
cloroférmio / acetona (7:3), cloroférmio / acetona (6:4), metanol / acetona 1:1),
metanol / acetona (4,5:4,5:1), metanol / acetona (6:4) e metanol / acetona 4:6).

Apés a fase mével ter atingido a parte superior das cromatoplacas (10,0
cm), estas foram retiradas da cuba, secas ao ar e levadas para revelagio em um
recipiente fechado contendo iodo. Para a determinacdo do Rf (Razdo de fluxo),
segundo a formula sugerida por Mabry, Markhan e Thomas (1970): Rf =
(Distancia percorrida pela amostra) / (Disténcia pefbon‘ida pelo eluente),
marcou-se a distdncia percorrida pela fase mével ‘e pela mancha nas
cromatoplacas.
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Determinados os melhores solventes para separagio, procedeu-se ao
preparo da coluna para realizagio da cromatografia liquida em coluna (CLC).
Utilizou-se coluna de 55 cm x 2,0 cm de diimetro, preenchida em 25 cm de
altura com silica gel 60 (70~230 mesh) diluida em cloroférmio. A quantidade de
silica foi calculada baseando-se na férmula V = 1.r2h.0,36, onde V = peso da
silica, r = raio da coluna, h = altura do enchimento desejado da coluna. As
amostras utilizadas na coluna foram preparadas de modo idéntico as utilizadas
para confecgiio das cromatoplacas. O extrato concentrado foi diluido em acido
acético para aplicagdo na coluna. Para cada amostra obtida do meio de cultura
realizou-se uma CLC, com os diferentes eluentes, na seqiéncia:

Amostra A: metanol, acido acético, hexano
Amostra B: hexano, cloroformio, metanol, metanol / acido acético 9:1),

actdo acético / dgua / metanol (10:2:88), acido acético / agua / metanol (10:5:85)
e agua.

Amostra C: clorofdrmio, acetona, metanol, metanol / acido acético
(70:10), 4cido acético, acido acético / agua (60:20) e agua.

Amostra D: cloroférmio, acetona, metanol, metanol / acido acético (7:1)
e acido acético.

As fragSes foram coletadas a uma vazio de 1 mL por minuto e mantidas
em estufa a 50 °C para evaporar o solvente. Para determinagdio dos grupos
funcionais dos compostos, realizou-se entio a analise de Infravermelho no
Departamento de Quimica da UFLA.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Através do teste de solubilidade, observou-se que as amostras
apresentavam-se soliiveis nos seguintes solventes (Tabela 1):

TABELA 1. Relag;io de solventes nos quais as amostras constituidas de
exudatos do meio de cultivo de estrelicia se apresentaram
soluveis. UFLA, Lavras/MG, 1997.

AMOSTRA SOLVENTE
A (preto) Acido acético, piridina ,
B (marrom) Acido acético, piridina
C (lilas) Acido acético, éter de petroleo
D (azul) Acido acético, piridina, érgr de petroleo

Em fungdo de apresentar maior solubilidade utiiizou-se o acido acético
como solvente para extragdo das amostras do substrato.

Nas cromatografias em camada delgada, objetivando identificar a
melhor combinacdo de solventes para separagio dos componentes das amostras,
manchas em maior defini¢cio foram observadas com os solventes designados na
Tabela 2. Observou-se nas placas a ocorréncia de uma mancha tnica. Esta tabela
apresenta ainda os respectivos valores de Rf observados para cada amostra.
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TABELA 2. Combinagdo de solventes que proporcionaram melhor definigio de
manchas nas cromatoplacas com os respectivos valores de Rf para
as amostras de estrelicia estraidas de exudatos do meio de cultura.
UFLA, Lavras/MG, 1997.

AMOSTRA . SOLVENTES Rf
A (preto) Metanol / cloroférmio (9:1) 0,66
B (marrom) Hexano / cloroférmio / metanol (1:1:1) 0,71
C (lilas) Cloroférmio / acetona / metanol (70:15:15) 0,79
D (azul) Cloroformio / acetona / metanol (70:15:15) 0,72

Apés a analise de infravermelho, identificaram-se os valores para as
amostras que demonstraram boa defini¢io, conforme descrito na Tabela 3.

TABELA 3. Valores de Infravermelho observados em amostras extraidas de
exudatos do meio de cultura de estrelicia. Lavras/MG, UFLA,

1997.
AMOSTRA ViBrien™
A (preto) -
B (marrom) 3500-3000, 2900-2800,1564, 1261, 1097-1028,
864
C (lilas) 3000-2800, 1750, 1500
D (azul) -

As amostras A e D ndo apresentaram espectro nitido de forma
que pudessem ser feitas identificaces. Mas pela sobreposicio de algumas
bandas pode-se inferir que as colorages marrom e lilis representam diluiges ou
ocorréncia em menor intensidade das colora¢des preta e azul, respectivamente,
ou seja, representam a mesma substincia. Pelos espectros, entretanto, pode-se
confirmar que as amostras B e C comrespondem a substincias diferentes. A
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auséncia de bandas nitidas ou bons espectros nas amostras A e D pode ser
atribuida a producdo de outros metabélitos ou auséncia do material.

Através dos espectros de infravermelho da amostra B (Figura 1), pode-
se perceber que a substincia em estudo refere-se a uma molécula apresentando
em sua estrutura um grupamento OH, o qual aparece em um intervalo de 3000-
3500 cm™. Entre 2800-2900 cm™, observam-se bandas que podem ser atribuidas
a grupos metilénicos (-CH;) e metinicos (-CH) sobrepostos. Uma banda
caracteristica de insaturagdes conjugadas aparece nitidamente a 1564 cm™. A
presenca de ligacdo C-O ocorre no intervalo de 1028-1097 em™, o que confirma
a ocorréncia de deformagio da ligagiio. Proximo de 800 cm’ observa-se uma
banda fina que pode ser atribuida 4 deformacdo angular fora do plano da ligagdo
C-C do anel aromético para substituido.

Comparando-se estes dados com a literatura, sugere-se que o produto
isolado pode ser caracterizado como um fenol ou seu derivado. Watson e
Dallwitz (1996), descrevendo plantas de estrelicia, identificaram a presenca de
cianidina e flavondides. Na analise das amostras nio se observaram bandas que
indicassem a presenga de cianidina, apenas de compostd§ fenolicos. Apesar dos
resultados serem promissores, ha necessidade de outras analises como RMN'H,
RMN"C, EM e UV para confirmagiio de sua composi¢3o e estrutura.
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FIGURA 1. Espetro de Infravermelho do composto da amostra B. UFLA,
Lavras/MG, 1997.

O espectro da amostra C (Figura 2), cuja fragdo foi isolada em
cloroférmio, apresenta uma banda fina situada entre 2800-3000 cm”,
caracteristica de grupos metilas (-CH;) e metilénicos (-CH;) sobrepostos.
Apresenta também uma banda forte em torno de 1750 cm™, a qual é atribuida 20
grupo carbonila livre presente na molécula e uma absorgdo em tomo de 1500
em™. A presenca de carbonila no composto C e nio no composto B, sugere que
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estdo presentes metabdlitos secundarios, formados provavelmente em funcgio de
variagdes ambientais, idade da planta, degradagdo de moléculas, etc.
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FIGURA 2. Espectro de infravermelho do composto C. UFLA, Lavras’sMG,
1997, '
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As amostras A e D nio apresentaram espectro nitido que pudessem ser
feitas identificaces. Mas, pela sobreposicdo de algumas bandas, pode-se inferir
que as coloragdes marrom e lilas representam diluigdes ou ocorréncia em menor
intensidade das coloragdes preta e azul, respectivamente, ou seja, representam a
mesma substincia. Pelos espectros, entretanto, pode-se confirmar que as
amostras B e C correspondem a substincias diferentes. A auséncia de bandas
nitidas ou bons espectros pode ser atribuida a produgio de outros metabélitos ou

na auséncia do material na amostra.
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7 CONCLUSOES

- Compostos fendlicos ou seus derivados estdo presentes nos pigmentos de
colora¢io marrom identificados em meios de cultma oxidados de estrelicia.

- Compostos com grupamentos cianidricos néo foram observados.
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ANEXO 1. Conteiido dos meios de cultura MS, B5 e Knudson.

\

Componentes Meios de Cultura
MS B5 ~ Knudson

NH4NO3 1650 mg/L
KNO3 1900 mg/L 2500 mg/L
NHA4CI 500
CaCl2.2H20 440 mg/L 150 mg/L
MgS04.7H20 370 mg/L 250 mg/L :
KH2PO4 170 mg/L 1000
NaH2PO4.H20 150 mg/L '
(NH4)2.S04 134 mg/L 2000
MnS04.4H20 22,3 mg/L
MnS04.H20 10 mg/L
ZnS04.7H20 8,6 mg/L 2000 mg/L
H3BO3 6,2 mg/L 3mg/L
KI 0,83 ma/L 0,75 mg/L
Na2Mo04.2H20 (0,25 mg/L 0,25 mg/L
CuS04.5H20 0,24 mg/L 0,025 mg/L
CoC2.6H20 0,025 mg/L 0,025 mg/L
FeS04.7H20 27,8 mg/L 27,8 mg/L
Na2EDTA.2H20 |37,3 mg/L 37.2mg/L
Glicina 2,0 mg/L
Acido nicotinico |0,5 mg/L 1 mg/L
Piridoxina.HCl | 0,5 mg/L 1,0 mg/L
Tiamina. HCI 0,1 mg/L 10,0 mg/L
Mio-inositol 100 mg/L 100 mg/L
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ANEXO 2. Composicio do meio de cultura desenvolvido por ZIV e
HALEVY (1983) para cultivo de estrelicia.

Meio MS 50%
2,5mg/l IBA
1,0 mg/L. ANA

5,0 mg/L cinetina

0,5 mg/L 2,4-D
1% de carvdo ativado
52 mg/L de cloranfenicol
25 mg/L de oxitetraciclina
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