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RESUMO

SANTOS, Breno Régis. Propagac#o in vitro ¢ abordagem fitoquimica em
salix (Salyx humboldtiana Willd). Lavras, UFLA, 2001. 89p. (Dissertag#io
de Mestrado em Agronomia/Fisiologia Vegetal).

Viérias espécies nativas apresentam baixo poder de germinacdo de
sementes as quais, muitas vezes séio dormentes ou possuem reservas reduzidas.
Neste contexto, o uso da cultura de tecidos se torna uma 6tima opg¢do para a
propagagio do salix. O estudo fitoquimico de uma espécie vegetal, pode revelar
substéncias de interesses diversos para o homem, além de auxiliar no estudo da
espécie. Com o intuito de produzir mudas para fins ecolégicos e comerciais, o
presente trabalho trata da obtengdo de mudas de salix através de um protocolo de
propagaciio in vitro, e faz uma abordagem fitoquimica da espécie. Resultados
desses estudos indicam que a formag#o de calos foi observada quando se utilizou
0 2,4-D isolado ou na presenca de combinagdes de ANA e BAP. O surgimento
de brotagBes em calos frifiveis sé foi observado em meio de cultivo, contendo
somente o regulador de crescimento BAP. O uso do GA; ou BAP favorece o
surgimento de brotagdes miltiplas em segmentos nodais. E recomendado para a
indugio de raizes em salix, a utilizagdio de 3,0 a 4,0 g/L de carvdo ativado e
doses de AIB, variando entre 2,5 a 3,0 mg/L. Na aclimatiza¢fio houve uma perda.
de 100% de pléntulas que sairam da condigéio in vitro sem passar pela fase de
enraizamento; plintulas que possuiam raizes tiveram uma taxa de sobrevivéncia
de 90%. Estes resultados viabilizaram a propagacéio de salix a partir do cultivo
in vitro. Os rendimentos dos extratos brutos extraidos das folhas do salix foram:
3,26% em cloroférmio, 2,36% em acetato de etila, 0,94 ¢ 0.85% em hexano e
metanol, respectivamente. Ao se fazer a prospecgdo fenélica, identificou-se a
presenca de taninos condensados nos extratos brutos. O dleo obtido foi analisado
por espectrofotometria de infravermelho; apresentando um rendimento de 0,1%
e a andlise deste apresentou grupos funcionais caracteristicos de taninos
condensados, confirmando o encontrado nos testes analiticos.:

- Comité Orientador: Renato PAIVA, PhD — UFLA (Orientador), Dr® Maria das
Gragas Cardoso — UFLA.



ABSTRACT

SANTOS, Breno Régis. In vitro propagation and phytochemical approach in
salix (Salyx humboldtiana Willd). Lavras, UFLA, 2001. 89p. (Dissertation
~ Masters in Agronomy/Plant Physiology)

Several native species present low seed germination capacity due to
dormancy or reduced seed reserves. Thus, the use of tissue culture becomes an
option for the propagation of salix. Phytochemical studies of plants species, can
reveal substances of several interests for man, besides aiding in the study of the
species. With the objective to produce plants for ecological and commercial
pourposes, the present work studied the in vitro propagation of salix as well
performed an phytochemical approach of the species. The formation of callus
was observed when only 2,4-D was used or in combination with NAA + BAP.
Shoot appearance in friable callus was only observed in medium containing
BAP. The use of GA; or BAP favors the appearance of multiple shoots from
nodal segments. It is recommended for the induction of roots in salix the use of
3.0 to 4.0 g/L activated charcoal and AIB concentrations varying from 2.5 to 3.0
mg/L. During acclimatization there was a 100% loss of plantlets that left the in
vitro condition without roots; plantlets that possessed roots had a rate of 90%
survival. With these results, a protocol for the in vitro culture of salix is present.
The yield crude extracts of leaves of salix were: 3.26% in chloroform, 2.36% in
ethyl acetate, 0.94 and 0.85% in hexano and methanol, respectively. When
performing the phenolic prospection, it was indentified the presence of
condensed tannins in the crude extracts. The obtained oil analyzed by infra-red
spectroscopy, showed a 0.1% yield whose analysis presented functional groups
characteristics of condensed tannins, confirming which was found in the analytic
tests.:

- Advisory Committee: Renato PAIVA, PhD — UFLA (Major Professor),
Dr® Maria das Gracas Cardoso — UFLA.



CAPITULO I - INTRODUCAO GERAL
1 INTRODUCAO

Atualmente, existe um nivel muito grande de devastagiio do cerrado ¢
matas ciliares. As espécies existentes nestes ecossistemas, além do seu valor
ecoldgico de protegéio do solo, da fauna e da flora sdo também importantes na
produgiio de farmacos, na alimentagio alternativa e na exploragdo da madeira
para diversos fins. O uso irracional das matas brasileiras pode desencadear uma
degradacfio ambiental que acarretard a extingio de muitas espécies e um impacto
ambiental forte, causando a destrui¢io de ecossistemas importantes. Neste
contexto se faz necessirio o estudo de espécies nativas importantes para a
recuperagdo dos ecossistemas degradados. |

O salix (Salyx humboldtiana Willd) é uma wbécie encontrada em
margens de rios ¢ em locais Umidos, sendo explorada de forma nfio
conservacionista. Além da extragfio de sua madeira, esta espécie estd sendo
ameagada pela invasdo ilegal das matas ciliares pela agropecudria, dragas de
areia, e outras exploragdes lucrativas que degeneram o ecossistema no qual a
espécie pertence.

Assim, faz-se necessério o estudo do salix com o intuito de preservar a
espécie, utilizando os resultados para fins econémicos e ecoldgicos, recuperando
éreas degradadas pela agfio desenfreada dos homens, principalmente ireas de
deplec@io na regido do lago de Furnas, no sul de Minas Gerais, que apresentam
um solo de alta umidade e também para fins medicinais.

Este trabalho objetivou estabelecer um protocolo de propagacdo do salix,

através do cultivo in vitro e estudar aspectos fitoquimicos da espécie,

1



contribuindo para um melhor conhecimento desta, que ¢é de grande importdncia

para o ecossistema brasileiro.
2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas botanicas do salix (Salyx humboldtiana Willd.)

O salix & uma espécie de grande utilidade para o homem, sua madeira
pode ser empregada em obras internas, caixotaria, construcdes rurais ¢ pasta
celuldsica. A arvore é extremamente ornamental, principalmente sua copa com
ramos pendentes, podendo ser empregada com sucesso no paisagismo em geral
(Figura 1). Planta pioneira adaptadas a terrenos tmidos, indispensdvel para
reflorestamentos mistos destinados 4 recomposig#io de éreas ciliares degradadas.
Tem por sinonimia botdnica: Salix chilensis Molina, Salix martiana Leyb
(Lorenzi, 1992). Esta espécie também € conhecida por salix, salseiro, salgueiro,
salso-salseiro, oeriana e choréio. E uma drvore que possui uma altura entre 12 a
20m, com tronco de 40 a 60 cm de dimetro. Os ramos sio pendentes, possuindo
folhas simples, glabras, de 8 a 12 cm de comprimento por 4 a 8 mm de largura
(Figura 2). E uma planta decidua, helifita, seletiva higréfita, pioneira,
caracteristica de matas ciliares de regides de meia aititude. As inflorescéncias
masculinas e femininas se apresentam em ramos distintos (Figura 2).

O salix é encontrado em matas ciliares, desde Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. E particularmente freqliente na drea de ocorréncia da floresta

semidecidua de altitude e da mata pluvial atlintica dos trés estados sulinos.



Figura 1. Aspecto visual de uma planta adulta de Salix (Salyx humboldtiana
Willd.) UFLA, LAVRAS - MG, 2000.

Figura 2. Aspecto da inflorescéncia masculina e feminina do Salix (Salyx
humboldtiana Willd.). Fonte: Lorenzi, 1992.



Ocorre quase que exclusivamente em formacgSes secundarias, porém
sémpre em solos muito imidos em beira de rios. Geralmente é encontrada em
pequenos agrupamentos. Produz anualmente grande quantidade de sementes,
facilmente disseminadas pelo vento ¢ pela 4gua. Floresce durante os meses de
setembro a outubro. A maturag#io de seus frutos verifica-se em fevereiro até inicio
de maio (Lorenzi, 1992). Sua madeira é leve, macia, de baixa resisténcia ao
apodrecimento quando exposta, com alburno indistinto. Apesar da grande
quantidade de semente ¢ da sua ficil disseminagfio pelo vento, as sementes nilo

possuem uma germinagdo eficiente, necessitando de auxilio para sua reprodugo.
2.2 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos é um processo, através do qual, pequenos fragmentos
de tecido vivo (explantes) sdio isolados de um organismo e cultivados
assepticamente por perfodos indeterminado em um meio nutritivo semi-definido
ou definido. Esta definiciio original tem de ser, no momento, ampliado no caso de
plantas, para incluir toda uma gama de explantes como pléntulas e 6rgiios (tais
como culturas de 6vulos ou de embrides), e tio pequenos quanto células isoladas
¢ protoplastos, (como cultura de células e de protoplgstos, respectivamente). Tais
avangos tém aumentado as perspectivas de operagBes possiveis de serem
utilizadas, em diversos campos da biotecnologia de plantas (Torres e Caldas,
1990).

Um marco importante nesta érea ocorreu em 1958 através de dois grupos
independentes de pesquisadores, os quais conseguiram induzir embrides
sométicos a partir do calo de cenoura, com subseqiiente desenvolvimento de
plantas. Nos anos seguintes, observaram que um grande nimero de espécies de

plantas era capaz de formar embrides sométicos in vifro (Ammirato 1983).
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Os fendmenos morfogenéticos observados in vitro resultam da
diferenciagfio, desdiferenciagéio ou rediferencia¢io do explante inicial ¢ podem ser
agrupados, conforme a sua natureza, de duas formas diferentes: morfogénese por
via direta ou por via indireta (Gomes, 1999). As técnicas por via indireta podem
ser empregadas, quando sfio desejadas variagdes genéticas 'nos descendentes, em
virtude da possibilidade de obtengdo de variantes em células provenientes do calo
(Dickinson et al., citados por Cid, 1998). Em contrapartida a técnica direta, pode
ser interessantes quando se deseja manter a identidade genética do genétipo
propagado (Grattapaglia e Machado, 1998).

De acordo com George (1996), a utilizagiio da cultura de tecidos para
fins de propagacéio de plantas é comumente dividida nos seguintes estigios:
estagio 0 (selegdo e preparo da planta matriz), estagio 1 (es'tabelecimento de uma
cultura asséptica), estdgio 2 (produgo de propagulos adequados), estigio 3
(preparagdio para o crescimento em meio natural) e estigio 4 (aclimatagio).

Bajaj (1986), comenta que explantes quando retirados de plantas jovens
ou pliintulas, apresentam melhores respostas de crescimento in vitro em relagdio a
explantes obtidos de plantas adultas.

Segundo Read, Garton e Tormala (1989), a utilizagio de técnicas de
micropropagacio tem se mostrado vidvel para a propagagio de espécies de salix.
A cultura de tecidos, além de permitir a propagagéio de espécies com problemas
de propagacdio sexuada, possibilita a obteng#o de plantas isentas de viroses e de
clones mais produtivos, preservagio ¢ intercimbio de germoplasmas e estudos

envolvendo biologia molecular.



2.3 Fitoquimica

O estudo quimico das plantas pode ser desenvolvido, de modo geral, nas
seguintes etapas principais ¢ complementares; escolha da planta a ser estudada;
identificagio botdnica da planta escolhida, prospecgio preliminar de sua
composigio quimica, isolamento e purificagio dos constituintes principais e
determinago estrutural (Matos, 1997).

Para se proceder a4 caracterizagio de um determinado grupo de
substancias presentes em um vegetal, deve-se primeiro extrair compostos com um
solvente adequado, para depois caracterizd-los no extrato. A caracterizagfio dos
principais grupos de substincias vegetais de interesse tem sido investigadas
através de reagdes quimicas que resultem no desenvolvimento de coloragdo e/ou
precipitado caracteristico (Simdes et al., 1999).

A obtengio de extratos brutos de uma espécie é essencial para a
realizagdo dos estudos fitoquimicos, além de sugerir quais os tipos ¢ substéincias
que podem ser encontradas em cada frag#o. Para algumas substincias, em certos
vegetais, podem-se realizar reagBes de caracterizagiio diretamente sobre os tecidos

do material vegetal.
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CAPITULO II - INDUCAO DE CALOS FRIAVEIS

1 RESUMO

A cultura de calos esté entre as mais importantes técnicas para se
propagar espécies nativas que possuem problemas na reprodugiio sexuada. Com o
objetivo de produzir mudas, para fins ecolégicos e comerciais, este capitulo trata
do desenvolvimento de metodologia para obteng#io de calos fridveis. Folhas jovens
foram utilizadas como explantes, sendo estas desinfestadas em cimara de fluxo
laminar, utilizando-se 4lcool 70% (v/v) por 20 segundos € hipoclorito de s6dio a
20% (v/v) durante 20 minutos. Apés a desinfestagdio, os explantes foram lavados
em 4gua destilada e autoclavada. Os explantes foram inoculados em tubos de
ensaio, contendo 15 ml do meio de cultura MS, suplementado com 30 g/L de
sacarose, 7,0 g/L de 4gar ¢ diferentes concentragdes de 2,4-D, ANA e BAP. O
pH do meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 120°C por 15
minutos. Apés a inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento,
sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25£2°C e intensidade luminosa de 13
pmol.s*.m? por um perfodo de 35 dias. Explantes foliares de salix, que foram
inoculados em meio MS desprovidos de reguladores de crescimento, nio
apresentaram a formagdo de calos fridveis. Foi observado uma produgdo
expressiva de calos fridveis a partir de explantes foliares sob o efeito do 2,4-D
isolado; ou na presenga de combinagdes de ANA e BAP. O uso ANA ou BAP
induziu a produgo de calos seguida de rizogénse nos explantes.



2 ABSTRACT

Callus culture is one of the most important techniques used for the
propagation of native species which present problems of sexual reproduction.
With the objective to produce plantiets for ecological and commercial goals, a
metodology of friable callus; induction was developed. Young leaves were used as
explants, and disinfested in a laminar flow chamber using 70% alcohol (v/v) for
20 seconds and 20% sodium hypochlorite (v/v) for 20 minutes. Afier the
disinfestation, the explants were washed with sterile water. The explants were
inoculated in 15ml MS medium, supplemented with 30g/L sucrose, 7g/L 4gar and
different combinations of 2,4-D; NAA or BAP. The medium pH was adjusted to
5.8 and autoclaved to 120°C for 15 minutes. After the inoculation, the explants
were maintained under cold white light, in a growth room with temperature of
25+2°C for a period of 35 days, when the morphogenetic callus induction was
evaluated. Leaf explants of salix inoculated in MS medium without growth
regulators did not present the formation of callus. The expressive production of
friables callus from leaf explants was observed in the presence of isolated 2,4-D,
or in the presence of combinations of NAA and BAP. The use of NAA or BAP
induced the production of calluses followed by rotting.



3 INTRODUCAO

A cultura de tecidos de plantas iniciou-se em 1902, a partir das tentativas
de Haberlandt de cultivar células isoladas de plantas, quando pouco mais tarde,
suas teorias foram comprovadas, inclusive a da totipoténcia. Hoje, a cultura de
tecidos continua contribuindo para o avango, tanto da ciéncia, quanto das novas
tecnologias. Mantell, Matthews ¢ McKee (1994) comentam que o
desenvolvimento de técnicas de cultura de tecidos tem sido, indubitavelmente,
uma das contribuicBes significativas para as possibilidades de manipulagfio de
espécies de valores cientificos.

Virias espécies nativas tém problemas com o baixo poder de germinag#o;
muitas vezes sio dormentes ou s#o sem reservas. Assim a cultura de tecidos se
torna uma 6tima opgdo para a propagacio do salix, o qual possui uma semente
muito pequena e que tem dificuldades na germinagfo. ‘
Este capitulo trata da obtengdio de calos fridveis através da cultura de

tecidos, visando a posterior regeneragdio de plantas como uma alternativa para a

propagacdo do salix.

4 REFERENCIAL TEORICO

Os calos sdo tecidos que podem apresentar diferenciaciio parcial. Estes
sdio constituidos por uma massa de células irregulares, que se multiplicam
desordenadamente em resposta a injirias quimicas ou fisicas e que possuem a
capacidade de se diferenciarem em tecidos e 6rgdos (Torres e Caldas, 1990).

De acordo com Gomes (1999), as espécies lenhosas sdio mais dificeis de
serem propagadas in vitro, comparadas com espécies herbiceas, por

apresentarem maior variabilidade genética, menor capacidade regenerativa dos
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tecidos, menor taxa de multiplicagdio, maior concentragio de fendis, além de
dificuldades de manutengfo das plantas matrizes em casas de vegetagdo.

Para o sucesso da propagacgdo in vitro, deve-se levar sempre em
consideragéo a época do ano em que é feita a coleta de explantes e qual o tipo de
explante que se estd utilizando (Bonga, 1977).

Fortes (1992), comenta que utilizando substlncias endogenas de
crescimento ou reguladores de crescimento, adicionados ao meio de cultura, o
metabolismo celular ¢ modificado de quiescente para um metabolismo ativo.

Para a produgdo in vitro de calos, ocorrem fases de indugdo, divisdo e
diferenciagfio celular. Na fase de indug#io, as célula preparam-se para a divisdo, o
metabolismo ¢é ativado e as células permanecem com tamanho constante. A
duragdo desta fase depende do estado fisiologico das células (Aitchison, Macleod
e Yeoman, 1977; citados por Gomes, 1999). ‘

Gomes (1999), comenta que a adig#o de reguladores de crescimento ao
meio de cultura visa suprir as possiveis deficiéncias dos teores de fitorménios nos
explantes que se encontram isolados das regides produtoras da planta matriz. As
auxinas tém sido amplamente utilizadas nos meios de cultivo para a indugdo de
calos e geralmente, dependendo da concentra¢lio, causam elongagio celular e
expansdo ou divisdo celular. Em geral, com o uso de baixas concentragbes de
auxinas, predomina a formagfio de raizes adventicias, enquanto que altas
concentragdes induzem formag#o de calos. A interagfio entre auxinas e citocininas
também ¢é muito utilizada para a indugo de calogénese. Hee-Ju er al. (1977)
obtiveram calos de explantes foliares de Lithospermum erythrorhizon, utilizando
a combinagdo entre a auxina ANA e a citocinina BAP.

A desdiferenciagdo e inducdio de regeneragéio de plantas a partir de calos
sdo, muitas vezes, processos dificeis de serem obtidos e podem demandar algum

tempo (Grattapaglia e Machado, 1990).
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A morfogénese de calos nem sempre leva & formacéo de plantulas vidveis.
Embora brotos e raizes possam ser emitidos, pode niio ocorrer uma conexdo
vascular entre eles, 0 que é de extrema necessidade para a viabilizagio da
plantula (Wetmore e Rier 1963). Arello (1991) ndo conseguiu viabilizar
plantulas de Kaielmeyera coriacea provavelmente pela falta ou deficiéncia na

conexdio vascular entre as gemas e raizes ocasionada pela presenga de calos.

5§ MATERIAL E METODOS

5.1 Metodologia de laboratério

O trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Cultura de Tecidos, Setor
de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade Federal de
Lavras. .

Foram utilizadas como explantes, folhas jovens com aproximadamente
1,0 cm?, retiradas de plantas matrizes com 4 meses de idade mantidas em viveiro
com sombrite 50%, localizado no Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de
Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Os explantes foram mantidos em dgua corrente por um periodo de 24
horas. A desinfestagiio dos explantes foi realizada em cAmara de fluxo laminar
utilizando-se dlcool 70% (v/v) por 20 segundos e hipoclorito de sédio a 20% (v/v)
durante 20 minutos. Apés a desinfestagiio, os explantes foram lavados em dgua
destilada e autoclavada, por trés vezes, para a eliminagfio do excesso de soluges
desinfestantes.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 ml do
meio de cultura MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 g/L de

sacarose, 7,0 g/L de 4gar e diferentes combinacdes de reguladores de crescimento.
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Para o estudo dos efeitos isolados de 2,4-D utilizaram-se as
concentragdes de 0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 mg/lj.

Para o estudo do efeito isolado de ANA e BAP utilizaram-se, para cada
regulador, as seguintes concentragSes 0,0; 1,0; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0 mg/L.

O efeito conjunto de ANA e BAP foi estudado através das seguintes
combinagdes T0O = 0 mg/L ANA + 0 mg/L BAP; T1 = 1,0 mg/L ANA +1,0 mg/L
BAP; T2 = 1,0 mg/L ANA + 2,0 mg/L BAP; T3 = 1,0 mg/L ANA + 4,0 mg/L
BAP; T4 = 1,0 mg/L ANA + 6,0 mg/L BAP; TS = 2,0 mg/L ANA + 1,0 mg/L
BAP; T6 = 2,0 mg/L. ANA + 2,0 mg/L BAP; T7 = 2,0 mg/L ANA + 4,0 mg/L
BAP; T8 = 2,0 mg/L ANA + 6,0 mg/L BAP; T9 = 4,0 tﬁglL ANA + 1,0 mg/L
BAP; T10 = 4,0 mg/L ANA + 2,0 mg/L BAP; T11 =4,0 mg/L. ANA + 4,0 mg/L
BAP; T12 = 4 mg/L. ANA +6 mg/L BAP; T13 = 6 mg/L. ANA +1 mg/L BAP;
T14 = 6,0 mg/L ANA + 2,0 mg/L BAP; T15 = 6,0 mg/L ANA + 4,0 mg/L BAP;
T16 = 6,0 mg/L ANA + 6,0 mg/L BAP. '

O pH meio de cultura foi ajustado para 5,8 e autoclavado a 120°C por 15
minutos. Ap6s a inoculagdo, os explantes foram mantidos, em sala de
crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25+2°C, intensidade
luminosa de 13umol.s’.m? por um periodo de 35 dias, quando foi avaliada a
indugiio de calogénese, em fungéio do percentual de formagio de calos e peso

fresco,
5.2 Anilise dos dados

O efeito das concentragdes isoladas de 2,4-D sobre o peso dos calos nas
amostras foi efetuado através de anilise de varidncia, sendo os valores médios
ordenados segundo o teste de Duncan. Em ambos os casos o nivel de significincia

adotado foi de 5% (0=0,05).

13



Ajustes linear (0.1), quadritico (0.2) e logistico (0.3) foram conduzidos
para o percentual de formagio de calos e do peso desses calos, sob a influéncia de
doses isoladas de 2,4-D, ANA ¢ BAP (Tabela 1).

Adotou-se o modelo que representasse uma menor quantidade de residuo
e um R? mais elevado. O modelo logistico foi conduzido somente no caso do

percentual de formagéo dos calos.

Tabela 1. Modelos utilizados para a determinagio da influéncia das
concentragdes isoladas de 2,4-D, ANA e BAP sobre o percentual

de formagiio de calos e o peso deste.
Ajuste Modelo
Linear y= ﬂo + ﬂl x (0.1)
uadrético - 2 0.2
Q y= B+ Bx+ fox 02
Logistico _ exp(B, +(B,)*x) (0.3)

Y Texp(B, +(B*2)

Os efeitos causados pela utilizagiio das concentragdes combinadas dos
reguladores de crescimento ANA e BAP sobre o peso dos calos, foram
caracterizados através da utilizagio de um modelo de superficie de resposta,
definido por (0.4). Os valores miximos ¢ minimos da fungdo foram obtidos
através de diferenciag@io do modelo obtido.

y=PFtBx+By+ B’ +B.y + Bxy 0.4)
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito isolado de 2,4-D

Foi observado um efeito significativo das concentragdes de 2,4-D sobre a
indugdio de calos fridveis a partir de segmentos foliares. Observa-se Tabela 2 o

efeito do 2,4-D sobre o0 peso fresco dos calos de salix.

Tabela 2. Quadro de anilise de variincia para o efeito das doses de 2,4-D

sobre o peso dos calos.
E.V. gl SQ oM F P
Doses 6 3,384 0,564 28,206 b
Residuo 37 0,740 0,020
Total 43 4,124

*** altamente significante (p<0,001)

Os calos com maior peso fresco, 760 mg ¢ 863 mg, podem ser obtidos
utilizando-se as concentragdes de 4,0 e 6,0 mg/L de 2,4-D, respectivamente.

(Tabela 3). Um ajuste quadratico assinalou este comportatﬁento (Figura3a).
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Tabela 3. Valores percentuais de formacfio de calos e médios de peso
ordenados segundo o teste de Duncan (a=0,05) em funciio da

concentracdes de 2,4-D.

Doses Calos Peso

(mg/L) (%) (mg)
0,00 0,00 0,00 b
2,00 56,60 566,00 be
4,00 76,00 760,00 ac
6,00 86,30 863,00 a
8,00 53,90 539,00 be
10,00 53,90 539,00 be
12,00 34,50 345,00 bd

Médias seguidas de pelo menos uma mesma letra no diferem entre si, pelo teste de
Duncan a p < 0,005.

O percentual de formagio de calos também apresentou um

comportamento quadrético, sendo que a utilizagio de concentragdes mais
elevadas de 2,4-D tendem a reduzir o percentual de formagdio de calos (Figura 3

b). Explantes inoculados na auséncia de reguladores de crescimento ndo

apresentaram calogénese.
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Figura 3. (A) Relacfio entre os valores médios e intervalo de confianca de
95% para o peso dos calos em funcio das doses de 2,4-D ajustado
pelo modelo quadritico; e (B) relacio entre o percentual de
formacio dos calos e doses de 2,4-D ajustado pelo modelo
quadritico. UFLA, Lavras — MG, 2000.

Observa-se na figura 3 que a utilizagéio de concentrag3es superiores a 6,0
mg/L de 2,4-D reduzem o peso fresco dos calos de 863,0 mg para 345,00 mg,
quando se utiliza 12 mg/L de 2,4-D. O mesmo pode ser observado quanto ao
percentual de formag#io de calos que decresce de 86,3% (6 mg/L de 2,4-D) para
34,5% (12 mg/L de 2,4-D). A redugio dos pardmetros observados com a
utilizagdo de concentragdes elevadas pode estar relacionado a fitotoxides causada
pelo regulador de crescimento. O aspecto visual dos calos, obtidos em meio de

cultivo contendo 2,4-D, é demonstrados na Figura 4.
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Figura 4. Aspecto visual dos calos obtidos em meio contendo 2,4-D. (A)

Controle, (B) 2,0 mg/L, (C) 4,0 mg/L, (D) 6,0 mg/L, (E) 8,0 mg/L
UFLA, Lavras —- MG, 2000.

Esses resultados diferem dos observados por Gomes (1999), no qual
houve a necessidade da combinagdio entre auxinas e citocininas para a indugdo

expressiva de calos.
6.2 Efeitos isolados de ANA e BAP

O uso de concentragdes individuais de ANA ou BAP, variando de 0 a 8
mg/L , foi capaz de promover rizogénese nos explantes foliares utilizados (Figura

5). Porém, antes de ocorrer o processo de rizogénese, houve a formagdo de calos,

sendo estes descartados devido a presenga das raizes.
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Figura 5. Rizogénese induzida por doses individuais de ANA e BAP.
(A)Controle, (B) 2,0 mg/L de BAP, (C) 4,0 mg/L de BAP, (D) 4,0
mg/L de ANA . UFLA, Lavras — MG, 2000.

A presenga de raizes em calos de salix ndo ¢ desejada, uma vez que
procura-se otimizar a produgdo de calos, visando a formagdo inicial de brotagdes.
Com os resultados deste experimento recomenda-se a utilizagio de ANA nas
concentragdes de 3,5 a 4,5 mg/L; e concentragdes de BAP inferior a 1,0 mg/L

para a obtengdo de raizes (Figura 6).
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Figura 6. Relagiio entre as doses de (A) ANA e (B) BAP e o percentual de
formagiio de calos. UFLA, Lavras — MG, 2000.

6.3 Efeito das combinag¢des de ANA e BAP

Embora o uso isolado de ANA ou BAP seja capaz de induzir a formagéio
de raiz em calos de segmentos foliares de salix, a combinagdo destes reguladores

induz somente a formag#o de calos (Figura 7).
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Figura 7. Aspecto visual dos calos obtidos em meio MS acrescido de
combina¢des entre BAP e ANA. (A) Controle, (B) 2,0 mg/L. BAP +
4,0 mg/L ANA, (C) 4,0 mg/L de BAP + 2,0 mg/L de ANA, (D) 2,0
mg/L BAP + 2,0 mg/L de ANA. UFLA, Lavras - MG, 2000.

De acordo com o modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 8),
sem a combinagdo dos reguladores de crescimento ANA e BAP ndo ha
desenvolvimento de calos. Entretanto, para que haja uma boa produgdo de massa
calogénica ¢ indicado que se utilize proporgdes inversas dos mesmos. Ou seja,
quando a concentra¢do de ANA for minima, recomenda-se utilizar concentragdes
de BAP acima de 4,0 mg/L. Utilizando quantidades reduzidas de BAP,

recomenda-se acrescentar doses de ANA acima de 6,0 mg/L.
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Figura 8. Superficie de resposta para os efeitos de ANA ¢ BAP sobre peso
dos calos. UFLA, Lavras, 2000.

LY

Um dos principais passos para propagar uma espécie em cultura de
tecidos ¢ a indugfio da formagdo de calos fridveis. Para espécies que apresentam
dificuldade de propagagdo via sexuada como o salix, a multiplicagdo indireta via
calos pode ser uma alternativa para facilitar sua propagagdo. A obteng@o de calos
fridveis ¢ importante para o estudo do seu cultivo in vitro, uma vez que € possivel

obter posteriormente embrides somdticos e/ou induzir respostas morfogénicas.

22



7 CONCLUSOQES

Explantes foliares de salix inoculados em meio MS, desprovido de
reguladores de crescimento nio apresentam a formagéio de calos fridveis.

A produggo expressiva de calos fridveis, a partir de explantes foliares, foi
observada quando se utilizou o 2,4-D isolado; ou na presenga de combinagdes de
ANA e BAP.

Recomenda-se o uso de 4,0 mg/L de 2,4-D para a indugdio de calos
fridveis a partir de explantes foliares.

O uso de concentragdes individuais de ANA ou BAP induziu a produgdo
de calos seguida de rizogénse nos explantes.

E recomendado que ao se utilizar as combinagdes de ANA e BAP, manter
as concentragdes inversas, ou seja: utilizando-se uma dose alta de BAP, a dose de

ANA deve ser baixa e vice-versa.
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CAPITULO II - INDUCAO DE BROTACOES DE SALIX A PARTIR DE
CALOS FRIAVEIS E SEGMENTOS NODAIS

1 RESUMO

Este capitulo objetivou estabelecer um modo alternativo de propagacio do
salix através da obtengfio de brotagdes in vifro, a partir de calos fridveis e
segmentos nodais. Calos fridveis previamente obtidos a partir de explantes
foliares e segmentos nodais foram inoculados em meio MS suplementado com 30
g/L de sacarose, 7,0 g/L de 4gar e diferentes combinagBes de: GA;, BAP, ANA e
carvdo ativado. A produgfio méxima de brotages (25 brotos) formadas a partir
de calos de salix, foi observada quando se utilizou 2,0 mg/L de BAP. O uso de
BAP ou GA;, favorece o surgimento de mais de um broto por explante e nio
induz o enraizamento. ANA em combinagdes com carvio ativado induz a
formacdo de brotagdes e raizes. O uso de 4,84 g/L de carvdo ativado em
combinagdes com 3,2 mg/L de ANA induz a formagéio em média de 1,1 brotos
por segmento nodal. Para a indugfio de raizes nos brotos originados de segmentos
nodais, recomenda-se a utilizaggo de 2,97 g/L de carvio ativado e 3,2 mg/L de
ANA.

25



|

2 ABSTRACT

The objective of this work was to establish an alternative procedure for
propagation of salix through the induction of in vitro shoot formation, from
friables callus and nodal segments. Friables callus previously obtained from leaf
and nodal explants were inoculated in MS medium supplemented with 30 g/L
sucrose, 7.0 g/L agar and different combinations of GAs, BAP, NAA and
activated charcoal. The maximum shoots production (25) formed from salix
callus was observed when 2.0 mg/L BAP was used. The use of BAP or GA,,
favors the appearance of more than one shoot per explant and it does not induce
rooting. NAA in combination with activated charcoal induced shoot and root
formation. The use of 4.84 g/L activated charcoal in combination with 3.2 mg/L
NAA induced an average formation of 1.1 shoot per nodal segment. For root
induction on shoots formed from nodal segments it is recommended the use of
2.97 g/L activated charcoal and 3.2 mg/L NAA.
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3 INTRODUGAO

A propagaclio vegetativa in vitro, também denominada de
micropropagacdo, devido ao tamanho dos propagulos utilizados, é a aplicagdo
mais pratica da cultura de tecidos e aquela de maior impacto. Além da capacidade
para a multiplicagiio rdpida de plantas, a micropropagacio também oferece um
meio de eliminagéio de muitas doencas de plantas cultivadas.

O uso irracional das matas brasileiras pode desencadear uma degradag#io
ambiental que acarretard a extingiio de muitas espécies e um impacto ambiental
forte, tais como: assoreamento, desertificagio e destruicio de ecossistemas
importantes. Neste contexto se faz necessério o estudo de espécies nativas
importantes para a recuperagio dos ecossistemas degradados.

Assim, faz-se necessédrio o estudo do salix com o intuito de preservar a
espécie, utilizando os resultados para fins econdmicos e ecolégicos, recuperando
éreas degradadas pela agdo desenfreada dos homens; ﬁrincipahnente dreas de
deplegfio na regifio do lago de Furnas situada no sul de Minas Gerais, que
apresentam um solo de alta umidade.

Este capitulo objetivou estabelecer um modo alternativo de propagagdo do
salix (Salyx humboldtiana Willd) através da obtengdio de brotacdes in vitro, a
partir de calos fridveis ¢ segmentos nodais, contribuindo para uma melhor

propagacdo e difusio desta espécie.
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4 REFERENCIAL TEORICO

O pequeno tamanho dos micropropagulos e sua capacidade de proliferar
em auséncia de solo facilitam a manutengio adequada, manejo e rdpida
disseminagdo dos materiais propagados por meio de transporte aéreo. Em
conexfio com estes beneficios da micropropagagiio, encontra-se também a
disponibilidade da cultura de tecidos para a conservagéio de germoplasmas (Roca,
Bryan e Roca, 1979).

Explantes adequados de espécies de plantas vasculares, que incluem
angiospermas, gimnospermas ¢ samambaias podem ser cultivados in vitro e
serem induzidos a formar brotos adventicios, gemas, embrides e plantas inteiras
(Conger, 1981).

A micropropagagdio pode ser feita através de brotos apicais e axilares. Os
brotos axilares sdo aqueles que emergem a partir de suas posigdes normais, nas
axilas das folhas, enquanto que os brotos apicais sio os que ocupam a
extremidade apical (Mantell, Matthews e McKee, 1994)

Hussey (1983) comenta que a maioria das espécies vasculares tem um
modo indeterminado de crescimento, sendo que as axilas das folhas contém
meristemas subsididrios, cada um dos quais é capaz de desenvolver um broto que
¢ idéntico ao eixo principal.

Mantell, Matthews e McKee (1994) afirmam que brotos apicais
cultivados em meio basal, sem regulador de crescimento, desenvolvem-se
tipicamente em brotos semelhantes a plintulas, com forte dominédncia apical.
Entretanto, quando os brotos do mesmo tipo de explante crescem em meio
contendo citocinina, brotos axilares se desenvolvem prematuramente. Isto resulta
em uma ramificagiio precoce, que provoca o desenvolvimento de brotos

secundérios, tercidrios, etc., em uma massa em proliferacdo.
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De acordo com George (1996), a partir da zona de atividade
meristematica em tecidos de calo e, também nos explantes primérios, as divisdes
celulares e o padréio de diferenciagio podem ocorrer de maneira que conduzam a
um grau de organizagio morfo-anatdmico peculiar, que no caso de caracterizar
um érgio definido, constitui-se no processo denominado organogénese.

Preece (1991), citado por Gomes (1999), comenta que num explante ou
tecido de calo pode ocorrer a formagiio de novo (neoformag¢dio) de gemas
caulinares vegetativas que evoluem para eixos caulinares. Embora gemas
adventicias sejam geralmente indesejiveis para a micropropagagdo, pois podem
resultar em variantes somaclonais, em ecossistemas naturais essa variagio &
fundamental.

A neoformagio de 6rgos decorre de procwsés de desdiferenciagiio,
divisio celular ¢ organizagio de novos meristemas ou zonas de atividade
meristemética (Kerbauy, 1986). '

O desencadeamento de um processo morfogenético, na maioria dos casos,
requer a adicio de reguladores de crescimento aos meios de cultivo. As
citocininas sio derivadas da purina, e ocorrem naturalmente em plaﬁtas
superiores, € em vdrios tipos de bactérias. Sdo também conhecidas como o
“horménio vegetal de cicatrizagdo”. A maior fungio das citocininas ¢ promover a
divisio celular, porém outros efeitos fisiologicos sio também atribuidos as
citocininas como desenvolvimento de gemas laterais, estimulador de germinagéo
de sementes e retardante do processo de senescéncia (Gorﬂes, 1999).

George (1996) afirma que, apesar de geralmente se utilizar auxinas e
citocininas para a indugfio de brotag3es, o uso da auxina 2,4-D, induz calogénese
na maioria dos casos.

O uso de reguladores de crescimento em alias concentragfes, em

particular as citocininas, podem induzir brotagSes com crescimento reduzido, o
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que pode ser corrigido através da redugdo do nivel de citocininas utilizadas ou
atravéss da realizagio de um subcultivo na presenga de GA; no meio de cultura
(Zang e Stroltz, 1991).

Embriogénese adventicia ou embriogénese assexual é o desenvolvimento
de embrides a partir de células que nio sdo o produto de fusdo gamética
(Ammirato, 1983).

Com a descoberta das fungdes independentes da auxina e citocinina na
indugdo de raizes e de brotos em culturas de calos ¢ de um processo denominado
organogénese, pode se estabelecer que: uma taxa relativamente alta de auxina em
ralagio de citocinina (AlA/cinetina) favorece a formagdio de raiz, o reverso
favorece a formaglio de broto e que concentragSes intermedidrias favorecem a

proliferagdio continua de calos em fumo (Skoog ¢ Milller, 1957).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Indugfio de brotacdes de salix a partir de calos fridveis

5.1.1 Metodologia de laboratério

O experimento foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos do
Setor de Fisiologia Vegetal, do Departamento de Biologia da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizados explantes obtidos da fragmentagéo
de calos fridveis obtidos em meio de cultivo contendo 2,4-D, com tamanho de
aproximadamente 1cm’, formados a partir de explantes foliares.

Os calos foram inoculados em tubos de ensaio contendo 15 ml de meio
MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30,0 g/L de sacarose, 7,0 g/L
de agar e os seguintes reguladores: GA;, BAP ¢ ANA, nas concentragdes 0,0;
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0,5; 1,0; , 1,5; e2,0 mg/L de cada fitorregulador e suas possiveis interagdes.

O do meio de cultura foi ajustado para pH 5,8 e autoclavado a 120°C por
15 minutos. Apés a inoculagio, os explantes foram ‘mantidos em sala de
crescimento 4 temperatura de 25 °C + 2 e sob intensidade de 13p mol.s'm? de

quanta por um periodo de 40 dias, quando foram realizadas as avalia¢des.
5.1.2 Anilise de dados

O delineamento estatistico adotado na execugdo deste experimento foi o
inteiramente casualizado com 15 repeticSes por tratamiento, sendo que cada

repeticdo era composta por um explante,
5.2 Induciio de brotages a partir de segmentos nodais
5.2.1 Metodologia de laboratério

Segmentos nodais de 1,0 cm de comprimento, contendo uma gema axilar,
foram utilizados como explantes. Estes foram retirados de plantas matrizes
mantidas em casa de vegetaglio, localizada no Setor de Fisiologia Vegetal do
Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras.

Apds serem coletados, os explantes foram imersos em dgua corrente por
um periodo de 24 horas. A desinfestagdio dos explantes foi realizada em camara
de fluxo laminar através de imersiio em 4lcool 70% por 1 minuto e hipoclorito de
sodio 20%, durante 15 minutos. Ao fim da desinfestagdo, os explantes foram
lavados em 4gua destilada e autoclavada, por trés vezes, pazlra remogéo do excesso
das solugdes desinfestantes.

Para observar o efeito isolado de GA; e BAP na indugio de brotagdes de
|
31 !



salix, os explantes foram inoculados em tubos de ensaio, contendo 15 ml do meio
bésico MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30 mg/L de sacarose,
7g/L de 4gar e as seguintes concentragdes de GA; ou BAP 0; 0,5 ;1,0; 2,0
mg/L). Foi inoculado um explante por tubo de ensaio.

Para observar o efeito da combinacfio entre ANA e carviio ativado na
indugdo de brotagdes de salix, explantes foram inoculados em frascos contendo
30 ml do meio basico MS (Murashige e Skoog, 1962), suplementado com 30,0
g/L de sacarose, 7,0 g/L de fgar; sendo adicionado as seguintes doses de ANA (0,
1,0; 2,0; 3,0; 4,0; 5,0 mg/L) e as concentragSes de carvio ativado 0, 2,0; 4,0 e
6,0 g/L.

Ap6s ajustar o pH dos meios de cultivo para 5.8, estes foram
autoclavados a 120 °C por 15 minutos.

Apés inoculagdo, os explantes foram mantidos em sala de crescimento, a

25°C + 2 ¢ intensidade luminosa de 13p mol.s.m por um periodo de 25 dias. -

5.2.2 Anilise dos dados

Para observar o efeito isolado do uso de GAs ¢ BAP, foi utilizado um
delineamento estatistico inteiramente casualizado, sendo composto por 12
repetigdes.

Os reguladores e suas concentragdes foram avaliados de maneira
conjugada através do teste de Kruskal-Wallis, correspondente niio paramétrico da
anslise de varidncia. Os valores médios foram ordenados segundo o teste de
Duncan, sem nenhuma perda devida & sua elasticidade quanto as violagSes das
pressuposices da anilise de variincia paramétrica. A freqiiéncia de ocorréncia
de formag#io de brotos foi avaliada através de um teste de %2 de contigéncia.

Os efeitos causados pela utilizagdo das concentragdes combinadas de
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ANA e carvio ativado sobre os segmentos nodais, foram caracterizados através
da utilizag&o de um modelo de superficie de resposta.

A escolha do melhor modelo de regresséio ba%pou-se na qualidade do
ajustamento e se possivel na auséncia de significincia dps desvios de regressdo.
Para a disposig#io grifica do modelo linear de regrssﬁo;, levou-se em conta que:
fix) = exp { K + 2)X; + 2,X5+ 25X, 2 + 2:X; 2 + 25X, z}g em que f{(x) é o modelo
de regress#io, que é funciio de X, (concentra¢io de AN ) e de X, (concentragio
de carvio ativado).

6 RESULTADOS E DISCUSSﬁb

6.1 Indugfio de brotaces de salix a partir de calos frifveis
o

Esta etapa do estudo in vitro do salix ¢ de grande importiincia, pois pode
propiciar uma futura produgiio em grande escala de plﬁnt;xlas as quais podem ser
utilizadas para fins comerciais ou ecol6gicos.

O desenvolvimento de brotagdes a partir de calos fridveis foi observado
quando se utilizou BAP no meio de cultivo nas concentragﬁw 0,5, 1,0 € 2,0 mg/L
(Figura 9). Estes resultados sdo concordantes com Mantell, Matthews ¢ McKee
(1994), quando relataram que com o emprego de cltocmmas, tais como BAP,

pode-se obter brotacdes .
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Figura 9. Brotagdes de salix obtidas a partir de calos fridveis mantidos na
presenga de (A) 1,0 mg/L e (B) 0,5 mg/L de BAP. UFLA, Lavras —
MG, 2000.

Com realagio ao usos de BAP, a Figura 10 demonstra o numero de
brotagdes médias obtidas por explante, mostrando uma maior eficiéncia relativa
no tratamento que utilizou 2 mg/L, de BAP, formando-se 25 brotos por explante.

A medida que se aumentou a concentragio de BAP obteve-se um aumento
no nimero de brotos induzidos. Utilizando-se 2,0 mg/L, o nimero de brotagdes

formadas (25 brotos) quadruplica em relagdo ao uso de 1,0 mg/L (Figura 10).
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Figura 10. Numero de brotagdes em concentragdes individuais de BAP.

UFLA, Lavras — MG , 2001.

Nas Figuras 11 e 12, observa-se os aspectos visuais das brotagdes de
salix obtidos a partir de calos fridveis cultivados na presenga de BAP e suas

etapas de desenvolvimento, respectivamente.



Figura 11. Brotacdes originadas de calos de Salix em meio de cultivo
contendo BAP. UFLA, Lavras — MG, 2000.

Figura 12. Etapas do desenvolvimento das brotagdes de salix: (A) surgimento
do broto no calo (forma globular); (B) inicio do desenvolvimento
do broto, (C) brotos apresentando o 1° par de folhas e (D) broto
completamente formado. UFLA, Lavras — MG, 2000.
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Concordando com (Ammirato, 1983), as brotacdes obtidas através de
calos fridveis de salix, constituem um método de propagacdo vidvel para ser
utilizado na clonagem, necessitando-se de uma pequena 4rea de laboratério ¢ em
menor espago de tempo do que o requerido para a produg#io normal de sementes

ou propagacio vegetativa.
6.2 Indugdio de brotagdes de salix a partir de segmentos nodais

Foi observado o desenvolvimento das brotagdes em todos os tratamentos,

contendo GA; ou BAP. Mesmo niio havendo diferenca estatistica, nota-se uma
|

diferenca entre o controle ¢ os demais tratamentos ’com 0 uso de GA,,

apresentando 75% de indu¢do quando utilizado na conéentracio de 1,0 mg/L
(Figura 13).

Doses

Figura 13. Porcentagem de formaciio de brotos (parte rahhureada) em funcfio
das concentragdes de BAP e GA;. UFLA, Lavras — MG, 2000.
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Embora Gomes (1999) destaque que para desencadear um processo
morfogenético, na maioria dos casos, requer-se a adi¢do de reguladores de
crescimento aos meios de cultivo; o uso destes ndio foi necessério para o salix,
tendo em vista o desenvolvimento de brotagdes em meio desprovido dos

fitorreguladores GA; e BAP (Figura 14).

Figura 14. Brotacdes de salix a partir de segmentos nodais, obtidas em meio
de cultivo desprovido de GA; e BAP; UFLA, Lavras — MG, 2000

Com relagdo ao niimero de brotos por explante (Figura 15 ¢ Figura 16)
houve significincia dos tratamentos em relagdo ao controle. O uso de GA; ou
BAP foi mais eficiente do que o controle. Comparando-se os dois reguladores, o
uso de GA; foi superior, possibilitando a formagdo de 2 brotos por explante

quando estes foram inoculandos na presenca de 2,0 mg/L .
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Figura 15. Valores médios de mimero de brotacdes em fun¢iio das
concentragoes de BAP e GA; UFLA, Lavras — MG, 2000.

Figura 16. Brotagoes de salix obtidos de segmentos nodais. (A)Controle; (B)
1,0 mg/L. de BAP; (C) 0,5 de BAP e (D) 2,0 mg/L. GA;. UFLA,
Lavras — MG, 2000.
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Foi observado também a formagdo de brotagdes e raizes a partir de

segmentos nodais (Figura 17) inoculados na presenga de ANA e carvdo ativado.

Figura 17. Aspecto visual de uma brotagiio enraizada de salix obtida a partir
de segmento nodal inoculado na presenca de ANA e carvio
ativado. UFLA, Lavras — MG, 2000.

Os resultados de andlise de superficie apresentados (Figura 18),
recomendam o uso de 4,8 g/L de carvido ativado combinado com 3,2 mg/L de
ANA. Para a obtengdo de brotos a partir de segmentos nodais, utilizando-se essas
concentragdes, obtém-se uma média de 1,063 brotos por explante.

Gomes (1999), observou brotagdes em segmentos nodais de moreira
(Maclura tinctoria) quando inoculados apenas na presenca de ANA, e que em
doses acima de 0,5 mg/L ha a formagdo de calos. Com relag#io ao salix, nenhuma

brotagio foi observada na auséncia de ANA.
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Figura 18. Modelo de superficie de resposta ajustada referente a0 nimero de
brotagdes obtidas de Salix a partir de segmentos nodais em fungiio
de diferentes concentragdes de carvio ativado - CA (g/L) e ANA
(mg/L). UFLA, Lavras — MG, 2000.

Observa-se pela analise de superficie de resposta (Figura 19), que com o

uso de 2,97 g/L de carvio ativado e 3,2 mg/L de ANA, proporciona um melhor

enraizamento nos brotos originados de segmentos nodais.
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Figura 19. Modelo de superficie de resposta ajustada referente ao mimero de
raizes obtidas de salix, a partir das brotacdes de segmentos nodais,
em funciio de diferentes concentragdes de carviio ativado — CA
(g/L) e ANA (mg/L). UFLA, Lavras — MG, 2000.

O aspecto visual das raizes de salix formadas in vitro pode ser observado
na Figura 20. A produgio de raiz em uma determinada espécie € a etapa final da

micropropagagio, cujo sucesso garante a sobrevivéncia da plantula in vivo.
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Figura 20. Aspecto visual das raizes de salix formadas in vifro a partir de
segmentos nodais. UFLA, Lavras — MG, 2000.

7 CONCLUSOES

E possivel obter brotagdes adventicias a partir de calos fridveis de salix
inoculados em meio de cultura suplementado com 2,4-D.

A produgio maxima de brotagdes formadas a partir de calos de salix foi
observada quando se utilizou 2,0 mg/L de BAP, obtendo-se 25 brotos.

A indugdo de brotagdes de salix a partir de segmentos nodais pode ser
obtida na auséncia de GA; e BAP.

O uso de BAP ou GA;, favorece o surgimento de mais de um broto por
explante e nio induz o enraizamento.

ANA, em combinagdes com carvdo ativado, induz a formacdo de

brotagdes e raizes.

43



TBLIOTRCA ('.EE'TRAL - UPLB;

T T

O uso de 4,84 g/L de carviio ativado em combinagdes com 3,2 mg/L de
ANA induz a formago em média de 1,1 brotos por segmento nodal.

Para a induciio de formag#o de raizes nos brotos originados de segmentos
nodais de salix, recomenda-se a utilizacio de 2,97 g/L de carviio ativado e 3,2
mg/L de ANA.
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CAPITULO IV - ENRAIZAMENTO DE BROTACOES E
ACLIMATIZACAO DE PLANTULAS DE SALIX OBTIDAS IN VITRO

1 RESUMO

O Salix (Salyx humboldtiana WILLD) é uma espécie pioneira adaptada a
terrenos midos, o que a torna uma planta de interesse para programas de
reflorestamentos mistos destinados & recomposigdo de matas ciliares degradadas,
entretanto, apresenta baixa viabilidlade de sementes. Este capitulo trata da
indugo do enraizamento em brotagdes obtidas através do processo de
micropropagaciio e da aclimatizagio destas. BrotagBes obtidas através do
processo de micropropagagéo, com aproximadamente 3,0 cm de comprimento,
foram transferidas para meio WPM suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de
égar e acrescido das combinagdes entre AIB (0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0 ¢ 5,0 mg/L) e
carvio ativado (0; 1,0; 2,0; 4,0 e 6,0 g/L). Foi possivel induzir o enraizamento in
vitro de brotagdes de Salix somente na presenga de AIB e carvdo ativado.
Recomenda-se para a obtengiio de rizogénese in vitro de salix, a utilizagiio de 4,0
g/L de carvdo ativado combinado com 3,0 mg/L de AIB. Plantulas de salix
obtidas através da micropropagagdo, podem ser aclimatizadas, utilizando-se
sombrite 50% por 18 dias, obtendo-se uma taxa de sobrevivéncia de 90%.
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2 ABSTRACT

Salix (Salyx humboldtiana WILLD) is a pioneer species adapted to
humid soil, and due to this characteristic it became a plant of interest for
programs of mixed reforestations, it presents low viability of seeds. This chapter
studied root induction in shoots obtained through micropropagation process and
their acclimatization. Shoots obtained through the micropropagation process, with
approximately 3.0 cm length, were inoculated in WPM medium supplemented
with 3% sucrose, 0.7% égar and the following combinations of AIB (0; 1.0; 2.0;
3.0; 4.0 or 5.0 mg/L) and activated charcoal (0; 1.0; 2.0; 4.0 or 6.0 g/L). In vitro
rooting of salix shoots was induced only in the presence of AIB and activated
charcoal. It is recommended for the in vitro salix rooting, the use of 4.0 g/L
activated charcoal in combination with 3.0 mg/L AIB. Salix plantlets obtained
through micropropagation, can be acclimatized, using 50% sombrite for 18 days;
presenting with procedure a 90% plantlet survival.
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3 INTRODUCAO

Atualmente, existe um nivel muito grande de devastagdo do cerrado e
matas ciliares no Brasil. As espécies existentes nestes ecossistemas, além do seu
valor ecoldgico de protegiio do solo, da fauna e da flora; sdo também importantes
na producgiio de firmacos, na alimentacdo alternativa; bem como na exploracéo
da madeira para diversos fins.

O uso irracional das matas brasileiras pode desencadear uma degradagdo
ambiental que acarretard a extingdo de muitas espécies e um impacto ambiental
forte, tal como assoreamento, desertificagdio, e destruicdo de ecossistemas
importantes. Neste contexto, se faz necessirio o estudo de espécies nativas
importantes para a recuperagfio dos ecossistemas degradados.

O salix é uma espécie encontrada em margens de rios e em locais imidos,
a qual tem sido explorada de forma nfio conservacionista; além da extragfio de
sua madeira, esta espécie esta ameacada pela invas#io ilegal das matas ciliares
pela agropecudria, dragas de areia, e todo o tipo de exploragdes lucrativas que
degeneram o ecossistema no qual a espécie pertence.

Com o objetivo de produzir mudas de salix para fins ecoldgicos e
comerciais, este trabalho objetivou estabelecer um protocolo para induzir o
enraizamento in vitro e posterior aclimatizag#o das plintulas de salix (Salx
humboldtiana Willd). |
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 Enraizamento

A fase de enraizamento in vitro se caracteriza pela formagiio de raizes
adventicias nas partes aéreas provenientes da multiplicagdo, permitindo, assim, o
posterior transplantio da pléntula para condigdes ex vitro.

O enraizamento de espécies herbiceas é geralmente fécil, porém, o mesmo
ndo ocorre com as espécies lenhosas. Esse problema se agrava a medida que néo
se utiliza material jovem, uma vez que a capacidade de formar raizes adventicias,
ao aproximar-se a fase adulta de sua vida, ¢ reduzida (Torres, Caldas e Buso,
1998).

A etapa de enraizamento pode ser realizada in vifro ou in vivo. No
primeiro sistema, as raizes sio regeneradas em condiges assépticas e a planta ¢
transplantada para substrato. No segundo sistema, as partes acreas s#o
manipuladas como microestacas e todo o processo de enraizamento se di em
substrato. A opgio por um dos sistemas depende da qualidade das partes aéreas
obtidas na multiplicagéio da espécie, do genétipo e da disponibilidade de infra-
estrutura adequada em casa de vegetaglio (Torres, Caldas e Buso, 1998).

A rizogénese in vitro é dividida em 4 fases: indugdo, iniciacdo,
organizago e alongamento. A fase de indugfo, inicia-se quando a capacidade
para a formaclio de raizes é determinada. Na fase de iniciagdo, mudancas
citolégicas, como o aumento no tamanho de células, séo observadas. Na fase da
organizagio, inicia-se a formagdo histolégica dos primérdios radiculares e na fase
de elongagdo os primérdios radiculares j& se encontram em crescimento para a
formagdo do sistema radicular (Gomes, 1999).

Na maioria das vezes, os pesquisadores atribuem s auxinas a capacidade
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de proporcionarem mudangas intracelulares necessdrias para a induglio do
enraizamento (Gomes, 1999). O uso de auxinas no meio, normalmente ¢
responsdvel pela indugéio do enraizamento. No entanto, em algumas espécies, a
rizogénese pode ocorrer sem a necessidade de adigéio de auxinas (George, 1996).

Com o aumento da concentragio de auxina no meio, George (1996)
percebeu um aumento no numero de raizes de vérias espécies herbaceas,
formadas por explante, no entanto, quando concentragdes elevadas foram
utilizadas, a formagéo de calos foi verificada.

Kantharaj (1988), citado por Gomes (1999), constata que um aumento
nos niveis de auxinas nos primeiros estigios do processo de indugiio de
enraizamento mostra-se suficiente para iniciar as primeiras divisGes celulares que
levam ao desenvolvimento dos primérdios radiculares.

Ao analisar plantas com dificuldades de enraizamento, Hess (1962)
contatou a presenca de um co-fator fenélico na indugdo do enraizamento, que'
atuava de forma sinérgica com as auxinas.

O envolvimento das peroxidases no controle do nivel interno de auxinas e
em processos fisioldgicos como lignificagio, também tem sido observado
(Gomes, 1999).

O pH do meio de cultivo é um dos fatores que também pode influenciar o
processo de enraizamento in vitro. Em geral, pH entre 4,5 e 5,5, mostra-se
eficiente na inducio de enraizamento.

O enraizamento de espécies lenhosas, quando comparado ao de espécies
herbéceas, geralmente é mais dificil ¢ se agrava & medida que nfio se utiliza
material jovem, uma vez que a restauragio da competéncia de enraizamento
diminui ao aproximar-se da fase adulta. A qualidade das partes aéreas
provenientes da fase de multiplicagio determina, em geral, o sucesso do

enraizamento. Partes aéreas pequenas ndo enraizam bem e necessitam de uma
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fase intermedidria de alongamento (Deccetti, 2000).

Alguns compostos podem ser adicionados ao meio de cultivo para auxiliar
a inducdo da rizogénese. Uma das substfincias mais utilizadas € o carvido ativado
em concentragdes que variam em torno de 0,1 a 2% (p/v).

O carvdo ativado é utilizado para estimular a condigio de escuro no qual
as raizes normalmente se desenvolvem. Em termos quimicos, o carvdio ativado
exerce um efeito de retengdo de alguns componentes do meio de cultivo. Também
exerce fungdo de fixacfo de citocininas residuais liberadas pelos tecidos vegetais
ou absorvem compostos téxicos inibidores do enraizamento (Gomes, 1999). O
carvilo ativado pode fixar também auxinas e reter fenéis oxidantes, sendo de uma

forma geral benéfico, promovendo o alongamento das raizes.
4.2 Aclimatizacfio

Torres, Caldas e Buso (1998) comentam que a etapa do transplantio
envolve a transferéncia da planta da condigiio in vifro para a casa de vegetagio,
onde é submetida a uma fase de aclimatag#io e endurecimento. Esta passagem ¢é
critica e representa em alguns casos, um fator limitante no processo de
micropropagagéo.

Deccetti (2000), afirma que os principais fatores eavolvidos na
aclimatizagio de mudas micropropagadas sfio: o gendtipo, estresse hidrico,
alteragdio do metabolismo heterotréfico para autotréfico, infecgdio por patégenos e
o estresse pela luz. Mesmo plantas com aspecto normal sofrem estresse devido a
sibita mudanga de umidade relativa. Pré-tratamentos de redugfio de umidade
relativa no frasco de cultura podem ser aplicados para aumentar a sobrevivéncia
no transplantio. Brainerd e Fuchigmi (1981) aumentaram a sobrevivéncia das

plantulas, abrindo as tampas dos frascos ainda na sala de incubagéio, durante 4 a
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5 dias antes do transplantio, submetendo-as a uma umidade relativa de 30 a 40%,
0 que proporciona uma aclimatagfio mais répida dos estomatos.

Quando se tem uma planta micropropagada, sua anatomia interna e
ultraestrutura, geralmente ¢ diferente daquela encontrada em plantas cuitivadas
em casa de vegetaclio (Wetzstein et al., 1981). Comparando-se as plantas obtidas
in vitro com as desenvolvidas in vivo, as plantas micropropagadas apresentam-se
pouco lignificadas, com células de paredes pouco espessadas, abundincia de
espagos intercelulares, sistema vascular pouco desenvolvido e reduzida
quantidade de tecidos de sustenta¢fio. Sabe-se ainda que as raizes adventicias
desenvolvidas em meio de cultura, contendo 4gua, possuem sistema vascular
pouco desenvolvido e no caso de plantas lenhosas e semi-lenhosas, o crescimento
néo € observado. Como conseqiiéncia, somente uma pequena porcentagem dessas
rafzes sobrevive 4 aclimatago. |

Wardle, Quinian e Simpkins (1979) ressaltam que o acimulo de grandes
reservas de amido nas folhas de plantas propagadas in vifro é um fator necessério
para a sobrevivéncia das plintulas durante as duas primeiras semanas ex vitro.
Além de possuir aparelho fotossintético ineficiente, as folhas das plintulas
produzidas in vitro também possuem menor quantidade de cera epicular quando
comparadas com plantulas cultivadas em casa de vegetagdo. Tal fato €
responsdvel pela transpiragiio excessiva que, aliada & redugfio no mimero de
estomatos, a0 mal funcionamento no mecanismo de abertura e fechamento
estomético ¢ & mé estruturagdo do clorénquima, levam ao dessecamento e
murchamento das folhas. Esses fatores s#o considerados como as causas mais
comuns da baixa sobrevivéncia pés-plantio.

Assim, torna-se obrigatério que a pléntula ao sair da condigdo in vitro
deva passar por um processo de aclimatagio antes de serem levadas para o

campo. Este processo pode ser dispendioso e levar um tempo considerdvel,

53



limitando-se assim, o uso de micropropagacfio em escala comercial (Gomes,
1999).

Segundo McCown (1988), o perfodo de aclimatizagfio varia de 1 a 4
semanas, € corrige as alteragdes ou anormalidades induzidas in vitro, o que inclui
a transicio do metabolismo heterotréfico para o autotréfico e o estabelecimento
de relagdes hidricas normais, através da regulagéio da perda e da absor¢éio de
dgua.

Pode-se distinguir trés métodos para se realizar uma aclimatagdio. Os
primeiros s#io métodos que procuram aproximar as condi¢des in vitro das
condigdes naturais. Existem também os que procuram aproximar as condi¢des
naturais daquelas in vitro e por fim métodos que favorecem o crescimento apés a
aclimatagdo (Deccetti, 2000).

A elimina¢do da etapa de enraizamento in vitro, pode ser vantajoso do
ponto de vista econémico, por proporcionar melhora na qualidade do sistema
radicular formado (Torres, Caldas e Buso, 1998). A obtengiio de enraizamento ex
vitro é considerada ficil em espécies herbiceas, mas dificil em espécies lenhosas.
Segundo McCown (1988), o enraizamento varia de acordo com a espécie, desde o

fécil enraizamento e crescimento radicular, até a inibigdo completa.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Enraizamento de brotacfes
5.1.1 Metodologia de laboratério

Brotagdes obtidas através do processo de . micropropagacdo, com
aproximadamente 3,0 cm de comprimento, foram transferidas para meic WPM
(Lloyd e McCown, 1980) suplementado com 3% de sacarose, 0,7% de agar e
acrescido das combinagdes de AIB (0; 1,0; 2,0; 3,0; ﬁ,O e 5,0 mg/L) e carvio
ativado (0; 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 6,0 g/L).

O pH do meio de cultura foi ajustado, antes da autoclavagem, para 5,8.
Apbs o ajuste do pH, o meio de cultura foi autoclavado por 15 minutos a 120°C.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio contendo o meio de
cultivo em cidmara de fluxo laminar, ¢ mantidos em sala de crescimento sob
intensidade luminosa de 13 p mol.s™.m™? a uma temperatura de 25 + 2°C durante

30 dias, quando foi avaliado o niimero de raizes formadas.

5.1.2 Anilise de dados
Para a andlise dos dados adotou-se o delineameﬁto estatistico inteiramente
casualizado com 20 repetigbes por tratamento, sendo que cada frasco era
composto por um explante. ‘
Os efeitos causados pela utilizagio das doses1de AIB e carviio ativado
sobre o enraizamento das brotagdes foram caracterizadps através da utilizagio de
um modelo de superficie de resposta. |

!1
A escolha do melhor modelo de regressiio, baseou-se na qualidade do
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ajustamento e se possivel na auséncia de significincia dos desvios de regressao.
Para a disposi¢do grafica do modelo linear de regressdo, levou-se em conta que:
f(x) =exp { K+ 2,X; + 2,X5+ 25X5 2 + 2,X,  + 25X, *}; em que f(x) é o modelo
de regressio, que ¢ fungdo de X, (concentragio de AIB) e de X, (concentragio de

carvio ativado).
5. 2 Aclimatizagiio de plantulas de salix obtidas in vitro

Plantulas de salix obtidas através do cultivo in vitro foram aclimatizadas
com o objetivo de obter plantas capazes de ser transferidas para o campo.

As plantulas de salix foram transferidas para caixas gerbox contendo
vermiculita (Figura 21). Logo apds a transferéncia para caixas gerbox, as
plantulas foram envolvidas por sacos plasticos transparentes (Figura 22), com a

finalidade de manter um microambiente com uma alta umidade relativa.

""

Figura 21. Aspecto visual de uma planta de salix obtida in vifro e transferida

para caixas tipo gerbox. UFLA, Lavras — MG, 2000.
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Figura 22. Caixa do tipo gerbox contendo uma plintula de salix envolvida

por saco plastico. UFLA, Lavras - MG, 2000.

A cobertura plastica foi removida gradualmente até o 9° dia de
aclimatizagio, para que as plantulas fossem se adaptando a reducdo de umidade.

As plantulas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura
controlada de 25 + 1°C. Para auxiliar no processo de aclimatizagdo, a
luminosidade foi controlada com o uso de um sombrite 50% (25 pmol. s™.m?)
por um periodo de 18 dias.

Apbs este periodo, as plantulas foram transplantadas para vaso
plasticos de 4L, contendo terra, areia e esterco na propor¢do de 3: 2: I,
permanecendo nestas condigdes até que estivessem aptas a transferéncia para o

campo.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Enraizamento de brotac¢des de salix obtidas in vitre

De acordo com os resultados obtidos, observou-se a formacgdo de raizes
em brotagdes inoculados na auséncia de carviio ativado e a formagfio de calos
entre a parte aérea ¢ as raizes, sendo que estas raizes ndo sfio consideradas
eficientes por no terem ligagdio direta com o cAmbio da brotagdo.

Foi observado também, o escurecimento do meio de cultivo, indicando a
presenga de substincias fenélicas possivelmente liberadas pelas brotagdes (Figura
23 A). o escurecimento do meio pela ag8o de fenbis prejudica o desenvolvimento
normal das plintulas, recomendando-se utilizar carvdo ativado para evitar este
efeito (Figura 23 B). Moncousin (1991) comenta que, para a maioria das espécies
lenhosas, h4 a necessidade de utilizar compostos antioxidantes durante o processo
de enraizamento para minimizar os efeitos maléficos dos compostos fenélicos
presentes em grande quantidade. .

Nesses estudos observa-se a diferenca causada pelos fendis entre os

meios, tanto quanto a diferenga entre o desenvolvimento da parte aérea e raiz
< .
(Figura 23).
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Figura 23. Aspecto visual de raizes de salix formadas in vitro a partir de
brotagdes na (A) auséncia e¢ (B) presen¢a de carvio ativado.
UFLA, Lavras — MG, 2000.

Nio foi observado a formagdo de raizes (Figura 24 A) nas brotacdes
inoculadas na auséncia de AIB e carvdo ativado. A utilizagdo de carvio ativado
na auséncia de AIB foi suficiente para induzir a rizogénese (Figura 24 C),
resultado concordante ao de Druart et al.(1982), os quais sugerem que 0 processo
de enraizamento pode ser induzido apenas pela utilizagdo do carvdo ativado, que
promove uma auséncia de luz na regido da raiz.

A interagdio entre o carvio ativado e AIB demonstrou ser benéfica para o
enraizamento das brotagdes de salix obtidas in vitro. Um bom enraizamento foi
obtido pela presenga do AIB e auséncia do efeito fitotoxico causado por possiveis
substancias fenolicas liberadas no meio, as quais foram adsorvidas pelo carvio

ativado (Figura 24 D).
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Figura 24. Enraizamento in vitro de brotagdes de salix (A) na auséncia de
carviio ativado e de AIB, (B) na presenca de AIB, (C) na
presenga de carvio ativado e (D) na presenga de carvio ativado e
AIB. UFLA, Lavras — MG, 2000.

Baseado no modelo de superficie de resposta ajustado (Figura 25), o
namero maximo de raizes (25/brotagdo), pode ser obtido utilizando-se 4,0 g/L de
carvio ativado associado a 2,7 mg/L de AIB.

O resultado obtido por este trabalho ¢ condizente com Read, Garton e
Tormala (1989), quando induziram raizes em brotagdes de Salix alba, obtidas
em cultivo in vitro, utilizando meio WPM (Lloyd e McCown, 1980)
suplementado com 3,0 mg/L de AIB.

O carvio ativado e AIB estimularam a indugdo de raizes em brotagdes de

salix. Este efeito estimulatério também foi retratado por Dumas e Monteuuis
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(1995), em estudos com Pinus pinaster. Sanchez e Vititez (1996), também
induziram o enraizamento em brotagdes de Quercus robur e Querbus rubra

utilizando os efeitos positivos do carvio ativado em conjunto com a auxina AIB
(Figura 25).

FLYACS VPN
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Figura 25. Efeito da interag¢io entre AIB (mg/L) e carviio ativado (g/L)

sobre o nimero de raizes formadas in vifro em brotagdes de
salix. UFLA, Lavras — MG, 2000.

Concentragoes de AIB acima de 3,0 mg/L e de carvido ativado acima de

4,0 mg/L sdo capazes de inibir a formagdo de raizes.

O aspecto de uma planta, cujas raizes foram formadas em meio acrescido

de 4,0 g/L. de Carvao ativado e 3,0 mg/L de AIB, ¢ demonstrado na Figura 26.
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Figura 26. Aspecto de uma brotagio de salix enraizada in vitro, em meio
WPM suplementado com 4,0 g/L de carvio ativado e 3,0 mg/L de
AIB. UFLA, Lavras — MG. 2000.

6.2 Aclimatiza¢iio de plantulas obtidas in vitro

Foi observado no 9° dia de aclimatizagio de plantulas de salix, 90% de
sobrevivéncia. Embora este valor seja relativamente alto, Pereira Pinto (1998),
citado por Gomes (1999), considera uma taxa de 4% de perda como limite
admissivel para o processo de aclimatagdo.

Os resultados obtidos no entanto, estio de acordo com McCown (1988),
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quando comenta que a aclimatizacdo de plintulas, cuja rizogénese € induzida ex
vitro, é facil em espécies herbéceas e dificil para espécies lenhosas.
As plantas foram consideradas aclimatizadas aos 18 dias, quando se

retirou o sombrite.
7 CONCLUSOES

86 foi possivel induzir o enraizamento in vitro de brotagdes de Salix na

presenga de AIB e carvio ativado.

Na auséncia do carvio ativado, houve a formagdo de calos na base das
brotagbes e escurecimeto do meio de cultura.

Recomenda-se, para a obtengio de rizogénese in vitro de salix, a
utilizagdo de 4,0 g/L de carvio ativado associado a 3,0 mg/L de AIB.

Plantulas de salix, obtidas através da micropropagagio, podem ser
aclimatizadas, utilizando sombrite 50% por 18 dias. |

Através deste processo de aclimatizagfio, a taxa de sobrevivéncia obtida
foi de 90%. |
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CAPITULO V - ABORDAGEM FITOQUIMICA EM SALIX

1 RESUMO

O estudo fitoquimico de uma espécie vegetal pode revelar substincias de
interesses diversos para o homem. As substdncias encontradas podem ser usadas
de diversas formas, passando pela farmacologia até a utilizagdo como
antibiéticos. O objetivo deste trabalho foi estudar caracteristicas fitoquimicas do
Salix (Salyx humboldtiana Willd.). Inicialmente, obteve-se o extrato bruto da
planta através da extragdo com os solventes em ordem crescente de molaridade:
hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. Apos, realizou-se a prospec¢ao
de fendis através do estudo analitico dos extratos brutos, utilizando-se o reagente
cloreto férrico/piridina. A extragdo do dleo essencial foi realizada utilizando a
técnica de arraste a vapor. Os rendimentos dos extratos brutos foram: 3,26% em
cloroférmio, 2,36% em acetato de etila, 0,94 e 0.85% em hexano e metanol,
respectivamente. O ¢leo obtido foi analisado por espectrofotometria de
infravermelho, tendo este um rendimento de 0,1%. A andlise deste constatou a
presenga de grupos funcionais caracteristicos de taninos condensados,
confirmando o encontrado nos testes analiticos.
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2 ABSTRACT

Phytochemical studies of a plant species can reveal substances of interest
and it can be used in several research areas. The objective of this work was to
study the phytochemical characteristics of Salix (Salyx humboldtiana Willd.).
Initially, crude extract was obtained through extractions with the organic
solvents: hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. The phenol prospection
was perfomed through the analysis of crude extracts using the method of ferric
chloride and pyridine. The extraction of essential oil was done using the steam
drag’s method. Crude extract efficiency was 3.26% in chloroform, 2.36% in ethyl
acetate, 0.94 % in hexane and 0.85% in methanol. The obtained oil was analyzed
by infrared spectroscopy showing a 0.1% yield. Its analysis also showed the
presence of functional groups characteristics of condensed tannins confirming
which was found in the analytic tests.
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3 INTRODUCAO

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes
quimicos de espécies vegetais ou avaliar a sua presenga. Quando n#o se dispde de
estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica preliminar
pode indicar os grupos de metabélitos secunddrios relevantes na mesma. Caso 0
interesse esteja restrito a uma classe especifica de constituintes ou as substdncias
responsveis por uma certa atividade bioldgica, a investigacio deverd ser
direcionada para o isolamento e a elucidagfio estrutural das mesmas.

O estudo fitoquimico de uma espécie vegetal pode revelar substéincias de
interesses diversos para o homem, além de auxiliar mo estudo desta. As
substincias que forem caracterizadas e identificadas podem ser usadas de
diversas formas, passando pela farmacologia até a utilizac#io como antibidtico.
Este capitulo trata do estudo de aspectos fitoquimicos do Salix (Salyx
humboldtiana Willd), baseando-se no Oleo essencial e nos extratos brutos

obtidos.
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4 REFERENCIAL TEORICO'

4.1 Extragiio

Inicia-se o estudo fitoquimico e a obtengdo do extrato bruto de uma
espécie, com o preparo de uma enxicata, para a identificag@o correta da espécie.
Segundo Alves e Pavani (1991) a selegfio do material a ser coletado deve ser feita
com cuidado, evitando-se coletar partes do vegetal ‘afetadas por doengas,
parasitas e também materiais estranhos, tais como outras plantas ou mesmo
partes da prépria planta que nfio sejam de interesse para a investigacdio. Ao se
coletar o material vegetal, deve-se observar o local, a data e a hora em que esta
serd efetuada, pois o meio ambiente, a hora do dia e a época do ano exercem
grande influéncia sobre a produg#o e o acimulo dos metabdlitos vegetais.

A utilizagio de material fresco pode ser indispensével para a detecgdio de
alguns componentes especificos. O emprego deste tipo de material pode trazer
beneficios, como evitar a presenga de substincias oriundas do metabolismo de
fenecimento vegetal. Desta forma este tipo de material deve ser utilizado
imediatamente ou conservado. J4 o emprego de material vegetal seco, mantém
uma maior estabilidade quimica, sendo exigido cuidados especiais, a fim de
interromper os processos metabélicos que ocorrem mesmo ap6s a coleta da
planta. A secagem tem como finalidade a retirada de dgua e , com isso, impedir
reagdes de hidrélise e de crescimento microbiano. A operagdo se caracteriza pela
exposic#io & temperaturas relativamente baixas, normalmente inferiores a 60 °C, e
ao longo tempo de contato, em geral, em torno de 7 dias. A secagem serd tanto
mais rdpida quanto mais dividido o material vegetal a secar estiver, pois, deste

modo, ele oferecera uma maior superficie & evaporagao (ﬁaccm, 1996).
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Deve-se fazer a moagem com a finalidade de reduzir, mecanicamente, o
material vegetal a pequenos fragmentos, preparando-o assim para a etapa da
extragfio. Esta pode ser feita com o auxilio de tesouras, poddes, (grosseiramente);
ou através de outros métodos tais como trituradores, processadores de alimentos,
gral, moinhos entre outros. Inicialmente, deve-se observar alguns fatores, tais
como as caracteristicas do material vegetal, o seu grau de divisio e o meio
extrator (solvente). O grau de divisdo do material ird influenciar diretamente a
eficiéncia da extragio. A estrutura histologica das partes de uma plantas sfo
bastante heterogéneas. Existem érgdos, como as raizes e os caules, cujos tecidos
estdo extraordinariamente compactados (xilema), ao passo que em folhas e flores
os tecidos se apresentam com textura mais delicada. Como o poder de penetragéio
dos solventes depende, entre outros fatores, da consisténcia dos tecidos que
formam o material a extrair, & necessdrio considerar que, quanto mais rigido for o
material, menor deve ser sua granulometria. O solvente a ser utilizado deve ser o
mais seletivo possivel, pois é gragas a seletividade que se pode extrair apenas as
substancias desejadas ou em maior quantidade. Como a seletividade depende da
polaridade, o conhecimento do grau de polaridade do grupo de substdncias que
deseja preferencialmente extrair determina o solvente que mais se aproxima do
6timo de seletividade para aquela extragéio (Falkenberg, Santos e SimGes, 1999).

Praticamente todos os constituintes de interesse para a andlise fitoquimica
apresentam alguma solubilidade em misturas etanélicas ou metandlicas a 80%, de
tal modo que estas costumam ser empregadas com freqiiéncia. Na escolha de um
solvente, além dos fatores relacionados a eficiéncia do processo extrativo, devem-
se ainda ser considerados, a toxicidade e/ou riscos que sen manuseio representa, a
estabilidade das substéncias extraidas, a disponibilidade e o custo do solvente
(Prista, Alves e Morgado, 1981).

Os fatores relacionados aos métodos de extragdio dizem respeito
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agitacdo, temperatura ¢ ao tempo necessdrio para executd-los. Na escolha de um
método extrativo. Devem ser avaliadas a eficiéncia, a estabilidade das substéncias
extraidas, a disponibilidade dos meios ¢ o custo do processo escolhido,
considerando-se a finalidade do extrato que se quer preparar (Prista, Alves e
Morgado, 1981).

As extragbes podem ser realizadas de trés formas: a frio, a quente em
sistemas abertos € a quente em sistemas fechados. O sistema aberto a quente pode
ser realizado através da infusfio, que consiste na permanéncia por determinado
tempo do material vegetal em 4gua fervente, em um recipiente tampado;
turbolizaglio, onde a extragdo ocorre concomitantemente com a reducdio do
tamanho de particulas, resultado da aplicagio de elevadas forgas de cisalhamento;
decocgiio, que consiste em submeter o material vegetal em contato, durante certo
tempo, com um solvente (normalmente igua) em ebuligdo. O sistema a quente
fechado utiliza a extragiio sob refluxo, que submete o material vegetal & extragio
com um solvente em ebuliclio, em um aparelho dotado de um recipiente, onde serd
colocado o material e o solvente acoplado a um condenéador, de forma que o
solvente evaporado durante o processo seja recuperado e retorne ao conjunto;
utiliza-se também extragio em aparelho de Soxhlet, onde em cada ciclo da
operacio o material vegetal entra em contato com o solvente renovado, assim, o
processamento possibilita uma extragdo altamente eficiente, empregando uma
quantidade reduzida de solvente (Falkenberg, Santos e Simbes, 1999).

Segundo Matos (1997), deve-se dar preferéncia a extragdio a frio por
percolagdo (apesar do volume grande de solvente utilizado), diminui-se o risco de
reagbes provocadas pela agio combinada do calor, luz ¢ formacéio de outros
metabdlitos.
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4.2 Fenbis

Barbosa (1998), define fendis como compostos que possuem um ou mais
grupos OH ligados a um anel aromitico (benzeno). O composto mais simples que

dé nome a esta classe é o hidroxibenzeno ou fenol (Figura 27).

OH

Figura 27. Composto bésico dos fenéis, hidroxibenzeno. UFLA - Lavras,
2000.

Vérios derivados do fenol apresentam atividades anti-sépticas e
desinfetantes, sendo por isso, encontrados em diversos produtos comerciais, como
sabdes, desodorantes, desinfestantes, pastilhas, solugdes de gargarejo ¢ creme
para dores musculares. S&o também usados como antioxidantes para retardar a
rancificagéio em alimentos e cosméticos que contém 4cidos graxos insaturados e,
na gasolina, para prevenir a polimeragio. Sdo amplamente encontrados na
naturm.ho tetraidrocanabinol (THC, Figura 28), encontrado em todas as partes

da planta Cannabis sativa, causa euforia, aumenta o apetite acelera a pulsagdo.
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Figura 28. Molécula do fenol tetraidrocanabinol (THC) encontrado em
Cannabis sativa. UFLA - Lavras, 2000.

As coloragdes rosa, vermelha, azul e violeta de vérias flores, frutos e
vegetais ocorrem gracas 3 presenca de compostos conheéidos como antocianinas
(Figura 29). Estas sio substancias fenélicas pertencentes & classe dos flavonéides
(Barbosa, 1998).

Figura 29 Tipo de estruturas bisicas das antocianinas. UFLA —Lavras, 2000,
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4.2.1 Taninos

Segundo Simdes et al. (1999), os taninos (Figura 30) siio substéncias
fendlicas soliiveis em &gua, com alta massa molecular, que apresentam a

habilidade de formar complexos com alcaléides e proteinas.
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Figura 30 Exemplo de uma substéincia fenélica (tanino), UFLA — Lavras,
2000.

Tais compostos s&o importantes, pois s#io responséveis pela
adstringéncia de muitos frutos e alguns vegetais. Estes sdio classificados, segundo
sua estrutura quimica, em dois grupos: hidrolisdveis (Figura 31) e condensados

(Figura 32).



Figura 31. Elagitanino, um exemplo de taninos hidrolis.iiveis. UFLA - Lavras,
2000. |

Figura 32. Estrutura de um tanino condensado. UFLA - Lavras, 2000.
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Os taninos hidrolisdveis sdo caracterizados por um poliol, geralmente B —
D - glucose, cujas hidroxilas sdo esterificadas com o écido gélico, enquanto que
os condensados siio descritos como oligbmeros e polimeros formados pela
policondensagdo de duas ou mais unidades, flavan-3-ol e flavan-3,4diol. Essa
classe é denominada como proantocianidina devido ao fato de produzirem
pigmentos avermelhados da classe das natocianidinas, tais como cianidina e
delfinidina, ap6s degradagio com écido mineral diluido a quente. Taninos
condensados e hidroliséveis se distribuem no reino vegetal, seguindo padrdes
significativamente  diferentes. Enquanto as proantocianidinas  ocorrem
amplamente em gimnospermas € angiospermas, os taninos hidroliséveis estdo
quase restritos as Choripetalae das dicotiledoneas herbéceas e ndo foram
encontrados nas Sympetalae. Estes comentam que os taninos condensados, em
geral, estio amplamente distribuidos em plantas lenhosas e que os hidrolisdveis
ocorrem em dicotiledoneas.

Plantas ricas em taninos sdo empregadas, na medicina tradicional, no
tratamento de diversas moléstias orgénicas, tais como diarréias, hipertensio
arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais
(azia, niusea, gastrite e dlcera gdstrica), problemas renais e processos

inflamatdrios em geral (Haslam, 1996).

4.3 Oleos essenciais

Substincias que sdo responséveis pelos aromas, sendo de origem natural
ou sintética, sio conhecidos como esséncia, Sleo essencial ou etéreo. Além da
utilizagdo industrial na produgdio de perfumes e cosméticos, os Sleos essenciais
tém sido utilizados para virios fins, tais como o uso farmacolégico e no combate

a fungos e bactérias (Cardoso et al., 2000).
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Simdes et al. (1999), baseando-se na ISO (International Standard
Organization) define dleos voldteis como os produtos obtidos de partes de plantas,
através de destilag@o por arraste com vapor de 4gua. Como caracteristicas fisico-
quimicas, eles sdo geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, mas sua principal caracteristica é a volatilidade. Apresentam aroma
agraddvel e intenso, sdo soliveis em solventes orginicos apolares o como éter.
Quando sfio recentemente extraidos, se apresentam incolores ou ligeiramente
amarelados, néio sdo muito estdveis, principalmente na presenga de ar, luz, calor,
umidade e metais. A maioria possui indice de refragdo e sdo opticamente ativas
(propriedades que auxiliam a identificagfio destes). Apesar de serem insoliveis em
agua, conseguem conferir odor & mesma, constituindo os hidrolatos e tonando-se
uma fonte importante de aromatizantes em perfumaria e especiarias. Apresentam
também propriedades farmacolégicas, como anti-sépticas, antiinflamatérias,
antimicrobianas e outras, sendo largamente utilizadas na medicina popular. '

Cardoso et al., (2000), comentam que as plantas apresentam diversas vias
metabdlicas secunddrias que levam & formagfio destes compostos, cuja
distribuigdo € restrita a algumas familias, géneros ou mesmo espécies. O conjunto
de compostos secunddrios nas plantas ¢ resultado do balango entre a formagéo e
eliminagiio desses compostos durante o crescimento da planta, sendo que esse
equilibrio ¢ influenciado por fatores genéticos (que sdo fixos) e ambientais como
luz, temperatura, tipo de solo, dgua, além de outros, que sdo varidveis. Esses
compostos possuem importantes fungGes nos vegetais, ja que sdo constituidos de
substdncias que agem na preservagio da integridade das plantas. A estrutura
quimica dos dleos essenciais é composta por elementos bisicos como o carbono,
oxigénio e hidrogénio, sendo sua classificagdo quimica dificil visto serem
formados por uma mistura de diversas moléculas orginicas como:

hidrocarbonetos, dlcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fen6is e outras. A grande
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maioria, no entanto s#o constituidas de derivados fenilpropanéides ou de
terpendides, preponderando os Gltimos. Os terpendides constituem uma grande
variedade de substincias vegetais, sendo esse termo empregado para designar
todas as substincias cuja origem biossintética deriva de unidades de isopreno. Os
compostos terpénicos mais freqilentes nos leos voléteis s&o os monoterpenos € 0s
sesquiterpenos .

O papel dos Sleos essenciais encontrados nas plantas estd relacionado
com a sua volatilidade, pois, por meio dessa caracteristica, eles agem como sinais
de comunicagiio quimica com o reino vegetal ¢ como arma de defesa contra o
reino animal. Assim, considera-se a existéncia de fungdes ecologicas,
especialmente como inibidores da germinag#io, na proteciio contra predadores, na
atragio de polinizadores, na protegdo contra perda de igua ¢ no aumento de
temperatura.(Craveiro ¢ Machado, 1986).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencio dos extratos brutos

Para a realizag@io dos experimentos, coletou-se o ‘material vegetal (folhas)
na mata ciliar do Rio Grande, nas proximidades da cidade de Lavras, na manhd
do dia 24 de setembro de 1999, s 10:45 horas, sendo colocado rapidamente em
uma estufa ventilada a 30 °C, obtendo-se a matéria seca apés 7 dias. Apés, o
material vegetal foi triturado e pesado. Posteriormente, re:alizou-se a extragiio.

Como solventes para a obtengiio dos extratos lbrutos da planta foram
utilizados: hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol. A amostra foi
macerada a frio com hexano e protegida da luz por 8 dias. Apés esse tempo, esta
foi filtrada em funil de Bilchner, obtendo-se a torta que foi & estufa ventilada por
24 horas para completar a evaporagéo do solvente. O filtrado foi submetido ao
evaporador rotatério, modelo Biichi R-14, sob pressdo reduzida. O extrato bruto
obtido ainda permaneceu em estufa 4 temperatura de 40 + 2 °C, para completar a
evaporagdo do solvente. A torta, ap6s 24 horas na estufa ventilada a 40 + 2 °C,
foi submetida 4 extragfio com o cloroférmio, através da mesma metodologia
acima descrita. Esse processo foi repetido com os solventes acetato de etila,

etanol e metanol (Figura 33).
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Figura 33. Esquema de obtenciio dos extratos brutos de salix. UFLA, Lavras
- MG’ 20000
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5.2 Prospecgiio de fenéis

Apbs a obtengiio dos extratos brutos de salix, realizaram-se os ensaios
para prospecgiio dos fen6is em um tubo de ensaio limpo. Colocaram-se 30 mg do
extrato bruto obtido em cada solvente e adicionaram-se 2 mL de cloroférmio
anidro. Agitou-se e colocou-se 2 gotas da solugdio cloreto férrico a 1% em
cloroféormio. Esperou-se 2 minutos, adicionando em seguida trés gostas de
piridina. Através das caracteristicas colorimétricas, foi observado o resultado da
prospecgdo. A soluglio de cloroférmio foi preparada, junlando-se 1g dos cristais
negros de cloreto férrico anidro, a 100 ml de cloroférmio anidro em frasco de 150
ml. A mistura foi agitada durante 1 hora e deixada em repouso por 15 minutos.
Decantou-se a solugdo amarelo-pilida em um frasco. Os resultados foram
analisados de acordo com um padrio colorimétrico, partindo da testemunha.
Segundo Shriner, (1983), os testes sfio positivos quando se observa a format;:'io‘
das cores azul, violeta, pirpura, verde ou vennelho-acasfanhado, sendo que cada

coloragdo indica um tipo de fenol presente na solug#io.
5.3 Obtengiio do 6leo essencial

Para a extragdo do Oleo essencial foram coletadas folhas do salix nas
proximidades do Rio Grande, no municipio de Lavras — MG e levadas para o
Laboratério de Quimica Orgénica do Departamento de Qufmica da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). Pesou-se 87,403g de folhas frescas, e através da

técnica de arraste de vapor de 4gua, extraiu-se o 6leo essencial (Figura 34).
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A - baldo de boca larga com fonte de aquecimento para ferver dgua e gerar
vapor;

B - baldo de fundo redondo com trés bocas. Neste foram colocadas as folhas
verdes;

C - Conector, pelo qual o vapor gerado em a chega a b;

D - Juntas conectantes macho, fémea;

E - Condensador;

F - Recipiente para receber o hidrolato;

G - Cuba com gelo;

H - Manta aquecedora;

I - Termostato;

J - Elevador;

K - Suporte para garras;

L - Garras.

Figura 34 Representagio esquemdtica do equipamento adaptado para
extracio de Gleo essencial pelo sistema de arraste a vapor -
Laboratério de Quimica Orgénica — Departamento de Quimica —
UFLA, 2000.
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Este processo durou 1,5 horas, obtendo-se 1,5 litros de hidrolato. Este foi
particionado com diclorometano (CH,CL), separando-se a fase aquosa da
orginica. As fragdes orginicas foram reunidas, adicionou-se sulfato de magnésio
anidro, para retirar qualquer excesso de dgua. Filtrou-se, levando o filtrado para
evaporacgio no evaporador rotatério, obtendo-se o 6leo puro.

O 6leo obtido foi submetido a uma andlise espectrométrica, utilizando-se
para a leitura espectrométrica, um aparelho de infravermelho. Ao se obter a
leitura no infravermelho, fez-se 4 interpretagio deste pelas caracteristicas das

bandas encontradas nos diversos pontos de absorg#io.
6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com a obtengdo dos extratos brutos de Salyx humboldtiana Willd., pode-
se dar continuidade aos estudos fitoquimicos da espécie. Os dados da Tabela 4
mostram o rendimento obtido em cada solvente utilizado como extrator; sendo
observado que o solvente que proporcionou maior rendimento foi o cloroférmio
(3,26%), seguido pelo extrato obtido com acetato de etilg (2,36%); o hexanoe o

metanol proporcionaram um rendimento menor (0,94 ¢ 0.85% respectivamente).
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Tabela 4 Rendimento do extrato obtido utilizando hexamo, cloroférmio,
acetato de etila e metanol como extratores.

Solvente Extrato Peso(g) Rendimento (%)
Hexano 5,488 0,94
Cloroférmio 17,735 3,26
Acetato de etila 11,026 2,36
Metanol 3,943 0,85
Total 38,192 7,41

Segundo Falkenberg, Santos e Simdes (1999), se for observada a
caracteristica de polaridade de cada solvente, pode-se inferir o tipo de substiincias
que tenham sido extraidas. Com a polaridade crescente dos solventes, tem-se
fragdo de compostos de polaridades também crescente. Na extraciio com hexano,,
tem-se preferencialmente a obtengio de substancias como iipideos, ceras,
pigmentos, furanocumarinas; quando se utiliza o cloroférmio, encontram-se
preferencialmente bases livres de alcaléides, antraquinonas livres, 6leos volateis.
As substincias mais facilmente encontradas em acetato de etila sio os flavondides
e as cumarinas simples; e em metanol, encontram-se as cumarinas simples ¢
taninos.

Em todos os extratos testados, constatou-se a presenga de fenbis, havendo
uma reag@o que resultou em uma solugdio de coloragéio verde escuro. Estes foram
caracterizados como sendo taninos flobafénicos (taninos condensados ou
catéquicos), pois segundo Matos (1997), as reagdes de fenéis com cloreto férrico
e piridina que resultam em coloragiio verde sdio sinais da presenga destes

compostos.



Obteve-se, apos a extragdo do dleo essencial de salix, um rendimento de
0.1%, através do espectro de infravermelho, representado pela Figura 35, pode-se
observar a presenga de um OH alcodlico presente na regidio 3300 — 3600 cm™.
Entre 2962 a 2852 cm™, observam-se sinais fortes caracteristicos de grupos

metilas (-CH3), metilénos (-CH_) e metinicos (~CH) sobrepostos.
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Figura 35 Espectro de infravermelho do éleo essencial de Salix. UFLA,
Lavras — MG, 2000.
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O sinal em 1683 cm’ é caracteristico de duplas ligagSes (C=C) ¢ a
presenga de harménicos (2000 a 1800 cm™) € um sinal forte a 798 cm’!
caracterizam anéis arométicos presente nos taninos, os quais foram confirmados
pelo resultado da prospecgdio de fenbis. As deformagdes axiais de C-O em dlcoois
e fenbis produzem uma banda forte que pode ser observada no intervalo 1261 a
1018 cm'. Segundo Siverstein, Bassler ¢ Morril (1994), este tipo de sinal aparece
quando o élcool é tercidrio ou secundirio o - B insaturado e ramificado,
inferindo-se mais uma vez a presenga de taninos substituidos.

O éleo volatil de salix, caracterizado através do Infra Vermelho, revela
uma forte presenga de fendis, que segundo Barbosa (1998), apresentam atividades
anti-sépticas e desinfetantes, sendo recomendado o seu estudo na fabricagéio de
diversos produtos como sabdes, desinfestantes, pastilhas, solucdes de gargarejo €
creme para dores musculares.

O Salix demonstrou possuir no Sleo essencial extraido de suas folhas
taninos substituidos que podem ser empregados na medicina tradicional como
remédios para o tratamento de diversas moléstias orginicas, tais como diarréias,
hipertenséio arterial, reumatismo, hemorragias, feridas, queimaduras, problemas
estomacais (azia, niusea, gastrite e tulcera géstrica), problemas renais e do

sistema urindrio e processos inflamatérios em geral (Haslam, 1996).
7 CONCLUSOES

Foram obtidos para o Salyx humboldtiana Willd, os extratos brutos para
utilizagio nos estudos fitoquimicos posteriores. O solvente que proporcionou um
maior rendimento de extrato foi o cloroférmio. Péde-se inferir, através da
polaridade dos solventes utilizados, quais os grupos de substdncias que

preferencialmente foram extraidos em cada solvente utilizado. A prospecgiio
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realizada com o cloreto férrico e a piridina para o salix constatou-se a presenca
de fendis nos extratos obtidos das folhas, utilizando-se os solventes hexano,
cloroférmio, acetato de etila ¢ metanol.

Observando-se a cor verde escuro como resultante das reagdes, os fenbis
contidos nos extratos foram caracterizados como sendo taninos flobafénicos.

Através do sistema de arraste a vapor de agua foi possivel obter 6leo
essencial de salix. Pode-se constatar que o 6leo essencial encontrado nas folhas de
salix possui em sua constituicio fendis caracterizados como taninos substitutivos.

E recomendado que se utilize o 6leo essencial de salix para estudos em
farmacologia e no combate a fungos e bactérias ﬁtopat(;)génicas, por conter em

sua férmula taninos condensados.
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