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RESUMO

NOGUEIRA. Rairys Cravo. Propagaciio in vitro, anilises anatdmicas e
bioquimicas de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. 89 p.
Dissertagdo (Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras,

Lavras, MG."

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) ¢ um arbusto do
Cerrado considerado medicinal por sua propriedade adstringente em disenterias.
Entretanto, a propagacio sexuada desta espécie apresenia baixa taxa de
germinagdo ¢ cmergéncia lenta das plantulas. O objctivo deste trabalho foi
estudar aspeclos da propagagdo in vitro, analises anatdmicas ¢ bioquimicas de
murici-pequeno. No [oi observado efcilo de lemperalura ¢ nilrato de potassio na
gemminagéo de sementes. Os meios de cultura mais eficientes para a germinagéo
de scmentes € embrides foram o MS ¢ 0 WPM 30% sem a adigio de sacarose,
respectivamente. O BAP mostrou-se ineficiente para induzir a germinagio in
vitro dc embrides. O TDZ ¢ o BAP mostraram-sc incficicntes na formagdio de
multibrotagdcs cm scgmentos nodais. O AIB ndo foi capaz dc induzir a
formagdo de raizes em brotagdes. As estruturas foliares desenvolvidas in vivo,
em comparagio com as desenvolvidas in vitro, apresentaram o parénquima
paligadico, a epiderme abaxial ¢ a adaxial mais espessos e um sistema vascular
mais desenvolvido. Na indugdo dc calogénese em explantes foliares, a maior
porcentagem da drea coberta por calos foi obtida na concentragéo 1,0 mg L™ de
2,4-D na auséncia de luz. Teores maximos de aminodcidos e agucares soluveis
totais ocorrcram no dia da inoculagio ¢ aos 60 ¢ 70 dias dc cultivo,
respectivamente. Teores maximos dc agucarcs redutores ocorrcram no dia da

inocuh.zgio. Nao houve diferenga consideravel nos teores de taninos entre as
fases linear e estacionaria.

* (;Ol'!lilé O_n'entador.: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Praticia Duarte de
Olivcira Paiva (co-orientadora), Ana Horténcia Fonseca Castro (co-orientadora).



ABSTRACT

NOGUEIRA, Rairys Cravo. In vitro propagation, anatomical and
biochemical analysis of murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.)
2003. 89p. Dissertation (Master Program in Plant Physiology) - Universidade
Federal dc Lavras, Lavras.”

The murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) is a native plant of
cerrado and is considered a medicinal plant used in treatments of diarrhea. Its
sexual propagation presents low rate of germination and plant emergency. The
objective of this work was to study aspects of the in vitro propagation and
analomical and Dbiochemical analysis of murici-pequeno. No effect of
temperature and potassium nilrate was observed on seed germination. The most
effective culture media used for sced and embryo germination were MS and
WPM 30%, respectively. The use of BAP had no effect on in vitro cmbryo
germination. TDZ and BAP showed to be incfficient to induce shoot formation
from nodal scgments. IBA was not cffective on inducing root formation in shots.
Leaf structurcs developed in vive comparcd with thosc devcloped in vitro
presented palisade parenchyma, ticker abaxial and adaxial epidermis and a more
developed vascular svstem. Higher leaf arca with callus formation was observed
in the presence of 1,0 mg L' 2,4-D in the dark. Higher levels of amino acids and
total soluble sugars were observed at the inoculation day and at 60 and 70 days
of culture. Higher levels of reducing sugars were observed at the inoculation
day. No differences were observed on the levels of tannins in the linear and
stationary phascs of callus growth,

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duartec de
Oliveira Paiva (Co-adviser), Ana Horténcia Fonseca Castro (Co-adviser).



CAPITULO 1 - Introdugio geral

1 INTRODUCAO

O Brasil apresenta uma das maiores biodiversidades do mundo ¢
contribui com aproximadamente 23% das cspécies de plantas ¢ dc animais
conhecidos no planeta. Estas espécies encontram-se distribuidas em sets grandes
biomas: Floresta Amazonica, Cerrado, Caatinga, Floresta Atlantica, Pantanal
Mato-Grossense ¢ pradanas de campo limpo.

Nas dreas de Cerrado, muitas plantas tém sido utilizadas como
medicamentos naturais por habitantes da regifio. Considerando a riqueza da flora
brasileira e o emprego difundido de plantas medicinais pela populagdo, csperar-
se-ia existirem conhecimentos suficientes para cmpregar estas informagGes
como ponto de partida na transformagéo destas plantas em medicamentos
adequados. Porém, 0 que se observa ¢ uma consideravel falta de conhecimento ¢
de informagdes basicas sobre as espécies nativas.

A exploragdo dos recursos genéticos das plantas medicinais no Brasil
esta rclacionada, em grande parte, a coleta extensiva e extrativista do material
silvestre. Este fato s¢ toma mais marcante quando se consideram as espécies
nativas, cujas pesquisas basicas ainda sdo incipientes. Pouquissimas espécies
chegam ao nivel de serem cultivadas, mesmo em pequena escala.

A utilizag@io destas plantas coloca cm pauta comum os intcresses dos
paises do hemisfério norte, ricos em recursos financeiros e em tecnologia, mas
pobres em recursos genéticos, ¢ os paises do hemisfério sul, pobres cm recursos
financeiros ¢ em tecnologia, mas riquissimos ¢m diversidade bioldgica. Neste
contexto, a biotecnologia pode se tomar uma excelente oportunidade para a

caracterizagdo, conservacio ¢ utilizagio desta biodiversidade.



As técnicas de cultura in vitro sio um promissor instrumento para o
desenvolvimento de pesquisas que estabelecam formas aliernativas para a
produgdo de mudas, conservagio ¢ melhoramento do material genético.

Dentre estas técnicas, a micropropagagio tem grande aplicagdio pratica
na érea de produgdio comercial vegetal. Sua utilizagdo permite obter plantas de
mesmo gendtipo em larga escala ¢ em um curto espago de tempo a partir de
pequenos fragmentos de tecidos.

A espécic Byrsonima intermedia A. Juss., conhecida popularmente
como murici-pequeno, ¢ um arbusto do Cerrado considerado medicinal Ppor sua
propriedade adstringente nas diarréias e disenterias. Porém, a propagagdo or
meio de sementes do género Byrsonima esbarra em problemas como baixa taxa
de germinagdo ¢ emergéncia lenta das pléantulas.

Devido 4 dificuldade de propagacdo do murici-pequeno em face de seu
potencial medicinal, este trabalho teve por finalidade estudar alguns aspectos do

cultivo in vitro ¢ in vivo de murici-pequeno.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descrigéo da cspécie

O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae ¢ ¢
essencialmente americano, sendo encontrado nas regides tropicais e subtropicais
da América do sul (Felicio et al., 1995).

A familia Malpighiaceac compreende cerca de 63 géneros. Sdo plantas
herbaceas, arbustivas, arboreas ou mais freqiientemente trepadeiras com folhas
inteiras, de disposigdo altemna, sem estipulas. As flores sdo vistosas de coloragéo
em geral amarela ou rosada, ciclicas, hermafroditas, diclamideas, de simetria

zigomorfa, reunidas em inflorescéncias paniculadas nas axilas superiores ou



terminais. O calice apresenta-se caracteristicamentc com dez glindulas grandes,
localizadas na base externa da sépala, duas em cada sépala (raramente sem
glandulas como em Galphimia). As pétalas, em geral, sdo fimbriadas,
longipenduculadas. O androceu ¢ formado por dez estames, as vezes alguns
estaminodiais. O ovario ¢ supero, tricarpelar, trilocular com cada léculo,
geralmente, com um 6vulo. O fruto ¢ baciforme (Byrsonima) ou esquizocarpico,
separando-se em fruticulos samaroideos com a semente localizada na base da
samara (Tetrapteris, Banisteria, Heteropteris). Como exemplos brasileiros,
ocorrem varias espécies de Byrsonima nos campos dos cemrados (Joly, 2002).

A Byrsonima intermedia A. Juss. (Figura 1) é um arbusto, podendo
apresentar vérios ramos que partem de uma base subterrdnea. Possui folhas
opostas lanceoladas, glabas; flores em cachos terminais, amarelas, tomando
tonalidade alaranjada quando velhas; calice 3-partido, 10-glanduloso; pétalas
ungiiiculadas; 10 estames, todos féricis ¢ fruto drupa (Ferr, 1969).

Esta cspécie ¢ designada vulgarmente de murici-pequeno, possuindo
¢época de florescimento de outubro a dezembro ¢ habitat de cerrado (Rodrigues
& Carvalho, 2001).

Nao foram encontrados relatos na literatura quanto a germinagdo do
murici-pequeno. Porém, Lorenzi (2002) menciona taxa de germinagio baixa ¢
emergéncia lenta em outras espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia, B.

lancifolia, B. sericea, B. spicata, B. stipulacea ¢ B. verbacifolia.



FIGURA 1. Aspecto visual de um planta adulta (A), de frutos (B) e (C), e de
sementes, endocarpo ¢ fruto (D) de murici-pequeno. UFLA,
Lavras, MG, 2002.



2.2 Propriedades medicinais da espécic

O murici-pequeno ¢ utilizado como adstringente nas diarréias ¢
disenterias. A parte usada ¢ a casca do caule, sendo indicado o preparo ¢
dosagem de | xicara de cha da casca picada para 1 litro de dgua, tomando-sc de
3 a 4 xicaras de cha ao dia (Rodrigues & Carvatho, 2001).

Muitas pesquisas tém direcionado seus esforgos para descobnr
metabolitos sccundarios em extratos de plantas com atividade biologica. Estudos
conduzidos por Alves et al. (2000) revelaram que o extrato de metanol obtido a
partir das folhas de B. intermedia destacou-se como um candidato promissor ao
combate da esquistossomose por sua atividade molusquicida. A
esquistossomosc, causada pclo parasita Schistosoma mansoni, é uma doenga
endémica no Brasil e em muitos outros paises tropicais (Davis, 1996).

Felicio et al. (1995), analisando cxtrato bruto de folhas secas,
concluiram que B. intermedia produz lupcol e B-amirina. Segundo Schenkel et
al. (2000), lupeol e B-amirina sido saponinas do tipo triterpenos pentaciclicos. As
saponinas triterpénicas encontram-se predominantemente em dicotiledoneas. A
capacidade de formar complexos com csterdides, proteinas e fosfolipideos de
membranas determinam um numero variado de propricdades biologicas para
essas substancias, destacando-sc a agéio sobre as membranas celulares, alterando
sua permeabilidade ou causando a sua destruigdo. Relacionadas com essa agdo
sobre as membranas, estio as atividades hemoliticas, ictiotoxica e molusquicida,
freqiientemente observadas.

O género Byrsonima também apresenta casca rica em taninos (Corréa,
1984). O papel biologico dos taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-
se que eles estejam envolvidos na defesa quimica contra o ataque de herbivoros
€ contra microorganismos patogénicos (Schenkel et al., 2000).

Os taninos estdo entre os principais grupos de metabélitos secundarios.

Sdo compostos fenolicos, em geral polifendis de alto peso molecular, de



estrutura quimica varidvel, com moléculas grandes; por isso ndo costumam ser
absorvidos pelo tubo digestivo. Por terem afinidade ¢ precipitarem protcinas, sio
empregados na curticio de couros ¢ peles. Possuem atividade antisséptica,
antimicrobiana, antihemorragica, antidiarréica, cicatrizante ¢ antiinflamatoria
(Pinto & Bertolucci, 2002).

2.3 Cultura de tecidos vegetais

Biotecnologia ¢ o conjunto de técnicas que utiliza seres vivos, ou parte
destes, para produzir on modificar produtos, aumentar a produtividade de plantas
e animais de maneira eficiente ou, ainda, produzir microrganismos para usos
especificos (Torres ct al., 2000).

Cultura de Tecidos Vegetais, ramo da biotecnologia, é a técnica de
crescimento de células, tecidos ¢ orgdos em um meio nutritivo artificial, isolados
da planta-mde (George, 1996). O cultivo de tecidos vegetais in vitro pode
minimizar 0s efeitos da variagdo de fatores ambientais, assim como se pode
conseguir um maior controle sobre as condigdes de temperatura, luz e nutrientes.
Como resultado, a produgédo de compostos de valor econdmico torna-se viavel
(Seabrook, 1980).

A propagacdo de plantas de interesse econémico, por meio da cultura de
tecidos, baseia-se no principio da totipoténcia, o qual considera que cada célula
vegetal tem o potencial para regenerar uma planta inteira. Assim, este principio
pode ser aplicado na regeneragdo de plantas, a partir de culturas celulares e de
tecidos (George, 1996).

A aplicagdo mais prética da cultura de tecidos ¢ a micropropagagio,
também dcnominada de propagagdio vegetativa in vitro (Grattapaglia &
Machado, 1998). Os principais beneficios da micropropagagio de plantas sio: a)
a possibilidade de aumento rapido do nimero de individuos geneticamente

idénticos a partir de plantas selecionadas; b) a produg@o de mudas durante todo o



ano, mesmo em regides nas quais a planta ndo apresenta condigdes para a
propagagdo sexuada: ¢) a produgdo de plantas com elevada qualidade sanitana,
em geral livres de bactérias, fungos ¢ virus; d) a possibilidade de conservagdo de
germoplasmas, garantindo a manutengdo da biodiversidade ¢ f) auxilio em
programas de melhoramento de plantas por meio da associagio de métodos de
cultura de tecidos e regencragio de plantas in vitro (Echeverrigaray et al., 2001).

De acordo com Grattapaglia & Machado (1998), a propagagao in vitro
divide-se basicamente em trés estagios: I- selegiio ¢ desinfestagdo de explantes ¢
cultura em meio nutritivo asséptico, 11- multiplicagao dos propagulos mediante
subculturas em meio proprio para a multiplicagdo ¢ 111- transferéncia das partes
aéreas produzidas para o meio de enraizamento ¢ subsequiente transplantio das
plantas obtidas para substrato ou solo. Conforme o explante utilizado, a
multiplicagao pode ser: a) por meio da proliferagio de gemas axilares (6rgdos
meristematicos pré-formados), b) mediante indugdo de gemas adventicias por
organogénese direta ou indircta (passando pela fase de calo) e ¢) por via
embriogénese somatica direta ou indireta (por calo).

Como a propagagdo do murici-pequeno através de sementes é limitada
devido a baixa taxa de germinagdio e emergéncia lenta das plantulas, esta técnica

loma-se uma importante ferramenta para a determinagdo de vias alternativas de

propagagdo da espécic.

2.4 Mcio nutritivo

O meio de cultura deve suprir os tecidos ¢ os orgios cultivados in vitro
com nutrientes necessarios ao crescimento, como sais mincrais ¢ carboidrato
(Pasqual, 2001). Os estudos da nutrigdo de plantas provenientes do dmbito da
fisiologia vegetal informam que os elementos que compdem o meio nutritivo da
cultura in vitro devem pertencer a categoria dos essenciais, isto €, a planta niio se

desenvolve na sua auséncia. Existem dois grupos: os macronutrientes



(nitrogénio, potéssio, calcio, fosforo, magnésio, enxofre ¢ silicio) e os
micronutrientes (cloro, ferro, boro, manganés, sodio, zinco, cobre, niquel ¢
molibdénio) (Taiz & Zeiger, 2002).

Entre os meios mais utilizados no cultivo in vitro hé o MS, desenvolvido
por Murashigue & Skoog (1962) ¢ 0 WPM, formulado por Lloyd & Mc Cown
(1981) (George, 1996).

O mclhor crescimento de células e tecidos de plantas em meio MS ¢, em
grande parte, devido a alta concentragio de aménio e nitrato. Além do
nitrogénio, o potassio encontra-s¢ também em concentragdes altas. A alla
conceniragdo de sais encontrados neste meio tem proporcionado ganhos
significativos no crescimento de diversas espécies in virro. Uma das criticas
feitas a este meio refere-sc ao baixo nivel de fosfato que, para alguns
pesquisadorces, ¢ insuficiente para sustentar o crescimento das culturas (Pasqual,
2001).

O meio WPM foi desenvolvido para cultura dc brotagdes em plantas
lenhosas. Apresenta 25% das concentra¢des de ions nitrato ¢ amdnia do meio
MS, além de maior concentragiio de potassio e um alto nivel de ions sulfato. E
amplamentc utilizado na micropropagacdo de arbustos e arvores (Pasqual,
2001).

Além dos macro ¢ micronutrientes, da dgua, das vitaminas ¢ mio-
inositol, 0 meio nutritivo ¢ constituido de carboidrato, sendo a sacarose a fonte
mais utilizada e, em geral, na concentragio de 3%. As células, tecidos ¢
plantulas cultivadas in vitro ndo encontram condigdes adequadas de iluminagdo
¢ concentragio dc CO. e, portanto, aprescntam dificuldades de realizar
fotossintcse. Sendo assim, os carboidratos formecem cnergia metabélica ¢
esqucletos de carbono para a biossintese dc aminoécidos e protcinas, e de
polissacarideos  estruturais como celulose, enfim, compostos organicos

necessdrios para o crescimento das células (Caldas et al., 1998).



A adigdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura tem o
objetivo principal de suprir as possiveis deficiéncias dos teores enddgenos de
hormonios nos explantes que se encontram isolados das regides produtoras na
planta-matriz. Sdo cinco as classes de reguladores de crescimento: auxinas,
citocininas, giberelinas, inibidores ¢ etileno. Das citocininas comercialmente
disponiveis, o 6-benzilaminopurina (BAP) ¢ o regulador de crescimento que,
em geral, apresenta melhores resultados in vitro para promover a multiplicagéio
de diversas espécies, sendo utilizado em aproximadamente 60% dos meios,
seguido da cinetina (KIN) com cerca de 23%. As auxinas mais utilizadas sdo o
acido indol-butirico (AIB), o acido naftaleno-acético (ANA) ¢ o écido 2,4
diclorofenoxiacético (2,4-D). As duas primeiras sdo, geralmente, utilizadas na
fasc de enraizamento ¢ a ultima na indugiio de calos e embriogénese somatica
(Grattapaglia & Machado, 1998).

A formagio de raizcs adventicias em varias espécies lenhosas tem sido
beneficiada pclo uso de carvdo ativado no meio de enraizamento. Dotado de
uma alta capacidade de adsorgdio, esta substincia tem a propriedade de modificar
a composi¢do dos meios de cultura, adsorvendo uma séric de substincias
adicionadas ao meio, liberadas pelos explantes ou presentes no agar que possam
afetar ncgativamente o crescimento. Outra propriedade atribuida ao carvdo
ativado ¢ o favorecimento do processo de enraizamento, devido a redugdo da

intensidade de luz na regido de formagédo de raiz (Assis & Teixeira, 1998).

2.5 Cultura de calos € curva de crescimento

A utilizagdo de técnicas biotecnologicas em plantas pode resolver alguns
dos problemas relacionados com a utilizagio de metabolitos sccundérios de
origem vegetal. Assim sendo, grande parte das pesquisas realizadas no momento
objetiva a aplicagdo dessas técnicas visando ao aumento e ao dirccionamento da

produgéio de metabolitos secundarios especificos (Echeverrigaray et al., 2001).



A importancia de se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécie esté na identificagdo das fases distintas de crescimento. A
partir desse estudo, pode-se estabeleccr o momento exato de repicagem dos
calos para um meio fresco ou a possibilidade da sua utilizagéio em suspensoes
celularcs, visando a produgdio de metabolitos secundarios em espécies
medicinais (Smith, 1992).

O crescimento in vitro de calos geralmente apresenta fases distintas,
Segundo Smith (1992), a fase /ag se caracteriza como fase de maior produgio de
energia, correspondendo ao periodo em que as células se preparam para a
divisdo, visando sua expansdo. Ocorre o inicio da mobilizagio de metabolitos
sem qualquer divisdo celular, sintese de proteinas e de compostos especificos.
Esta fase resulta em um pequeno crescimento dos calos. A fase exporencial ¢
biossintética. Observa-se o maior crescimento dos calos, devido 2 maxima taxa
de divisdo cclular, caracteristica dessc periodo. O ntimero de células aumenta. A
linear caracteriza-se pela diminui¢dio da divisdo cclular, mas aumento de volume
celular ¢ a fase de desaceleragdo é o momento em que as culturas devem ser
transferidas para outro meio, devido a redugdo de nutrientes, produgdo de
produtos téxicos, secagem do agar e reducfio do oxigénio no interior das células,

Na fase estaciondria, ocorre maior acimulo de metabélitos secundarios.

2.6 Aspectos bioquimicos
Metabélitos primarios

Os aminodcidos, proteinas ¢ os carboidratos sdo considerados
metabolitos primérios. Séio compostos de alto peso molecular que formam ¢
mantém as cstruturas de células ¢ orgdos. Devido a sua freqiéncia, estes
apresentam, em geral, baixo valor agregado.

Os aminodcidos siio constituidos de um grupamento amina, uma

carboxila, um atomo de hidrogénio € um grupamento R diferenciado, todos
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ligados a um atomo de carbono. Sdo as unidades basicas das proteinas, as quais
participam de variadas fungdes em um organismo vivo: transporle, catalise
enzimatica, controle do crescimento e diferenciagdo (Stryer, 1992).

Os carboidratos fornecem energia metabolica ¢ esqueletos carbonicos
para a biossintese de aminodcidos ¢ proteinas, polissacarideos estruturais como
celulose. enfim, todos os compostos organicos necessarios para o crescimento
das células (Caldas et al., 1998). Podem ser classificados como agucares
redutores, como a glicose ¢ a frutose, enquanto que a sacarose € um agucar nao-
redutor, com fungdo de armazenamento ¢ transporte. Os redutores apresentam
grupos aldeido ou cetona livres em sua molécula, capazes de reagir com agentes
redutores (Conn & Stumpf, 1980). A determinagio dos niveis de agucares tem
aplicagdo em varios estudos fisiologicos, jd que revela a reserva prontamente

disponivel para o crescimento (Passos, 1996).

Metabolitos secundarios

Os metabolitos secundarios siio derivados biossintéticos de metabolitos
primarios, apresentam distribuigio limitada na naturcza ¢ sdo restritos a um
grupo taxonomico. Desempenham importante fungio nas relagdes das plantas
com o mecio ambiente que as cerca, determinando, em muitos casos, a
capacidade de sobrevivéncia das plantas (Serafini et al., 2001).

A biossintesse de determinados compostos secundarios pode ocorrer em
todos os tecidos ¢ c¢lulas de uma dada espécie vegetal devido a totipoténcia
celular. Entretanto, via de regra, a biossintese ¢ restrita a determinado 6rgéo,
tecido c/ou célula cspecializada ¢ esta relacionada com a diferenciagdo ¢ o
desenvolvimento celular (Wiermann, 1981).

A quantificagdo destas moléculas pode ser utilizada para aprofundar o
conhecimento metabolico, bem como detectar, em certo momento, o estado

nutricional da planta. No caso da cultura in vitro de células, por exemplo. os



calos podem apresentar composigiio bioquimica e exigéneias nutricionais

distintas em relagdo ao explante de origem (Phan ct al., 1987).

2.7 Aspectos anatomicos

A desordem estrutural ¢ funcional nas plantas in vitro ¢ resultado de
complexos e multiplos fatores no meio de cultura. A conseqiiéncia ¢ uma baixa
taxa de sobrevivéncia das plantas quando transferidas para condigdes ex vitro
(Ziv, 1987). Pasqual et al. (1997) afirmam que, durante o processo de
transferéneia para a condigdo ex vitro, a cuticula ¢ freqiientemente menos
desenvolvida devido a umidade relativa dos frascos ser relativamente alta. Como
conseqiiéneia, ocorre elevada perda de agua durante o processo de
aclimatizagdo. As modificagdes manifestadas, principalmente nas folhas, afetam
os principais processos exccutados por estas, ou seja, a fotossintesc e as trocas
gasosas (Deberg & Macene, 1984).

O estudo anatomico de orgdos vegetativos das plantulas cultivadas in
vitro pode fornecer informagdes para o controle da morfogénese ¢ auxiliar na

eficiéncia de protocolos de micropropagagio.

3 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALVES, T.M.de A.; SILVA, A. F.; BRANDAO, M.: GRANDI, T. S. M.;
SMANIA, E. de F.; SMANIA JUNIOR, A.; ZANL C. L. Bto]oglca]scrccnmg of
Brazilian medicinal plants. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz. Rio de
Janeiro, v. 95. n. 3, p. 367-373, maio/jun. 2000.

ASSIS, T. F.; TEIXEIRA, S. L. Enraizamento de plantas lenhosas. In: TORRES,
A.C.;CALDAS, L. S.; BUSO. J. A. Cultura de tecidos e transformacio
genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA-SPI/EMBRAPA-CNPH, 1998. v. 1.
p. 261-296.



CALDAS, L. S.; HARIDASAN, P.; FERREIRA, M. E. Meios nutritivos. In:
TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e
transformacio genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA-SPYEMBRAPA-
CNPH, 1998. v. 1, p. 87-132.

CONN, E.E.; STUMPF, P. K. lntréducao 2 bioquimica. Sdo Paulo: Edgard
Bliicher, 1980. 525 p.

CORREA, M. P. Diciondrio de plantas ateis do Brasil e das exéticas
cultivadas. Rio dc Janciro: Ministério da Agricultura-IBDF, 1984. v. I-V1.

DAVIS, A. Schistosomiasis. In: COOK, G. C. Manson’ tropical diseases.
London: W. B. Saunders Company, 1996. p. 1413-1456.

DEBERGH, P. C.; MAENE, L. J. Pathological and physiological problems
related to "in vivo" culture of plant. Parasitica, Gembloux, v. 40, n. 1, p. 69-75,
1984.

&CHEVERR]GARAY, S.; ANDRADE, L. B. DELAMARE, A.P.L.; ZENI, A,

.B.; CARRER_ R. Cultura de tecidos ¢ micropropagagéo de plantas aromaticas
e medicinais. In: TORRES, A. C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Biotecnologia
na agricultura e na agroindastria. Guaiba: Agropccuaria, 2001. p. 257-276.

FELICIO, J. D.; GONCALEZ, E.; LINS, A. L.; BRAGGIO, M. M;; DAVID, J.
M. Triterpenos isolados das folhas de tres espécies de Byrsonima. Arquivos do
Instituto de Biologia, Sdo Paulo, v. 62, p. 91-92, jan./dez. 1995.

FERRI, M. G. Plantas do Brasil — espécies do cerrado. Sao Paulo: Edgard
Bliicher, 1969. 239 p.

6£ORGE, E. F. Plant propagation by tissue culture. part | - The
“Téchnology. Edington: Exegetics, 1996. 574 p.

\X}RAﬂAPAGLlA, D.; MACHADO, M. A. Micropropagagéo. In: TORRES, A.
"C.; CALDAS, L. S.; BUSO, J. A. Cultura de tecidos e transformacao
genética de plantas. Brasilia: EMBRAPA-SPIJEMBRAPA-CNPH, 1998.v. 1,
p. 183-260.



JOLY, A. B. Botinica: introduciio 2 taxonomia vegetal. Sio Paulo:
Companhia Editora Nacional, 2002, 777 p.

LLOYD, G.; MC COWN, B. Commercially-feasible micropropagation of
Mountain laurel, Kalmia latifolia, by use of shoot tip culture. International
Plant Propagation Society Proceedings, Washington, v. 30, p. 421427, 1981.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificagdo e cultivo de plantas
arbdreas nativas do Brasil. Sdo Paulo: Nova Odessa, 2002. v. 1, 386 p.

. MURASHIGE, T_; SKOOG, F. A revised medium for rapid growth and
bioassays with tobacco tissue cultures. Physiologia Plantarum, Copenhagen, v.
15, n. 3, p. 473497, Mar. 1962.

PASQUAL, M. Textos académicos: meios de cultura. Lavras: FAEPE/UFLA,
2001. 127 p.

PASQUAL, M.; HOFFMANN, A.; RAMOS, J. D. Textos académicos:
Cultura de tecidos - introdugfio. Lavras: FAEPE/UFLA, 1997. 159 p.

PASSOS, L. P. Métodos analiticos e laboratoriais em fisiologia vegetal.
Coronel Pacheco: EMBRAPA-CNPGL, 1996. 233 p.

PHAN, C. T.; DO, C. B.; HEGEDUS, P. Metabolic aspects of "in vitro" culture
of plants; problems and applications, comparision of soluble contents, marker
enzimes between explant and cell suspension culture. Experimental Biological,
Qucbvee, v. 46, n. 3, p. 58, 1987.

PINTO, J. E. B. P.; BERTOLUCCI, S. K. V. Textos académicos: cultivo e
processamento de plantas medicinais. Lavras: FAEPE/UFLA, 2002. 169 p.

RODRIGUES, V. E. G.; CARVALHO, D. A. de. Plantas medicinais no
dominio dos cerrados. Lavras: UFLA, 2001. 180 p-

SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; ATHAYDE, M. L. Saponinas. In;
SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELLO, J. C. P. de;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta a0 medicamento. Florianopolis:
Ed. Universidade/UFRGS, 2000. p. 597-622.

14



\ EABROOK, J. E. A. Laboratory culture. In: STABA, E. J. (Ed.). Plant tissue
“chlture as a source of biochemicals. Boca Raton: CRP Press, 1980. p. 1-20.

SERAFINL L. A.; BARROS, N. M.; AZEVEDO, J. L. Biotecnologia na
agricultura e na agroindustria. Guaiba: Agropecudria, 2001. 463 p.

SMITH, R. M. Plant tissue culture: techniques and experiments. San Diego:
Academic Press, 1992. 171 p.

STRYER, L. Bioquimica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1992. 88ip.
TAIZ, L.; ZEIGER, E. Plant physiology. Sunderland: Sinauer, 2002. 690 p.

\ TORRES, A. C.; CALDAS, L. 5., BUSO, J. A ; SA,M.F.G.dc;
}JASCIMENTO A.S.: BR]G]DO M.de M; PINHO E.R. C. Glossério de
biotecnologia vegetal. Brasilia. EMBRAPA Hortaligas, 2000. 128 p.

WIERMANN, R. Secondary products and cell and tissue differentiation. In:
STUMPF, P. K.; CONN, E. E. (Ed.). The Biochemistry of plants. New York:
Academic Press, 1981, v. 1, p. 85-115.

ZIV, M. "In vivo" hardening and acclimatization of tissue culture plants. In:
WITHERS, L.A.; ALDERSON, P.G. (Ed.). Plant tissue culture and its
agricultural applications. London: Buttcrworths, 1987. p. 187-196.



CAPITULO 2 - Germinacio in vivo e in vitro de murici-pequeno

1 RESUMO

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Germinagdo in vivo e in vitro de murici-pequeno.
In; . Propagacdo in vitro, anilises anatémicas e bioquimicas de
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. p.16-33. Dissertagiio
(Mcstrado cm Fisiologia Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.), espécie medicinal
do Cerrado, apresenta dificuldade de propagagdo sexuada devido & baixa taxa de
germinagiio ¢ emergéncia lenta das plintulas em campo. O objetivo do presente
trabalho foi estudar aspectos da germinagiio in vivo ¢ in vitro de murici-pequeno
através da avaliagdo do cfeilo da temperatura, nitrato de potassio, do uso dos
meios de cultura MS ¢ WPM e diferentes concentragdes de BAP. Frutos
maduros de murici-pequeno foram coletados de populagdes naturais dos quais,
scmentes e embrides foram excisados e utilizados como explante. Observou-se
que néio houve efeito de tempcratura e nitrato de potassio na germinagiio in vivo
de sementes. Os resultados indicaram que os meios de cultura mais eficientes
para a germinagdo in vitro de secmentes ¢ embrides sio o MS ¢ WPM 50%, sem
sacarose, apresentando 60% ¢ 100% de germinagdo, respectivamente. Observou-
sc lambém que ndo se faz necessiria a adicio de BAP na germinagao in vitro de
embrides.

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

NOGUEIRA, Rairys Cravo. /n vivo and in vitro germination of murici pequeno.
In: . In vitro propagation, anatomical and biochemical analysis of
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. p.16-33. Disscrtation
(Master Program in Plant Physiology) - Universidade Ferderal de Lavras,
Lavras.”

The murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) is a medicinal
plant of cerrado that presents difficulties of sexual propagation due to low rate of
sced germination plant emergency in the ficld. The objective of this work was
study aspects of the in vivo and in vitro germination of murici-pequeno
evaluating the effect of temperature, potassium nitrate, the use of MS and WPM
culture media and different concentrations of BAP. Mature fruits were collected
from native plants and their seeds and embryos cxcised and used as explants.
Temperature and potassium nitrate had no effect on in vivo seed germination.
The results indicated that the most effective culture media used for the in vitro
seed and embryo germination were MS and WPM 50%, both with no sucrose,
presenting 60 and 100% germination, respectively. The use of BAP is not
required for in vitro embryo germination.

* Guidancc Committcc: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-adviser), Ana Horténcia Fonseca Castro - UFLA (Co-
adviser).



3INTRODUCAO

Sdo poucos os cstudos sobre a germinagdo dc cspécies nativas do
Cerrado. Com o crescente interesse por parte dos pesquisadores, aos poucos
revela-se o potencial dessa vegetagéo (Coelho, 1999).

No caso do murici-pequeno, ndo foram encontrados relatos na literatura
quanto ao seu processo de germinagdo. Ha, no entanto, em Lorenzi (2002),
mengéo sobre a ocorréncia de baixa taxa de germinago ¢ emergéncia lenta em
outras espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia, B. lancifolia, B. sericea,
B. spicata, B. stipulacea ¢ B. verbacifolia.

Para que o processo de germinagdo ocorra, ¢ necessario que as sementes
estejam viaveis, que as condigdes ambientais scjam favoraveis ¢ que as sementes
nio estejam dormentes. A temperatura ¢ um fator que tem influéneia sobre o
processo de germinagdo, afetando a velocidade de embebigfio, sendo a faixa
ideal uma caracteristica inerente a cada espécie (Bewley & Black, 1984).

Para diminuir o tempo de germinagéo ¢ de aparecimento da radicula,
certas sementes podem ser submetidas & embebigdo em solugdes contendo
compostos com baixo peso molecular, como o nitrato de potassio (KNQ3), para a
indugéo de estresse osmdtico (Bewley & Black, 1984).

Durante o cultivo in vitro, as solugdes de sais ¢ agicares quc compdem
os meio de cultura ndo exercem cfcito puramente nutritivo, mas também
influenciam o crescimento celular ¢ a morfogénese por meio de propriedades
osmoticas (George, 1996).

Diversas formulagdes de meios basicos tém sido utilizadas no cultivo in
vitro. Ndo ha uma formulagdo padriio, mas o meio M$S (Murashige & Skoog,
1962), com suas modificagdes e diluigdes, tem sido utilizado com sucesso para
diversas espécies. Com espécies lenhosas, entretanto, o mcio MS ndo se mostra

satisfatdrio em alguns casos e composi¢des mais diluidas em macronutrientes
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apresentam melhor desempenho (Grattaplaglia & Machado, 1998). O meio
nutritivo WPM (Lloyd & Mc Cown, 1981), por exemplo, apresenta 25% das
concentragdes de ions nitrato ¢ amdnia do meio MS, além de mais potassio ¢ um
alto nivel de ions sulfato, tendo sido amplamentc utilizado para a
micropropagaciio de cspécies lenhosas (Pasqual, 2001).

Segundo Souza (2003), dependendo da espécie, nio ha necessidade de
suplementagdo do meio com sacarose. Porém, pode ser que ao se adicionar
sacarose ao meio de cultura, consiga-sc manter a plantula in vitro por um
periodo de tempo maior.

O objetivo do presente trabatho foi cstudar aspectos da germinagdo in

vivo € in vitro de murici-pequeno.

4 MATERIAL E METODOS

Procedéncia do material vegetal

Frutos maduros ¢ inflorescéncias de murici-pequeno foram coletados de
populagdes naturais localizadas no municipio de Ijaci, regido sul do cstado dc
Minas Gerais, localizado a 918,0 m de altitude, 21°14°S de latitudc ¢ longitude
44 9°00°W GRW.

Apbs a coleta, os frutos passaram por processo de beneficiamento, com
retirada da polpa, imersdo em hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1 M por 5 minutos ¢
lavagem em agua corrente com auxilio de peneira por 10 minutos. Apés a
secagem, os frutos foram armazenados em sacos de papel a 10°C.

As inflorescéncias foram utilizadas para a confirmagdo da espécie e
preparo de exsicata, que se¢ cncontra depositada no herbario ESAL do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), sob
registron® 17.601.



——+> 4.1 Germinagio in vive
Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Cultura de
Tecidos Vegetais, no sctor de Fisiologia Vegetal do Departamento dc Biologia
da UFLA.

A) Efeito de diferentes temperaturas na germinaciio de sementes de murici-
pequeno

Dos frutos coletados no municipio de Ijaci, apos a relirada da polpa,
procedeu-se a abertura dos endocarpos com o auxilio de martelo. Apos a retirada
das sementes, estas foram imersas em alcool 70% (v/v) por 30 segundos ¢ em
seguida em solugdo de hipoclorito de sodio (NaGCl) 0,5% de cloro ativo por S
minutos ¢ lavagem em dgua destilada.

Posteriormente, as sementes foram transferidas para placas de petri com
papel germtest umedecido, testando-se diferentes tcmperaturas:  25°C
(constantc), 30°C (constante), 35°C (constante) e 30°C/20°C (dia/noite), em
camaras de germinacdo do tipo BOD. Cada tratamento foi constituido de 4
placas contendo 25 sementes cada.

Realizaram-se observagdes didrias, sendo avaliada a porcentagem de
germinagao apos 30 dias.

A detecgiio de diferengas entre os tratamentos testados foi feita através

da analise de “Deviance™.

B) Efeito de nitrato de potassio (KNO;) na germinaciio de sementes de
murici-pequeno

Sementes obtidas de frutos coletados em Ijaci foram imcrsas cm
difcrentes concentragdes de Kﬁaz 0%, 0,25% e 0,50%; com tempo de
exposicdo de 24 horas, em temperatura ambiente. Em seguida, foram

colocadas em placas de petri com papel germitest umedecido.
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O experimento foi conduzido em camara de germinagdo do tipo BOD na
auséncia de luz ¢ com temperatura de 30°C diuno ¢ 20°C noturno.

Totalizaram-se 3 tratamentos, sendo cada tratamento constituido de 10
placas (repetigoes) e cada placa contendo 15 sementes.

Foi avaliado o porcentual de germinagdo apos 30 dias de incubagdo.

A deteccio de diferengas significativas foi feita pela andlise de

“Deviance™.
4.2 Germinacio in vitro

A) Efeito de diferentes meios de cultura, presenca de sacarose ¢ tipo de
explante na germinac¢iio de murici-pequeno

A abertura dos endocarpos foi realizada manualmente com o auxilio de
martelo. Apos a retirada das sementes, estas foram imersas em alcool 70% (v/v)
por 30 scgundos ¢ em seguida em solugdo de NaOCl 0,5% de cloro ativo por 5
minutos. Em camara de fluxo laminar, as sementes foram lavadas em agua
destilada autoclavada e tiveram seus legumentos retirados, de acordo com a
necessidade do experimento. Posteriormente, sementes intactas ¢ sem tegumento
(embrides) foram novamente imersas em solugao de NaOCl 0.5% de cloro ativo
por 5 minutos ¢, ao final deste tempo. lavadas por quatro vezes em agua
destilada e autoclavada e, em seguida, inoculados em tubos de ensaio contendo
0s tralamenlos.

Foram testados os meios de cultura WPM 100% e 30%, MS 100% e
50%, acrescidos ou nio de 3% de sacarose. Em cada um foram utilizados
diferentes tipos de explantes: embrido ou sementes. Os meios foram
solidificados com agar 00.7% ¢ o pH foi aferido para 5.8 antes da autoclavagem a
120°C, durante 20 minutos. Apos a inoculagdo, os explantes foram mantidos em

sala de crescimento sob irradidncia de 43 pmol m~s™, fotoperiodo de 16 horas ¢



temperatura de 27 + 2°C. A avaliagdo foi realizada apos 30 dias de incubagio.,
sendo observado o porcentual de germinagio.

O experimento foi constituido de trés repeticdes, sendo cada uma
composta por cinco tubos de ensaio e cada tubo contendo um explante.

A detecgiio de diferengas significativas foi feita por meio da analise de
“Deviance™ Para o ajuste do modelo, considerou-se a transformagdo
denominada como logito para a estimativa da propor¢io de germinagdo de

sementes ¢ embrides (Demétrio, 1993):

[

Iogf.fo(‘,:.r,)zln[I H; =p+6,+a,

em que, p representa a media geral ; 8, o efeito de sacarose (i=0, 1) e o

efeito do meio de cultura (j=1,2,3 4).

B) Efeito da citocinina BAP na germinagio in vitro de murici-pequeno

O processo de assepsia das sementes foi semelhante ao realizado no
experimento anterior. Em camara de fluxo laminar, efetuou-se a retirada dos
tegumentos das sementes.

Foram testados quatro niveis de BAP (0,0; 0,5; 1,0 ¢ 20 mg L)
acrescido ao meio de cultura WPM 50% com 3% de sacarose. Os meios foram
solidificados com dgar 0,7% ¢ o pH aferido para 5.8 antes da autoclavagem a
120°C, durante 20 minutos. Apés a inoculagiio, os embrides foram mantidos em
sala de crescimento sob irradiancia de 43 pmol m™ s, fotoperiodo dc 16 horas ¢
temperatura de 27 + 2°C. A avaliagdo foi realizada apos 45 dias de incubagio,
sendo observado o porcentual de germinagio.

O experimento foi constituido de cinco repeticdes, sendo cada uma

composta por cinco tubos de ensaio ¢ cada tubo contendo um explante.
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Para cada parcela, realizou-sc a contagem dc unidades germinadas. A
proporgdo foi obtida em relagdo ao numero total dc tubos de ensaio por parcela,
isto ¢, n = 25. A detecgiio de difcrengas significativas foi feita por meio da

analise dc “Deviance™.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Germinaciio in vivo

Ni#io foi observado ncnhum efeito da temperatura ¢ de diferentes
concentragdes de KNO; na germinagdo de sementes de murici-pequeno.

O efcito da temperatura ndo aprescntou resultados satisfatérios, pois as
sementes de¢ murici-pequeno néio apresentaram protusdo de radicula € nem
emergéncia de parte aérea em nenhuma das temperaturas testadas.

Com relagio ao nitrato de potassio, niio houve efeito na diminuigéo do
tempo de germinagdo, uma vez que as sementes apresentaram necrose aos 13
dias apos a inslalagio do experimento. A auséncia de germinagéo poderia scr
atribuida a uma possivel toxidez causada pelo KNO;s; entretanto, a tesicmunha
(auséncia de KNO;) também nio aprescntou germinagio.

Os resultados encontrados nos dois experimentos in vivo podem estar
relacionados com a presenga de tegumento nas scmentes. Cita-se ainda a

ossibilidade de excesso ou falta de agua duranie a condugdo do cxperim .
posst lc de excesso ou falta de agua durante gio do cxperimento

Almeida (2001), testando difercntes temperaturas na gemminagio de
diasporos (semecnte + endocarpo) de canela-batalha  (Cryprocarya
aschersoniana), niio observou germinagdo em nenhum tratamento, enfatizando
que a retirada do endocarpo era fator essencial para a germinag#io desta espécie.
Entretanto, ao testar didsporos escarificados, observou aproximadamente 70% de

germinagdio na temperatura de 30°C diumno ¢ 20°C noturno. O autor também
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testou as mesmas concentragdes de KNQ; deste trabalho e também nio observou

efeito da aplicagdo deste composto.

5.2 Germinacgfo in vitro
A) Efeito de diferentes meios de cultura, presenca de sacarose e tipo de
explante na germinacéo de murici-pequeno

No cultivo de embrides, a méxima porcentagem de germinagéio (100%)
foi obtida quando cultivados em meio WPM 50%, na auséncia de sacarose. No
cultivo de sementes, a maior porcentagem de germinagéo também foi obtida em
WPM 50%, na auséncia de sacarose, ocorrendo aproximadamente 60% de

germinagdo (Figura 2).
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FIGURA2.  Germinagdo de embrides e sementes de murici-pequeno cm
diferentes meios de cultura (MS ou WPM), na presenga ou
auséncia de sacarosc. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Para a indicag@io do meio de cultura mais apropriado para a germinagao
de embrides ¢ scmentes de murici-pequeno, procedeu-se ao ajuste de um modelo

generalizado, scgundo Demétrio (1993) (Tabela 1).

TABELA |.  Analisc da “Deviance” dos efeitos sacarose (sac) € meio
nutritivo para a germinagio de embrides ¢ sementes de murici-
pequeno. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Variavel: Propor¢do de embrides germinados

FV GL Valor qui-quadrado p-valor
SAC 1 9.1027 0.0026
MEIO 3 44.4466 0.0001
Variivel: Propor¢iio de sementes germinadas
FV GL Valor qui-quadrado p-valor
SAC | 2938 0.084)
MEIO 3 3.7793 0.2863

Os efeitos da sacarose ¢ do meio de cultura foram significativos para a
analise de germinagdo de embrides. Obscrvou-se que o acréscimo de sacarose
nos meios testados alterou as porcentagens de germinagfio. Nos meios WPM,
WPM 50% ¢ MS, houve menor porcentagens de germinagio, enquanto que no
MS 50% houve maior germinag@io. Entretanto, a presenga de sacarose no meio
WPM 50%, apesar dc ter ocasionado uma diminui¢fio na porcentagem de
germinagdio cm comparagio com 0 meio cm que ndo s¢ acresceu a sacarose,
ainda ocorreu em valor elevado (95%).

Nos meios WPM e MS, a presenca de sacarose ocasionou uma
consideravel redugiio na germinagéio. Provavelmente, a concentragdo completa
dos sais, juntamente com a sacarose, afctou o balango osmoético, prejudicando o
processo germinativo. Entretanto, estes mesmos meios, quando utilizados com

metade das concentragdes de sais ¢ na prescnga de sacarosc, niio apresentaram
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mudangas considerdveis na taxa de germinagdo, chegando esta até a aumentar no
meio MS 50%. A redugdo da concentragdo dos sais parece ter compensado a
adi¢do dc sacarosc, ndo afctando assim o balango osmético e sendo favoravel &
germinagio.

Os resultados obtidos com embriges foram semelhantes aos encontrados
por Souza (2003) que, testando diferentes concentragdes do meio MS (completo,
50% e 25%) liquido ou sblido na germinagdo de embrides de amica
(Lychnophora pinaster), observou que o MS 25% solido foi o meio que
proprocionou melhor resultado, aproximadamente 68% de germinagdo. O MS
em sua concentragéo original apresentou porcentagem de germinagdo inferior a
50%. A autora também comparou os meios MS 25%, WPM ¢ WPM 50%, todos
solidos, na presenga ¢ auséncia de sacarose. Os meios MS 25% sem sacarose,
MS 25% com sacarose ¢ WPM 50% sem sacarose ndo diferiram entre si e
diferiram dos demais meios de cultura, apresentando as maiores porcentagens de
germinagdo, respectivamente, 79%, 70% e 70%.

Ja para o cultivo de sementes, a adigéio de sacarose nos meios de cultura
promoveu uma redugdo néo-significativa na porcentagem de germinagdo. No
meio MS 50%, por exemplo, a porcentagem de germinagdo praticamente ndo
sofreu alteragdo em comparagio ao mesmo meio acrescido de sacarose.

Os resultados apresentados na Tabela 2 mostram, por meio do teste de
Razdo de Chances, que o meio WPM 50%, preferencialmente na auséncia de

sacarosc, ¢ mais apropriado para germinagio de embrides.
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TABELA 2. Analise dos coeficientes ¢ razao de chances para embrides de
murici-pequeno inoculados em meio MS ¢ WPM na auséneia ¢
presenga de sacarose (sac). UFLA, Lavras, MG, 2002.
Parametro GL Estimativa Erro p-valor Razio de
padriio chances
Intercepto | 1.0319 05229 0,0485
Sac 0 1 1,5452 0,5057 0,0022 4,673
Sac 3% 0 0.0000 0.0000
WPM | -2.4337 0,6734 0.0003 0.087
WPM 50% 1 18212 1,1433 01112 6,122
MS 1 -2,1145 0,6611 0,0014 0,120
MS 50%

0 0.0000 0.0000

Os resultados apresentados na Tabela 3 mostram, por meio da razio de

chances, que os meios WPM 50% ¢ MS sdo os mais apropriados para

germinagio dc sementes, independente da presenga ou auséncia de sacarose.

TABELA 3. Analise dos coeficientes e razdo de chances para a proporgao de
sementes de murici-pequeno inoculados em meio MS ¢ WPM na
auséneia ¢ presenga de sacarose (sac). UFLA, Lavras, MG,
2002.

Parimetro GL Estimativa Erro p-valor razio de

padrio chances

Intercepto 1 -0,7501 04311 0.0819

Sac 0 1 0,6668 0.3894 0,0868 1.95

Sac 3% 0 0,0000 0,0000

WPM I -0.8026 05771 0,1643 0,448

WPM 50% | 0,1409 05311 0,7908 11,513

MS | 0,1409 03311 0,7908 11,513

MS 50% 0 0,0000 0,0000

3%
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Apesar do meio MS ser mais concentrado que o meio WPM 50%, este
apresentou as mesmas chances de germinagéo. A diferenga de concentragdes de
sais cntre estes meios parcce ndo ter afetado o processo germinativo das
scmentes. Efeitos ndo-significativos do meio nutritivo para a germinagdo de
sementes também foram observados por Conceigéo (2000) testando diferentes
concentragdes do meio MS na germinagio de sementes de timbé (Derris urucu),

A maior germinagdo de embrides em meio nutritivo WPM 50% deve-se,
provavclmente, & diminuigéo do potencial osmético promovido pela redugiio das
concentragdes de macro e micronutrientes do referido meio, que ¢ menos
concentrado em comparagiio aos outros meios utilizados.

O mesmo pode ser concluido para as maiores chances de germinagéo dc
cmbrides, as quais foram observadas na auséncia de sacarose. A presenca de sais
¢ de carboidratos possivelmente interferiu na regulagdio osmética do meio de
cultura ¢, conscqiientemente, na disponibilidade de 4gua para o processo de
embebicdo na germinagio. A auséncia dc sacarosc no meio WPM 50%
disponibilizou mais dgua para o explante, desencadeando o processo de protusao
da radicula, devido a retomada do crescimento do embriio acionada pela
embebigdo.

Os valores observados na germinagio de sementes de murici-pequeno,
podem estar associados ao tegumento, o qual parece retardar o processo
germinativo, ocasionando a baixa porcentagem de germinagdo. Este podc ter
servido como uma barreira para a entrada dc agua ¢, assim, inibindo a ativagdo
de enzimas responséveis pela germinagdo.

Azevedo (2003) obteve maiores porcentagens de germinagdo in vitro em
sementes de copaiba (Copaiba langsdorffii) em meio de cultura MS na auséncia
de sacarosc. Resultados semelhantes também foram obtidos em sementes de
Annona glabra (Deccetti, 2000).
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Sementes de morcira (Maclura tinctoria), no entanto, germinaram em
maior porcentagem quando cultivadas em mcios com sacarose, porem, cm

menores concentragocs (Gomes, 1999).

B) Efeito da citocinina BAP na germinagiio de embrides de murici-pequeno
Nio foi possivel a aplicagio de uma analise estatistica satisfatoria em

virtude da ocorréncia de calos em todos os tratamentos utilizados (Figura 3) e

uma vez que o objetivo do experimento foi estimular a germinagio ¢ induzir

multiplas brotagdes em embrides zigoticos por meio da aplicagdo de BAP.
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FIGURA 3, Germinagdo de cmbrides de murici-pequeno cultivados

em meio acrescido de diferentes concentragocs de BAP.
UFLA, Lavras, MG, 2002,

Como o objetivo do experimento cra a indugdo de multiplas brotagdes
em embrides zigoticos, as plantulas mal-formadas foram consideradas as que

apresentaram formagio de calos ¢ auséncia de raiz. As plantulas consideradas



normais foram aquelas que apresentaram comprimento préximo a 1,0 cm e
auséncia de calos.

Provavelmente, as folhas cotiledonares, ao entrarem em contato com 0O
meio de cultura, foram estimuladas a multiplicar suas células de maneira

desorganizada, de forma que o desenvolvimento normal da plantula foi
comprometido (Figura 4).

FIGURA 4. Plantula normal (A) e plantula mal-formada (B) obtidas de
embrides de murici-pequeno inoculados em  diferentes
concentragdes de BAP (C). UFLA, Lavras, MG, 2002.

Embora as citocininas sejam indicadas para reduzir a dominincia apical,
a sua presen¢a no meio de cultura deve ter favorecido a divisdo celular,
induzindo uma proliferagdo desorganizada. O BAP parece ter favorecido o

balanco hormonal para a formagio de calos, em vez de miiltiplas brotagdes, que
era o resultado esperado.

Resultados desfavordveis também foram obtidos na cultura de embrides

de coqueiro-anido (Cocos nucifera), utilizando diferentes concentragoes de BAP



ou a interagio BAP x AIA. A inclusdo dc rcguladores no meio de cultura
ocasionou o inicio da germinagio, mas com posterior escurccimento ¢ morte dos
cmbndes (Silva, 2002),

Em pesquisa com guarirobeira (Syagros oleraceae), testaram-se
diferentes niveis do meio MS em combinagiio com diferentes concentragdes de
BAP, tendo sido observada uma redugdo gradativa no numero de folhas e peso
da peso médio da matéria seca da plantula 4 medida que a concentragéo de BAP
foi aumentada (Melo, 2000).

Embora a citocinina atue na quebra do efeito do acido abscisico (ABA),
inibidor do processo germinativo, isto nio foi observado nos experimentos, uma
vez que a presenga de BAP néo potencializou a germinagéo.

Os resultados destes experimentos demonstram que a adigdo desta
citocinina ndo ¢ necessaria para a germinagdo de murici-pequeno, uma vez que
pode desencadear processos morfogénicos ndo-desejaveis, como a formagdo de
calos, constituindo-se um obsticulo para a obtengdo de fontes assépticas e com

difercntes tipos de explantes para a micropropagagao.

6 CONCLUSOES

Nio houve cfeito de tcmperatura ¢ nitrato de potassio na germinagio de

scmentes de murici-pequeno.

Os meios de cultura mais eficientes para a germinagio de sementes e

embrides sdo o MS e WPM 50%, sem sacarose.

Néo sc faz necessana a adigdo de BAP para germinagdo in vitro de
embndes de murici-pequeno.
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CAPITULO 3 - Organogénese direta a partir de segmentos

nodais de murici-pequeno e aspectos da anatomia folia r

1 RESUMO

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Organogénese direta a partir de segmentos nodais
de murici-pequeno ¢ aspectos da anatomia foliar. In: . Propagagiio in
vitro, anilises anatBmicas e bioquimicas de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.). 2003. p.34-55. Disscrtagio (Mestrado cm Fisiologia
Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.*

O arbusto Byrsonima intermedia A. Juss., designado popularmente de
murici-pequeno, atua como espécic medicinal na forma de adstringente nas
diarréias ¢ disenterias. Geralmente, espécies de Byrsomima apresentam baixa
taxa de germinagdo ¢ emergéncia lenta das plantulas. A propagagdo in vitro, ou
micropropagagio, permilc a determinagdo de vias altemnativas de reprodugio por
meio da organogénese ou embriogénesc somitica. O objetivo do presente
trabalho foi determinar um protocolo de micropropagagéo por organogénese
dircta a partir de scgmentos nodais de murici-pequeno e identificar diferengas
anatomicas entre as folhas obtidas no cultivo in vive e in vitro. Segmentos
nodais contendo até duas gemas laterais foram inoculados em meio MS
suplementado com diferentes concentragies de TDZ ¢ BAP. As brotagGes
obtidas a partir dc scgmentos nodais in vitro foram inoculadas em mcio dec
cultura WPM 50% contendo diferentes concentragdes de AIB. Os resultados
indicaram que o TDZ mostrou-se ineficiente na indugdo de brotagbes em
segmentos nodais de murici-pequeno ¢ que o BAP também ndo induziu a
formagdio de multibrotagdes, mas ocasionou o aparecimento de calos. Na
indugéio de rizogénesc, o AIB nfio promoveu a formagdo de raizes em brotagdes
dc murici-pequeno. Quanto ao aspecto da anatomia foliar, as estruturas
desenvolvidas in vivo apresentaram o parénquima paligadico, a cpidcrme abaxial
¢ a adaxial mais espessos, além de sistema vascular mais desenvolvido que in
vitro.

* Comité Oricntador: Renato Paiva - UFLA (Oricntador), Patricia Duartc dc
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora), Ana Horténcia Fonseca Castro (Co-
orientadora).
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2 ABSTRACT

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Dirctc organogencsis from nodal segments of
murici-pequeno and aspects of leaf anatomy. In: . In vitro propagation,
anatomical and biochemical analysis of murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.). 2003, p.34-55. Dissertation (Master Program in Plant
Physiology) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

Byrsonima intermedia A Juss, known as murici-pequeno, is considered a
medicinal plant used in treatments of diarrhea. In general, the species of
Byrsonima present low germination and slow plantlet emergency. The in vitro
propagation or micropropagation allows thc dctcrmination of propagation
altenatives with the use of organogenesis or somatic embryogenesis. The
objective of the present work was lo determine a procedurc of propagation
through direct organogencsis from nodal scgments of murici-pequeno and to
identify anatomical differcnces of lcaves obtained through in vive and in vitro
culture. Nodal segments containing up to two buds were inoculated in MS
supplemented with different concentrations of TDZ and BAP. Shoots obtained
from nodal segments cultivated in vitro were inoculated in WPM 50%
containing different concentrations of AIB. The results indicated that both TDZ
and BAP were inefficient o induce shoots in nodal segments although callus
was observed in the presence of BAP. The use of IBA had no effect on root
formation. The leaf anatomy analysis showed that the palisade parenchyma and
the abaxial and adaxial epidermis developed in vivo were ticker with the
vascular system more developed than in vitro.

* Guidancc Committce: Renato Paiva - UFLA (Adviscr), Patricia Duarte dc
Oliveira Paiva (Co-adviser), Ana Horténcia Fonseca Castro - UFLA (Co-
adviser).



3 INTRODUCAO

O crescimento ¢ a organogénese in vitro sio altamente dependentes da
interagdo entre as substdncias de crescimento que ocorrem naturalmente na
planta (horménios) ¢ os andlogos sintéticos (reguladores de crescimento), os
quais sdo adicionados ao meio de cultura (George, 1996). Os principais grupos
destas substdncias sdo: auxinas, citocininas, giberclinas, etileno e &cido
abscisico. As auxinas sio substancias que controlam o crescimento e elongacio
celular e as citocininas estimulam a divisdo celular ¢ reduzem a dominéncia
apical. O balango entre estes dois tipos de reguladores controla muitos aspectos
da diferenciagio celular ¢ organogénese nas culturas dc tecidos e orgdos
(Pasqual, 2001).

A micropropagagio pode ser realizada por organogénese ou
embriogénese somatica. A organogénese envolve a diferenciagdo de brotagdes e
raizes durante o descnvolvimento vegetal. Freqiientemente, as brotagdes sio
induzidas em um meio de cultura enriquecido com citocininas e,
subseqiientemente estas brotagdes sdo enraizadas em um meio contendo auxina.
A micropropagacdo via embriogénese somética envolve o descnvolvimento de
embrides a partir de células somaticas embriologicamente competentes in vitro
(Ahuja, 1992). Dc acordo com George (1996), a maioria das plantas
micropropagadas ¢ obtida pela multiplicagdo de brotagdes axilares.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), das citocininas
comercialmente disponiveis, a 6-benzilaminopurina (BAP), ¢ a que, em geral,
apresenta melhores resultados in vitro para promover a multiplicagdo de diversas
espécies, sendo utilizada em aproximadamente 60% dos meios, seguida da
cinetina (KIN) com cerca de 23%.

O thiadiazuron (TDZ) foi registrado inicialmente como desfolhante na

cultura de algoddo com o nome comercial “Dropp”. Sua alta atividade
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citocininica foi posteriormente demonstrada. Em algumas plantas, ele ¢ mais
cficiente que outros reguladores de crescimento para induzir a regencragdo de
brotagdes adventicias (Pasqual, 2001).

Quanto ao enraizamento, as auxinas mais utilizadas sdo o acido
indolbutirico (AIB) e o acido nafialeno acético (ANA) (Assis & Teixeira, 1998).
As respostas as auxinas ndo sio universais. Certas espécies enraizam com
dificuldade, ou ndo enraizam, mesmo na presenca dc auxinas, ¢ algumas
espécies até dispensam o uso de auxinas no seu enraizamento (Rohr & Hanus,
1987).

De acordo com Assis & Teixeira (1998), a formagdo de raizes
adventicias em varias espécies lenhosas tem sido beneficiada pelo uso de carvido
ativado. Este composto aprcsenta duas fungdes: escurecimento do meio,
impedindo a incidéncia de luz na basc do explante ¢ reduzindo a oxidagéo c,
ainda, atua absorvendo os compostos toxicos prescntes no agar ou formados
durante a oxidagdio de compostos fenolicos. O formecimento de carboidratos ¢
quase scmpre necessario durantc o enraizamento, uma vez que a rizogénese é
um processo que rcquer cnergia ¢ a fotossintese realizada pelo explante ¢
relativamente baixa.

A proliferagiio de brotos in vitro requer condigbes especiais, como alta
umidade, superfluxo de fatores nutricionais (mincrais ¢ carboidratos), alto nivel
de reguladores de crescimento e baixa intensidade de luz. Porém, essas mesmas
condi¢des sdo as principais causas dc ma formagdio de brotos (Ziv, 1987).
Alteragoes na morfologia foliar podem influenciar processos metabolicos ¢
fisiologicos, associados, principalmente, a fotossinicsc € as trocas gasosas
(Debergh & Maene, 1984).

A avaliacdo das mudangas estruturais que ocorrem cm um tecido ou
orgdo formado em condigGes in vitro é de grande valia para se descobrir a real

eficiéncia do processo organogenético e a funcionabilidade do novo 6rgéo,
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tornando-se pré-requisito indispensével para o desenvolvimento de protocolos de
micropropagagio de plantas (Soares, 2003).

O objetivo do presente trabalho foi determinar um protocolo de
micropropagagéio por organogénesc direta a partir de segmentos nodais de
murici-pequeno, bem como comparar as caracteristicas anatdmicas de folhas

obtidas in vitro com as folhas mantidas em condigcs in vivo.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Indugiio de brotagdes em segmentos nodais de murici-pequeno

A) Efeito de thidiazuron (TDZ) na inducio de brotacdes em segmentos
nodais de murici-pequeno

Plantulas obtidas de prévia germinagdo in vitro (capitulo 2) foram
utilizadas como fonte de explantes para este experimento.

Os segmentos nodais, contendo até duas gemas laterais, foram
inoculados cm meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com diferentes concentragdes de TDZ (0,0; 1,0; 2,0 e 40 mg L") ¢ 3% dc
sacarose. Os meios foram solidificados com 0,7% de 4gar e tiveram seu pH
ajustado em 5.8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apds a inoculagio, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento a 27 £ 2°C dc temperatura, irradidncia de 25 pmol m? s ¢
fotoperiodo de 16 horas.

Foram avaliados o nimero de brotagdes, nds e folhas, o comprimento dc
brotagGes ¢ a presenca de calos aos 33 dias apos a inoculagio.

O experimento foi instalado utilizando-se o delineamento intciramente

casualizado, com dez repetigdes por tratamento, sendo cada repeticao composta
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por um tubo de ensaio contendo um explante. Os dados das variaveis avaliadas

)0,5

foram transformados para (Y + 1,0)* e analisados por meio de regressdo

polinomial ou pelo teste de médias Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

B) Efeito de 6-benzilaminopurina (BAP) na induciio de brotagdes em
segmentos nodais de murici-pequeno

Plantulas obtidas da germinagdio in vitro (capitulo 2) foram utilizadas
como fontc de explantes para csle experimento.

Os segmentos nodais contendo até duas gemas laterais foram inoculados
em meios de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com
diferentes concentragdes de BAP (0; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 80 mg L) e 3% de
sacarose. Os meios foram solidificados com 0,7% de agar ¢ tiveram seu pH
ajustado em 5.8 antes da autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apés a inoculaglio, os segmentos foram mantidos em sala de
crescimento a 27 + 2°C de temperatura, irradidncia de 25 pmol m?s'e
fotoperiodo de 16 horas.

Foram avaliados o nimero de brotagdes, nos ¢ folhas, o comprimento de
brotagdes ¢ a presenga de calos aos 35 dias apos a inoculagdo.

Os resultados foram analisados utilizando-sc o delineamento
inteiramente casualizado com dcz repetigdes por tratamento, sendo cada
repetiio composta por um tubo de ensaio contendo um cxplante. Os dados das
variaveis avaliadas foram transformados para (Y + 1,0)** ¢ analisados por mcio
de regressio polinomial ou pelo teste de médias Scott-Knott, a 5% de
probabilidade.
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4.2 Enraizamento in vitro de brotagées

Brotagdes obtidas a partir de segmentos nodais in vitro foram inoculadas
em meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1981) com 50% de sua
concentragdo original e contendo diferentes concentragdes de AIB (0,0; 1,0; 2,0
e 4,0 mg L), 3% de sacarosc ¢ 0,1% de carvdo ativado. Os meios foram
solidificados com 0,7% de agar e tiveram scu pH ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem a 120°C, durante 20 minutos.

Apos a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento
a 27 = 2°C de temperatura ¢ na auséncia de luz. Trinta e cinco dias apos a
inoculagdo, foram avaliados o niimero ¢ o comprimento dc raizes.

Os resultados foram analisados utilizando-se 0 dclincamento
inteiramente casualizado com cinco repeti¢des por tratamento, sendo cada
repeticdo composta por trés tubos de ensaio, cada um contendo uma brotagdo.
Os dados das varidveis avaliadas foram transformados para (Y + 10> ¢
analisados por meio dc regressdo polinomial ou pelo teste de médias Scott-
Knott, a 5% de probabilidade.

4.3 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vive ¢ in vitro

Folhas completamente expandidas foram coletadas ao acaso de ramos do
ter¢o supenior das plantas de murici-pequeno encontradas no municipio de ljaci
e das brotagoes induzidas in virro de scgmentos nodais inoculados em meio MS
em diferentes concentragdes de BAP, conforme o experimento | deste capitulo.
As folhas foram fixadas em FAA (formaldeido + acido acético + dlcool etilico)
70% (v/v) ¢ conservadas em alcool etilico 70% (v/v), segundo metodologia
descrita por Johanscn (1940).

Os cortes anatémicos das folhas coletadas foram realizados no
Laboratério de Anatomia Vegetal, Departamento de Biologia, da Universidade

Federal de Lavras. Estes foram efetuados a mio livre, com auxilio de lamina.
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Posteriormente, sucedeu-se a clarificagio em solugdo dc hipoclorito de sodio
20% (v/v do produto comercial), por um periodo de trés a cinco minutos ¢ trés
lavagens em agua destilada. Em seguida, o material foi ncutralizado com
solugdo dc acido acético 1% (v/v) por um minuto, repetindo-se as lavagens com
agua destilada (Johansen, 1940). A colorag@o dos cortes anatdémicos foi efetuada
pelo processo de dupla coloragéio com safranina-azul de astra (Bukatsh, 1972).
Finalmente, foram montadas liminas semi-permanentes com agua glicerinada do
material obtido ¢ lutagem com esmalte.

As laminas confeccionadas com os cortes anatdomicos foram utilizadas
para realizagdo de medigdes de espessura das epidermes adaxial e abaxial e dos
parénquimas esponjoso € paligadico, com auxilio de ocular micrométrica.
Posteriormente, estas laminas foram fotomicrografadas utilizando-sc um
microscopio Olympus BX 60 e filme ASA 400 colorido.

As medigdes de espessuras foram analisadas utilizando-se delineamento
inteiramente casualizado com cinco repetigdes por tratamento, sendo cada
repetigio composta por trés medidas. As médias foram comparadas pelo teste
Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Indug@o de brotacdes em segmentos nodais de murici-pequeno
Nio houve efeito favoravel pelo uso de TDZ. Ocorreu necrose dos
explantes ou estecs ndo aprescntaram nenhuma brotagdo. Um indicio de

regeneracdo foi observado apenas na auséncia deste regulador (Figura 5).
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FIGURA 5. Aspecto de segmento nodal de murici-pequeno aos 35 dias em
meio de cultura contendo diferentes concentragcdes de TDZ
UFLA, Lavras, MG, 2002.

Com relagdo ao uso do BAP, houve formagiio de brotagdes em todos os

tratamentos testados (Figura 6).

FIGURA 6. Aspecto de brotagdes de murici-pequeno obtidas de segmentos
nodais inoculados em meio MS contendo BAP. UFLA, Lavras,
MG, 2002.

Para todas as varidveis avaliadas (nimero de brotagdes, nés e folhas,
comprimento de brotos e presenca de calos) foram encontradas diferengas

significativas para as diferentes concentragdes de BAP (Tabela 4).



TABELA 4. Analisc de varidncia para nimero de brotagdes, nds ¢ folhas,
comprimento de brotagdes ¢ ocorréncia de calos em segmentos
nodais dc murici-pcquecno  inoculados em  diferentes
concentra¢des dc BAP. UFLA, Lavras, MG, 2002.

QM
Fontes de GL Brotagdes* Nnos*  N.folhas*  Comp. Presenca
variacio brot.* calos *
BAP 5 0,2554*+%  0,5020%*  3,1493*%*  0,1457** 0,2104%*
Erro 54 0,1059 0,1538 08812 0,4905 00279
CV (%) 23,09 26 42,86 17,41 13,41

* Observagdes transformadas segundo (X + 1),
*+ Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Para nimero de brotagdes, nos ¢ folhas, os tratamentos nao diferiram
entre si, somente da testemunha (auséncia de BAP). Para estas variaveis, a maior
média observada foi de 1,5 brotagiio para explantes cultivados na concentragio
de 0,5 mg L' de BAP, 2,0 nos na concentragdo de 2,0 mg L' de BAP (Figura
7A) e 7,4 folhas na concentragio de 0,5 mg L' de BAP (Figura 7B).

Para comprimento dc brotos, os nivcis dec 0,5; 1,0 ¢ 4,0 mg L' dc BAP
niio diferiram entre si, mas diferiram dos niveis 0.0; 2.0 ¢ 8.0 mg L', O maior
comprimento de brotagdes foi obtido na concentragéo de 0,5 mg L' de BAP.

Enquanto que, para a varidavel ocorréncia de calos, as doses de 1,0; 2,0;
4,0 ¢ 8,0 mg L néio difcriram cntre si, somentc das doses 0,0 e 0,5 mg L
{respectivamente, 0% ¢ 20%). A concentragio dc 8,0 mg L' dc BAP
proporcionou a maior ocorréncia dc calos, aproximadamentic 90%. Assim, a
formagao de calos foi estimulada 8 medida que se elevaram as concentragdes de

BAP. Na testemunha, ndo houve a formagio de calos (Figura 7C).
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FIGURA7.  Numero de nés (A), folhas (B) ¢ ocorréncia de calos (C) em
segmentos nodais de murici-pequeno inoculados em meio MS
contendo diferentes concentragdes de BAP. UFLA, Lavras, MG,
2002,
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O BAP niio foi eficiente na indugdo de multiplas brotagdes em
segmentos nodais de murici pequeno, uma vez que, em necnhuma das
concentragdes testadas, o maximo obtido foi de 1,5 brotagdo por explante, na
dose de 0,5 mg L. Resultados semclhantes foram encontrados por Deceetti
(2000). Trabalhando com segmentos nodais de Annona glabra, a autora testou
diferentes combinagdes dec BAP ¢ ANA, com ou sem GA; e constatou néio ser
necessaria a adi¢do de regulador de crescimento para induzir a proliferagio de
brotagdes, formando, em média, 1,5 brotagdo por segmento nodal.

Concentra¢des acima de 4,0 mg L de BAP niio se mostraram eficientes,
pois a tendéncia foi de reducdo nos valores das varidveis citadas. A ocorréncia
de calos apresentou-se dirctamente proporcional aos niveis de BAP, ou seja, a
medida quc se aumentou a concentragio do regulador de crescimento,
aumentou-sc a presenga de calos nos cxplantes. Testando-se diferentes
concentragdes de citocininas na inducdo de gemas axilares de Phyllanthus
urinaria, alcangou-se o maior niimero de brotagdes por explante, utilizando BAP
na concentragdo de 0,28 mg L. Acima desta concentragdo, houve redugdo no
naumero de brotagdes formadas (Catapan et al., 2002).

Em pesquisa com Inga vera subsp. affinis, lambém se¢ observou que a
medida que se aumentou a concentragio de BAP, estimulou-se a formagdo de
calos em segmentos nodais. As concentragdes de 6, 9 ¢ 12 mg L' deste
regulador foram as que apresentaram os resultados mais significativos, entre
70% ¢ 80% de formacdo de calos (Soares, 2003).

A possivel hipotese para a resposta obtida na presenca de TDZ pode
estar relacionada & toxidez das concentragdes utilizadas destc regulador de
crescimento, que desencadeou a mortc ou auséncia de brotagdes nos explantes.

No entanto, Gomes (1999) trabalhou com segmentos nodais de moreira
{Maclura tinctoria) inoculados em meio WPM contendo combinagGes de BAP ¢

ANA e observou que os tratamentos constituidos apenas de ANA apresentaram
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brotagGes mal-formadas. Os que continham somente BAP ndio apresentaram
formagio de brotagdes. A produgiio maxima de brotagses foi obtida utilizando-
sc 1,0mg L' de ANA associado a 1,0 mg L de BAP (5 brotagdes/segmento).

Estudando o efeito do BAP e do TDZ em explantes nodais em meio MS,
Conceigdio (2000) também concluiu que as concentragdes de citocininas usadas
ndo foram eficientes para promover a proliferagio de brotagdes em timbo
(Derris urucu). Acima de 0,5 mg L' de TDZ, houve um declinio no nimero e
tamanho de brotagdes. Utilizando BAP, o niimero dc brotagdes apresentou
aumento até 2,0 mg L e, para tamanho das brotagdes, o maior valor foi
encontrado entre 0,0 ¢ 1,0 mg L de BAP.

Comparando o efeito do BAP ¢ TDZ e¢m doses de 0.2 a 1,0 mg L™
adicionadas em meio MS, também se constatou que o BAP proporcionou
melhores resultados na fase de multiplicagéio de macieira (Malus domestica)
(Quezada, 1996). O mesmo foi observado por Del Pontes (1999), em trabalho
com Eucalyptus globulus.

Em sucupira-branca (Prerodon pubescens (Benth.) Benth.), Coelho
(1999) observou que o uso de BAP no meio MS, nas concentragdes 1,126 e
0,563 mg L™, ambos na auséncia de dcido naftaleno acético (ANA), maximizou
a média do niimero de brotagdes por segmento nodal.

Entretanto, Arello ¢ Pinto (1993), trabalhando com segmentos nodais de
plantulas de pau-santo (Kie/meyra coriacea), promoveram o desenvolvimento de
gemas com o uso das combinagdes entrc ANA e BAP, independente das

concentragoes utilizadas.

5.2 Enraizamento in vitro de brotagdes de murici-pequeno
As doses de AlB utilizadas néio proporcionaram a formagio de raizes. O
AIB néo exerceu efeito positivo na indug@o de rizogénese ¢ os niveis internos de

auxinas ndo foram suficientes para desencadear este processo morfogénico.
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Embora utilizando diferentes concentragdes de AIB, Deccetti (2000) concluiu
que o melhor enraizamento de segmentos nodais de Annona glabra é obtido na
auséncia deste regulador, em plantas cultivadas na presenga de luz.

A testemunha (auséncia de AIB) também néo promoveu o enraizamento.
E possivel que a espécic apresente concentragbes endogenas de citocininas
residuais dos experimentos de multiplicagdio, que podem ter desfavorecido o
balango hormonal para a emergéncia de raizes. Concentragdes maiores de AlB,
ou o uso de outro tipo de auxina como o ANA, podem estimular a rizogénesc cm
explantes de murici-pequeno. Lopes (2000) ¢ Andrade et al. (2000) observaram
que o ANA era mais cficiente no enraizamento de brotos de mogno (Swietenia
macrophylla) ¢ arocira (Myracrodruon urundeuva) obtidos in vitro,
respectivamente.

Em Coffea arabica e C. canephora, no entanto, maior numero de raizes
foi observado em explantes cultivados com 6,0 mg L' de AIB (Santos, C.,
2001). Resultados semelhantes foram obtidos com o uso dec 4,0 g L' de carvio
ativado associado a 3.0 mg L' dc AIB para estimular a rizogénesc cm
segmentos nodais de salix na presenga de luz (Santos, B., 2001). Em moreira
(Maclura tinctoria), também se obteve enraizamento em WPM 50% em pH 7,0
acrescido de 4.8 mg L' de AIB ¢ 4,7 g L' de carvio ativado na presen¢a de luz
(Gomes, 1999).

O efeito favoravel do AIB também foi obtido por Bonilla (2002) e Del
Ponte (1999) cm estudos com tangari-agu (Rudgea viburnoides) ¢ cucalipto

(Eucaliptus globulus).

5.3 Anatomia de folhas produzidas por cultivo in vivo e in vitro
Nas se¢des transversais das nervuras centrais de folhas de murici-
pequeno, observou-se diferenga anatémica cntre os tecidos. As folhas do cultivo

in vitro apresentaram feixes vasculares pouco desenvolvidos, ao contririo do
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cultivo in vivo, no qual foram identificados o floema, o xilema ¢ o
esclerénquima. Este dltimo tecido ¢ responsavel por proporcionar maior
sustentagao & planta, encontrando-se ao redor do feixe vascular (Figura 8A).
Quanto as segdes transversais das laminas foliares, nos dois tipos de
cultivo (in vivo ¢ in vitro), observou-se¢ que o mesofilo apresentou o tecido
clorofiliano diferenciado em dois tipos: o paligadico ¢ o esponjoso (ou
lacunoso). O primeiro tipo era constituido de uma tnica camada no cultivo in
vitro, enquanto que no in vivo havia duas camadas. Nota-se ainda que, em ambas
as condigbes de cultivo, as epidermes abaxial ¢ adaxial siio compostas por
apenas uma camada dc células revestidas pela cuticula, sendo esta mais espessa
nas folhas de plantas cultivadas in vivo. O mesofilo ¢ dorsiventral, apresentando
parénquima paligadico na facc superior da lamina foliar (adaxial ou ventral) e

parénquima esponjoso na face inferior (abaxial ou dorsal) (Figura 8B).
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In vitro In vivo

50 pm ===

FIGURA 8.  Secdes transversais da nervura central (A) e liminas foliares (B)
obtidas de folhas de murici-pequeno cultivado in vitro e in vivo,
evidenciando parénquima paligddico (Pp) e esponjoso (Pe),
epiderme adaxial (Ead) e abaxial (Eab). UFLA, Lavras, MG,
2002.
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O parénquima esponjoso das laminas foliares obtidas pelo cultivo i
vitro apresentou de trés a quatro camadas de células ¢ o das obtidas pelo cultivo
in vivo, de quatro a seis camadas.

As medidas das espessuras da epiderme adaxial e abaxial ¢ parénquima
paligadico das folhas de murici-pequeno diferiram de forma significativa entre
os cultivos in vivo ¢ in vitro. Somente o parénquima esponjoso ndo apresentou

diferenga significativa (Tabela 5).

TABELAS.  Analise de variancia para espessura da epiderme adaxial.
cpiderme  abaxial, parénquima paligidico ¢ parénquima
esponjoso de folhas formadas por cultivo in vitro ¢ in vivo de
murici-pequeno. UFLA, Lavras, MG, 2002.

oM
Fontes de GL  Epiderme Parénquima Parénquima  Epiderme
varia¢io adaxial palicadico  esponjoso abaxial
Tipo de cultivo 1 0.538240*% 2209* 0.014440 0.479610*
Erro 8  0,000595  0,002545 0,006445 0,000650
CV (%) 246 3,12 2,14 3.17

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

As epidermes adaxial ¢ abaxial das folhas de plantas cultivadas in vitro
apresentaram espessura  significativamentc menor em comparagio com as
oriundas de cultivo in vivo. O parénquima paligadico das ldminas foliarcs
coletadas de plantas mantidas na condigio in vivo foi significativamente mais
espesso quando comparados com a condigdo in vitro, apresentando uma
diferenga de 0,94 pm. O parénquima esponjoso, nos dois tipos de cultivo, obteve

médias de espessuras semelhantes (Tabela 6).



TABELA 6.  Efeito do tipo de cultivo (in vivo ¢ in vitro) sobre a espessura da
cpiderme adaxial, do parénquima paligédico, parénquima
csponjoso ¢ cpidcrme abaxial dc laminas foliarcs de murici-
pequeno. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Espessuras médias observadas (pum)
Tipodccultivo  Epiderme  Parénquima  Parénquima  Epiderme

adaxial palicadico CSponjoso abaxial
In vivo 1.2220 a* 2,0880 a* 3,3680 a 1,0220 a*
In vitro 0,7580 b 1,1480 b 32920 a 0,5840b

* Médias scguidas por letras distintas na coluna diferem entrc s1. a 5% de
probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Entretanto, folhas de amica (I.ychnophora pinaster) oriundas de culivo
in vivo aprcsentaram-sc mecnos cspessas que as cultivadas in vitro ¢
aclimatizadas (Souza, 2003).

Observaram-se diferengas nas estruturas das folhas de plantulas de
cafeeiro obtidas por propagagdo in vitro ¢ relagio as propagadas in vivo. Nas
folhas cultivadas in vitro ndo ocorreu presenca de esclerénquima. A nervura
central de folhas obtidas pelo cultivo in viro também apresentou células do
xilema em menor niimero, tamanho ¢ cspessura que as células do xilema da
nervura central de folhas cultivadas in vivo (Santos, 2001).

A presenga de cuticula no cultivo in virro ¢ fator importante na
micropropagagio, uma vez que cvila a perda excessiva de agua da planta para o
ambiente e, consequentemente, favorece a sobrevivéncia das plantulas
micropropagadas durante o processo dc aclimatizagdo na condigdo ex vitro.
Mesmo que aparentemente, a cuticula apresentou-sc mais espessa em relagdo ao
cultivo in vivo, por diferenga de umidade, quando comparado ao ambientc in

Vitro.



6 CONCLUSOES

O TDZ néo induziu brotagdes em segmentos nodais de murici-pequeno.

A utilizagfio de BAP ndo apresentou resposta eficiente na indugdo de
multibrotagdes em segmentos nodais de murici-pequeno ¢ ainda proporcionou a
formagdo de calos.

O AIB niio induz a formagdo de raizes em brotagdes de murici-pequeno.

As cstruturas foliarcs desenvolvidas in vivo apresentam o parénquima
paligadico, a epidermc abaxial ¢ a adaxial mais espessos em comparagiio is
oriundas do cultivo in vitro.

Folhas de cultivo in vivo possucm sistema vascular mais desenvolvido

que in vitro,
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CAPITULO 4 - Indugio de calogénese em explantes foliares de

murici-pequeno

1 RESUMO

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Indugéio de calogénese em explantes foliares de
murici-pequeno. In: . Propagacio in vitro, andlises anatémicas e
bioquimicas de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. p.56-
71. Disscrtagdo (Mestrado cm Fisiologia Vegetal) - Universidade Ferderal de
Lavras. Lavras.”

O género Byrsonima apresenta casca rica em taninos, um metabélitos
secunddrios utilizado no tratamento de diaméia. A fim de desenvolver uma via
alternativa de propagagdo de murici-pequeno, o presente trabalho avaliou o
efcito de diferentes concentragdes da auxina 2.4-D ¢ das citocininas TDZ e BAP
na calogénese em explantes foliarcs. Os resultados demonstraram que na
auscncna de 2.4-D ndo ocorrcu formagio de calos. O meio MS acrescido de 1,0
mg L de 2,4-D ¢ eficiente para a inducdo e proliferagdo de calos em explantes
foliares de murici-pequeno na auséncia de lu.

* Comité Oricntador: Renato Paiva - UFLA (Oricntador), Patricia Duarte dc
Oliveira Paiva (Co-orientadora), Ana Horténcia Fonseca Castro - UFLA (Co-
orientadora).
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2 ABSTRACT

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Induction of callus in leaf explants of murici-
pequeno. In: . In vitro propagation, anatomical and biochemical
analysis of murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. p.56-71.
Disscrtation (Master Program in Plant Physiology) - Universidade Ferderal de
Lavras, Lavras.”

The genus Byrsonima presents husk rich in tannins, a secondary
metabolite used in treatments of diarhea. With the objective to develop an
alternative method of propagation of murici-pequeno, this work evaluated the
effect of different concentrations of the auxin 2,4-D and the cytokinins TDZ and
BAP on callus induction in Icaf cxplants. The results indicated no formation of
callus in the absence of 2.4-D. Higher callus formation was observed in dark
using MS medium supplemented with 1,0 mg L' 2,4-D.

* Gu{dancc .Committcc: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Patricia Duartc dc
Oliveira Paiva (Co-adviser), Ana Horténcia Fonseca Castro - UFLA (Co-
adviser).



3 INTRODUCAO

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss) ¢ um arbusto do
Cerrado com propriedade medicinal por sua atividade adstringente nas diaméias
e disenterias. Entretanto, a exploragéio dos recursos genéticos das plantas
medicinais no Brasil esta relacionada, em grande parte, a coleta extrativista do
material silvestre (Rodrigues & Carvalho, 2001).

Lorenzi (2002) menciona que o género Byrsonima apresenta taxa de
germinagdo baixa e cmergéncia lenta da plantula, dificultando a sua propagagéo
sexuada.

A aplicagfio de técnicas de cultura de ftecidos vegetais, como a
micropropagagéo, tem como principais vantagens o aumento riapido do niimero
de individuos ¢ a possibilidade de conservagdio de germoplasmas, garantindo a
manutencdo da biodiversidade (Echeverrigaray et al., 2001).

A multiplicagdo do material vegetal por meio da micropropagagio pode
ser: a) por meio da proliferagdo de gemas axilares, b) mediante indugdo de

| gemas adventicias por organogénese direta ou indireta (passando pela fase de
calo) e ¢) por via cmbriogénese somatica dircta ou indireta (formando calo)
(Grattapaglia & Machado, 1998).

Calo ¢ um grupo ou massa dc células vegetais com crescimento
desordenado, as quais podem apresentar certo grau de diferenciagdo (Torres et
al., 2000). Desenvolve-sc cm resposta a injurias fisicas ou quimicas (George,
1996). |

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), para ocorrer a indugdo de
calo, qualquer tecido pode ser utilizado como explante. Entretanto, procura-se
utilizar explantes que contenham maior propor¢iio de tecido meristematico ou
que apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia. Pierik (1990)

comenta que explantes oriundos de tecidos jovens, ndo lignificados, sio mais
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apropriados para a cultura de tecidos por possuircm alta capacidade de
regeneragio. A cultura de calos pode ser derivada de difcrentes drgéos da planta
(raiz, segmentos caulinares, folhas) ou de células especificas (endosperma,
polen).

De acordo com Victez & San-José (1996), muitas vezes € necessario o
suprimento exdgeno de reguladores de crescimento para a indugio de calos. O
balango hormonal obtido entre os niveis de citocininas ¢ auxinas, exogenas ¢
endogenas 4 planta pode estimular a proliferagéo celular. Porém, Ozias-Akins &
Vasil (1985) mencionam que citocininas exogenas nem sempre sdo necessarias ¢
que muitos tecidos desenvolvem-se in vitro apenas com suprimento de auxinas.
Dentre os reguladores dc crescimento mais utilizados na indugéo de calos
destacam-se 0 2,4-D, ANA ¢, mais recentemente, o0 TDZ.

A calogénese depende dc fatores importantes, como a sele¢do do
explante, meio de cultura adequado e condigSes ambientais. O meio nutritivo
deve conter sais, fonte de carbono, vilaminas ¢ reguladores de crescimento em
concentragdes adequadas a calogénese. Quanto as condi¢des da cultura, a
temperatura pode ser entre 25°C e 30°C e pode ocorrer na luz, no escuro ou em
baixa irradidncia. A cullura ¢ geralmente feita em meio solido e a textura do calo
pode vaniar de compacta a friavel. A cultura de calos pode ser utilizada para
estudar: isolamento de protoplastos, tipos de células, selegdo cclular,
cmbriogénese somatica, organogénese ¢ a produgdo dc metabolitos secundarios
(Pinto & Lameira, 2001).

A fim de desenvolver uma via altemativa dc propaga¢ido de murici-
pequeno, o presente trabalho avaliou o efeito de diferentes concentragoes da
auxina 2,4-D e a intcragdo com as citocininas TDZ ¢ BAP na calogénese em

explantes foliares de murici-pcqueno.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Inducdio de calos em explantes foliares de murici-pequeno através do
uso de 2,4-D na presenga e auséncia de luminosidade

As pléintulas obtidas por meio da germinagdio in vitro (capitulo 2)
serviram como fonte de explantes para este experimento.

Segmentos foliares de tamanho de 0,25 em” foram inoculados em tubos
de ensaio contendo o meio de¢ cultura MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com diferentes concentragdes de 2,4-D (0,0; 1,0;2,0; 3,0 ¢ 4,0 mg
L") ¢ 3% de sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de agar ¢ o pH foi
ajustado em 5,8 antes da autoclavagem.

Antes da inoculagdo, foram efetuados cortes na superficie adaxial do
explante, a qual ficou em contalo com o meio nutritivo. A incubagdo foi
realizada no escuro ou na luz (fotoperiodo de 16 horas ¢ irradiancia de fotons de
43 pmol m*s') e em temperatura de 27 + 2°C.

A avaliagdo foi feita 30 dias apos a inoculagdo, observando-sc a
porcentagem da drea do explantc ocupada por calos.

Os resultados foram analisados utilizando-sc o delineamento
inteiramente caswalizado com cinco repeticdes por tratamento, sendo cada

repetigéio composta por quatro tubos de ensaio contendo um cxplante por tubo.

4.2 Efeito da interaciio de 2,4-D e as citocininas TDZ ou BAP na calogénese
em explantes foliares de murici-pequeno

As pléntulas obtidas por meio da germinagdo in vitro (capitulo 2) foram
utilizadas como fonte de explantes para este experimento.

Segmentos foliares de 0,25 cm® foram inoculados em tubos de ensaio

contendo 0 meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado com



a auxina 24-D (0,0 ou 1,0 mg L") cm combinagio com difcrentes
concentragdes (0,0; 0.5; 1.0 ¢ 2,0 mg L) das citocininas BAP ou TDZ ¢ 3% de
sacarose. O meio foi solidificado com 0,7% de agar e seu pH ajustado em 5,8
antes da autoclavagem.

Antes da inoculagio, foram efetuados cortes na superficie adaxial do
explante. A superficie abaxial ficou em contato com o meio nutritivo. A
incubagio ocorrcu no escuro ¢ cm temperatura de 27 + 2°C.

Os dados foram analisados utilizando-se o delincamento inteiramente
casualizado com quatro repetigdes por tratamento, sendo cada repeti¢do
composta por trés tubos dc ensaio contendo um explante por bo. Os valores da

variavel porcentagem da area do explante coberta por calos foram transformados
para (Y +1,0)*.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a indugfo de calos em explantes foliares dec murici-pequeno pelo
uso dc 2,4-D, diferengas significativas na area do explantc coberta por calos
foram encontradas em fungéo da cxposigio em luz ou cscuro, das concentragdes
de 2,4-D ¢ da interagdo destes fatores (Tabela 7).
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TABELA 7.  Anilisc de varidncia para formagdo de calos e porcentagem da
area do explante coberta por calos cm explantes foliares de
murici-pequeno inoculados na presenga de 2,4-D. UFLA,

Lavras, MG, 2002.
QM
Fontes de vaniagiio GL Area do explante coberta por calos (%)*
Luminosidade 1 2,005 *
24-D 4 12,107 *
Luminosidade x 2,4-D 4 3,145 %
Emo 40 0,325
CV (%) 306

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.

Na luz, os tratamentos seguiram uma tendéncia linear, sendo que as
doses de 3,0 e 4,0 mg L de 2,4-D niio diferiram estatisticamente entre si ¢
apresentaram as maiores médias de porcentagem de area coberta por calo (91 ¢
93%, respectivamente). Estas diferiram das doses 1,0 ¢ 2,0 mg L™, que também
ndo diferiram entre si, mas forneceram valores abaixo de 50% de area coberta. A

auséncia de 2,4-D ndo promoveu a formagdo de calos (Figura 9).
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Area do explante coberta por calo (%)

FIGURA 9.

No escuro, os niveis de 2,4-D nfio diferiram cntre si, somente da
testemunha (auséncia de 2,4-D), a qual ndo formou calos. A dose de 1,0 mg L”!
apresentou maior porcentagem de area coberta por calos (90%), enquanto que o

menor valor para a varidvel em questdo foi obtida com 4,0 mg L' (64%) (Figura

10).

A concentragdo de 2,4 mg L dc 2,4-D correspondeu ao ponto maximo
da curva, onde a cobertura méaxima por calo atingiu 99,18%, de acordo com a
equacdo derivada. O comportamento quadratico apresentado indicou que doses

acima ¢ abaixo de 2,4 mg L", tiveram a tendéncia de redugdo da porcentagem de

area coberta.
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Porcentagem da drca do explante foliar de murici-pequeno
ocupada por calo em resposta ao tratamento com diferentes
concentragdes de 2.4-D na luz ¢ no cscuro. UFLA, Lavras, MG,

2002.
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A aparéncia do explante inicial ¢ dos calos obtidos na luz e no escuro é

apresentada na Figura 10.

FIGURA 10. Indugdo de calos em explantes foliares de murici-pequeno em
meio MS suplementado com diferentes concentracées de 2,4-D:
A) explante inicial, B) calos obtidos na luz e C) calos obtidos no
escuro. UFLA, Lavras, MG, 2002.

0O 2,4-D ¢ a auxina mais freqiientemente usada na indugio de calos e, no
caso do murici-pequeno, os explantes foliares responderam positivamente a sua
presenca. As auxinas sdo capazes de iniciar a divisdo celular ¢ controlar os
processos de crescimento e elongagio celular. George (1996) comenta que o 2,4
D tem efeito no metabolismo do RNA, induzindo a transcricio de RNAs
mensageiros capazes de decodificar proteinas requisitadas para o crescimento e
que podem induzir a proliferagio celular desordenada.

O crescimento de tecidos vegetais organizados in vitro geralmente ndo é
inibido pela luz. Entretanto, divisdes celulares iniciais do explante e o
crescimento de calos sdo algumas vezes inibidos pela presenca de luz (George,
1996). No caso do murici-pequeno, a menor concentragdo de 2,4-D (1,0 mg L)
promoveu a formagio de calos em 90% de drea foliar na condigdo de escuro,

enquanto que na luz atingiu somente 30%. Vale ressaltar que a adigio de 2,4-D



numa concentragio quatro vezes maior (4,0 mg L) foi nccessaria para
proporcionar resposta semelhante (93%) quando na presenga de luz.

A luz pode ter favorecido a produgio de compostos fenolicos, os quais
interferiram na atividade do regulador de crescimento e refletiram em maior
concentragdo deste para atingir a porcentagem obtida no escuro. A auxina
natural (AIA) presente no tecido vegetal também pode ter sofrido foto-
degradagio, diminuindo as quantidades de auxinas totais que desencadeariam o
processo de formagdo de calos.

Os resultados deste trabalho sdo semelhantes aos obtidos por Soares
(2003), trabalhando com segmentos foliares de ingazeiro (/nga vera subsp.
affinis). O autor constatou que na condigdo de escuro, as concentragdes 1,0 mg
L'e¢ 2,5 mg L' de 2,4-D foram as que proprocionaram maiores resultados para a
variavel area coberta por calo, 90% ¢ 80%, respectivamente.

Trabalhando com indugiio de calos em diferentes explantes de Cissus
sicyoides em meio MS suplementado com 2.4-D, observou-se melhor formagio
de calos utilizando folhas jovens como explante (Abreu, 1998).

A produgdo mixima de calos em explantes foliares de Coffea arabica
também foi obtida com 1,0 mg L' de 2,4-D ¢ para 0,5 mg L' para C. canephora
(Santos, C., 2001). Explantes foliares de timbo (Derris urucu) proporcionaram
melhor resposta em 1,6 mg L™ de 2,4-D em meio MS (Conceigdo, 2000).

Em trabalhos com tangara-agu (Rudgea viburnoides), os resultados
encontrados por Bonilla (2002) também sio semelhantes aos aqui apresentados.
A dose de 1,0 mg L' de 2.4-D na auséncia de luz foi a mais eficiente na indugio
de calos em cxplantes foliares, enquanto que o uso de ANA foi eficiente
somenie em explantes caulinares ¢ em presenga de luz.

Santos (2001) recomenda o uso de 4,0 mg L" de 2.4-D em explantes

foliares de salix (Salix humboldtiana) para a produgdo de calos friaveis.



Entretanto, Sahoo ct al. (1997), testando doses de 0.5 a 4,0 mg L' de
24-D. observaram que os explantes foliares nio formaram calos em amorcira
(Morus indica).

Quanto ao cfeito da interagdo de 2,4-D e das citocininas TDZ ¢ BAP na
calogénese em explantes foliares de murici-pequeno, foram observadas
diferengas significativas na area do explante coberta por calos para 2.4-D
(presenga ou auséneia) e para interagio entre 24-D ¢ TDZ ou BAP ¢ para

interagdo 2,4-D e diferentes concentragdes de TDZ ou BAP (Tabela 8),

TABELA 8. Analise de varidncia para porcentagem da area do explante
coberta por calos em segmentos foliares de murici-pequeno
inoculados na presenga ou auséncia de 2.4-D em interagdo com
TDZ ou BAP. UFLA, Lavras, MG, 2002.

oM

Fontes de variagio GL Porcentagem da arca do

explante coberta por calos

24-D ] 192,05 *
TDZ/BAP 1 25.00
Concentragio 3 8.06
24-D x TDZ/BAP I 11849 *
2 4-D x concentragio 3 26,61 *
TDZ/BAP x concentragio 2 2,90
24-Dx TDZ/BAP x concentragio 2 -1,20x 107
Erro 42 7.39
CV (%) 58

* Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott.
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O tipo da citocinina (TDZ/BAP), as concentragdes testadas (de
TDZ/BAP) ¢ a intcragiio auxina x citocinina X concentragéio néio apresentaram
diferengas significativas, a 5% de probabilidade, pelo teste dc Scott-Knott.

As maiores porcentagens de drea coberta por calo foram obtidas em
explantes foliares inoculados na presenga de 2,4-D, formando aproximadamente
93,4%. A interagdo de 2,4-D ¢ BAP seguiu uma tendéncia linear, em que a area
do explante coberta com calos diminuiu & medida que se aumentou a

concentragiio de BAP (Figura 11).
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FIGURA Il. Porcentagem da area do cxplante foliar de muﬁci-pequeno
ocupada por calo em resposta ao tratamento com 24-D em

combinagio com BAP, para cxplantcs mantidos no cscuro.
UFLA, Lavras, MG, 2002.

A presenca ou auséncia do TDZ nido proporcionon diferencas
significativas e ndo houve cfeito sinérgico com o 2,4-D na proliferagéo de calos.
Como a indugiio de calos ¢ dependente de um balango hommonal
intermediario de auxinas ¢ cilocinias, no caso do murici-pequeno,
provavcimente, o fomecimento da auxina no meio de cultura foi suficiente para

balancear-se com o contetido endogeno de citocininas do explante.
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Pode-se inferir que a citocinina presente no meio nutritivo (BAP),
juntamente com a citocinina endogena do segmento foliar, proporcionou uma
elevada concentragdo em relagdo a auxina, ocasinando uma diminui¢cio na
ocorréncia de calos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Paiva-Neto (1996). O autor
constatou que o uso isolado de 2,4-D na concentragio de 6,36 mg L em
segmentos foliares de moreira (Chlorophora tinctoria) promoveu a calogénese e
rizogénese. Ja a combinagdo 2,4-D ¢ BAP reduziu a porcentagem de explantes
com calos € também inibiu a rizogénese.

Entretanto, Cerqueira (1999) obteve maior indugio de calos em
segmentos foliares de erva-de-touro (7ridax procumbens L.) utilizando 2,0 mg
L' de ANA combinado com 2,0 mg L™ de BAP, obtendo 100% da 4rea do
cxplante coberta por calos.

Em copaiba (Copaifera langsdorffii), Azevedo (2003) somenic obteve
calogénese utilizando 2,0 mg L de 2,4-D + 1,0 mg L™ de BAP em meio MS na
presenga de luz.

Santos (2001) testou em salix os efeitos isolados do uso de ANA e BAP
e de suas combinagdes. Isoladamente, ANA ¢ BAP induziram alta porcentagem
de rizogénese em calos obtidos de segmentos foliares. A combinagdo destes
reguladores induziu calogénesc apenas em concentragdes inversas, ou scja, em
alta dose de BAP, a dose de ANA deve ser baixa ¢ vice-versa.

Os resultados obtidos no cxperimento dc indugdo de calos a partir de
segmentos foliares de murici-pequeno pelo uso de 2,4-D foram confirmados
pelos resultados obtidos no experimento testando 1,0 mg L™ de 2,4-D no escuro
em interagdo com TDZ ou BAP, onde néio se potencializou a calogénese; ao

contrario, a tendéncia foi a redugdo da formacdo de calos.
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Assim, os resultados indicam que a maxima porcentagem de calos cm
segmentos foliares de murici-pequeno é obtida em mcio MS acrescido de 1,0 mg

L" de 2,4-D ¢ na auséncia de luz.

6 CONCLUSOES

Na auséncia de 2,4-D nio ocorre formagao de calos em murici-pequeno.

Nao se faz nccessaria a adigio dc BAP ou TDZ no processo de
calogénese.

Recomenda-sc 0 uso de¢ MS acrescido 1,0 mg L de 2,4-D para a
indugdo e proliferagdo de calos em explantes foliares de murici-pequeno,

mantendo-os em condi¢do dc cscuro.
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CAPITULO 5 - Curva de crescimento e anilises bioquimicas de

calos obtidos a partir de explantes foliares de murici-pequeno

1 RESUMO

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Curva de crescimento e andlises bioquimicas de
calos obtidos dc explantes foliares de murici-pequeno. In: . Propagaciio
in vitro, anilises anatdmicas e bioquimicas de murici-pequeno (Byrsonima
intermedia A. Juss.). 2003. p.72-89. Dissertagiio (Mestrado em Fisiologia
Vegetal) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras.”

A importancia de sc cstabelecer a curva de crescimento de calos esta na
determinagdo do momento de repicagem dos calos para um meio fresco e a
possibilidade da sua utilizagdo em suspensdes celulares, visando a produgdo de
metabolitos secundarios em espécies medicinais. O objetivo do presente trabalho
foi determinar a curva de crescimento de calos obtidos de explantes foliares de
murici-pequeno, bem como realizar andlise bioquimica por meio da
determinagiio dos teores aminodcidos, agucares soluveis totais, agucares
redutores ¢ taninos. A curva de crescimento de calos obtidos apresentou padrio
sigméide, com scis fases distintas de crescimento. Teores maximos de
aminoacidos ¢ aguicares solaveis totais obtidos de calos ocorrem no dia da
inoculag@o ¢ aos 60 ¢ 70 dias dc cultivo, respectivamente. Teores maximos de
acucarcs rcdutorcs ocorrem somcnic no dia da inoculagdo. Quanto a
quantificacdo de taninos, ndo houve diferenga consideravel nos teores oblidos
entrc as fascs linear ¢ estacionaria da curva de crescimento.

* Comité Oricntador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Patricia Duartc dc
Oliveira Paiva - UFLA (Co-orientadora), Ana Horténcia Fonseca Castro (Co-
orientadora).
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2 ABSTRACT

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Growth curve and biochemical analysis of callus
obtained from leaf explants of murici-pequeno. In: .In vitro
propagation, anatomical and biochemical analysis of murici-pequeno
(Byrsonima intermedia A. Juss.). 2003. p.72-89. Dissertation (Master Program
in Plant Physiology) - Universidade Ferderal de Lavras, Lavras."

The establishment of the callus growth curve permits to determine the
exact moment for the medium change and its use in suspension cells for the
production of sccondary metabolites of medicinal plants. The objective of the
present work was to determinc the callus growth curve obtained from lcaf
explants of murici-pequeno and analyze it biochemically by determining the
levels of amino acids, total soluble and reducing sugars and tannins. The callus
growth curve presented a sigmoid shape with six distinct phases. Higher levels
of amino acids and total solublc sugars were observed at the inoculation day and
at 60 and 70 days of culture, respectively. Higher levels of total reducing sugars
were observed at the inoculation day. No differences were observed on the
leyels of tannins in the linear and stationary phases of callus growth.

* Guidance _Committcc: Rcnato Paiva - UFLA (Adviscr), Patricia Duartc de
Oliveira Paiva (Co-adviser), Ana Horténcia Fonseca Castro - UFLA (Co-
adviser).
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3 INTRODUCAO

A importincia de se estabelecer a curva de crescimento de calos de
determinada espécic esta na identificagéo das fases em que ocomrem processos
fundamentais ao estudo cinético do seu crescimento. A partir desse estudo,
pode-sc estabelecer o momento exato de repicagem dos calos para um meio
fresco ou a possibilidade da sua utilizagdio em suspensdcs celulares, visando a
produgdo de metabdlitos secundarios em espécies medicinais (Soares, 2003).

O crescimento in vitro dc calos geralmente apresenta fases distintas.
Segundo Smith (1992), a fase /ag se caracteriza como fase de maior produgio de
energia, correspondendo ao periodo em que as células se preparam para a
diviséio, visando sua expansdo. Ocorre o inicio da mobilizagdo de metabolitos
sem qualquer divisiio celular, sintese de proteinas e de compostos especificos.
Esta fase resulta em um pequeno crescimento dos calos. A fase exponencial é
biossintética. Observa-se maior crescimento dos calos, devido @ maxima taxa de
divisdo cclular, caracteristica desse periodo. O numero de células aumenta. A
fase linear caracteniza-sc pela redugio da divisdo cclular e aumento de volume
celular; a fasc de desaceleragéo ¢ o momento em que as culturas devem ser
transferidas para outro meio devido & redugdio dc nutrientes, produciio de
produtos toxicos, sccagem do agar e redugéio do oxigénio no interior das células.
Na fase estaciondria, ocorre maior acamulo de metabolitos secundarios.

Os aminoacidos, proteinas € os carboidratos sio considerados
metabolitos primanios. Os aminoécidos sdo constituidos de um grupamento
amina, uma carboxila, um atomo de¢ hidrogénio ¢ um grupamento R
diferenciado, todos ligados a um atomo de carbono. Sdo as unidades basicas das
proteinas, as quais participam de varias fungdes em um organismo vivo como
transporte, catélise enzimatica, controle do crescimento ¢ diferenciagdo (Stryer,
1992).
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~ Os carboidratos fomecem energia metabdlica e esqueletos carbdnicos
para a biossintese de aminodcidos ¢ proteinas, polissacarideos estruturais, como
celulose, enfim, todos os compostos organicos necessdrios para o crescimento
das células (Caldas et al, 1998). Podem ser classificados como agucarcs
redutores, como a glicose ¢ a frutose, enquanto que a sacarose ¢ um agucar niio-
redutor, com fungdo de armazenamento e transporte. Os redutores apresentam
grupos aldeido ou cetona livres em sua molécula, capazes de reagir com agentes
redutores (Conn & Stumpf, 1980). A determinagfio dos niveis de agucares tem
aplicagdo em varios cstudos fisioldgicos, ja que revela a reserva prontamente
disponivel para o crescimento (Passos, 1996).

O géncro Byrsonima apresenta casca rica em taninos (Corréa, 1984). Os
taninos sio metabolitos sccundarios fendlicos, em geral, polifendis de alto peso
molecular e cstrulura quimica variavel. Possuem atividade anti-séptica,
antimicrobiana, antihemorragica, antidiarréica, cicatrizante ¢ antiinflamatoria
(Pinto & Bertolucci, 2002).

O estudo do crescimento dos calos, além de envolver a determinagdo dos
periodos em que ocorrem estas fases, pode envolver a determinagéo do teor de
substancias presentes nos tecidos vegetais, como metabolitos primarios e
sccundarios. Estas substincias podem ser quantificadas por métodos
colorimétricos (Passos, 1996).

O objetivo deste trabalho foi determinar a curva de crescimento dc calos
obtidos de segmentos foliares de murici-pequeno e determinar os teorcs dc

aminodcidos, agucares soluveis totais, agicares redutores € taninos durante o
periodo de cultivo.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Curva de crescimento de calos

Plantulas obtidas por meio de germinagdo in vitro (capitulo 2) foram
utilizadas como fonte de explantes foliares. Segmentos foliares de 0,25 cm® de
drea foram inoculados em tubos de ensaio contendo meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) suplementado com 1,0 mg L™ de 2,4-D ¢ 3% de sacarose. O meio
foi solidificado com 0,7% de agar ¢ o pH foi ajustado em 5,8 antes da
autoclavagem. A incubagéo foi realizada na auséncia de luz e temperatura de 27
+2°C.

Para a determinagdo da curva de crescimento dos calos, foram feitas
pesagens do material inoculado a partir do dia da inoculagéo (tempo 0) até o
120° dia de cultivo, em intervalos de 10 dias.

O delincamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado,
sendo cada pesagem composta por duas repetigdes e cada repetigio pela média
de 10 tubos, cada tubo contendo um explante.

4.2 Anilises bioquimicas dos calos

Duas amostras de 500 mg de calos coletados em intervalos de 10 dias
foram imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a temperatura de
-80°C para futuras extragdes e quantificagdes.

O extrato vegetal foi obtido por homogeneizagio em graal com 4 mL de
dgua, banho-maria a 40°C por 30 minutos ¢ posterior centrifugagdo a 4.800 g
durante 30 minutos. O sobrenadante foi armazenado em freezer -20°C para scr
utilizado na quantificagio de agucarcs soliveis totais, agicares redutores,

aminoacidos e taninos.
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a) Andlise de aciicares soliiveis totais

A metodologia descrita por Yemm & Willis (1654) foi utilizada para
determinar o teor de agucares soliveis totais. As aliquotas dc 0,01 mL dos
extratos foram adicionadas 0,99 mL de agua destilada ¢ 2 mL do reagente
antrona (20 mg de antrona, 0,5 mL de agua destilada ¢ 10 mL de H.S0.
concentrado). Apés agitagdo, os tubos foram aquecidos a 100°C, por cinco
minutos. As amostras foram levadas para leitura em espectrofotometro a 620 nm

e a quantificagdo dos agiicarcs baseou-se na curva padréo de glicose.

b) Andlise de agucares redutores

Por meio da metodologia descrita por Miller (1959), realizou-se a
determinagdo dos agucares redutores. As aliquotas do extrato de calos formados
em cxplantes foliares foram adicionados agua destilada ¢ 1 mL do reagente
DNS. A mistura formada foi homogeneizada em agitador ¢ levada ao banho-
maria a 100°C por cinco minutos, sendo posteriormente resfriada a temperatura
ambiente. As amostras foram levadas a leitura em espectrofotdmetro a 540 nm e

a quantificagio baseou-se na curva padrio de glicose.

c) Andlise de aminoéacidos

Para determinagfio dos teores de aminoacidos foi utilizado o método da
ninhidrina, descrito por Stcin & Moore (1948). Adicionou-se, cm tubos de
ensaio, uma aliquota do extrato, juntamente com 1,7 mL do reagente A+B+C (A
- tampio citrato de sédio 02 M, pH 5,0; B - reagente de ninhidrina 5% em
metilcelosolve e C - KCN 2% em metilcelosolve). Os bos foram agitados ¢
colocados em banho-maria a 100°C, durante 20 minutos. Apds o resfriamento,
foi adicionado 1,3 mL de ctanol 60% (v/v) em cada tubo. Realizou-se a leitura

em cspectrofotdmetro no comprimento de onda 570 nm. Foram realizadas duas

717



leituras por repeticio. A quantificagio dos aminodcidos baseou-se na curva

padrdo obtida por meio de diferentes quantidades do aminoécido glicina.

d) Anilise de taninos

Para a determinagfio dos teores de taminos, coletaram-s¢ calos em
desenvolvimento nas fases linear e estacionaria da curva de crescimento. As
quantificagdes foram realizadas no Laboratério de Produtos Vegetais do
Departamento de Ciéncia dos Alimentos (DCA-UFLA), utilizando-se o método
colorimétrico de Folin-Dennis (Swain & Hillis, 1959). Erlenmeyer contendo 0,5
g dc matéria fresca dc calos ¢ 50 m! de etanol 80% foi colocado em chapa
aquecedora por 15 minutos em refluxo ¢, posteriormente, o seu conteudo foi
filtrado. Este procedimento foi repetido por duas vezes. Na ultima secagem em
chapa aquecedora, quando o volume chegou a 0,5 ml, completou-se para 20 ml
com agua destilada. Adicionou-se a 0,1 ml do extrato obtido, 8,4 ml dc agua
destilada + 1,0 ml do corante Folin- Dennis + 0;5 ml de carbonato de sddio.

Apos 30 minutos, efetuou-se a leitura em espectrofotémetro a 760 nm.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Curva de crescimento de calos
O crescimento dos calos seguiu uma curva do tipo sigmoide, com seis
fases distintas: lag, exponencial, linear, desaceleragdo, estacionaria e de declinio

(Figura 12).
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FIGURA 12. Curva de crescimento de calos formados a partir de explantes
foliares de murici-pequeno, inoculados em meio MS
suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D durante 120 dias de
cultivo no escuro. UFLA, Lavras, MG, 2002.

A fase lag ocorreu até o 20° dia apos a inoculagéo, apresentando 95% de
crescimento. A segunda fase, exponencial, estendeu-se do 20° ao 40° dia de
cultivo, com 88% de crescimento. A fase lincar, com 51% de crescimento, foi
observada entre o 40° ¢ o 60° dia de cultivo. Entre 0 60° ¢ o 80° dia apos a
inoculagdo, ocorreu a fase de desaceleragdo, apresentando 22% de crescimento.
As culturas, nesse periodo, devem ser transferidas para um novo meio de
cultura, devido & redugdo de nutrientes, secagem do agar ¢ acimulo de
substancias toxicas (Smith, 1992). Conceigio (2002) ¢ Lameira (1997)
comentam que ¢ nesta fase que pode ocorrer o acimulo de metabdlitos
secunddrios. A partir do 100° dia, a cultura entrou na fase de declinio.

A curva de crescimento poderia ser dividida em trés fases: fase de
crescimento lento (do dia da ioculagdo até 20° dia), fase de crescimento ativo
(do 20° dia até o 80° dia) e fase de cstabilizagfio (do 80° dia em diante), sendo

indicada a repicagem entre o 30° dia € 0 50° dia.
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A curva de murici-pequeno pode ser comparada as curvas de
crescimento de outras espécies lenhosas: C. canephora (Santos, 2001), 1. urucu
(Conceigiio, 2000), L. chinensis (Mesquita, 1999), B. excelsa (Serra et al., 2000),
C. brasiliense (Landa, et al., 2000), R. virbunoides (Bonilla, 2000) ¢ I vera
subsp. affinis (Soares, 2003) (Figura 13).
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FIGURA 13, Curva de crescimento de calos de murici-pequeno em
comparagdo com outras espécies. UFLA, Lavras, MG, 2002,

Obscrva-sc que a curva de murici-pequeno assemelha-se a curva obtida
em [nga vera subsp. affinis (Soares, 2003) ¢ Litchi chinensis (Mesquita, 1999),

¢m que os intervalos das fases coincidem bastante.
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5.2 Anilises bioquimicas dos calos

Os teores de aminoacidos obtidos nos calos de cxplantes foliares de

murici-pcqueno apresentaram concentragdes clevadas no dia de inoculagio ¢ aos

60 dias de cultivo. Apds os 80 dias de cultivo, observou-se uma tendéncia de

declinio nos niveis de aminoacidos (Figura 14).
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FIGURA 14.  Teores dc aminoacidos de calos de murici-pequeno formados a

partir dc explantes foliares inoculados em meio MS,
suplemcntado com 1,0 mg L' de 2,4-D, durante 120 dias de
cultivo, UFLA, Lavras, MG, 2002.

Soares (2003) observou que os teores de aminodcidos obtidos de calos

formados em explantes foliares do ingazeiro mostraram um acumulo até o 20°

dia apos a inoculagdo. Do 20° ao 40° dias, o teor de aminodcido reduziu.

Paiva-Neto (1996) também observou acimulo de aminoacidos em calos

formados de segmentos foliares de morcira até o 12° dia apos a inoculagiio,

seguido de redugdo até o 30° dia. Esse aumento inicial e posterior redugdo no
teor de aminoacidos também foram detectados em calos de kiwi (Actinidia
deliciosa) (Sacchi et al., 1995).

Os valores clevados na quantificagdo dec aminoacidos refletem o estado

nutricional da fonte de explanic na época da cxcisdo. No entanto, os valores
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também eclevados aos 60 dias de cultivo podem estar relacionados com a
presenga dc glicina no meio de cultura ¢ da maior absorgdo de aménio pelo
explante, o que teria favorecido a sintese de aminoacidos.

Observou-se ainda que a concentragdo elevada de aminoacidos aos 60
dias de cultivo coincide com a fase de desaceleragdo, época indicada para a
repicagem de calos ¢ transferéncia para novo meio nutritivo.

Quanto aos teores de agucares soliveis totais (AST) presentes nos calos
formados a partir de explantes foliares, a tendéncia geral da curva foi de
declinio, apresentando dois periodos de maior quantidade. A elevada
concentragio de AST aos 70 dias de cultivo também coincide com a fase de
desaceleragdio e, conseqiientemente, com a época de repicagem dos calos (Figura
15).
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FIGURA 15.  Teores de agucares soliveis totais de calos de murici-pequeno
formados a partir de explantes foliares inoculados em meio
MS, suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D, durante 120 dias.
UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Os teores de AST apresentaram maiores niveis no dia da inoculagio. A
partir de entdo, esses teores declinaram, ocorrendo um incremento no 70° dia
apos a inoculagio, seguido novamente de declinio.

Ao contrério dos resultados aqui obscrvados, em ingazeiro (Inga vera),
os teores de AST em calos formados a partir de explantes foliarcs apresentaram
o menor valor no periodo de inoculagdo (Soares, 2003).

Serra et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes com calos formados
a partir de segmentos foliares de castanheira-do-brasil. Os teores de AST
apresentaram constante reducdo durante todo periodo de avaliagdo. Paiva-Neto
(1996) também observou degradagéio dos AST, apds o 12° dia de inoculagdo, em
segmentos foliares de moreira.

A maior quantidadc de AST registrada no dia de inoculagdo pode estar
associada a quantidade de AST ja existente no explante. O aumento aos 70 dias,
no entanto, estd mais relacionado ao requerimento das células para a divisdo
celular, 0 que coincidiu com 10 dias antes do aumento do teor de aminoécidos
nos calos.

Quanto aos teores de agncares redutores (AR), foi observado um declinio

que se estendeu desde o dia da inoculagio até 120 dias de cultivo (Figura 16).
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FIGURA 16. Teores de agucarcs redutores de calos de murici-pequeno
formados a partir de explantes foliares inoculados em meio MS,
suplementado com 1,0 mg L de 2,4-D, durante 120 dias de
cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Estc decréscimo constante sugere que os calos de murici-pequeno
utilizaram somente a reserva de AR contida no explante no dia da inoculagio,
originada da planta-méec. Serra et al. (2000), em trabalhos com castanheira-do-
brasil, citam que a redugéio nos teores de AR indica que certos explantes
possivelmente apresentam dificuldades de absorver a fonte de carboidrato
presente no meio de cultura,

Com relagdo a quantificagdio de taninos, foram observados teores de 142
¢ 133 mg/100g de matéria fresca de calos para as fases linear ¢ estacionéria,
respectivamente. Apesar de ser considerada uma quantidade baixa, ¢ importante
frizar que o meio de cultura pode ser otimizado para a produgdo em larga escala
deste composto, uma vez que foi obtido in vitro a partir de segmentos foliares ¢,
na forma convencional, ¢ extraido a partir da casca da planta in vivo.

A falta de produgdo destes compostos esta relacionada com a alta
atividade metaboélica direcionada pela mitose. A diferenciagfio destas céhulas,
assim como, a desaceleragdo da atividade mitotica, progressivamente, permite o
acumulo dos metabolitos secundarios (Lameira, 1997; Conceigédo, 2000; Pinto &
Lameira, 2001, Botta, 2001).

Yazaki & Okuda (1993) testando 2,4-D ¢ ANA na produgéo de taninos
em calos de Comus officinalis, concluiram que explantes cultivados em

presenga de 2,4-D produziram as maiores quantidades de taninos.



6 CONCLUSOES

Curva de crescimento dos calos formados a partir de explantes foliares
de murici-pequeno apresenta padrio sigmoide, com seis fases distintas de
crescimento.

Teores maximos de aminoacidos obtidos de calos formados a partir de
explantes foliares ocorrem no dia da inoculagdo ¢ aos 60 dias de cultivo.

Teores maximos de agucares soliveis totais obtidos de calos formados a
partir de explantes foliares ocorrem no dia da inoculagdo ¢ aos 70 dias apds a
inoculagio.

Teores maximos de agticares redutores obtidos de calos formados a partir
de explantes foliares ocorrem no dia da inoculagéo.

Nao houve diferenga consideravel nos teores de taninos entre as fases

linear ¢ estacionaria,

7 CONSIDERACOES FINAIS

As pesquisas rcalizadas até o momento com o géncro Byrsonima sio
reduzidas ¢, em se tratando do murici-pequeno (Byrsonima intermedia), uma
promissora espécic medicinal do Cerrado, menos estudos foram conduzidos.

A germinagdo i vivo ¢ um entrave na propagag¢do do murici-pequeno e,
por isso, foram avaliados diferentes meios nutritivos para o cultivo in vitro.
Concluiu-se que os meios mais eficientes foram o MS e o WPM 30% sem
sacarose, para sementes ¢ embrides, proporcionando 60% ¢ 100% de
germinagdo, respectivamente. A utilizagdo de BAP em diferentes concentragdes
em WPM 50% foi efetuada visando a avaliagdo do comportamento do embrido
in vitro quanto a indugdo de maltiplas brotagdes. Entretanto, ndo houve

perfilhamento nas dosagens testadas, mas ocorreu o aparecimento de calos,



Além disso, testaram-sc dosagens de TDZ ¢ BAP na indugio dc
multibrotagdes em segmentos nodais de murici-pequeno em meio MS, contudo,
nio houve efeito positivo dos reguladores de crescimento testados. Somente foi
observado um aumento linear na ocorréncia de calos 4 medida que se aumentou
a concentracdo de BAP. No enraizamento in vitro, nio ocorreu formagio de
raizes em nenhuma das concentragdes de AIB utilizadas. Quanto aos aspectos da
anatomia foliar, observaram-se diferengas entre o cultivo in vivo e in vitro,
enfatizando a importincia de um processo de aclimatizagio para a
micropropagagio do murici-pequeno.

O meio MS acrescido de 1,0 mg L' de 2,4-D ¢ na auséncia de luz foi
eficiente na indugdo de calos a partir de segmentos foliares de murici-pequeno.
Com a determinagdo do meio apropriado para a calogénese, partiu-se para o
estudo da curva de crescimento ¢ analises bioquimicas com a quantificagiio de
aminoacidos, agicarcs soliiveis totais, aglicares redutores e taninos. Vale
ressaltar que, apesar da quantidade de taninos encontrada em calos ser
rclativamente pequena, como estes metabolitos sencundarios séo extraidos a
partir da casca da planta em campo, a obtengéio in vitro a partir de segmentos
foliares ¢ um indicio de que ¢ meio de cultura pode ser otimizado para a
produgé@o em larga escala deste composto medicinal.

Considerando-sc os resultados obtidos neste trabalho, a escassez de
informagdes biotecnolégicas ¢ a possibilidade da maior utilizagdo dos principios
ativos do murici-pequeno como adstringente ¢ molusquicida, sugere-se que
novas linhas de pesquisas scjam direcionadas para esta espécie.
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