UNIVERSIDADE ESTADUAL DE FEIRA DE SANTANA

RECURSOS ('l
GENETICOS I
VEGETAIS

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS vegetais W

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM RECURSOS GENETICOS
VEGETAIS

PRISCILA TAVARES FONSECA

CULTURA DE EMBRIAO ZIGOTICO, CALOGENESE E
CONSERVACAO IN VITRO DE ERYTHRINA VELUTINA WILLD.
(LEGUMINOSAE).

FEIRA DE SANTANA - BA

2012



PRISCILA TAVARES FONSECA

CULTURA DE EMBRIAO ZIGOTICO, CALOGENESE E
CONSERVACAO IN VITRO DE ERYTHRINA VELUTINA
WILLD. (LEGUMINOSAE).

FEIRA DE SANTANA - BA

2012



PRISCILA TAVARES FONSECA

CULTURA DE EMBRIAO ZIGOTICO, CALOGENESE E
CONSERVACAO IN VITRO DE ERYTHRINA VELUTINA
WILLD. (LEGUMINOSAE).

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s - Graduacdo em Recursos
Genéticos Vegetais, da Universidade Estadual de Feira de Santana, como
requisito parcial para a obtengdo do titulo de Mestre em Recursos
Genéticos Vegetais.

Orientador: Prof. Dr. José Raniere Ferreira de Santana

FEIRA DE SANTANA - BA

2012



Catalogacdo-na-publicacdo: Biblioteca Central Julieta Carteado — UEFS

Fonseca, Priscila Tavares
F746¢ Cultura de embrido zigotico, calogénise e conservacao in vitro de Erythrina

velutina Willd. (Leguminosae). / Priscila Tavares Fonseca. — Feira de Santana - BA,
2012.

92 f.:1l.

Orientador: Prof. Dr. José Raniere Ferreira de Santana

Dissertagdao (Mestrado em Recursos Genéticos Vegetais)— Universidade
Estadual de Feira de Santana, Departamento de Ciéncias Biologicas, Programa de
Pos-Graduagao em Recursos Genéticos Vegetais, 2012.

1. Erythrina velutina Willd. 2. Cultura de embrido zigbtico — Erythrina
velutina Willd. 3. Calogénise — Erythrina velutina Willd. 4. Conservagao in vitro —
Erythrina velutina Willd. 5. Leguminosa. I. Santana, José¢ Raniere Ferreira de. II.
Universidade Estadual de Feira de Santana. II1. Departamento de Ciéncias Bioldgicas. IV.

Titulo.

CDU: 582.736




Aos meus pais Hermes e Cleuza pelo carinho,
compreensdo e por estarem sempre ao meu lado em

todos os momentos da minha trajetoria.



AGRADECIMENTOS

A Deus em primeiro lugar por esta presente em todos os momentos, dando suporte para

que pudesse vencer os obstaculos e conquistar meus objetivos.

A Deus pela oportunidade e o presente de conviver com pessoas que colaboraram para o
alicerce do meu conhecimento compartilhando seus conhecimentos e experiéncias,

contribuindo para a conclusdo de mais uma etapa.

A todos os familiares, colegas de profissdo e amigos que compartilharam comigo os

momentos de alegria e de dificuldade durante o periodo de mestrado.

Obrigada mais umas vez!



“Diga-me eu esquecerei, ensina-me e eu poderei lembrar, envolva-me e eu aprenderei.”

(Benjamin Franklin)

"Os estudos aperfeicoam a natureza e sao aperfeigoados pela experiéncia. "
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RESUMO

Erythrina velutina ¢ nativa do bioma Caatinga, apresentando relevada importancia sécio-
econdmica e medicinal. Objetivou-se nesse trabalho o cultivo de embrido zigdtico, bem
como, calogénese e conservacao in vitro de E. velutina. No primeiro experimento foi feito
estudo comparativo da germinacdo entre sementes intactas e o cultivo de embrido
avaliando o efeito dos reguladores vegetais BAP ¢ ANA sobre a morfogénese in vitro. No
segundo experimento verificou-se o efeito de BAP e CIN na regeneracdo de segmentos
nodais. No terceiro experimento observou-se o efeito do 2,4-D na calogénese in vitro de
diferentes explantes: embrides zigoticos inteiro e seccionado, folhas e epicotilo. Nos calos
de embrides zigoticos analisou-se o crescimento cinético, quantificou-se os AR e AST e
fez-se a anatomia vegetal. No ultimo experimento avaliou-se o efeito do agente osmotico
sacarose ¢ do retardante de crescimento PBZ na conservacao in vitro. Para germinagdo o
cultivo de embrides zigdticos proporcionou plantas mais vigorosas. O explante plimula e
embrides zigoéticos podem ser regenerados na concentracao de 4,0uM de BAP, as regides
intermediaria e radicula promoveram a formacdo de calos compactos na combinacdo de
10,63uM BAP e 2,0uM de ANA. Na regeneracao in vitro a concentracdo de 20uM de BAP
induziu maior numero de brotos em segmentos nodais. Para calogénese a concentracdo de
11,75uM de 2,4-D induziu calos fridveis em embrides zigdticos inteiros sendo verificado a
reducdo dos AR, AST e presenca de células em divisdo e amiloplastos durante o periodo de
cultivo. A curva de crescimento mostrou que os calos devem ser transferidos para meio de
subcultivo entre o 15° até o 21° dia. Na concentragio testada de 11,75uM de 2,4-D obteve-
se calos fridveis de segmentos foliares. Foi observado crescimento mais lento das culturas
na temperatura de 18°C, a concentrac¢do de sacarose até 175,28mM ndo foram suficientes
para reduzir o crescimento das plantas. Quando acrescido ao meio de cultura de 4uM de
BPZ nota-se reducdo no crescimento das plantas.

Palavras-chave: Mulungu, regeneragdo in vitro, citocininas, auxinas, calogénese,

crescimento minimo.



ABSTRACT

Erythrina velutina is a native Caatinga biome, with increasing socio-economic importance
and medical. The objective of this work were to culture zygotic embryo, as well as in vitro
E. velutina callus formation and conservation. The first experiment was a comparative
study of seed germination between intact and embryo rescue evaluating the effect of plant
growth regulators BAP and NAA on in vitro morphogenesis. The second experiment was
verify the effect of BAP and CIN in the nodal segments regeneration. The third experiment
observed the effect of 2,4-D on in vitro callus formation from different explants: zygotic
embryos whole and sectioned, leaves and epicotyl. In callus cultures of zygotic embryos
we analyzed the kinetics growth, quantified if the AR and AST did to plant anatomy. In the
last experiment evaluated the effect of sucrose osmotic agent and the PBZ growth retardant
the in vitro conservation. For germination of zygotic embryos cultivation provided more
vigorous plants. The plumule explant and zygotic embryos can be regenerated at
concentration of 4.0uM of BAP, the intermediate regions and the radicle promoted
formation of compact callus on the combination of 10.63uM BAP and 2.0uM NAA. In
regeneration in vitro concentration of 21.03uM BAP induced higher number of shoots in
nodal segments. For callus formation concentration of 10.65uM 2.,4-D induced friable
callus on zygotic embryos whole and the reduction of AR, AST and the presence of
dividing cells and amyloplasts during the growing period. The growth curve showed that
callus should be transferred to subculture medium between the 15th to the 21st day. In the
tested concentration of 11.75uM 2,4-D was obtained friable callus on leaf segments. We
observed slower cultures growth at a temperature of 18°C, concentrations of up to
175.28mM sucrose was not sufficient to reduce plant growth. When using PBZ was
observed a reduction of plant growth when added to the culture medium 4uM of BPZ.

Keywords: Mulungu, in vitro regeneration, cytokinin, auxin, callus formation, minimum
growth.
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INTRODUCAO GERAL

A Caatinga representa a quarta maior area coberta de vegetagdo Unica do Brasil,
respondendo por cerca de 60% do territorio da regido Nordeste e abrangendo uma pequena
parte da regido sudeste de Minas Gerais (SAMPAIO et al., 2002), com representatividade
de 596 espécies arboreas e arbustivas, sendo que destas, 180 sao endémicas (COSTA et al.,
2002).

A economia dessa regido ¢ fortemente sustentada pela exploragdo dos recursos
naturais, que, em geral, vem sendo desenvolvida sem qualquer tipo de preocupagao
conservacionista (SAMPAIO, 2002), colocando em risco de extingdo inumeras espécies
nativas, causando disturbios ecoldgicos e o desaparecimento de germoplasmas valiosos
(GIULIETTI e QUEIROZ, 2006; FRANCA et al., 2007). Aproximadamente 70% da
regido Nordeste do Brasil correspondente as terras de clima semidrido e subumido estao
susceptiveis a desertificagdo (VASCONCELQS, 2002), culminando com a diminui¢do da
biodiversidade (SANTOS et al., 2009).

O bioma Caatinga possui vegetagdo de padrdes diversificados, representado por
espécies de varias familias: Cactaceae, Euforbiaceae, Bromeliaceae e Leguminoseae. A
familia das leguminosas possui maior representatividade neste bioma, com cerca de 2.100
espécies e 188 géneros, dos quais 31 sdo endémicos, estando presentes em todos os biomas
brasileiros (ANDRADE et al., 2009).

Dentro da familia da Leguminoseae, destaca-se a subfamilia Faboideae
(Papilionoideae) representadas por 482 géneros e 12.000ssp., ao qual pertence o género
Erythrina largamente conhecido, ocorrendo nas regides tropicais e subtropicais do mundo.
Possui cerca de 110 espécies, das quais 70 sdo nativas da América (VASCONCELOS et
al., 2003) dentre elas a espécie em estudo Erythrina velutina Willd.

E. velutina ¢ popularmente conhecida como suind, mulungu, canivete, corticeira,
mulungu-da-catinga, pau-de-coral, sanadui e sananduva (LORENZI, 1992) e distribui-se
na Caatinga e florestas secas no oeste da America do Sul, no Peru, Equador e no Caribe
(Costa Norte da Venezuela e Cuba). E considerada nativa do bioma Caatinga ocorrendo

desde a Paraiba, Piaui ao norte de Minas Gerais (QUEIROZ, 2009) (Figura 1).
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Figura 1— Distribui¢@o geografica de Erythrina velutina (®) no Brasil. (Fonte: Embrapa Florestas).

O nome genérico Erythrina vem do grego erythros que significa “vermelho”, em
alusdo a cor das flores e o epiteto especifico velutina vem do latim, por suas folhas
apresentarem indumento de delicados e macios pélos (CARVALHO, 2008).

Caracteriza-se por ser uma arvore decidua, de copa aberta e arredondada, muito
florifera e ornamental, espinhenta, atingindo de 6 a 12 m de altura (Figura 2A e B).
Apresentam folhas compostas trifolioladas, alternas, de foliolos cartaceos, velutino-
pubescentes, medido de 3 a 12 cm de comprimento. Suas flores sdo vermelho-coral,
grandes, dispostas em paniculas racemosas com raque pulverulenta, formadas com a arvore
despida de sua folhagem (Figura 2C). Os frutos sdo do tipo legume (vagem) deiscente, com
5 a 8 cm de comprimento, contendo 1-3 sementes reniformes de cor vermelha e brilhantes

(LORENZI e MATOS, 2008).

Figura 2— Aspectos visuais da planta (A); inflorescéncia (B) e das sementes (C) de Erythrina velutina.
(Fonte: Autora).



A espécie em estudo possui grande relevancia econdmica sendo utilizada em
diversificados setores: madeireiro, artesanal, tintoreais, bem como, para fins paisagisticos e
principalmente na medicina popular.

Na medicina popular sdo atribuidos a casca e aos frutos dessa espécie propriedades
sudorifica, calmante, emoliente, peitoral e ao seu fruto seco a¢ao anestésica local, quando
usado na forma de cigarro, como odontalgico (LORENZI e MATOS, 2008). Além dessas
propriedades, a infusdo da casca ¢ empregada como sedativo, calmante de tosses e
bronquites, bem como no combate a verminoses € no tratamento de hemorroidas; o
cozimento (decocto) ¢ indicado para acelerar a maturacdo dos abscessos nas gengivas
(CARVALHO, 2008).

Estudos cientificos identificaram a presenca de compostos como flavonodides,
isoflavandides (CUNHA et al.,, 1996), alcaldides eryitrinano, erythodine N-6xido
(OZAWA et al, 2008) e atividades bioldgicas contra Staphylococcus aureus e
Streptococcus pyogenes (VIRTUOSO et al., 2005), bem como efeito anticolinesterasica
(ESTEVAM et al., 2007), sedativo, bloqueador neuromuscular (DANTAS et al., 2004) e
relaxante (SANTOS et al., 2007), demonstrando que a espécie possui um grande potencial
farmacolodgico.

Por ser uma espécie de amplo potencial, encontra-se suscetivel ao extrativismo
indiscriminado. Aliados a esse fator, a espécie apresenta uma barreira natural de
propagacdo, suas sementes possuem dorméncia tegumentar, impedindo sua germinagao
sobre condi¢des naturais, levando a reducgdes drasticas das populagdes naturais, visto que o
mecanismo de perpetuacdo da espécie ocorre por sementes.

Nesse contexto, faz-se necessario delinear estratégias de propagacao que possam
garantir a conservacao, manutencdo e utilizacdo de forma sustentavel da espécie.
Alternativamente, a aplicacdo das técnicas de culturas de tecidos principalmente a
micropropagacdo para producdo vegetal, tém mostrado excelente desempenho in vitro em
termos de niimero de mudas sadias em qualquer época do ano, em tempo e espago fisico
reduzido e manutencao de genotipos elites (GAO et al., 2009). Além de resolver problemas
associados com a oferta e a variabilidade na qualidade do produto (FRABETTI et al.,
2009), com maior produtividade, uniformidade e desempenho no campo, contribuindo para
reduzir a pressdo extrativista em areas nativas (GEORGE, 2008).

A cultura de tecidos vegetais pode ser definida como o cultivo de diferentes células

somaticas, haploides, tecidos ou 6rgaos das plantas denominados explantes, num meio de



cultura definido sob condigdes ambientais e assépticas controlados in vitro por meio da
utilizacdo de recipientes fechados.

Em geral, pode ser utilizado como fonte de explante qualquer fragmento da planta
(SANTOS, 2009), seja uma célula, um 6rgao ou um tecido, tais como, segmento, disco
foliar, hipocétilo (FARIA et al., 2007) bem como, embrides imaturos ou maturos excisados
das sementes, que sdo excelentes explantes para propagagdo clonal in vitro principalmente
de plantas lenhosas por causa de sua natureza juvenil com alto potencial regenerativo (HU
e FERREIRA, 1998).

Ao isolar parte da planta in vitro ¢ necessaria a utilizagdo de meio de cultura que
propicie condi¢cdes necessarias para o crescimento das plantas. Dessa forma, o meio deve
fornecer um suporte semi-solido, nutrientes, energia comumente a sacarose ¢ algumas
vitaminas suplementares. Muitas culturas, também, requerem a adi¢dao de reguladores de
crescimento para regenerar ou propagar novas plantas (HARTMANN et al., 2002). Para
espécies lenhosas geralmente utiliza-se o meio de cultura WPM (Woody Plant Medium),
elaborado por LLOYD e MCCOWN (1981), para a cultura de Kalmia latifolia (Ericaceae)
em razao da sua menor forca idnica total em relagao a outros meios empregados no cultivo
in vitro (PASQUAL, 2001; JHA; GHOSH, 2006).

A partir de tecidos vegetais a formagdo de 6rgdos como partes aéreas e raizes in
vitro ¢ denominada organogénese que pode ser induzida por citodiferenciagdo, mediante
duas vias organogénicas: direta e indireta.

A organogénese indireta ocorre quando o processo de regeneracdo de gemas ¢
precedido pela formacdo de calo (ARENHART e ZAFFARI, 2008) atraves da
diferenciagdo celular, seguida de sucessivas mitoses, que dao origem a um arranjo de
células que responderam a estimulos do balanco entre reguladores de crescimento
(auxinas/ citocininas) e outros fatores do meio de cultura e ambiente (TERMIGNONI,
2005).

Dentre os reguladores de crescimento, as auxinas possuem papel fundamental por
promover a divisdo celular, sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) um do mais
utilizados nos processos de desdiferenciagdo celular e indugdo de calos, considerado
também um potente sinalizador no processo de rediferenciacio (GUERRA et al., 1999).
Em determinadas condi¢des, quando o balango (citocinina/ auxina) for favoravel a
citocinina, centros meristematicos do tecido calogénico podem diferenciar-se originando
raizes, brotos ou embrides somaticos, podendo objetivar estudos em diversos campos,

como a citologia, histologia e a bioquimica (NEUMANN et al., 2009).



Ja na organogénese direta ocorre o surgimento direto de gemas a partir de tecidos
que apresentam potencial morfogenético na planta in vitro (ARENHART e ZAFFARI,
2008). A regeneracao de plantas via organogénese direta e indireta também esta
intimamente ligada ao uso de reguladores de crescimento no meio de cultura, em particular
as citocininas. A adigdo de fitorreguladores nessa fase, principalmente citocininas, como 6-
benzilaminopurina (BAP), cinetina (KIN) e thidiazuron (TDZ) t€ém o objetivo de suprir as
possiveis deficiéncias dos teores enddogenos de hormdnios nos explantes que se encontram
isolados das regides produtoras na planta-matriz, estimulando respostas como o
alongamento ou a multiplica¢@o da parte aérea (DONINI et al., 2008).

Nesse contexto, os processos morfogéneticos podem ser melhores compreendidos
com o auxilio do conhecimento anatomico e bioquimico, pois as identificagdes dos
aspectos estruturais e das necessidades nutricionais sdo importantes para o sucesso da
propagac¢ao, a qual depende da regeneracdo de tecidos vegetais (SILVA et al., 2005).

As técnicas de cultura de tecidos vegetais também tém sido uma importante
ferramenta para conservagao de germoplasma in vitro de espécies ameagadas de extingao
pelo extrativismo e uso inapropriado e com grande potencial econdmico.

A conservagdo de germoplasma in vitro pode se da por meio do crescimento lento
das culturas, podendo ser utilizado como fonte de explante meristemas ou &pices
meristematicos, sementes, embrides zigdticos e somaticos. Esse método consiste em
reduzir drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, pela indugado de
estresse osmotico, reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardantes
de crescimento ou pela diminui¢do da concentracdo dos componentes salinos e orgéanicos
do meio de cultura (WITHERS e WILLIAMS, 1998). Dessa forma, favorecendo a
ampliacao do tempo entre subcultivos e propicionando menor custo para manutengdao do
banco de germoplasma em laboratorio (CANTO et al., 2004). de conservagao ex situ se
comparada aos métodos de conservacao in situ, pois as culturas sdo livres de agentes
patogénicos e intempéries, o que garante a manutencdo da fidelidade genética, facilita a
disponibilidade de material para o intercambio de germoplasma e redugao dos custos de
manejo e cultivo, além de permitir o desenvolvimento de estudos ampliando o
conhecimento sob o germoplasma cultivado.

Trabalhos utilizando as técnicas de cultura de tecidos vegetais ja foram realizados
por COSTA et al. (2010), em que verificaram baixa taxa de multiplicagdo in vitro da

espécie em estudo, o que torna necessario a realizagdo de estudos mais especificos para a



micropropagacdo € o desenvolvimento de metodologias de conservacdo de forma a
contribuir para exploracdo sustentavel da espécie.

Diante disso, o trabalho objetivou o cultivo de embrido zigoético e a indugdo de
calos como uma possivel forma de propagacao da espécie bem como, a obtengao de um

protocolo de conservacgao in vitro de E. velutina.



REFERENCIAS

ANDRADE, A. L. P; MIOTTO, S. T. S.; SANTOS, E. P. A subfamilia Faboideae
(Fabaceae Lindl.) no Parque Estadual do Guarteld, Parana, Brasil. Hoehnea, v.36, n.4,
p.737-768, 2009.

ARENHART, R. A.; ZAFFARI, G. R. Otimiza¢ao do protocolo de micropropagacdo por
organogénese indireta de Eucalyptus grandis. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, v.7,
n.1, p. 16-22, 2008.

CANTO, A. M. M. E. et al. Conservacao in vitro de germoplasma de abacaxi tratado com
paclobutrazol. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.39, p.717-720, 2004.

CARVALHO, Paulo Ernani Ramalho. Espécies arbéreas brasileiras. Brasilia, DF:
Embrapa Informagao Tecnoldgica; Colombo: Embrapa Florestas, v. 3, 2008.

COSTA, G. M.; NEPOMUCENO, C. F.; SANTANA, J. R. F. Propagagdo in vitro de
Erythrina velutina. Ciéncia Rural, v.40, n.5, p. 1090-1096, 2010.

COSTA, J. A. S. et al. Leguminosas forrageiras da Caatinga: espécies importantes para
as comunidades rurais do sertdo da Bahia. Feira de Santana: Ed. Universidade Estadual de
Feira de Santana, SASOP, 2002.

CUNHA, E. V. L. et al. Eryvellutinone, na isofavanose from the stem bark of Erythrina
velutina. Phytochemistry, v. 43, n. 6, p. 1371-1373, 1996.

DANTAS, M. C. et al.Central nervous system effects of the crude extract of Erythrina
velutina on rodents. Journal of Ethnopharmacology. v. 94, p. 129-133, 2004.

DONINI, L. P. et al. Estabelecimento in vitro de oliveira cv. "Arbequina" para inicio da
micropropagacdo. Ciéncia Rural, v.38, n.6, p.1769-1772, 2008.

ESTEVAM, C. S. et al. Atividade anticolinesterasica do extrato aquoso e da fragdo
alcaloide total das folhas de Erythrina velutina. In 30" Reunido anual da sociedade
brasileira de quimica, 2007.

FARIA, G. A. et al. Meio de cultura e tipo de explante no estabelecimento in vitro de
espécies de maracujazeiro. Bragantia, v. 66, n.4, p. 535-543. 2007.

FRABETTI, M. et al. Micropropagation of Teucrium fruticans L., an ornamental and
medicinal plant. In Vitro Cellular Developmental Biology-Plant, v.45, p.129—-134. 2009.
FRANCA, S. C. et al. [ORG]. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 6 ed. Porto
Alegre: Editora da UFRGS; Florian6polis: Editora da UFSC. 2007.



GAO, X. et al. In Vitro Micropropagation of Freesia hybrida and the Assessment of
Genetic and Epigenetic Stability in Regenerated Plantlets. Journal Plant Growth
Regulation, v.29 n.3 p.257-267, 2009.

GEORGE, E.F. Plant tissue culture procedure - Background. In: GEORGE, E.F. et al.
(Ed.). Plant propagation by tissue culture. 3.ed. Dordrecht : Springer, 2008. v.1, p.1-28.
GIULIETTL, A. M; QUEIROZ, L. P. Recursos genéticos do semiarido nordestino.
Instituto do Milénio do Semiarido, v.5. Recife-PE: IMSEAR, 2006.

GUERRA, M.P.; TORRES, A.C.; TEIXEIRA, J.B. 1999. Embriogénese Somatica e
Sementes Sintéticas. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S.; BUSO, J.A. (eds.). Culturas de
Tecidos e Transformacdo Genética de Plantas. Brasilia, Embrapa-CBAB. v.2. p. 533-
568.

HARTMANN, H. T. et al. Plant propagation: principles and practices. 7th ed. Upper
Saddle River, New Jersey: Prentice Hall, 2002. 847p.

HU, C.Y.; FERREIRA, A.G. Cultura de embrides. In: TORRES, A.C.; CALDAS, L.S,;
BUSO, J.A. (Eds.). Cultura de tecidos e transformacido genética de plantas. Brasilia:
EMBRAPA-SPI/ EMBRAPA-CNPH, 1998. v.1, p.371-93.

JHA, T. B.; GHOSH, B. Plant Tissue Culture: Basic and Applied. India: Universities
Press (India) Private Limited. 2006. 206p.

LLOYD, G.; McCOWN, B. Use of microculture for production and improvement of
Rhododendron spp. HortScience, v.15, p.415, 1980. (Abst. 321).

LORENZI, H. & MATOS, F. J. A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoéticas. 2
ed. Nova Odessa: Instituto Plantarum, 2008. p.577.

LORENZI, H. Arvores brasileiras: manual de identificacio e cultivo de plantas
arboreas nativas do Brasil. Sdo Paulo, Nova Odesseia: Ed. Plantarum. 1992.
NEUMANN, K.H; KUMAR, A; IMANI, J. Plant Cell and Tissue Culture — a toll in
biotechnology: basics and application. Berlin: Springer Verlang, 2009. p.333.

OZAWA, M. et al. TRAIL-enhancing activity of Erythrinan alkaloids from Erythrina
velutina. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.19, p. 234-236, 2009.
PASQUAL, M. Textos académicos: meios de cultura. Lavras: FAEPE/UFLA, 2001. 127p.
QUEIROZ, Luciano Paganucci de. Leguminosas da caatinga. Feira de Santana, Ba:
UEFS, 2009. 467 p.

SAMPAIO, E. V. S. B. 2002. Uso das plantas da caatinga. In: Sampaio, E. V. S. B,;
Giulietti, A. M.; Virginio, J. & Gamarra-Rojas, C. F. L. Vegetacao e flora da caatinga.



Associagdo Plantas do Nordeste — APNE, Centro Nordestino de Informagdes sobre Plantas
— CNIP, Recife. p. 49-90, 2002.

SANTOS, Daniela Soares. Micropropagacao da bromélia ornamental Acanthostachys
strobilacea (Schultz F.). 2009. (121. p). Dissertacdo (Programa de Po6s-Graduagdo em
Biodiversidade Vegetal e Meio Ambiente). Instituto de Botanica da Secretaria de Estado
do Meio Ambiente, Sao Paulo.

SANTOS, M. F. A. V. et al. Diversidade e densidade de espécies vegetais da caatinga com
diferentes graus de degradagdo no municipio de Floresta, Pernambuco, Brasil.
Rodriguésia, v. 60, n.2, pg. 389-402, 2009.

SANTOS, M. R. V. et al. Relaxant effect of the aqueous of Erythrina velutina leaves on rat
van deferens. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 17, n. 3, p. 343-348, 2007.
SILVA, L.M.; ALQUINI, Y.; CAVALLET, V. J. Interrelacdes entre a anatomia vegetal ¢ a
produgdo vegetal. Acta Botanica Brasilica, v.19, n.1, p.183-194, 2005.

TERMIGNONI, Regina Ramos. Cultura de Tecidos Vegetais. Porto Alegre: Editora da
UFRGS, 2005.

VASCONCELOS, R. Estimativa de perdas econdmicas provocadas pela desertificacdo na
regido do semidrido. In: Teuchler, H.& Moura, S. M. Quanto vale a caatinga?. Fundagao
Konrad Adenauer, Fortaleza. p. 45-67, 2002.

VIRTUOSQO, S. et al. Estudo preliminar da atividade antibacteriana de cascas de Erythrina
velutina Willd., Fabaceae (Leguminosae). Revista Brasileira de Farmacognosia, v. 13, n.
2, p. 137-142, 2005.

WITHERS, L. A.; WILLIANS, J. T. (1998) Conservagdo in vitro de recursos genéticos de
plantas. In: TORRES, A.C. et al. (eds). Cultura de tecidos e transformaciao genética de
plantas. Brasilia: Embrapa-SPI/Embrapa-CBPH, 1998.



Capitulo 1

Cultivo, germinaciio e morfogénese in vitro de embrides zigdticos de Erythrina

velutina Willd. (Leguminosae).
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RESUMO

O cultivo in vitro de embrides zigoticos representa uma técnica promissora para avangar no
estudo do desenvolvimento embrionério e quebra da dorméncia de sementes. O trabalho
objetivou o estudo comparativo da germinagao de sementes e embrides zigéticos de
Erythrina velutina bem como, avaliar o efeito dos reguladores vegetais BAP ¢ ANA no
potencial morfogenético in vitro dos embrides zigdticos. No primeiro experimento
sementes intacatas e embrides zigdticos foram inoculados em meio de cultura WPM,
acrescido de 87,64mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar. Apos 30 dias foram
avaliadas: porcentagem de germinacdo, nimero de gemas, nimero de folhas, comprimento
da parte aérea, plantas normais e numero de raizes. No segundo experimento, embrides
zigbticos maturos foram utilizados inteiros, seccionado em: plumula, regido intermediaria e
radicula, sendo posteriormente inoculado em meio de cultura WPM suplementado com
diferentes combina¢des de BAP (0,0; 2,0; 4,0; 8,0; 12,0; 16,0uM) e ANA (0,0; 1,0;
2,0uM) acrescido de 87,65mM de sacarose e solidificado 0,7% de agar. Aos 30 dias da
inoculacdo foram avaliados porcentagem de regeneragdo, numero de brotos, nimero de
folhas, comprimento da parte aérea, nimero de raizes e porcentagem de formagdo de calo
para explantes regido intermedidria e radicula. Por meio dos resultados, infere-se que
embrides zigoticos inteiros sdo excelentes fontes de explante para propagagdo in vitro. E
possivel a regeneragcdo in vitro do explante plimula e embrides zigéticos inteiros na
concentracdo de 4,0uM de BAP. As regides intermediaria e radicula promoveram a
formagao de calos compactos (96,06%) na combinacdo de 10,63uM BAP e 2,0uM de
ANA.

Palavra-chave: Mulungu, dorméncia, citocininas, morfogénese.
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ABSTRACT

The in vitro culture of zygotic embryos represents a promising technique to advance the
study of embryonic development and break of dormancy in seeds. This study aimed the
comparative study of seeds and zygotic embryos germination of Erythrina velutina as well
as evaluate the effect of plant growth regulators BAP and NAA in the morphogenetic
potential of in vitro zygotic embryos. On the first experiment, intact seed and whole
zygotic embryos were inoculated in culture medium WPM suplemented with 87.64mM
sucrose and solidified with 0.7% agar. After 30 days were evaluated: germination
percentage, number buds, leaf number, stem length, normal plants andnumber of roots. In
the second experiment, mature zygotic embryos were used integers, sectioned in plumule,
radicle andintermediate region, and subsequently inoculated in WPM medium
supplemented with different combinations of BAP (0.0, 2.0, 4, 0, 8.0, 12.0, 16.0uM) and
NAA (0.0, 1.0, 2.0uM) plus with 87.65mM sucrose and solidified 0.7% agar. After 30
days from inoculation, were evaluated: regeneration percentage, buds number, number of
leaves, stem length, number of roots and percentage of callus formation in intermediate
region, explants and radicle. Through the results, that whole zygotic embryos are excellent
sources of explants for in vitro propagation. It is possible to regenerate in vitro plumule
explant and whole zygotic embryos at the concentration of 4.0uM BAP, intermediate and
radicle regions promoted the formation of compact callus on the combination of (96.06%)
10.63uM BAP and 2.0uM NAA .

Keyword: Mulungu, dormancy, cytokinins, morphogenesis.
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INTRODUCAO

Erythrina velutina ¢ uma arvore pertencente a familia Leguminosae, conhecida
popularmente como mulungu, suind, corticeira e sanaduva, sendo nativa da regido
Semiarida do Brasil (LORENZI e MATOS, 2008). A espécie apresenta dificuldade de
propagagdo sexual, uma vez que suas sementes possuem dorméncia tegumentar, o que
impede sua germinag@o sobre condi¢des naturais. Esse fator aliado ao intenso extrativismo
de suas sementes para confeccdo de adornos e uso na medicina popular, impede a
restauracdo das populagdes naturais.

Dentro desse contexto, a utilizacdo da biotecnoldgia, a exemplo da cultura de
tecidos vegetais, pode auxiliar na propagacao de espécies vegetais que possuem problemas
relacionados a germinacdo ou mesmo segregacdo de caracteres. Sendo que, técnicas de
germinagdo in vitro utilizando embrides zigdticos podem superar a dorméncia tegumentar
e de acordo com BENMAHIOUL et al. (2009) aumentar a taxa de produgdo de brotos,
além de reduzir significativamente os riscos de contaminag¢do in vitro e oxidagdo fenolica
que sdo problemas freqiientemente observados em espécies lenhosas.

O cultivo in vitro de embrides zigoticos tem sido utilizado com sucesso na
propagacao de varias espécies vegetais (Astrocaryum ule; Cocos nucifera L.; Schizolobium
parahyba var. amazonicum; Pistacia vera L.), permitindo dessa forma a superagdo de
barreiras genéticas a germinagdo, producdo de plantas assépticas e a elucidacdo de aspectos
inerentes a nutri¢do do embrido no 6vulo (HU e FERREIRA, 1998). A germinagao in vitro
de embrides zigoticos imaturos e maturos pode ser utilizada para o cultivo desses em
programas de conservacdo e melhoramento genético, na recuperagdo de hibridos de
cruzamentos incompativeis e também como fonte de explante para a cultura de tecidos
(ZHANG e LESPINASSE, 1991).

Nesse sentido, o cultivo in vitro de embrides zigoéticos representa uma técnica
promissora para avangar no conhecimento da biologia de determinadas espécies, uma vez
que, se torna possivel reproduzir e estudar o desenvolvimento embriondrio, a quebra da
dorméncia e a producdo de plantas (COLLINS e GROSSER, 1984; HU e FERREIRA,
1998), sendo ainda que, os tecidos embrionarios sdo excelentes explantes para a
propagacao clonal in vitro em virtude de sua natureza juvenil e alto potencial regenerativo
(PIERIK, 1990).

Entretanto, um importante aspecto do cultivo de embrides in vitro, ¢ a defini¢do do

meio de cultura que possa sustentar o seu crescimento e desenvolvimento (HU e
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FERREIRA, 1998), pois as plantas cultivadas in vitro necessitam de uma fonte de energia
exogena, visto que ndo dispdem de condi¢des adequadas para a realizagdo da fotossintese.
A sacarose ¢ a fonte de carbono mais utilizada na cultura de tecidos, sendo incorporada ao
meio de cultivo para sustentar o crescimento das plantas (SANTANA et al., 2008). Dessa
forma, os fatores que freqlientemente determinam o sucesso no cultivo in vifro sdo a
origem do explante e o meio nutritivo onde sdo cultivados.

Diante disso, tem-se buscado alternativas quanto a composi¢ao dos meios nutritivos
que se aproximem da composi¢ao do endosperma ou do saco embriondrio e possibilitem o
desenvolvimento dos embrides, independentemente do estddio em que se encontram
(ANDREOLI, 1986). No entanto, conforme relatado por HU e FERREIRA (1998),
embrides excisados no estddio maturo ou proximo a este sdo quase autotroficos e, em
geral, dependendo da espécie, ndo ha necessidade de suplementacdo de fonte de energia,
podendo germinar e crescer num meio inorganico.

Para que os embrides zigéticos tenham desenvolvimento normal in vitro, ¢
necessario que o meio de cultura possua uma composi¢do mineral apropriada, sendo ainda
necessario adaptar o meio cultura de acordo com as exigéncias nutricionais de cada
espécie. Para a obtengao desses processos de desenvolvimento, podem ainda ser utilizados
reguladores de crescimento vegetal como citocininas e auxinas, de forma que, para um
eficiente controle no crescimento e na diferenciagao das culturas in vitro, ¢ necessario um
adequado balango entre estes (AMERICO et al., 2003). As citocininas sdo indispensaveis
durante a fase de multiplicagdo, pois controlam a divisdo celular e estdo ligadas a
diferenciagdo das células, sobretudo no processo de formagdo de gemas caulinares. As
auxinas estdo associadas ao enraizamento e alongamento celular, estando envolvidas
também no controle da divisdo celular (KERBAUY, 2008).

Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo realizar o estudo
comparativo da germinagdo in vitro de sementes e embrides zigéticos, além de avaliar o
efeito dos reguladores vegetais BAP e ANA no potencial morfogenético in vitro de

embrides zigoticos de E.velutina.
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1. MATERIAS E METODOS

2.1 Local de realizagdo dos experimentos e desinfestagdo das sementes

Os experimentos foram realizados no Laboratdério de Cultura de Tecidos Vegetais
(LCTV), pertencente a Unidade Experimental Horto Florestal (UNEHF) da Universidade
Estadual de Feira de Santana (UEFS), localizado no municipio de Feira de Santana, regido
do Semiarido da Bahia.

Foram utilizadas sementes de E. velutina coletadas na Fazenda Caicara — Petrolina
— PE (latitude 34°00°00”N e longitude 68°54°22,5” E) fornecidas pela EMBRAPA
Semiarido, que estavam armazenadas no LCTV do Horto Florestal, sob temperatura
ambiente.

Inicialmente as sementes foram submetidas a escarificagdo mecanica € ao processo
de desinfestagdo segundo a metodologia de Costa et al. (2010) com modificagdes. Para
escarificacdo mecanica foi utilizada mini retifica (Western® R-40) danificando o
tegumento até o aparecimento do endosperma no lado oposto ao hilo.

Logo apds, as sementes foram lavadas em agua corrente por 10 minutos, em
seguida desinfestadas em camara de fluxo laminar, pela imersdao em etanol a 70% por 2
minutos e posteriormente em solucdo de hipoclorito de sédio - NaOCI [4gua sanitaria
comercial (Qboa ®) - 2,5% de cloro ativo)] com 2 gotas de detergente neutro (Ypé ®) por
20 minutos. Apo6s a desinfestacdo, as sementes foram lavadas 4 vezes com agua destilada
estéril e, em seguida, colocadas para embeber em recipiente contendo agua destilada
estéril, vedado com filme de Poli Cloreto de Vinila (PVC), durante 20 horas.

2.2 Cultivo de embrido zigotico

Ap6s o periodo de pré-embebicao foi feito a incisdo da semente, cortando-a
transversalmente no centro, separando os cotilédones e utilizando uma pinga para a retirada
do embrido zigodtico (Figura 1).

2.3 Meio de cultura e condi¢des experimentais

O meio de cultura foi o WPM (LLOYD & MCCOWN, 1980) suplementado com
87,64mM de sacarose e solidificado com 0,7% de agar (Himedia®). O pH do meio de
cultura foi ajustado para 5,7 = 0,1 com hidréxido de sddio (NaOH) ou 4cido cloridrico
(HCI) a 0,1 N antes da autoclavagem a temperatura de 121° C e pressdo de 1 atm por 15

minutos.
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Figura 1— Corte transversal no centro da semente (A); Retirada do tegumento da semente (B); Cultivo do
embrido (C) e (D); embrido zigoético intacto (E) e (F) embrido seccionado inoculado em meio
WPM. Plumula (p); Radicula (r); Embrido zigoético inteiro (e) e regido intermediaria (h) (Barra=
lcm). Feira de Santana, BA, 2012.

As inoculagdes foram realizadas em camara de fluxo laminar para a manutengao de
condicdo asséptica e os recipientes fechados com filme de PVC. As culturas foram
mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3°C, sob fotoperiodo de 16
horas, com umidade relativa de 60% e radiagio fotossintética ativa de 60pmol.m™.s™
fornecida por lampadas fluorescentes branca-frias.

2.4 Estudo comparativo da germinacgdo in vitro de sementes e embrioes zigoticos de E.
velutina

O embrido zigdtico resgatado (item 2.2) e semente intacta foram inoculados em
tubos de ensaio (25x150mm) contendo 15 mL de meio de cultura WPM (LLOYD &
MCCOWN, 1980).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado composto por 6
repeti¢des, cada uma composta por 5 unidades experimentais. Apds 30 dias foram
avaliadas: porcentagem de germinacdo, nimero de gemas, nimero de folhas, comprimento
da parte aérea, porcentagem de plantas normais e anormais (auséncia ou crescimento
atrofiado da parte aérea, auséncia de expansao foliar) e nimero de raizes.

2.5 Efeito dos reguladores crescimento vegetais BAP e ANA no potencial morfogenético de

embrides zigoticos inteiros e seccionados de E. velutina.
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O embrido zigético resgatado (item 2.2) foi utilizado intacto e seccionado em:
plimula, regido intermedidria e radicula (Figura 1). Os explantes foram posteriormente
inoculados em frascos (119 x 70mm), contendo 60 mL de meio de cultura WPM
suplementado com diferentes concentracdes de 6-benzilaminopurina (BAP) (0,0; 4,0; 8,0;
12,0; 16,0uM) combinado com 4cido naftalenoacético (ANA) (0,0; 1,0; 2,0 uM), acrescido
de 87,64 mM de sacarose, solidificado com 0,7% de dgar (Himedia®).

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com arranjo fatorial 4
x 5 x 3 (tipos de explantes x concentragdes de BAP x concentragdes de ANA) totalizando
60 tratamentos, composto por 5 repeticdes, cada uma constituida por 4 unidades
experimentais. Aos 30 dias da inoculagdo foram avaliados: porcentagem de regeneragao,
numero de brotos, numero de folhas, comprimento da parte aérea, nimero de raizes e
porcentagem de formagao de calo para os explantes regido intermedidria e radicula.

2.6 Andalise estatistica

As médias obtidas foram submetidas a andlise de variancia pelo teste F, quando

significativas, foram comparadas pelo teste de Tukey e regressao para fatores qualitativos e

quantitativos, respectivamente, utilizando o programa SISVAR (FERREIRA, 2008).
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Estudo comparativo da germinagdo in vitro de sementes e embrioes zigoticos de E.
velutina.

De acordo com analise de variancia foi verificado efeito significativo (p<0,05) para
porcentagem de plantas normais e efeito altamente significativo (p<0,01) para nimero de
gemas (Tabela 1).

Tabela 1- Resumo da analise de variancia para porcentagem de germinagdo (%G), numero de
gemas (NG), niimero de folhas (NF), comprimento da parte aérea (CPA), plantas
normais (PN) e nimero de raizes (NR) em plantas de Erytrina velutina apds 30 dias de
inocula¢cdo em meio de cultura WPM. Feira de Santana, 2012.

Quadrados médios

FV GL

%G NG NF CPA PN NR

Tipo de explante 1 133,33™ 5337 208" 122412  21,33°  1500,00™
Residuo 10 53,33 0,497 1,20 581,76 256,66 47,00
CV 7,55 3468 29,22 26,39 36,13 35,18

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey. *Significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste de Tukey. *® Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

A maior porcentagem de plantas normais (88,33%) foi obtida a partir da
germinagdo dos embrides zigdticos quando comparados com plantas germinadas de
sementes 61,67% (Figura 2A). Resultados semelhantes foram reportados na germinagao in
vitro de embrides zigoticos e sementes de nim indiano (Azadirachta indica A. Juss.), em
que LEDO et al. (2008) verificaram 100 e 81,25% de conversio de embrides zigdticos em

plantulas normais, entretanto, quando utilizado os reguladores BAP ¢ ANA combinados.
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Figura 2— Porcentagem de plantas normais € niimero de gemas em plantas oriundas de sementes
(A) e embrides zigoticos (B) de Erytrina velutina aos 30 dias de cultivo em meio de
cultura WPM (Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si
ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

Foi notado que para as plantas provindas de semente houve o crescimento da regiao
do hipocétilo, entretanto, a regido plumular ndo se desenvolveu permanecendo inserida

entre os cotilédones. Provavelmente o tegumento agiu como barreira para expansao foliar
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nas plantas oriundas de sementes. Além disso, a liberagcao de exsudados durante o processo
de embebicdo e inoculacdo das sementes em meio de cultura podem ter promovido a
liberacdo de inibidores quimicos.

Este processo possivelmente reduziu o crescimento do eixo embrionario, visto que,
com a retirada do embrido zigoético e seu cultivo no meio de cultura, foi verificado a
formagao de plantas mais vigorosas (Figura 3). FIOR et al. (2012) observaram elevada
formagdo de plantulas in vitro de Butia capitata (92%), quando retirou-se totalmente
opérculo da cavidade embrionaria em comparagdo as sementes sem escarificacao.

Segundo HU e FERREIRA (1998), o cultivo de embrides zigdticos contribui para
verificar a viabilidade dos embrides de sementes dormentes, bem como, a superacdo da
dorméncia e o conhecimento dos processos germinativos.

Ao utilizar o embrido zigoético foi registrada a maior média (2,7) de gemas por
explante, enquanto que, para as plantulas oriundas da germinag¢do de sementes obteve-se

uma média de 1,37 gemas por explante (Figura 2B).

Figura 3— Plantas germinadas in vitro oriundas de sementes (A) e embrides zigdticos (B) de
Erytrina velutina inoculados em meio WPM apo6s 30 dias de cultivo. Feira de Santana,
BA, 2012.

O menor numero de gemas observadas nas plantas oriundas de sementes,
provavelmente esta relacionado com a falta de uniformidade, assim como, pelo
alongamento dos entrenos, pois as plantulas obtidas da germinag¢ao dos embrides zigdticos
possuem um menor alongamento dos entrends e plantas uniformes, porém com incremento
no numero de gemas. Conferindo-lhe entdo, caracteristicas importantes para o sistema de

micropropagacdo do mulungu, principalmente para fase de estabelecimento e
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multiplicag@o, pois 0 maior nimero de gemas proporciona maior producao de brotos.
3.2 Efeito dos reguladores vegetais BAP e ANA no potencial morfogenético de embrioes
zigoticos inteiros e seccionados de E. velutina.

Observou-se efeito altamente significativo (p<0,01) da interacdo “BAP x Tipo de
explante” para as varidveis porcentagem de regenera¢do, comprimento da parte aérea e
nimero de raizes. Enquanto que, verificou-se efeito altamente significativo da interacao
“BAP x ANA” apenas para a varidvel porcentagem de calo. Foi observado efeito isolado
das fontes de variacao “BAP” e “Tipo de explante” para as varidveis: nimero de brotos e
numero de folhas (Tabela 2).

Ao analisar a variavel porcentagem de regeneracdo em fung¢do do tipo de explante,
verificou-se que na auséncia de reguladores de crescimento vegetal, a porcentagem de
regeneragdo foi maior (93,33%) quando se utilizou o explante embrido inteiro em relacao
ao explante plimula (75%). Os explantes regido intermedidria e radicula ndo foram
responsivos para a regeneracgao de brotos (Tabela 3).

No entanto, ao suplementar o meio de cultura com o regulador de crescimento
vegetal BAP foi verificado aumento na taxa de regeneragdo para explante plumula
(98,35%) na concentragdo de 4uM de BAP, sendo mantida com o aumento das
concentragdes. O centro produtor de citocinina ocorre nos meristemas radiculares, no
entanto, pode haver a sintese destas nos meristemas presentes no apice caulinar (TAIZ e
ZEIGER, 2009). Possivelmente, a sintese no apice caulinar de citocinina do explante
plumular ndo ¢ suficiente para promover um balango auxina/citocinina favoravel ao
crescimento da gema caulinar, o qual foi suprido com a adicdo de BAP no meio de cultura.
Ao suplementar o meio de cultura com BAP, o explante plumula apresentou diferenga
significativa para a varidvel porcentagem de regeneracdo, obtendo um acréscimo de

23,75% quando comparado ao meio isento de regulador de crescimento vegetal (Tabela 3).



Tabela 2- Resumo da analise de varidncia para porcentagem de regeneracdo (%R), nimero de brotos (NB), nimero de folhas
(NF), niimero de raizes (NR), comprimento da maior parte aérea (CPA), matéria seca da parte aérea (MSPA) e
formagdo de calos de plantas de Erytrina velutina submetidas a diferentes concentragdes de Benzilaminopurina
(BAP) combinado e isolado com acido naftaleno acético (ANA) em meio de cultura WPM. Feira de Santana, 2012.

Quadrado médio

Fv GL %R NB NF NR CPA MSPA F.CALO
BAP 4 54550 0,46 37,807 19,537 2492417 381,907 2139500
ANA 2 187,06 ™ 0,076™  220™ 0,23™ 177,89™ 326,66 4330
Explante 1 168233,097 288" 692,167 11297 14100,67° 346537  563,33™
BAP x ANA 8 234,90™ 0,12™  2,62™  0,13™ 41,68™ 158,29 630,00
BAP x Explante 4 316,92 0,05™ 3,05 7,927 2433227 883,37 255,00™
ANA x Explante 2 75,75"™ 0,076™ 4,37 0,06™ 78,75™ 646,28" 3,33™
BAP x ANA x Explante 8 112,34™ 0,073™ 0,94 0,16 30,04™ 101,71™ 195,00™
Residuo 90 92,06 0,064 2,37 0,36 53,92 61,98 134,44
CV (%) 20,93 23,55 33,92 32,42 32,67 51,47 14,77

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. NSNio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

21



22

O efeito positivo de reguladores de crescimento na regeneracdo in vitro em
embrides zigéticos e explante plumular também foi reportado por COSTA e ALOUFA
(2007) que registraram taxa de 66,6% de conversdo de embrides zigoticos em plantulas de
Phoenix dactylifera L. em meio de cultura MS isento dos reguladores de crescimento BAP
e AIA. No cultivo de apices plumular de Vigna unguiculata L, a adi¢ao de reguladores de
crescimento vegetal foi significativa quando embrides zigoticos foram tratados com pulso
de 44,4uM de BAP por 5 dias, sendo inoculados posteriormente em meio para regeneracao
acrescido de BAP (1,11 a 5,55uM) e ANA (0,54uM) promovendo 100% de regeneragdo de
apices plumular (AASIM et al., 2009).

Tabela 3—Porcentagem de regeneracdo (%R) de E. velutina em fungdo de BAP aos 30 dias de
inoculados em meio de cultura WPM. Feira de Santana, BA, 2012.

BAP (uM)
Explante 0 4 8 12 16
Embrido 9333ABa  9833Aa  8667Ba  9333ABa 96,67 ABa
Plumula 750Cb  9835Aa 8337BCa  9333ABa  9833Aa

R. Intermedidria 0,0Ac 0,0Ab 0,0 Ab 0,0Ab 0,0Ab
Radicula 0.0Ac 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab 0,0 Ab

Médias seguidas pela mesma letra maifiscula, na mesma linha e mintscula na mesma coluna, nio diferem
estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Figura 4— Embrido zigotico inteiro e segmentado (A); Brotos oriundos de embrides zigoticos (B);
Brotos oriundos de apice plumular (C); Calo compacto formado em explantes da regido
intermediaria (D), inoculados em meio WPM acrescido de reguladores de crescimento
vegetal apos 30 dias de cultivo. (Barra= 1cm). Feira de Santana, BA, 2012.

Ao analisar a variavel nimero de brotos em fung¢do do tipo de explante (Figura 4B e
C), registrou-se a maior média (1,23) para embrido zigético inteiro, sendo que para o

explante plumula essa média foi de 0,92 (Figura 5A). Pressupde-se que a citocinina
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interagiu com os fito-hormoénios enddgenos de forma que, obteve uma maior capacidade de
resposta utilizando o embrido zigético quando comparado com o explante plumula.
Contudo, a porcentagem de brotos oriundos de embrides zigbticos ¢ considerada
baixa, semelhantes aos verificados por DANTAS et al.(2002) na superacdo de dorméncia
do porta enxerto de macieira M9 (Mallus pumilla), pois ao cultivar in vitro embrides
zigbticos, constataram baixa taxa de formagdo de brotos (2,3 brotos por explante) quando

foi utilizado 4 uM de BAP.

1,4 1

14 4 1,232 32 L2
% 1,2 i 1,2 7 1,08 a 1,102 1,132
P 0,93b P 14 ossp
a 08 20,8 1
g o6 - f 0.6 1
04 - m
£ o Qo

0,2 - 0,2

0 -
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Figura 5S—Numero de brotos em fungao do tipo de explante (A) ¢ das concentracdes de BAP (B) em
explantes de E. velutina aos 30 dias de inoculados em meio de cultura WPM (Médias
seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de
probabilidade pelo teste de Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

Para niimero de brotos em resposta as concentragdes de BAP, foi verificado que o
maior valor médio (1,23) foi constatado na presenca de 16,0uM de BAP, que nao diferiu
das demais concentragdes independente do explante utilizado (Figura 5B). Como nao
houve remoc¢do dos 4apices caulinares nos explantes embrides zigéticos e plumula, o
acréscimo de citocinina no meio de cultura provavelmente acumulou-se nos dapices
produtores de auxina do explante, promovendo assim um balango auxina/citocinina
favoravel ao crescimento vegetal, mantendo a dominancia apical e impedindo o
desenvolvimento das gemas laterais e adventicias em explantes de E.velutina.

Segundo GEORGE et al. (2008) a obtencdo de multiplos brotos pode ser iniciada a
partir de semente, principalmente em espécies lenhosas como ¢ o caso da espécie
E.velutina, ocorrendo nodulos axilares ou brotacdes adventicias em meio basal acrescido
de citocinina.

Provavelmente seriam necessarios subcultivos em meio suplementado com
concentracdes mais baixas de citocininas para obtengdo de brotagdes multiplas, como

reportado por HORBACH et al. (2012) em apices caulinares de erva-mate obtidas a partir
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de embrides zigoticos, pois foram necessarios trés subcultivos em meio suplementado com
0,044uM de BAP para a obtencdo de brotagdes multiplas.

Ao analisar o nimero de folhas, registrou-se a maior média (7,15) quando foi
utilizado o embrido inteiro como explante, valor este que se mostrou significativamente
superior aos obtidos para o explante plumula (2,35) (Figura 6A).

No entanto, ao analisar o nimero de folhas em fun¢do das concentracdes de BAP,
constatou-se um comportamento linear decrescente a medida que se aumentou a
concentracdo de BAP, sendo que a maior média observada (5,42) foi obtida na presenca de
4,0uM de BAP (Figura 6B). Esse decréscimo no numero de folhas pode ser um indicativo
de fitotoxicidade do regulador de crescimento BAP (GRATTAPLAGIA ¢ MACHADO,
1988).
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Figura 6- Numero de folhas em fun¢do do tipo de explante (Médias seguidas pela mesma letra ndo
diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de Tukey)
(A) e das concentragdes de BAP (~ Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F) (B) em explantes de E. velutina aos 30 dias de inoculados em meio de cultura
WPM. Feira de Santana, BA, 2012.

Para a variavel comprimento da parte aérea, o modelo matemdtico mais
representativo foi o quadratico descendente, no qual constatou-se uma redugdo no
comprimento da mesma a medida que se aumentaram as concentracdes de BAP, com
utilizacdo do explante embrido inteiro, sendo que a maior média (67,93mm) para essa
variavel, foi obtida na auséncia de BAP (Figura 7A). O melhor crescimento das plantas em
meio isento de regulador de crescimento vegetal estd de acordo com BENMAHIOUL et al.
(2009) que relataram melhor crescimento da parte aérea (26 e 25mm) de embrides isolados
Pistacia vera L. promovidos em meios so6lidos rico em nutrientes (DKW e MS) com agar

na concentracao de 0,4%.
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De acordo com COSTA e ALOUFA et al. (2007), muitas vezes o acréscimo de
hormonios exodgenos pode ndo ser benéfico devido aos teores indeterminados de
hormonios endogenos do embrido.

Em relagdo ao explante plumula ndo houve um modelo matematico representativo,
entretanto, foi verificado que o comprimento das plantas ndo apresentou grande variacao,
cujo comprimento médio foi de 12,0mm, independente da concentracdo de regulador de
crescimento vegetal utilizado (Figura 7A). Esses dados discordam dos verificados por
AASIM et al. (2009) os quais constataram que a adi¢ao de reguladores de crescimento
vegetal foi benéfico para promog¢ao do crescimento em apices plumular Vigna unguiculata
L, verificando maior comprimento dos brotos (31,80mm) quando embrides zigdticos foram
tratados com pulso de 44,4 uM de BAP por 5 dias e inoculados posteriormente em meio de

cultura acrescido de 1,11uM de BAP e 0,54 uM de ANA.

¥(9)=0,3307x"-8,0345x + 65851 R*=08%** ¥(®) = 0,0292x2 - 0,6346x + 3,0323 R* =86%**

y(®)=0,0065x>-0,1408x + 0,6466 R>=86%*

y(M)=N§ 3,

Comprimento da parte aérea
(mm)
[

8

BAP (uM)

>
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y(@) = -0,7589x2 + 16,143x + 10,214 R*> = 78 %**
y(@) = -0,4576x>+ 10,509x + 44,857 R* = 82%**
y(8)=-0,4018x>+9,1786x + 49,143 R? = 71%**

0 4 8 12 16
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Figura 7— Comprimento da parte aérea (A) ¢ numeros de raizes (B) obtidos de explante de
embrides zigdticos inteiro () e plumula (M) em funcdo dos niveis de BAP ¢ (C)
formagao de calos em func¢do de BAP ¢ ANA (¢) 0,0; (m)1,0; (») 2,0 ANA ap6s 30 dias
de inoculagdo em meio WPM (" Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste F; "°Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F). Feira de Santana,
BA, 2012.

Ao avaliar o nimero de raizes observou-se comportamento quadratico descendente

em relacdo as concentragdes de BAP quando se utilizou o explante embrido inteiro, sendo



26

perceptivel decréscimo no numero de raizes proporcional com o aumento das
concentragdes de BAP (Figura 7B).

Foi verificada a formagdo de calo na base dos explantes na presenca de BAP,
mesmo em concentragdes baixas, o que provavelmente inibiu a formagao de raizes (dados
nao mostrados). Comportamento semelhante foi reportado por COSTA e ALOUFA (2007)
no cultivo in vitro de embrides zigdticos maduros de tamareira (Phoenix dactylifera L.), no
qual observaram que apenas as plantulas oriundas do meio de cultura isento de regulador
de crescimento apresentaram raizes primarias normais. NOGUEIRA et al. (2004)
observaram que embrides zigdticos de murici-pequeno cultivados em meio de cultura
isento de BAP as plantas se desenvolviam normalmente e a adi¢do deste no meio de
cultura promoveu a formacao de plantas com calos na base.

De acordo com GRATTAPAGLIA ¢ MACHADO (1998), a formacao de calo na
base dos explantes em espécies lenhosas pode estd associado a quantidades excessivas de
auxinas e sacarose, comprometendo dessa forma o processo de rizogénese.

Nos explantes regido intermedidria e radicula foram observados a formacao de
calos, apresentando comportamento quadratico ascendente das concentracdes de ANA em
relacdo as de BAP. A curva de resposta indicou que na concentragdo 2,0uM de ANA e
10,63uM de BAP atinge-se o valor maximo estimado (96,06%) para formacdo de calo
(Figura 7C). Os calos em todos os tratamentos apresentaram textura compacta (Figura 4D)
e coloragdo branca (dados ndo mostrado), o que pode ser um indicativo de alta atividade
auxinica (TERMIGNONI, 2005).

A formacdo de calo nos explantes regido intermedidria e radicula podem esta
associada ao balango auxina/citocinina favorecendo a forma¢ao de calos, bem como, a
sensibilidade do tecido explantado, pois tecidos embrionarios tem maior facilidade em
expressar a totipoténcia por serem tecidos jovens e ativos.

O efeito sinérgico da combinacdo de reguladores de crescimento vegetal
potencializando a resposta do explante tém sido relatado em outras espécies, COUTO et al.
(2006) verificou alta formacao de calo (91%) no cultivo in vitro de epicotilo de mogno
(Swietenia macrophylla King) utilizando 1,34uM de ANA combinado com 4,44uM de
BAP e 5,37uM de ANA combinado com 8,88uM de BAP. A interacio BAP ¢ ANA
também mostrou ser significativa na indu¢do de calos utilizando segmentos foliares de
pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.), no qual se obteve 83,33 e 91,33% de formacao
de calos em explantes mantidos na combinagdo de 10,70uM ANA com 2,22uM e 4,44uM
BAP respectivamente (LANDA et al., 2000).
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3. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos pode-se concluir que o cultivo in vitro de embrides
zigbticos para obtengdo de plantas ¢ vantajoso para sistema de micropropagacao, uma vez
que produz duas vezes mais gemas laterais e brotos uniformes do que sementes.

A melhor concentracdo para regeneracdo do explante plimula (98,35%) foi na
concentragdo de 4uM de BAP.

A maior média (1,23) para numero de brotos registrou-se para o explante embrido
zigbtico inteiro.

A maior média para nimero de folhas foi observada (5,42) na presenga de 4,0uM
de BAP.

Na auséncia de regulador de crescimento foi verificado a maior média (67,93mm)
para comprimento da parte aérea.

A adi¢do de regulador de crescimento favoreceu a formacao de calos na base dos
explantes, inibindo a formagao de raizes.

As regides intermediaria e radicula possuem potencial morfogénico para formagao
de calos compactos quando utilizado a concentragdo de 10,63uM de BAP e 2,0uM de

ANA, que podem ser fonte de estudo para obtencao de brotos via organogénese indireta.
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RESUMO

Erythrina velutina ¢ nativa do bioma caatinga regido fortemente impactada pela exploragdo
dos recursos naturais. Técnicas de propagacdo vegetativa in vitro tém possibilitado a
producdo de mudas em larga escala de espécies lenhosas com inimeras vantagens em
relagdo as técnicas de propagacdo tradicionais. O objetivo deste trabalho foi induzir brotos
a partir de segmentos nodais de plantas germinadas de embrides zigdticos utilizando
diferentes citocininas. Os segmentos nodais foram inoculados em meio de cultura WPM
suplementado com as citocininas isoladas nas 6-benzilaminopurina (BAP) ou cinetina
(CIN) nas concentragdes (0,0; 10,0; 20,0; 30,0 e 40,0uM), acrescido de 87,65mM de
sacarose e solidificado com 0,7% de agar. O delineamento estatistico foi inteiramente
casualizado. As culturas foram mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 +
3°C. Aos 30 dias da inoculagdo, foram analisadas as varidveis porcentagem de explantes
responsivos, nimero de brotos, nimero de gemas, nimero de folhas, comprimento da parte
aérea, porcentagem de formagdo de calo. Para numero de brotos, verificou-se a maior
média (2,35 por explante) quando foi utilizado 21,03uM de BAP. O BAP mostrou ser a
melhor citocinina para indu¢ao de brotos em segmentos nodais de plantas oriundas de
embrides zigoticos.

Palavras-chave: Mulungu, regeneracdo in vitro, reguladores de crescimento vegetal,

organogénese direta.
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ABSTRACT

Erythrina velutina is native from caatinga biome region heavily impacted by exploitation
of natural resources. Vegetative propagation in vitro techniques have enabled the
production of large-scale plants of woody species with numerous advantages over
traditional propagation techniques. The aim of this study was to induce buds on nodal
segments of plants germinated through zygotic embryos using different cytokinins. The
nodal segments were inoculated in WPM medium supplemented with cytokinins alone 6-
benzylaminopurine (BAP) or kinetin (CIN) at concentrations (0,0; 10,0; 20,0; 30,0 e
40,0uM) suplementend with 87.65mM sucrose and solidified with 0.7% agar. The
statistical design was completely randomized. Cultures were maintained at a growth
chamber at temperature of 25 + 3°C. After 30 days from inoculation, the variables
analyzed were: responsive explants percentage, buds number, number of buds, number of
leaves, aerial part length, percentage of callus formation at the base of the explant. For
number of buds, the highest average (2.35 per explant) was when used 20uM BAP. The
BAP proved to be the best cytokinin for induction of sprauts in nodal segments of plants
from zygotic embryos.

Keywords: Mulungu, in vitro regeneration, plant growth regulators, direct organogenesis.
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1.INTRODUCAO

Erythrina velutina ¢ uma espécie nativa do bioma Caatinga conhecida
popularmente como mulungu (LORENZI, 1992). A propaga¢do desta espécie no ambiente
natural tem sofrido reducdes drasticas devido ao extrativismo nao sustentavel da madeira,
das folhas e suas sementes, o qual ¢ o principal meio de propagacao desta espécie.

Alternativamente, a propagacdo in vitro de espécies lenhosas tem sido bem
demonstrada em termos de excelente desempenho in vitro, manutencao de gendtipos elites
(GAO et al., 2009), além de resolver problemas associados com a oferta e a variabilidade
na qualidade do produto (FRABETTI et al., 2009).

Nesse contexto, o cultivo in vitro de embrides zigéticos pode ser uma alternativa
para aumentar a taxa de producdo de brotos, reduzir significamente os riscos de
contaminagdo in vitro ¢ oxidagdo fenolica freqiientemente observada quando
micropropagadas espécies lenhosas (BENMAHIOUL et al.,, 2009) como Erythrina
velutina.

O sistema de micropropagagdo ¢ um método de reprodugdo assexuada importante,
que pode ser usado para a producdo de plantas clonais, mas também forma a base para a
introducao de variacdo genética por transformacao genética ou mutagénese. Em ambos os
casos, € necessario ser capaz de regenerar brotos vidveis, que possam ser propagados por
organogénese ou embriogénese somatica (PEREZ-TORNERO et al., 2009).

A regeneracdo de brotos no cultivo in vitro ¢ promovida pela utilizagdo de
reguladores de crescimento, no qual o balango citocininas/auxinas deve ser favoravel para
as citocininas na indug¢do de brotos. Estas sdo essenciais para indugdo e formacao de
orgdos e citocinese e também s3o responsdveis por promoverem alteragdes na taxa
metabodlica, atividade enzimadtica, quebra de dominancia apical, mobilizacdo de nutrientes
organicos e inorganicos ¢ aumento da longevidade de tecidos e o6rgaos (HOWELL et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2007).

O sucesso de uma cultura pode ser afetado pelo tipo e concentracdo de citocininas
aplicadas, pois a sua absorcao, transporte e metabolismo diferem entre as espécies, além de
interagirem com citocininas endogenas do explante (STRNAD et al, 1997,
WERBROUCK et al., 1996; VAN STADEN et al., 2008).

Dentre as citocininas comercialmente disponiveis, a 6-benzilminopurina (BAP) ¢ a
citocinina sintética de menor custo em relagdo as demais fontes desta classe de reguladores

de crescimento, sendo a mais ativa e mais utilizada na multiplicagdo de diversas espécies
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(CID, 2000) com aproximadamente 60% dos meios de cultivo, seguida da cinetina (CIN),
com cerca de 23% (GRATTAPAGLIA & MACHADO, 1998). Entretanto, estas
apresentam diferengas quanto ao potencial de inducao dos brotos nos explantes (HU &
WANG, 1983; KIELSE et al., 2009), geralmente o BAP induz a formagdo de grande
nimero de brotos e alta taxa de multiplicagdio em muitos sistemas de micropropagacao,
enquanto que CIN tém permitido apenas o crescimento normal, sem brotagdes multiplas
(CALDAS et al., 1998).

Alem disso, o acréscimo de citocinina exdgena ao meio nutritivo pode levar a
formagao de desordens fisiologicas como a vitrificagdo dos explantes e a reducdo no
crescimento das brotacdes. A menor exigéncia de citocinina para determinados gendtipos
pode estar associada aos altos teores endogenos que, aliados a adicdo deste regulador de
crescimento ao meio nutritivo, podem contribuir para um efeito decrescente na taxa de
multiplicagdo (RADMAN et al., 2009).

Outros fatores que podem intervir na taxa de multiplicagdo sdo o gendtipo, o tipo e
orientagdo dos explantes que interfere na resposta morfogenética de forma a aumentar ou
reduzir a absor¢ao dos reguladores de crescimento e nutrientes (PAPAFOTION et al.,
2009). O tipo de explante deve ser escolhido de acordo com a sua capacidade para se
adequar as condi¢des in vitro, sendo recomendados os que contenham maior propor¢ao de
tecido meristematico por apresentarem uma maior capacidade de expressar a totipoténcia
(KIELSE et al., 2009).

A utilizacdo de segmento nodal como explante ¢ um método direto de regeneragao
de plantas, baseado na indugdo do crescimento e proliferacdo de gemas vegetativas axilares
pré-formadas. Os segmentos nodais contendo as gemas sao isolados e inoculados in vitro,
sendo estas estimuladas ao crescimento, dando origem a brotos (GRATTAPAGLIA &
MACHADO, 1998).

Trabalhos de propagacdo in vitro ja foram realizados com a espécie em estudo por
COSTA et al. (2010), no entanto, foi verificado uma baixa taxa de multiplicagdo (2,68 por
explante) quando utilizado 17,76uM de BAP, sendo necessario novos estudos para
otimiza¢do do protocolo.

Diante do exposto o presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito de altas
concentragdes das citocininas BAP ¢ CIN em segmentos nodais de plantas germinadas a

partir de embrides zigdtico.
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2. MATERIAS E METODOS
2.1 Local de realizagdo dos experimentos e desinfestagdo das sementes

Idem capitulo 1, item 2.1, pag. 15.
2.2 Multiplicagao in vitro

Neste experimento foram utilizadas plantlas provindas do cultivo do embrido
zigbdtico maturo (Item 2.2) com 30 dias de idade. Segmento nodal (Figura 1) com Icm de
comprimento, foram inoculados verticalmente em tubos de ensaio(25x150 mm) contendo
10ml de meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) suplementado com as citocininas
6-benzilaminopurina (BAP) e cinetina (CIN) nas concentragdes (0,0; 10,0; 20,0; 30,0 e
40uM) solidificado com 0,7% de 4dgar (Himedia®).

Figura 1— Esquema do seccionamento realizado para obtencdo do explante segmento nodal
utilizado na etapa de multiplicacdo in vitro oriundo de plantas germinadas de embrides
zigoticos de Erytrina velutina inoculados em meio WPM apo6s 30 dias de cultivo. Feira
de Santana, BA, 2012.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 2 x 5
(tipos x concentragdes de citocininas) totalizando 10 tratamentos, constituido de 5
repeticoes cada, sendo que cada repeticao foi composta de 5 unidades experimentais. Aos
30 dias da inoculacdo os explantes foram avaliados, sendo observadas as seguintes
variaveis: porcentagem de explante responsivos, nimero de brotos, nimero de gemas,
numero de folhas, comprimento da parte aérea, porcentagem de formacao de calo.
2.3 Meio de cultura e Condigoes experimentais

Idem capitulo 1, Item 2.3, pag.15
2.4 Andlise estatistica

Idem capitulo 1, Item 2.6, pag.15
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se efeito altamente significativo (p<0,01) da interagdo “tipo de
citocininas X concentragdes” para as variaveis porcentagem de explantes responsivos,
numero de brotos, nimero de gemas, numero de folhas e porcentagem de formacao de
calo. Os fatores isolados tipo de citocinina e concentragdo foram altamente significativos

(p<0,01) para variavel comprimento da parte aérea (Tabela 1).

Tabela 1— Resumo da analise de varidncia para porcentagem de explante responsivos (%ER),
numero de brotos (NB), nimero de gemas (NG), numero de folhas (NF), comprimento
da parte aérea (CPA), porcentagem de calo (%C) em brotos de Erythrina velutina
obtidas em diferentes concentragdes de BAP e CIN em meio de cultura WPM. Feira de
Santana, BA, 2012.

PV GL Quadrados médios

%ER NB NG NF CPA % CALO

Tipo de citocinina (T) 1 512,00 3,49 0,33 243  1272,607 4,500
Concentragio (C) 4 425207 1,487 1,827 52817 7947907 11727,50"
4

TxC 1852,0° 1,03 1,167 813N  90,00™ 609,50
Residuo 40 140,0 0,14 0,19 4,04 86,37 141,50
CV 17,20 2624 2094 3191 34,11 23,10

**Signiﬁcativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. N Nio significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F.

A porcentagem de explante responsivos foi inversamente proporcional ao aumento
das concentragoes de BAP, representada pela equagdo linear decrescente. Na auséncia de
BAP foi observada a maior taxa de explantes responsivos (100%). Houve uma reducdo de
24% para porcentagem de explantes responsivos em relacdo a suplementagdo com
regulador de crescimento vegetal, verificando-se que na concentragao de 10uM de BAP, a
porcentagem de explantes responsivos atingiu cerca de 76% (Figura 2A). Conjetura-se que
o aumento da concentra¢do de BAP promoveu um efeito fitotoxico diminuindo a
capacidade de resposta do explante.

Em relagdo as concentragdes CIN, para a variavel porcentagem de explantes
responsivos, a equacdo que melhor se ajustou ao modelo matemdtico foi a quadratica
descendente (Figura 2A). Na auséncia de CIN foi observada a maior taxa de explantes
responsivos (100%), entretanto, na concentracdo de 40uM de CIN foi registrado aumento

(80%) para porcentagem de explantes responsivos.



38

Y (@) =-1,6x+97,6 R*=93%* ¥ (@) =-0,0033x%+0,1388x + 0,892 R*=81%**
120 y () =0,0943x? - 4,5314x+ 106,06 R*=85%%* 3 v (M) = 0,0067x + 1,028 R*=73%%*
L J
8
B2 PPt ‘
d15{4 7 ®
m1 ../_./!/l/—'.
u
N5 -
0 ' § j ' 0 T T T |
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
A Citocinina (uM) B Citocinina (uM)
3,5 1 YV(®)=NS . 90 ¥=0,0021x%-4,9313x + 70,633 R = 86%**
3 y () =0,0027x2 - 0,0879x +2,2591 R*=70%** a g 80 4
f25m ] ¢ 70
P ’ E 60 -
§ dm
e { o
[ & 730 4
m 1 A
) E 20 - . . A
0,5 1 m 10 - L
0 T T T 1 % 0 T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
Citocinina (nM) Citocinina (uM)
C D
120 - ¥ (@)= 0,16x>+6,64x + 14,4 R? = 65%**
y (W)=-0,1279x2+5,8043x + 12,429 R*=65%"**
100 - *

TRTE SO0 QP CRTSVEN TR Q0

0 & T T T !
0 10 20 30 40

E Citocinina (uM)

Figura 2—Porcentagem de explantes responsivos para formacdo de brotos (A), numero de brotos
(B), nimero de gemas (C) em funcdo das concentragdes de BAP (¢ ) e CIN (m);
Comprimento da parte aérea em funcdo das concentra¢des de citocininas (D); Formacgao
de calo na base do explante em funcdo das concentragdes de BAP () ¢ CIN (m) (E) em
segmentos nodais de FE. velutina apdés 30 dias de inoculagdo em meio WPM
("Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F). Feira de Santana, BA,
2012.

Pressupde-se que os tipos de citocininas bem como, as concentracdes utilizadas
interagiram com o explante de forma que, obteve-se maior capacidade de resposta
utilizando o regulador de crescimento vegetal CIN quando comparado com o regulador de
crescimento vegetal BAP. A interacdo entre o tipo de explante e citocininas foi reportada
por GUTIERREZ et al. (2012) em que o segmento nodal e internodal de Bauhinia
cheilantha obtiveram 97,33% de explantes responsivos independente do tipo de citocinina

utilizada na concentracdo 8,88uM de BAP, 9,08uM de CIN e 9,30uM de TDZ.
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A analise de regressdo mostrou tendéncia quadratica ascendente das concentragdes
de BAP para variavel nimero de brotos. O maior nimero de brotos (2,35) por explante foi
estimado na concentragao 21,03uM de BAP (Figura 2B).

Contudo, verifica-se que a medida que se aumenta a concentracdo de BAP ha
decréscimo para nimero de brotos. A adi¢do de BAP ao meio de cultura foi favoravel a
inducdo de brotos até a concentragdo ja supracitada, suficiente para promover o balango
citocinina/ auxina necessario para a produ¢do de brotos, visto que acima desses valores
houve inibi¢ao para formagao de brotos.

A média para nimero de brotos obtida neste experimento foi semelhante a
reportada por COSTA et al. (2010) em segmentos nodais de plantas germinadas a partir de
sementes da espécie em estudo E.velutina, no qual registrou-se um maior nimero de brotos
(2,68) quando acrescido em meio WPM 17,76uM de BAP.

A utilizagdo de altas concentragdes de citocininas em E.velutina mostrou nao ser
favoravel para o incremento da taxa de multiplicagdo, o que permite sugerir novos estudos
abordando a modificagdo do meio de cultura para a otimiza¢do da taxa de multiplicacao
(Figura 3).

No cultivo de segmentos nodais de Citrus limon a otimizagdo da taxa de
multiplica¢do foi dependente das concentragdes BAP e GAj3; e os melhores resultados (9
brotos) foram obtidos com 8,88uM de BAP ¢ 0,58uM de GA; (PEREZ-TORNERO et al.,
2009). MHATRE et al. (2000) reportaram na propagacgdo in vitro de cultivares de Vitis
vinifera multiplos brotos em meio de cultura MS acrescido de sulfato de adenina, fosfato
de s6dio monobésico, BAP ¢ ANA. BALARAJU et al. (2008) induziram multiplos brotos
em segmentos nodais e apicais de Vitex agnus-castus quando combinado 8,88uM de BAP
e 0,47uM de CIN.

No entanto, ao analisar o nimero de brotos em func¢ao das concentragdes de CIN,
constatou-se comportamento linear crescente 8 medida que se aumentou as concentragdes
de CIN, sendo que a maior média (1,29) foi obtida na presenca de 40,0uM de CIN (Figura
2B). Pode-se inferir que a capacidade metabolica do tecido explantado para formagdo de
brotos obteve melhor resposta quando aplicadas o regulador de crescimento vegetal BAP
ao tecido vegetal. Isto provavelmente, ocorreu em conseqiiéncia dessa citocinina ser mais
ativa que a CIN (HU & WANG, 1983).

O aumento da taxa de multiplicagdo em segmentos nodais de Chlorophytum
borivilianum, utilizando os reguladores de crescimento vegetal BAP e KIN foi promovido

quando estes foram submetidos anteriormente a 2 ciclos com 5uM de BAP obtendo nas
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concentragdes de 12,5 de BAP e 5uM de CIN as maiores taxas (8,7 e 6,2) de multiplicagao
(KUMAR et al., 2010).

A definicdo do tipo e da concentracdo Otima de citocinina para a multiplicacao
constitui um passo importante, pois a taxa de multiplicacdo ¢ controlada em grande parte

pela interagdo entre genotipo e a citocinina (GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

Figura 3— Brotos oriundos de segmento nodais de plantas germinadas a partir de embrides
zigbticos cultivados em meio WPM acrescido com regulador de crescimento vegetal
BAP nas concentragcdes de 10,0 (A), 20,0 (B) e 40,0uM (C); e regulador de

crescimento vegetal CIN nas concentragdes de 10,0 (D), 20,0 (E) e 40, OuM (F); apds
30 dias de cultivo. (Barra= 1 cm). Feira de Santana, BA, 2012.

Para variavel nimero de gemas, ndo houve um modelo matematico representativo.
Entretanto, o maior numero de gemas foi observado na auséncia de BAP (Figura 2C). Esse
resultado ¢ inferior ao observado em segmento nodal de Bauhinia cheilantha onde o maior
numero de gemas (4,85) foi favorecido em meio de cultura WPM quando o meio foi
acrescido de 2,22uM de BAP (GUTIERREZ, 2010).

Para nimero de gemas em relacdo as concentragdes de CIN, notou-se tendéncia
quadratica descendente. Foi registrado um aumento para nimero de gemas por explante
(2,87) na concentragao de 40,0uM de CIN (Figura 2C). Esses resultados sao inferiores aos
verificados em segmentos nodais de Hancornia speciosa, os quais obtiveram maior

nimero gemas (19,22) quando adicionado ao meio de cultura WPM, §8,88uM de BAP,



41

sendo os menores numeros (11,32; 10,22) verificados nas concentragdes de 9,08uM de
TDZ ¢ 9,30uM de CIN, respectivamente (SOARES et al., 2012).

Foi registrado para variavel numero de folha em funcdo das concentracdes de
citocininas a maior média (9,72 folhas por explante) na auséncia de citocinina (Figura 3A).
Esse resultado ¢ inferior ao obtido por COSTA et al. (2010) no cultivo de segmentos
nodais de plantas germinadas a partir de sementes da espécie em estudo E.velutina, que
relataram maior nimero de folhas (9,4) quando acrescido em meio WPM 17,76 uM de

BAP e 1,34uM de ANA.
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Figura 3— Numero de folhas em fungdo das concentragdes de citocininas (A) e comprimento da
parte aérea em fungdo do tipo de citocinina (B) obtidos de explante de segmentos nodais
E.velutina apo6s 30 dias de inoculagdo em meio WPM (Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

Em relagdo ao comprimento da parte aérea, notou-se que os maiores brotos
(32,29mm) foram obtidos na presenca de CIN (Figura 3B). Esses resultados divergem dos
verificados em segmentos nodais de Hancornia speciosa, em que obtiveram maior
comprimento da parte aérea (45,5mm) quando adicionado ao meio de cultura WPM o
regulador de crescimento vegetal BAP, seguido de CIN (34,6mm) e TDZ (31,3mm)
(SOARES et al., 2011).

Segundo GEORGE et al. (2008) o crescimento e a proliferacdo de brotos axilares
em culturas ¢ promovido pela incorporagdo de reguladores de crescimento, normalmente
citocininas nos meios de cultura. Contudo ¢ necessario que se adicione ao meio a dose
adequada, sendo esta especifica para cada espécie (GRATTAPAGLIA & MACHADO,
1998).

Observou-se tendéncia quadratica descendente para comprimento da parte aérea em
funcdo as concentragdes de citocininas (Figura 2D). O maior comprimento da parte aérea

foi registrado na auséncia de citocinina.
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O acréscimo de citocininas no meio de cultura reduziu o crescimento dos brotos
em E.velutina (Figura 4). KUMAR et al. (2010), verificaram que o aumento das
concentracdes das citocininas BAP e CIN promoveram o decréscimo para comprimento
dos brotos de segmentos nodais de Chlorophytum borivilianum inoculados em meio BM,
sendo o maior comprimento da parte aérea (48,0; 43,0mm) registrado na auséncia dos
reguladores de crescimento vegetal. KIELSE et al.(2009) reportaram que, na regeneragao
de Parapiptadenia rigida, utilizando como fonte de explante segmento nodal e internodal,
valores acima de 2,22uM de BAP e 2,33uM de CIN acrescidos ao meio de cultura WPM
proporcionaram decréscimo no comprimento dos brotos.

Um alto suprimento exoégeno de citocininas aumenta a atividade da enzima
citocinina oxidase o que tende a desfavorecer a indugao de brotacdes no explante, e com
1ss0 a citocinina deixaria de promover a divisao celular (CID, 2000; GEORGE 2008).

Ao analisar a variavel porcentagem de formacdo de calos na base do explante
notou-se comportamento quadratico ascendente em fungdo das concentragdes do regulador
de crescimento vegetal BAP (Figura 2E).

A maior porcentagem de formag¢do de calos (83,29%) foi observada na
concentracdo de 20,75uM de BAP. Esse resultado ¢ corroborado por COSTA (2010) no
cultivo de segmentos nodais de plantas germinadas a partir de sementes da espécie
E.velutina, pois observaram que a formacdo de calo na base do explante foi diretamente
proporcional a adigdo de BAP, sendo o tamanho do calo influenciado pelas altas
concentragdes de BAP e ANA utilizadas. A formagao de calos na base do explante também
foi relatada no cultivo de segmento nodal de Caesalpinia echinata Lam, quando
adicionado 4,5uM de BAP verificaram porcentagem de 29,67% para formagdo de calos
(ARAGAO et al., 2011).

Ao analisar porcentagem de formacgao de calos na base do explante em funcdo das
concentragdes de CIN, notou-se comportamento quadratico ascendente (Figura 2E). A
maior porcentagem de formacdo de calos (78,28%) foi observada na concentracdo de
22,69uM de CIN.

A adicdo de citocininas mesmo em altas concentragdes ao meio, provavelmente
pode estd favorecendo balangos hormonais intermedidrios estimulando a divisdo e
expansdo celular formando calos (TAIZ e ZEIGER, 2009) e dessa forma inibindo a
inducao de brotos.

A formacgdo de calo na base do explante aqui reportado tem sido relatada também

por outros autores como um dos muitos fatores que interferem negativamente na taxa de
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multiplicag@o de espécies lenhosas, por exemplo, em Cordia trichotoma (MANTOVANI et
al., 2001), Acacia mearnssii (BORGES JUNIOR et al., 2006), Peltophorum dubium
(BASSAN et al., 2006) e Bauhinia cheilantha (GUTIERREZ, 2010), visto que a formagéo
de calos impede a absor¢do dos nutrientes € conseqiientemente o crescimento, bem como,
o enraizamento fator importante para fase de aclimatizacdo dos brotos.

De acordo com GRATTAPAGLIA e MACHADO (1998), a formacao de calo na
base dos explantes em espécies lenhosas pode esta associado a quantidades excessivas de
auxinas e sacarose, comprometendo dessa forma o processo de rizogénese, fato que
provavelmente inibiu a formagdo de raizes neste experimento quando utilizado os
reguladores de crescimento BAP e CIN, uma vez que ndo foi visualizada a formagao de

raizes nas concentragdes testadas (dados nao mostrados).
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4. CONCLUSAO

Na auséncia de BAP e CIN foi observada a maior taxa (100%) de explantes
responsivos.

Foi verificada uma baixa taxa de multiplicag¢do, entretanto, a melhor concentracao
para o maior nimero de brotos (2,35) foi 21,03uM de BAP.

O maior nimero de gemas (2,87) foi registrado na concentragdo de 40,0uM de
CIN.

Para niimero de folhas e comprimento da parte aérea foi registrado as maiores
médias na auséncia de citocinina.

A maior porcentagem de formacao de calos (83,29%; 78,28%) foi observada na

concentracao de 20,75uM de BAP e 22,69uM de CIN, respectivamente.
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Capitulo 3

Caracteriza¢cao morfo-anatomica e bioquimica de calos induzidos a

partir de embrides zigoticos de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae).
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RESUMO

Erythrina velutina ¢ uma espécie pertencente a familia Leguminosae, nativa do bioma
Caatinga e de grande interesse econdmica para regido semiarida. A regeneragdo das plantas
in vitro, diretamente do explante ou através do cultivo de calos, pode ser uma alternativa
para obten¢do de multibrotagdes. Objetivou-se a inducdo de calos em diferentes tipos de
explante a partir de embrides zigdticos maturos, submetidas a diferentes concentragdes de
2,4-diclorofenoxiacético. No primeiro experimento, embrides zigodticos inteiro e
segmentado em: plumula, regido intermediaria e radicula foram inoculados em meio de
cultura MS suplementado com regulador vegetal 2,4-D nas concentracgdes (0,0; 4,0; 8,0;
12,0; 16,0uM), acrescido de 229,62uM de argenina, 87,64mM de sacarose e solidificado
com 0,6% de Agar. As culturas foram mantidas na condi¢ao de escuro. Apo6s 27 dias foram
avaliadas as varidveis: porcentagem de calo e de calos fridveis, area do explante recoberta
por calo, porcentagem de oxidacdo e matéria seca do calo. Analisou-se nos calos o
crescimento cinético, aspectos anatomicos e quantificou-se os acgucares redutores e
acucares soluveis totais. No segundo experimento, segmentos de folhas e epicétilo foram
inoculados em meio de cultura seguindo a metodologia anterior, acrescido de 11,75uM de
2,4-D. Apo6s 27 dias foram avaliadas as variaveis: porcentagem de calo, calos fridveis, area
do explante recoberta por calo, porcentagem de oxidag@o e matéria seca do calo. Verificou-
se que embrides zigoticos inteiros foi a melhor fonte de explante para indugdo de calos
fridveis na concentragdo de 11,31uM de 2,4-D que devem ser transferidos para meio de
subcultivo no periodo entre o 15° até o 21° dia de cultivo. A analise bioquimica revelou
redugdo dos agucares redutores e agucares soluveis totais ¢ a anatomia dos calos células em
divisdo e reservas de amiloplastos. Segmentos foliares obtiveram melhor resposta para
porcentagem de calos em relagdo ao explante epicotilo.

Palavras-chave: Mulungu, auxina, diferencicao, calogénese.
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ABSTRACT

Erythrina velutina is a species of the Leguminosae family, native to Caatinga biome and
have great interest to economic semiarid region. The in vitro plants regeneration directly
from explants or via callus culture can be an alternative to obtaining buts multiple. The aim
was to induct the callus in different types of explants from mature zygotic embryos,
exposed to different concentrations of 2,4-dichlorophenoxyacetic acid. In the first
experiment, zygotic embryos and segmented embryos: plumule, radicle and middle region,
were inoculated on MS medium supplemented with plant growth regulator 2,4-D on
concentrations (0.0, 4.0, 8.0, 12.0, 16.0uM) supplemented with 229,62uM of Argenine,
87.64mM sucrose and solidified with 0.6% agar. The cultures were kept in the dark
condition. After 27 days following variables were evaluated: callus percentage and friable
callus, explant area covered by callus, percentage of dry matter and oxidation of the callus.
We analyzed the callus growth kinetics, anatomy and quantifed the reducing sugars and
total soluble sugars. In the second experiment, leaves and epicotyl segments were
inoculated into culture medium following the previous methodology, supplemented with
11.75uM 2,4-D. After 27 days following variables were evaluated: percentage callus,
friable callus, explant area covered by callus, matter percentage dry and callus oxidation. It
was found that whole zygotic embryos were the best source of explants for induction of
friable calluse concentration of 11.31uM 2,4-D and the callus must be transferred to a
medium of subculture in the period between the 15th to 2Ist day of cultivation.
Biochemical analysis revealed decreased of reducing sugars and total soluble sugars. The
anatomy of the callus showed dividing cells and amyloplasts reserves. Leaves section on
the showed better results to percentage of calluses relative to the explant epicotyl.

Keywords: Mulungu, auxin, dedifferentiation, callus formation.
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1.INTRODUCAO

Erithryna velutina ¢ uma espécie lenhosa, pertencente a familia das leguminosas,
nativa da regido semidrida e que apresenta dificuldade de propagacdo natural, pois as
sementes possuem dorméncia tegumentar. E uma espécie que tem grande potencialidade
econOmica para regido no setor artesanal, madereiro, tintorial e, sobretudo medicinal
(LORENZI & MATOS, 2008; CARVALHO, 2008). Estudos fotoquimicos ja
comprovaram a presenca de compostos como flavonoides, isoflavandides (CUNHA et al.,
1996), alcaldides eryitrinano, erythodine N-6xido (OZAWA et al., 2008). A espécie em
estudo também tem atividade contra Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes
(VIRTUOSO et al., 2005), bem como agdo anticolinesterasica (ESTEVAM et al., 2007),
efeito sedativo, bloqueador neuromuscular (DANTAS et al., 2004) e relaxante (SANTOS
et al., 2007), evidenciando grande potencial farmacolégico.

Diante da sua importancia econdmica e da caréncia de estudos sobre o
comportamento fisiologico da espécie em estudo, torna-se necessario a elucidagdo de
mecanismos que auxiliem na propagacdo de E.velutina garantindo a preservacdo da
espécie, uma vez que o extrativismo indiscriminado da espécie representa ameaca de
extingao.

Nesse contexto, a aplicacdo de técnicas biotecnologicas, principalmente a
micropropagacao, que tem contribuido na compreensao de aspecto inerente a fisiologia das
espécies, assim como, para a producdo de mudas em escala comercial, sobretudo, em
plantas lenhosas como E. velutina. Evidenciado resultados satisfatérios para produgdo em
larga escala de plantas geneticamente idénticas a planta matriz, em um tempo
relativamente curto, o que a torna mais eficiente em relacdo aos sistemas de propagagao
tradicionais (DOBRANSZKI e SILVA, 2010).

Contudo, espécies lenhosas como E.velutina comumente apresentam problemas ao
serem micropropagadas, demonstrando reduzida taxa de multiplicagdo (COSTA et al.,
2010), geralmente associada a elevadas taxas de oxidacdo que podem inibir ou causar a
morte dos explantes, como foi reportado no cultivo de plantas de macieira Malus
domestica Borkh. cvs. Galaxy, Maxigala e Mastergala (ERIG e SCHUCH, 2003) e Lippia
sidoides (COSTA et al., 2007).

Outro fator que interfere na taxa de multiplicagdo, sendo um dos problemas que
limitam a obtencao de multiplos brotos no cultivo da espécie em estudo E.velutina, se da

pela formacdo de calos na base do explante, o que impede a absorcdo dos nutrientes e
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conseqiientemente o desenvolvimento dos brotos, como também foi relatado em outras
espécies lenhosas, Cordia trichotoma (MANTOVANI et al., 2001); Acacia mearnssii
(BORGES JUNIOR et al., 2006); Peltophorum dubium (BASSAN et al., 2006).

Diante do exposto, a propagagao de espécies por meio da indugdo de calos permite
que o estabelecimento de massas calogénicas seja mais efetivo na obtengdo de brotacdes
multiplas, desvendando aspectos do crescimento e desenvolvimento dos explantes
(SANTOS et al.,, 2010). Estes sao provenientes de células originadas por sucessivas
mitoses, sendo caracterizados por um arranjo de células em resposta a estimulos do
balango entre reguladores de crescimento (auxinas/citocininas) e outros fatores do meio de
cultura e ambiente (TERMIGNONI, 2005).

Em geral, para obtencao de massas calogénicas as auxinas sdo os reguladores de
crescimento mais utilizados, sendo o acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) um dos mais
empregados nos processos de desdiferenciacdo celular, considerado como um potente
sinalizador no processo de rediferenciagdo (GUERRA et al., 1999).

No entanto, a expressao da totipoténcia no estabelecimento de massas calogénicas,
além de ser delimitada pelo uso de reguladores de crescimento, ¢ influenciada por diversos
outros fatores, dentre eles, composicdo do meio nutritivo, condi¢des fisicas de incubacio,
como luz ou temperatura e tipo de explante (PINTO e LAMEIRA, 2001). Porém, procura-
se utilizar explantes que contenham maior propor¢do de tecido meristematico ou que
apresentem maior capacidade de expressar a totipoténcia (GRATTAPAGLIA e
MACHADO, 1998).

Uma alternativa quem vém sendo empregado com sucesso como fonte de explante
na obten¢do de massas calogé€nicas e posterior embriogénese somatica ¢ o cultivo de
embrides zigoticos. Diversos autores tém reportado a obtencdo de calos com potencial
embriogénico a partir de embrides zigoticos por apresentarem tecidos jovens de elevada
capacidade para expressar a totipoténcia: Coffea arabica (ANDRADE et al., 2001); Pinus
radiata (LIN & LEUNG, 2002); Arachis hypogaea (CHENGALRAYAN et al., 2001);
Anacardium occidentale (GOGATE & NADGAUDA et al., 2002); Passiflora edulis Sims
(PINTO et al., 2012).

Entretanto, ¢ necessario ter conhecimento a cerca do desenvolvimento dos calos
com o intuito de otimizar as técnicas de cultivo e multiplicagdo, uma vez que estes podem
ser empregados para se estudar o desenvolvimento celular, explorar produtos provenientes
do metabolismo primério e secundario, assim como, para obtengdo de suspensao celular e

propagac¢ao via formagao de gemas ou embrides somaticos (LANDA et al., 2000).
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Dessa forma, o conhecimento sobre o crescimento cinético e bioquimico dos calos
podem auxiliar nos processos de estabelecimento in vitro e propiciar a otimizagdo das
condig¢des de cultivo de espécies, como ja foi descrito por diversos autores (SERRA et al.,
2000; MESQUITA et al., 2002; AZEVEDO, 2003; LIMA et al., 2007).

O estudo das fases dos processos fundamentais do crescimento cinético € essencial
para saber o momento exato de transferéncia do calo para um novo meio de subcultivo,
bem como, para ser utilizado no estabelecimento de suspensdes de células (AZEVEDO,
2003) visando estudos fitoquimicos ou a obtengao de brotagdes.

Logo, as andlises bioquimicas também s3o importantes para compreensdo das
mudancas bioquimicas que ocorrem durante o crescimento e o desenvolvimento de calos
permitindo a identificacdo de metabolitos secundarios (LIMA et al., 2007), assim como, a
elucidacdao de processos morfogéneticos e identificacdo de substancias presentes durante
este processo.

Nesse contexto, os processos morfogéneticos podem ser melhor compreendidos
com o auxilio do conhecimento da anatomia vegetal, pois a identificacdo dos aspectos
estruturais € importante para o sucesso da propagacao, a qual depende da regeneragdo de
tecidos vegetais (SILVA et al., 2005).

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo obter calos a partir de embrides

zigbticos de E.velutina e caracterizar anatomica e bioquimicamente.
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2. MATERIAS E METODOS
2.1 Local de realizagdo dos experimentos e desinfestagdo das sementes

Idem capitulo 1, Item 2.1, pag.15
2.2 Cultivo do embrido zigotico

Idem capitulo 1, Item 2.2, pag.15
2.3 Efeito do dcido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) na indug¢do de calos em embrides

zigoticos intactos e seccionados de sementes de E.velutina.

Os embrides zigoOticos (item 2.2) foram utilizados intactos e seccionados em:
plimula, regido intermedidria e radicula (Figura 1) inoculados em frascos (119 x 70mm),
contendo 60 mL de meio de cultura MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962) acrescido de
87,65mM de sacarose, solidificado com 0,6% de Agar (Himedia®) e suplementado com
2,4-D nas concentragoes 0,0; 4,0; 8,0; 12,0;16,0uM, sendo adicionado ao meio 229,62uM
de argenina.

Apo6s 27 dias foram avaliadas as varidveis: porcentagem de calo (%C) e de calos
friaveis (%CF), area do explante recoberta por calo (ARC) de acordo com seguinte escala:
0 = auséncia de calo, 1 = 0,5 > 1 cm calo pequeno, 2= 1> 2 cm médio e 3 =2 >3 cm calo
de tamanho grande, porcentagem de oxidacdo (% OX) segundo a escala: 0= auséncia de
oxidagdo, 1= pouca, 2= parcialmente e 3= totalmente oxidado e matéria seca do calo
(MSCO).

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, com arranjo fatorial 5 x 4
(concentragdes de auxina x tipo de explante ) totalizando 20 tratamentos, constituido de 10
repeticdes cada, sendo que cada repeti¢do foi composta de 2 unidades experimentais de
cada tipo de explante.

2.4 Efeito do acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) na indu¢do de calos em segmentos
foliares e epicotilo de E.velutina.

Segmentos de folhas e epicoétilo foram inoculados em meio de cultura MS seguindo
a metodologia anterior, acrescido apenas de 11,75uM do regulador de crescimento vegetal
2,4-D e inoculados em tubos de ensaio contendo 10 ml de meio de cultura.

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado constituido de 6 repetigcdes
cada, sendo que cada repeti¢do foi composta de 5 unidades experimentais.

‘ 2.5 Condigoes experimentais

As inoculagdes foram realizadas em camara de fluxo laminar para a manutencao de

condi¢do asséptica e os recipientes fechados com filme de PVC. As culturas foram

‘ mantidas em sala de crescimento com temperatura de 25 + 3°C sob escuro continuo.
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2.6 Curva de crescimento e andlise bioquimica dos calos

Foi utilizada a metodologia do item 2.3, no entanto, os embrides zigoticos inteiros
foram inoculados em meio de cultura suplementado com 11,75uM da auxina 2,4-D.
2.6.2 Curva de crescimento: delineamento experimental e variaveis analisadas

O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado, constituido de 5 repeti¢des,
sendo que cada repeticao foi composta de 2 unidades experimentais, avaliando-se a matéria
seca dos calos. Para a determinagao da curva de crescimento dos calos foram realizadas
determinagdes do peso seco do material inoculado a partir do dia da inoculagao (tempo 0)
até 0 27° dia de cultivo, com intervalos de coleta a cada 3 dias.

O percentual de crescimento dos calos foi determinado segundo Lameira (1997) por
meio da equagao: Pf- Pi/Pfx 100, onde: Pi = Peso inicial e Pf = Peso final de calos.
2.7 Analise bioquimica: delineamento experimental e variaveis analisadas

Para quantificacdo bioquimica, os extratos foram obtidos conforme metodologia
descrito por Nogueira et al., (2007). Para determinagdo dos agucares redutores (AR) e
agucares soluveis totais (AST), a cada 6 dias de cultivo fora retirados amostras de calos
baseado na curva de crescimento. Os calos frescos foram inicialmente macerados e
pesados 3g. Em seguida foram colocados em tubo de centrifuga e adicionados 12 mL de
agua destilada. Estes foram levados em banho-maria na temperatura de 40°C por 30
minutos e logo apds, centrifugados a 4800g por 30 minutos a 25°C. O sobrenadante foi
recolhido para posterior analise.

A quantificacdo dos AST foi realizada por refratometria; do AR pelo método do
DNS (MILLER, 1959), utilizando solugdo de glicose como padrdo. A leitura da
absorbancia (Abs) foi realizada em espectrofotometro Uv-Vis a 540 nm para AR. As
analises foram feitas em triplicata, tanto para a curva quanto para as amostras. O
equipamento foi zerado com o branco (0,5 mL de agua no lugar da amostra) sendo a
quantifica¢do baseada em curva padrdo para glicose.
2.8 Anatomia dos calos

O material fresco foi colocado em placas de vidro (vidro relogio, Scm) com os
reagentes prévios de caracterizacdo anatomica, lugol 1% e Azul de Astra 1% por um
periodo de 10 minutos. Logo apds, foram selecionados com auxilio de um pincel n° 2 ¢
transferidos para uma lamina contendo uma gota de glicerina e recoberta com laminula. As
laminas preparadas foram observadas em Microscopio Olympus Optical BX 40.
2.9 Analise estatistica

Idem capitulo 1, Item 2.6, pag.15
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2.RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Efeito do acido 2,4-diclorofendxiacético na indug¢do de calos em embrioes zigoticos

intactos e seccionados de sementes de E.velutina.

A andlise de variancia revelou efeito altamente significativo (p < 0,01) da interacao
“concentracdo de 2,4-D x tipo de explante” para a varidvel matéria seca do calo e efeito
significativo (p<0,05) para a varidvel porcentagem de calos fridveis. Observou-se também
efeito altamente significativo (p<<0,01) dos fatores isolados concentracdo de 2,4-D para as
variaveis: porcentagem de calo, drea do explante recoberta por calo, porcentagem de
oxidagdo e do fator tipo de explante para a variavel area do explante recoberta por calo
(Tabela 1).

Tabela 1— Resumo da analise de variancia para porcentagem de calo (%C), calos friaveis (%CF),
area do explante recoberta por calo (% AEC), matéria seca do calo (MSC), porcentagem
de oxidacdo (% OX) e matéria seca do calo (MSC) obtidas a partir de diferentes
explantes combinadas com diferentes concentracdes de 2,4-D em meio de cultura MS.
Feira de Santana, BA, 2012.

Quadrados médios

Fv GL %C %CF AEC 0X MSC
Concentracio (C) 4 24107,55 22395,637 6761,227 729,88 750,09
Explante (E) 3 386,00 947817 1203,66°  1543™  581,71"
CxE 12 357,08 518,137 191,54% 132,88 67,68

Residuo 60 209,80 205,31 113,58 68,73 25,86

CV (%) 21,62 22,45 30,10 84,02 4371

“Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F. ™ Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.

Foi observado a partir do décimo segundo dia, formagao de calos nos explantes de
embrides zigoticos inteiro € nos segmentos intermediario, radicula e plimula. Ao analisar a
variavel porcentagem de calos, obsevou-se comportamento quadratico ascendente em
relacdo as concentracdes de 2,4-D, com ponto méaximo para inducdo de calo (100%)
estimado em meio de cultura suplementado com 9,73uM de 2,4-D, independente do tipo
de explante (Figura 1A). Nao foi registrado presenca de calos na auséncia de regulador de

crescimento.
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Figura 1— Porcentagem de formacgdo de calos em funcdo das concentragdes de 2,4-D (A); Calos
friaveis em fungdo das concentrag¢des de 2,4-D e tipos de explantes embrido inteiro (#)
plimula (W) regido intermediaria (A) e radicula (X) (B); area do explante recoberta por
calo em fungdo das concentracdes de 2,4-D (C); Porcentagem de oxidagdo dos explantes
em funcdo das concentracdes de 2,4-D (D) e matéria seca de calos em funcdo da
interagdo concentragdo de 2,4-D e tipos de explantes embrido () plimula (m) R.
intermediaria(A) e radicula (X) (E) de Erythrina velutina ap6s 27 dias de inoculagdo em
meio MS (" Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F). Feira de

Santana, BA, 2012.

Este resultado permite inferir que ao suplementar o meio de cultura com regulador

de crescimento vegetal 2,4-D, esse promoveu a formacao de calos nos explantes de tecidos

embrionarios, em razao da acao potente que as auxinas exercem, atuando como sinalizador

para o inicio das divisdes celulares e rediferenciacao celular (GUERRA et al., 1999). A

atuacdo da auxina 2,4-D no processo de desdiferenciacdo e rediferenciacdo tem sido

reportada com sucesso. THOMAS e MASEENA (2006) no cultivo de Halicacabum
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cardiospermum L., obtiveram alta taxa de explante responsivos (96 € 99%) para formagao
de calos em segmentos nodal e de folha quando o meio foi suplementado SuM de 2,4-D.
YIN GUI-XIANG et al. (2012) estudando a familia das gramineas no cultivo de embrides
maturos de linhagens de trigo testou diferentes meios de cultura para inducao de calos em
segmentos de embrido sendo o melhor meio (SD2) o qual foi adicionado 9,06uM de 2,4-
D, obtendo de 36% a 100% de formacgao de calos .

No entanto, pressupde-se que juvenilidade dos tecidos explantados também tenha
contibuindo para a alta taxa de formagdo de calos, posto que, a natureza juvenil dos tecidos
embriondrios lhe confere alto potencial regenerativo, por serem tecidos com elevada
totipoténcia (HU & FERREIRA, 1998).

Ao adicionar o regulador de crescimento vegetal 2,4-D no meio de cultura, este age
estimulando a hipermetilagdo do DNA, processo fundamental na regulacdo da
totipotencialidade (CID, 2000), ou seja, na capacidade das células em se dividirem ou se
diferenciarem favorecendo a calogénese. Porém, a partir de determinadas concentragdes as
auxinas podem apresentar efeito fitotdoxico, como foi observado neste experimento. A
partir da concentragao de 9,73uM de 2,4-D houve decréscimo para formacao de calos,
sugerindo que a partir da concentragdo estimada a auxina 2,4-D age inibindo a formacao de

calos.

Figura 2— Embrido zigético inteiro e segmentado em Plumula, Radicula e R.intermediaria (A);
Calos friaveis oriundos do embrido zigotico inteiro e segmentado em meio de cultura
acrescido de 12uM da auxina 2,4-D (B); Calos friaveis oriundos do embrido zigotico
inteiro inoculados em meio MS acrescido de 11,75uM da auxina 2,4-D apos 27 dias de
cultivo (C). Embrido zigobtico inteiro (e) e segmentado em Plumula (p); Radicula (r) e
R.intermediaria (h). (Barra = 1cm). Feira de Santana, BA, 2012.

Em relagdo a varidvel porcentagem de calos fridveis, notou-se a formagao de calos

de facil desagregagdo e coloragdo branca (Figura 2) que pode estd relacionada a alta
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atividade auxinica, pois tecidos juvens possuem elevados niveis enddgenos de auxinas
(TAIZ e ZEIGER, 2009).

A andlise de regressao mostrou tendéncia quadratica ascendente das concentragdes
de 2,4-D para a varidvel porcentagem de calos fridveis para todos os tipos de explantes. A
maior porcentagem de calos fridveis (100%) foi estimado na concentracdo 10,65uM para
embrido inteiro, seguido do explante regido intermediaria (100%) na concentracdo de
9,43uM. O explante radicular apresentou maior formacdo de calos fridveis (97,35%) na
concentracdo de 9,11uM e o explante plumula (92,57%) na concentracdo de 10,06uM
(Figura 1B).

A variagdo ocorrida para porcentagem de calos fridveis em funcdo do tipo de
explante pressupoe que a adicdo de auxina ao meio de cultura, nos valores supracitados
interagiu com os teores endogenos presentes nos tecidos, promovendo uma elevacao da
relacdo auxina/citocinina suficiente para induzir a formacao de calos fridveis, bem como,
pela maior propor¢cdo de células meristematicas nos explantes. Uma vez que, tecidos
embrionarios apresentam regides meristematicas consideradas centros potencialmente
ativos ocorrendo a maior parte da atividade de divisdo celular capazes de redefinir seu
padrdo de diferenciagdo celular (TERMIGNONI, 2005; KERBAUY, 2008).

Os resultados obtidos corroboraram aqueles reportados por GOMES et al. (2007)
no cultivo de Cocos nucifera L.. Esses autores constataram que as regidos meristematicas
proximas ao eixo embriondrio, obtiveram as melhores porcentagens para formacao de calos
friaveis (97,5%, 97,5%, 60%) quando comparados com os explantes das regidos
intermediarias (20%, 5%).

NTUI et al. (2010) verificaram variagdo na formacao de calos fridveis utilizando
segmentos caulinares de Digitaria exilis, em que obtiveram maior pocertagem de calos
fridveis para as variedades Kurelep (91,3%), seguido de Churiwe (88,9%) e Agyong
(87,8%) quando adicionado 9,06uM de 2,4-D em meio MS. SADO et al. (2009) reportou
variagdo na formacgao de calos fridveis de Senna spectabilis em relagdo as concentragdes de
2,4-D, obtendo 85% e 80% de formagao de calos fridveis na concentragao de 2,27uM de
2,4-D para explante hipocotilo e epicotilo, seguido dos explantes segmento de folhas e
cotilédones 80 e 70%, respectivamente na concentragdo de 11,33uM de 2,4-D.

De acordo com GEORGE et al. (2008), células que respondem a auxina revertem
para um estado indiferenciado e comegam a se dividir favorecendo a formacao de calos

friaveis. No entanto, como foi relatado para a variavel porcentagem de calos, acima dos
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valores estimados para varidvel porcentagem de calos fridveis a adicdo da auxina 2,4-D
tem efeito fitotoxico inibindo a formacao de calos friaveis.

Embora nao tenha sido verificada a expressao de embriogénese somatica, os calos
friaveis obtidos, possivelmente, possuem células com potencial para formagao de embrides
somaticos. No entanto, ¢ necessaria a transferéncia dos calos para meios especificos de
subcultivo de forma que possibilite o processo morfogénetico, principalmente quando os
calos possuem células nos estagios iniciais do desenvolvimento dos embrides.

Como os calos obtidos de explantes de E.velutina aparentemente apresentam alta
atividade auxinica, uma vez que a colorag¢do branca dos calos pode esté relacionada a alta
atividade auxinica (TERMIGNONI, 2005), talvez seja necéssario cultiva-los em meio livre
de regulador vegetal para eliminar o efeito residual do 2,4-D. WERNER et al. (2009)
relata que apos a inducao de calogénese de Caesalpinia echinata em meio contendo 22,65
uM a 90,6uM de 2,4-D, os calos foram transferidos inicialmente para meio sem regulador
de crescimento onde permaneceram por 30 dias e posteriormente para meio indutor
suplementado com diferentes concentragdes de BAP e 2,4-D, nos quais foram observados
embrides somaticos.

Em relacio a varidvel éarea do explante recoberta por calo, observou-se
comportamento quadratico (p<0,01) ascendente em fun¢do das concentra¢des de 2,4-D.
Por meio da derivacdo da equacdo, foi obtido o ponto maximo para area do explante
recoberta por calo (54,14%) utilizando a concentracdo estimada de 9,75uM (Figura 1C).

Os resultados obtidos mostraram que houve decréscimo para area do explante
recoberta por calo em funcdo das concentragdes do regulador 2,4-D. Acima do valor
estimado 9,75uM ndo houve incremento da intensidade de formagdo dos -calos,
independente do tipo de explante. E provavel que os teores de auxina eram altos nos
tecidos explantados, sendo necessaria a adigdo de baixas concentragdes de auxina para
induzir a expansdo celular. Segundo TAIZ e ZEIGER (2009), tecidos juvens possuem
elevados niveis endogenos de auxinas.

Resultados semelhantes foram relatados por NOGUEIRA et al. (2007) na indugao
de calos em explantes foliares de murici-pequeno, na auséncia de luminosidade, em que a
concentracdo de 9,06uM de 2,4-D correspondeu ao ponto maximo da curva, no qual
estimou-se cobertura maxima de 99,18%.

Em relacdo ao tipo de explante, observou-se que a maior média (43,03%) de area
do explante recoberta por calo foi obtida quando se utilizou o explante embrido inteiro,

todavia ndo diferindo estatisticamente dos explantes regido intermediaria (35,01%) e
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radicula (38,73%), sendo a menor média obtida para o explante plumula (24,86%) (Figura
3).
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Figura 3— Porcentagem de area do explante recoberta por calode Erythrina velutina em fungdo do
tipo de explante apos 27 dias de inoculagdo em meio MS (Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste de
Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

Os resultados obtidos corroboram aqueles reportados MIAO-MIAO YAN et al.
(2009) no cultivo de Chinese jiaotou em meio suplementado com 0,44uM de BAP e
4,44uM de 2,4-D, que observaram variagao na intensidade dos calos formados em relagdo
ao tipo de explante cultivado, promovendo maior inducdo de calos em segmento internodal
(47,5%), seguido de raiz (14,7%) e a menor porcentagem (0,4%) para explante folha.

Para variavel porcentagem de oxidagdo, foi verificado comportamento quadratico
ascendente em fun¢do das concentracdes do regulador vegetal 2,4-D. Por meio da
derivacdo da equacdo, obteve-se 0 ponto maximo para porcentagem de oxidagdo (18,26%)
na concentracao de 21,68uM de 2,4-D (Figura 1D).

Observou-se que a oxidacdo foi diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de 2,4-D, independente do tipo de explante. Conjetura-se que, a adi¢ao de
2,4-D favoreceu a liberagdo de compostos fendlicos no meio, pois geralmente, a oxidacao
em espécies lenhosas esta associada a fenois (PAIVA e PAIVA, 2001).

Uma alternativa para reduzir a oxidagdo seria a adi¢do de compostos antioxidantes,
como reportado por WERNER et al., (2009) na calogénese de Caesalpinia echinata. Os
autores relatam reducdo na taxa de oxidacdo em discos de folidlolos quando utilizado
como antioxidante o carvao ativado em meio MS suplementado com 45,3uM 2,4-D e
8,88uM de 6-BAP. Porém, como a taxa de oxidagdo nos explantes de embrides de
E.velutina foi mediana e nao inibiu a formagao de calos, o uso de antioxidantes nao se fez

necessario, uma vez que, a adi¢ao destes poderia inibir a formagao de calos.
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Os resultados obtidos mostraram baixa porcentagem de oxidacdo, independente das
concentragdes de 2,4-D e dos tipos de explantes testados, o que possivelmente estd
associada a juvenilidade do tecido, uma vez que em tecidos jovens a liberacao de
compostos fendlicos ¢ menor (PAIVA e PAIVA, 2001). Estes dados estdo de acordo com
os relatado por FLORES et al. (2006) na indugdo de calos de Pfaffia tuberosa, observaram
porcentagens variadas de oxidagdo nos calos em fun¢do do tipo de explante, registrando
uma maior intensidade de oxidagdo em folhas (3,7%) seguido de raizes (2,4%), segmento
nodal (1,6%) e entren6 (1,0%) quando cultivados em meio com ANA ou 2,4-D nas
concentragoes (1 ou 10 uM) e 1 uM de BAP.

O controle da oxidagao ¢ fundamental para resposta do explante no cultivo in vitro,
pois, segundo THOMAS (2008), substancias inibitérias no meio ou produtos toxicos
liberados pelos explantes podem diminuir a resposta morfogénica, ou ainda, causar necrose
€ em casos mais severos a morte do explante.

A andlise de regressdo mostrou tendéncia quadratica ascendente das concentragdes
de 2,4-D para a variavel matéria seca dos calos para todos os tipos de explantes. Por meio
da derivagdo da equagdo notou-se que, em relacdo a resposta do tipo de explante ao
regulador de crescimento vegetal 2,4-D, embrido inteiro foi o que melhor respondeu
obtendo ponto maximo para matéria seca (27,66mg), na concentracio de 11,31uM,
seguido de regido intermediaria (19,60mg), na concentragdo estimada de 8,93uM e
radicula (14,47mg) na concentragdo de 8,68uM. Para o explante plumula, observou-se a
menor produ¢do de matéria seca (10,98mg) na concentracao de 9,40uM (Figura 1E).

Os resultados obtidos mostraram que houve reducdo de cerca de 29,14% da matéria
seca do explante regido intermediaria, seguido 47,69% radicula e 60,30% para o explante
plumula quando comparado com explante embrido inteiro. Taiz diferencas, podem refletir
a capacidade do tecido vegetal cultivado em se tornar receptivo e responsivo a atividade
fito-hormonal, de forma que se possa promover o crescimento.

A adi¢do de auxina ao meio de cultura foi positiva para o crescimento das células
até os valores estimados, para embrido inteiro (11,31uM), regido intermediaria (8,93uM),
radicula (8,68uM) e plimula (9,40uM), demonstrando que as auxinas desempenham papel
importante na expansao celular, essénciais para que ocorram os processos morfogéneticos
(TAIZ e ZEIGER, 2009). No entanto, observou-se que acima dos valores supracitados a
auxina 2,4-D promove efeito fitotoxico inibindo o crescimento dos calos. Ressultados

semelhantes foram reportados por SANTOS et al. (2005) no cultivo de explantes foliares
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de Salyx humboldtiana, que verificaram redu¢ao em 60% da produg¢do de matéria seca
quando a concentragdo de 2,4-D passou de 27,18uM para 54,36uM.

A matéria seca ¢ a taxa de crescimento de calos sdo importantes para a
determinagdo da capacidade de crescimento e para a manutengdo dos mesmos em meio de

cultura (BISPO et al., 2007).

3.2 Curva de crescimento de calos friaveis a partir embrioes zigoticos de Erytrina
velutina.

A curva de crescimento apresentou padrao sigmoidal, evidenciando no periodo
analisado (27 dias de cultivo) a presenca de quatro fases de crescimento distintas (Figura

4).
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Figura 4 - Curva de crescimento de calos formados a partir embrides zigéticos de E. velutina. Fase
I- lag; Fase II- exponencial; Fase III- linear e Fase IV- estacionaria, inoculados em meio
MS suplementado com 11,75uM de 2,4-D, durante 27 dias de cultivo. Feira de Santana,
BA, 2012.

O padrao de crescimento dos calos formados mostrou que, o periodo precursor a
iniciacdo das divisdes celulares ocorreu at¢é o 3° dia de cultivo. Este periodo que
compreende a fase lag apresentou percentual de crescimento de 86,38%, evidenciando
rapida ativagdo metabolica necessaria para iniciar posteriormente a divisao celular.

Este resultado diverge dos reportados por ABBDE et al. (2010) no cultivo de calos
de Tabebuia roseo alba, que reportaram a ocorréncia da fase lag até o 30° dia, sendo
considerado lento, apresentando percentual de crescimento de 43%.

O padrao de crescimento dos calos na fase lag de E.velutina foi confirmado pela
analise bioquimica, que indicou redug¢do dos teores de aglcares redutores (24,37%) e

soluveis totais (Figura SA e B) até o 6° dia de inculacdo, provavelmente utilizados para

ativacao do metabolismo celular.
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Figura 5 — Teores de acucares redutores (A); Teores de agucares soluveis totais (B) de calos
formados a partir embrides zigdticos de E. velutina de inoculados em meio MS
suplementado com 11,75uM de 2,4-D, durante 24 dias de cultivo. Feira de Santana,
BA, 2012.

O teor maximo de agucares redutores foi observado no 1° dia da inoculagio e o teor
minimo no ultimo dia (24°) da inoculagdo. No entanto, a presenga de aglcares soluveis
totais foi detectada apenas no primeiro dia de cultivo, ou seja, nos embrides zigoticos.
Resultados semelhantes foram obtidos por SANTOS et al. (2008) em calos de Coffea
canephora L, em que o teor maximo de aglcares redutores ocorreu no dia da inoculagao
dos explantes, a partir do qual sofreu reducdo, atingindo um teor minimo no no ultimo dia
de cultivo.

Supde-se que o acimulo de reservas nos tecidos embrionarios de E. velutina para
posterior ativacado do metabolismo no processo de germinacao (TAIZ e ZEIGER, 2009),
tenha sido suficiente para suprir a demanda metabolica para iniciar o processo de
crescimento do calo.

A partir 3° dia de cultivo, inicia-se a fase de crescimento exponencial se estendendo
até o 12° dia de cultivo, o qual apresentou percentual de crescimento de 82,86%. Esse
resultado permite inferir que os tecidos explantados apresentam intensa divisdo mitdtica
promovendo rdpido aumento no nimero de células. SANTOS et al. (2008) observaram
lento aumento do ntimero de células em calos induzidos a partir de segmentos foliares e
nodais de Coffea canephora, ocorrendo nos explantes foliares entre o 28° e 0 63° dia apds a
inoculacdo e nos explantes nodais entre o 49° e o 63° dia, obtendo percentual de
crescimento 92% e de 79%, respectivamente, resultados contraditérios ao observado neste
experimento.

Na fase de crescimento exponencial o nivel de AR continuou reduzindo
constantemente, isso indica que este pode ter sido usado pelo explante como fonte de

energia durante a fase de divisdo celular. SERRA et al. (2000) constatou decréscimo dos
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teores de acucares redutores, porém de uma forma menos acentuada em calos de
Bertholletia excelsa H. B.K., entre 0 30° ¢ 60° dia de inoculagdo periodo que sucede a fase
exponencial e linear.

Foi observado do 12° até o 24° dia de cultivo a fase de crescimento linear,
sucedendo a diminuicdo da divisdo celular ¢ aumento da area celular, observando
percentual de crescimento de 39,26%. Conjetura-se que, apds o cessar das divisdes
mitdticas aconteceu rapida expansao celular.

Estes dados divergem dos obtidos por SERRA et al. (2000) no cultivo de calos de
Bertholletia excelsa, o periodo de crescimento linear foi observado entre o 53° € 0 60° dia
de inoculacdo, representando 35% de crescimento in vitro ou aos reportados SANTOS et
al. (2003) na formagao de calos de Coffea arabica L., cultivar rubi, notaram que o periodo
de crescimento linear ocorreu entre o 77% e o 84% dia de cultivo, apresentando apenas
6% de crescimento.

Durante a fase de crescimento linear foi possivel por meio da andlise anatomica
realizada no 21° de cultivo dos calos obtidos a visualizagdo de células em divisdo (Figura
6A). Conforme SANTANA et al. (2001) o periodo de expansao celular ¢ considerado a
fase ideal para procedimento da repicagem, devido ao crescimento celular ativo.

Foi observado que durante as fases anteriores houve constante redugdo dos teores
de AR obtendo 82,35% de decréscimo no ultimo dia de inoculagdo (24°), ndo sendo
identificado, como citado anteriormente, agucares soluveis totais. Essa redugdao pode esta
relacionada a sintese de amido para os processos subseqiientes, pois a anatomia dos calos

revelou a presenca de amiloplastos (Figura 6B).
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Figura 6— Células de calos friaveis oriundos de embrides zigoticos em divisdo mitotica (indicada
pela seta) coradas com azul de Astra (A) e (B) reservas de amiloplastos (indicada pela
seta), coradas com lugol apds o 21° dia de cultivo em MS acrescido 11,75uM de 2,4-D.
Com aumento de 40x cl opt 2. (Barra= 1,25um). Feira de Santana, BA, 2012.
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Segundo CASTRO et al.( 2009) a sintese de amido ¢ diretamente dependente da
disponibilidade de AST e AR, pois o amido ¢ formado pela polimerizacdo de moléculas de
glicose em ligacdes al-4 e al-6.

Os resultados aqui mostrados corroboram aqueles reportados por PINTO et al.
(2012) nos calos de Passiflora edulis. Esses autores verificaram, por meio de andlise
histologica das laminas cotiledonar de embrides zigoéticos, epiderme unisseriada de
parenquimaticas alongadas células com paredes celulares finas, nucleos pequenos e
depositos de amido limitados a poucas células.

O periodo estacionario foi verificado a partir 24° de cultivo, fase em que ocorre o
desaceleramento do crescimento, sendo notado a partir do 27° o escurecimento dos calos.
Este processo pode esta associado ao decréscimo da disponibilidade de substancias

minerais e energéticas no meio de cultura (SANTIAGO, 2003).

2.3 Efeito do dacido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) na indugdo de calos em segmentos
foliares e epicotilo de E.velutina.
A andlise de variancia revelou efeito altamente siginificativo (p < 0,01) da fonte de

variagao tipo de explante para a variavel porcentagem de calo (%C). (Tabela 2).

Tabela 2— Resumo da analise de varidncia para porcentagem de formagdo de calo (%C), calos
friaveis (%CF), area do explante coberta por calo (AEC), porcentagem de oxidacdo (%
0) e matéria seca do calo (MSC) de plantas de Erythrina velutina, obtidas a partir de
diferentes explantes, em meio de cultura MS acrescido de 11,75uM de 2,4-D. Feira de
Santana, 2012.

Quadrados médios

Fv GL %C CF AEC %0 MSC
Explante (E) 1 4225,00" 2,78 1,56 76,56 107,12™°
Residuo 14 73,75 98,33 22,71 9,06 11,69
CV (%) 21,59 4,94 83,13 165,11 54,56

** Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. N Nio significativo ao nivel de 5% de
probabilidade pelo teste F.

Foi observado a partir do décimo segundo dia, formagao de calos nos explantes de
segmentos foliar e epicdtilo. Ao analisar a variavel porcentagem de calos verificou-se
maior porcentagem (90%) de calos em segmento foliar (Figura 7).

Verificou-se que a porcentagem de formacao para explante foliar diferiu em 32,5%
quando comparado com o explante epicétilo. Provavelmente os segmentos foliares sdo
mais responsivos a auxina 2,4-D do que o segmento de epicotilo, expressando uma maior

sensibilidade aos reguladores de crescimento vegetal, o que pode estd relacionado aos
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niveis endogenos de fito-hormonios presentes nos tecidos influenciando uma melhor

resposta para o segmento foliar.
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Figura 7— Porcentagem de calos obtidos nos explante de segmentos de epicotilo e folhas apds 27
dias de inoculagdo em meio MS acrescido de 11,75uM de 2,4-D (Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao nivel de 1% de probabilidade pelo
teste de Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

A reposta do explante ao tipo de regulador de crescimento foi reportada por
ARENHART e ZAFFARI (2008) em explantes foliares e nodais de Eucalyptus grandis,
que observaram a maior porcentagem de calos (100%) para explante foliares quando foi
induzido em meio de cultura MSM, acrescido de 4,53uM de 2,4-D enquanto que, para
segmento nodal ocorreu quando utilizado 2,27de TDZ combinado com 5,37uM de ANA.
Segundo TAIZ e ZEIGER (2009) as auxinas agem estimulando a divisdo de células
maduras que ndo mais se dividiriam, podendo induzir a proliferacdo de massas celulares.

Os calos provenientes de segmento foliar e da regido do epicoétilo apresentaram
textura fridvel de facil desagregacdo. Provavelmente, a caracteristica de friabilidade tenha
sido favorecida por uma alta relacdo auxina/citocinina, bem como, pelo gendtipo e outros
componentes acrescido ao meio de cultura (HU & FERREIRA, 1998).

A agdo da auxina 2,4-D na formagdo de calos friaveis tem sido bem reportada na
literatura, Ntui et al., (2010) verificaram formacgao de calos fridveis em segmentos de caule
de Digitaria exilis quando o meio de cultura foi acrescido de 9,06uM de 2,4-D. SILVA et
al.(2009) observaram formagao de calos friaveis em anteras de Coffea arabica quando o
meio foi suplementado também com 9,06uM de 2,4-D.

Foi notado que os calos diferiram quanto ao formato das células. Calos oriundos de
segmento foliar apresentou células de formato globular diferentemente dos calos da regido
do epicotilo (Figura 8). Estes possuem células menores e com aparéncia filamentosa
semelhante aos calos fridveis induzidos a partir de embrides zigdticos da espécie em

estudo.
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A obteng¢do de estruturas distintas em segmento foliar e epicotilo de E.velutina sdo
caracteristicas morfoldgicas que depende da plasticidade morfogenética dos tecidos em si
desdiferenciar e rediferenciar, quanto maior a complexidade estrutural do explante mais
rapida e mais direta ¢ a resposta in vitro (HALPERIN, 1986; HU & FERREIRA, 1998).

Resultados semelhantes foram reportados por WERNER et al. (2009) para espécie
Caesalpinia echinata. Esses autores relatam que calos oriundos de folidlolos juvenis
cultivados em diferentes tratamentos com 2,4-D formaram massas pro-embrionarias
(MPEs) enquanto que, quando adicionado 2,27uM 2.4-D no meio de cultura MS, 10% dos
calos apresentaram estruturas semelhantes a dos embrides somaticos globulares e

codiformes.

Figura 8— Calos friaveis oriundos de segmento de folha apresentado células globulares (A) e calos
friaveis oriundos de segmento de epicotilo (B) a partir de plantas de embrido em meio de
cultura acrescido de 11,75uM da auxina 2,4-D apds 25 dias de cultivo. Feira de Santana,
BA, 2012.

Segundo HU & FERREIRA (1998) células de calos podem apresentar morfologia,
tamanho, coloracdo e ploidia variada dependendoda espécie, periodo de cultura e
composicdo do meio. Os calos apresentaram coloracdo branca independente do tipo de
explante (Figura 8), semelhante ao observado em calos induzidos a partir de embrides
zigbticos da espécie em estudo, que pode esta relacionada a alta atividade auxinica nos
tecidos explantados (TERMIGNONI, 2005).

Tecidos foliares tém mostrado uma excelente fonte de explante para inducdo de
calos friaveis com potencial embriogénico Salyx humboldtiana (SANTOS et al., 2005);
Cleome rosea Vahl (SIMOES et al., 2010); Ruta graveolens (AHMAD et al., 2010),

corroborando os resultados obtidos com segmentos foliares de E.velutina.
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3. CONCLUSAO

A maior formagao de calo (100%) foi verificado na concentragdo de 9,73uM de
2,4-D.

Foi observado formagao de calos friaveis em todos os explantes testados.

A maior producdo de matéria seca (27,66mg) foi registrado na concentracdo de
11,31uM da auxina 2,4-D para o explante embrido zigético.

Os calos induzidos a partir de embrides zigoticos de E. velutina devem ser
transferidos para meio de subcultivo no periodo entre o 15° até o 21° dia de cultivo.

Foi verificado redu¢do do AR e AST em fung¢do do tempo de cultivo, bem como a
presenga de células em divisdo e amiloplastos nos calos.

Os segmentos foliares obtiveram melhor resposta para formagao de calos friaveis.
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Conservacio in vitro de Erythrina velutina Willd. (Leguminosae).
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RESUMO

Erythrina velutina ¢ uma espécie pertencente a familia Leguminosae, nativa do bioma
caatinga que se encontra suscetivel a degradagdo e exploragdo indiscriminada. As técnicas
de cultura de tecidos tém sido uma importante ferramenta para conservacao de
germoplasma em laboratorio utilizando agentes osmoticos, retardantes de crescimento e
por meio da reducdao da temperatura. O objetivo deste trabalho foi verificar o efeito das
concentragdes de sacarose, do regulador de crescimento vegetal paclobutrazol (PBZ) e da
temperatura no crescimento in vitro de E.velutina. As sementes foram inoculadas em meio
de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) contendo 0,7% de &gar. No primeiro
experimento o meio foi suplementado com diferentes concentragdes de sacarose: 87,65;
131,56; 175,28 mM correspondendo aos potenciais: Yo = -0,2170; -0,3255 e -0,4340 MPa,
respectivamente. No segundo experimento o meio de cultura foi acrescido com diferentes
concentragdes de retardante de crescimento PBZ: 0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0uM. As culturas
foram mantidas sob duas condigdes, sala de crescimento, nas temperaturas de 18 e 25+
3°C. O delineamento estatistico foi inteiramente casualizado. Ao final de 60 dias da
inoculacdo foram analisadas as seguintes variaveis: nimero de brotagdes, comprimento das
plantas, nimero de folhas, nimero de folhas senescentes, matéria seca da parte aérea e
numero de raizes. Foi observado crescimento mais lento das culturas na temperatura de
18°C, entretanto, o aumento das concentracdoes de sacarose até 175,28mM nao foi
suficiente para reduzir o crescimento das plantas. Ao utilizar o regulador de crescimento
vegetal PBZ nota-se reducdo de 47,21% para comprimento da parte aérea e 64,16% da
matéria seca da parte aérea quando acrescido ao meio de cultura de 4uM de PBZ. O
aumento gradativo das concentracdoes de PBZ e a redugdo da temperatura promovem o
crescimento mais lento das culturas, no entanto, faz-se necessario novo estudo com
concentragdes maiores de sacarose ou outros agentes osmoticos.

Palavras-chave: Mulungu, extrativismo, cultivo in vitro, crescimento minimo.
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ABSTRACT

Erythrina velutina is a family Leguminosae species of the family Leguminosae, native
from caatinga biome that is susceptible to degradation and indiscriminate exploitation. The
culture techniques tissue have been an important tool for conservation of germplasm in the
laboratory using osmotic agents, retarding growth, and reduction of the temperature. The
objective of this study was to evaluate the effect of sucrose concentrations, plant growth
regulator paclobutrazol (PBZ) and reduction of the temperature on in vitro growth of
E.velutina. The seeds were inoculated on WPM medium (Lloyd & McCown, 1980) agar
containing 0.7%. In the first experiment, the medium was supplemented with different
concentrations of sucrose, 87.65, 131.56, 175.28mM corresponding to the potential: Yo = -
0.2170, -0.3255 and -0.4340 MPa, respectively. In the second experiment the culture
medium was supplemented with different concentrations of growth retardant PBZ: 0.0, 1.0,
2.0, 3.0, 4.0uM. The cultures were maintained under two conditions, a growth chamber at
temperatures onl8 and 25 + 3°C. The statistical design was completely randomized. After
60 days of inoculation, were analyzed the following variables: number of buts, plant
length, leaves number, dead leaves number, dry buts and roots number. We observed
slower growth of the cultures at a temperature of 18°C, however, the increase in
concentrations up to 175.28mM sucrose was not enough to reduce plant growth. By using
the plant growth regulator BPZ, were noteced a reduction of 47.21% for sprout length and
64.16% of dry matter of buts when added to the culture medium 4puM of BPZ. The gradual
increase of BPZ concentration and temperature reduction, promoted slower cultures
growth, however, it is necessary to further study with higher concentrations of sucrose or
other osmotic agents.

Keywords: Mulungu, extraction, culture in vitro, minimal growth.
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1.INTRODUCAO

A regido semidrida possui economia fortemente sustentada pela exploragdo dos
recursos naturais, que, em geral, sdo desenvolvidas sem qualquer tipo de preocupacao
conservacionista (SAMPAIO, 2002), colocando em risco de extingdo inumeras espécies
nativas, causando disturbios ecologicos e o desaparecimento de germoplasma valiosos
(GIULIETTI e QUEIROZ, 2006; FRANCA et al.,, 2007), dentre eles esta Erythrina
velutina .

E. velutina ¢ uma espécie pertencente a familia Leguminosae, conhecida
popularmente como mulungu (LORENZI, 1992). Estd possui grande relevancia
econdmica para a regido semidrida, tanto no setor madeireiro quanto artesanal, tintdreais,
bem como, para fins paisagisticos e medicinais.

Diante do seu amplo potencial econdmico, encontra-se suscetivel ao extrativismo
indiscriminado. A utilizagdo das sementes da espécie para a confeccdo de adornos e no
tratamento de doengas e o emprego da madeira no setor madeireiro, tem levado a redugdes
drésticas das popula¢des naturais, uma vez que, o mecanismo de perpetuacdo da espécie
ocorre por sementes.

Aliados a esse fator, a espécie apresenta uma barreira natural de propagacdo, pois
suas sementes possuem dorméncia tegumentar, o que impede sua germinagdao sobre
condi¢des naturais, sendo necessario delinear estratégias de conservacdo ex situ para
manuten¢ao e utilizagdo de forma sustentavel da espécie.

Alternativamente, as técnicas de cultura de tecidos t€ém sido uma importante
ferramenta para conservacao in vitro de germoplasmas com grande potencial econdmico
que se econtram ameagados de extingdo pelo extrativismo e/ou uso ndo sustentavel.

A conservagao de germoplasma in vitro consiste no crescimento lento das culturas,
reduzindo drasticamente o metabolismo da planta, sem afetar sua viabilidade, podendo ser
utilizado como fonte de explante meristemas e/ou apices meristematicos, embrides e
sementes. A reducdo do crescimento pode ser induzida mediante estresse osmotico,
reducdo da intensidade de luz ou temperatura, acréscimo de retardantes de crescimento,
bem como, diminuindo a concentragao dos componentes salinos e organicos do meio de
cultura (WITHERS e WILLIAMS, 1998), favorecendo a ampliagdo do tempo entre
subcultivos e proporcionando menor custo para manutencao do banco de germoplasma em

laboratério (CANTO et al., 2004).
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A redu¢do da temperatura nas salas de crescimento aliada aos agentes osmoticos e
retardantes de crescimento no meio de cultura, tém sido estratégias que, ao serem aplicadas
conjuntamente, vém obtendo sucesso no estabelecimento de condi¢des favoraveis a
conservagao in vitro (AMARAL, 2005).

Os agentes osmoticos, tais como a sacarose, ao serem adicionados ao meio de
cultura, atuam externamente, removendo o excesso da agua intracelular, por gradiente
osmotico, fazendo com que o crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET
et al., 1993). J& os retardantes de crescimento, como o ancimidol e paclobutrazol agem
inibindo a sintese da giberelina, bloqueando a etapa da conversdo do ent-caureno a acido
ent-caureno na rota metabodlica da biossintese de giberelina (RADEMACHER, 2000;
SARKAR et al., 2001).

Portanto, a conservacao in vitro ¢ uma técnica vantajosa de conservacao ex situ se
comparada aos métodos de conservacao in situ, pois sdo culturas livres de agentes
patogénicos e intempéries, que garantem a manutengdo da fidelidade genética, facilita a
disponibilidade de material para o intercambio de germoplasma e redugao dos custos de
manejo e cultivo, além de permitir o desenvolvimento de estudos ampliando o
conhecimento sob o germoplasma cultivado.

Diante do exposto, o trabalho teve como objetivo averiguar o efeito das
concentracdes de sacarose e do retardante de crescimento vegetal paclobutrazol (PBZ) no

crescimento in vitro de E.velutina.
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2. MATERIAS E METODOS
2.1 Local de realizagdo dos experimentos e desinfestagdo das sementes

Idem capitulo 1, Item 2.1, pag.15
2.2 Meio de cultura e Condigoes experimentais

Item 2.3 do capitulo 1, entretanto, as culturas foram mantidas sob duas condicdes,
sala de crescimento, com temperatura de 25 + 2°C e camara do tipo B.O.D. a 18°C, sob
fotoperiodo de 16 horas.

2.3 Agentes osmoticos

As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 mL
de meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) suplementado com diferentes
concentragdes de sacarose: 87,65; 131,56; 175,28mM (correspondendo aos potenciais: VYo
=-0,2170; -0,3255 ¢ -0,4340 MPa, respectivamente).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 2
(concentragao de sacarose X temperatura) com 6 repetigdes por tratamento, cada uma
composta por 5 unidades experimentais.

2.4 Retardante de crescimento vegetal

As sementes foram inoculadas em tubos de ensaio (25 x 150 mm) contendo 15 mL
de meio de cultura WPM (Lloyd & McCown, 1980) acrescido com diferentes
concentragdes de retarda de crescimento vegetal PBZ (0,0; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0uM).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em arranjo fatorial 3 x 2
(concentragao de PBZ x temperatura) com 6 repeti¢des por tratamento, cada uma composta
por 5 unidades experimentais.

2.5 Variaveis analisadas

Ao final de 60 dias da inoculagdo foram analisadas as seguintes varidveis: nimero
de brotacgdes, comprimento das plantas, numero de folhas, nimero de folhas senescentes,
matéria seca da parte aérea e numero de raizes.

2.6 Analise estatistica

Idem capitulo 1, Item 2.6, pag.15
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da sacarose e da temperatura no crescimento minimo de plantas de E. velutina.

A analise de variancia mostrou efeito significativo (p < 0,05) da interacdo
“concentracdo de sacarose x temperatura” para as variaveis numero de folhas e matéria
seca da parte aérea. Foi verificado efeito altamente significativo da temperatura (p < 0,01)
para a varidvel numero de folhas senescentes e efeito significativo (p < 0,05) da
concentragdo de sacarose para a variavel nimero de raizes (Tabela 1).

Tabela 1— Resumo da analise de variancia para nimero de brotos (NB), comprimento da parte
aérea (CPA), nimero de folhas (NF), nimero de folhas senescentes (NFS), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e nimero de raizes (NR), de plantas de Erythrina velutina
inoculadas em meio de cultura WPM suplementado com diferentes concentragdes de
sacarose e mantida em duas condigdes de temperatura. Feira de Santana, BA, 2012.

Quadrados médios

Fv GL NB CPA NF NFS MSPA NR

Concentragio (C) 2 021" 225786 26,81 0,95 9942° 38,68
Temperatura (T) 1 0,19™ 131,46 714,437 22,88 476330 7,70

CxT 2 0.24™  1168,68™ 3224 1,62%  1076,59° 23,64™
Residuo 24 0,19 164891 7,90 1,22 288,61 9,57
CV (%) 39,52 20,89 29,68 20,89 82,71 26,42

“Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. ~Significativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F. ™ Nio significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de F.

O aumento das concentracdes de sacarose e¢ a reducdo da temperatura ndo
interferiram na germinagdo e crescimento de E. velutina, sendo a taxa de sobrevivéncia de
100% (dado ndo mostrado). Esses resultados sdo corroborados por NUNES et al. (2008) no
cultivo de embrides de Jatropha curcas, que verificaram 83,68% de germinagdo e o
aumento das concentracdes de sacarose até¢ 175,28mM no meio de cultura proporcionou
crescimento do comprimento da parte aérea das plantulas.

Para a variavel numero de folhas, observou-se que ndo houve diferenca estatistica
entre as concentragdes de sacarose avaliadas, quando as plantas foram submetidas a
temperatura de 18°C e 25°C. Em relagdo a temperatura para numero de folhas a menor
média (4,44) foi registradas a 18°C e a maior média (16,88) na temperatura de 25°C
(Tabela 2).

Foi observada redugdao de 71% no niimero de folhas proporcional a reducdo da
temperatura. Provavelmente, a diminui¢do do numero de folhas ¢ uma resposta ao estresse
hidrico provocado pela redugdo da temperatura, diminuindo a area de transpira¢ao e dessa

forma reduzindo a perda de 4gua (TAIZ E ZEIGER, 2009).
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Tabela 2— Numero de folhas (NF) e matéria seca da parte aérea (MSPA) de plantas provenientes de
sementes de Erythrina velutina aos 60 dias de inoculados em meio de cultura WPM em
funcdo de diferentes concentragdes de sacarose ¢ da temperatura. Feira de Santana, BA,

2012.
Temperatura (°C) Sacarose (mM)
87,65 131,56 175,28
NF
18 4,76 Ba 4,56 Ba 4,44 Ba
25 10,44 Ab 15,72Aa 16,88 Aa
MSPA (mg)
18 173,38 Bab 158,44 Bb 198,68 Aa
25 202,58 Aa 202,10 Aa 201,43 Aa

"Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e maitscula na coluna ndo diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

Resultado semelhante foi relatado por PASQUAL et al (2002), que constataram
redu¢do no numero de folhas (6,77 e 5,55) para embrides zigoticos de Tangerineira
“Ponca” quando cultivados em meio de cultura MS acrescido de diferentes concentragdes
de sacarose 43,83 e 87,65mM, respectivamente. PEREZ et al. (2001) observaram em
Festuca arundinaceae Schreb. Cv. Tima, que a reducao na temperatura de 25 °C a 12 °C
causou decréscimo no crescimento € na area foliar das plantas.

Ao analisar a varidvel matéria seca da parte aérea em resposta as concentragdes de
sacarose quando submetida a temperatura de 18°C, verificou-se aumento da matéria seca
(198,68mg) na concentragdo de 175,28mM de sacarose. Na temperatura de 25°C ndo
houve diferenca estatistica para o acimulo de matéria seca da parte aérea em relacdo as
concentragoes testadas.

No entanto, nota-se reducdo da matéria seca da parte aérea em relagdo a
temperatura. A maior média (202,10mg) foi verificada na temperatura de 25°C e a menor
média (158,44mg) na temperatura de 18°C quando o meio foi acrescido com 131,56mM de
sacarose, ndo diferindo da concentracdo de 87,64mM de sacarose (Tabela 2).

O decréscimo na matéria seca da parte aérea foi diretamente proporcional a
diminuicdo da temperatura, verificando reducdo de 14,41% quando submetida a
temperatura de 18 °C. Possivelmente a redugdo da matéria seca pode estd associado a uma
translocagdo mais lenta de carboidratos devido a exposi¢cdo a temperaturas mais amenas
refletindo no decréscimo da biomassa.

Os resultados encontrados para E. velutina diferem dos registrados no cultivo de
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morangueiro por CALVETE et al.(2002), que obtiveram maior acimulo de matéria seca
com o aumento da concentragdo de sacarose a 25°C, e na auséncia deste foi verificado peso
médio de 10,2mg e na maior concentra¢ao 175,28mM peso médio de 33,9mg para matéria
seca. Ja para bromélias Vriesea inflata, Pedroso et al. (2010) verificaram que baixas
temperaturas diminuiam o incremento de matéria seca da parte aérea, na temperatura de
18°C obtiveram peso médio de 2,8 mg e em 25°C peso médio 4,3 mg da matéria seca,
corroborando os resultados para E. velutina.

Segundo GEORGE (1996) a taxa na qual o material vegetal cresce in vitro,
geralmente diminui lentamente & medida que as temperaturas sdo reduzidas abaixo do
ideal.

Em relagdo a variavel nimero de folhas senescentes, foi observado decréscimo em
detrimento a diminuicdo da temperatura. Na temperatura de 25 °C foi registrada a maior

média (2,54) e a menor média (0,80) em 18 °C (Figura 1A).
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Figura 1— Numero de folhas senescentes (A) e nimero de raizes (B) de plantas provenientes de
sementes de Erythrina velutina aos 60 dias de inoculados em meio de cultura WPM em
funcdo da temperatura (Médias seguidas pela mesma letra ndao diferem estatisticamente
entre si ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey). Feira de Santana, BA,
2012.

As folhas de E.velutina apresentaram coloracao verde clara (dados ndo mostrados)
em temperatura de 18 °C, podendo ser um reflexo do estresse sofrido pelas plantas ao
serem submetidas a temperatura mais baixa, ocasionando reducdo da sintese de clorofila
(TAIZ E ZEIGER, 2009).

Para varidvel numero de raizes, a maior média (13,92) foi observada na
concentracdo de 175,28mM e a menor média (10,16) na concentracdo de 131,56mM que
ndo diferiram estatisticamente da concentragdo de 87,65mM (Figura 1B).

O numero de raizes foi semelhante aquele reportado para a cultura de Cattleya

walkeriana por DIGNART et al. (2009), no qual obtiveram a menor média (4,14) na
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concentracdo de sacarose 43,8mM e a maior média (5,86) quando acrescido ao meio de
cultura 87,64mM sacarose.

A adi¢ao de maiores concentragdes de sacarose no meio de cultura favoreceu o
aumento do numero de raizes em E. velutina. Isto ocorreu, provavelmente porque a
redu¢do da absorcdo de 4gua afetou o consumo de carbono e energia pela parte aérea,
favorecendo uma distribui¢do maior de assimilados vegetais para o sistema radicular
levando a um crescimento preferencial das raizes e limitando o crescimento da parte aérea
(TAIZ E ZEIGER, 2009).

O agente osmotico sacarose, ao ser adicionado ao meio de cultura, atua
externamente, removendo o excesso da agua intracelular, por gradiente osmotico, fazendo
com que o crescimento da cultura ocorra de forma mais lenta (DUMET et al., 1993),
contudo, foi verificado que as concentragdes utilizadas ndo foram satisfatorias para a

reducdo do crescimento de E.velutina.

3.2 Efeito do retardante de crescimento placlobutrazol e da temperatura no cultivo in vitro
de plantas de Erythrina velutina.

A andlise de varidncia mostrou efeito significativo (p <0,05) da interag¢do
“concentracdo de PBZ x temperatura” apenas para variavel nimero de folhas senescentes.
Observou-se efeito altamente significativo (p < 0,01) da concentragdo de PBZ para as
variaveis comprimento da parte area e matéria seca da parte aérea e efeito significativo (p
< 0,05) para numero de raizes. O fator isolado temperatura foi significativo (p < 0,01) para
as numeros de folhas e matéria seca da parte aérea, enquanto que, verificou-se efeito

significativo (p <0,05) para a comprimento da parte aérea (Tabela 3).

Tabela 3- Resumo da analise de variancia para nimero de brotos (NB), comprimento da parte
aérea (CPA), nimero de folhas (NF), nimero de folhas senescentes (NFS), matéria seca
da parte aérea (MSPA) e numero de raizes (NR) de plantas de Erythrina velutina
inoculadas em meio de cultura WPM suplementado com diferentes concentragoes de
PBZ ¢ mantidas em duas condi¢des de temperatura. Feira de Santana, 2012.

Quadrados médios

Fv GL NB CPA NF NFS MSPA NR

Concentracio (C) 4 0,007 11094,67 11,49 2757 422790 5431
Temperatura (T) 1 0,02 3504,52" 745,757 19,227 14604,43 7 15,79"

CXT 4 0,04 1358,26™ 12,97 2,47 553,56 10,67 N
Residuo 40 0,07 791,31 21,39 0,91 1083,70 18,16
CV (%) 8,21 18,09 45,78 73,30 20,53 40,92

*Signiﬁcativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F. **Signiﬁcativo ao nivel de 5% de probabilidade
pelo teste F. “Nao significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste F.
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A porcentagem de sobrevivéncia dos explantes aos 60 dias de cultivo in vitro foi de
100% (dado ndo mostrado). Ao analisar a varidvel comprimento da parte aérea em fungao
da concentragdo de PBZ a curva de regressao que melhor se ajustou foi a linear (p>0,01)
descendente, indicando que ha decréscimo no comprimento das plantas quando submetidas

a concentragdes maiores do retardante de crescimento vegetal PBZ (Figura 2A).

-~
)

y(®)=NS

N
n
<

y=-17,55x + 190,58 R*= 69% **
E § y(#)=0,116x+ 0,528 R>*=81%**
: 200 ; §3 [
a 150 4 M * ¢ =
A m %2 .
[ P‘l 100 4 * P - n
4 §
poose ey, e
M 0 m
¢ 0 1 2 3 4 D) .
0 1 2 3 4
PBZ (uM)
5 PBZ (uM) B

Figura 2— Efeito das diferentes concentracdes de PBZ (Paclobutrazol) sobre comprimento da parte
aérea (A) e efeito de diferentes concentragdes de Paclobutrazol (PBZ) em funcdo da
temperatura 25 () ¢ 18 (9°C sobre o numero de folhas senescentes (B) de Erythrina
velutina, aos 60 dias de cultivo in vitro em meio WPM (" Significativo ao nivel de 1%
de probabilidade pelo teste F; Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste
F). Feira de Santana, BA, 2012.

Foi observado reducdo de 47,21% para comprimento da parte aérea, quando
acrescido ao meio de cultura 4uM de PBZ, o que provavelmente estd associado a inibi¢ao
da sintese de giberelina, hormonio que atua na extensdo da parede e alongamento celular
(TAIZ & ZAIGER, 2009).

A acdo do BPZ inibindo o processo de crescimento vegetal foi relato por
FERNANDES (2004) no cultivo de limoeiro Volkameriano, estes constataram que o
aumento da concentracdo deste regulador de crescimento vegetal PBZ promoveu
decréscimo no comprimento dos caules, Efeito positivo também foram relatados por Souza
et al. (2010), para as cultivares de bananna ‘Prata-Ana’ e ‘FHIA 01’ inibindo o
crescimento das plantas.

Para comprimento da parte aérea em fungdo da temperatura observou-se
comportamento semelhante a concentragdo de PBZ. Notou-se decréscimo para
comprimento da parte aérea quando houve redugio da temperatura, a 25°C obteve-se média
163,86 mm e média 147,11mm na temperatura de 18°C (Figura 3A).

A redugdo 10,22% no comprimento da parte aérea promovida pela diminuigdo da
temperatura, provavelmente esta associado a uma translocacdo mais lenta de carboidratos

devido a exposi¢do a temperaturas mais amenas. Resultados semelhantes foram observados
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por PEDROSO et al. (2010), os autores verificaram no cultivo de plantas Vriesea inflata
que em baixas temperaturas houve uma reducgdo no crescimento das plantas observando na

temperatura de 15°C média de 8,7mm e 28,0mm na temperatura de 28°C.
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Figura 3— Efeitos da temperatura sobre comprimento da parte aérea (A); numero de folhas (B) e
matéria seca da parte aérea (C) de Erithryna velutina, aos 60 dias de cultivo in vitro em
meio WPM (Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si ao
nivel de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey e ao nivel de 1% de probabilidade
pelo teste de Tukey). Feira de Santana, BA, 2012.

Para variavel numero de folhas, notou-se decréscimo em relagdo ao fator
temperatura, registrando média 13,96 folhas por explante na temperatura de 25°C e a
média 6,24 folhas por explante na temperatura de 18°C (Figura 3B).

A diminui¢do da temperatura promoveu redugdo de 55,3% para niimero de folhas, o
que possivelmente foi uma reposta ao estresse submetido. Resultado este semelhante ao
reportado por PEREZ et al. (2001) com Festuca arundinaceae Schreb. cv. Tima, a redugéo
da temperatura de 25°C a 12 °C causou uma redu¢@o no crescimento e na area foliar das
plantas. PEDROSO et al. (2010), verificaram no cultivo de plantas Vriesea inflata em
baixas temperaturas redu¢ao no nimero de folhas, observado na temperatura de 15°C uma

média de 8,77 folhas e 9,50 folhas na temperatura 28 °C.
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Em relagdo ao numero de folhas senescentes na temperatura de 25°C nao houve
modelo matematico que se ajustasse para essa variavel. J& na temperatura 18°C o modelo
que melhor se ajustou para essa variavel foi a equacdo linear crescente em relagdo as
concentragdes de PBZ (Figura 2B).

Foi verificado acréscimo de 46,67% para numero de folhas senescentes indicando
que o aumento do numero de folhas senescentes ¢ proporcional ao aumento da
concentracdo de PBZ e diminui¢do da temperatura.

As folhas de E. velutina apresentaram coloracdo verde escura em ambas as
temperaturas (dados ndo mostrados), o que pode esta associado a um maior contetido de
clorofila, uma vez que o PBZ ao bloquear a producdo das giberelinas, permite maior
alocacao dos compostos intermedidrios da sintese de giberelinas para a produgdo de maior
quantidade de fitol, parte essencial da molécula de clorofila e responsavel pelo aumento
desta (CHANEY, 2004).

Ao analisar a varidvel matéria seca da parte aérea representada pela equagdo linear
(p < 0,01) descendente em funcao das concentragdes de PBZ, notou-se decréscimo da
matéria seca da parte aérea em 64,16% a medida que se aumentou as concentracdes de

PBZ (Figura 4A).
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Figura 4— Efeito das diferentes concentragoes de paclobutrazol (PBZ) sobre matéria seca da parte
aérea (A) e niamero de raizes (B) de Erythrina velutina, aos 60 dias de cultivo in vitro em
meio WPM (" Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F; “Significativo
ao nivel de 1% de probabilidade pelo teste F). Feira de Santana,BA, 2012.

Isso significa que ao aumentar as concentragoes de PBZ houve uma diminui¢do na
incorporacdo de carbono que pode ser atribuida a diminuigdo da quantidade total de
acucares induzido pela acdo do PBZ (MEHOUACHI et al., 1996). Resultados similares
foram registrados para Anadenanthera colubrina, em que verificou-se redu¢do na matéria
seca da parte aérea quando foi utilizada a maior concentracao de PBZ (13,6 uM) em 32,9%

em comparagao ao controle (NEPOMUCENO et al., 2007).
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Para matéria seca da parte aérea em relagdo a temperatura, foi observado
decréscimo da matéria seca da parte aérea. Na temperatura de 25°C foi registrado média
de 177,46mg e 142,28mg na temperatura de 18°C (Figura 3C).

Foi registrado reducdo de 19,82% da matéria seca da parte aérea em relacdo a
diminui¢cdo da temperatura, possivelmente porque temperaturas mais baixas tornam o
metabolismo das culturas mais lento. PEDROSO et al.(2010), verificaram no cultivo de
plantas Vriesea inflata reducdo de 81,33% da matéria seca da parte aérea quando
submetidas a temperatura de 15°C em comparacao a temperatura de 28°C.

Para variavel nimero de raizes ndo houve modelo matematico que se ajustasse para
essa variavel (Figura 4B). Esses resultados discordam dos reportados por SOUZA et al.
(2010), que registram para as cultivares banana ‘Prata-Ana’ e ‘FHIA 01°, aumento no
numero de raizes, para ambas as cultivares quando acrescido ao meio o regulador de
crescimento vegetal PBZ.

Foi possivel, por meio dos resultados obtidos, observar o crescimento mais lento

das culturas quando utilizado 4uM de PBZ e redugio da temperatura a 18°C.
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4, CONCLUSAO

O crescimento mais lento das culturas foi observado na temperatura de 18°C.

O aumento das concentragdes de sacarose até 175,28Mm ndo foi suficiente para
reduzir o crescimento das plantas, sendo necessario novos estudos com concentracdes
maiores de sacarose ou outros agentes 0oSmoticos.

O aumento gradativo das concentracdes de PBZ promoveu o crescimento mais
lento das culturas, indicando que concentragdes maiores devem ser avaliadas em novos
estudos.

A redugdo da temperatura indicaram crescimento mais lento das culturas em E.

velutina.
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CONSIDERACOES FINAIS

¢ O cultivo in vitro de embrides zigdticos para obtengdo de plantas ¢ vantajoso para
sistema de micropropagacao, uma vez que produz duas vezes mais gemas laterais e
brotos uniformes.

e E possivel a regeneragio dos explantes embrido zigdtico e plamula na concentragio
4,0uM de BAP.

¢ O regulador de crescimento BAP na concentracdo de 20,03uM proporcionou os
melhores resultados para inducdo de brotos a partir de plantas germinadas de
embrides zigoticos.

oE possivel obter calos fridveis em meio MS contendo 10,65uM da auxina 2,4-D.

e Os calos induzidos a partir de embrides zigdticos de E. velutina devem ser
transferidos para meio de subcultivo no periodo entre o 15° até o 21° dia de cultivo.

e Os calos cultivados durante 27° dia apresentam redu¢do de redugdo do AR ¢ AST.

e E possivel observar a presenca de células em divisdo e amiloplastos nos calos no 21°
dia de cultivo.

¢ Os segmentos foliares obtiveram melhor resposta para formacgao de calos friaveis.

¢ Foi observado crescimento mais lento das culturas na temperatura de 18°C.

e Concentragdes maiores de agentes osmoticos € PBZ devem ser avaliadas em novos

estudos.



