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RESUMO

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Induciio e analises bioquimicas de calos e
aspectos da anatomia foliar de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) .
2003. 86p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)- Universidade
Federal de Lavras, Lavras.”

A copaiba € uma arvore amazdnica de grande potencial econdmico em razdo de
seus principios medicinais, mas apresenta dificuldades de propagagdo devido a
presenca de dorméncia tegumentar nas sementes. Objetivou-se neste trabalho
promover a germinagdo in vitro de sementes, induzir a analisar bioquimicamente
calos formados em segmentos foliares através da quantificacdo dos teores de
proteina total, aminodcidos, aclcares soliveis totais e acicares redutores e
estudar aspectos da anatomia foliar de plantas de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.) cultivadas in vitro, em sala de crescimento e no campo. Foi observado
maior germinagdo em sementes escarificadas inoculadas in vitro em meio MS na
auséncia de sacarose e presenca de 2,0 mg L™ de GAs. No estudo anatdmico
verificou-se diferenca nas estruturas foliares das plantas cultivadas em relagao
aos ambientes de cultivo. Os parénquimas palicadico e esponjoso apresentaram-
se mais espessos em plantas cultivadas no campo, seguido pelo cultivo in vitro.
Maiores brotagdes sdo obtidas inoculando-se segmentos nodais em meio MS
suplementado com 0,86 mg L' de BAP. Maior formacio de calos a partir de
explantes foliares € obtido utilizando 1,0 mg L' de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D.
A curva de crescimento de calos apresentou padrdo sigméide com as cinco fases
de crescimento. O crescimento médximo de calos ocorreu no 154° dia de
inoculacdo. Os maiores teores de proteina total e aminodcidos foram observados
até o 56° dia de inoculagdo, periodo coincidente com a fase lag de crescimento.
Os maiores teores de agtcares soliveis totais foram observados no 84° dia de
cultivo, correspondendo as fases lag e exponencial. Para agicares redutores, o
dia de inoculagdo apresentou-se com 0s maiores teores.

"Comité Orientador: Renato Paiva (Orientador) - UFLA, Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-orientadora) — UFLA, Moacir Pasqual (Co-orientador) —
UFLA.
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ABSTRACT

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Induction and biochemical analysis of callus
and aspects of leaf anatomy of copaiba (Copaifera langsdorffii Desf). 2003.
86p. Dissertation (Masters in Agronomy / Crop Science)— Federal University of
Lavras, Lavras.

The copaiba is an Amazon tree of economical potential due to its medicinal
properties. However, it presents propagation difficulties due to presence of seed
coat dormancy. The objective of this work was to promote in vitro seed
germination, to induce and biochemically analyze callus formed from leaf
segments through the quantification of total proteins, amino acids, soluble and
reducing sugars and to study some aspects of leaf anatomy of Copaifera
langsdorffii Dest. plants cultivated in vitro, in a growth room and in the field. It
was observed higher germination of scarified seeds inoculated in vitro in MS
medium in the absence of sucrose and presence of 2.0 mg L™' GAs. The anatomy
studies indicated differences in the leaf structures according to the cultivation
environment. The palisade as well as the spongy parenchyma was ticker in
plants cultivated in the field followed by the in vitro condition. Higher shoots
are obtained inoculating nodal segments in MS supplemented with 0.86 mg L
BAP. Higher callus formation from leaf explants was obtained using 1.0 mg L
BAP + 2.0 mg L' 2,4-D. The callus growth curve presented a sigmoid shape
with five growth phases. Maximum callus growth occurred 154 days after
explants inoculation. Higher levels of total proteins and amino acids were
observed 56 days after inoculation, period which coincided with the lag growth
phase. Higher levels of soluble sugars were observed 84 days after inoculation
corresponding to the lag and exponential phases. For reducing sugars, higher
levels were observed at the inoculation day.

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



CAPITULO 1

INDUCAO E ANALISES BIOQUIMICAS DE CALOS E
ASPECTOS DA ANATOMIA FOLIAR DE COPAIBA
(Copaifera langsdorffii Desf.)

1 INTRODUCAO GERAL

Atualmente, o interesse em pesquisas cientificas relacionadas a métodos
de propagacdo, identificacdo de compostos quimicos e aplicacdes terapéuticas
das plantas medicinais tem se intensificado. Assim sendo, a realizacdo de
estudos em plantas que empiricamente sdo utilizadas na medicina popular torna-
se imprescindivel para selecionar as espécies que detenham propriedades
medicinais.

Uma espécie de grande potencial econdmico, em razdo principalmente
do uso medicinal, é a copaiba (Copaifera langsdorffii), de cujo tronco € extraido
um O6leo-resina muito utilizado na medicina popular para a cura de diversas
enfermidades, atuando como antiinflamatério, diurético, estimulante, laxativo e
cicatrizante (Maciel et al., 2002).

A copaiba (Copaifera langsdorffii) é uma espécie arbdérea de grande
porte, podendo atingir até 35 metros de altura. O género Copaifera estd
amplamente distribuido na América do Sul, mas é na regido amazoénica que ha
maior ocorréncia da espécie, principalmente em matas de terra firme (Sebrae,

1998). Sua propagacdo € realizada por sementes, as quais apresentam dorméncia



causada pelo tegumento (Machado et al., 1992). A germinacdo sem escarificacio
ocorre de maneira desuniforme e se estende até 70 dias (Almeida et al., 1998).
Baseado nesse contexto, e a partir da caréncia de estudos sobre métodos
alternativos de cultivo de copaiba, tem-se a cultura de tecidos, por exemplo, que
pode ser utilizada como processo alternativo de propagagdo, possibilitando a

obtencdo de um grande niimero de mudas em curto espaco de tempo.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricao botanica da espécie

A copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.), também conhecida como
balsamo, 6leo de copaiba, pau d’6leo e copaiba, é uma espécie arbdrea de
grande porte podendo alcancar até 35 metros de altura. Apresenta ampla
distribuicdo geogréfica na América do Sul, principalmente na Argentina, Bolivia
e Brasil. Sua distribuicdo no Brasil é relatada principalmente nos estados do
Ceard, Distrito Federal, Goids, Mato Grosso, Minas Gerais, Parand, Sdo Paulo e
Tocantins (Almeida et al., 1998), além da Amazdnia Ocidental (Amazonas, Acre
e Rondodnia) (Sebrae, 1998).

E uma espécie com grande plasticidade ecoldgica (capacidade de
adaptacdo a diferentes ambientes), sendo encontrada nas seguintes regides
fitoecoldgicas do Brasil: cerrado, caatinga/mata seca, campos gerais/rupestres,

s 1 . . 2 . . 3
floresta ombrofila densa', floresta ombrofila mista”, floresta semidecinal’, entre

outras (Carvalho, 1994).

! Vegetacdo da Amazdnia, que se caracteriza por elevada temperatura e alta precipitagio
durante todo o ano;

? Vegetagio do planalto meridional, com predominéncia de drvores de Araucdria;

3 Vegetagdo que perde parte da folhas em determinada época do ano.



O género Copaifera pertence a familia Leguminosae-Caesalpinoideae,
sendo caracterizado principalmente por drvores composta de folhas alternas com
2 a 6 pares de foliolos, com inflorescéncia branca, as vezes ligeiramente rosadas,
e sem pétalas. Seus frutos sdo legumes deiscentes com 3,5 a 4,0 cm, ovdides,
com um a Unica semente, negra, oval, e cobertas com um arilo amarelo (Almeida
et al., 1998).

A figura 1 ilustra um exemplar de copaiba, com detalhes de sua

inflorescéncia, fruto, sementes, tronco e tipo de madeira.

FIGURA 1. Aspecto geral da copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.) e seus
principais 6rgdos vegetativos (Lorenzi, 1992). UFLA, Lavras - MG,
2003.



O florescimento ocorre durante os meses de dezembro a marco. Os
frutos amadurecem entre agosto e setembro, com a planta quase desprovida de
folhagem (Lorenzi, 1992). A espécie tem como provaveis polinizadores as

abelhas.

2.2 Usos da espécie e formas de extracao do éleo de copaiba

Dentre as vdérias utilidades da copaiba destaca-se seu uso madeireiro,
medicinal, cosmético e industrial (Nelson, 1987; Carvalho, 1994). Sua utiliza¢do
madeireira ocorre em funcio de caracteristicas como superficie lisa e lustrosa,
textura média e uniforme, durdvel e de alta resisténcia a ataque de xil6fagos, e
apresenta baixa permeabilidade, sendo, por isso, largamente utilizada na
construgdo civil e naval (Carvalho, 1994).

Porém, atualmente seu uso estd mais voltado para a drea medicinal, com
a utilizacdo do dleo-resina contra enfermidades como hemoptises (problemas
pulmonares), sinusite, como antiinflamatdrio, anti-séptico, anti-reumético, para
tratamento de asma e laxante (Almeida et al., 1998).

O 6leo de copaiba se encontra dentro de canais secretores, na regiao do
caule, e se prolonga até o lenho, onde existe em grande abundancia, formando
bolsas (Sebrae, 1998).

A forma de extragdo tradicional do 6leo é com a derrubada da arvore,
mas atualmente a extracdo racional vem sendo bastante difundida, a qual
consiste em perfurar o tronco da drvore com um trado e colocar um cano no
orificio, por onde o 6leo € expelido e coletado em galdes. Terminada a coleta, é
feita a vedacdo do orificio, para evitar a entrada de insetos e patdgenos
transmissores de doencas (Alencar, 1982).

Em testes de producdo, foi verificada a maxima producdo de 3,5 litros de
6leo por planta, porém este volume varia conforme a espécie, o tipo de solo, a

disponibilidade de dgua, a época do ano e a heranca genética (Sebrae, 1998).



2.3 Germinacao de sementes

Segundo Labouriau (1983) a germinacio ¢ um fendmeno biolégico que
pode ser considerado botanicamente como a retomada do crescimento do
embrido, com conseqiiente rompimento do tegumento pela radicula. Do ponto de
vista fisiol6gico, germinar € simplesmente sair do repouso e entrar em atividade
metabdlica (Borges & Rena, 1993).

Para que ocorra a germinagdo em sementes vidveis € necessdrio que os
fatores externos como disponibilidade de dgua; oxigénio e luz sejam favoraveis.
Porém, quando estes fatores se encontram presentes e ndo ocorre a germinagio,
as sementes sdo denominadas “dormentes”.

A dorméncia apresentada pela maioria das espécies vegetais tem como
causas mais comuns a imaturidade fisiolégica do embrido, a impermeabilidade
do tegumento e a presenca de inibidores (Raven et al., 2001).

A dorméncia por impermeabilidade a dgua ocorre principalmente em
sementes da familia Leguminosae. Popinigis (1985) afirma que a
impermeabilidade do tegumento a dgua, caracteristica comum em espécies da
familia Leguminosae, é¢ devida a camada de células palicadicas.

A dorméncia de sementes pela presenca de inibidores também pode
dificultar a propagacdo das espécies. Em copaiba, o principal processo de
propagacdo ¢é através de sementes, as quais apresentam dorméncia ocasional
causada pela deposicdo do inibidor cumarina no tegumento da semente.

Na tentativa de quebrar essa dorméncia, Machado et al. (1992) relatam
que a escarificacdo das sementes com lixa promoveu 90% de germinacio,
inclusive com redu¢do no nimero de dias para a germinacdo. Taxas inferiores
foram obtidas por Borges et al. (1982) usando a estratificagdo por 15 dias ou

manutencdo em agua, com 57% e 76% de germinagdo, respectivamente.



2.4 Cultura in vitro

Uma das alternativas mais recentes para a propagacdo de plantas é a
cultura de tecidos, sendo sua utilizacdo de grande importincia em espécies
ameacadas de extingdo, principalmente em plantas que s@o de dificil propagacao
pelos métodos convencionais.

A cultura de tecidos consiste num processo, por meio do qual fragmentos
de tecido vivo (explante) sdo isolados de uma planta e cultivados assepticamente
in vitro em um meio nutritivo previamente definido (Mantell et al., 1994).
Dentre suas vantagens em relacdo a propagacdo convencional estdo a obtencao
de um grande nimero de plantas sadias e geneticamente uniformes, a utilizagao
de menor espago fisico e a reducdo do tempo para a producdo das mudas
(Grattapaglia & Machado, 1998).

As espécies lenhosas sdo mais dificeis de se propagar in vitro em
comparacdo com as espécies herbaceas. Segundo Pierik (1987), isto é devido
principalmente ao fato de as plantas lenhosas apresentarem, de modo geral,
maior variabilidade genética, menor capacidade regenerativa dos tecidos,
dorméncia das gemas, maior concentragdo de fendis, além da dificuldade de
manutencdo de algumas plantas matrizes em casa-de-vegetagao.

Para algumas espécies lenhosas, a propagacio in vitro tem sido realizada
com sucesso, entre elas a erva-baleira (Cordia verbendcea) (Lameira, 1997), a
sucupira-branca (Pterodon pubescens) (Coelho, 1999), a Annona glabra
(Deccetti, 2000), o pessegueiro (Prunus sp.) (Silveira et al., 2001), o cafeeiro
(Coffea arabica e Coffea canephora) (Santos, 2001), o acgaizeiro (Euterpe
oleracea) (Ledo et al., 2001), a amoreira preta (Rubus idaeus) (Erig et al., 2002)
e jaborandi (Pilocarpus microphyllus) (Saba, et al., 2002).



2.4.1 Germinacao in vitro

Através da técnica de cultura de tecido, uma semente, ou mesmo um
tecido vegetal, é inoculado em um meio de cultura contendo elementos capazes
de permitir o crescimento e o desenvolvimento de uma plantula in vitro, como
sais organicos, agicares, aminodcidos e reguladores de crescimento.

O crescimento celular e a morfogénese in vitro podem ser influenciados
pelas propriedades osméticas do meio de cultura, sendo os agucares os principais
componentes reguladores (George, 1993).

A sacarose € o principal carboidrato utilizado nos meios nutritivos e estd
relacionada a regulacdo osmética. A redugdo, inibi¢do ou favorecimento da
germinacao e/ou crescimento in vitro de espécies lenhosas a partir de solugdes
de diferentes concentragdes de sacarose foi observada para algumas espécies,
como moreira (Maclura tinctoria) (Gomes, 1999), mangabeira (Pinheiro et al.,
2001) e morangueiro (Calvete et al., 2002).

Para a germinag¢do podemos destacar ainda o uso das giberelinas, sendo
que para algumas espécies, as giberelinas aceleram a germinacdo e a
emergéncia, enquanto para outras, indicam pequena resposta ou nenhum efeito.
Carvalho (1997) e Deccetti (2000) observaram que o 4cido giberélico nao
contribuiu para acelerar a germinagdo in vitro de sementes de cafeeiro e Annona

glabra, respectivamente.

2.4.2 Inducao de brotacoes

Na micropropagacdo de plantas, o método mais desejdvel é a
organogénese ou cauligénese adventicia (diferenciacdo de brotos adventicios),
pois proporciona a obten¢do rdpida de um grande ndmero de propdgulos.

Nas diversas fases da micropropagacdo, o meio de cultura utilizado deve

proporcionar a planta os nutrientes necessirios ao metabolismo das células e os



fatores de crescimento, responsdveis pela diferenciacdo de brotacdes e raizes
(Schuch & Peters, 1993).

O meio de cultura mais utilizado em cultura de tecidos tem sido o MS
(Murashige & Skoog, 1962), porém, Lloyd & McCown (1980) desenvolveram
um meio de cultura para brotagdes de plantas lenhosas denominado WPM
(Woody Plant Medium), que atualmente vem sendo bastante utilizado.

Um outro fator determinante no crescimento e diferenciacdo de 6rgaos é
o regulador de crescimento, sendo que, em geral, uma elevada relagdo
citocinina/auxina promove a formacdo de brotos, ao passo que uma elevada
relacdo auxina/citocinina favorece a diferenciacdo de raizes (Grattapaglia &
Machado, 1998).

Para a multiplicacdo da parte aérea e inducdo de gemas adventicias em
cultura de tecidos, o regulador de crescimento mais utilizado € a citocinina BAP
(Benzilaminopurina) (Pasqual et al., 2001). A utilizacio do BAP na
multiplicacdo de brotacdes € relatada através de trabalhos para espécie como
pau-santo (Kielmeyera coriacea), para a qual onde altas taxas de multiplicagdes
de brotagdes foram possiveis com o uso de 0,5 mg L' de BAP (Pinto et al.,
1994).

Em plantas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), Pereira et al.
(1995) observaram maiores nuimeros de brotacdes em meio de cultura
suplementado com 3,0 mg L™ de BAP. Resultados semelhantes foram obtidos
em sucupira branca (Pterodon pubescens) por Coelho (1999). E ainda, para a
proliferacdo de brotos de jojoba (Simmondsia chinensis), a utilizagdo de
concentragdes variando de 1,0 a 8,0 mg L' de BAP proporcionaram maiores

ndimeros de brotos por explante inicial (Roussos et al., 1999).



2.4.2 Cultura de calos

Os calos s@o tecidos constituidos por uma massa de células com um
baixo nivel de organizacdo, que se multiplicam desordenadamente, em resposta
as injurias quimicas ou fisicas e que possuem a capacidade de se diferenciar em
tecido ou 6rgdos (Torres & Caldas, 1990).

Para a indugao de calos, pode-se utilizar qualquer parte da planta, porém
tecidos e 6rgdos contendo células ndo diferenciadas, como as que ocorrem em
dpices caulinares, gemas axilares e em regides meristemdticas, sdo mais
adequadas (Handro & Floh, 1990).

A calogénese € diretamente influenciada por fatores como o tamanho do
explante, a composi¢do do meio de cultura, os reguladores de crescimento € a
idade da planta mde, sendo a freqiiéncia de sobrevivéncia e a velocidade de
desenvolvimento dos calos diretamente relacionadas com o seu tamanho inicial
(Murashige, 1974).

Segundo Pierik (1987), a formacdo de calos pode ser promovida por
concentracdes semelhantes de auxinas e citocininas, podendo variar em fungdo
do balanco hormonal de cada espécie.

Em relagdo a formagdo e ao desenvolvimento dos calos, é relatada a
divisdo em trés estdgios, inducdo, divisdo e diferenciacdo, que sdo verificados
através da curva de crescimento de calos, a qual geralmente pode apresentar até
cinco fases: lag, exponencial, linear, desaceleracio e estaciondria (George,
1993).

A determinagdo sobre quando o calo deve ser transferido para um meio
de cultura novo e a sua utilizagdo em suspensdo celular visando a producdo de
metabdlitos secundarios, sdo verificadas através do estudo cinético do
crescimento do calo (Bonilla, 2002). Estudos neste sentido foram realizados
através do estabelecimento da curva de crescimento de calos em espécies como

erva-baleira (Lameira, 1997), lechieira (Litchi chinensis) (Mesquita, 1999),



castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa) (Serra et al., 2000), cafeeiro (Santos,
2001) e cha-de-bugre (Rudgea virbunoides) (Bonilla, 2002).

Associado a curva de crescimento faz-se a realizagdo de estudos
bioquimicos que caracterizam as mudangas que ocorrem nas diferentes fases do
crescimento do calo. Nesses estudos sdo analisados os teores de proteinas,

aminodcidos, agucares soldveis totais e acuicares redutores presentes nos calos.

2.5 Aspectos anatomicos

Em estudos histolégicos de 6rgdos vegetativos de plantas propagadas in
vitro, foi verificado que os mesmos apresentavam tecidos e estruturas pouco
diferenciados se comparados com plantas cultivadas em casa-de-vegetacdo
(Fabbri et al., 1986; Fidelis, 1998; Santos, 2001; Friguas, 2003); e que
modificagdes ocorridas nas folhas sdo as mais significativas, pois afetam
principalmente a fotossintese e as trocas gasosas, quando estas passarem para
fase de aclimatizagdo (Deberg & Maene, 1984).

Modificacdes anatdmicas resultantes do cultivo in vitro dificultam
sobremaneira o estabelecimento ex vitro das espécies. Segundo Patton & Jones
(1989), essas modificacdes sdo fatores importantes na determinagdo das
respostas fisioldgicas das plantas.

Fabbri et al. (1986) verificaram apenas uma camada de células
palicadicas nas folhas de brotacdes de morangueiro micropropagadas, ao invés
de duas ou trés comumente encontradas, e maiores espacos intercelulares no
mesofilo quando comparadas com folhas de plantas desenvolvidas em casa-de-
vegetacdo. O mesmo foi observado para cafeeiro(Coffea arabica e Coffea

canephora) (Santos, 2001) e figueira (Ficus carica) (Fraguas, 2003).
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CAPITULO 11

GERMINACAO IN VITRO DE SEMENTES E ALGUNS
ASPECTOS DA ANATOMIA FOLIAR DE PLANTAS DE
COPAIBA EM DIFERENTES AMBIENTES

1 RESUMO

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Germinacdo in vitro de sementes e alguns
aspectos da anatomia foliar de plantas de copaiba em diferentes ambientes. In:

. Induco e analises bioquimicas de calos e aspectos da anatomia
foliar de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf). 2003. Cap. 2, p.16-41.

Dissertagcdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)= Universidade Federal de
Lavras, Lavras.”

O estabelecimento in vitro de sementes de copaiba através de cultura de tecidos
¢ uma alternativa para a producdo em larga escala de mudas. O objetivo deste
trabalho foi promover a germinagdo in vitro de sementes e caracterizar alguns
aspectos da anatomia foliar de plantas de copaiba cultivadas in vitro, em sala de
crescimento e no campo. Sementes escarificadas foram inoculadas em meio MS
contendo diferentes concentragdes de sacarose, na presenga e auséncia de GA;.
A escarificacdo das sementes promoveu maior percentual de germinagdo in
vitro. O aumento na concentracdo de sacarose no meio de cultura reduziu a
percentagem de germinacgdo in vitro, sendo maior na auséncia de sacarose. O uso
de GA; no meio de cultura ndo influenciou a germinagdo. As estruturas foliares
desenvolvidas em plantas cultivadas in vitro, em sala de crescimento e no campo
apresentaram organizacOes anatomicas diferentes. Os parénquimas pali¢ddico e
esponjoso apresentaram-se mais espessos em plantas cultivadas no campo,
seguidas do cultivo in vitro. Foi observada a presenca de canais secretores nas
folhas de plantas cultivadas nos trés ambientes analisados.

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

AZEVEDO, Kelceane de Souza. In vitro seed germination and some aspects of
leaf anatomy of copaiba plants cultivated in different environments. In:

Induction and biochemical analysis of callus and aspects of leaf anatomy of
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf). 2003. Cap. 2, p.16-41. Dissertation

(Master in Agronomy/Crop Science)— Federal University of Lavras, Lavras.”

The in vitro establishment of copaiba seeds through tissue culture is an
alternative for the production of plantlets in large scale. The objective of this
work was to promote in vitro seed germination and to study some aspects of leaf
anatomy of Copaifera langsdorffii Desf. plants cultivated in vitro, in a growth
room and in the field. Scarified seeds inoculated in MS supplemented with
different concentrations of sucrose in the absence and presence of GAj;. The
scarification of seeds promoted higher in vitro germination. The increase in
sucrose concentration reduced in vitro germination with higher percentage being
observed in its absence. The use of GA; had no influence on in vitro
germination. The anatomy studies indicated differences in the leaf structures
according to the plant cultivation environment. The palisade as well as the
spongy parenchyma was ticker in plants cultivated in the field followed by the in
vitro condition. It was observed the presence of secretory channels in the plants
cultivated in all analyzed environments.

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

Devido a copaiba apresentar grande valor econdmico, medicinal e
madeireiro, a copaiba encontra-se atualmente na lista das espécies ameacadas de
extingdo, principalmente pela sua utilizacdo madeireira, a explora¢do de forma
predatdria ameaca a sobrevivéncia da espécie. Uma das principais barreiras para
a implantacdo e conservacdo dos recursos genéticos de copaiba € a inexisténcia
do dominio de seu cultivo e de estudos sobre as condi¢des de armazenamento de
suas sementes.

Considerando os problemas existentes na propagacdo da copaiba, a
cultura de tecido surge como uma importante ferramenta de propagacao, a qual
vem sendo utilizada com sucesso em vdrias espécies. Através da germinagdo in
vitro, algumas condi¢des, como de disponibilidade de &dgua, temperatura,
luminosidade e concentracdes de reguladores de crescimento, podem ser
fornecidas as sementes de maneira adequada, visando aumentar a porcentagem

de germinagdo.

4 REFERENCIAL TEORICO

A ocorréncia de dorméncia em espécies florestais tem dificultado sua
propagacdo comercial, sendo as causas mais comuns da dorméncia em sementes
a imaturidade fisiol6gica do embrido, a impermeabilidade do tegumento e a
presenga de inibidores (Raven et al., 2001).

O mecanismo da dorméncia em condi¢des naturais é de grande valor,
por ser um mecanismo de sobrevivéncia das espécies (Popinigis, 1985).

Entretanto, passa a ser um problema quando as sementes sdo utilizadas em
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producdo de mudas, em razdo do longo tempo necessirio para que ocorra a
germinacao.

Sementes de copaiba apresentam dorméncia, causada pela deposi¢do da
cumarina no tegumento. Na tentativa de quebra dessa dorméncia, Borges et al.
(1982) obtiveram taxas de germinagdo, em sementes de copaiba, entre 57% e
76% com a estratificacdo por 15 dias ou manutencdo das sementes em 4gua.
Segundo Machado et al. (1992), essa dorméncia causada pelo tegumento pode
ser facilmente eliminada por meio de escarificacdo, e através deste tratamento a
germinagdo pode ocorrer entre 17 e 20 dias ap6s a semeadura, com taxas de

90%.

4.1 Germinacao in vitro

Atualmente, em espécies que apresentam dificuldades de propagacdo
sexuada, utilizam-se métodos alternativos que proporcionam maior produgdo de
mudas e conseqiientemente, a perpetuacio da espécie.

Através da técnica de cultura de tecido, uma semente ou mesmo um
tecido vegetal € inoculado em um meio de cultura contendo elementos como sais
organicos, agucares, aminodcidos e reguladores de crescimento, capazes de
permitir o crescimento e desenvolvimento de uma plantula in vitro.

Segundo George (1993), as solugdes de sais inorganicos e acticares, que
compdem os meios de cultura de tecidos, ndo possuem efeito puramente
nutritivo, mas também influenciam o crescimento celular e a morfogénese
através de propriedades osmdticas.

O potencial osmético do meio de cultura € relacionado a concentragdo
de solutos, sendo os acucares os principais componentes reguladores do

potencial do meio.
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Os efeitos de solucdes de diferentes concentragdes de sacarose sobre a
germinacdo e/ou crescimento in vitro de espécies lenhosas como Orobanche
aegyptica e Citros sdo relatados por Junior Gmitter & Moore (1986).

Outro fator que regula a germinacao da semente sdo os fitohormdnios. A
presenca de tais substincias assume caracteristicas criticas sob certas condi¢des
ambientais (Aguiar et al., 1993). Sabe-se hoje que as giberelinas t€ém um papel
chave na germinacdo de sementes, estando envolvidas tanto na quebra da
dorméncia como no controle da hidrélise de reservas, da qual depende o embrido
em crescimento.

Enquanto para diversas espécies as giberelinas aceleram a germinagado e
a emergéncia, para outras indicam pequena resposta ou nenhum efeito. Takaki et
al. (1979) observaram que sementes tratadas com 4cido giberélico (GAj)
apresentaram reducdo na percentagem de germinacdo proporcionada pelo
regulador. Para esses autores, a reducio ocorreu devido ao aumento na atividade
de algumas enzimas (celulases e outras) que atuam degradando o material da
parede celular. Carvalho (1997) observou que o 4cido giberélico ndo contribuiu
para acelerar a germinacdo in vitro de sementes de cafeeiro e o desenvolvimento
final das mudas.

Deccetti (2000) obteve reducdo na taxa de germinagdo de sementes de
Annona glabra quando utilizou 2,0 mg L' de GA; no meio de cultura, e
principalmente quando este foi associado a altas concentragdes de sacarose.

Pinheiro et al. (2001), trabalhando com sementes de mangaba
(Hancornia speciosa, Gomez), concluiu que a melhor percentagem de
germinacdo foi obtida utilizando sementes desprovidas de tegumento, cultivadas
em meio de cultura sem a adicdo de sacarose e na presenca de 0,1 mg L™ de

GAs.
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Castro et al. (2002) ndo obteve diferencas significativas para germinacao
in vitro de sementes de paricd (Schizolobium amazonicum Huber) com o uso de

3,0 mg L'de GA; no meio de cultura.

4.2 Aspectos anatomicos

As caracteristicas anatdmicas foliares sdo fatores importantes na
determinag@o das respostas fisioldgicas como a fotossintese liquida (Patton &
Jones, 1989). As variacdes nas caracteristicas morfoldgicas e anatdmicas em
folhas de plantas desenvolvidas em diferentes niveis de radiacdo tém sido
relatadas para algumas espécies (Kaufmann & Troendle, 1981; Smith et al.,
1997).

Plantas micropropagadas sdo freqiientemente afetadas por excessiva
presenca de fatores do meio de cultura que conduzem a degeneragdo metabdlica
e fisiolégica nos tecidos. Assim, as desordens anatdmicas, morfoldgicas e
fisiolégicas ocorridas nos tecidos de plantas cultivadas in vitro tém sido
descritas sob diversas terminologias, como vitrificagdo, translucidez,
hiperhidratacdo, suculéncia e transparéncia (Ziv, 1991).

As desordens anatdmicas sdo menos significativas em caule e raizes,
porém sua manifestacdo nas folhas afeta os dois principais processos realizados
por estas, isto é, a fotossintese e as trocas gasosas (Deberg & Maene, 1984).
Essas modificagdes impedem o estabelecimento ex vitro de plantas provenientes
de cultura de tecidos.

Em estudos histoldgicos de drgdos vegetativos de plantas propagadas in
vitro foi verificado que os mesmos apresentavam tecidos e estruturas pouco
diferenciados se comparados com plantas cultivadas em casa-de-vegetagao

(Fabbri et al., 1986; Fidelis, 1998; Santos, 2001; Fraguas, 2003).

21



A formacdo de apenas uma camada de células palicadicas em plantas
micropropagadas, em comparacdo com as plantas desenvolvidas em casa-de-
vegetacdo, as quais normalmente apresentam de duas a trés camadas de células
palicadicas, além de maiores espacos intercelulares no mesofilo, vem sendo
relatado, para algumas espécies como cafeeiro (Coffea arabica e Coffea
canephora), (Santos, 2001) e figueira (Ficus carica) (Fraguas, 2003).

A desordem estrutural e funcional das folhas in vitro é resultado de
complexos e multiplos fatores do meio de cultura, implicando em baixa
sobrevivéncia das plantas quando transferidas para o ambiente ex vitro, sendo
assim, a compreensdo e o conhecimento destes fatores pode fornecer
instrumentos para o controle da morfogénese de plantas cultivadas in vitro
(Short et al., 1985; Ziv, 1988).

O presente trabalho teve como objetivo a obtencdo do melhor método
para germinacdo in vitro de sementes de Copaifera langsdorffii e caracterizar
alguns aspectos de anatomia foliar de plantas obtidas a partir de sementes e
cultivadas em trés diferentes ambientes (in vitro, em sala de crescimento e

campo).

5 MATERIAL E METODOS

Os experimentos de germinacdo foram conduzidos no Laboratério de
Cultura de Tecidos do Setor de Fisiologia Vegetal e a realizacdo dos cortes
anatdmicos, no Laboratério de Anatomia Vegetal, ambos do Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
5.1 Germinacao in vitro de sementes de copaiba
Para a realizagdo do experimento, utilizaram-se sementes de planta

adulta de Copaifera multijuga, coletadas em Rio Branco (Acre), e sementes de
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Copaifera langsdorffii coletadas em Lavras (Minas Gerais), as quais foram
submetidas a uma escarificacdo em esmeril, no eixo oposto ao embrido (definido
pela presenga de uma saliéncia).

As sementes, escarificadas e ndo escarificadas foram desinfestadas em
cidmara de fluxo laminar através da imersd@o em 4gua destilada e autoclavada
com detergente, por 10 minutos, seguidos de imersdo em alcool 70% (v/v) por
um minuto e em hipoclorito de sédio (1,25% i.a) durante 15 minutos. Apds a
realizacdo do processo de desinfestacdo, as sementes foram lavadas por seis
vezes, em dgua destilada e autoclavada, para eliminacdo do excesso das solugdes
desinfetantes.

Em seguida, as sementes foram inoculadas em tubos de ensaio contendo
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), solidificado com 7,0 g L de dgar,
suplementado com 30 g L de sacarose e com pH ajustado para 5,8, sendo o
meio autoclavado a 121°C por 15 minutos. Apds a inoculacdo, as sementes
foram mantidas em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 27 + 2°C e irradiancia de 35 pwmol ! m'z, durante 20 dias,
quando se avaliou o ndmero de sementes germinadas.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 2 x 2, sendo duas
procedéncia e o uso de sementes escarificadas e ndo escarificadas, em
delineamento inteiramente casualizado, com 12 repeti¢cdes, sendo cada repeti¢ao
constituida por dois tubos, com uma semente por tubo.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variadncia, € as
comparacdes multiplas de médias foram realizadas pelo teste de Scott-Knott a
5% de (Gomes, 2000).

A andlise de varidncia foi realizada utilizando o programa
computacional SISVAR (Sistema para Anélise de Varidncia), conforme Ferreira

(2000).
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5.2 Efeito da sacarose e giberelina na germinacao in vitro de sementes

As sementes utilizadas foram provenientes de Lavras (MG), coletadas de
plantas adultas localizadas no campus da UFLA.

Para a instalagdo dos experimentos, as sementes foram escarificadas em
esmeril, no eixo oposto ao embrido, e posteriormente desinfestadas em camara
de fluxo laminar, através da imersdo em 4gua destilada e autoclavada com
detergente, por 10 minutos, seguidos de imersdo em &dlcool 70% (v/v) por um
minuto e em hipoclorito de sédio (1,25% i.a.) durante 15 minutos. Apds a
desinfestacdo, as sementes foram lavadas por seis vezes, em dgua destilada e
autoclavada.

As sementes desinfestadas foram inoculadas em tubos de ensaio,
contendo 15 mL de meio de cultura MS, pH ajustado em 5,8, solidificado com
7,0 g L' de dgar e suplementado com diferentes concentragdes de sacarose (0;
10; 20;30e 40 g L'l), em combinagdo com 0,0 e 2,0 mg L de 4cido giberélico
(GAj3) sendo o meio autoclavado a 121°C por 15 minutos. Apds a inoculagdo, as
sementes foram mantidas em sala de crescimento, sob fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 27 + 2°C e irradiancia de 35 umol s™' m™ durante 20 dias, quando
se avaliou o periodo da germinagdo e o nimero de sementes germinadas.

Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 5 x 2, sendo cinco
concentracdes de sacarose em auséncia e presenca de GAj;, em delineamento
inteiramente casualizado, com 12 repeticdes, sendo cada repeticdo constituida
por dois tubos, com uma semente por tubo.

Os dados obtidos foram submetidos & interpretagdo estatistica por meio
da andlise de variincia. As comparagdes mdltiplas de médias foram realizadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, e também a realizou-se a da

andlise de regressao (Gomes, 2000).
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5.3 Estudo de algumas caracteristicas anatomicas do tecido foliar de
plantas de copaiba cultivada em diferentes ambientes

Para realizacdo dos cortes transversais, foram coletadas cinco folhas
completamente expandidas de plantas de copaiba com 16 meses de idade,
mantidas no campo experimental do Departamento de Biologia da UFLA sob
irradidncia de 600 pmol s’ m? mantidas em sala de crescimento com
fotoperiodo de 16 horas, 25 + 2°C de temperatura e irradiancia de 43 umol s™' m’
°, durante 16 meses, e plantas cultivadas in vitro, mantidas em sala de
crescimento com fotoperiodo de 16 horas, 27 £ 2°C de temperatura e irradiancia
de 35 umol ! m'z, durante 40 dias, oriundas da germinagdo de sementes em
meio MS na auséncia de sacarose.

O material foi fixado em FAA 70% (Formaldeido + acido acético +
alcool etilico 70%) por 72 horas, seguindo a metodologia de Johansen (1940), e
posteriormente conservado em dlcool 70° GL. O estudo anatdmico baseou-se no
exame microscopico de se¢des obtidas a mdo livre, na regido mediana das
folhas. Os cortes transversais foram clareados em solu¢do com hipoclorito de
s6dio a 20% do produto comercial, por um periodo que variou de trés a cinco
minutos, em seguida lavados em dgua destilada, neutralizada em 4gua acética
1%, e montados em glicerina a 50%. O corante usado foi a mistura de azul de
astra-safranina, seguindo os métodos descritos por Kraus & Arduin (1997).

A partir das se¢Oes transversais foram efetuadas 4 medi¢des de 5 plantas,
com auxilio de ocular micrométrica, para as espessuras dos parénquimas
esponjosos, palicadico, das epidermes adaxiais e abaxiais.

As fotomicrografias foram obtidas utilizando um fotomicroscépio
Olympus BX-60, existente no Laboratério de Citologia do Departamento de

Biologia da Universidade Federal de Lavras.
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Os resultados obtidos das espessuras dos parénquimas esponjoso e
palicadico e das epidermes adaxiais e abaxiais foram submetidos a andlise de
variancia, sendo as comparacgdes multiplas de médias realizadas pelo teste de

Scott-Knott a 5% de probabilidade (Gomes, 2000).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Germinacao in vitro de sementes de copaiba

Através dos resultados obtidos, podemos observar que houve efeito
significativo para a percentagem de germinacdo em sementes de copaiba em
relacdo ao processo de escarifica¢do, no entanto, para a procedéncia, nao foram
observadas diferencas estatisticas.

Na Tabela 1, observamos que a escarificagdo promoveu as maiores
percentagens de germinagdo (75% AC e 89% MG), independentemente da

procedéncia das sementes.

TABELA 1. Percentagem de germinacdo de sementes ndo escarificadas e
escarificadas e provenientes de Rio Branco (AC) (Copaifera
multijuga) e Minas Gerais (MG) (Copaifera langsdorffii),
germinadas in vitro. UFLA, Lavras — MG, 2001.

Tratamento
Procedéncia Nao escarificada Escarificada
AC 33 aB 75 aA
MG 41 aB 89 aA

Médias seguidas pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, nao
diferem entre si pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Para Castro et al. (2002) a escarificacdo com lixa de sementes de paricd
(Schizolobium amazonicum) promoveu 94% de germinacio in vitro. Pinheiro et
al. (2001) também obtiveram melhores taxas de germinagdo em sementes de
mangaba (Hancornia speciosa) quando realizaram a escarificacdo das sementes
(retirada do tegumento).

Segundo Castro et al. (2002) as sementes que sofrem escarificagcdo
apresentam melhores indices de germinacdo e desenvolvimento quando
comparadas com outros métodos de superacio de dorméncia comumente
utilizados em laboratérios, como estratificacdo em baixa temperatura, imersao

em solventes e utilizagdo de giberelina ou citocinina.

6.2 Efeito da sacarose e giberelina na germinacao in vitro de sementes

Nao houve efeito significativo da adicdo de giberelina no meio de
cultura na germinagdo das sementes de copaiba. No entanto, a concentragdo de
sacarose apresentou efeito significativo.

A auséncia de sacarose no meio de cultura promoveu os melhores
percentuais de germinacdo, quando comparada as demais concentrac¢des, sendo
de 97% a germinacio obtida com uso de 2,0 mg L™ de GA; e 83% a germinacio
obtida na auséncia de GA; no meio de cultura (Figura 2).

A Figura 2 mostra que na auséncia de giberelina o aumento na
concentracdo de sacarose tende a diminuir a percentagem de germinagdo de
sementes de copaiba, com minimo de germinacao (37%) sendo obtido com o uso
de 32,1 g L' de sacarose. Com a adi¢do de 2,0 mg L' de GA; no meio de
cultura, verificamos uma tendéncia de queda de até 33% de germinagdo numa
concentragdo de 13,3 g L' de sacarose, a partir da qual h4 uma tendéncia de

aumento, chegando a atingir 53,5% de germinacdo com 29,3 g L™ de sacarose.
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FIGURA 2. Germinagdo in vitro de sementes de copaiba (Copaifera
langsdorffii) inoculadas em meio MS suplementado com
diferentes concentragdes de sacarose na auséncia e presenca de 2,0
mg L de GAs. UFLA, Lavras — MG, 2001.

Em estudos com sementes de mangaba (Hancornia speciosa) Pinheiro et
al. (2001) observaram que concentra¢des de sacarose até 10 g L' de sacarose
proporcionaram as maiores taxas de germinagdo, e que concentragdes acima
desta faixa reduziram a percentagem de sementes germinadas.

Segundo George (1993), essa diminuicdo da germinagcdo pode ser
decorrente da regulacdo osmética do meio de cultura, visto que a adi¢do de
sacarose tende a diminuir o potencial osmético do meio de cultura, no caso da
germinacdo de sementes, este fator tem relevancia, pois a diminui¢do de dgua
disponivel para embebicdo das sementes, pode impossibilitar o inicio do

processo de germinacao.
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Pinheiro et al. (2001) relatam que a germinacao de sementes de mangaba
(Hancornia speciosa) € favorecida com adi¢ao de 0,1 mg L' de GA;. Em
estudos com sementes de paricd, Castro et al. (2002) ndo obtiveram diferenca
estatistica com o uso de GA; no meio de cultura para germinagdo in vitro,
obtendo uma percentagem de germinagao de 94%.

Os resultados obtidos encontram suporte em resultados semelhantes
obtidos por com Saba et al. (2002), os quais ndo verificaram diferencas
estatisticas para a germinacdo de sementes de Jaborandi (Pilocarpus
microphyllus) na presenga ou auséncia de GAj. Entretanto, Deccetti (2000),
estudando a germinag@o in vitro de sementes de Annona glabra armazenadas por
2 meses, verificou que o uso de 2,0 mg L' GA; reduziu a germinagao,
principalmente em concentracdes elevadas de sacarose.

E possivel que o uso isolado de GA; ndo apresente efeito positivo sobre
a germinacdo de sementes de copaiba, indicando que este processo fisiolégico
pode ser controlado por mais de uma substincia promotora, além do GAj;. As
sementes de copaiba provavelmente devem apresentar um nivel enddgeno de
GA; suficiente para promover alta germinagao.

A figura 3 mostra o aspecto geral de sementes de copaiba germinadas in

vitro em diferentes concentracdes de sacarose, na auséncia e presenca de GAs;.
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FIGURA 3. Sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii) germinadas 15 dias
apdés a inoculacio em meio MS suplementado com diferentes
concentragdes de sacarose na auséncia (A) e presenca de 2,0 mg L™
de GA; (B). UFLA, Lavras — MG, 2001.

Segundo Fortes (1992) e Serret (1997) a vantagem de cultivar sementes
in vitro na auséncia ou em concentragdes reduzidas de sacarose no meio de
cultura favorece o desenvolvimento de mixotrofia, mecanismo de nutricdo do
carbono intermedidrio, entre as condi¢gdes autotrdficas (naturais) e heterotrdficas
(in vitro), ja que a reduzida atividade fotossintética das plantas in vitro se deve,
em grande parte a inibicdo da enzima Ribulose-1,5-Bifosfato Carboxilase-
Oxigenase (Rubisco) pela sacarose presente no meio de cultura. Sendo assim, o
desenvolvimento de plantas em condi¢cdes mixotr6ficas aumentaria a atividade

fotossintética das plantas, implicando em plantas mais bem desenvolvidas e

posterior facilidade no processo de aclimatizacdo.
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6.3 Estudo de algumas caracteristicas anatomicas do tecido foliar de
plantas de copaiba cultivada em diferentes ambientes

Nas secoes transversais da lamina foliar (de plantas de copaiba em trés
ambientes de cultivo), observou-se a presenca de uma epiderme adaxial e
abaxial uniestratificada revestida pela cuticula. O mesofilo da espécie Copaifera
langsdorffii possui uma organizagdo dorsiventral (Figura 4).

A partir das segdes transversais das folhas de plantas estabelecidas in
vitro, observa-se que o mesofilo apresenta o parénquima palicadico constituido
de uma camada células com formato alongado e o parénquima esponjoso
constituido de trés a quatro camadas de células (Figura 4 A).

J4 no mesofilo das plantas estabelecidas em sala de crescimento,
observa-se que o parénquima pali¢adico € constituido de uma camada de células
e o parénquima esponjoso constitui-se de duas a trés camadas (Figura 4 B).

Para o mesofilo das plantas estabelecidas no campo, observa-se que o
parénquima palicadico € constituido de uma camada de células alongadas e bem
justapostas e o parénquima esponjoso apresenta de trés a quatro camadas (Figura
4C).

O que se observa em geral, para plantas de cultivo in vitro, ¢ uma pouca
diferenciacdo do mesofilo foliar, com alta proporcao de espagos intercelulares
em relacdo a plantas de cultivo normal em campo, o que pode contribuir para
uma maior perda de dgua pelas plantas.

Outra caracteristica importante € a presenca de cuticula, sendo que essa
caracteristica ajuda a diminuir excessiva perda de dgua, que evita contribuir para

dessecacdo das mudas apds a transferéncia para o campo.
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FIGURA 4. Secodes transversais da lamina foliar de copaiba (Copaifera
langsdorffii) cultivada in vitro (A), em sala de crescimento (B) e
campo (C). As barras nas figuras correspondem a 50 um. UFLA,
Lavras — MG, 2002.

Fidelis (1998) em estudos com plantas de mama-cadela (Brosinum
guadichaudii Trec.) também verificou diferengas entre o cultivo in vitro e in
vivo, sendo que o parénquima palicadico e esponjoso in vivo eram constituidos
de uma e duas camadas células, respectivamente, e in vifro o mesofilo
apresentou trés a quatro estratos de células, porém sem diferenciacio no
formato.

Em estudo de anatomia com plantas de café, Santos (2001) observou que
o par€nquima palicadico era constituido por uma camada de células nas plantas
in vitro e in vivo, enquanto o parénquima esponjoso apresentava diferenca,
sendo constituido por oito camadas de células nas plantas in vivo e cinco a seis
camadas nas de cultivo in vitro.

Em espécies de diferentes estdgios sucessionais, cultivadas sob
diferentes niveis de radiacdo, as folhas foram mais espessas com aumento do

mesofilo, quando submetidas a pleno sol (Zanela, 2001).
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Fraguas (2003) observou pouca diferenciacdo celular in vitro do
mesofilo foliar de figueira, que apresentou uma camada de célula no parénquima
palicadico e duas camadas no parénquima esponjoso, € alta propor¢do de
espacos intercelular, para plantas cultivadas em campo, o parénquima palicadico
apresentou-se com duas camadas de células e o parénquima esponjoso, com
cinco a seis camadas, além da presenca de cuticula bastante espessa.

Em relacdo a espécie Copaifera langsdorffii, observou-se que diferengas
significativas ocorreram na espessura da epiderme da face adaxial, parénquimas
palicadico e esponjoso e epiderme abaxial, como pode ser observado na Tabela
2.

TABELA 2. Espessura média (um) da epiderme adaxial (EAD), parénquima
palicadico (PP), parénquima esponjoso (PE), epiderme abaxial
(EAB) e limbo (LB) foliar de copaiba (Copaifera langsdorffii) em
diferentes ambientes de cultivo. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Ambiente de cultivo ~ EAD PP PE EAB LB
In vitro 8,94 b 3296b  65,50b 8,05a 11545b
Sala de crescimento 8,57 ¢ 20,19 ¢ 58,48 ¢ 7,71 b 94,68 ¢
Campo 9,86 a 41,47 a 71,71 a 8,37 a 131,40 a

Meédias seguidas por letras distintas na coluna diferem entre si, pelo teste Scott-Knott, ao
nivel de 5% de probabilidade.

As espessuras das epidermes adaxial e abaxial foram influenciadas pelos
ambientes de cultivo, com a condicdo de campo superior as demais
apresentadas, sendo as plantas cultivadas em sala de crescimento as que
apresentaram menores espessuras da epiderme abaxial.

As plantas cultivadas no campo apresentaram os parénquimas palicadico
e esponjoso mais espessos, sendo as do cultivo em sala de crescimento as que

apresentaram menor espessura.
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Em relacdo ao parénquima palicadico, é relatado que a adicdo ou
alongamento de células é proporcionado pelo aumento do nivel de luz e estd
relacionada a reducgdo na resisténcia do mesofilo ao diéxido de carbono (Nobel,
1977).

A importdncia do parénquima esponjoso estd relacionada com o
aumento na eficiéncia fotossintética, implicando em facilita¢do na realizacdo das
trocas gasosas nas folhas.

Santos (2001) observou, em secdes transversais da lamina foliar de
plantas de café, que os parénquimas palicadico e esponjoso apresentaram-se
mais espessos no cultivo in vitro.

Em plantas de figueira, foi observado que os tecidos foliares de plantas
aclimatizadas encontravam-se mais desenvolvidos em relacdo as plantas in vitro
(Fraguas, 2003).

Através das secOes transversais realizadas no limbo foliar das plantas de
copaiba cultivadas em diferentes ambientes, observou-se a ocorréncia de canais

secretores (Figura 5).
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C
FIGURA 5. Secodes transversais da lamina foliar de copaiba (Copaifera

langsdorffii) cultivada in vitro (A), em sala de crescimento (B) e
campo (C), evidenciando as células secretoras (cs). As barras nas
figuras correspondem a 50 pm. UFLA, Lavras — MG, 2002.
Record & Hess (1943) relatam que estes canais que ocorrem em todas as
espécies do género Copaifera produzem goma ou 6leo conhecido no comércio
como 6leo de copaiba, sendo usado como ingrediente medicinal, verniz em
trabalhos artesanais e também pelos indios para passar sobre seus corpos e
cabelos com propésitos medicinais.
Marcati et al. (2001) em estudos de anatomia do lenho em Copaifera
langsdorffii, verificaram a existéncia de canais axiais em toda a faixa marginal
do lenho, e que os mesmos se originam a partir do afastamento de células

parenquimaticas.
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Na regido mediana da nervura central sdo observadas diferencas no
sistema vascular das plantas em diferentes ambientes de cultivo. Em condi¢des
in vitro (Figura 6A), observou-se um nimero bem menor de células nos vasos do
xilema, sendo que nas condi¢des de sala de crescimento (Figura 6B) houve um
aumento na quantidade e didmetro dos feixes vasculares; e para a condi¢do de
campo (Figura 6C), a quantidade e o didmetro dos feixes vasculares,
apresentaram-se em maior nimero que os demais ambientes.

Nota-se ainda a existéncia de fibras periciclicas para ambos os
ambientes de cultivo, porém sendo observadas essas fibras periciclicas com

maior intensidade em plantas cultivadas em campo.

FIGURA 6. Secdes transversais da nervura principal de folhas de copaiba
(Copaifera langsdorffii), oriundas de planta cultivada in vitro (A),
em sala de crescimento (B) e campo (C). As barras nas figuras
correspondem a 50 um. UFLA, Lavras — MG, 2002.
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Zanela (2001) em estudos com espécies de diferentes estigios
sucessionais cultivadas sob diferentes niveis de radiacdo, obteve sistema
vascular mais denso e paredes celulares mais espessas em espécies submetidas a

pleno sol.

7 CONCLUSOES

Sementes escarificadas de copaiba apresentam maiores percentuais de
germinacdo in vitro.

A auséncia de sacarose no meio de cultura proporciona maiores
percentagens de germinagdo in vitro em sementes de copaiba.

O uso de giberelinas no meio de cultura ndo influencia a germinacdo de
sementes de copaiba.

Plantas estabelecidas in vitro apresentaram diferenciacdo celular dos
tecidos, indicando, possivelmente, melhores respostas na fase de aclimatizagao.

E verificada a presenca de canais secretores nas se¢des transversais do

limbo foliar de plantas de copaiba para os diferentes ambientes de cultivo.
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CAPITULO III
INDUCAO DE BROTACOES EM SEGMENTOS NODAIS DE
COPAIBA (Copaifera langsdorffii Desf.)

1 RESUMO

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Indugdo de brotacdes em segmentos nodais de
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). In: . Inducdo e analises
bioquimicas de calos e anatomia foliar de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.). 2003. Cap. 3, p.42-55. Dissertacio (Mestrado em

Agronomia/Fitotecnia)— Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

A busca por alternativas de propagacdo, principalmente para as plantas
medicinais, tem se intensificado ao longo dos anos com destaque para as
técnicas de propagacgdo in vitro. Objetivou-se neste trabalho a indugdo in vitro de
brotacdes axilares em segmentos nodais de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.). Segmentos nodais contendo uma gema axilar foram inoculados em meio
MS e WPM suplementados com diferentes concentragdes de BAP. Os resultados
indicaram diferencas significativas para tamanho e peso de biomassa seca de
brotagdes em relagdo ao meio de cultura utilizado e concentragdes de BAP. O
meio MS foi superior ao WPM tanto para promover maior crescimento das
brotacdes quanto ao peso de biomassa seca. Maior comprimento de brotagdo e
maior peso de biomassa seca foi obtido inoculando-se segmentos nodais em
meio MS acrescido de 0,86 e 0,83 mg L'de BAP, respectivamente.

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

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Shoot induction in nodal segments of copaiba
(Copaifera langsdorffii Desf.). In: . Induction and biochemical analysis
of callus and aspects of leaf anatomy of copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf). 2003. Cap. 2, p.42-55. Dissertation (Master in Agronomy/Crop Science)—
Federal University of Lavras, Lavras.”

The search for alternative methods for medicinal plant propagation has increased
during the past years with emphasis given to in vitro techniques. The objective
of this work was to in vitro induce the development of axillary shoots in nodal
segments of copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). Nodal segments containing
one axillary bud were inoculated in MS and WPM media supplemented with
different concentrations of BAP. The results indicated significant differences for
size and shoot dry matter weight according to the medium and BAP used
concentrations. Compared to the WPM, the MS medium was superior to
promote higher shoot growth and dry matter weight. Higher shoot length and
higher dry matter weigh was obtained inoculating nodal segments in MS
medium supplemented with 0.86 and 0.83 mg L™ BAP, respectively.

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

A copaiba é uma espécie florestal bastante conhecida, principalmente na
Amazbnia; o Oleo-resina produzido por esta planta possui propriedades
medicinais reconhecidas na medicina popular, fato que vem despertando grande
interesse pela espécie e que apresenta ainda uma ampla utilizagdo na fabricag¢ao
de produtos comésticos, além de ser matéria-prima para vernizes, tintas e
fixadores de perfumes (Sebrae, 1995).

Embora a espécie seja propagada por sementes, nos dltimos anos tem
sido observado um aumento na procura de alternativas de propagacdo de plantas
lenhosas, principalmente de plantas medicinais, em func¢do da crescente
utilizacdo de fitoterdpicos pela medicinal popular.

Dentre as técnicas alternativas de propagacdo mais utilizadas atualmente,
destaca-se a micropropagacdo. Seu uso vem sendo difundido nos dltimos anos
por apresentar sucesso na propagacdo de espécies lenhosas, muitas das quais em
vias de extincdo ou que apresentam qualquer dificuldade de propagacdo
sexuada.

A micropropagacao através da proliferacdo de gemas vem sendo bastante
utilizada principalmente devido a formacdo de vdarios brotos, os quais sdo

divididos. dando origem a novos explantes.

4 REFERENCIAL TEORICO

Atualmente a atividade comercial de micropropagagcdo concentra-se
principalmente na limpeza clonal e na multiplicacdo de espécies ornamentais
herbéceas e arbustivas. Sendo assim, os explantes mais indicados na propagacao

clonal in vitro sdo &pices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados,
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devido aos mesmos possuirem determinacdo para o crescimento vegetativo.
Sendo satisfeitas as necessidades nutricionais, esses explantes podem
desenvolver naturalmente em plantas através da totipotencialidade (Grattapaglia
& Machado, 1998).

O sucesso da cultura de tecidos como alternativa de propagacdo é
influenciado pela natureza do meio de cultura. Murashige & Skoog (1962)
determinaram a concentragdo de sais em um meio para micropropagacdo de
fumo, estabelecendo nesta época o meio ‘MS’. Lloyd & McCown (1980), no
entanto, desenvolveram um meio de cultura para brotagdes de plantas lenhosas
contendo quantidades inferiores de sais em relagdo ao meio MS, denominado
WPM (Woody Plant Medium).

Dentre os reguladores de crescimento utilizados em cultura de tecidos,
as citocininas constituem a classe com maior utilizacdo na fase de multiplicacio,
devido ao seu efeito na quebra da dominancia apical e na inducdo da
proliferacdo de gemas axilares. O BAP (Benzilaminopurina) tem sido a
citocinina mais utilizada devido a sua eficiéncia na multiplicacdo da parte aérea
e a inducdo de gemas adventicias em vérias espécies lenhosas, em concentragdes
varidveis, em geral entre 0,1 a 5,0 mg L (Pasqual et al., 2001).

Pinto et al. (1994) estudaram a multiplicacdo in vitro de pau-santo
(Kilmeyera coriacea) utilizando segmentos nodais e apicais inoculados em meio
MS suplementado com diferentes concentracdes de BAP. Esses autores
obtiveram maior nimero de brotagdes (7,3 por segmento) utilizando 0,5 mg L™
de BAP. Concluiram, ainda, que a espécie € sensivel a altas concentracdes de
BAP, ndo sendo essas eficazes para o crescimento e desenvolvimento dos
explantes.

Em plantas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) Pereira et al. (1995)
avaliaram o efeito de diferentes concentragdes de BAP, ou em combinagao com

AIA em meio MS, e observaram que o meio suplementado com 3,0 mg L™ de
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BAP proporcionou o maior nimero de brotacdes formadas. A adi¢do de AIA
nio promoveu efeito sobre o nimero de brotacdes formadas, mas aumentou o
comprimento, principalmente na concentragdo de 0,4 mg L' de BAP.

Estudos com a propagacdo in vitro da espécie medicinal Eucommia
ulmoides concluiram que o meio MS foi mais adequado que o WPM para o
estabelecimento inicial da cultura, assim como a subsequente multiplicagdao de
brotacdes, obtendo uma taxa de 7,5 novos brotagdes/explante (Chen et al.,
1995).

Ja Coelho (1999), utilizando segmentos nodais para propagacgao in vitro
de sucupira-branca (Pterodon pubescens) em meio MS e WPM, verificou que o
melhor desenvolvimento dos segmentos ocorreu em meio WPM. No mesmo
estudo, foi verificado que a adicdo de 3,0 mg L de BAP proporcionou a maior
quantidade de brotagdes por segmento nodal.

Em plantas de marmelinho (Tournefortia cf paniculata)
micropropagadas através de segmentos nodais provenientes de plantulas pré-
estabelecidas in vitro, Bertolucci (2000) observou a superioridade do meio
WPM em relacdo ao meio MS, com maior nimero de brotagdes sendo obtido
quando suplementado com 1,0 mg L™ de BAP.

Ao estudar um protocolo para micropropagacdo de chda-de-bugre
(Rudgea viburnoide), Bonilla (2002) observou que segmentos nodais contendo
duas gemas axilares produziram maior niimero de brotacdes quando inoculados
em meio WPM na presenca de 4,0 mg L' de BAP.

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito dos meios de cultura MS e
WPM e da citocinina BAP na inducido de brotagdes em segmentos nodais de

copaiba (Copaifera langsdorffii).
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5 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos,
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras.

5.1 Coleta e assepsia dos explantes

Os explantes foram constituidos por segmentos nodais de
aproximadamente 1,0 cm de comprimento, contendo uma gema axilar, retirados
de mudas obtidas através da germinacgdo in vivo de sementes provenientes de
plantas adultas cultivadas em Lavras (MG).

Em c@mara de fluxo laminar, os explantes foram imersos em dgua
destilada e autoclavada com detergente por 10 minutos, seguidos de imersdao em
dlcool 70% (v/v) por um minuto e em seguida deixados em uma solucdo de
hipoclorito de sédio (1,25% i.a.) durante 15 minutos. Ao final do processo de
desinfestacdo, os explantes foram lavados em dgua destilada e autoclavada por

cinco vezes.

5.2 Inoculacio dos explantes

Os explantes nodais foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10
mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962) ou WPM (Lloyd & Mccown,
1980), suplementados com 7,0 g L' de 4gar, 30 g L' de sacarose e as seguintes
concentracdes de BAP: 0; 0,5; 1,0; 1,5 ¢ 2,0 mg L™'. O pH do meio foi ajustado
para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C por 15 minutos. Apds a inoculagdo, 0s
explantes permaneceram em sala de crescimento a 27 + 2°C, com 16 horas de
fotoperiodo e irradiancia de 35 pmol m™ s™, por um perfodo de 60 dias, quando
avaliou-se o tamanho das brotacdes (cm) formadas e a biomassa seca das
brotacdes (g). Para determinagdo da biomassa seca, as brotacdes obtidas in vitro

foram mantidas em estufa a 60° C durante 10 dias.
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5.3 Analises Estatisticas

O experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por quatro
tubos de ensaio, contendo um explante por tubo. Os tratamentos foram dispostos
em esquema fatorial 5 x 2, sendo cinco concentragdes de BAP e dois meios de
cultura.

Os dados obtidos foram submetidos a interpretagdo estatistica por meio
da anélise de varidncia, e as comparagdes multiplas de médias foram realizadas
pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. A anélise de regressdo e o
ajustamento das curvas de regressdo foram realizados segundo Gomes (2000).

Todas as andlises de variincia foram realizadas no programa SISVAR

(Ferreira, 2000).

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Tamanho de brotacgoes

Nao foi observada a formacdo de mais de uma brotacdo nos segmentos
nodais, assim como também nao houve formagao de raizes ou calos na base dos
segmentos nodais.

Para o tamanho de brotacdes, observa-se que o meio de cultura MS foi
superior ao WPM.

Para o tamanho de brotagdes cultivadas em meio MS, verificou-se que o
maior tamanho de brotagdo (3,25 cm) pode ser obtido com o uso 0,86 mg L' de
BAP, a partir do qual hd uma tendéncia de redu¢do no tamanho das brotacdes.
Observa-se ainda que a auséncia de BAP no meio de cultura também

proporcionou menor crescimento das brotacdes (Figura 7).
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Para o efeito das concentracdes de BAP no meio de cultura WPM,
observa-se que o tamanho das brotacdes tende a aumentar até a concentracio de
1,18 mg L' de BAP, proporcionando o maior tamanho de brotacdo (2,33 cm).
Observou-se ainda uma tendéncia de queda no comprimento das brotagdes em

concentragdes acima de 1,18 mg L™ (Figura 7).

Tamanho de brotacdes (cm)

1,0 |
MS: Y=2,66+2,298x-1,330x” (R?=0,64*)
——- WPM: Y=1,556+1,320x-0,560x> (R?=0,66*)
0,0 : ; ‘ ‘
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Concentragdo de BAP (mgL™)

FIGURA 7. Efeito da concentracdo de BAP sobre o tamanho de brotacdes (cm)
formadas em segmentos nodais de copaiba (Copaifera langsdorffii)
em meio MS e WPM. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Observa-se que, tanto para o meio MS quanto WPM, os maiores
tamanhos de brotacdes ocorreram entre 0,8 e 1,2 mg L' de BAP, e em
concentragdes superiores verificou-se uma tendéncia de queda no comprimento
da parte aérea independente do meio de cultivo.

Esses resultados concordam com os dados obtidos por Chen et al.,
(1995) para a espécie Eucommia ulmoides, em que 1,0 mg L' de BAP
adicionado ao meio MS foi superior ao WPM na cultura de brotos apicais, além

da obtencdo de brotos mais verdes e vigorosos. Deccetti (2000) também
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verificou que concentragdes inferiores a 0,75 mg L' de BAP em meio MS
favorecem a obtenc¢do de brotagdes mais alongadas em Annona glabra.

Por outro lado, esses resultados diferem dos obtidos por Bonilla (2002)
em plantas de cha-de-bugre, que comparou os meios MS e WPM, adicionados a
diferentes concentracdes de BAP, concluindo que o WPM foi superior na
obtenc¢ao de maiores brotacoes.

Chebel et al. (1998) obtiveram maiores comprimentos de brota¢des de
peperina (Minthostachys mollis) na concentracdo de 0,5 mg L' BAP. Resultados
semelhantes aos obtidos por Ault (2002), em que 0,45 mg L™ de BAP induziu
maiores tamanho de brotagdes em plantas de Hymenoxys acaulis.

Resultados diferentes foram obtidos por Andrade et al. (2000) em que o
maior crescimento de brotagdes de aroeira (Myracroduon urudeuva) foi
verificado na concentragio de 4,5 mg L' de BAP.

Para a espécie cha-de-bugre, Bonilla (2002) obteve maior tamanho de
brotacdo (3,95 cm) em meio WPM, suplementado com 6,0 mg L' de BAP,
concentracdo quatro vezes maior do que a observada nos experimentos com
copaiba.

De acordo com Yui et al. (1993) a utilizagdo de concentracdes elevadas
de BAP promove a formagdo de grande nimero de brotos em detrimento, porém,
de seu desenvolvimento. Grattapaglia & Machado (1998) relatam que a
tendéncia de diminui¢do do comprimento da brotacdo a partir de determinada
concentracdo pode estar ligada ao fato de que as citocininas estimulam a maior
producdo de parte aérea até uma determinada concentragdo, o que € especifico
para cada espécie; a partir dessa concentragdo ocorre um efeito téxico.

Com base nesse contexto, e a partir dos resultados obtidos neste estudo,
pode-se inferir que a copaiba é uma espécie que necessita de concentragdes

relativamente baixas de BAP para a obtencdo de brotagcdes com maiores
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comprimentos, portanto ndo respondem bem a altas concentracdes dessa

citocinina.

6.2 Biomassa seca de brotac¢oes

Observa-se que para a biomassa seca de brotacdes, a presenca de BAP
induziu maior acimulo de matéria seca quando os explantes foram inoculados
em meio MS. Para o meio WPM, ndo foram verificadas diferencas significativas
para as concentragdes de BAP utilizada.

As concentragdes de BAP para o meio MS proporcionaram um ajuste
quadrdtico para a biomassa seca de brotagdes, com o mdximo valor (0,048 g)
obtido com 0,83 mg L' de BAP, sendo que a partir desta concentragio hd uma

tendéncia de queda no crescimento das brotagdes (Figura 8).
0,06 -
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0,03

®

0,02

0,01

—  MS: Y=0,030+0,044x%-0,026x" (R*=0,75%)

0.00 _ WPM: Y=0,021+0,014x-0,008x> (R*=0,34™)
> I I I 1

Peso de biomassa seca de brotacdes

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Concentracdo de BAP (mg L_l)
FIGURA 8. Efeito de niveis crescentes de BAP sobre a biomassa seca de
brotacdes formadas em segmentos nodais de copaiba (Copaifera

langsdorffii) inoculados em meio MS e WPM. UFLA, Lavras —
MG, 2002.
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Os resultados referentes a biomassa seca de brotacdes obtidos neste
trabalho diferem dos verificados por Concei¢do (2000) em plantas de timbd, em
que se verificou que a presenca de 2,0 mg L' de BAP proporcionou um aumento
significativo na matéria seca das brotagdes.

E para a espécie marmelinho (Tournefortia cf paniculata) nao foram
observadas diferencas na biomassa seca de brotagdes ao se compararem 0s
meios MS, MS 50% e WPM (Bertolucci , 2000).

Porém, estes resultados diferem dos obtidos por Bonilla (2002) em cha-
de-bugre, onde o meio WPM proporcionou maior biomassa seca de brotagdes e
que houve uma tendéncia de aumento no tamanho das brotagdes nas
concentragdes de 0,0 a 6,0 mg L' de BAP no meio MS.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), os efeitos téxicos causados
pelo uso em excesso de citocininas caracterizam-se principalmente pelo
demasiado surgimento de brotacdes e falta de alongamento, reducdo no tamanho
das folhas, encurtamento dos internds, engrossamento exagerado dos caules e
vitrificagdo generalizada, o que leva a sérios problemas na fase de enraizamento.

Sudha et al. (1998) observaram efeitos negativos como aspecto
hiperhidrico, caules engrossados, clorose e até necrose para concentracdes entre
3,0 e 5,0 mg L' de BAP para a espécie Holostemma annulare.

Em plantas de copaiba, observa-se que concentragdes acima de 1,5 mg
L' de BAP causam uma reduco no crescimento das brotacdes sem, no entanto

serem verificados os efeitos caracteristicos de toxicidade.
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7 CONCLUSOES

O meio MS foi superior ao WPM para promover maior comprimento e
biomassa seca de brotacdes formadas em segmentos nodais de copaiba.

O maior comprimento de brotagdo é obtido inoculando-se segmentos
nodais em meio MS suplementado com 0,86 mg L™ de BAP.

Maior peso de biomassa seca é obtido na presenga de 0,83 mg L' de

BAP.
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CAPITULO 1V

INDUCAO DE CALOGENESE E ANALISES BIOQUIMICAS
DOS CALOS FORMADOS EM EXPLANTES FOLIARES DE
COPAIBA (Copaifera langsdorffii Desf.)

1 RESUMO

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Indugdo de calogénese e andlises bioquimicas
dos calos formados em explantes foliares de copaiba (Copaifera langsdorffii
Desf.). In: . Inducao e analises bioquimicas de calos e anatomia foliar
de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). 2003. Cap. 4, p.56-82. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia/Fitotecnia)— Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

Em cultura de tecidos a propagagdo de plantas via formacdo de calos é um
método potencial, principalmente em plantas que apresentam dificuldades de
propagacdo sexuada. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi promover a
inducdo in vitro e analisar bioquimicamente o crescimento de calos formados a
partir de explantes foliares de copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). Para a
inducdo de calos, segmentos foliares foram inoculados em meio MS acrescidos
de diferentes concentracdes de 2,4-D e BAP. O uso de 1,0 mg L' de BAP em
combinacdo com 2,0 mg L' de 2,4-D, proporcionou a maior formagao de calos.
O crescimento dos calos apresentou um padrdo sigmoéide com cinco fases de
crescimento: lag, exponencial, linear, desaceleragdo e estaciondria. A repicagem
dos calos deve ser realizada entre 126 e 154 dias apds a inoculag@o. Os maiores
teores de proteina total e aminodcidos foram observados até o 56° dia de
inoculacdo, periodo coincidente com a fase lag de crescimento. Os maiores
teores de agucares soldiveis totais foram observados no 84° dia de cultivo,

“Comité Orientador: Renato Paiva (Orientador) — UFLA, Patricia Duarte de
Oliveira Paiva (Co-orientadora) — UFLA, Moacir Pasqual (Co-orientador) -
UFLA.
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correspondendo as fases lag e exponencial. Para agicares redutores, o dia de
inoculacdo apresentou-se com os maiores teores.
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2 ABSTRACT

AZEVEDO, Kelceane de Souza. Induction and biochemical analysis of callus
formed in leaf explants of copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). In:

Induction and biochemical analysis of callus and aspects of leaf anatomy of
copaiba (Copaifera langsdorffii Desf). 2003. Cap. 4, p.56-82. Dissertation

(Master in Agronomy/Crop Science)— Federal University of Lavras, Lavras”.

Plant propagation from callus culture is considered a potential method for plants
that present difficulties to propagate from seeds. The objective of this work was
to promote the in vitro induction and to biochemically analyze callus from leaf
segments of copaiba (Copaifera langsdorffii Desf.). For callus induction, leaf
segments were inoculated in MS medium supplemented with different
concentrations of BAP and 2,4-D. The combination of 1.0 mg L' BAP and 2.0
mg L' 2,4-D induced higher callus formation. Callus growth presented a
sigmoid shape with five growth phases: lag, exponential, linear, deceleration and
stationary. The medium replacement during culture has to be performed between
126 and 154 days after explant inoculation. Higher levels of total proteins and
amino acids were observed 56 days after inoculation, period which coincided
with the lag growth phase. Higher levels of soluble sugars were observed 84
days after inoculation corresponding to the lag and exponential phases. For
reducing sugars, higher levels were observed at the inoculation day.

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

No Brasil, a copaiba é uma espécie florestal de importincia sécio-
econdmico reconhecida devido, principalmente, a seus atributos medicinais. E
uma espécie potencial para manejo em 4dreas de floresta, o que torna necessarios
estudos sobre formas alternativas de propagacao para a sua utilizacdo racional.

A propagacdo por meio da cultura de tecidos pode ser feita por via direta
ou indireta (via formacdo de calo), podendo esta tltima ser considerada como
método potencial de propagacdo, caso as variagdes genéticas (mutagdes) ndo
atinjam valores percentuais elevados (Pierik, 1987). A tecnologia da cultura in
vitro, através da calogénese tem mostrado contribui¢des significativas para o
avango do processo de propagacdo de plantas lenhosas.

Por ser uma técnica que possibilita resultados bastante préticos, a cultura
de tecidos necessita de mais informagdes bdsicas para seu melhor entendimento.
Sendo assim, estudos bioquimicos que caracterizem as possiveis mudancas que

ocorrem no explante poderdo fornecer dados importantes relacionados ao

processo de estabelecimento in vitro de espécies vegetais.

4 REFERENCIAL TEORICO

O calo € uma resposta comum quando um tecido cultivado in vifro passa
por injurias fisicas ou quimicas, podendo se diferenciar em 6rgios ou tecidos.
Para a inducdo de calos, praticamente qualquer parte da planta pode ser utilizada
como explante; entretanto, tecidos e drgdos contendo células ndo diferenciadas,
como as que ocorrem em dpices caulinares, gemas axilares e regides

meristemadticas, sao mais adequados (Handro & Floh, 1990).
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Diversas caracteristicas inerentes aos explantes interferem na
calogénese, como o tamanho do explante, a composi¢do do meio de cultura, os
reguladores de crescimento e a idade da planta mae. A freqiiéncia de
sobrevivéncia e a velocidade de desenvolvimento dos calos estdo diretamente
relacionadas com o seu tamanho inicial (Murashige, 1974).

Em culturas de calos pode ocorre a variagdo somaclonal, ou seja, a
variacdo genética do material in vitro, a qual segundo Pierik (1990) é devida
principalmente ao tempo de duracdo da cultura e a desordens fisioldgicas. Tais
mutacdes tornam-se importantes do ponto de vista ecoldgico, pois garantem a
biodiversidade dos sistemas.

Para que a cultura de calos obtenha sucesso, quase sempre € necessaria a
adicdo de reguladores de crescimento ao meio de cultura, para suprir possiveis
deficiéncias dos teores de fitohormdnio nos explantes. Geralmente
concentragdes semelhantes de auxina e citocinina no meio de cultura promovem
a formacgdo de calos, mas este efeito varia em funcdo do balango hormonal
enddégeno de cada espécie (Pierik, 1987).

O desenvolvimento dos calos partindo de um fragmento de tecido pode
ser dividido em trés estdgios: indugdo, divisdo e diferenciacdo. Na fase de
indugdo, durante a qual as células preparam-se para se dividir, o metabolismo &
ativado e as células permanecem com tamanho constante. Durante esta fase
ocorre sintese de proteina e DNA. Durante a divisdo celular, ocorre a
desdiferenciac@o das células para caracteristicas parenquimaticas, resultando na
formacdo de um crescimento padrao (Aitchison et al., 1977).

O crescimento e o desenvolvimento dos calos podem ser verificados
através da curva de crescimento, a qual pode apresentar cinco fases distintas:
fase lag, exponencial, linear, desaceleracdo e estaciondria (George, 1993).

Pardmetros como o peso da matéria fresca da célula, nimero de células, proteina
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total, atividades metabdlicas e concentragdes de nutrientes nos meios de cultura
podem ser usados para avaliar a crescimento do calo.

A fase lag caracteriza-se como a fase de maior producio de energia e é
correspondente ao periodo em que as células se preparam para a divisdo, visando
sua expansdo. Caracteriza-se também pelo nimero estaciondrio de células, pelo
inicio da imobilizacdo de metabdlitos sem qualquer divis@o celular e pela sintese
de proteinas e de compostos especificos.

A fase exponencial € a fase biossintética em que se observam as maiores
taxas de divisdo celular e aumento no numero de células. A terceira fase, a
linear, caracteriza-se pela diminuicdo da divisdo celular. Na fase de
desaceleracdo, a divis@o celular diminui e ocorre a expansao da célula, devido a
reducdo ou ao esgotamento dos nutrientes no meio de cultura, a presenca de
produtos téxicos, a secagem do 4gar e a diminuicdo do oxigénio no interior das
células.

Na fase estaciondria ndo é observada a ocorréncia de divisdo celular, ndo
h4 sintese de biomassa e nem aumento no ndmero de células. E a fase em que
ocorre maior acimulo de metabdlitos secundérios nas células ( Shimizu et al.,
1977; Smith, 1992; Scragg & Allan, 1993; Santos, 2001; Bonilla, 2002).

A determinacio da curva de crescimento de calos e o conhecimento de
suas diversas fases servem como base para estudos em plantas medicinais,
principalmente quando se deseja a producdo de metabdlitos secunddrios in vitro.

Alguns autores ji estabeleceram curvas de crescimento para espécies
vegetais como erva-baleira (Cordia verbendcea) (Lameira, 1997), lechieira
(Litchi chinensis) (Mesquita, 1999), castanha-do-brasil (Bertholletia excelsa)
(Serra et al., 2000), cafeeiro (Coffea arabica e Coffea canephora) (Santos, 2001)
e cha-de-bugre (Rudgea virbunoides) (Bonilla, 2002).

Associados a curva de crescimento tem sido realizado estudos

bioquimicos que caracterizam possiveis mudangas ocorridas nos calos.
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As principais substancias presentes nos tecidos vegetais sdo proteinas,
aminoécidos, aguicares soldveis, agicares redutores, amido, lipideos, 4cidos
organicos, dcidos nucléicos e pigmentos. Os métodos de identificacdo dessas
substincias sdo baseados em reagdes quimicas especificas com reagentes, as
quais podem ser quantificadas através de métodos colorimétricos.

As protefnas estdo entre as mais abundantes moléculas orginicas e
desempenham vdrias fungdes, dentre elas: estrutural, enzimdtica,
armazenamento, transporte e anticorpos (Raven et al., 2001).

A determinagdo dos niveis de agucares revela as reservas prontamente
disponiveis ao crescimento da planta, as quais sdo responsdveis pela formagao
de uma variedade de componentes estruturais nas células (Raven et al., 2001). A
adicdo de acucares em meio de cultura é devida a baixa taxa fotossintética
existente nos explante, servindo, assim, como fonte de energia para o
desenvolvimento do explante.

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer uma metodologia
para inducdo de calogénese in vitro em explantes foliares de copaiba, bem como
estabelecer a curva de crescimento de calos e analisd-los bioquimicamente
através dos teores de proteinas, aminodcidos, acticares soliveis totais e agicares

redutores.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Efeito do 2,4-D e BAP na inducao de calos em explantes foliares
de copaiba

O experimento foi conduzido no Laboratério de Cultura de Tecidos,
Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras.

5.1.1 Coleta e assepsia dos explantes

Os explantes constituiram-se de segmentos foliares retirados de mudas
obtidas através da germinacdo in vivo de sementes provenientes de plantas
adultas cultivadas em Lavras (MG).

Em cimara de fluxo laminar, os explantes foram imersos em dgua
destilada e autoclavada com gotas de detergente por 10 minutos, seguidos de
imersdo em élcool 70% (v/v) por um minuto e, em seguida, passados em uma
solugdo de hipoclorito de sdédio (1,25% i.a.) durante 15 minutos. Ao final do
processo de desinfestacdo, os explantes foram lavados em &4gua destilada e

autoclavada por cinco vezes.

5.1.2 Inoculac¢ao dos explantes

Explantes foliares com 1,0 cm® de 4rea foram inoculados em tubos de
ensaio contendo 10 mL de meio MS (Murashige & Skoog, 1962), suplementado
com 30 g L de sacarose, solidificado com 7,0 g L' de dgar e acrescido de
diferentes concentracdes de 4cido 2.4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 6-

Benzilaminopurina (BAP).
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O efeito conjunto de 2,4-D e BAP foram estudados através das possiveis
interacdes entre as seguintes concentragdes de reguladores (0,0; 1,0; 2,0 e 3,0) e
(0,0; 1,0 e 1,5) respectivamente.

O pH de meio de cultura foi ajustado para 5,8. Em seguida os tubos
foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. Apds a inoculacdo, os explantes
permaneceram em sala de crescimento a 27 + 2°C, sob 16 horas de fotoperiodo
com irradidncia de 35 umol m” s, durante 60 dias, quando se avaliou o

experimento em funcio do peso da biomassa fresca de calos (PBFC).

5.1.3 Analises Estatisticas

O experimento foi conduzido utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com cinco repeticdes, sendo cada repeticdo constituida por quatro
tubos de ensaio. Os tratamentos foram dispostos em esquema fatorial 4 x 3,
sendo quatro concentracdes de 2,4-D e tré€s concentracdes de BAP.

Os dados obtidos foram submetidos a interpretagdo estatistica por meio
da anélise de varidncia, e as comparagdes multiplas de médias foram realizadas

pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

5.2 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de copaiba

Para obtencdo da curva de crescimento de calos, utilizaram-se explantes
foliares oriundos de plantas obtidas da germinacdo in vitro de sementes de
copaiba.

Explantes foliares com 1,0 cm® de 4rea foram inoculados em tubos de
ensaio (um explante por tubo) contendo 10 mL de meio MS (Murashige &
Skoog, 1962) acrescido de 2,0 mg L de 2,4-D + 1,0 mg L de BAP, 30 gL' de
sacarose, solidificado com 7,0 g L™ de dgar e com pH ajustado para 5,8. Os

tubos foram autoclavados a 121°C por 15 minutos. Os explantes permaneceram
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em sala de crescimento a 27 + 2°C, sob 16 horas de fotoperiodo com irradidncia
de 35 pmol m™s™.

Para a determinag¢do da curva de crescimento dez tubos selecionados
aleatoriamente foram pesados em intervalos de quatorze dias, durante um
periodo de 168 dias. As pesagens foram realizadas a partir do primeiro dia da
inoculagdo (tempo 0).

O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo a

equacao utilizada por Lameira (1997):

Yocrescimento =

B =Pl 100
P

Onde Pi = Peso inicial e Pf = peso final de calos.

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com 10 repeticdes

por pesagem.

5.3 Analises bioquimicas de calos de copaiba

Os teores de proteinas totais, aminodcidos, agicares redutores e agticares
soliveis totais foram obtidos de calos formados a partir de explantes foliares de
plantas de copaiba germinadas in vitro e inoculados em meio MS suplementados
com 1,0 mg L'de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D.

Para a realizacdo das andlises bioquimicas, utilizaram-se intervalos de 28
dias para as coletas de calos, durante um periodo de 168 dias de cultivo.
Pesaram-se 300 mg de calos para cada repeti¢do, num total de duas, os quais em
seguida foram imersos em nitrogénio liquido e armazenados em freezer a
temperatura de -80°C.

O procedimento para a obtencdo do extrato bruto dos calos foi baseado
na metodologia descrita por Lemos (1996). Cada amostra de 300 mg de calo foi

homogeneizada em graal com 3,0 mL de tampao fosfato de potédssio 0,1M pH
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7,5 e, posteriormente, centrifugada a 10000g, durante 30 minutos, em centrifuga
refrigerada a temperatura de 4°C. O sobrenadante foi separado do “pellet”,
colocado em eppendorf de 1,5 mL e posteriormente armazenado em freezer a -
4°C para ser utilizado na quantificacdo de aminodcidos, agicares redutores e
actcares soluveis totais. O “pellet” foi ressuspendido em 3,0 mL. de NaOH 0,1N
e centrifugado a 10000g, durante 30 minutos, em centrifuga refrigerada a
temperatura de 4°C. O sobrenadante foi colocado em eppendorf de 1,5 mL, e

armazenado em freezer a -4°C, para posterior quantificacéo de proteina.

5.3.1 Quantificacao de aciicares soldveis totais

O teor de actdcares soldveis totais foi determinado segundo a
metodologia descrita por Yemm & Willis (1954). Em aliquotas de 10uL do
extrato bruto foram adicionadas 990 UL de 4gua destilada e 2,0 mL do reagente
antrona (20 mg de antrona, 0,5 mL de dgua destilada e 10 mL de H,SO,
concentrado). ApéGs agitacdo, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5
minutos. Estas foram levadas para leitura em espectrofotometro a 620 nm. Os
valores foram expressos em miligramas de glicose por grama de biomassa fresca
(mg glicose g de BF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes

concentragdes de glicose.

5.3.2 Quantificacao de aciicares redutores

A determinacdo dos actcares redutores foi realizada através da
metodologia descrita por Miller (1959), utilizando-se o d4cido 3.5-
dinitrosalicilico (DNS). Em aliquota de 400 pL do extrato bruto, foram
adicionados 1,1 mL de dgua destilada e 1,0 mL do reagente DNS. A mistura
formada foi homogeneizada em agitador e levada ao banho-maria a 100°C por 5
minutos, sendo posteriormente resfriada a temperatura ambiente. As amostras

foram levadas para leitura em espectrofotometro a 540 nm. . Os valores foram
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expressos em miligramas de glicose por grama de biomassa fresca (mg glicose g
' de BF), com base na curva padrdo obtida a partir de diferentes concentracdes

de glicose.

5.3.3 Quantificacio de proteinas totais

A quantificacio de proteinas totais foi realizada pelo método de
Bradford (1976), que se baseia no principio da associagdo entre proteina e
corante. Em aliquotas de 600 puL do extrato bruto foram adicionados &dgua
destilada e 5,0 mL do reagente Commassie Blue, constituido de 0,01% de
Commassie Blue G-250, 8,5% de 4acido fosférico e 4,7% de etanol.
Posteriormente, as amostras foram homogeneizadas em agitador, para o
procedimento da leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. Os valores foram
expressos em miligramas de proteina por grama de biomassa fresca (mg proteina
g de BF), com base na curva padrio obtida a partir de diferentes concentragdes

de soro-albumina bovina (BSA).

5.3.4 Quantificacio de aminoacidos

Os teores de aminodcidos foram determinados segundo o método
descrito por Stein & Moore (1948). Em aliquotas de 10 pL do extrato bruto
foram adicionados 990 pL de 4dgua destilada. Foi adicionado, também, 1,7 mL
dos reagentes ABC (A - tampao citrato de sédio 0,2M, pH 5,0; B - reagente de
ninhidrina 5% em metilcelosolve ¢ C - KCN 2% em metilcelosolve).
Posteriormente, as misturas foram agitadas e levadas ao banho-maria a 100°C
durante 20 minutos. Para leitura a 570 nm em espectrofotdmetro, foi adicionado
1,3 mL de etanol 60% (v/v). Os valores foram expressos em miligramas de
aminodcidos por grama de biomassa fresca (mg aminodcidos g' de BF), com

base na curva padrio obtida a partir de diferentes concentracdes de glicina.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Efeito do 2,4-D e BAP na inducao de calos em explantes foliares
de copaiba

Os reguladores 2,4-D e BAP apresentaram efeitos significativos sobre o
peso da biomassa fresca de calos obtidos em explantes foliares de copaiba
oriundos de plantas in vitro. Aos sessenta dias de cultivo, foi verificado o maior
acimulo de biomassa (0,092 g) em calos de copaiba obtidos a partir de
segmentos foliares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de
BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D. O menor incremento de matéria fresca (0,010 g), foi

obtido em meio sem adi¢c@o do regulador 2,4-D (Tabela 3).

TABELA 3. Peso da biomassa fresca em calos (g) de copaiba (Copaifera
langsdorffii) formados a partir de segmentos foliares e inoculados
em meio MS suplementado com diferentes concentracdes de 2,4-
D e BAP. UFLA, Lavras — MG, 2002.

Reguladores de crescimento Biomassa fresca de calos (g)
Sem regulador 0,010 e
1,0 mg L' de BAP 0,018 ¢
1,5mg L' de BAP 0,020 e
1,0mg L de 2,4-D 0,032 d
1,0mg L' de 2,4-D + 1,0 mg L' de BAP 0,044 ¢
1,0mg L' de 2,4-D + 1,5 mg L' de BAP 0,066 b
2,0mg L de 2,4-D 0,048 ¢
2,0 mg L' de 2,4-D + 1,0 mg L-1 de BAP 0,092 a
2,0mgL"de2,4-D+1,5mgL" de BAP 0,058 b
3,0mg L" de 2,4-D 0,048 ¢
3,0mgL"de 2,4-D + 1,0 mg L' de BAP 0,040 ¢
30mgL" de24-D+15mgL" de BAP 0,030 d

Médias distintas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Barbosa et al. (2001) que
verificaram 100% de formacao de calos em epicétilo de plantas de copaiba, na
presenca de 1,0 mg L' de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D, sendo que menores
percentagens de formacdo de calo ocorreram em meio de cultura na ausente de
2,4-D.

Para Bonilla (2002) o maior incremento no peso de matéria fresca de
calo em explante foliar de cha-de-bugre foi obtido utilizando 1,0 mg L™ de 2,4-
D em condicdo de auséncia de luz. Landa et al. (2000) obtiveram melhor
inducdo de calo em explante foliar de pequizeiro (Caryocar brasiliense)
utilizando 2,0 mg L'de ANA + 0,5 mg L' de BAP, em meio de cultura WPM.

Santos (2001) estudando a calogénese em explantes foliares de cafeeiro,
concluiu que a maxima produgéo de calos foi obtida utilizando 1,0 ¢ 0,5 mg L™

de 2,4-D.

6.2 Estabelecimento da curva de crescimento de calos de copaiba
A Figura 9 mostra o aspecto geral dos calos formados em segmentos

foliares de copaiba inoculados em meio MS na presenca de 1,0 mg L' de BAP +

2,0 mg L™ de 2,4-D.
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FIGURA 9. Aspecto geral de calos de copaiba (Copaifera langsdorffii)
formados a partir de segmentos foliares inoculados in vitro em
meio MS suplementado com 1,0 mg L' de BAP + 2,0 mg L' de
2.4-D. UFLA, Lavras — MG, 2002.

A curva de crescimento de calos de copaiba apresentou um padrio tipo
sigmdide, podendo-se distinguir cinco fases (Figura 10). Este tipo de curva de
crescimento sigmdide ja foi observado para espécies de plantas lenhosas como
erva-baleira (Lameira, 1997), lechieira (Mesquita, 1999), castanha-do-brasil
(Serra et al., 2000), cafeeiro (Santos, 2001) e cha-de-bugre (Bonilla, 2002).
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FIGURA 10. Curva de crescimento de calos de copaiba (Copaifera langsdorffii)
formados a partir de segmentos foliares inoculados in vitro em
meio MS suplementado com 1,0 mg L' de BAP + 2,0 mg L™ de
2,4-D, durante 168 dias. UFLA, Lavras — MG, 2002.

A fase Lag, na qual as células preparam-se para a divisdo celular,
ocorreu até o 28° dia de inoculagdo, representando um aumento de 69% no
crescimento. Serra et al. (2000) obtiveram resultados semelhantes avaliando o
crescimento de calos em segmentos foliares de castanha-do-brasil, observando
que a fase lag ocorreu até o trigésimo dia apds inoculagdo. Autores como Scragg
& Allan (1993) consideram a fase lag como a produtora de energia para o
desenvolvimento dos calos.

A fase de crescimento exponencial, periodo no qual se observa maxima
divisdo celular, ocorreu entre 28° e o 98° da apds inoculagdo, obtendo-se um
incremento de 63% no crescimento in vitro durante esta fase, considerada por
Scragg & Allan (1993) como fase biossintética. Em plantas de lechieira, esta

fase foi observada entre o 21° e 0 49° dia apds a inoculacdo (Mesquia, 1999), e
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em calos de segmentos foliares de castanha-do-brasil, essa fase ocorreu entre o
30° e 53° dia apds a inoculagdo (Serra et al., 2000).

O periodo de crescimento linear, no qual os calos diminuem a divisdo
celular e aumentam a drea celular, foi observado entre 98° e 126° dia ap6s
inoculagdo, representando 37% de aumento no crescimento in vitro durante esta
fase.

Entre o 126° e 154° dia ap6s a inoculagdo, observouse o periodo de
desaceleragcdo do crescimento, o qual apresentou um incremento de apenas 9%
de biomassa. Segundo Smith (1992), essa fase é a indicada para efetuar a
transferéncia do calo para outro meio de cultura fresco, em virtude das
limitacdes nutricionais, liberagdo de produtos tdxicos, secagem do Aagar e
reducdo do oxigénio no interior das células e do calo. Assim, os resultados
obtidos indicam que a repicagem de calos obtidos através da inoculacdo de
segmentos foliares de copaiba devem ser efetuados entre o 126° e 154° dias de
cultivo dos explantes.

A fase estaciondria ocorreu a partir do 154° dia apds a inoculagdo, sendo
esta a fase em que ndo ocorre mais divisdo celular e nem sintese de biomassa.

O ndmero de dias necessdrios para a obten¢do da curva de crescimento
de calos, apresentando as cinco fases de crescimento, € varidvel de acordo com a
espécie. Observou-se que a curva de crescimento de calos formados a partir de
explantes foliares de copaiba € lenta em relagdo a espécies como erva-baleira (27
dias) (Lameira, 1997); castanha-do-brasil (90 dias) (Serra et al., 2000); cafeeiro
(84 dias) (Santos, 2001) e cha-de-bugre (53 dias) (Bonilla, 2002).
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6.3 Analises bioquimicas de calos de copaiba
6.3.1 Quantificacao de aciicares soltveis totais

Os teores de agucares soldveis totais presentes em calos formados a
partir de explantes foliares de copaiba apresentaram um actiimulo crescente com
o tempo até o 84° dia apds inoculagdo, ficando varidvel os seus teores nos calos

a partir deste dia (Figura 1).
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FIGURA 11. Teores de acucares soldveis totais de calos de copaiba (Copaifera
langsdorffii) formados com base em segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 1,0 mg L™ de
BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D, durante 168 dias. UFLA, Lavras —
MG, 2002.

O acimulo méximo ocorreu no 84° dia apds inoculagdo e o minimo,
observado no dia da inoculacio dos explantes.

Os teores médximos de acgucares soldveis totais observados até o 84° dia
ap6s a inoculacdo mostraram um aumento de aproximadamente 208% em
relacio ao teor inicial (307,27 mg glicose g' BF). Este resultado indica que
possivelmente ocorreu absorcao de sacarose do meio de cultura pelo explante.

O aumento dos teores de acticares soltveis totais ocorridos até o 84° dia
apés a inoculagcdo coincide com as fases de crescimento do calo lag e

exponencial.
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No 168° dia de cultivo, o eor de agucares soliveis totais reduziu para
696,35 mg glicose g BF, o que representa 127% do teor inicial. Esta reducio
pode estar relacionada com um possivel esgotamento de agicares do meio
nutritivo.

Os teores de actcares soliveis totais obtidos em calos de moreira
(Chlorophora tinctoria) também apresentaram um comportamento semelhante,
com um aumento, e depois reducdo dos teores; porém, vale ressaltar que o

periodo de obtencdo dos mesmo foi de 30 dias (Paiva Neto, 1996).

6.3.2 Quantificacio de aciicares redutores
Os teores de agucares redutores observados em calos formados a partir

de explantes foliares de copaiba estdo representados na Figura 12.
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FIGURA 12. Teores de aguicares redutores de calos de copaiba (Copaifera
langsdorffii) formados com base em segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 1,0 mg L™
de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D, durante 168 dias. UFLA, Lavras
— MG, 2002.

O teor miximo (14,57 mg glicose g' BF) de aciicares redutores foi
observado no dia da inoculacdo do explante e o minimo (3,54 mg glicose g’

BF), observado no 112° dia de cultivo.
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No 28° dia ap6s a inoculacdo, a reducdo nos teores apresentou declinio,
atingindo um nivel equivalente a 59% do valor inicial, perfodo este coincidente
com a fase lag de crescimento dos calos. Essa redug¢do nos teores indica uma
possivel producdo de energia a ser utilizada nas fases seguintes de crescimento
do calo.

Entre o0 28° e o0 84° dia de cultivo, os teores mantiveramse praticamente
constantes. Para o periodo compreendido entre o 84° e o 112° dia apds
inoculagdo, os teores de agucares redutores cairam 48% em relacdo ao 84° dia,
voltando a subir no periodo entre o 112° e o 140° dia ap6s inoculagao.

Resultados contraditérios foram observados em calos de moreira
cultivados na presenga de 2,4-D, em que os teores de agucares redutores
apresentaram uma tendéncia de aumento até o 20° dia apéds a inoculagdo, quando
houve uma reducio até o 30° dia apds a inoculagdo (Paiva Neto, 1996).

Serra et al. (2000) também observaram uma grande diminui¢do no teor
de actcares redutores a partir do dia de inoculag@o para calos de castanha-do-
brasil, sendo mais acentuada até o 30° dia de inoculagdo, periodo que também

coincidiu com a fase lag da curva de crescimento.

6.3.3 Quantificacdo de proteinas totais
Os teores de proteinas totais de calos de copaiba formados a partir de
segmentos foliares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de

BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D estdo apresentados na Figura 13.
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FIGURA 13. Teores de proteinas totais de calos de copaiba (Copaifera
langsdorffii) formados com base em segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 1,0 mg L™
de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D, durante 168 dias. UFLA, Lavras
— MG, 2002.

O teor de proteina observado até o 28° dia apds inoculagdo mostrou um
aumento de aproximadamente 629% em relacdo ao teor inicial (0,587 mg
proteina g'1 BF), atingindo seu valor mdximo de 4,54 mg proteina g'1 BF no 56°
dia apds a inoculagdo.

A elevacido nos teores de proteinas observada até o 28° dia apds a
inoculacdo foi coincidente com a fase lag da curva de crescimento dos calos.
Esta elevacdo pode expressar a sintese de novas proteinas, formadas
possivelmente com a degradacdo de carboidratos necessdria para a producdo de
energia a ser utilizada na fase exponencial de crescimento do calo.

A partir do 56° dia apds a inoculagdo, os teores de proteinas totais
apresentaram uma significativa reducio até o 84°, a partir do qual voltaram a
subir novamente, porém com aumento cumulativo de 150% até o 168° dia ap6s
inoculacdo. A reducdo dos teores observada neste periodo coincide com a fase

exponencial de crescimento, indicando, portanto, que houve consumo dessas
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proteinas, pois € nesta fase que ocorrem maiores taxas de divisdo celular,
necessitando, portanto, de mais energia.

Resultados obtidos por Mesquita et al. (2002) demonstraram que o
acimulo mdximo de proteinas totais em explantes foliares de lechieira cultivado
in vitro foi obtido 42 dias ap6s a inoculacao.

Em calos formados em explantes foliares de castanha-do-brasil,
observaram-se os teores maximos de proteinas aos 30 dias apds a inoculagio,
periodo que coincidiu também com a fase lag da curva de crescimento de calos
(Serra et al., 2000).

Os mesmos autores observaram ainda que, apds o 30° dia de inoculagao,
os teores de proteina apresentaram uma reducdo até o 60° dia, periodo em que
iniciou a fase de desaceleracdo da curva de crescimento, podendo esta reducdo
estar relacionada com a diminuicdo dos nutrientes disponiveis no meio de
cultura. Resultados semelhantes também foram observados em calos de moreira

(Paiva Neto, 1996).

6.3.4 Quantificacdo de aminoacidos

Para os teores de aminodcidos observados em calos de copaiba a partir
de segmentos foliares inoculados em meio MS suplementado com 1,0 mg L' de
BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D verificou-se que o maior acimulo ocorreu aos 56

dias ap0s a inoculacdo (Figura 14).
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FIGURA 14. Teores de aminoicidos de calos de copaiba (Copaifera
langsdorffii) formados com base em segmentos foliares
inoculados in vitro em meio MS suplementado com 1,0 mg L™
de BAP + 2,0 mg L' de 2,4-D, durante 168 dias. UFLA, Lavras
— MG, 2002.

O teor de aminoicidos observado até o 28° dia apds a inoculacdo
mostrou um aumento de aproximadamente 291% em relacdo ao teor inicial
(208,47 mg aminoacidos g BF), atingindo seu valor maximo no 56° dia apés a
inoculacdo. Este aumento no teor de aminodcidos possivelmente ocorreu em
resposta a uma absorc¢ao considerdvel do fon aménio e de glicina presentes no
meio de cultura. Segundo George et al. (1988), a presenca de amdnio no meio de
cultura resulta no aumento da sintese de aminodcidos, os quais sdo produzidos
utilizando energia liberada no catabolismo dos carboidratos.

Paiva Neto (1996) obteve em calos de Moreira, teor maximo de
aminodcidos no 20° dia ap6s a inoculagao.

Em calos originados de segmentos foliares de castanha-do-brasil, Serra
et al. (2000) observaram que os teores de aminodcidos até o 15° de inoculagdo
apresentaram um ganho de 858% em relagdo ao teor inicial, o qual atingiu valor
maximo aos 30 dias de cultivo. Os autores observaram, ainda, que esses teores

coincidiram com a fase lag de crescimento dos calos.
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Entre o 56° e o 140 dia apds a inoculacdo, os teores de aminodcidos
apresentaram redugdo de 44% em relacdo ao valor mdximo obtido (906,21 mg
aminoécidos g BF). Esta redugio pode estar relacionada com a diminui¢io dos
nutrientes disponiveis no meio de cultura.

Serra et al. (2000) também obtiveram reducgao nos teores de aminodcidos
a partir do 30° dia de inoculag¢do, em estudos realizados com calos obtidos de

segmentos foliares de castanha-do-brasil.

7 CONCLUSOES

A utilizacdo do meio MS contendo 1,0 mg L' de BAP em combinacio
com 2,0 mg L' de 2,4-D induz a formagdo de calos em segmentos foliares de
Copaifera langsdorffii.

A curva de crescimento de matéria fresca de calos formados a partir de
explantes foliares de copaiba, apresenta crescimento sigméide, com cinco fases.

O periodo de repicagem dos calos formados em segmentos foliares de
copaiba estd entre 126 e 154 dias apds a inoculagdo dos explantes.

O periodo das fases lag e exponencial de crescimento coincidem com
maior teor de acucar soldvel total obtido em calos.

Altos teores de aguicares redutores estdo presentes apenas no primeiro dia
de inoculacdo dos explantes.

A andlise quantitativa de aminodcidos e proteinas indica que a alta
sintese ou absor¢do de aminodcidos ocorre principalmente na fase lag de

crescimento de calos.
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CONSIDERACOES FINAIS

Através dos estudos realizados com Copaifera langsdorffii, alguns
resultados importantes foram observados:

A melhor condicao para a germinagao in vitro de sementes de copaiba é
através do uso de sementes escarificadas e inoculadas em meio MS sem adi¢do
de sacarose.

As plantas cultivadas in vitro apresentaram estruturas anatdomicas com
os tecidos diferenciados, sendo estes semelhantes aos de cultivo em campo. A
presenca de canais secretores nas folhas, importantes para extracdo do dleo-
resina, foi observado em ambos 0s materiais.

Para a obtencdo de brotacdes em segmentos nodais de copaiba, sugere-
se a utiliza¢io do meio MS suplementado com 0,83 ¢ 0,86 mg L™ de BAP.

E possivel a indugdo de calos em segmentos foliares de copaiba com o
uso de 1,0 mg L' de BAP em combinagio com 2,0 mg L' de 2,4-D, em meio
MS, os quais apresentam crescimento tipo sigmdide.

Mudangas bioquimicas (agicares soldveis totais, acucares redutores,
proteinas e aminodcidos) em calos de copaiba, ocorrem principalmente nos
primeiros 56 dias apds a inoculagdo, correspondente ao periodo de maior divisao

celular.
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ANEXOS

QUADRO 1. Resumo da andlise de varidncia para percentagem de germinagao
de sementes ndo escarificadas e escarificadas e provenientes de
Rio Branco (AC) (Copaifera multijuga) e Minas Gerais (MG)
(Copaifera langsdorffii), germinadas in vitro. UFLA, Lavras —

MG, 2001.
Fonte de variacdo GL QM F
Procedéncia 1 0,0321 0,3369 *
Escarificagdo 1 0,4325 0,0009*
Procedéncia x escarificacdo 1 0,0035 0,7477 ™%
Residuo 44 0,0341
Média 1,25
C.V (%) 14,77
Dados transformados: ® X+1,0.
NS % = ndo significativo e significativo ao nivel de 5% de probabilidade,

respectivamente, pelo teste Scott-Knott.

QUADRO 2. Resumo da anélise de varidncia para a percentagem de germinacao
de sementes de copaiba (Copaifera langsdorffii) em diferentes
concentracdes de sacarose e na presenca e auséncia de GA;.
UFLA, Lavras — MG, 2001.

Fonte de variacao GL QM F
Giberelina 1 0,0128 0,5468 ™°
Sacarose 4 0,2409 0,0001*
Giberelina x Sacarose 4 0,0736 0,0869 ™
Residuo 110 0,0352

Média 1,21

C.V (%) 15,5

Dados transformados: ® X+1,0.

NS % = ndo significativo e significativo ao nivel de 5% de probabilidade,

respectivamente, pelo teste Scott-Knott.
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QUADRO 3. Resumo da andlise de varidncia para espessura da epiderme
adaxial (EAD), parénquima palicadico (PP), parénquima
esponjoso (PE), epiderme abaxial (EAB) e limbo (LB) foliar de
copaiba (Copaifera langsdorffii) em um. UFLA, Lavras — MG,
2002.

Fonte de
variacio GL EAD PP PE EAB LB

Ambiente de 2 0,2712*  71,6992* 27,3917* 0,0672* 211,888*
cultivo

Residuo 36 0,009552 0,06912 0,411888 0,007776 0,050529
Média - 9,12 31,54 65,23 8,04 113,76
C.V (%) - 5,24 4,08 4,82 5,37 3,06

* = significativo a 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

QUADRO 4. Resumo da anélise de variincia para tamanho de brotacdes (TB) e
biomassa seca de brotacio (BSB) em segmentos nodais de
copaiba (Copaifera langsdorffii). UFLA, Lavras — MG, 2002.

Fonte de variacio GL TB (cm) BSB (g)
Meio de cultura 1 3,5378* 0,001568*
BAP 4 2,2317* 0,000942%*
Meio x BAP 4 2,1673% 0,000598%*
Residuo 40 0,1729 0,000090
Média - 2,30 0,029
C.V (%) - 18,06 32,94

* = significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.

QUADRO 5. Resumo da anélise de variancia para peso da biomassa fresca de
calos (PBFC) em calos de explantes foliares de copaiba
(Copaifera langsdorffii). UFLA, Lavras — MG, 2002.

Fonte de variagao GL PBFC (g)
2,4-D/ BAP 11 0,002609*
Residuo 48 0,000094
Média 0,0421 -
C.V (%) 23 -

* = gignificativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste Scott-Knott.
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