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1. RESUMO

FIDELIS, Iraci. Micropropagagio de Brosimum gaudichaudii Tréc.(Mama-
cadela) Uma Espécie Considerada Medicinal. Lavras: UFLA, 1998. 109p.
(Dissertagfio - Mestrado em Fitotecnia)*

A espécie Brosimum gaudichaudii Tréc.(Moraceae), nativa dos cerrados
brasileiros, ¢ uma importante planta considera medicinal usada no tratamento da
doenga de pele. Sendo a exploragio extrativista, pode leva-la ao
desaparecimento; principalmente por ser dificil sua propagagdo tanto por estacas
como por sementes (recalcitrante). Plantas foram regeneradas a partir de
segmentos nodais obtidos de "seedlings" de B. gaudichaudii "in vitro".
Avaliaram-se os nimeros de segmentos nodais obtidos de trés repicagens da
mesma semente no meio de cultura MS. Posteriormente, segmentos nodais
foram cultivados no meio MS, suplementado com TDZ (0, 1, 2, ¢ 3 mg/L) para
indugdo de brotos ou calos. Segmentos nodais foram induzidos a rizogénese em
meio liquido com 1/4 dos sais do MS, variando o pH da solug#o (3,5; 4,5; 5,5 ¢
6,5) suplementado ou nfio com 1,0 mg/l de AIB. Apds 3 repicagens num periodo
de 88 dias foi obtida uma taxa de multiplicagdo de 3,54 segmentos nodais. Ndo
se registraram diferencas significativas na regeneragdo entre os tratamentos com
TDZ. Os segmentos nodais enraizaram-se melhor com o pH mais icido e
suplementado com AIB.

Os parimetros: regime de luz, diferentes meios de cultura,
concentragdes de sacarose e reguladores de crescimento na germinagdo de
sementes e multiplicagdo de B. gaudichaudii foram avaliados, concluindo que as
sementes germinadas "in vitro", sob um regime de 16/8 horas luz/escuro e
desprovidas de tegumento, desenvolveram-se melhor.

A concentragiio de sacarose até 6% foi efetiva para a obtengdo de um
maior nimero de gemas, de brotos e raizes. Quanto a indugéio de brotagdes e
calos a partir de sementes, o melthor meio foi o0 MS. O regulador de crescimento
TDZ afetou o tamanho de brotagGes.

Reportou-se uma comparagdo anatomica "in vivo" e "in vitro" dessa
planta. OrganizagGes anatdmicas dos tecidos foram diferentes in vivo e "in
vitro". "In vivo" uma segéio transversal da folha mostrou uma camada de células
de parénquima pali¢ddico e duas camadas de células parénquima lacunoso. "In
vitro" o mesofilo consistia de 3-4 camadas de células sem diferenca entre elas. O
corte transversal do caule "in vitro" mostrou uma quantidade grande de tricomas
que em "in vivo" ndo foi formado.

Comité Orientador: José Eduardo B.P. Pinto - UFLA (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA



2. ABSTRACT

FIDELIS, Iraci. Micropropagation of Brosimum gaudichaudii Tréc.( Mama-
Cadela) An Specie Considered Medicinal. Lavras: UFLA, 1998. 109p.
(Dissertation - Masters degree in Agronomy)*

Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) is considered an important brazilian
medicinal plant is commonly used in skin disorder (vitiligo). It is a native
Brazilian bush called "mama-cadela" and of difficult propagation by cutting or
seeds (recalcitrant).

Plant regeneration from nodal segments were obtained from seedlings of mama-
cadela cultured "in vitro". Firstly, nodal segments number obtained from three
subculture in MS medium were evoluated. In a second work, nodal segments
were cultured in MS medium and supplemented with TDZ (0, 1, 2 and 3 mg/L)
to inducement shoots or callus. In a third trial, nodal segments were induced to
rooting in liquid medium with 1/4 strength of the salts from MS, changing the
pH of medium (3,5; 4,5; 5,5 and 6,5) supplemented or not with 1,0 mg/L IBA.
After three subcultures, approximadely 88 days, one average of 3,54 nodal
segments was obtained. There were not significant differences in the
regeneration between treatments supplemented with different amount of TDZ.
The nodal segments showed better rooting with pH more acid and supplemented
with IBA. Trials were evaluated under test of light, differents culture medium,
sucrose concentrations and growth regulator in the germination of seeds and
shoot multiplication of mama-cadela. Seeds inoculated "in vitro" under 16/8
hours light/dark regime and without tegument showed the best growth. While
seeds cultured in MS medium with different sucrose concentration showed
difference statistics. The increase of sucrose until 6% was effective to obtain
higher shoot number, shoot size and roots. Seeds inuculated in MS solid medium
exhibited the best growth. The influence of thidiazuron on shoot length was
effective. It was reported here anatomic comparison "in vivo" and "in vitro" of
this medicinal plant. Anatomic organization of tissues reported between "in
vivo" and "in vitro" were different. Cross section of a leaf "in vivo" showed one
layer of parenchymatous palisade cells, and two layers of parenchymatous
spongy cell. "In vitro", the mesopliyll of the lamina consisted of 3-4 layers of
cells without format difference among itself. Cross section of stems "in vitro”
showed a lot of trichomas that "in vivo" it was not observed.

ii



CAPITULO 1

PANORAMA GERAL DE PLANTAS MEDICINAIS

3. INTRODUCAO GERAL

A crescente preocupagio em usar produtos naturais vem provocando um
interesse cada vez maior dos laboratérios farmacéuticos. Como o Brasil
apresenta a mais ampla biodiversidade no mundo, é natural que aqui seja
amplamente disseminado o uso de plantas e seus extratos para o tratamento de
varias moléstias e sintomas (Silva, 1997).

Ha evidéncias de que o homem pré-histdrico ja utilizava das plantas para
diminuir os males fisicos que o acometiam. Desde aqueles tempos até nossos
dias, as plantas tém fornecido imimeras substincias de uso medicinal (Castro e
Chemale, 1995).

Atualmente, o interesse pela fitoterapia e pela homeopatia, como opgdes
terapéuticas, vem crescendo. Calcula-se que o Brasil disponha de algo entre 60 a
250 mil espécies vegetais, das quais 40% devem conter propriedades
terapéuticas (Oliveira, Akissue e Garcia, 1993).

Com o propésito de incrementar esta drea medicamentosa, 0 homem tem
se valido da ciéncia que lhe possibilitou conhecer intimeras substincias e
processos elaborados pela natureza para criar diversos outros compostos
quimicos de uso medicinal (Castro e Chemale, 1995).

A sintese de uma vasta gama de medicamentos tem levado os cientistas
a sintetizar, em escala industrial, grande nimero de medicamentos existentes. O
uso continuo dos quimioterapicos sintéticos tem contribuido para evidenciar os
efeitos colaterais indesejéveis de imimeros destes medicamentos e, por outro

lado, o surgimento de novas doengas, ou o retorno de outras consideradas



extintas, tém forgado os pesquisadores a langar mAo do inesgotivel nimero de
substincias de espécies vegetais existentes no planeta (Castro e Chemale, 1995).

A industria farmacéutica estd se voltando novamente para os vegetais
devido ao custo elevado dos medicamentos obtidos por via exclusivamente
sintética. Esse custo, que era de US$ 60 milhdes na década de 40, saltou para
US$ 800 milhdes nos anos 80 e é agora da ordem de US$ 1 bilhdo a US$ 2
bilhdes (Sertié, 1997).

Dos medicamentos disponiveis, 25% sfo origindrios de principios ativos
extraidos de vegetais. Nesse campo, o Brasil leva uma vantagem considerével.
Das 350 mil espécies existentes no mundo, pelo menos 140 mil séo tipicamente
brasileiras. A pesquisa com fitoterapicos é a tinica chance de o Brasil competir
no concorrido mercado mundial de desenvolvimento tecnoldgico, patenteando
internacionalmente os extratos (Sertié, 1997).

As plantas medicinais sdo de grande interesse na biotecnologia; o estudo
de métodos pelos quais o potencial produtivo de células vivas podem ser usadas
em processos industriais e na produgdo de materiais na agricultura, florestas,
horticultura ¢ medicinais podem ser lucrativos. Pelo uso de cultura de tecidos,
vérios problemas na biotecnologia em plantas, tais como: micropropagagio,
biossintese e biotransformagio de compostos biologicamente ativos,
armazenamento de células vegetais e engenharia genética de plantas superiores
podem ser resolvidos (Rainert e Bajaj, 1977; Bajaj, 1986). Especial atengéio tem
sido dada a plantas que contém compostos uteis 4 medicina e farmacologia.
Como exemplos citam-se: Catharanthus roseus G.Don (Apocynaceae) que
contem os alcaléides dimérico vincristina e vinblastina usados como agentes
anticancerigeno; Dioscorea deltoidea Wall (Dioscoreaceae) que contem
esterbides saponina-diosgenin usados para a produgdo de esteréides ou espécies
de Digitalis lanata Ehrh. (Scrophulariaceae) a qual contém cardenolideos como



digoxin e digitoxin. Estas plantas contém estas substincias as quais tém sido
propagadas "in vitro".

As plantas medicinais s#o ainda uma importante fonte de materiais para
industria farmacéutica (Balandrin e Klocke, 1985), compreendendo 25% das
drogas prescritas. Além de medicinais, outros produtos quimicos que sdo ligados
aos farmacos como narcéticos [0pio de Papaver somniferum L. (Papaveraceae)],
estimulantes [cafeina de Coffea arabica L.(Rubiaceae)], venenos [coniina de
Conium maculatum L.(Apiaceae)], inseticidas [piretréides de Chrysanthemum
cineratiaefolium Vis.(Asteraceae)], cosméticos e aromatizantes (vdrios Oleos
essenciais de plantas) sdo produzidos comercialmente. Alguns destes produtos
sd0 muito caros, como os quantificados por Balandrin ¢ Klocke, (1985):
alcaldides codeina e morfina purificados custam entre US$ 650 e US$ 1250 o kg
e Oleos essenciais de rosa podem valer de US$ 2000 a 3000 por kg; éster de
phorbol pode atingir o valor de US$ 2000 por grama. O alcalide
anticancerigeno extraido de Catharanthus tem um valor de aproximadamente
US$ 2000 por grama (Curtin, 1983).

Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) é uma espécie medicinal
comumente utilizada no tratamento do vitiligo. Entretanto, a exploragdo
extrativista, pode leva-la ao desaparecimento. Uma vez que ndo hd relatos na
literatura sobre sua propagagdo, este trabalho tem como objetivo propor um
método de propagagdo "in vitro" e "in vivo", bem como um estudo comparativo
das estruturas vegetativas desenvolvidas nestes mesmos ambientes,

correlacionando com o processo adaptativo de aclimatizagdo.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 Produtos Secunddrios Como Alimentos

Produtos do metabolismo primirio presentes nos alimentos, apés serem
processadas pela industria de alimentos, muitos perdem caracteristicas como a
cor, o sabor e aromas. As indistrias de alimentos utilizam, ent3o, para restaurar
0 aroma, a cor € o pigmento dos alimentos processados, agentes de condimentos,
corantes, etc. Tem sido estimado que 0 mercado de condimentos em 1987 foi na
ordem de US$ 1,8 milhSes e que o de fragrancias somou US$ 1,9 milhdes
(Pearce 1988). O mercado estd aumentando na ordem de 5 a 6 por cento ao ano e
em adigdio hd uma crescente demanda para os entio chamados condimentos
naturais para o uso em produtos industrializados de consumo diirio como
bebidas, frutos, carnes, aves, frutos do mar e vegetais industrializados.

Os principais ingredientes naturais de condimento usado sdo os éleos
essenciais que contém terpendides, resina de 6leo e os condimentos niio voldteis.
Algumas das fontes comum de 6leos esséncias e que sio usados como
condimentos na indistria de alimento estfio listados na tabela 1 junto com sua
tonelada e o custo em USS$ por kg em 1987,



TABELA 1-1 Principais dleos essenciais usados como agentes de condimento
pelas indistrias de alimentos (Pearce 1988).

Fonte Toneladas USS por Kg Terpendide
Laranja 10000 1 Limonene
Horteld-pimenta 6000 11 Menthol
Citronela 5000 11 Geraniol
Lim&o 3000 9-20 Limonene
Eucalyptus 2500 7 Cineol
Clove leaf 2000 3 Eugenol, caryophyllene
Horteld 1500 10-20 Carvone
Lemongrass 1000 14 Citrol

4.2 Uso das Plantas como Fitoterapicos

A espécie humana tem feito uso de plantas medicinais desde o inicio das
civilizagGes. Registros datados de 2000 a 2800 aC. encontrados em papiros
egipcios e textos médicos dos chineses ¢ indianos marcaram o inicio da vasta
literatura sobre o uso de plantas medicinais (Craker, Chadwick e Simon, 1986).

Nos ultimos trinta anos, um grande nimero de trabalhos cientificos tem
correlacionados algumas classes de substincias produzidas por plantas e os
efeitos que exercem sobre o organismo humano. Estas substincias sdo em geral
metabdlitos secunddrios, cujas classes mais bio-ativas s#o alcaldides,
flavonéides, glicosideos, terpendides, saponinas, lactonas e cumarinas
(Balandrin e Klocke, 1985).

Balandrin ¢ Kocke (1988) citam exemplos de metabélitos secundérios
economicamente importantes como glicosideos digitdlicos, escopalamina,
morfina, pilocarpina, quinino e reserpina. Milhdes de prescrigSes médicas sdo

administradas pela preparag@o de produtos isolados de plantas, como os acima



citados. Segundo Balandrin e Kocke, algumas plantas superiores acumulam
substincias orginicas em quantidade suficiente para serem interessantes do
ponto de vista de viabilidade econdmica para a indistria farmacéutica que

prefere a extragdo a sintese destes compostos.

4.3-Aspectos das Plantas Medicinais no Mundo

O total de produtos de plantas medicinais comercializadas no mundo em
1980 ultrapassou US$551 milhSes com US$208 milhdes de produtos
comercializados Hong Kong foi a primeira; seguida da Alemanha Ocidental
(US$57mi.), Japdo (US$47mi.) e Franga (US$38mi.). Até a Europa Oriental est4
interessada, tendo havido um comércio superior a 400 diferentes tipos botanicos
em 1980, com um peso de material de planta acima de 80.000 toneladas (Anon,
1982). Isto € pouco em termos de mundiais uma vez que se estima em cerca de
20000 espécies de plantas para uso medicinal (Penso, citado por Wood e
Rhodes, 1990).

Nos Estados Unidos, Farnsworth e Soerjarto (1985) estimaram, em
1980, o consumo de USS$ 8 bilhes em drogas extraidas de plantas medicinais.
As plantas superiores continuam sendo a fonte de material para 25 por cento dos
ingredientes ativos contido nas prescriges da comunidade farmacéutica nos
Estados Unidos (Farnsworth, 1984). A principal contribuigdo de produtos
secunddrios para estas prescrigdes sdo os esteroides usados como horménios
sexuais ou como agentes anti-inflamatérios. Tais drogas sfio obtidas pela sintese
parcial de isolados esteréides chamado saponinas. As plantas medicinais mais
utilizadas nos Estados Unidos, de acordo com Loyde e Jackson (1986), sio:
beladona [Afropa belladona L.(Solanaceae)], ipeca [Cephaelis ipecacuanha
Rich. (Rubiaceae)], opium (Papaver somniferun L.), Rauvolfia [Rauvolfia



serpentine Benth ex Kurz.(Apocynaceae)] e digitais [Digitalis purpurea L.
(Scrophulariaceae)].

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial de Saide (OMS), 80% da
populagio mundial usa medicagdes tradicionais (populares), mas s6 a partir de
1978 que se iniciou a definigio de metas para que o estudo e o uso de plantas

medicinais mostrasse a importancia no contexto mundial.

4.4 Uso de Plantas Medicinais no Brasil

No Brasil, em 1982, a Central de Medicamentos (CEME) criou o
Programa de Plantas Medicinais, visando desenvolver medicamentos a base de
vegetais. Alguns resultados de pesquisas j4 estdo disponiveis.

Dados mostram que o gasto com a importagdo de matérias-primas para
fabricagio de remédios sintéticos no Brasil (90% dos remédios sintéticos
consumidos pela populagdo) gira em torno de US$ 2 a 3 bilhdes por ano.

Por outro lado, pesquisas agrondmicas sobre o cultivo de plantas
medicinais no Brasil para fins comerciais séo reduzidas. Estudos sobre sementes
ou materiais vegetativos padronizados com vistas & produtividade e trabalhos
visando a algum tipo de melhoramento séio em nmimero muito reduzido. Alguns
autores brasileiros destacaram a importincia dos estudos agrondmicos em
plantas medicinais brasileiras (Carlini, 1983; Matos, 1985; Elisabetsky, 1987);
entretanto, as pesquisas sdo ainda escassas (Hertwig, 1986; Matos, 1988;
Giagomets, 1989; Correia, Ming e Scheffer, 1991 e Martinus, et al., 1994).
Loyd e Jackson (1986) mostraram que existe uma preocupagéo crescente relativa
a conservagdo de plantas medicinais. Segundo eles, estas plantas tém sido
multiplicadas ao longo dos tempos sem domesticagio e, consequentemente, nio
foram selecionadas, visando a preservagio de genes responsaveis por alta

produtividade. PopulagSes selvagens destas plantas constituem uma grande fonte



de recursos genéticos. Maduefio-Box (1973) destaca a necessidade de produzir
plantas medicinais ndo somente considerando sua biomassa mas, principalmente,
os teores de principios ativos nelas contidas, observando o fato de que a sintese
desses principios ativos pode ser alterada conforme as técnicas de cultivo.

TABELA 1-2 Algumas plantas consideradas medicinais utilizadas no Brasil
(Balbachas, 1961).

Nome popular Nome cientifico Indica¢dio
Alcachofra Cynara scolymus L. (Asteraceae) Escorbuto
Arruda Ruta graveolens L. (Rutaceae) Emenagogo
Boldo do chile | Peumus boldus Molina (Monimiaceae) Tratamento bilis
Capim-limédo | Cymbopogon citratus Stapf (Puaceae) Antiespasmédico
Espinheira-santa| Chenopodium ambrosioides Bert. ex | Antisséptico cicatrizante
Stend. (Chenopodiaceae)
Eucalipto Eucalyptus globulus Labill. (Myrtaceae) Expectorante
Guaco Mikania glomerata Spreng. Broncodilatador
(Asteraceae)
Guarand Paullinia cupana HB K. (Sapindaceae) Contra dispepsia
Jaborandi Pilocarpus pennatifolius Lem. Hemoptise
(Rutaceae)
Malva Malva silvestris L. (Malvaceae) Laxante
Pata de vaca Bauhinia forficata Link. Hipoglicemia
(Leguminosae - Caesalpinioideae)
Quebra pedra | Phyllanthus miruri L. (Euphorbiaceae) Diurético
Sabugueiro Sambucus nigra L. (Caprifoliaceae) Expectorante
Salva Salvia officinalis L. (Lamiaceae) Antiinflamatério




Gottlieb e Mors (1980) alertam no sentido de mostrar que o nimero de
dreas devastadas cresce em velocidade muito mais acelerada do que a dos
trabalhos cientificos relacionados com plantas. Segundo Gottlieb e Mors (1980),
mais da metade das espécies ocorrentes nestas regides devastadas ndo sdo
conhecidas do ponto de vista cientifico e muito pouco se sabe sobre a
fitoquimica de mais de 99% das espécies encontradas na extensa flora do Brasil.

Balandrin e Klocke (1988), mostraram que apesar dos recentes avangos
da tecnologia de extrac#o, técnicas de separagiio (cromatografia), instrumentagdo
analitica e espectroscdpia, sabe-se ainda muito pouco sobre o metabolismo
secunddrio da maioria das espécies de plantas superiores existentes,
especialmente as presentes nas florestas tropicais.

Apesar da importancia de certos compostos secundirios, atualmente,
encontram-se dificuldades de garantir o seu fornecimento. Das plantas que
produzem esses metabdlitos ndo esta a grande maioria ainda estabelecida como
cultura, com rarrissimas excegdes [Papaver sommiferum, P. bracteatum
(Papaveraceae), Digitalis lanata, Chamomilla recutita (L.) Rauschert
(Asteraceae), Mentha piperita L. (Lamiaceae) e Cinchona spp (Rubiaceae)]
(Tyler, 1988); .entretanto, a maioria faz parte de uma populagio selvagem,
sendo, portanto, uma fonte esgotdvel de recursos. Além disso, o extrativismo
ndo garante nem quantidade nem a qualidade do produto, em desacordo a
exigéncia do mercado. Outro fato é o processo de domesticagdo de algumas
plantas que leva & baixa produg@io ou mesmo n#o ocorre sintese do composto
desejado, devido & ndo reprodutibilidade das condigdes ideais de sintese [ex.:
Pilocarpus spp (Rutaceae) e Catharanthus spp).



4.5- A espécie Brosimum gaudichaudii Tréc.

A dificuldade de obtengfio de mudas de boa qualidade em larga escala
constitui, entdo, um sério problema para a sele¢do e propagagiio de plantas
medicinais com alto rendimento para um metabélito desejado.

Brosimum gaudichaudii Tréc., popularmente conhecida como mama-
cadela, ¢ arbustiva, caducifélia, nativa, de ocorréncia nos cerrados brasileiros. E
uma dicotileddnea subclasse Hamamelidae da familia Moraceae. A planta
apresenta um porte aproximadamente de 3 a 4 metros; possui ltex; tendo casca
cinzenta, grossa, folhas alternas, sem pelos na face superior e pilosa na face
inferior; flores carnosas, com hastes, sem pétalas, agrupa_das como globo; fruto
originado de diversas flores, carnoso, amarelo e viscoso; nio se abre quando
maduro; frutifica e floresce durante todo ano; raiz pivotante; a madeira branca
macia ¢ utilizada na indistria de papel; o fruto € comestivel e a semente é
recalcitrante (Figuras 1-1 A e B e Figuras 1-2 A e B). Segundo Barroso et al.
(1978), a familia possui cerca de 40 géneros e 1000 espécies, em geral, tropicais.
No Brasil, constata-se a presen¢a de 28 géneros com aproximadamente 340
espécies. Sdo drvores na sua maioria; havendo ainda virias espécies arbustivas e
poucas herbaceas; todas elas, em geral, latescentes.

A constituigdo quimica de Brosimum gaudichaudii revelou a presenga
nas raizes e frutos de duas furanocumarinas (bergapteno e psoraleno). As
furanocumarianas, uma subdivisdo das cumarinas (Figura 1-3 A), pertencem aos
grupos dos compostos fenblicos e s#io caracterizadas por apresentarem uma
hidroxila ligada a um anel aromético. As furanocumarinas (Figura 1-3 B), sgo
assim denominadas por terem um anel extra de furano. Bergapteno e psoraleno
sdo substincias fotossensibilizantes sobre a pele que sdo utilizadas no tratamento

das discromias, principalmente vitiligo.
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A dificuldade de enraizamento de estacas e a crescente ocupagdo dos
cerrados pode levar esta espécie ao desaparecimento. Considerando que as
sementes de mama-cadela sdo recalcitrantes o presente trabalho teve como
objetivos: 1)- Avaliar o potencial da semente para produzir segmentos nodais
(brotagdes) a partir do cultivo seguido por sucessivas repicagens nas brotagdes
desenvolvidas na mesma semente. 2)- Indugdo de brotagdes ou calos em
segmentos nodais obtidos de germinag#o de sementes no meio MS em diferentes
concentragdes de thidiazuron. 3)- Induzir a rizogénese em brotagdes obtidas da
germinagdio de sementes "in vitro", variando o pH do meio MS modificado,
adicionado ou ndio de AIB. 4)- Avaliar a germinagio de sementes "in vitro”
quando retirados ou ndo o tegumento das semente e sob 16/8 horas luz escuro ou
24 horas escuro. 5)- Avaliar a germina¢do de sementes "in vitro" no meio MS
em diferentes percentagens de sacarose. 6)- Avaliar o desenvolvimentos de
sementes nos meios MS e WPM em diferentes concentragdes de TDZ. 7)- E
comparar estruturas das folhas, caule e raizes em plantas obtidas de sementes

cultivadas "in vivo" (casa de vegetag#io) com aquelas micropropagadas.
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FIGURA 1-1- A- Aspectos gerais da planta de mama-cadela coletadas
do campo e B- detalhe do sistema radicular.
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Aspecto geral da planta de B. gaudichaudii no campo

FIGURA 1-2- A-
detalhe dos frutos.

B
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FIGURA 1-3-A-Estrutura de cumarina e furanocumarina ¢ em B- as
furanocumarinas psoraleno e bergapteno.
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CAPITULO I
ESTABELECIMENTO "IN VITRO" COM SEGMENTOS NODAIS
1- RESUMO

FIDELIS, Iraci. Estabelecimento "in vitro" de Brosimum gaudichaudii Tréc.
Com Segmentos Nodais. Lavras: UFLA, 1998. 109p. (Dissertacdo - Mestrado
em Fitotecnia)*

Plantas foram regeneradas a partir de segmentos nodais obtidos de
"seedlings" de Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) "in vitro".
Primeimmente foi avaliado o nimero de segmentos nodais obtidos de trés
repicagens na mesma semente em meio de cultura MS. Em um segundo trabalho
segmentos nodais foram cultivados em meio MS suplementado com TDZ (0, 1,
2 e 3 mg/L) para indugdo de brotagdes ou calos. Em um terceiro trabalho os
segmentos nodais foram induzidos a rizogénese em meio liquido com 1/4 dos
sais do MS, variando o pH da solugdo (3,5; 4,5; 5,5 e 6,5), suplementado ou nio
com 1,0 mg/L de AIB. Apos 3 repicagens, num periodo de 88 dias, foi obtida
uma taxa de multiplicacdo de 3,54 segmentos nodais. N3o foram registradas
diferengas significativas na regeneragio entre os diferentes tratamentos com
TDZ. Os segmentos nodais mostraram-se melhor enraizamento com o pH mais

acido e suplementado com AIB.

Comité Orientador: José Eduardo B.P. Pinto - UFLA (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA
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2- ABSTRACT

FIDELIS, Iraci. "In vitro" establishment of Brosimum gaudichaudii Tréc. wtih
nodal segments. Lavras: UFLA, 1998. 109p. (Dissertation - Masters degree
in Agronomy, area of )*

Plant regeneration from nodal segments were obtained from seedlings of
Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) cultured "in vitro". Firstly, nodal
segments number obtained from three subcultures in the some seed cultured in
MS medium was evoluated. In a second work nodal segments were cultured in
MS medium supplemented with TDZ (0, 1, 2 and 3 mg/L) to induce shoots or
callus. In a third trial nodal segments were induced to rooting in liquid medium
with 1/4 strength of the salts from MS, changing the pH of medium (3,5; 4,5; 5,5
and 6,5) supplemented or not with 1,0 mg/L IBA. After three subcultue 88 days,
an average of 3,54 nodal segments was obtained. There were not significant
differences in regeneration between treatments in media supplemented with
different amounts of TDZ. The nodal segments showed better rooting with pH

more acid and supplemented with IBA.

3- INTRODUCAO

O Brasil tem uma fonte rica de germoplasma de plantas com potencial
medicinal seu uso também se aplica na industria de inseticidas, corantes naturais
e aromatizantes. Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) é uma importante
planta considerada medicinal nativa dos cerrados brasileiros. Conhecida
popularmente como mama-cadela, esta espécie é utilizada principalmente no
tratamento de vitiligo, entretanto, vem sendo explorada de forma predatoria. A
propagaciio vegetativa através da técnica de micropropagac¢do "in vitro" permite
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a multiplicagdo em larga escala de plantas elites, sendo assim, uma alternativa
para a preservagdo da espécie.

Duas estratégias tém sido utilizadas para a micropropaga¢ao em plantas
lenhosas: a regenerag¢do de calos e a multiplicagio de brotos (Einset, 1986b).
Infelizmente, a regeneragio de calos resulta em uma alta percentagem de
variagio somaclonal, tomando esta estratégia questionavel para multiplicagio
clonal em larga escala de plantas medicinais lenhosas. A multiplicagio de
brotos, por outro lado, ¢ um método seguro que pede ser usado quando a
producio de clones de plantas medicinai; lenhosas for requerida.

Em principio, a micropropagagdo de brotos explora o efeito da relagdo
auxina/citocinina na regulagdo do crescimento "in vitro" (Skoog e Miller, 1957).

Thidiazuron é uma nova citocinina que tem sido utilizada na
micropropagagio (Thomas e Katterman, 1986; Bolyard, Srinivasan e Cheng
1991). Porém, cuidado deve ser tomado com o uso de TDZ para a
micropropagagio clonal porque ele ndo apenas estimula a proliferagdo de brotos
axilares, mas também de calos.

Uma das fases criticas da micropropaga¢io € o enraizamento das
pléntulas "in vitro". O acido indol butirico (AIB), dentro do grupo das auxinas,
tem-se utilizado mais eficiente no enraizamento.

Leifert et al. (1992) mostraram que diferentes espécies de plantas
[Choisya (Rutaceae), Daphine (Melaeaceae), Dephinum (Ranunculaceae),
Hemerocallis (Liliaceae), Hosta (Nyrsinaceae), Iris (Iridaceae) e Photma
(Rosaceae)] tinham requerimento distinto em relagdo ao pH para 6timo
crescimento e taxa de enraizamento.

Na micropropagagdo, o meio MS, de Murashige e Skoog (1962), é o
mais utilizado para a organogénese "in vitro". De modo geral, Lane (1978)
sugere que as diluigdes da formulagdo basica do MS, de 50%, 66,66%, ou 75%
sdo frequentemente utilizadas para o enraizamento.
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O presente trabalho descreve o nimero de segmentos nodais que
poderiam ser obtidos a partir da germinagio de sementes "in vitro", o efeito do
TDZ na formacdo de brotos axilares e segmentos nodais e o efeito do pH na
presenca ou néio de AIB no enraizamento "in vitro" de segmentos nodais em
meio MS liquido e diluido.

4- REFERENCIAL TEORICO

As plantas sdo propagadas através de dois ciclos de desenvolvimento:
sexual ou assexual.

No ciclo sexual a nova planta surge através da fusio de gametas patemo
e matemno, desenvolvidos de embrides contidos dentro de sementes. Em muitos
casos as plantulas serdo diferentes entre si e cada uma representara uma nova
combinagdo de genes, originado aproximadamente durante a formagdo dos
gametas (divisdo meidtica da célula).

No ciclo vegetativo (assexual) a caracteristica tmica de uma referida
planta em particular selecionada para a propaga¢io é usualmente perpetuada.
Isto se deve o fato de que durante a divisdo celular normal (mitose), os genes sio
tipicamente copiados exatamente a cada divisio. Em muitos casos, cada nova
planta obtida por este método pode ser considerada uma extensio da linha de
células somiticas de um individuo. Um grupo de plantas de tal reprodugdo
assexual é denominado um clone. Os métodos que teoricamente capacitam a
propagacdo "in vitro" sdo essencialmente: pela multiplicagiio de brotos através
de brotos axilares e pela formagdo de brotos adventicios ou embrides somaticos
adventicios. Estes brotos podem ser produzidos diretamente através de
segmentos nodais e indiretamente através de células desorganizadas (em cultura
de suspensio) ou tecidos (em cultura de calos) estabelecida pela proliferagédo de
células dentro de explantes; ou de tecidos semi-organizados ou propagados por
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massa (tal como um protocorms ou pseudo-bulbilhos) que podem ser obtidos de
um explante.

Murashige (1974) definiu 3 etapas para a multiplica¢dio de plantas "in
vitro". Estas etapas tém sido largamente adotados por laboratérios de cultura de
tecidos tanto na area de pesquisa como na area comercial.

Etapa I - Iniciagdio da cultura - crescimento de pedacos de tecidos ou
orgdos "in vitro" livre de algas, bactérias, fungos e outros contaminantes.

Etapa II - Aumento dos propagulos - indugdo da cultura para a produgio
de um numero de brotos e embrides.

Etapa III - Prepara¢io de transferéncia para o solo - separagio e
Preparacdo do explante para ter uma alta taxa de sobrevivéncia como plantas
individualizadas no ambiente extemno.

Antes da etapa I, cuidadosa atencdio deve ser dada 3 sele¢do da planta
matriz; como: selecionar a espécie, fazer tratamento nutricionais, pulverizar com
fungicidas e diminuir a imrigagio na época da retirada do explantes para a
inoculacdo. Este passo inicial pode reduzir o nivel de contaminagdo do explante
e é considerado importante por Debergh e Maene (1981), sendo um estagio
separado e essencial em um programa de micropropagagio comercial.

Micropropagagéo ¢ uma importante tecnologia para a multiplicagio de
diversas espécies de plantas lenhosas.

Duas estratégias basicas tem sido utilizada para a micropropagacgio em
plantas lenhosas: a regeneragio de calos e a multiplicagio de brotos (Einset
1986). Infelizmente, a regeneragdo de calos frequentemente resulta em uma alta
percentagem de variagio somaclonal, torando esta estratégia questionavel para
multiplicagdo clonal em larga escala de planta medicinais lenhosas superiores. A
multiplicagdo de brotos (segmentos nodais), por outro lado, é um método seguro
que pode ser usado quando a produgio de largo niimero de clones de plantas
medicinais lenhosas for requerida.

22



Em principio, a micropropagagdo de brotos explora o efeito da relagdo
auxina/citocinina (Figuras 2-1- A e B) na regulagio do crescimento de brotos
debaixo de condigSes controladas "in vitro" (Skoog e Miller 1957).

Entre as novas citocininas, destaca-se o thidiazuron utilizado na
micropropagacdo para indugio de brotagdes, especialmente para espécies
lenhosas.

Thidiazuron (N-phenyl-N-1,2,3-thiadiazol-5-ylurea) foi registrado em

1976 como um desfolhante de algodio (Amdt, Rusch e Stilfried, 1976).
A molécula é um derivado da uréia e nio contem o anel purina, comum as
citocininas tipo adenina, bem como benzilaminopurina, cinetina e zeatina. Em
1992, o TDZ foi relatado por ter alta atividade na promocio do crescimento de
cultura de calos de Phaseolus lunatus (L) cv. Kingston (Leguminosae-
Papilionoideae) (Mok et al., 1982). Este composto ndo apenas promove o
crescimento de tecidos de calos, como também aumenta a atividade citocinina
que foi mais alta que diversas citocininas testadas, inclusive zeatina (Mok, Mok
e Tumer, 1987). A capacidade desta molécula em estimular a divisio celular
também tem sido demonstrado em calos de soja (Thomas e Katterman, 1986).
Independentemente de estimular a divisio celular, 0 TDZ também induz a
formagdo de brotacSes axilares em pedacos de folhas de tabaco e estimula a
expansao dos cotilédones de rabanete (Thomas e Katterman, 1986). Desde 1988,
estudos mostram que o TDZ induz a formagio de brotos adventicios em um
numero de espécies, especialmente plantas lenhosas (Tabela 2-1).
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TABELA 2-1 Sumirio da indugdio de thidiazuron na regeneragdo de brotos

adventicios
Espécies Explantes Meio bdsico Referéncia
Celtis occidentalis L. | Brotos apicais | MS modificado Meyer ¢ Kerns, 1986
(Ulmaceae)
Picea glauca Hort. Ex Embrifo | WPM e 1/2 SH | Ellis, Barczynska e McCown,
Beissn. (Coniferae) 1991
Prunus cerasus Scop. | Cotilédones MS Mante, Scorza e Cordts, 1989
(Rosaceae)
Pyrus communis L. Folhas 12 M8 Chevreau, Skirvin e Abu-
(Rosaceae) Uaoud, 1989
Rubus spp. (Rosaceae) | Cotilédones MS Fiola, Hassanm e Swartz,
1990
Ulmus americana L. Folhas MS modificado | Bolyard, Srinivasan e Cheng,
(Urticaceae) 1991

Explantes de algumas espécies lenhosas (especialmente arvores) tém um

forte e natural habito de crescimento "in vitro" no qual a gema terminal é

persistente (ramificagio monopodial) e nio ramifica (ou seja ndo produz

brotagdes axilares e adventicias) suficientemente quando usamos citocininas

mais comuns como aminopurina. O uso de TDZ oferece uma alternativa que
freqilentemente aumenta a produgio de brotos destas espécies (TABELA 2-2).
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TABELA 2-2 Referéncia na qual o TDZ foi usado para proliferagio de brotos
axilares.

Espécies Explantes TDZ (pM) Referéncia:
Acer rubrum L. Brotos 0,01-0,05 Kerns e Meyer 1985 (Abstr)
(Aceraceae) apicais
A. saccharimumL. | N6 singular | 0,1x10”-10 Preece et al., 1991a
(Aceraceae)
Juglans nigra L. Embrido 0,1 Preece et al., 1987 (Abstr)
(Juglandaceae)
Pyrus communis L., Brotos 0,1-0,8 Singha e Bhatia 1988 (Abstr)
(Rosaceae) apicais
Quercus robur Pall. Brotos 0,0045-0,45 Chalupa 1988
(Fagaceae) apicais
Tilia cordata Mill. Brotos 0,005-0,1 Chalupa 1988
(Tiliaceae) apicais
Vitis vinifera L. Segmento 0,001-10 Gribaudo ¢ Fronda 1991
(Vitaceae) nodal

Entretanto, cuidados devem ser tomados com o uso de TDZ para a
micropropagacio clonal, porque ele ndo apenas estimula a proliferagio de brotos
axilares, mas também a formacio de calos.

Comparando a muitos outros compostos ativos adicionados ao meio, o
TDZ estimula a proliferagdo de brotos axilares em muitas espécies lenhosas a
concentragdes extremamente baixas.

Thidiazuron é uma potente citocinina que provoca a formagio de calos
em espécies lenhosas, especialmente quando usado a uma concentragiio igual on
maior que 0,1 pM.

A producdo de calos € quase sempre um passo essencial na regeneragio
de drgdos adventicios. A alta concentragio de TDZ tende a estimular a formacdo
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de calos em muitas espécies lenhosas, ndo raro as custas da proliferacdo de
brotos axilares.

Thidiazuron é resistente & degradagdo por citocinina oxidase Mok, Mok
e Turner, 1987). Assim, ele ¢ bastante estivel em cultura de tecido. TDZ é mais
ativo biologicamente que BAP e zeatina. Uma concentracdo mais baixa é
necessaria em cultura de tecido, principalmente durante a micropropagagao.
TDZ é tdo ou mais efetivo em muitas espécies nas quais tem sido testado;
especialmente em espécies lenhosas.

Em certas espécies, experiéncias mostram algumas desvantagens quanto
a0 uso do TDZ por causar desordem morfo-anatdmica, dificultando a
regeneragao de brotos (Briggs, McCulloch e Edick, 1988). Preece e Imel (1991)
relatam que a maioria dos brotos regenerados em meio com TDZ estavam
curtos, mas alongaram depois de transferidos para um meio contendo acido
idolbutirico e 2iP.

As auxinas, muito utilizadas na micropropagagdo, além da relagio que
mantém com as citocininas, sio comumente utilizadas na mdug3o da rizogénese.
Elas causam um aumento na extensibilidade (afrouxamento) da parede celular
em coledptilo e caules jovens em desenvolvimento. Auxinas ndo se ligam
diretamente & parede celular, mas atuam na membrana plasmitica ou dentro da
célula. Deste modo, em resposta a auxinas, as células da planta devem exportar
algum fator de afrouxamento da parede celular que promove a extensibilidade da
parede. Um destes fatores de afrouxamento é o ion hidrogénio (H'). O ion
hidrogénio pode atuar como um intermediario entre a auxina e o afrouxamento
da parede celular; e foi primeiro demonstrado por Rayle e Cleland (1970). Os
resultados conduziram 4 teoria do crescimento acido o qual a auxina estimula o
alongamento da célula da planta (Rayle e Cleland, 1977). De acordo com esta
teoria, a auxina causa uma resposta a célula para exportar prétons ativamente

dentro da regido da parede celular. O resultando e um decréscimo no pH, que
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ativa enzimas as quais causam o afrouxamento da parede celular, aumentando a
extensibilidade da parede.

O pH do meio, outro fator que tem um grande efeito na
micropropagac¢do, € alterado durante o cultivo, mas um pH inicial pode ser
selecionado para capacitar a utilidade dos nutrientes e para uma taxa mais rapida
de crescimento da cultura. No meio de cultura, efeitos do pH sdo geralmente
relacionados a disponibilidade de ions e nutrientes considerados antes das
células serem danificadas.

fons aménio e nitrato sio marcadamente afetados pelo pH. Raizes
cortadas de plantas podem ser crescidas com (NH;)" como tnica fonte de
nitrogénio, contanto que o pH do meio esteja dentro do limite de 6,8 a 7,2 e o
ferro disponivel na forma de quelato. A um pH abaixo de 6,4, as raizes crescem
vagarosamente em um meio com apenas (NH,)" como fonte de nitrogénio e tém
uma aparéncia anormal (Sheat, Fletcher e Street, 1959). Isto esta de acordo com
experimentos em que plantas intactas, fornecendo apenas aménio como fonte de
nitrogénio, este foi pobremente absorvido a um pH baixo (Sheat, Fletcher e
Street, 1959).

Uma das principais vantagens de ter ambos os ions (NO;)" ¢ (NH,)* no
meio de cultura é que um supre o outro a um pH do meio considerado.
Considerando o ion nitrato, as células das plantas conduzem o meio para um pH
alcalino, enquanto (NH,)™ resulta em uma mais rapida acidificagio do meio
(Hyndman, Hasegawa e Bressn, 1982). Para cada equivalente ion aménio
incorporado dentro da célula, aproximadamente 0,8 a 1,0 H' (proton),
equivalentes é liberados dentro do meio de cultura; para cada equivalente ion
nitrato incorporado dentro da céluals, de 1 a 1,2 préton, equivalentes é
removidos do meio (Fuggi et al., 1981). Raven (1986) calculou que ndo deveria
ser alterado o pH resultante de (NO;) ou (NH.)", quando a relagéio dos dois ions
fossem 2 para 1.
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A disponibilidade de outros ions inorgénicos e moléculas organicas é
também afetada pelo pH. O fésforo é absorvido com mais eficiéncia em uma
solugdo 4cida. Células de Petunia consumiram fosfato mais rapidoaumpH 4 e
declinou o consumo quando o pH foi aumentado (Chin e Miller, 1982). Vacin e
Went (1949) notaram a formagdo de complexos fosfatos de ferro no meio pela
mudanga no pH.

Lisina em cultura de células de tabaco foi encontrada por Harrington e
Henke (1981) ser estimulado por baixo pH.

Autoclavagem muda o pH do meio. Em meio sem aguicar, a mudanga é
quase pequena. Um meio autoclavado com sacarose geralmente tem um menor
PH que aquele autoclavado sem sacarose (Owen, Wengerd e Miller, 1991).

Devido a diferenca de anion e cation dentro do tecido das plantas, o pH
do meio de cultura nio fica ordinariamente constante, mas muda com os jons e
compostos absorvidos pela planta. Sugere-se que a acidificagio do meio é em
parte devida 3 acumulagio do diéxido de carbono em cultivo em frasco
hermeticamente fechado (Leva, Barroso e Murillo,1984).

Outro fator fisico que frequentemente inibe a rizogénese "in vitro" ¢ a
luz. Em poucos trabalhos, nota-se o efeito benéfico do escuro durante a primeira
fase do processo de enraizamento. Hammerschlag, Bauchan e Scorza (1987),
trabalhando com arvores de mag3, combinaram a temperatura de 26 °C e um
periodo de 14 dias de escuro. Na comparagio do enraizamento de dois clones de
cereja, Druart et al. (1981) provou a eficiéncia do tratamento de escuro por 10
dias: A percentagem de enraizamento subiu de 53,6 para 84,3%. O efeito
positivo do escuro é algumas vezes enfatizado pelo aumento da temperatura ou
pela adigao de floroglucinal no meio (Zimmerman and Fordham 1985).

Relatos comprovam que o meio contendo menos agar é mais favoravel 3
rizogénese, propiciando a retomada das condi¢des normais de crescimento e
afetando também a vitrificagio (Von Amold and Eriksson 1984). O suporte do

28



meio de cultura exerce importante papel no processo de enraizamento e na
sucessiva aclimatizagdo. O efeito do agar foi analisado por Nemeth (1986); a
reducdo do oxigénio, devido aos coldides, pode diminuir o enraizamento
(Gebhardt and Friedrich 1987).
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FIGURA 2-1 Estrutura de citocininas e auxinas. A- thidiazuron, zeatina, cinetina
e benzilaminopurina e B- 4cido indol-3-propiénico, acido indol-3-butirico, acido
naftalenoacético acido fenilacético e acido B natoxiacético.
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5- MATERIAIS E METODOS

Como fonte de explante para o cultivo "in vitro", foram utilizadas
sementes imaturas de mama-cadela cultivadas no Laboratério de Biotecnologia
Vegetal da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Os frutos verdes foram
desinfestados em solugio comercial, contendo 2% de hipoclorito de sédio,
ajustado para um pH 5,5 por 10 minutos, sob agitagio. Apés os frutos serem
lavados quatro vezes em agua autoclavada em cimara de fluxo laminar, foram

retiradas as sementes imaturas dos mesmos e cultivadas para germinagdo.

As sementes (experimento 1), bem como os segmentos nodais
(experimentos 2 ¢ 3) foram colocados em tubos de ensaio (25 x 150 mm) com
20 ml de meio de cultura por tubo. Os explantes foram mantidos em sala de
crescimento sob condigSes ambientais controladas, tais como, fotoperiodo de 16
h luz e 8 h de escuro, temperatura de 26 + 1°C e intensidade luminosa de 25
pumol . s™.m” mantidas por ldmpadas do tipo fluorescente branca fria e avaliados
aos 35, 62 e 88 dias experimentol e aos 60 dias experimentos 2 e 3.

5.1 EXPERIMENTO 1 ESTABELECIMENTO "IN VITRO"

Sementes foram inoculadas em meio de cultura Murashige e Skoog
(1962)-MS completo. Apés a germinagdo, fez-se uma repicagem dos segmentos
nodais com um tamanho médio de 4,4 cm aos 35 dias. As sementes
permaneceram no frasco com uma gema nas plintulas germinadas e repicadas.
Aos 62 dias, repicaram-se novamente os segmentos nodais que haviam
crescidos, colocando 5 ml de meio MS em cada tubo de ensaio. Aos 88 dias, fez-
se uma ultima repicagem, obtendo desta forma um niimero de segmentos nodais

(clones) de uma mesma semente.
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5.2 EXPERIMENTO 2 MULTIPLICAGAO DE SEGMENTO NODAL

Para multiplicagdo dos segmentos nodais, foram utilizados como
explante primario sementes germinadas "in vitro". Os segmentos nodais tinham
em média um tamanho de 13 mm com 1 a 2 gemas em média. O meio utilizado
foi o Murashige e Skoog (1962)-MS completo, suplementado com thidiazuron
(TDZ) nas seguintes concentra¢bes: 0, 1, 2, e 3 mg/L. Aos 60 dias, foram
avaliados o numero de brotos e tamanho de brotos. O delineamento estatistico
utilizado foi o inteiramente casualizado com 4 tratamentos (0, 1, 2 e 3 mg/L de
TDZ) e 4 repetig¢bes, sendo cada parcela constituida por 4 tubos de ensaio e um
segmento nodal por tubo.

5.3 EXPERIMENTO 3 ENRAIZAMENTO DE SEGMENTO NODAL

Na fase de enraizamento foram utilizados segmentos nodais de 13 mm
de comprimento com 1 a 2 gemas em média. O meio de cultura utilizado foi 1/4
dos sais do Murashige e Skoog (1962)-MS, em solu¢do liquida e suplementado
com acido indol butirico (AIB) na concentragdo de 0 e 1 mg/L, variando o pH da
solugcdo em 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5.

O delineamento empregado foi o inteiramente casualizado com 8
tratamentos, (pH de 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5) com ou sem (1,0 mg/L de AIB), sendo 4
tubos de ensaio por repeti¢do. Os dados coletados foram submetidos a analise de
variancia, utilizando-se os niveis de significincia de 5% para o teste F. Para

efeitos de analise estatistica, os dados foram transformados para raiz de (x+1).
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6- RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 ESTABELECIMENTO "IN VITRO"

A repicagem (trés, aos 35, 62 e 88 dias) sucessiva, proveniente das
brotagdes da semente de mama-cadela, mostrou ser viivel para obteng¢io de
plantulas “in vitro" (Figura 2-2). Os resultados de trés repicagens encontram-se
representados na Tabela 2-3.

TABELA 2-3 Tamanho (Tam.) (cm) e nimero de gemas (N.G) obtidos em trés
repicagens feitas na mesma semente cultiva "in vitro".

PRIMEIRA SEGUNDA TERCEIRA
REPICAGEM REPICAGEM REPICAGEM
Tam N.G Tam N.G Tam N.G
1,5 2 2,0 2 1,5 1
2,0 2 2,0 1 1,5 1
1,5 1 0,5 1 0,9 1
1,5 3

1,5 1

Aos 35 dias (primeira repicagem) foram obtidos 5 segmentos nodais
com um tamanho médio de 1,6 cm e com 1,8 gemas. Na segunda repicagem (62
dias) da mesma semente foram obtidos 3 segmentos nodais com um tamanho
médio de 1,5 cm 1,3 gemas e na terceira (88 dias) a semente produziu mais 3
segmentos nodais com 1,3 cm contendo 1 gema em média.

Apos 110 dias da inoculagdo, fez-se uma avaliagio total das 11
brotagdes (segmentos nodais) obtidas desta semente e as mesmas estavam em
média com 3,5 cm de tamanho contendo 3,5 gemas por segmento nodal.
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Estes resultados, obtidos com mama-cadela, sdo semelhantes aos
observados por Scott, Rao e Loh (1995) em Hopea odorata
Roxb.(Dipterocarpaceae), espécie recalcitrante, da qual foram produzidos em
média de 1 a 4 brotos axilares da mesma semente cultivada nos meios MS e Bs,

ndo havendo diferengas quanto ao meio utilizado.

FIGURA 2-2 Segmentos nodais obtidos a partir da germinagio de sementes "in
vitro" no meio Murashige e Skoog 1962.

6.2 MULTIPLICACAO DE SEGMENTO NODAL

O cultivo "in vitro" de segmentos nodais obtidos a partir de sementes
para a proliferagdo de brotagdes axilares e/ou adventicias no meio MS com 4
concentragdes de TDZ (0, 1, 2 e 3 mg/L) apresentaram diferencas significativas

representadas na Tabela 2-4.
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TABELA 2-4 - Resumo da andlise de varidncia (quadrados médio e
significdncia) para segmentos nodais de mama-cadela cultivados em meio MS
com quatro concentragdes de TDZ ( 0,0 1,0 2,0 e 3,0 mg/L) e avaliados aos 60
dias. UFLA.LAVRAS/MG 98.

Causas variagio G.L. Numeros brotos Tamanho brotos
TDZ 3 0,2213 ™ 0.3727%*
Erro 16 0,1144 0,0370
c.v.(%) 16,7 14,5
Média 2,02 1,32

** significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.
™ ndo significativo

Pela anélise de varidncia (Tabela 2-4), verificamos diferengas
significativas para TDZ (P < 0,01) e para o tamanho da parte aérea (T.P.A.)
(brotos). O niimero de brotos formados ndo diferiram estatisticamente pelo teste
F para as concentragdes de TDZ; o menor nimero de brotagdes formadas
quando se utilizou o TDZ foi devido ao acaso.

O efeito das doses de TDZ no nimero de brotagdes formadas estdo
representados na figura 2-4. No meio MS, sem a presenga de TDZ (0,0 mg/L),
havia formado em média 2,3 brotos por explante. Quando adicionamos TDZ ao
meio, o nimero de brotos foram sendo reduzidos, caindo até atingir 1,8
brotagdes por explante na dose 3,0 mg/L de TDZ (Figuras 2-3 ).

O tamanho das brotagdes (T.P.A.) observou-se também uma inibigdo no
tamanho das brotagdes devido a presenga do TDZ (Fig. 2-4). O tamanho dos
brotos, 1,7 ¢cm no tratamento 0,0 de TDZ caiu para 1,1 cm na dose 2,0 mg/L de

TDZ. Esta inibigdo representou uma redugdo de 54% no tamanho das brotagdes.
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Y = 2,2524 - 0,1541x R? = 0,8946*
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FIGURA 2-3 Valores médios para numero de brotos e equagdo de
regressio quando segmentos nodais foram inoculados em meio MS com 4
concentracoes de TDZ.
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Y =1,7174 - 0,551 1x + 0,1236 x* R? = 0,9999**

—o—60dias
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Doses de TDZ (mg/L)

FIGURA 2-4 Valores médios para tamanho da parte aérea e equagio de
regressio quando segmentos nodais foram inoculados em meio MS com 4
concentracoes de TDZ.

Kaneda et al. (1997), citam que induziram brotos adventicios
diretamente de segmentos cotiledonares e de segmentos acima do hipocétilo,
ambos com TDZ ¢ BA. A taxa de formagdo de brotos foi influenciada por ambos
os tipos de tecidos e pela citocinina escolhida. Eles conseguiram uma taxa de
formacdo de brotos de segmentos de hipocétilos de 37% em regeneragdo no
meio com TDZ e 30% no meio com BA. FormagGes multiplas de brotos dos
segmentos de hipocdtilos cultivados em meio para regeneragdo, suplementados
com TDZ, foram também induzidos mais eficientemente (23%) do que com BA
(7%).

Ja o cultivo "in vitro" de cotilédones e folhas de Rubus, segundo Fiola,
Hassan e Swartz, 1990 e a regeneragdo de plantas a partir de cotilédones de

Prunus persica Sieb. et Zucc.(Rosaceae), Prunus domestica L. (Rosaceae) e
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Prunus cerasus L. (Rosaceae) segundo Maente, Scorza e Cordts foi mais efetivo
com TDZ. Isto suporta a hipétese de que 0 TDZ tem uma forte atividade
citocinina e baixas concentra¢des na indug¢io da organogénese em espécies
lenhosas.

A alta atividade citocininica do TDZ pode ter sido muito forte nas
concentragdes utilizadas para a espécie Brosimum guadichaudii Tréc., pois com
1 mg/L ja estava ocorrendo uma diminuigio significativa no nimero e tamanho
das brotagdes formadas.

6.3 ENRAIZAMENTO DE SEGMENTO NODAL

Segmentos nodais de mama-cadela cultivadas no meio MS liquido (1/4
dos sais), com pH anteriormente ajustado entre os valores 3,5; 4,5; 5,5 e 6,5
adicionados ou nio com 1,0 mg/L de AIB apresentaram diferengas

significativas, que encontram-se resumidas na Tabela 2-5 abaixo.

TABELA 2-5 Resumo da analise de varidncia (quadrado médio e significincia)
para niimero e tamanho de raizes ¢ tamanho de brotos, quando segmentos nodais
de mama-cadela foram cultivados in vitro no meio MS liquido (1/4 dos sais) em
quatro niveis de pH, na presenga ou nio de AIB. UFLA.LAVRAS/MG 98.

Causas de variagio |G.L |Numero raizes | Tamanho raizes | Tamanho Brotos
PH 3 0,0901Ns_ 0,5791* 0,0376“

AIB 1 0,1138™ 0,5607* 0,2663°

pH x AIB 3 0,0767* 0,4508™ 0,0415™

Erro 16 0,0300 0,1520 0,0578

cv.% 15,8 32,6 18,2

Média 1,20 1,19 1,32

* significativo a 5% pelo teste F, ™ nio significativo
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Pela anilise de variincia (Tabela 2-5) verifica-se que ha diferengas
significativas para pH (P< 0,05), para tamanho raizes e AIB (P< 0,05) para
tamanho de brotagGes e de raizes. Ndo houve efeito interativo entre pH e AIB
em nenhum dos pardmetros avaliados, (ntimero de raizes, tamanho de raizes e
tamanho de brotagdes).

Observou-se que nio havia diferenga significativa entre os tratamentos
quanto ao nimero de raizes formadas. J4 o tamanho das raizes era de 1,48 cmno
PH 3,5 caindo nos demais pH até atingir o tamanho de 0,9 ¢cm no pH 6,5. Esta
redugio no tamanho das raizes representou 38% a menos no tamanho de raizes
no pH 6,5 em relagdo ao pH 3,5, Figura 2-5. O tamanho das brotagdes s foi
afetado pela presenca da AIB, sendo que na sua presenga houve uma redugdo de
54% (dados n3o apresentados).

D:y =2,1321-0,1875x R* = 0,6072**

—o—060 dias

Tamanho das raizes

35 45 55 6,5
PH do meio MS liquido (1/4 sais)

Figura 2-5 Valores médios para tamanho das raizes e equagdo de regressio
quando segmentos nodais de mama-cadela foram cultivadas no meio MS liquido
(1/4 sais) em varios niveis de pH na presenca de 1 mg/L de AIB.
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Arello, Pinto e Blank (1977), estudando a concentragéo de auxina no
enraizamento, observaram que o AIB interagiu com o tamanho inicial da
brotacio no que diz respeito a formagdo de raizes e ao comprimento. Estes
resultados estio de acordo com os encontrados no presente experimento, uma
vez que o AIB e o pH afetaram o tamanho das raizes, s6 ndo sendo significativo
sua interagio. O meio em que tinha AIB formou mais raizes no pH 3,5
decrescendo linearmente seu tamanho a medida que aumentava o pH.

O enraizamento "in vitro" é sempre um fase critica no processo de
propagagdo de plantas lenhosas. Scott et al. (1988) justifica assim o uso do meio
liquido em algumas espécies lenhosas como a Shorea roxiburghii G.Don
(Dipterocarpiceae), na qual poderia aumentar a formagdo de raizes. Com a
mama-cadela observamos que o meio liquido foi favoravel ao enraizamento "in
vitro".

Dos fitoreguladores, destaca-se o AIB que tem sido a auxina mais
utilizada na indugio da rizogénese "in vitro", principalmente em espécies
lenhosas. Sriskadarajah, Mullins e Nair (1982), relatam que conseguiram o
enraizamento de uma cultivar de macd, de dificil enraizamento, apenas com
tratamento a base de 10 pM de AIB.

Enquanto Pinto et al., (1996), relata que a indugdo da rizogénese "in
vitro" em brotagdes micropropagadas de Kielmeyera coriacea (Spr.) Mart.
(Clusiaceae) s6 ocorreu em meio com a formulagdo salina original de Murashige
e Skoog (1962) solidificado com 3,0 ou 6,0 g/L de agar, diferente do encontrado
para mama-cadela.

No presente, em segmentos nodais de mama-cadela, constatou-se que
apenas no tratamento com AIB (1,0 mg/L) no meio MS liquido (1/4 dos sais)
com o pH do meio de cultura de 3,5, houve uma resposta no tamanho das raizes
formadas. Este tratamento formou em média 65% a mais de raizes do que em
pH(6,5) Figura 2-6. '
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FIGURA 2-6 Efeito do pH (3,5) no meio MS liquido (1/4 sais) e AIB (1,0 mg/L)
no enraizamento de segmentos nodais de mama-cadela , aos 30 dias.

7- CONCLUSOES

Multiplos segmentos nodais (brotagdes) sdo possiveis de serem obtidos a
partir de uma tinica semente germinada "in vitro" e submetida a repetido ciclo de
germinagdo-repicagem, mantendo uma gema a cada repicagem no segmento
nodal que permanece na semente.

O TDZ na indugdo de brotagdes adventicias ou axilares em segmentos
nodais ndo promoveu o aumento do nimero de brotagdes. Observamos apenas
uma redugdo no tamanho das brotagdes a medida que aumentava as

concentragoes de TDZ no meio. Aos 60 dias, ndo sendo esta diferenca
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estatisticamente significativa, o nimero de gemas caiu de 4,3 para 22 e o
tamanho da brotagSes de 1,9 para 0,2 respectivamente quando a concentragio de
TDZ variou entre 0,0 para 3,0 mg/L.

A indugdo da rizogénese em segmentos nodais de mama-cadela ocorreu
em meio MS 1/4 dos sais sem a adi¢do de agente solidificante, com o pH da
solugio previamente ajustado para 3,5 e com 1,0 mg/L de AIB. Neste
tratamento, formaram-se raizes que diferiram apenas quanto ao tamanho; (64%)

superior ao meio com pH 6,5.
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CAPITULO II

EFEITOS DO TEGUMENTO, LUZ, MEIOS DE CULTURA,
FITOREGULADORES, CONCENTRACOES DE SACAROSE NA
GERMINACAO

1- RESUMO

FIDELIS, Iraci. Efeito da luz, tegumento, meio de cultura, concentragio de
reguladores de crescimento e sacarose na germinagdo de sementes e
multiplicagdo de Brosimum gaudichaudii Tréc.. Lavras: UFLA, 1998. 109p.
(Dissertagdo - Mestrado em Fitotecnia)*.

A espécie Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) é nativa dos
cerrados brasileiros. Sua exploragdo é extrativa, o que pode leva-la ao
desaparecimento.

Avaliaram-se o regime de luz, a presenca ou nio de tegumento,
diferentes meios de cultura, concentragdes de sacarose e reguladores de
crescimento na germinagéo de sementes e multiplicagio de B. gaudichaudii.

As sementes germinadas "in vitro", sob um regime de 16/8 horas
luz/escuro e desprovidas de tegumento, mostraram um melhor desenvolvimento.

A concentragdo de sacarose até 6% foi efetiva para a obtengdo de um
maior nimero de gemas, tamanho de brotos e raizes. Quanto a indugfio de
brotagdes e calos a partir de sementes, o melhor meio utilizado foi o MS. O
regulador de crescimento com TDZ afetou na indugdo de calos e tamanho de

brotagdes.

*Comité Orientador: José Eduardo B.P. Pinto - UFLA (Orientador), Evaristo
Mauro de Castro - UFLA, Manuel Losada Gavilanes - UFLA
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2 ABSTRACT

FIDELIS, Iraci. Effect of light, culture medium, tegment, concentration of
growth regulator and sucrose on seed germination and shoot multiplication
Brosimum gaudichaudii Tréc.. Lavras: UFLA, 1998. 109p. (Dissertation -
Masters degree in Agronomy, area of Fitotecnia)*

Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) is a native specie of the
Brazilian Cerrado (savanna-like vegetation), popularly known as "mama-
cadela”. This specie can be utilized as a medicinal plant. Trials were carried on
under test light, present or not of tegment, differents culture medium, sucrose
concentrations and growth regulator in the germination seed and multiplication
of shoots of B. gaudichaudii. Seeds inoculated "in vitro" under 16/8 hours
light/dark regime and without tegument showed the best growth. Seeds cultured
in MS medium with different sucrose concentration showed statistic difference.
The increase of sucrose until 6% was effective to obtain higher shoot number,
shoot size and root size. Seeds were inoculated in MS solid medium exhibited
the best growth. The influence of thidiazuron in callus formation and shoot

length was effectived.

3- INTRODUGCAO

Brosimum gaudichaudii Tréc. (Moraceae) é uma importante planta
medicinal conhecida popularmente como mama-cadela. A sua constitui¢io

quimica revelou a presenga, nas raizes, de duas furanocumarinas muito

utilizadas para o tratamento de doencas da pele, em especial o vitiligo.
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A mama-cadela € um arbusto de ocorréncia nos cerrados brasileiros que
estd sendo explorada de forma indiscriminada. Sua propagag#o torna-se dificil
por ser uma espécie com sementes recalcitrantes ¢ enraizamento por estacas
também dificil. A taxa germinativa de sementes "in vitro" e a sua muitiplicaggo,
tornam-se alternativas para a preservagdo da espécie.

Durante o inicio dos anos 80, foram descobertas possibilidades de
iniciar a multiplicagdo de brotos diretamente da semente. As sementes sdo
esterilizadas e inoculadas em um meio basico contendo uma citocinina. Na
ocorréncia da germinag¢do hd uma proliferagdo de brotos adventicios que podem
ser repicados para um novo meio de cultura. Uma alta taxa de brotos é possivel.
Hisajima (1982) estima que 10 milhdes de brotos de amendoeira poderiam ser
multiplicados, teoricamente, de uma semente em um ano.

A multiplicagdo de brotos pode ser iniciada de sementes de muitas
espécies; principalmente de dicotiledoneas. A técnica é efetiva tanto em espécies
herbaceas como lenhosas: soja (Cheg, Saka e Voqui-Dinh, 1980; Hisajima,
1981); améndoa (Hisajima, 1982); noz (Rodriguez, 1982).

O sucesso de um sistema de micropropagacio depende do controle de
um grande nimero de varidveis (Grattapaglia e Machado, 1990), com as quais,
através das investigagbes experimentais, conduzem a determinagio de
protocolos ideais de micropropagaggo.

Uma varidvel importante para o crescimento e o desenvolvimento
organizado dos explantes é a fonte de energia na forma de carboidratos. Sabe-se
que a atividade fotossintética "in vitro" é limitada devido a baixa luminosidade
(Lakso, Reisch e Nortensen, 1986) e pequena troca de gas (Zir, 1986). Uma
fonte suplementar de carboidrato, tal como a sacarose, é importante para
suportar o crescimento e diferenciagdo "in vitro", embora outros compostos

(pentoses e hexoses) possam ser utilizados.
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Este trabalho experimentou a viabilidade de se usar a semente como
explante primdrio para multiplicagdo. Assim, os objetivos do trabalho foram:
avaliar a germinagdo de sementes maduras com e sem tegumento em dois
ambientes diferentes; avaliar a germinagdo de sementes imaturas inoculadas em
meio MS com diferentes concentragbes de TDZ e o desenvolvimento de

sementes imatura nos meios WPM e MS, variando a concentragio de TDZ.

4- REFERENCIAL TEORICO

A cultura "in vitro" requer, para se desenvolver, de acordo com as
caracteristicas de cada espécie, um meio nutritivo composto de elementos
inorgénicos, aclicares, vitaminas, reguladores de crescimento ¢ complexos
orgdnicos, além de condigSes ambientais propicias, como intensidade luminosa,
temperatura, fotoperiodo, pH e umidade.

Dependendo dos objetivos e da metodologia de condugéio do trabalho,
resultados diferenciados poderdo ser alcangados, dependendo do genétipo, do
explante em si, do meio de cultura ¢ das condi¢Ges de cultivo.

Os explantes contém diferentes tipos de células e estas estdo em
diferentes estagios fisiolégicos. Crocomo (1986) considera que em determinados
tecidos, principalmente nos jovens, acontecem divisdes celulares e formagio de
calos mais rapidamente, uma vez que essas sdo caracterizadas por crescimento
vegetativo vigoroso e auséncia de estruturas reprodutivas.

A maior eficiéncia apresentada pelos meios de Murashige e Skoog (MS)
e Gamborg (BS5) tem ampliado sua utilizagiio na micropropagagio de muitas
espécies. J4 o meio de White, considerado padrdo por muitos anos, embora
pobre em nutrientes, passou por modificagdes na tentativa de otimizar o

crescimento de calos "in vitro". Estas modificagdes ocorreram principalmente no
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aumento das concentrag3es de sais em geral, na diminuigdo da concentragiio de
sédio e no acréscimo do teor de nitrogénio na forma amoniacal para
complementagdo do nitrato, dando origem ao meio de Murashige e Skoog, em
1962, hoje utilizado no estabelecimento, na multiplicagio e no enraizamento de
muitas mono e dicotileddneas.

Segundo Gamborg e Shyluk (1970), citados por Caldas, Haridasan e
Ferreira (1990), o nitrogénio, quando fornecido apenas na forma de sais de
aménio, pode causar toxidez as células cultivadas "in vitro", enquanto uma
combinagdo de nitrogénio nas formas de aménio e nitrato estimula o
crescimento de muitas espécies de plantas "in vitro".

Hasegawa (1980) ¢ Werner ¢ Boe (1980), citados por Grattapaglia e
Machado (1980), recomendaram, para melhor enraizamento, a diluigio do meio
MS em 1/2, 1/3 e 1/4, variando conforme a espécie, enquanto Minocha (1984)
recomendou meios mais diluidos como os de White, Knop e Heller. Estes
mesmos autores afirmaram que a redugio de nitrogénio na forma amoniacal tem
sido recomendada para diminuir o efeito da vitrificagio dos meios de cultura.
Também Neals (1959), citado por George e Sherrington (1984), afirmou a
importancia do boro no enraizamento.

Em relag8o ao requerimento de uma fonte de energia (sacarose), apenas
um limitado nimero de linhas de células de plantas foi isolado, sendo estas
autotroficas quando cultivadas "in vitro". Células autotréficas sdio capazes de
integralmente suplementar seu préprio carboidrato através da assimilagio do
diéxido de carbono durante a fotossintese (Bergmann, 1967; Chandler et al.
1972; Anon, 1980; Larosa, Hasegawa e Bressan, 1981). Muitas culturas
autotroficas t€m sido apenas capazes de um crescimento vagaroso (Fukami e
Hildebrandt, 1967), especialmente em ambiente atmosférico onde a

concentracgéio de dioxido de carbono ¢ baixa.
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Para o cultivo "in vitro" de células, tecidos e 6rgdos é necessdrio
incorporar ao meio uma fonte de carbono. A sacarose é quase universalmente
usada na micropropagagéo.

A sacarose participa do fornecimento de esqueleto de carbono e energia
necessaria para promover os processos de multiplicagio de gemas Murashige e
Skoog, 1962; uma vez que, as culturas "in vitro", em fungdo da baixa
intensidade luminosa, das condi¢Ges limitadas de trocas gasosas e possivelmente
pela ndo funcionalidade dos estdmatos, a sua capacidade fotossintética é
deficiente, tornando-se necessario o suprimento exégeno de carboidratos.

Carboidrato € um importante componente na nutrigdo e estrutura da
planta. Embora a sacarose seja o principal agicar transportado no floema, em
muitas plantas, diversos outros compostos de carbono séo identificados Loescher
et al., (1985), Zimmerman e Ziegler (1975).

Em experimentos com regeneragdo de brotos adventicios de explantes
de folhas de rizoma de mac¢i Ottawa-3 ¢ M-9, Welander e Maheswaran (1992)
mostram que 6tima regeneragéo de brotos ocorreu entre 3% e 4% de sacarose no
meio. Concentragdo mais alta causou pigmenta¢éio o que poderia ser um sinal de
estresse osmotico. Ndo apenas a concentragdo de carbono é importante para a
organogénese, mas também a fonte. Walander e Pawlicki (1994) mostraram que
em rizoma de magd M-9 cultivar Jork, ambas as porcentagens de segmentos
foliares formando brotos adventicios e o nimero de brotos por segmentos nodais
aumentaram na presen¢a de sorbitol a 220 mM em comparagéio com outras
fontes de carbono.

Estudos preliminares indicam a importincia do metabolismo de
carboidratos no processo inicial de formag#io de um 6rgdo. A iniciagio de um
érgdo estd associada a utilizagdo de amido acumulado e agiicar livre do meio.
Por exemplo: durante a formagdo de brotos em calos de tabaco, um aumento na

taxa de respiragio foi observada e diferengas na atividade enzimaética poderia ser
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correlacionada com a acumulagdo e utilizagdo de amido Thorpe (1978). A
ativacdo da glicélise juntamente com a rota da pentose fosfato € o aumento na
oxidagdo da glicose suportam a hipétese de que a iniciagio da formagdo do
érgdo tem um alto requerimento em poder redutor (NADPH) Haissig (1982).
Segundo Brown e Thorpe (1982), a sacarose estaria relacionada com o aumento
do metabolismo de carboidratos, via glicolitica ou com a rota da pentose fosfato,
fornecendo uma produgdo extra de ATP e poder redutor (NADP), requeridos
para o processo de multiplicagdo. A grande demanda energética estaria
relacionada com o processo de assimilagdo de nitrogénio. De acordo com
Gamborg (1984), os niveis de sacarose e nitrogénio presentes no meio de cultura
poderiam afetar os processos morfogenéticos, além de atuar na eficiéncia de
alguns reguladores de crescimento, como as citocininas, responsiveis pela
indugdo de novas brotagses.

Segundo Zenk et al. (1977), a biossintese de alcaldides indSlicos €
beneficiada altas concentragSes de sacarose, o que leva possivelmente i
sintese as auxinas, promovendo, junto com a giberelina, o alongamento dos
entrenés das novas brotagdes, proporcionando um aumento no tamanho dos
brotos.

O crescimento heterotréfico é convencional em cultura de brotos. As
folhas tornam-se modificadas para esta condigdo e podem ndo ser
fotossinteticamente competentes quando transferidas para um meio sem agticar
ou para o processo de aclimatizagdio. Embora elas tenham cloroplastos e o
sistema de transporte de elétrons, comparado com as folhas de plantas crescidas
"in vivo" com a atividade da enzima fotossintética, com a ribulose difosfato
carboxilase e com o nivel de clorofila, sdo muito mais baixos que a normal
(Grout e Donkin, 1987).

A taxa de fotossintese de brotos crescidos em um meio contendo

sacarose varia entre diferentes géneros. Algumas espécies de Dieffenbachia
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(Araceae) sdo capazes de uma eficiente fotossintese da qual origina um balango
positivo de carbono (Grout e Price, 1987). Em muitas outras plantas, a
fotossintese ¢ muito mais reduzida "in vitro" e a cultura de tecidos parece ser
"lenta” para os tecidos utilizarem o agiicar no meio até quando as condig¢Ses
forem favoraveis ao crescimento autotréfico; neste caso o diéxido de carbono
utilizado ¢ diminuido pela presenca da sacarose do meio (Langford e
Wainwright, 1988).

O crescimento autotréfico de plantulas "in vitro” € possivel, embora a
taxa de fotossintese possa ser menos do que aquela comparada a plantas
crescidas "in vivo" (Aoki e Oda, 1988; Pospisilova et al., 1987). Crescimento
heterotréfico ou mixotréfico € ainda necessario nos primeiros estagios do inicio
do cultivo para muitos explantes.

Ha diversos relatos (Kozai, Iwanami e Fujiwara, 1987; Kozai, Oki e
Fujiwara, 1987, Kozai e Iwanami, 1988; Arai et al., 1989) de que brotos,
segmento nodal ou plintulas crescidas debaixo de alta luz e ambiente
enriquecido com diéxido de carbono crescem mais depressa e sobrevivem
melhor do que aquelas crescidas debaixo de condi¢des mixotrépico. Plantas sdo
menos sujeitas & contaminagdo por fungos e bactérias e podem ser crescidas
mais tarde em vaso (casa de vegeta¢io) sem perda, devido a contaminagdo.

Esforgos para reduzir o fotoautotrofismo pela omissdo de sacarose do
meio tém sido mal sucedidos (Vasil e Hildebrant, 1966). Entretanto, a cultura
fotoautotréfica de diversas espécies tem, sido estabelecida pelo aumento da
concentragéo de CO, e intensidade de luz dentro do ambiente de crescimento,
em conjunto com a redugio ou omissdo de aglicar do meio. Debaixo destas
condigdes, o tecido da planta, presumivelmente, usa CO, como sua fonte de
carbono.

Por outro lado, os fitorreguladores afetam a micropropagagdo. Segundo
Altman e Gorew (1977), citados por Grattapaglia ¢ Machado (1990), a adi¢go de
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fitorreguladores em um meio de cultura tem o objetivo principal de suprir
deficiéncias dos teores endbgenos de hormdnios nos explantes, estimulando
respostas no crescimento, alongamento e multiplicagdo, dependendo do estado
fisiolégico dos explantes, que por sua vez, séo influenciados pela época do ano e
pelas condig8es gerais da planta-matriz.

As pesquisas realizadas por Darwin, citato por Taiz e Zeiger (1991), sdo
consideradas por muitos cientistas como precursoras das modernas pesquisas
com horménios vegetais. Este cientista expds coledptilos de Avena & iluminagdo
lateral e concluiu que alguma influéncia é transmitida do dpice para as partes
mais baixas, causando uma curvatura do coledptilo. Em 1928 Went, citato por
Taiz e Zeiger (1991), afirmou que existia uma substincia na seiva de apices dos
coledptilos de Avena e foi capaz de explicar a natureza correlativa da resposta
tropistica e o controle endégeno da taxa de crescimento com base nesta
substincia, denominada de auxina (do Grego auxein, para aumentar). Em 1934,
Kogl e Kostermans ¢ em 1935, Tillmann purificaram o écido indoleacético
(AIA) de materiais vegetais.

Desde entiio, muito se tem pesquisado sobre a auxina e seus efeitos no
crescimento vegetal. Experimentos feitos revelam que a auxina aumenta a
plasticidade da parede celular. A primeira citocinina vegetal (de sementes de
milho) foi isolada por Letham e Shannon (1946), é conhecida por zeatina. A era
moderna de pesquisas com as citocininas iniciou-se em 1955, com a separagdo
do DNA do esperma de arenque, o primeiro estimulante conhecido da diviséio
celular chamado de cinetina e identificado como 6-furfurilaminopurina (Skoog e
Miller, 1957).

A auxina tem uma larga variedade de efeitos no crescimento de plantas e
na morfogénese. Ela promove a diviso celular no caule, mas pode inibir o

alongamento da raiz e os botdes laterais.
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Ja as citocininas estdo ligadas a proliferagdo celular nos tecidos que as
contém ou sdo suplementadas com um nive] 6timo de auxina. Ha evidéncias de
que os dois hormdnios participam na regulagdo do ciclo celular, mas a auxina
pode regular os eventos conduzindo a replicagdo do DNA, enquanto a citocinina
regula os eventos conduzindo a mitose (Jonanneau e Tandeau, 1973). O alto
nivel de auxina, relativo a citocinina, estimula a formagdo de raizes, enquanto o
contrario induz a formag¢io de brotos. Em um nivel intermedidrio os tecidos

crescem como calos nio diferenciados (Skoog e Miller, 1965).
5- MATERIAIS E METODOS
5.1- CONDICOES GERAIS DOS EXPERIMENTOS

Como fonte de explantes para os diferentes experimentos foram
utilizadas sementes maduras ¢ imaturas de mama-cadela. Os experimentos foram
realizados no Laboratério de Cultura de Tecidos Vegetais da Universidade
Federal de Lavras (UFLA). As sementes foram desinfestadas em solugdo
comercial, contendo 2% de hipoclorito de sédio ajustado para pH 5,5, por 10
minutos, sob agitagio. Apds os frutos serem lavados quatro vezes em 4gua
autoclavada em cidmara de fluxo laminar, estes foram preparados para os
diferentes experimentos.

Em todos os experimentos as sementes foram colocadas em tubos de
ensaio (25x150 mm) e (25 x 400mm); os meios foram solidificados com 0,6%
de 4gar, previamente autoclavado a 121 + 1 °C, por 20 minutos. Cada tubo foi
fechado com tampa pléstica e suas bordas protegidas com vitafilme®. Os tubos
foram mantidos em sala de crescimento com temperatura controlada de 26 + 1

°C, fotoperiodo de 16/8 horas de luz/escuro ¢ intensidade luminosa de 25 u mol.
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s’. m? dada por limpadas do tipo fluorescente branca fria. Em todos os

experimentos os dados foram transformados pelo raiz de x-+0,5.

5.2- EXPERIMENTO I - GERMINACAO DE SEMENTE MADURA "IN
VITRO".

Apds assepsia das sementes, estas foram inoculadas em meio dgua-agar
(0,6%). Em um lote de sementes retirou-se o tegumento e de outro lote manteve-
se 0 tegumento.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado 2
regimes de luz e com ou sem tegumento (4 tratamentos), com 5 repetig3es,
sendo cada parcela constituida por 8 tubos de ensaio e uma semente por tubo. Os
tratamentos foram: Trat.1: 16 h. luz e 8 h. escuro com tegumento; Trat. 2: 24 h.
no escuro com tegumento; Trat. 3: 16 h. luz e 8 h. escuro sem tegumento; Trat.

4; 24 h. escuro sem tegumento.

5.3- EXPERIMENTO II - EFEITO DA SACAROSE NA GERMINACAO DE
SEMENTE IMATURA "IN VITRO".

Apos assepsia das sementes, estas foram inoculadas em meio Murashige
e Skoog (1962)-MS suplementado com diferentes concentragdes de sacarose 3,
6, 8 e 12%.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado com
4 tratamentos (diferentes concentragdes de sacarose), com 5 repeticGes sendo

cada parcela constituida por 8 tubos de ensaio e uma semente por tubo.
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5.4- EXPERIMENTO III - EFEITO DOS MEIOS DOS MS E WPM E
CONCENTRACAO DE TDZ NA PROLIFERACAO DE BROTOS EM
SEMENTES IMATURA.

Apos assepsia das sementes, estas foram inoculadas em dois meios de
cultura Murashige e Skoog, 1962 (MS) e "Woody Plant Medium” (WPM)
suplementado com thidiazuron nas concentragdes 0, 1, 2, 4 ¢ 8 mg/L.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado 2
meios de cultura e 5 concentragdes de TDZ, totalizandol0 tratamentos com 5
repetigdes, sendo cada parcela constituida por 5 tubos de ensaio e uma semente

por tubo.

6- RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 GERMINAGAO DE SEMENTES MADURA "IN VITRO"

Sementes maduras de mama-cadela cultivadas "in vitro", meio MS, com
ou sem tegumento e em fotoperido de 16/8 horas luz/escuro e no escuro
apresentaram diferentes resultados. .

Pela andlise de varidncia (Tabela 3-1), verificam-se diferengas
significativas entre tratamentos, (P< 0,01) para N° gemas (ntimero de gemas),
T.P.A. (tamanho da parte aérea), N° raizes (nimero de raizes), T. raizes

(tamanho de raizes) e % germinag#o (percentagem de germinagéo).
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TABELA 3-1 Resumo da anélise de varidncia (quadrado médio e significancia)
para nimero de gemas, tamanho da parte aérea (T.P.A.), tamanho de raizes e
percentagem de germinagfio formados a partir de sementes de mama-cadela
cultivadas in vitro em meio dgua + agar na presenga ou nio de luz e com ou sem
tegumento. UFLA Lavras/ MG.

Quadrado médio |

gl | N°gemas | T.P.A. | N°raizes T. raizes % gen

Tratamento 3 1,6208** | 3,093** | 1,166** 2,941*# 0,084
Residuo 16 0,087 0,097 0,103 0,194 0,0¢
C.V. 16,57 17,45 19,74 21,36 5,8
Média 1,78 1,78 1,63 2,06 1,2

* significativo a 1% de probabilidade pelo teste de F.

Apés obtengdo dos resultados da anilise de varidncia, fez-se um teste de
média (Tukey) para todos os parametros citados (Tabela 3-2). Nas condi¢des do
experimento, observou-se que o seedling desenvolveu melhor nas condigdes de
16 h luz e 8 h escuro sem tegumento (Trat.3), principalmente a germinagéo
(Figura 3-1), apesar de n#o diferir estatisticamente do regime de 24 h de escuro
sem tegumento (Trat.4) para niimero de gemas, raizes ¢ % de germinag#o. Este
tratamento apresentou plantas estioladas. O fotoperiodo de 16/8 horas luz/escuro
e sementes sem tegumento (Trat. 3), proporcionou em média, 3,45 gemas e parte
aérea com 2,23 cm, enquanto o tratamento com o mesmo regime de luz, mas
com tegumento apresentou em média 0,57 gemas e tamanho da parte aérea 0,32
cm. Também foi obtido neste tratamento (Trat.3) em média 2,34 raizes por
seedling e 3,98 cm em tamanho de raizes a mais do que as sementes cultivadas

no escuro ¢ com tegumento (Trat. 1).
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TABELA 3-2 Resumo do teste de média (Tukey 5% de probabilidade) para os
pardmetros nimero de gemas, T.P.A., niimero de raizes, tamanho de raizes e
percentagem de germinag¢do quando sementes de mama-cadela foram cultivadas
a 4 diferentes tratamentos. UFLA Lavras/ MG.

Tratamentos | N° gemas | T.P.A. (cm) [ N°raizes | Tam. Raizes | % germin.
1 0,57 b 032 ¢ 042 ¢ 082 ¢ 22 b
2 0,79 b 0,68 bc | 0,61 be 1,55 be 14 b
3 345a 223 b 2,34 ab 3,98 b 65a
4 4,79a 733a 3,80a 8,42a 77 a

Dados transformados segundo raiz (x+1), médias seguidas de mesma letra ndo
difere entre si pelo teste Tukey (P > 0,05).

Pelos resultados do experimento, permite deduzir-se que a luz foi um
fator fisico que nfio teve efeito na percentagem de germinagdo das sementes,
uma vez que, estatisticamente, ndo houve diferengas entre os regimes de luz 16/8
horas luz/escuro (65%) (trat.3) e 24 horas no escuro (77%) (trat.4); mas, a
presenca do tegumento foi um fator limitante para a percentagem de germinagéo
(Trat. 1 e 2). O efeito da luz foi significativo principalmente no tamanho e
nimero de raizes formadas, visto que o tratamento 4 teve maior nimero e

tamanho das mesmas, comparado com o tratamento 3.
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% Germinagéo

Tratamento

FIGURA 3-1 Percentagem de germinag3o de sementes de mama-cadela in vitro.
1) com tegumento 16luz/8escuro, 2) com tegumento escuro, 3)sem tegumento 16
luz/ 8 escuro, 4) sem tegumento escuro, apos 30 dias de cultivo in vitro.

Torrey (1952) também observou que a luz afetou varios parimetros por
ele analisado, principalmente o alongamento das raizes. Ele sugere que a coifa
da raiz seja o sitio da fotopercepgdo. Feldman (1984), Pickard (1985) e Masuda
(1962) discutiram o mecanismo pelo qual a luz conduz a inibi¢io da raiz e
argumentaram que esta promove a formac¢do de um inibidor de crescimento nio
volatil o qual poderia ser ABA (Gaspar, 1973), ou xanthoxin (Wilkins e Wain,
1974; Pilet e River, 1980; Feldman, Arrouyve e Sum, 1985).



O tegumento das sementes mantém umida as partes internas,
protegendo-as contra choques e abrasdes; regula a velocidade de reidratagio e
trocas gasosa, e, principalmente, afeta a germinagdo das sementes.

Esta inibi¢io do tegumento na germina¢@o das sementes foi observado
no presente experimento com a espécie Brosimum guaudichaudii Tréc, em que
os tratamentos (1 e 2) nos quais o tegumento estava presente, proporcionaram
uma menor percentagem de germinagdo (Figura 3-1).

Também a inibigio da germinagdo da semente pela presen¢a do

tegumento tem sido observado por Ferri (1971) e Popinigis (1977).

6.2- EFEITO DA SACAROSE NA G