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RESUMO

MANTOVANI, Nilton César, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, setembro
de 2007. Propagacéao vegetativa e cultivo in vitro de Bixa orellana L.
e Ginkgo biloba L. Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-Orientadores:
Magali Ferrari Grando, Aloisio Xavier e Sérgio Yoshimitsu Motoike.

Bixa orellana L. e Ginkgo biloba L. s&do espécies lenhosas que
sintetizam compostos medicinais exclusivos e de relevante importancia
econbmica. Esta pesquisa teve como objetivos: (1) avaliar e selecionar
genotipos de B. orellana com altos teores de bixina nas sementes; (2)
resgatar vegetativamente gendtipos de B. orellana, visando a produgao de
explantes para o cultivo in vitro; (3) estabelecer um sistema de propagacgao
in vitro de B. orellana, a partir de brotos axilares em segmentos nodais de
plantas adultas, e de brotos adventicios em explantes juvenis; (4) induzir a
formacao de calos em explantes foliares de G. biloba e avaliar a producao
de metabdlitos secundarios in vitro e, (5) estabelecer um sistema de
propagacao in vitro de G. biloba, a partir de brotos axilares em segmentos
nodais de plantas adultas. Gendtipos de B. orellana, com alto teor de bixina,
foram resgatados por alporquia e propagados in vitro a partir da indugao de
brotos axilares em segmentos nodais. Os explantes foram desinfestados
com solugdes de hipoclorito de sédio (10 minutos a 1,25%) e PPM™ (20
minutos a 20%), e cultivados em meio MS. Nestas condigbes foram
eliminados os contaminantes fungicos, porém, em concentragdes mais altas,
as solugdes desinfestantes provocaram necrose e morte dos explantes. A
adicdo de PPM™ 1%, Timentin® 600 mg.L™" e Agrimicina® 300 mg.L" ao
meio de cultura, controlou parcialmente o desenvolvimento de bactérias nos
explantes. O desenvolvimento de brotos axilares ocorreu em 28% dos
segmentos nodais. Brotos adventicios foram induzidos em discos
cotiledonares, segmentos hipocotiledonares e radiculares, cultivados nos
meios MS e WPM, com 4,56 uM de ZEA. Identificou-se um gradiente de
potencial morfogénico, que cresce do apice em direcdo a base, em
hipocotilos e raizes. Altas freqliéncias de regeneracdo de brotos foram

induzidas em segmentos hipocotiledonares, cultivados em meio WPM, com



4,56 yM de TDZ (85%) e com 4,56 uM de ZEA (80%). O AIB a 4,9 uM
induziu maior frequéncia de brotos enraizados (25%) e numero de raizes (2).
Plantas completas produzidas in vitro foram transferidas para substrato e
aclimatizadas com sucesso em casa de vegetagao. As analises histolégicas
comprovaram a origem adventicia dos brotos, a partir da organizagao de
centros meristematicos em células corticais de segmentos de hipocdtilo,
caracterizando a organogénese direta em B. orellana. Em G. biloba, a
calogénese em explantes foliares, € dependente de uma fonte exdgena de
auxina. Altas frequéncias calogénicas foram induzidas em discos foliares,
cultivados no meio MS, com ANA 4,4 uM combinada com BAP a 0,4 uM
(100%) ou 4,4 pM (92%). A maxima producédo de massa fresca de calos foi
obtida com o carboidrato sacarose (394,57 mg) e o subcultivo na auséncia
de luz (678,3 mg). O BAP alterou o padrao dos calos primarios, branco
amarelados e friaveis, para verdes e compactos, quando utilizado por trés
subcultivos. As lactonas terpénicas ginkgolideos A e B, e os glicosideos
flavondides quercetina, camferol e rutina, ndo foram detectados nos calos ou
folhas de G. biloba, através dos métodos de TLC e HPLC. A propagagao in
vitro de G. biloba foi obtida a partir da indugcao e multiplicacdo de brotos
axilares em segmentos nodais, excisados de ramos herbaceos de plantas
matrizes adultas cultivadas em casa de vegetagdo. A caseina hidrolisada
(500 mg.L™"), no meio MS, foi essencial para a indugcdo de altas taxas de
emissao de brotos axilares nos segmentos nodais (85%), de multiplicagéo
(66,6%), e de formacdo de multiplos brotos nos explantes. A cinetina e o

carvao ativado apresentaram efeitos inibitorios neste processo.



ABSTRACT

MANTOVANI, Nilton César, D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, August
2007. Vegetative propagation and in vitro culture of Bixa orellana L.
and Ginkgo biloba L. Adviser: Wagner Campos Otoni. Co-Advisers:

Magali Ferrari Grando, Aloisio Xavier and Sérgio Yoshimitsu Motoike.

Bixa Orellana L. and Ginkgo biloba L. are woody species that
synthesize exclusive medicinal components of economic importance. The
objectives of this study were: (1) to evaluate and select genotypes of B.
orellana with high bixin content; (2) to rescue vegetative genotypes of B.
orellana aiming the production of explants for the in vitro culture; (3) to
establish a system of in vitro propagation of B. orellana from axillaries shoots
in nodal segments of adult plants, and adventitious shoots from juvenile
explants; (4) to induce the formation of calli from leaf explants of G. biloba
and to evaluate the in vitro production of secondary metabolites; (5) to
establish a system of in vitro propagation of G. biloba from axillaries shoots in
nodal segments of adult plants. Genotypes of B. orellana with high bixin
content had been rescued by air layering technique and propagated in vitro
by the induction and growth of axillaries shoots from nodal segments. The
explants were disinfested with of sodium hipochloride solution (10 minutes
1.25%) and PPM™ (20 minutes 20%), and cultivated on MS medium culture.
The addition of PPM™ 1%, Timentin® 600 mg.L™ and 300 Agrimicin® mg.L""
to the culture medium partially controlled the development of bacteria on the
explants. The development of axillaries shoots was observed in 28% of the
nodal segments. Adventitious shoots were induced in cotyledon discs,
hypocotyl and root segments cultivated on MS and WPM media with ZEA
4.56 uM. It was identified a gradient of morphogenic potential that increase
from the apex in direction to the base of the hypocotyls and roots explants.
High frequencies of regeneration of shoots were induced in cultivated
hypocotyl segments on WPM medium culture with 4.56 yM TDZ (85%) and
with 4.56 uM ZEA (80%). The AIB 4.9 uM induced greater frequency of

Xi



rooted shoots (25%) and roots number (2). Complete plants in vitro produced
were transferred to substract and successfully acclimatized in a greenhouse.
The histological analysis had proven the adventitious origin of the shoots
from the organization of meristematic centers in cortical cells of hypocotyl
segments, characterizing direct organogenesis in B. orellana. In G. biloba
leaf explants callogenesis is dependent of an exogenous source of auxin.
Greater callus frequencies had been induced from leaf discs cultivated on
MS medium with ANA 4.4 yM combined with 0.4 BAP pM (100%) or 4.4 uM
(92%). The maximum production of callus fresh mass was observed with
carbohydrate sucrose (394,57 mg) and the subcultivation in the dark (678,3
mg). The BAP modified the pattern of the primary callus from white yellowish
friable to green compact one when used by three subcultivation period. The
terpene trilactones ginkgolides A and B, and the flavonol glycosides
quercetin, kaempferol and rutin have not been observed in calli cultivated in
vitro and in leaves of G. biloba through TLC and HPLC methods. The in vitro
propagation of G. biloba was carried out by means of axillary shooting in
nodal segments excised from herbaceous branches, harvested from adult
plants maintained in greenhouse. The hydrolyzed casein (500 mg.L™") in MS
medium, was essential for the induction of higher frequencies of axillary
shoots in nodal segments (85%), for multiplication of these shoots (66.6%),
and also for formation of multiple shoots in the explants. The kinetin and the

activated charcoal were inhibitory to this process.
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INTRODUCAO GERAL

O uso das plantas na alimentagdo humana e no tratamento de
doencgas é uma pratica milenar. A Organizagao Mundial da Saude (OMS,
2003) estima que metade dos medicamentos mais vendidos no mundo tem
sua origem em produtos naturais de plantas, e recomenda o
desenvolvimento de pesquisas visando o uso da flora com propodsitos
terapéuticos.

Um grande numero de compostos quimicos, produzidos pelas plantas,
€ utilizado pelas industrias de alimentos, de cosméticos e, principalmente, de
medicamentos. Estima-se que aproximadamente 15 a 25% do genoma
vegetal especifica rotas de biossintese destes compostos (PICHERSKY e
GANG, 2000).

Destacam-se, dentre as inumeras plantas arboreas que sintetizam
metabdlitos de interesse, o urucum (Bixa orellana L.) e o ginkgo (Ginkgo
biloba L.).

O urucum, uma planta arbéorea da familia Bixaceae, originaria da
América Tropical e nativa das florestas Amazénica e Atlantica (JOLY, 2002),
apresenta a rota biossintética dos pigmentos carotendides bixina e norbixina
(MERCADANTE e PFANDER, 1998; JAKO et al. 2002; KIOKIAS e
GORDON, 2003), sintetizados na testa das sementes e depositados na sua
superficie externa (JAKO et al., 2002), conferindo a estas a coloragao tipica
avermelhada. Estes carotendides s&o sintetizados exclusivamente pelo
urucum.

Os beneficios destes compostos a saude humana sao atribuidos as
propriedades dos carotendides, relacionadas com a sua conversao em
vitamina A, atividades antioxidantes (KIOKIAS e GORDON, 2003; AGNER et
al., 2004) e antimicrobianas (FLEISCHER et al., 2003). Os pigmentos de
urucum tém sido utilizados desde a antiguidade em rituais indigenas, na
pintura e protecao da pele, na culinaria de diferentes regides brasileiras, na
medicina tradicional, e mais intensamente na atualidade pelas industrias,
como corantes aditivos em alimentos, cosméticos, farmacos e tintas
(LAURO, 1991; NAZARE et al. 1996; BOUVIER et al., 2003).



A bixina € um dos corantes aditivos naturais mais utilizados pela
industria, desde que os corantes sintéticos passaram a ser substituidos
pelos naturais (LAURO, 1991).

Tradicionalmente, os produtores de sementes de urucum utilizam
plantas propagadas por sementes, para o estabelecimento dos plantios
(SAO JOSE et al., 1999). Em funcdo de ser uma espécie de polinizagdo
predominantemente cruzada, a propagacdo de B. orellana através de
sementes resulta em alto grau de variabilidade genética nas progénies,
acarretando desuniformidade das plantas, cor, forma e tamanho dos frutos,
produtividade de sementes, tolerancia a pragas e doencgas e, principalmente,
no teor de bixina (REBOUCAS e SAO JOSE, 1996). Eira e Melo (1997)
destacam ainda, como desvantagens para a propagacgédo sexuada de B.
orellana, o curto periodo de viabilidade e a baixa taxa de germinacéo das
sementes.

Técnicas de propagacéao vegetativa, como o enraizamento de estacas,
a enxertia e, a alporquia, empregadas com a finalidade de reduzir a
heterogeneidade entre plantas B. orellana, apresentam custos elevados pela
baixa eficiéncia, quando utilizadas em urucum (SAO JOSE et al., 1999).

A cultura de tecidos, mediante a inducdo de diferentes vias de
expressdo morfogénica, tem possibilitado a propagagédo in vitro de B.
orellana (VIEIRA et al.,, 2000; D’'SOUZA e SHARON, 2001; SHA VALLI
KHAN et al., 2002; PAIVA NETO et al., 2003 a, b, ¢c; CARVALHO et al,,
2005), e estudos visando a transformagao genética desta espécie (PAIVA
NETO et al., 2003 c; ZALDIVAR-CRUZ et al., 2003). Estes trabalhos utilizam
como explantes tecidos embrionarios ou derivados de plantulas obtidas a
partir da germinacao de sementes in vitro, 0 que nao assegura a identidade
genética do material selecionado como fonte de sementes, uma vez que da
propagacao sexuada resultam variagbes muitas vezes indesejaveis do ponto
de vista produtivo. Por outro lado, a utilizacdo de explantes de gendtipos
selecionados, que ja expressam caracteristicas superiores, possibilitaria,
através das técnicas de cultura de tecidos, a manutencdo da identidade
genética do material propagado, representando ainda um ganho

consideravel no processo produtivo.



O Ginkgo biloba L., uma gimnosperma da familia Ginkgoaceae,
originaria do Leste da Asia (GIFFORD e FOSTER, 1989; BRENNER et al.,
2005), assim como o urucum, sintetiza compostos de importancia medicinal.
Como planta ornamental, o ginkgo € cultivado em parques, pragas e
passeios de cidades, em diferentes paises do mundo (GIFFORD e FOSTER,
1989).

Os principais compostos sintetizados pelo ginkgo, com propriedades
terapéuticas mais importantes, sdo os glicosideos flavondides (quercetina,
camferol e iso-ramnetina) e as lactonas terpénicas, unicamente encontradas
nesta espécie (os ginkgolideos, e o bilobalideo), acumuladas nas folhas, na
casca e nas raizes (VAN BEEK, 2002), também detectados em plantas
regeneradas in vitro e em culturas celulares (CARRIER et al., 1991;
CAMPER et al., 1997; BALZ et al., 1999; YU et al., 1999, 2004; KANG et al.,
2006; GRAY et al., 2006; SOHIER e COURTOIS, 2007). Estes metabolitos
sao amplamente utilizados na medicina, em fungdo das propriedades
terapéuticas relacionadas a regulagdo da circulagdo sanguinea e protecao
contra radicais livres (CURTIS-PRIOR et al., 1999 BIRKS et al., 2002).

As industrias farmacéuticas exploram o potencial medicinal dos
compostos de ginkgo através da produgao de extratos padronizados de
partes vegetativas das plantas (GRAY et al., 2006). A matéria-prima para a
producao destes extratos é totalmente importada pela industria brasileira,
especialmente de paises como a Franga e os Estados Unidos, que cultivam
esta planta em extensos plantios (CAMPER et al., 1997; SOHIER e
COURTOQIS, 2007).

A propagacao do ginkgo, a partir de sementes, encontra dificuldades
devido a dioicia da espécie, a longa fase juvenil (MONTEZ-LOPEZ e
RODRIGUEZ, 2001), e a baixa germinabilidade e viabilidade das sementes
(TOMMASI e SCARAMUZZI, 2004). A propagacgao vegetativa, através da
estaquia, apresenta baixo rendimento, sendo extremamente dependente da
natureza juvenil dos explantes (MONTEZ-LOPEZ e RODRIGUEZ, 2001;
SEXTO, 2005).

A propagacgdo in vitro do ginkgo, a partir de diferentes rotas
morfogénicas, foi relatada exclusivamente a partir de explantes de embrides

zigoticos, ou de plantulas obtidas da germinacdo de sementes in vitro



(LAURAIN et al., 1996; HAO et al., 2000; MONTES-LOPEZ e RODRIGUEZ,
2001; HU et al.,, 2002; TOMMAZI e SCARAMUZZI, 2004, CHOI et al.,
2003/4). O cultivo de explantes de plantas adultas, como os segmentos
nodais e apices caulinares, até o momento, ndo tem proporcionado sucesso
na regeneracdo de plantas completas de ginkgo (MONTES-LOPEZ e
RODRIGUEZ, 2001; TOMMAZI e SCARAMUZZI, 2004).

A demanda comercial por compostos economicamente importantes
tem sido atendida principalmente pela sintese quimica e, em menor
extensao, pela sua extracao de fontes naturais. Na maioria dos casos, como
o do pigmento natural bixina, e dos ginkgolideos e bilobalideo, a oferta se
restringe a somente duas plantas terrestres, a Bixa orellana L. e o Ginkgo
biloba L. Existe interesse crescente na manipulagdo em plantas da
composicao e do conteudo de diferentes compostos. Esta manipulacao, via
engenharia genética, envolvendo a transformacéo de células, depende das
técnicas de cultura de células, tecidos e 6rgaos in vitro, para a posterior
regeneracao de plantas (FERREIRA et al., 1998).

A cultura in vitro de células, tecidos e 6rgaos, permite a reprodugao de
espécies vegetais que apresentam limitagdo na forma sexuada de
reproducio, ou ainda, para aquelas que, através das técnicas convencionais
de propagacéo vegetativa, sao dificeis de reproduzir (DEBERGH e READ,
1991). As técnicas de cultura de tecidos podem ser aplicadas em diferentes
etapas de um programa de melhoramento genético e, em certos casos,
apresentar solugdes unicas para a propagacgao de determinados genotipos
(FERREIRA et al., 1998).

Com base na importancia das espécies Bixa orellana L. e Ginkgo
biloba L., visto que ambas sintetizam compostos medicinais exclusivos de
interesse econbmico, e na problematica que apresentam quanto as formas
de propagacédo sexuada e assexuada, especialmente in vitro, a partir de
explantes adultos, busca-se através deste estudo: (1) avaliar e selecionar
gendtipos de B. orellana com altos teores de bixina nas sementes; (2)
resgatar vegetativamente gendétipos de B. orellana, visando a produgao de
explantes para o cultivo in vitro; (3) estabelecer um sistema de propagagao
in vitro de B. orellana, a partir de brotos axilares em segmentos nodais de

plantas adultas e, de brotos adventicios em explantes juvenis; (4) induzir a



formacgao de calos em explantes foliares de G. biloba e avaliar a produgao
de metabdlitos secundarios in vitro e, (5) estabelecer um sistema de

propagacao in vitro de G. biloba, a partir de brotos axilares em segmentos
nodais de plantas adultas.
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CAPITULO |

CARACTERIZAGAO MORFOLOGICA DE FRUTOS, AVALIACAO DA
PRODUTIVIDADE E SELECAO DE GENOTIPOS DE Bixa orellana L.

RESUMO

A caracterizagdo morfolégica de frutos, a avaliagdo da produtividade
de sementes e do teor de bixina presente nas sementes de 10 gendtipos de
urucum (Bixa orellana L.), foram realizadas a fim de fornecer subsidios para
a selegdo de gendtipos superiores para estas caracteristicas. Houve
variagdo em todas as caracteristicas avaliadas entre os 10 genotipos. Os
frutos de todos os gendtipos sdo recobertos por cerdas ou pélos,
apresentam coloragcdo avermelhada, verde, amarela ou vermelha, e duas
formas basicas, oval ou lanceolada. Os frutos apresentaram comprimentos
médios que variaram entre 3,1 cm a 4,8 cm, e larguras entre 2,4 cm a 3,1
cm. O numero médio de sementes por fruto variou de 41,5 (gendtipo 1) a
50,6 (gendtipo 7). O peso minimo de 100 sementes foi de 1,1g (gendtipo 4) e
maximo de 2,24 g (gendtipo 2). Os teores de bixina presentes nas sementes
variaram de 3,7% (gendtipo 10) a 5,05% (gendtipo 6). O teor de bixina

decresceu com o0 aumento no periodo de armazenamento das sementes.

Palavras-chave: Bixa orellana, bixina, frutos, sementes.
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1 INTRODUCAO

Bixa orellana L. é uma planta lenhosa da familia Bixaceae, originaria
da América Tropical (JOLY, 2002), nativa das florestas Amazobnica e
Atlantica, conhecida no Brasil como urucum, urucu, acafroa, entre outros
(MARCHIORI, 2000). As sementes sao revestidas externamente por
pigmentos avermelhados, constituidos principalmente pelos carotendides
bixina e norbixina (MERCADANTE e PFANDER, 1998; JAKO et al., 2002;
KIOKIAS e GORDON, 2003), amplamente empregados pelas industrias
alimenticias, farmacéuticas e téxteis (LAURO, 1991; NAZARE et al., 1996;
BOUVIER et al., 2003).

Desde que as industrias passaram a substituir os corantes sintéticos
pelos naturais, o Brasil se tornou um dos paises com maior producao e
exportagdo de sementes e, principalmente, de corantes a base dos
pigmentos extraidos das sementes de urucum (MERCADANTE et al., 1997),
provocando substancial aumento das areas de cultivo em diferentes regides
do pais, principalmente em estados das regides norte, nordeste e centro-
oeste.

Os plantios de urucum sao estabelecidos, na grande maioria, a partir
de plantas propagadas por sementes (SAO JOSE et al., 1999a), que
apresentam amplas variagbes na cor, forma e tamanho dos frutos
produzidos, na produtividade de sementes, no teor de bixina e na resisténcia
a pragas e doengas. Estas variagbes sdo atribuidas a predominéncia de
polinizagdo cruzada entre individuos, aos genodtipos e as condi¢gbes de
cultivo (REBOUCAS e SAO JOSE, 1996).

Plantios clonais de alta produtividade podem ser estabelecidos
mediante a propagacgédo vegetativa de gendtipos superiores de urucum,
selecionados principalmente quanto a produtividade de sementes e de
pigmentos, e para tanto a avaliagdo destas caracteristicas € fundamental.
Recentemente foi proposta uma metodologia para polinizagao artificial,
visando ao melhoramento genético do urucum, observando-se diferencas
significativas nos conteudos de carotendides totais e bixina em semente
maduras das variantes estudadas (RIVERA-MADRID et al., 2006).
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Desta forma, este trabalho teve como objetivos a caracterizagcao
morfologica de frutos, a avaliagdo da producdo de sementes por fruto e do
teor de bixina contido nas sementes de diferentes gendtipos de urucum (Bixa
orellana L.), a fim de fornecer subsidios para a selecdo de gendtipos

superiores quanto a estas caracteristicas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram estudadas, no periodo de 2003 a 2005, dez plantas de urucum
(Bixa orellana L.), denominadas neste trabalho de gendtipos 1 a 10, com
aproximadamente 12 anos de idade, cultivadas no Horto da Universidade
Federal de Vigosa — UFV, MG. Estas plantas foram obtidas do cruzamento
artificial entre as variedades Fruto verde piloso e Fruto vermelho liso
(PINHEIRO e ALMEIDA, 1992).

Avaliou-se a morfologia dos frutos (capsulas), a producdo de
sementes por fruto, o peso de 100 sementes e o teor de bixina contido nas

sementes recém colhidas ou armazenadas.

2.2 Caracterizacdo morfolégica dos frutos e avaliacao da producéo de

sementes

Foram coletadas, aleatoriamente, 50 capsulas maduras de cada
genotipo, para as avaliagbes das caracteristicas de cor, presencga de pélos,
comprimento e largura (medida com paquimetro no maior didmetro das
capsulas), e do numero de sementes por capsula. O peso de 100 sementes
foi determinado apos a secagem das capsulas em estufa a 40°C até peso
constante, extracdo das sementes das capsulas, homogeneizagéo do lote de
sementes de cada genotipo, preparo das amostras de 100 sementes e

pesagem das amostras.

2.3 Extracéo e determinagéo do teor de bixina em sementes

Lotes de sementes dos 10 gendtipos foram mantidos em estufa a
40°C, até atingirem cerca de 10% de umidade, dos quais foram retiradas
amostras de sementes para extragcdo e analise do teor de bixina. Para a
analise da influéncia do periodo de armazenamento sobre a degradagao da

bixina, sementes de um dos gendtipos (gendtipo 6), foram armazenadas em
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envelopes de papel pardo, com 10% de umidade e temperatura média de
22°C, por periodos de 30, 60, 90 e 120 dias.

O teor de bixina nas sementes de urucum foi determinado
empregando-se a metodologia descrita por Stringheta et al. (1999). Consistiu
na extragao dos pigmentos das amostras de sementes com solugao de KOH
(hidréxido de potassio 45%) e 6leo de mamona, e quantificagdo, mediante
leitura de absorbancia em espectrofotdometro (A = 480 nm), com converséo
dos valores em porcentagem de bixina pelo fator de corregdo 6,97 (% de
bixina = absorbancia X 6,97).

Os experimentos foram repetidos uma vez em delineamento
inteiramente casualizado, com 5 repeticbes por tratamento e 10 frutos por
gendtipo para as avaliagdes morfolégicas e de producdo de sementes, e 3
repeticdes por tratamento com 3 amostras de 25 g de sementes para cada

gendtipo, para os experimentos de extragao e quantificagao de bixina.

2.4 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA (analise
da variancia), aplicando-se regressao para os dados quantitativos, e o teste
de Tukey a 5% de probabilidade, para a comparagdo das médias dos
tratamentos qualitativos, utilizando-se o programa SAEG (Sistema de

Andlises Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal de Vigosa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo morfolégica dos frutos e producdo de sementes

Os 10 gendtipos avaliados produzem frutos simples, secos,
indeiscentes, capsulares, loculicidas, bivalvares, polispérmicos e
uniloculares, e contém sementes avermelhadas, caracteristicas marcantes
da espécie (MARCHIORI, 2000; JOLY, 2002). Existem, no entanto,
variagbes expressivas na morfologia dos frutos, na produtividade de
sementes e nos teores de bixina.

Quanto a cor, os frutos foram classificados como avermelhados,
verdes, amarelados ou vermelhos (Figura 1). Os frutos de todos os
gendtipos, independentemente da cor, eram recobertos por cerdas ou pélos,
diferindo do seu genitor masculino, descrito por Pinheiro e Almeida (1992),
como sendo liso (Fruto vermelho liso), o que sugere que esta caracteristica

seja uma heranga monogénica e dominante.

Figura 1 — Coloragdo dos frutos de urucum (Bixa orellana L). A - Fruto
avermelhado, B — Fruto verde, C — Fruto amarelado e D —
Fruto vermelho.
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Houve variacéo (p = 0,0001) no comprimento e na largura dos frutos
dos diferentes gendtipos. O gendtipo 10 apresentou frutos com comprimento
médio de 4,8 cm, enquanto que os frutos do gendtipo 3 apresentaram em
média 3,1 cm de comprimento. As larguras destes frutos variaram de 2,4 cm

a 3,1 cm nos genotipos 7 e 2, respectivamente (Tabela1).

Tabela 1 — Comprimento e largura de frutos de 10 gendtipos de urucum
(Bixa orellana L)

Genoti Comprimento dos frutos Largura dos frutos
enotipos
(cm) (cm)
1 3,7 £ 0,30 cd 29 + 0,14 abc
2 38 £ 0,22 ¢ 3,1 £+ 0,18 a
3 31 +£032d 26 + 0,14 bcd
4 3,6 £ 0,29 cd 2,8 + 0,26 abcd
5 38 £ 0,32 c 3,0 £ 0,170 ab
6 4,7 + 0,22 ab 2,7 + 0,18 abcd
7 4,1 £+ 0,32 bc 24 £ 0,22 d
8 4,5 + 0,29 ab 25 £ 0,16 cd
9 46 + 0,32 ab 29 £ 0,22 abc
10 48 + 0,18 a 28 + 0,18 abcd

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 10 frutos.
Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Em funcdo da proporcéo entre o comprimento e a largura, os frutos
adquirem duas formas basicas: oval (largura igual ou superior a 70% do
comprimento) e lanceolada (largura inferior a 70% do comprimento). Desta
forma, os gendtipos 1 a 5 apresentam frutos de forma oval, enquanto que os
frutos dos genaotipos 6 a 10 apresentam forma lanceolada.

Baseando-se nas avaliagdes de cor e forma dos frutos, os 10
gendtipos de urucum foram reunidos e categorizados em 4 grupos (Tabela
2).

Tabela 2 — Grupos de gendtipos de urucum (Bixa orellana L.), conforme a
cor e forma dos frutos

Grupo Cor do fruto Forma do fruto Genotipos
I Avermelhada Oval 1-2-3-4-5
Il Verde Lanceolada 6
[l Amarelada Lanceolada 7-8-9
\ Vermelha Lanceolada 10

Caracteristicas morfolégicas dos frutos tém sido descritas em

diferentes trabalhos que visam a avaliacdo da produtividade, selecéo de
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genodtipos e implantagdo de programas de melhoramento genético do
urucum (PINHEIRO e ALMEIDA, 1992; SAO JOSE et al., 1992). Estudos
com diferentes gendtipos nacionais relatam a existéncia de amplas
variagoes, principalmente no que se refere a cor, forma e presenca de pélos
nos frutos. Estes gendtipos sdo classificados em fungdo destas
caracteristicas, como Piave vermelha, Bico de pato, Verde amarelo, dentre
outros, ou ainda, classificados pelo numero de acesso que recebem nos
bancos de germoplasma em que sdo depositados (SAO JOSE et al., 1999b).

Outras caracteristicas avaliadas nos 10 gendtipos estudados também
apresentaram variagdes. O numero médio de sementes por fruto variou (p=
0,0001) de 41,5, no gendtipo 1, a 50,6, no gendtipo 7 (Tabela 3). Pinheiro e
Almeida (1992), ao avaliarem esta mesma caracteristica nos genitores
destes 10 gendtipos, identificaram que o feminino (Fruto verde piloso)
produziu, em média, 56,7 sementes por fruto, € o genitor masculino (Fruto

vermelho liso) 48 sementes por fruto, em média.

Tabela 3 — Numero de sementes por fruto e peso de 100 sementes, de 10
genotipos de urucum (Bixa orellana L)

Gendti Sementes por fruto Peso de 100 sementes
enotipos (N°) Q)

1 415 + 1,88 b 1,35 + 0,20 bced
2 456 + 2,55 ab 224 + 0,40 a
3 46,3 + 1,57 ab 1,15 + 0,44 cd
4 449 + 1,11 ab 1,10 + 0,09 d
5 449 + 4,70 ab 1,35 + 0,19 bcd
6 49,7 + 2,05 a 1,75 + 0,07 abcd
7 50,6 + 1,53 a 1,98 + 0,22 ab
8 48,2 + 2,10 a 1,80 + 0,52 abc
9 49,2 + 3,00 a 1,66 + 0,02 abcd
10 417 + 353 b 1,64 + 0,11 abcd

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 10 frutos.
Médias seguidas da mesma letra na coluna, nao diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

Neste trabalho, destacam-se os gendtipos 6, 7, 8 e 9 como os mais
produtivos, quando comparados ao genitor masculino. No entanto, todos os
gendtipos apresentaram maior numero de sementes por fruto que a média
de 40,7 relatada para diferentes genoétipos avaliados em ensaio no estado da
Bahia (SAO JOSE et al., 1999b). Alta produtividade de sementes por fruto é
de fundamental importancia no cultivo de urucum, pois reflete na maior

produtividade por planta e, consequentemente, por area cultivada, sendo
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uma das caracteristicas de maior interesse nos programas de melhoramento
genético da espécie.
Houve variagdo também no peso de 100 sementes (p = 0,00004), de

1,1 g, no gendtipo 4, a 2,24 g, no gendtipo 2 (Tabela 3).

3.2 Teor de bixina em sementes

Os teores médios de bixina, presentes nas sementes dos 10
genotipos de urucum (Figura 2), variam (p = 0,0001), de 5,05% (gendtipo 6 —
Fruto verde) a 3,7% (gendtipo 10 — Fruto vermelho). Para os 4 grupos de
genotipos estudados, as médias dos teores de bixina foram de 4,49%
(Grupo | - Fruto avermelhado), 5,05% (Grupo Il - Fruto verde), 4,11% (Grupo
Il - Fruto amarelado) e 3,7% (Grupo IV - Fruto vermelho). Nao existem
relatos disponiveis na literatura sobre o teor de bixina presente nas
sementes dos genitores dos 10 genotipos estudados neste trabalho, n&o

sendo possivel, portanto, estabelecer comparagdes entre eles.

55 -
5 T
L T T T [s05| T
4,54 4,79 || 4,74 472
’ ’ 4,55
4. 4,43 T
S T
S 3,98 L
S 35 38 382 (| 37
£
x 3
o]
° 25
©
g 2
— 1,51
14 ©
o o gl
05 o) o] O (&) o)
' © © go] © © © © o o go)
O T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Genotipos

Figura 2 — Teor de bixina em sementes de 10 gendtipos de urucum
(Bixa orellana L). Médias acompanhadas de mesma
letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05). Barras
verticais indicam desvios das médias.

Os constituintes quimicos de dois hibridos de urucum, também

denominados de Fruto verde viloso e Fruto vermelho, foram analisados por
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Oliveira et al. (1999), que identificaram teores de bixina de 3,1% e 4,8%,
respectivamente; no entanto, foi utilizado o hidréxido de sodio a 0,01N como
solugéo extratora de pigmentos.

Os gendtipos 1, 2, e 6 apresentaram os maiores teores de bixina nas
sementes, nao difererindo estatisticamente, no entanto, dos gendtipos 4, 5, e
7. Estes gendtipos apresentam teores de bixina superiores a média relatada
para diferentes cultivares nacionais. Sdo José et al. (1999b) identificaram,
entre 30 acessos de urucum, de um banco de germoplasma no estado da
Bahia, teores de bixina que variaram de 0,96% a 4,44%. Franco et al.
(2002), analisando também cultivares nacionais, relataram teores de bixina
que variaram de 1,7% a 4%.

Assim, foi possivel neste trabalho selecionar, entre os 10 gendtipos
estudados, aqueles com maiores teores de bixina. Esta é uma das
caracteristicas mais valorizadas do ponto de vista do melhoramento genético
da espécie, pois avancos consideraveis tém sido alcancados quando
cruzamentos sdo dirigidos entre individuos que expressam superioridade na
produtividade de sementes e alto contetdo de bixina (SAO JOSE et al.,
1999a).

O teor de bixina decresceu em funcao do periodo de armazenamento
das sementes (Figura 3). A analise das sementes armazenadas por 120
dias, mostra que houve uma redugao de aproximadamente 23% do conteudo
de bixina, quando comparadas as sementes recém colhidas. A taxa de
degradacgao dos pigmentos foi variavel entre os tempos de armazenamento.

A estabilidade dos corantes naturais pode ser afetada pela luz e pelo
oxigénio, como demonstrado em ensaios com extratos de urucum
(PIMENTEL e STRINGHETA, 1999), porém, alta temperatura parece ser o
fator mais importante de degradacdo dos pigmentos em sementes intactas
(PONTE et al., 1999). Como todas as amostras de sementes permaneceram
nas mesmas condigdes de umidade, temperatura, e também protegidas da
luz durante todo o experimento, as redugdes dos teores de bixina podem ser

atribuidas ao tempo de armazenamento.
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Figura 3 — Variagdo no teor de bixina em sementes de urucum
(Bixa orellana L), genotipo 6 (Fruto verde piloso),
armazenadas por diferentes periodos de tempo.

As variagdes encontradas na cor e tamanho dos frutos, no numero e
peso de sementes, e no teor de bixina, entre os 10 gendtipos estudados,
foram também observadas em outros genétipos (REBOUCAS e SAO JOSE,
1996), sendo caracteristicas da espécie. A variabilidade genética destes 10
genotipos foi estudada por meio de marcadores isoenzimaticos
(RODRIGUES, 1995), no entanto, a analise cariotipica indicou que estes
gendtipos pertencem a uma mesma espécie, Bixa orellana L. (Carvalho,
2000).

Variagbes genéticas existentes entre gendtipos de uma mesma
espécie sao bastante uteis, pois conferem a ela comportamentos distintos
em um determinado local. Porém, as grandes variagdes encontradas entre
genotipos de urucum, no que se refere a producado de sementes e ao teor de
bixina, representam problemas do ponto de vista da produgao de corantes
em grande escala. A selecdo de gendtipos superiores para estas
caracteristicas podera contribuir para a orientacdo de futuros cruzamentos
visando a obteng¢do de hibridos heteroticos e o melhoramento da espécie.
Metodologias adequadas de propagacao vegetativa serdo necessarias para

a fixagao e perpetuacao destas combinagdes hibridas desejadas.

20



4 CONCLUSOES

Existem variagdes na cor, comprimento, largura e forma dos frutos, no
numero de sementes por fruto, no peso de 100 sementes e no teor de bixina
presente nas sementes dos gendtipos de Bixa orellana L.

As avaliacbes de producdo de sementes e dos teores de bixina
possibilitam selecionar plantas superiores em relagédo a estas caracteristicas.
Destacam-se os gendtipos 6, 7, 8, e 9 por produzirem mais de 49 sementes
por futo e, os gendtipos 1, 2, 5 e 6 com teores de bixina a cima de 4,7%. O

teor de bixina decresce em sementes armazenadas.
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CAPITULO Il

RESGATE VEGETATIVO E PRODUCAO DE EXPLANTES DE
Bixa orellana L. PARA PROCESSOS DE PROPAGAGCAO CLONAL

RESUMO

Foram avaliadas as técnicas de estaquia, hidroponia e alporquia como
formas de resgate vegetativo de gendtipos de urucum (B. orellana L.),
visando a producdo de explantes e de plantas fornecedoras de explantes,
para processos de propagacado clonal. Através da técnica de estaquia
convencional nao foi possivel a indugao rizogénica ou a formagao de brotos
aproveitaveis em estacas, independentemente da época do ano, substrato,
concentracdes e tempos de exposicdo das estacas ao AIB. Em sistema
hidropbnico, estacas apicais ou basais de ramos, que receberam na
extremidade apical 10 mg.L™" de BAP em lanolina, formaram de 1,8 a 4,2
brotos por estaca. Brotos formados em estacas basais apresentaram maior
crescimento (35 mm), podendo ser aproveitados em sistemas de
propagacao clonal. A adicdo de AIB 10 mg.L'1 na solucdo nutritiva nao
induziu o enraizamento das estacas. A técnica de alporquia proporcionou o
enraizamento de ramos dos 10 gendtipos avaliados, com eficiéncia que
variou de 20% a 100% (média de 64,5% de alporques enraizados). A
sobrevivéncia destes alporques foi de 100% apds o plantio. Em casa de
vegetacdo, os alporques desenvolveram ramos a partir da brotacdo de
gemas caulinares, constituindo estoques de explantes apropriados para
serem utilizados como estacas ou segmentos nodais para o cultivo in vitro

desta espécie.

Palavras-chave: estaquia, hidroponia, alporquia, brotos axilares, BAP, AlB.
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1 INTRODUCAO

O urucum, Bixa orellana L. (familia Bixaceae), € uma planta lenhosa,
originaria da América Tropical (JOLY, 2002), nativa nas florestas Amazénica
e Atlantica (MARCHIORI, 2000), cultivada em diferentes regides do Brasil
(SAO JOSE et al., 1999), onde também é conhecida como urucu, agafroa e
acafroeira da terra.

Diferentes partes desta planta s&do utilizadas na medicina popular
(IROBI et al., 1996). No entanto, as sementes despertam maior interesse por
serem fontes dos pigmentos carotendides bixina e norbixina, amplamente
utilizados pelas industrias processadoras de alimentos, farmacéuticas e
téxteis (LAURO, 1991; NAZARE et al., 1996; BOUVIER et al., 2003). Os
pigmentos carotendides de urucum estdo entre os 13 produtos naturais
permitidos para o consumo humano (COLLINS e HUGHES, 1991).

Apesar do Brasil ser um dos maiores produtores e exportadores de
corantes a base de sementes de urucum (MERCADANTE et al., 1997), os
teores de pigmentos encontrados nas sementes, da maioria das variedades
cultivadas no pais, sao inferiores aqueles desejados para o comércio (LIMA,
1991). As plantagbes de urucum sao estabelecidas predominantemente a
partir de plantas propagadas por sementes (SAO JOSE et al., 1999), e como
a espécie é de polinizagdo predominantemente cruzada, as progénies
exibem alta variabilidade genética, refletindo em desuniformidade fenotipica
e grande variagdo na produtividade de sementes e na composi¢do dos
pigmentos no produto final da extracdo (REBOUCAS e SAO JOSE, 1996).

Técnicas tradicionais de propagacado vegetativa apresentam custos
elevados, devido a baixa eficiéncia, quando utilizadas para a produgao em
grande escala de plantas de urucum (SAO JOSE et al, 1999).
Alternativamente, estudos tém sido desenvolvidos visando a sua propagagao
(BRUCKNER et al., 1991), incluindo-se técnicas in vitro (VIEIRA et al., 2000;
D’SOUZA e SHARON, 2001; SHA VALLI KHAN et al., 2002; PAIVA NETO et
al., 2003a, b, c; CARVALHO et al., 2005).

A utilizagao eficiente de técnicas de propagacgéo vegetativa depende,
sobretudo, da qualidade fisiolégica e fitossanitaria do material a ser

propagado. Os maiores desafios para a propagacao vegetativa de espécies
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lenhosas sdo o envelhecimento ontogenético dos tecidos (THORPE et al.,
1991) e a presenga de microrganismos contaminantes, especialmente em
explantes adultos coletados de plantas em condigbes de campo (NIEDZ e
BAUSHER, 2002), pois refletem na baixa capacidade regenerativa, além de
elevados niveis de contaminacdo do material vegetal in vitro. Alternativas
para a reversao e controle destes processos, aumentando ou induzindo a
competéncia celular e promovendo melhor controle fitossanitario dos
explantes, foram utilizadas com sucesso para algumas espécies lenhosas
(ASSIS e TEIXEIRA, 1998; MANTOVANI et al., 1999; ALFENAS et al.,
2004). Entretanto, sao raros os trabalhos publicados na literatura visando
elucidar os diversos aspectos envolvidos na propagacdo vegetativa do
urucum, e que fornecam subsidios que possam ser utilizados em processos
de propagacao clonal desta espécie.

Dessa forma, este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar as
potencialidades das técnicas de estaquia convencional e em sistema
hidropdnico, e da alporquia, como formas de resgate vegetativo de gendtipos
de urucum (B. orellana L.), visando a producédo de explantes e de plantas
fornecedoras de explantes, que possam ser utilizados em processos de

propagacao clonal.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Foram estudados dez genotipos de urucum (Bixa orellana L.),
denominados neste trabalho de gendtipos 1 a 10. Esses foram obtidos a
partir do cruzamento artificial entre as variedades Fruto verde piloso e Fruto
vermelho liso (PINHEIRO e ALMEIDA, 1992), e sao cultivados no Horto da
Universidade Federal de Vigosa — UFV, MG.

As 10 plantas de urucum, com idade aproximada de 12 anos, tiveram
o tronco podado a 40 cm do solo, para a indu¢cado de novos ramos. Os ramos
formados, com idade de 3 anos, foram utilizados para os diferentes
experimentos. Foi realizada uma adubagado, 60 dias antes do inicio dos
experimentos, diretamente no solo, na regido de projecdo da copa de cada
planta, com sulfato de aménia (225 g), cloreto de potassio (160 g) e super
fosfato simples (260 g). O controle de fungos nestas plantas foi feito com
solucao de fungicida Score (0,04% v/v), através de pulverizagdes foliares em
periodos bimestrais.

Os experimentos foram realizados na Universidade Federal de
Vigosa, no periodo de 2003 a 2005.

2.2 Estaquia convencional

Estacas, com aproximadamente 15 cm de comprimento foram
retiradas das posi¢des apical (1 cm de diametro) e basal (2 cm de diametro)
dos ramos dos 10 gendtipos estudados. Foram investigados, em 3
experimentos, diferentes fatores que interferem no processo de
enraizamento das estacas.

Experimento 1: imersdo da base das estacas em solucéo de acido
indol-3-butirico (AIB) a 0, 100, 200, 500 e 1000 mg.L™" por 10 e 15 segundos,
e estagueamento em recipientes do tipo tubete, contendo substrato

Plantmax®.
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Experimento 2: imersdo da base das estacas em solugdo de AIBa O e
1000 mg.L™", por 15, 30, 60, e 120 segundos, e estaqueamento em tubetes
contendo substrato Plantmax®.

Experimento 3: imersao da base das estacas em solucédo de AIB a 0,
1000 e 2000 mg.L", por 15 segundos, e estaqueamento em tubetes
contendo substrato Plantmax® e em canteiro com areia grossa lavada.

Os experimentos foram repetidos em duas épocas do ano: em janeiro
(periodo chuvoso) e julho (periodo de estiagem), conduzidos em casa de
vegetacdo com nebulizacdo intermitente de 10 minutos a cada 2 horas, no

delineamento blocos ao acaso com 4 repeticoes e 10 estacas por parcela.

2.3 Inducédo de brotacdes e enraizamento de estacas em sistema

hidropénico

As estacas, com aproximadamente 15 cm de comprimento, foram
obtidas de ramos de duas plantas, gendtipo 2 (Fruto avermelhado piloso) e
gendtipo 6 (Fruto verde piloso), selecionadas entre os 10 gendtipos
estudados no capitulo |, por apresentarem os maiores teores de bixina nas
sementes. As estacas foram desinfestadas com solugdes de hipoclorito de
sédio a 0,25% (v/v), por 60 segundos, e posteriormente com fungicida
Benlate 0,02% (p/v), por 30 minutos.

As estacas foram cultivadas em sistema de hidroponia com
oxigenagdo, em caixas de isopor de capacidade de 5 L, revestidas
externamente com papel aluminio e internamente com sacos plasticos. As
estacas foram fixadas em orificios nas tampas das caixas. Utilizou-se a
solugdo nutritva de Hoagland, com volume e pH (5,8) ajustados
semanalmente. Testou-se dois tipos de estacas, em relagdo a posi¢ao no
ramo: estacas apicais (1 cm de didmetro) e basais (2 cm de diametro); e os
reguladores de crescimento AIB (0 e 10 mg.L™), adicionado & solugao
nutritiva, e BAP (6 —benzilaminopurina, a 0 e 10 mg.L'1), aplicado em
lanolina na extremidade apical das estacas.

Apos 30, avaliou-se a frequéncia de enraizamento e numero de
brotagdes por estaca. O experimento foi repetido uma vez, em delineamento

blocos ao acaso, com 4 repeticoes e 6 estacas por parcela.
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2.4 Alporquia

Alporques foram feitos em ramos de 1 a 2 cm de didmetro, dos 10
gendtipos estudados, mediante o anelamento da casca (1 cm de largura),
aplicacdo de solucdo de AIB a 1000 mg.L™" em papel filtro, recobrimento da
regidao anelada com substrato composto de uma mistura de vermiculita e
musgo (Sphagnum sp.), e protegdo destes com plasticos transparentes.

Apos o desenvolvimento de um sistema radicular adequado, os
alporques foram destacados das plantas, através do corte logo abaixo da
regidao do anelamento, plantados em vasos de plastico com capacidade de 5
L contendo substrato Plantmax®, e mantidos em casa de vegetagdo sob
controle fitossanitario e nutricional.

O experimento foi repetido uma vez em delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes por genodtipo (tratamento), cada uma
constituida de 5 alporques, totalizando 20 alporques por gendétipo. Avaliou-se
a frequéncia de alporques enraizados por gendétipo, aos 30 dias depois do
seu preparo e a frequéncia de sobrevivéncia, aos 30 dias depois do plantio e

transferéncia dos alporques para casa de vegetacéo.

2.5 Andlises estatisticas

As analises estatisticas dos dados obtidos nos diferentes
experimentos foram realizadas através da ANOVA (anadlise da variancia), e
as meédias dos tratamentos comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade, utilizando-se o programa SAEG (Sistema de Analises

Estatisticas e Genéticas, Universidade Federal de Vigosa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estaquia convencional

O processo rizogénico ndo foi induzido nas estacas de urucum,
independentemente do tipo de estaca, época do ano, substrato,
concentracdes e tempos de exposicao das estacas ao AlB, nos diferentes
experimentos realizados.

Durante o estaqueamento do urucum ocorreu intensa exsudacgao de
compostos mucilaginosos na base das estacas, independentemente do tipo
de estaca e da época do ano, fato que pode ter provocado efeito negativo no
estimulo ao enraizamento. A intensa lixiviagao de substancias mucilaginosas
e fendlicas que ocorre na extremidade cortada de estacas de urucum,
segundo D’Souza e Sharon (2001), dificulta o enraizamento e limita a
propagacao vegetativa desta espécie através da estaquia convencional. A
anatomia do eixo vegetativo de urucum revela a presenga de numerosos
canais secretores, contendo substancias mucilaginosas, que percorrem todo
o corpo da planta, o que reflete na intensa exsudacdo destes compostos
(SOUZA, 1999).

Ao longo do periodo de avaliagdo do experimento observou-se o
escurecimento gradativo das estacas, a necrose e morte dos tecidos. Estes
processos ocorreram depois do corte das estacas, resultante do ferimento
dos tecidos, e provavelmente sdo desencadeados devido a ativagao da
sintese de compostos fendlicos, catalisados por enzimas como a
fenilalaninamonioliase, uma enzima-chave da produgao de fendis (PERES e
KERBAUY, 1999), e pela oxidagdo destes compostos em contato com o ar
durante a preparacao das estacas.

Segundo Coll et al. (1992), o sinergismo entre AIA enddgeno e
compostos fendlicos, presentes no material vegetal, pode aumentar a
atividade da auxina, através da sua protegcdo contra a destruicdo pela AlA-
oxidase, ou diminuir sua atividade, pelo aumento da atividade da enzima que
a degrada. Além deste sinergismo, a oxidacdo dos compostos fendlicos,

catalisada por fenolases e oxidases, resulta em produtos toxicos, como as
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quinonas, que sao altamente ativas e podem inibir o processo rizogénico
(GEORGE e SHERRINGTON, 1984; DEBERGH e READ, 1991).

Embora a técnica de estaquia seja amplamente utilizada para
propagacao de plantas lenhosas, tornando-se indispensavel nos programas
de melhoramento genético de espécies como eucalipto, por exemplo,
(ALFENAS et al., 2004), existem fatores que influenciam no processo de
enraizamento de estacas, que sdo inerentes ao material vegetal e também
aqueles relacionados as condigdes do ambiente de estaqueamento
(HARTMANN et al., 1997).

Uma das maiores dificuldades para a propagacao vegetativa de
espécies lenhosas € a reducédo ou perda da capacidade morfogénica dos
tecidos, resultante do processo de maturacdo que ocorre durante o
desenvolvimento ontogenético da planta (THORPE et al., 1991). A presenca
de substancias inibidoras da iniciagao radicular, como as citocininas, e a
auséncia de resposta do tecido a auxina acumulada (TREWAVAS, 1981),
provocada provavelmente pela falta de receptores para esta classe hormonal
(CARRY et al.,, 2001), sdo, além dos fatores ja citados anteriormente,
também responsaveis pela recalcitrancia de muitas espécies lenhosas em
formar raizes. Por outro lado, o enraizamento da maioria dos materiais
recalcitrantes tem sido obtido com relativo sucesso através do tratamento de
estacas com auxinas sintéticas, principalmente o acido indol-3-butirico (AIB),
porém nem sempre 0 processo rizogénico € induzido, como demonstrado

neste trabalho com estacas de urucum.

Nos primeiros 15 dias dos experimentos, estacas de urucum com
maior didmetro formaram brotos a partir do desenvolvimento das gemas
axilares. Os brotos apresentaram crescimento médio inferior a 15 mm e nao
mantiveram o potencial de crescimento que permitisse seu aproveitamento
em processos de propagacgao clonal, provavelmente devido a exaustado das
reservas nutricionais das estacas, ja que estas ndo desenvolveram sistema

radicular que pudesse absorver agua e nutrientes de forma mais eficiente.
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3.2 Inducao de brotagdes e enraizamento de estacas em sistema
hidroponico

Estacas de urucum em sistema hidropdnico desenvolveram brotos a
partir de gemas caulinares. A intensidade de formacado destes brotos foi
influenciada pelo gendtipo e pela classe de regulador de crescimento, sendo
que houve interacgdo significativa entre estes dois fatores (Tabela 1).

Nas estacas do gendtipo 6 (Fruto verde piloso) ocorreu maior numero
de brotagdes, quando comparado as estacas do gendtipo 2 (Fruto
avermelhado piloso), salvo quando se utilizou o AlIB, quando a diferenca

entre as médias n&o foi significativa (Tabela 1).

Tabela 1 — Influéncia do regulador de crescimento sobre o numero de
brotacbes emitidas em estacas de dois gendtipos de Bixa
orellana L., aos 30 dias de cultivo em sistema hidropdnico

Brotagdes (N°)*

Reguladores Gendtipo 2 Genotipo 6
(Fruto avermelhado piloso) (Fruto verde piloso)

Controle B06+ 0,5b A13+0,7b

AIB 10 mg.L™ A05+ 05b A09+03b

BAP10 mg.L™ B18+ 0,3a A42+0,7a

Médias * desvio padrao de 4 repeticoes de 6 estacas

Médias precedidas da mesma letra na linha, e seguidas da mesma letra na coluna, ndo
diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*Dados transformados em raiz (x+0,5)

O BAP, aplicado em lanolina na extremidade apical das estacas,
estimulou a formacao de brotos, nos dois gendtipos testados, induzindo em
média, 4,2 brotos por estaca (gendtipo 6) e 1,8 brotos por estaca (gendtipo
2), sendo mais efetivo do que o AIB e o controle neste processo (Tabela 1).
Desta forma, a aplicacao de BAP, no apice das estacas, € uma pratica viavel
para aumentar a disponibilidade de brotos de urucum. O mesmo efeito do
BAP foi também verificado em canela sassafras (JANKOWSKI e GRACA,
1993) e caixeta (MANTOVANI et al., 1999), em que a citocinina estimulou a
formagao de brotos laterais nos ramos, aumentando a disponibilidade e
promovendo o rejuvenescimento dos explantes que foram utilizados
posteriormente para a propagacao in vitro destas espécies.

Nao houve diferenga significativa entre estacas apicais e basais de

urucum, nem interacao deste fator com os demais testados, porém, estacas
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basais, de maior didametro, desenvolveram brotos maiores (média de 35 mm
de altura), que sobreviveram por mais tempo em solugdo hidropdnica,
provavelmente em fungdo de uma maior reserva nutricional nestas estacas.
O crescimento alcancado pelos brotos foi suficiente para o seu
aproveitamento em sistemas de propagacao clonal, como estacas ou como
segmentos nodais, para o cultivo in vitro.

Em periodos de cultivo superiores a 40 dias em solugao hidropénica,
ocorreram processos de senescéncia de folhas, murcha e morte dos brotos,
provavelmente em funcido da exaustao das reservas nutricionais das estacas
neste periodo. Para o melhor aproveitamento destes brotos € necessario,
portanto, excisa-los das estacas antes de completarem 40 dias.

O AIB, em solugéo hidropdnica, ndo promoveu a formacao de raizes
nas estacas dos dois gendtipos de urucum estudados, embora esta seja
uma pratica utilizada para a inducéo de raizes adventicias em estacas de
certas espécies lenhosas em sistemas hidropbnicos, como por exemplo, o
eucalipto (WILKINSON, 1994).

Durante o periodo de conducdo do experimento ocorreu intensa
exsudacao de compostos mucilaginosos da base das estacas de urucum, da
mesma forma que no sistema de estaqueamento convencional. Ja nas
primeiras horas de cultivo, verificou-se a deposi¢cdo destes compostos no
fundo dos recipientes. Este processo alterou o pH da solugao nutritiva de 5,8
para 3,7, fato que pode ter interferido no processo rizogénico. Medidas como
0 ajuste diario do pH da solugdo e a adicdo do antioxidante PVP
(polivinilpirrolidona a 0,05%) a solugdo hidropdnica, sugerido por Silva
(1998) para o enraizamento via sistema hidropdnico de estacas de eucalipto,

nao foram efetivas para controlar este problema em urucum.

3.3 Alporquia

A técnica de alporquia possibilitou com sucesso o resgate vegetativo
de todos os gendtipos estudados. Os resultados obtidos com esta técnica
mostram que houve variagdo (p = 0,0001) entre os 10 gendtipos, na
frequéncia de alporques enraizados, variando de 20% a 100% (Figura 1).

Nos gendtipos 5 e 10, 100% de alporques enraizaram. Somente o0s
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genotipos 1 e 2 apresentaram frequéncia de enraizamento inferior a 50%
(20% e 35%, respectivamente).

Em testes preliminares realizados com estes mesmos gendtipos, o
processo rizogénico nao foi induzido em alporques na auséncia de auxina
(AIB). O uso do AIB é pratica comum no enraizamento de estacas de
especies lenhosas, sendo que seu efeito positivo tem sido comprovado
também na inducédo do enraizamento de alporques, como por exemplo, em
jambeiro rosa (MARTINS e ANTUNES, 2000). Em urucum, o uso de AIB

para a inducao do enraizamento de alporques nao era conhecido.
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Figura 1 — Frequéncia de alporques enraizados de dez gendtipos
de Bixa orellana L., apos 30 dias, na presenca de AIB a
1000 mg.L™". Médias acompanhadas de mesma letra
nao diferem pelo teste de Tukey (P<0,05). Barras
verticais indicam desvios das médias. Dados
transformados em arco sen [raiz(x/100)].

A velocidade de enraizamento dos alporques foi semelhante entre os
genotipos. Apos o processo de anelamento, aplicagao do AlB e formagéo do
alporque (Figura 2A), os primeiros sinais da rizogénese se tornaram visiveis
aos 10 dias (Figura 2B). Os primérdios radiculares emergiram através da
casca, nha regido intumescida acima do anelamento, e tiveram
desenvolvimento geotropicamente positivo, em todos os alporques. Raizes
brancas, de diferentes didmetros, com comprimentos variados, se tornaram
evidentes aos 20 dias (Figura 2C). Aos 30 dias, os alporques apresentaram

sistema radicular bastante desenvolvido, com raizes longas, claras e bem
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formadas (Figura 2D), sendo possivel destaca-los da planta para posterior
plantio em vasos. O processo rizogénico, em todos os gendtipos, nao foi
acompanhado pela formacao de calos.

O anelamento do ramo provoca interrupgcao do transporte no floema
e, devido ao transporte basipeto, as auxinas enddégenas podem se acumular
naquela regido, onde posteriormente raizes adventicias sdo formadas. Em
testes preliminares, quando o anelamento da casca foi feito de forma parcial,
poucos primordios radiculares se formaram e sem desenvolvimento
posterior.

Os processos de indugao e desenvolvimento radicular nos alporques
foram favorecidos pela prote¢cdo dos ramos com material impermeavel, como
o plastico, independentemente da cor, pois materiais porosos, utilizados em
testes preliminares, provocaram ressecamento do substrato pela intensa
evaporagao de agua, nado permitindo o adequado desenvolvimento do
sistema radicular.

Como forma de propagacgéao vegetativa, o enraizamento de alporques
esta sujeito aos mesmos fatores que interferem no enraizamento de estacas,
embora a condi¢gdo do ramo a ser enraizado, de estar ligado a planta matriz,
com fornecimento de agua e nutrientes via xilema, e de compostos
sintetizados nas folhas via floema, possa favorecer o processo rizogénico.
Durante a realizacédo dos alporques de urucum nao se verificou a exsudagao
de mucilagens dos ramos anelados, ao contrario do observado durante o
processo de estaquia, fato que pode também ter favorecido o processo
rizogénico nos alporques.

A alporquia tem proporcionado bons resultados para a propagacao de
diferentes espécies lenhosas, como umbuzeiro e gravioleira (LEDERMAN et
al., 1991), e pessegueiro (CASTRO e SILVEIRA, 2003).

Todos os alporques sobreviveram apds o plantio e, em casa de
vegetacao, sob controle fitossanitario e nutricional, desenvolveram brotagcdes
(Figura 2E e F), se constituindo em estoque de explantes apropriados para
serem utilizados no cultivo in vitro do urucum. Os alporques podem ainda ser
utilizados em sistemas de jardins clonais, como cepas fornecedoras de

estacas.
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Figura 2 - Desenvolvimento do sistema radicular em alporques, com

aplicacdo de AIB a 1000 mg.L™, e producdo de explantes para
processos de propagacgao clonal do urucum (Bixa orellana L).
A — Alporque em ramo ligado a planta-matriz; B -
Desenvolvimento dos primordios radiculares na regido
entumescida do ramo, a cima do anelamento, aos 10 dias; C —
Desenvolvimento radicular em alporque ligado a planta-matriz,
aos 20 dias; D — Alporque enraizado, aos 30 dias, destacado
da planta-matriz; E — Brotos em alporque em casa de
vegetacdo; F — Alporques enraizados com ramos
desenvolvidos em casa de vegetacgao.
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4 CONCLUSOES

O resgate vegetativo de gendtipos de B. orellana L. e a produgao de
explantes podem ser realizados através da alporquia e da inducédo de
brotacbes em estacas em sistema hidroponico. Com a aplicagdo destas
técnicas € possivel propagar genoétipos de interesse, estabelecendo plantas
matrizes que podem ser mantidas em casa de vegetagdo sob condigdes
adequadas de nutricdo e fitossanidade, possibilitando a manutencdo de
estoques de explantes a serem utilizados em processos de propagagao

clonal.
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CAPITULO Il

CULTIVO in vitro DE Bixa orellana L. A PARTIR DE
SEGMENTOS NODAIS DE PLANTAS ADULTAS

RESUMO

Avaliou-se a capacidade regenerativa in vitro de segmentos nodais de
urucum (B. orellana L.), obtidos de brotos formados em alporques de plantas
adultas, cultivados em casa de vegetagao, o efeito do hipoclorito de sédio (0,
1,25, 2,5, 3,75 e 5% v/v) e do PPM™ (0, 25, 50, 75 e 100% v/v), na
desinfestagdo superficial dos explantes, e dos antibidticos Timentin® (600
mg.L™), Agrimicina® (300 mg.L™") e do PPM™ (1% v/v), adicionados ao meio
de cultura, no controle do desenvolvimento de microrganismos
contaminantes in vitro. O meio de cultura utilizado foi o MS com vitaminas
B5. Em média, 28% dos segmentos nodais apresentaram formagao de
brotos axilares, mesmo na presenga de microrganismos contaminantes. O
hipoclorito de sodio e o0 PPM™, em solugdo, eliminaram os contaminantes
fungicos e, em concentragdes mais altas, provocaram necrose € morte dos
explantes. A combinacdo de Timentin®, Agrimicina® e PPM™ no meio de
cultura, controlou parcialmente o desenvolvimento de bactérias na fase de

isolamento.

Palavras-chave: brotos axilares, desinfestacéo, hipoclorito de sodio, PPM™,

Timentin®, Agrimicina®
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1 INTRODUCAO

O urucum, Bixa orellana L., € uma planta lenhosa, comercialmente
conhecida por suas sementes, fonte dos pigmentos bixina e norbixina,
amplamente utilizados pelas industrias processadoras de alimentos,
farmacéuticas e téxteis (LAURO, 1991; NAZARE et al., 1996; BOUVIER et
al., 2003).

Plantas de urucum, propagadas por sementes, apresentam
desuniformidade fenotipica, variagdes na producdo de sementes e no teor
de pigmentos contido nas sementes (REBOUCAS e SAO JOSE, 1996). A
propagacao vegetativa, através da estaquia, alporquia ou enxertia,
apresenta custos elevados devido a baixa eficiéncia das técnicas para esta
espécie (SAO JOSE et al., 1999). Alternativamente, o urucum tem sido
propagado mediante a inducdo in vitro de diferentes vias de expresséo
morfogenética (VIEIRA et al., 2000; D’'SOUZA e SHARON, 2001; SHA VALLI
KHAN et al., 2002; PAIVA NETO et al., 2003a, b, c; CARVALHO et al., 2005
a, b), exclusivamente em explantes juvenis.

Segmentos nodais de plantas adultas sdo utilizados, muitas vezes,
como explantes para a propagagdo in vitro de espécies lenhosas
(MANTOVANI et al., 1999, 2001; LU, 2002; NIEDZ e BAUSHER, 2002;
HANDA et al., 2005), devido a facilidade na sua manipulagéo, por possibilitar
boas taxas de respostas em algumas espécies, e manter, na maioria dos
casos, a identidade genética do material propagado por reproduzirem in vitro
um processo natural de desenvolvimento de gemas vegetativas axilares ja
formadas (BONGA, 1985; THORPE et al., 1991).

A reducédo ou perda da capacidade morfogénica dos tecidos adultos
(THORPE et al., 1991) e a ocorréncia de altos niveis de contaminacdes por
microrganismos, especialmente em explantes de plantas cultivadas a campo
(NIEDZ e BAUSHER, 2002), representam os maiores desafios para os
protocolos de regeneragao in vitro de espécies lenhosas a partir deste tipo
de explante.

Desta forma, este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar
o comportamento de segmentos nodais, obtidos de brotos de alporques de

plantas adultas, cultivados em casa de vegetacdo, como explantes iniciais
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para a propagacao in vitro de urucum (B. orellana L.). Os efeitos de
substancias antimicrobianas, na desinfestacdo dos explantes e controle do
desenvolvimento de microrganismos contaminantes durante o cultivo in vitro,

foram também estudados.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Material vegetal

A fonte de material vegetal, denominada de genétipo 6 (Fruto verde
piloso), foi selecionada entre 10 gendtipos de B. orellana L., avaliados no
capitulo |, por apresentar o mais alto teor de bixina. Este gendtipo, com
aproximadamente 12 anos de idade (Figura 1A), é cultivado no Horto da
Universidade Federal de Vigosa — UFV, MG, e foi obtido a partir do
cruzamento artificial entre as variedades Fruto verde piloso e Fruto vermelho
liso (PINHEIRO e ALMEIDA, 1992).

Alporques foram produzidos nos ramos do gendtipo 6 (Capitulo II),
para serem utilizados como fontes de explantes para o cultivo in vitro. Os
alporques (Figura 1 B) foram mantidos em casa de vegetacao, sob controle
fitossanitario, através de pulverizagdes semanais alternadas com os
fungicidas Benomil (Benlate) e Captan, em solugcdo a 0,2%, e quinzenais
com o antibiético sulfato de estreptomicina (Agrimicina®) a 0,1%. As regas
foram feitas sempre que necessario diretamente no substrato, e
mensalmente foram realizadas adubag¢des com a formulagdo de adubo Ouro
Verde (Takenaka S.A. Industria e Comeércio, S&o Paulo).

Os brotos formados nos alporques foram podados periodicamente
para estimular a formagdo de novos brotos, mantendo, assim, um estoque
de explantes para os diferentes experimentos. Destes brotos, com cerca de
10 cm de comprimento e aproximadamente 60 dias, foram excisados os
segmentos nodais. Os experimentos foram realizados no periodo de 2004 a
2005 na Universidade Federal de Vigosa - UFV.

2.2 Desinfestacéo e estabelecimento in vitro de segmentos nodais

Brotos coletados diretamente dos alporques em casa de vegetacéo
tiveram as folhas retiradas e foram mergulhados em solu¢cdo de benomyl a
0,2%, por 30 minutos. Segmentos nodais, com cerca de 25 mm de
comprimento e contendo uma gema axilar, foram excisados dos brotos e

permaneceram sob agua corrente por 30 minutos. Em condi¢des assépticas,
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em camara de fluxo laminar, os segmentos nodais foram mergulhados em
solucdo de alcool 70% por 1 minuto e, posteriormente, submetidos a
diferentes processos de desinfestacdo superficial e controle do
desenvolvimento de microrganismos contaminantes. Com estes objetivos,
foram realizados 3 experimentos.

Experimento 1: segmentos nodais foram mergulhados por 10 minutos
em solucdo de NaOCI (hipoclorito de sodio) a 0, 1,25, 2,5, 3,75 e 5% (v/v),
lavados por 3 vezes em agua destilada e autoclavada e, inoculados em meio
de cultura.

Experimento 2: segmentos nodais foram mergulhados por 10 minutos
em solugdo de NaOCI (1,25%), lavados por 3 vezes em agua destilada e
autoclavada, e mergulhados por 20 minutos em solugées de PPM™ (Plant
Preservative Mixture) a 0, 25, 50, 75 e 100%, sendo posteriormente
inoculados em meio de cultura.

Experimento 3: imersdo dos segmentos nodais por 10 minutos em
solugdo de NaOCI (1,25%), lavados por 3 vezes em agua destilada e
autoclavada, e em seguida mergulhados em solugdo de PPM ™ (20%) por
20 minutos. Apos este processo, os explantes foram inoculados em meio de
cultura suplementado com PPM™, Timentin® (ticarcilina, clavulanato de
potassio) e Agrimicina®, conforme os seguintes tratamentos: T1 - PPM™ 1%;
T2 - Timentin® 600 mg.L™; T3 - Agrimicina® 300 mg.L* e T4 - Mistura de
PPM™ 1% + Timentin®600 mg.L™ + Agrimicina® 300 mg.L™.

O NaOCl, utilizado nos 3 experimentos, foi acrescido de Tween 20
(0,1% viv).

Aos 30 dias de cultivo, avaliou-se a frequéncia (%) de explantes
contaminados, com necrose, livres de contaminagbes e viaveis. Foram
considerados viaveis os segmentos nodais que desenvolveram brotos a
partir das gemas axilares.

Os experimentos foram repetidos uma vez, em delineamento
inteiramente casualizado, com 5 repeticdes por tratamento e 5 tubos por
repeticdo, com 1 segmento nodal por tubo.

Os brotos axilares, formados nos segmentos nodais, apos 30 dias de
cultivo in vitro e, considerados viaveis, foram transferidos para meio de

cultura novo, na auséncia dos antibidticos e do PPM, a fim de avaliar o
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desenvolvimento de bactérias em estagio subsequente ao de

estabelecimento.

2.3 Meio de cultura e condi¢cbes ambientais utilizadas durante o cultivo

in vitro

Os segmentos nodais foram inoculados individualmente em tubos de
ensaio de 150 mm X 25 mm, contendo aliquotas de 10 mL de meio de
cultura e fechados com tampas transparentes de polipropileno. O meio
utilizado foi o MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962), com complexo vitaminico
B5 (GAMBORG et al., 1968), suplementado com 87,6 mM de sacarose, 100
mg.L™ de mio-inositol e Phytagel® (Sigma Chemical Company, USA) na
concentracdo de 2,8 g.L”'. O pH do meio foi ajustado em 5,7 + 0,1 com
NaOH ou HCI 0,1 N, antes da autoclavagem por 15 minutos a temperatura
de 121°C.

O PPM™ e os antibidticos Timentin® e Agrimicina® foram filtro-
esterilizados e adicionados ao meio de cultura em processo de resfriamento,
apos a autoclavagem.

As culturas foram mantidas por um periodo inicial de 7 dias no escuro
e, posteriormente, sob fotoperiodo de 16 horas, com intensidade luminosa
aproximada de 36 pmol.m?.s™, fornecida por lampadas fluorescentes (Luz do
Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), e temperatura de 25 + 2°C. As mesmas

condigdes foram mantidas em todos os experimentos.
2.4 Anédlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA (analise
da variancia), aplicando-se regressao para as meédias dos tratamentos
quantitativos e o teste de Tukey, a 5% de probabilidade, para a comparagao
das médias dos tratamentos qualitativos, utilizando-se o programa SAEG
(Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - Universidade Federal de

Vigosa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No experimento 1, o uso de NaOCI (hipoclorito de sdédio), na
desinfestacédo superficial dos segmentos nodais retirados de brotagdes de
alporques de plantas adultas de urucum, foi efetivo na reducdo dos
contaminantes fungicos (Figura 2).

O aumento na concentragdo de NaOCI reduziu consideravelmente a
freqiéncia de segmentos nodais contaminados por fungos. Com a utilizagao
de NaOCl a 3,75%, a contaminacao fungica foi reduzida de 100% (controle)
para 18% (Figura 2). A maior concentragdo de NaOCI (5%), né&o
proporcionou melhores resultados de desinfestagao, visto que a presenca de
fungos se manteve em cerca de 18% dos explantes.

A Fungos (y=97,486-2,0789x+0,013x* R*=0,98883)
120 1 @ Necrose (y=-4,3429+47,029x-5,165x* R®=0,9735)
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> 100
a ]
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Figura 2 — Freqléncia de contaminagao fungica, bacteriana e
ocorréncia de necrose em segmentos nodais de B.
orellana L., tratados com solugcéo de hipoclorito de
sédio em diferentes concentracdes por 10 minutos,
apos 30 dias de cultivo in vitro.

O desenvolvimento de fungos ocorreu, geralmente, na axila foliar dos
segmentos nodais (Figura 1C), regido onde provavelmente os agentes
desinfestantes tiveram menor contato com os tecidos. O desenvolvimento
destes microrganismos, todavia, ndo impediu o crescimento inicial dos
brotos em alguns explantes.

Por sua vez, o aumento na concentracdo de NaOCI provocou

escurecimento, necrose e morte das gemas axilares e dos segmentos
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nodais. Nas concentracdes de 3,75% e 5% de NaOCI, 100% dos explantes
apresentaram necrose severa (Figura 2), impossibilitando o desenvolvimento
das gemas axilares e o aproveitamento de brotos em fases posteriores do
cultivo in vitro. Comportamento semelhante foi observado em segmentos
nodais de caixeta, em que o aumento na concentracdo de NaOCI, ou no
tempo de exposicao dos explantes a esta substancia, foram responsaveis
pelo aumento da frequéncia de necrose e morte de explantes (MANTOVANI
et al., 1999)

O uso de hipoclorito de sédio, ou de calcio, € comum em processos
de desinfestagao superficial de explantes de inumeras espécies. A eficiéncia
germicida destas substancias, segundo Niedz e Bausher (2002), se deve
principalmente ao acido hipocloroso (HOCI), que tem sua concentragéo
aumentada a medida que a solugao de hipoclorito é acidificada. O NaOCI foi
efetivo no controle de contaminagdes fungicas de explantes de mirtilo (ERIG
et al., 2003) e de fisalis (CHAVES et al., 2005), proporcionando melhores
resultados de desinfestagcdo quando comparado ao hipoclorito de calcio.

Os resultados deste experimento indicam que a concentragdao de
1,25% de NaOCIl é a mais indicada para a desinfestagdo dos segmentos
nodais de urucum, por possibilitar bom nivel de descontaminagdo fungica e
sobrevivéncia dos explantes.

O NaOClI, no entanto, nas concentragdes utilizadas, nao foi efetivo
para a eliminagdo ou controle do desenvolvimento de bactérias nos
segmentos nodais de urucum. Apos 30 dias de cultivo in vitro, 100% dos
explantes apresentaram contaminagdo bacteriana, independentemente da
concentragcdo de NaOCI (Figura 2). O desenvolvimento das bactérias
ocorreu tanto na base dos explantes, em contato com o meio de cultura
(Figura 1D), como na regido axilar (Figura 1E). Em alguns explantes, a
presencga das bactérias ndo impediu o desenvolvimento das gemas axilares
e a formacao dos brotos.

Embora o NaOCIl seja um dos agentes esterilizantes mais comuns
utilizados na cultura de tecidos (NIEDZ e BAUSHER, 2002), sua agéo
germicida se da de forma mais efetiva no controle de microrganismos
contaminantes que se encontram na superficie dos tecidos. O

desenvolvimento de bactérias, geralmente de natureza endofitica, € de

48



controle mais dificil e, nesse caso, o hipoclorito em solugdo, mesmo em altas
concentracdes, nao se torna eficiente.

Os efeitos do PPM™ no processo de desinfestagdo superficial dos
segmentos nodais de urucum (experimento 2), foram semelhantes aos
observados com o NaOCI. A imersao dos segmentos nodais, por 20 minutos,
em solucdes de PPM™, proporcionou redugdo na contaminagdo fungica,
sendo que nas concentragdes acima de 25% estes microrganismos nao se
desenvolveram (Figura 3).

O aumento na concentracdo do PPM™ também promoveu aumento
na frequéncia de explantes apresentando necrose. Em concentragcbes acima

de 25%, a frequéncia de necrose aumentou drasticamente (Figura 3).

A Fungos (y=3,9429+1,5566x-0,0055x* R*=0,9154)
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Figura 3 — Frequéncia de contaminagao fungica, bacteriana e
ocorréncia de necrose em segmentos nodais de B.
orellana L., tratados com solug¢ao de hipoclorito de
sédio (1,25% v/v), por 10 minutos, e solugédo de
PPM™ em diferentes concentragdes, por 20
minutos, apos 30 dias de cultivo in vitro.

O PPM™ contém uma mistura de duas isothiazolonas (metil-cloro-
isotiazolinona e metil-isotiazolinona), que pertencem a uma classe de
biocidas industriais utilizados profilaticamente no meio de cultura para
controlar a contaminagdo microbiana em tecidos vegetais (NIEDZ, 1998;
NIEDZ e BAUSHER, 2002). Segundo Niedz (1998), quando adicionado ao
meio de cultura, mesmo em concentracdo duas vezes mais alta que a

recomendada pelo fabricante (2%), o PPM™ apresenta baixa fitotoxicidade.
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No entanto, em solucéo, altas concentracdes de PPM™ e longo periodo de
contato com o tecido vegetal, provocaram necrose e morte de segmentos
nodais de plantas de Citrus (NIEDZ e BAUSHER, 2002).

O PPM™ nas condicdes em que foi utilizado neste experimento, ndo
foi efetivo na eliminacado de bactérias de segmentos nodais de urucum, visto
que 100% dos explantes apresentaram contaminacado por este tipo de
microrganismo (Figura 3). No entanto, apesar de presentes, o
desenvolvimento das bactérias foi mais lento nos explantes tratados com
solugdo de PPM™ quando comparado com o desenvolvimento das
bactérias nos segmentos nodais do controle.

O desenvolvimento de certos fungos, bactérias e leveduras, que
encontram nas condi¢ées in vitro um ambiente favoravel para sua
multiplicacdo, pode inibir o crescimento das culturas pela concorréncia por
nutrientes e produgao de compostos, que modificam a composi¢cdo do meio
nutritivo e se tornam téxicos (LEIFERT et al., 1991).

Tendo em vista que a contaminagdo bacteriana persistiu nos
explantes de urucum, mesmo depois de serem submetidos aos diferentes
processo de desinfestagdo, optou-se pela utilizacdo de diferentes
substancias com acgdo antimicrobiana, como o PPM™ e os antibidticos
Timentin® e Agrimicina®, incorporadas ao meio nutritivo para o cultivo dos
segmentos nodais (experimento 3).

Isoladamente, o PPM™, o Timentin® ou a Agrimicina®, nas
concentracdes em que foram adicionados ao meio de cultura, apresentaram
baixa eficiéncia no controle bacteriano dos explantes, contudo, a utilizagao
simultdnea das trés substancias proporcionou efeitos positivos no controle
dos contaminantes. Aos 30 dias de cultivo, a combinagdo das substancias
resultou em 28% dos segmentos nodais de urucum livres de contaminagéo
visivel, com desenvolvimento de gemas axilares e formagdo de brotos
(Tabela 1).

Nao foram observados sintomas de fitotoxicidade provocados pelo
uso do PPM™ e dos antibiéticos Timentin® e Agrimicina®, isoladamente ou
em combinagado, visto que todos os explantes considerados livres de
contaminagao visivel foram considerados viaveis por apresentarem

respostas regenerativas (Tabela 1). Segundo Leifert et al (1991) e Reed et
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al. (1998), a combinacao de antibiéticos no meio de cultura se torna mais
efetiva no controle de microrganismos contaminantes dos tecidos vegetais,

quando comparada aos efeitos individuais destes antibidticos.

Tabela 1 — Influéncia de diferentes substancias com agao antimicrobiana,
adicionadas ao meio de cultura MS, sobre a frequUéncia de
segmentos nodais de Bixa orellana L. livres de contaminantes e
viaveis, aos 30 dias de cultura in vitro

Frequéncia (%) de segmentos nodais

Tratamentos ) . e
livres de contaminantes e viaveis
PPM™ 1% 40 £+ 89 b
Timentin® 600 mg.L'1 80 109 b
Agrimicina® 300 mg.L™ 40 + 89 b

PPM™ 1% +Timentin®600 mg.L™" +
Agrimicina® 300 mg.L” 280 + 1092
Médias + desvio padrao de 5 repeticdes de 5 explantes por parcela.
Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Foram considerados vidveis os segmentos nodais que desenvolveram brotos a partir das
gemas axilares.

Quanto a fitotoxicidade dos antibidticos, Reed et al. (1998)
consideraram ser baixa para Timentin®, gentamicina e estreptomicina,
quando adicionados simultaneamente ao meio de cultivo. Picoli et al. (2005)
verificaram que concentracbes de até 600 mg.L'1 de Timentin® e
carbenicilina ndo prejudicaram o processo morfogénico em explantes de
eucalipto.

Os explantes de urucum, provenientes de alporque de plantas
adultas, utilizados neste trabalho, apresentaram elevada capacidade
regenerativa in vitro. Todos os segmentos nodais, considerados livres de
contaminacgao e viaveis, apresentaram gemas axilares intumescidas, que se
desenvolveram formando brotos (Figura 1F). Mesmo alguns, visivelmente
contaminados por fungos ou bactérias, apresentaram desenvolvimento de
brotos a partir das gemas axilares (Figura 1C, 1D e 1E). Esta capacidade
regenerativa pode ter sido favorecida pelo rejuvenescimento, ou
revigoramento dos brotos formados nos alporques, em fungdo das podas
sucessivas e adubacgdes periddicas, que proporcionaram boas condicdes

fisiolégicas a planta matriz e, consequentemente, aos explantes.
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A manutencgao dos alporques fornecedores de explantes em ambiente
de casa de vegetagcdo, com adocdo de praticas culturais, tratamentos
fitossanitarios e nutricionais de forma controlada, pode ser considerada
indispensavel para a obtencdo de material vegetal em condigbes que
possibilitem a expressao da potencialidade morfogenética dos segmentos
nodais, quando cultivados in vitro. Técnicas para o rejuvenescimento, ou
reversido de fase, tém sido utilizadas com sucesso para aumentar ou induzir
a competéncia de tecidos adultos de espécies lenhosas e, explora-la em
processos regenerativos in vitro (ASSIS e TEIXEIRA, 1998; MANTOVANI et
al., 1999; ALFENAS et al., 2004).

Os brotos formados a partir do desenvolvimento das gemas axilares
nos segmentos nodais de urucum, apos 30 dias de cultivo no meio de
estabelecimento, embora visivelmente isentos de contaminantes, quando
transferidos para novo meio de cultura na auséncia dos antibiéticos ou do
PPM™ passaram a apresentar contaminacdo bacteriana. Estes resultados
demonstram que os processos de desinfestagcdo dos segmentos nodais e de
controle do desenvolvimento in vitro dos contaminantes, ndo foram
totalmente efetivos para a eliminagao de bactérias. As substancias utilizadas
para este fim, apresentaram acao bacteriostatica, e ndo propriamente
bactericida, permitindo o desenvolvimento das bactérias no estagio posterior
ao de isolamento dos segmentos nodais. Resultados semelhantes foram
verificados por Picoli et al. (2005), Kobayashi e Palumbo (2000) e Niedz e
Bausher (2002), que atribuiram este fato a auséncia de sintomas
macroscopicos nos explantes na fase de isolamento, ou a estagios latentes
dos organismos endofiticos dos explantes.

Apesar da contaminacdo bacteriana, os segmentos nodais de
urucum, obtidos de alporques, apresentam alta capacidade regenerativa e
potencialidade para serem utilizados no cultivo in vitro desta espécie.
Futuros estudos para o isolamento e identificagdo das bactérias presentes
nos tecidos, poderao orientar o uso de antibiéticos especificos e dosagens
apropriadas nas diferentes fases do cultivo, de forma a eliminar ou controlar

o desenvolvimento destes microrganismos in vitro.
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Figura 1 — Formacgéo e cultivo in vitro de segmentos nodais de alporques
de plantas adultas de urucum (Bixa orellana L.). A — Gendtipo 6
(seta); B - Alporque do gendtipo 6 cultivado em casa de
vegetacao e fonte de brotos; C - Desenvolvimento de bactéria
no meio de cultura (seta), com origem no explante; D —
Segmento nodal com desenvolvimento de fungo na axila foliar
(seta); E — Desenvolvimento de bactéria na axila foliar (seta); F
- Desenvolvimento de broto axilar, com 20 dias de cultivo.
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4 CONCLUSOES

Alporques de plantas adultas, mantidos em casa de vegetacao, sob
condicbes fitossanitarias e nutricionais controladas, podem ser utilizados
como fontes de segmentos nodais para o cultivo in vitro de urucum. Estes
explantes apresentam elevada capacidade regenerativa in vitro, mesmo na
presenca de microrganismos contaminantes.

O processo de imersdo dos explantes em solugcdes de hipoclorito de
sédio a 1,25%, por 10 minutos e PPM™ a 20%, por 20 minutos, é eficiente
na eliminagao de contaminantes fungicos.

A combinacdo de PPM™ 1% + Timentin® 600 mg.L™" + Agrimicina®
300 mg.L”" no meio de cultura de isolamento controla parcialmente o

desenvolvimento de bactérias nos explantes.
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CAPITULO IV

REGENERACAO in vitro EM EXPLANTES JUVENIS DE

Bixa orellana L.

RESUMO

Este trabalho descreve um sistema de regeneracéo in vitro de urucum
(Bixa orellana L.), através da diferenciagédo direta de brotos adventicios em
explantes juvenis. Avaliou-se a capacidade regenerativa de discos
cotiledonares, segmentos hipocotiledonares e radiculares, cultivados em
meio de cultura MS e WPM, acrescidos citocininas, e o enraizamento de
brotos adventicios na presenga de AIB. A ZEA induziu aumento significativo
na frequéncia organogénica. No meio WPM, com 4,56 uM de ZEA, a
regeneragao de brotos ocorreu em 86,2% dos segmentos hipocotiledonares,
em 40% dos discos cotiledonares e em 31,2% dos segmentos radiculares. A
capacidade de segmentos hipocotiledonares e radiculares em regenerar
brotos variou conforme a posigcdo no 6rgao de origem, estabelecendo um
gradiente de potencial morfogénico que cresce do apice em dire¢cado a base
dos hipocdtilos e raizes. A comparacao da atividade de difrentes citocininas,
a 4,56 pM, mostrou que as mais altas frequéncias organogénicas, em
segmentos hipocotiledonares, foram induzidas com o TDZ (85%) e com a
ZEA (80%), quando comparadas com o BAP (62%) e o 2iP (46%). A ZEA
proporcionou melhor desenvolvimento dos brotos e o TDZ induziu maior
frequéncia de hiperidrificagdo. O AIB, a 4,9 uM, proporcionou a maior
frequéncia de enraizamento de brotos (25%) e numero de raizes por broto
(2). As plantas enraizadas foram transferidas para substrato e aclimatizadas
com sucesso em casa de vegetagdo. Analises histolégicas comprovaram a
origem adventicia dos brotos, a partir da organizacdo direta de centros

meristematicos em regides externas do cértex dos segmentos de hipocatilo.

Palavras-chave: organogénese direta, meio de cultura, reguladores de

crescimento, histologia.
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1 INTRODUCAO

Os pigmentos carotendides bixina e norbixina, produzidos
exclusivamente pelo urucum (Bixa orellana L.), sdo empregados pelas
industrias no processamento de alimentos, na producdo de cosmeéticos e
medicamentos (LAURO, 1991; BOUVIER et al.,, 2003). As vantagens da
utiizacdo destes pigmentos sdo atribuidas as propriedades dos
carotendides, relacionadas a conversdo em vitamina A, as atividades
antioxidantes (KIOKIAS e GORDON, 2003; AGNER et al.,, 2004), e
antimicrobianas (FLEISCHER et al., 2003).

Em urucum, estes carotendides sdo sintetizados na testa das
sementes e sdo depositados na sua superficie externa (JAKO et al., 2002).
Diferentes aspectos da seqUéncia de reagdes que constituem a rota de
biossintese dos carotendides ja foram elucidados (CUNNINGHAM e
GRANTT, 1998; BOUVIER et al., 2003) e tém estimulado o interesse na
manipulacdo do conteudo e composicdo destes compostos em urucum
(PAIVA NETO et al., 2003a; ZALDIVAR-CRUZ et al.,, 2003). Esta
manipulacdo pode ser realizada via engenharia genética, a qual envolve a
transformacdo de células e posterior regeneragdo de plantas mediante
técnicas de cultura de células, tecidos e 6rgédos in vitro.

A habilidade dos tecidos somaticos de responder aos estimulos
fornecidos durante o cultivo in vitro € um pré-requisito para a indugéao e
expressdo da morfogénese. Neste aspecto, a regeneragdo de brotos
adventicios, a partir de diferentes tipos de explantes juvenis, tem sido o
sistema mais utilizado para a obtencéo de plantas transgénicas (NAGORI e
PUROHIT, 2004), bem como para a propagacado clonal de gendtipos
selecionados de certas espécies lenhosas.

Plantulas obtidas a partir da germinagdo de sementes in vitro e
embrides zigodticos, sdo amplamente utilizados como fontes de explantes
para a indugao de diferentes vias de expressdao morfogénica em inumeras
especies. A utilizacdo destes tipos de explantes se deve a facilidade com
que as sementes sdo descontaminadas, a facilidade de obtengéo de grande
numero de explantes homogéneos, livres de contaminantes e, geralmente,

com alta capacidade regenerativa in vitro. A maior propor¢ao de tecidos
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meristematicos confere, a certos explantes juvenis, maior capacidade
regenerativa, quando comparada a explantes adultos (BHOJWANI e
RAZDAN, 1983).

Explantes juvenis, obtidos de plantulas germinadas in vitro, como os
hipocotiledonares (CARVALHO, 2000; PAIVA NETO et al., 2003a, b;
ZALDIVAR-CRUZ et al., 2003; CARVALHO et al., 2005 a, b), &pices
caulinares e segmentos nodais (D’SOUZA e SHARON, 2001), tém sido
utilizados para a inducéo de brotos adventicios em urucum.

A definicdo do meio de cultura, tipo e concentragédo de reguladores de
crescimento, e o tipo de explante, sdo fundamentais para o sucesso da
regeneragao in vitro, visto que estes diferentes fatores interferem na indugéo
e expressao dos processos morfogénicos. Desta forma, este trabalho teve
como objetivos avaliar o comportamento de diferentes tipos de explantes
juvenis, os efeitos dos meios de cultura, do tipo e da concentracdo de
reguladores de crescimento, a fim de determinar as melhores condigdes
para a regeneracgao in vitro de plantas de urucum (Bixa orellana L.), através

da diferenciacao direta de brotos adventicios.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal

Frutos maduros foram coletados de uma planta denominada de
gendtipo 6 (Fruto verde piloso), selecionada entre 10 gendtipos de B.
orellana L. (Capituo |), por apresentar o mais alto teor de bixina nas
sementes. Esta planta, com aproximadamente 12 anos de idade, cultivada
no Horto da Universidade Federal de Vigosa — UFV, MG, foi obtida a partir
do cruzamento artificial entre as variedades Fruto verde piloso e Fruto
vermelho liso (PINHEIRO e ALMEIDA, 1992). Os experimentos foram
realizados no periodo de 2003 a 2005 na Universidade Fedaral de Vigcosa —
UFV.

2.2 Germinacéo de sementes in vitro e obtencao de explantes

As sementes foram desinfestadas com solug¢des de etanol 70 % (v/v),
por 1 minuto, agua sanitaria 50% (v/v, com 2,5% de cloro ativo), acrescida
de Tween 20 a 0,1% (v/v), por 20 minutos, e depois enxaguadas por 3 vezes
em agua destilada e autoclavada. As sementes foram escarificadas com o
auxilio de bisturi, na posicédo oposta ao embrido, e colocadas para germinar
em tubos de ensaio contendo o meio de cultura MS (MURASHIGE e
SKOOG, 1962) e WPM (Woody Plant Medium) (LLOYD e McCOWN, 1980).

Plantulas com 30 dias de idade foram utilizadas como fontes de

explantes para os diferentes experimentos, descritos a seguir.

2.3 Potencial morfogénico de cotilédones, hipocotilos e raizes

Discos cotiledonares (8 mm de diametro), segmentos
hipocotiledonares e radiculares (10 mm de comprimento), obtidos de
plantulas desenvolvidas nos meios MS e WPM, foram cultivados nos
mesmos meios de cultura adicionados ou nao de 4,56 pM de ZEA (Zeatina),

em placas de Petri de poliestireno (150 mm X 15 mm).
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Aos 30 dias de cultivo, avaliou-se a freqliéncia de explantes com
formagao de brotos adventicios e calos.

O experimento foi repetido uma vez, em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeticbes (placas de Petri) por tratamento e 16

explantes por placa.

2.4 Potencial morfogénico de explantes ao Ilongo do eixo

hipocotiledonar e radicular

Foram realizados dois experimentos independentes para avaliar o
potencial morfogénico de segmentos (10 mm de comprimento), obtidos das
posicbes apical, mediana e basal, ao longo do eixo hipocotiledonar
(experimento 1) e ao longo do eixo radicular (experimento 2), de plantulas
desenvolvidas in vitro em meio de cultura WPM. Os explantes foram
cultivados horizontalmente, no meio de cultura WPM com 4,56 uM de ZEA,
em placas de Petri de poliestireno (90 mm X 15 mm).

Aos 30 dias de cultivo avaliou-se a frequiéncia de explantes com
formagao de brotos adventicios.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeti¢cdes (placas de Petri) por tratamento e 8 explantes

por placa.

2.5 Efeito de diferentes citocininas na inducdo de brotos adventicios

em explantes hipocotiledonares

Segmentos de hipocétilo (10 mm de comprimento), obtidos da
posicao basal do eixo hipocotiledonar de plantulas desenvolvidas in vitro em
meio WPM, foram cultivados no mesmo meio de cultura, adicionado ou nao
de 4,56 pM das citocininas, ZEA, BAP (6-benzilaminopurina), TDZ
(thidiazuron) e 2iP (isopenteniladenina). Os explantes foram inoculados

horizontalmente no meio de cultura, em frascos de vidro (240 mL).
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Aos 30 dias de cultivo avaliou-se a influéncia das citocininas sobre a
frequéncia de explantes com formagdo de brotos adventicios, com brotos
alongados (comprimento superior a 10 mm) e hiperidrificados.

O experimento foi repetido uma vez, em delineamento inteiramente
casualizado, com 5 repeticdes (frascos de cultura) por tratamento e 6

explantes por frasco.
2.6 Enraizamento de brotos adventicios

Brotos adventicios, com comprimento superior a 15 mm, formados em
segmentos basais de hipocotilo em meio WPM suplementado com 4,56 uM
de ZEA, foram cultivados em frascos de vidro de 240 mL contendo o meio de
cultura WPM, adicionado de 0, 2,45, 4,90, 7,35 e 9,80 uM de AIB (acido
indol-3-butirico).

Avaliou-se, apés 30 dias de cultivo, a freqiéncia de explantes
enraizados e o numero de raizes formadas em cada explante.

O experimento foi repetido uma vez, em delineamento inteiramente
casualizado, com 4 repeticdes (frascos de cultura) por tratamento e 3
explantes por frasco.

Plantas enraizadas foram retiradas dos frascos, lavadas com agua
destilada, plantadas em recipientes contendo vermiculita, aclimatizadas e

cultivadas em casa de vegetacao.

2.7 Meios de cultura e condi¢cbes ambientais utilizadas durante o

cultivo in vitro

Os meios de cultura, MS e WPM, foram suplementados com 100
mg.L™" de mio-inositol, 2,8 g.L™" de Phytagel® (Sigma Chemical Company,
USA), e 87,6 mM de sacarose (58,4 mM para o experimento de
enraizamento). Para o meio MS, utilizou-se o complexo vitaminico B5
(GAMBORG et al., 1968).

O pH dos meios de cultura foi ajustado para 5,7 £ 0,1, com NaOH ou
HCI 0,1 N, ap6s a adicdo dos reguladores de crescimento e antes da

autoclavagem a temperatura de 121°C e 0,122 Mpa, por 15 minutos.
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Os meios de cultura foram vertidos em placas de Petri de poliestireno
descartaveis de 90 mm X 15 mm e 150 mm X 15 mm, em aliquotas de 25
mL e 50 mL, respectivamente e, em tubos de ensaio de 150 mm X 25 mm e
frascos de cultura de 240 mL, em aliquotas de 10 mL e 50 mL,
respectivamente. As placas de Petri foram vedadas com filme de PVC, apds
o resfriamento completo do meio autoclavado. Os tubos de ensaio e os
frascos de cultura foram fechados com tampas transparentes de
polipropileno, antes da autoclavagem dos mesmos.

As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas com
intensidade luminosa aproximada de 36 pmol.m®.s™, fornecida por lampadas
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), e temperatura de
25 £ 2°C.

2.8 Avaliages histoldgicas

Segmentos de hipocodtilo cultivados em meio de cultura WPM,
suplementado com 4,56 uM de ZEA, foram fixados em solugdo de
Glutaraldeido 2% (em solucdo tampédo fosfato de sdédio de Sorenson),
desidratados em série etilica, infiltrados e emblocados em historesina (Glicol
Metacrilato), e seccionados transversalmente com espessura de 8 ym em
micrétomo automatico (LEICA RM 2155).

Os cortes histologicos foram corados com Azul de Toluidina a pH 4,0,
e posteriormente montados em laminas permanentes com balsamo do
Canada. As observagdes e a aquisigao das imagens foram realizadas em

microscopio de luz (Olympus AX70), com sistema U-Photo.

2.9 Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA (analise
da variancia), aplicando-se regressao para as médias dos tratamentos
quantitativos e o teste de Tukey a 5% de probabilidade, para a comparagao
das médias dos tratamentos qualitativos, utilizando-se o programa SAEG
(Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - Universidade Federal de

Vigosa).

64



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Potencial morfogénico de cotilédones, hipocoétilos e raizes

O potencial morfogénico de explantes juvenis de urucum,
representado pela frequéncia de explantes com formacdo de brotos
adventicios in vitro, foi influenciado pelo 6rgédo de origem, pela presenga de
citocinina e pelo tipo de meio de cultura utilizado.

Comparando os diferentes 6rgaos, os hipocétilos apresentaram
maiores frequéncias de resposta, seguidos dos cotilédones e das raizes das
plantulas, quando cultivados nos meios de cultura MS e WPM
suplementados com 4,56 yM de ZEA (Tabela 1). Sem a adigao de ZEA, no
entanto, os explantes nao diferiram entre si quanto ao potencial morfogénico.

A velocidade de resposta também foi maior em segmentos de
hipocoétilo, quando comparada com os demais explantes. Os brotos
adventicios se tornaram visiveis aos 10 dias de cultivo, em alguns
segmentos de hipocétilo, e aos 20 dias, em discos cotiledonares e

segmentos radiculares.

Tabela 1 — Influéncia do meio de cultura e da ZEA (4,56 pM) sobre a
frequéncia (%) de explantes juvenis de Bixa orellana L, com
formacao de brotos adventicios e calos, aos 30 dias de cultivo

in vitro

Frequiéncia Organogénica (%)* Frequéncia

Meios de ani
Explante Calogénica

Cultura %)*

Cotiledonar Hipocotiledonar Radicular (%)
MS A 62+000b A 75+28c A 62+00b 6,2+0,0c
WPM A 8734 b A112+28c A 62+00b 0,0£0,0c

MS + ZEA B 325+28 a A675+£52b C 23,752 a 54,5+6,5a
WPM+ZEA B 40,0+34 a A 862x52a C31,2+x44 a 19,1+8,5b
Médias + desvio padrao de 5 repeti¢cdes de 16 explantes.
Médias precedidas da mesma letra na linha, e seguidas da mesma letra na coluna, ndo
diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados transformados em arc sen [raiz (x/100)].

Segmentos de hipocétilos tém sido utilizados para a regeneragao in
vitro de espécies lenhosas como Psidium guajava (SINGH et al., 2002),
Annona squamosa (NAGORI e PUROHIT, 2004) e Bixa orellana
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(CARVALHO, 2000; PAIVA NETO et al., 2003a, b; ZALDIVAR-CRUZ et al.,
2003; CARVALHO et al., 2005a, b), em fungéo da praticidade de obtengao,
disponibilidade em grandes quantidades, e altas taxas de respostas que
apresentam in vitro. Este tipo de explante apresenta maior proporcao de
tecidos meristematicos, quando comparado a explantes adultos, o que
confere aos explantes juvenis, maior capacidade regenerativa in vitro
(BHOJWANI e RAZDAN, 1983).

Discos cotiledonares de urucum, cultivados com citocinina,
apresentaram maiores frequéncias de resposta, quando comparados aos
segmentos radiculares (Tabela 1). A formagao de brotos adventicios ocorreu
em 40% dos discos cotiledonares em meio WPM, e em 32,5% em meio MS.
Paiva Neto et al. (2003a), no entanto, ndo observaram respostas
organogénicas em discos cotiledonares, quando cultivados em meio MS
suplementado com ZEA, BAP ou TDZ. Os diferentes resultados encontrados
podem ser atribuidos aos diferentes genatipos utilizados nos estudos.

Segmentos radiculares formaram brotos adventicios, nos dois meios
de cultura, mesmo na auséncia de citocinina (Tabela 1). Os resultados
observados demonstram a capacidade regenerativa in vitro de raizes de
plantulas de urucum, e a potencialidade dos explantes radiculares para
serem utilizados na propagagdo clonal e também para manipulagdes
genéticas nesta espécie. Diferentes fatores interferem na capacidade
regenerativa de explantes radiculares. O metabolismo hormonal influenciou
na capacidade regenerativa de explantes radiculares de diferentes gendtipos
de orquideas (PERES e KERBAUY, 1999). O gendtipo foi determinante na
natureza da regeneragdo, direta ou indireta de brotos, em explantes
radiculares de tomateiro (PERES et al.,, 2001), e a dependéncia de uma
fonte exdgena de citocinina, na formagdo de brotos adventicios em
segmentos radiculares de caquizeiro foi observada por Carvalho e Biasi
(2004).

A ZEA induziu aumento significativo na frequéncia de explantes
hipocotiledonares, cotiledonares e radiculares de urucum, com formagéo de
brotos adventicios nos dois meios de cultura testados (Tabela 1). Este
aumento na freqiéncia de resposta dos explantes a ZEA demonstra a

necessidade de uma fonte exdégena de citocinina para obtencdo de altas
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taxas de inducao e formacao de brotos adventicios nos explantes juvenis de
urucum. Como verificado na tabela 1, a intensidade de resposta induzida
pela ZEA foi significativamente maior nos segmentos de hipocétilo cultivados
no meio WPM (86,2%), comparativamente a resposta observada no meio
MS (67,5%). Isto evidencia que um determinado regulador de crescimento
pode induzir diferentes intensidades de resposta, em um mesmo tipo de
explante, variando a constituicdo do meio de cultura. A interagdo entre estes
fatores influenciou a morfogénese de explantes de urucum neste trabalho.

Os componentes do meio de cultura afetam de diferentes formas e
intensidades os processos morfogénicos de explantes (RAMAGE e
WILLIAMS, 2002; NAS e READ, 2004) e podem, através de interagées com
os reguladores de crescimento, afetar de forma decisiva a expressao destes
padrées in vitro (MURASHIGE e SKOOG, 1962). Em alguns casos, a
combinagao precisa entre o meio de cultura e o estadio fisiolégico do
explante pode, até mesmo, eliminar a necessidade de suplementagédo de
substancias reguladoras de crescimento, como na indugdo de culturas
poliembriogenéticas de Araucaria angustifélia, a partir de explantes de proé-
embrides zigoticos cultivados em meio LP (GUERRA et al., 1999).

Machado et al. (2007) compararam cinco meios de cultura para a
inducdo de brotos em porta-enxertos de videira, constatando que o meio de
cultura WPM induziu menor numero de brotos por explante, quando
comparado aos meios MS 7, QL, C2D e NN. Nas e Read (2004)
desenvolveram um meio para o cultivo in vitro de avela, baseado na
constituicdo de minerais e vitaminas encontradas em extratos das sementes,
e compararam com outros meios. O meio desenvolvido para a espécie foi
considerado o melhor, seguido do WPM, sendo que o MS foi inapropriado
para esta espécie, demonstrando que a adequacdo dos constituintes do
meio, em funcdo das necessidades especificas da espécie e, ou, gendtipo
cultivado, é de fundamental importancia para o sucesso da regeneragao in
vitro.

Os trabalhos relacionados com o cultivo in vitro de urucum, citados na
literatura, utilizaram o MS como meio de cultura basico. Neste trabalho, os
meios MS e WPM induziram respostas semelhantes nos diferentes

explantes, sendo o WPM estatisticamente superior ao MS, na indugao de
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brotos adventicios apenas no cultivo de segmentos de hipocdtilo, e na
presenca de ZEA.

A formacao de calos foi observada nos trés tipos de explantes de
urucum. A ZEA intensificou a frequéncia calogénica, e seu efeito foi
potencializado no meio MS, provavelmente em fung¢ao de interagdes com as
altas concentragdes salinas deste meio. A formagao de calos foi observada
em 54,5% dos explantes cultivados no meio MS, e em 19,1% dos explantes
no meio WPM (Tabela 1). A ZEA, na concentragdo de 1,0 mg.L™, ou seja,
metade da concentracdo utilizada neste trabalho, também induziu a
formagdo de calos em segmentos de hipocoétilo de urucum, quando
cultivados em meio MS (CARVALHO, 2000; CARVALHO et al., 2005b).

Proliferagdes celulares foram observadas, inicialmente, na regido
terminal das nervuras, nas margens dos discos cotiledonares e nas
extremidades cortadas dos segmentos hipocotiledonares e radiculares,
progredindo e formando pequenos agregados celulares branco-amarelados
de aspecto friavel, restritos as regides lesionadas dos explantes. Os calos
ocorreram de forma isolada, concomitantemente ou depois do surgimento
das gemas adventicias, e ndo impediram o desenvolvimento dos brotos. A
formacéo de calos resulta do processo de desdiferenciacdo das células dos
tecidos do explante, e progride, através de divisdes celulares induzidas,
basicamente pela presenca de reguladores de crescimento no meio de
cultura. A propria constituicdo quimica do meio de cultura pode induzir este
processo (WAREING e AL-CHALABI, 1985).

A formacéao dos brotos em discos cotiledonares ocorreu nas margens,
nas regides proximas das nervuras. Na maioria dos segmentos de hipocdtilo,
os brotos adventicios foram formados primeiramente na extremidade
proximal, enquanto que na extremidade distal ocorreu o intumescimento do
explante, a formacao de calos e, em alguns casos, também a formagéo de
brotos. Em segmentos radiculares, a formagdo de brotos ocorreu
predominantemente na extremidade proximal. Este comportamento
morfogénico de diferentes regides dos hipocotilos e das raizes, resultando
em diferentes intensidades regenerativas, suscitou investigacbes sobre a

existéncia de gradientes morfogénicos ao longo destes érgaos.
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3.2 Potencial morfogénico de explantes ao Ilongo do eixo

hipocotiledonar e radicular

Explantes obtidos de diferentes posicdes no 6rgao de origem
apresentaram diferentes intensidades de resposta quando cultivados no
meio de cultura WPM, suplementado com 4,56 uM de ZEA.

Ha& uma relagéo direta entre a distancia do explante da regido apical
do 6rgéo e o seu potencial morfogénico. A medida que aumentou a distancia
do explante dos apices caulinar e radicular, aumentou a frequéncia de
segmentos hipocotiledonares e radiculares com formagdo de brotos
adventicios, estabelecendo um gradiente de potencial morfogénico que

cresce do apice em diregcédo a base destes érgéos (Tabela 2).

Tabela 2 - Frequéncia (%) de explantes hipocotiledonares e radiculares de
Bixa orellana L. com formacao de brotos adventicios, aos 30
dias de cultivo in vitro, em meio de cultura WPM, suplementado
com 4,56 uM de zeatina

Fregliéncia organogénica em explantes (%)**

Posicao - - ;
Hipocotiledonares * Radiculares *
Apical 62,5 £10,2b 225 + 98b
Mediana 68,7 £+ 6,5b 30,0 £10,5b
Basal 83,7 + 84a 412 + 84a

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 8 explantes.

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados obtidos de dois experimentos independentes.

**Dados transformados em arc sen [raiz (x/100)].

A habilidade de segmentos de hipocétilos em regenerar brotos
adventicios, em fungdo da posi¢do no o6rgdo, foi relatada também para
outras espécies lenhosas. Em Annona squamosa, 0s segmentos
hipocotiledonares mais proximos do ndé cotiledonar apresentaram menor
freqiéncia de resposta e numero de brotos adventicios, enquanto que os
melhores resultados foram induzidos em explantes da posi¢cao sub-basal
(NAGORI e PUROHIT, 2004). Em B. orellana, Carvalho (2000) e Carvalho et
al. (2005b) também observaram que a maior frequéncia (90%) de explantes

hipocotiledonares com formacado de brotos adventicios foi induzida em
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segmentos retirados da posigcdo sub-basal, e que a freqiéncia de
regeneragao diminuiu nos explantes mais proximos do né cotiledonar e da
posicdo basal, quando cultivados em meio de cultura MS, suplementado
com ZEA 0,5mg.L" e AIA 0,05 mg.L™.

Os resultados diferenciados, observados neste trabalho e os
encontrados por Carvalho (2000) e Carvalho et al. (2005b), em relagdo a
posicdo mais responsiva dos segmentos de hipocétilos de urucum, poderiam
ser atribuidos aos diferentes gendétipos, meios de cultura e reguladores de
crescimento utilizados no cultivo do explantes.

O gradiente de resposta do apice para a base dos hipocétilos de
urucum, com a regido distal sendo mais responsiva verificado neste trabalho,
também foi observado em Annona squamosa, por Nagori e Purohit (2004),
que atribuiram estes resultados a variagdes na concentracdo endoégena de
auxina nas diferentes regides do 6rgao de origem dos explantes. Segundo
Cline (1991), o transporte polar basipeto de AlA, gera um gradiente de
auxina ao longo do o6rgao e, consequentemente, uma diferente relagao
auxina/citocinina se estabelece em diferentes regides. Portanto, em regides
de maior regeneragcao de brotos adventicios, esta relagcdo estaria mais
favoravel a citocinina.

Segmentos radiculares de urucum apresentaram 0 mesmo
comportamento dos segmentos hipocotiledonares. A frequéncia de explantes
com formacao de brotos adventicios foi maior em segmentos da base das
raizes (41,2%), e diminuiu em segmentos das posicdoes mediana e apical
(Tabela 2).

Segmentos radiculares apicais mantiveram a atividade do meristema
apical, alongando, em alguns casos, mais de duas vezes o comprimento
inicial (10 mm). Este comportamento dos segmentos apicais radiculares
pode estar relacionado com a menor capacidade de regeneracao de brotos
adventicios. O comportamento in vitro de explantes radiculares, dependeria,
segundo Kerbauy (1998), da propor¢cao de zonas de crescimento, pois estas
implicam na ocorréncia de padrdes estruturais e fisiologicos distintos, e em
regimes hormonais diferentes nos sitios formadores de 6rgaos ao longo do

eixo radicular.
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Considerando a superioridade dos segmentos hipocotiledonares da
posicao basal sobre os demais, e sobre os explantes radiculares, em relagao
a frequéncia de regeneragdo de brotos adventicios, foram utilizados nos

experimentos subsequentes explantes da base dos hipocadtilos de urucum.

3.3 Efeito de diferentes citocininas na inducdo de brotos adventicios
em explantes hipocotiledonares

Todas as citocininas testadas induziram a formacdo de brotos
adventicios nos explantes hipocotiledonares (Tabela 3). A frequéncia de
regeneragao, sem a adigao de citocininas (controle), foi de 7,5%.

Comparando os diferentes tipos de citocininas (Tabela 3), observa-se
que as melhores respostas foram obtidas com TDZ (85%) e ZEA (80%). O
BAP induziu a formagdo de brotos em 62% dos explantes, enquanto que

com o 2iP foram observadas as menores frequéncias (46%).

Tabela 3 — Efeito de diferentes citocininas sobre a frequéncia (%) de
explantes basais hipocotiledonares de Bixa orellana L. com
formagdo de brotos adventicios, brotos alongados e
hiperidrificados, aos 30 dias de cultivo in vitro, em meio de

cultura WPM
Citocininas Frequéncia de explantes (%) *
(4,56 uM) Brotos adventicios Brotos alongados**  Brotos hiperidrificados
Controle 75 £68d 75 £ 0,0c 0,0 £00c
ZEA 80,0 £ 6,8 a 450 =+ 6,8a 319 £ 84 b
BAP 62,0 £ 68 b 22,5 £1040b 38,3 £11,0ab
TDZ 85,0 +104 a 75 £ 6,8¢c 451 14,3 a
2iP 46,0 +11,8¢ 20,6 £ 84b 30,0 £ 6,8b

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 6 explantes.

Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados transformados em arc sen [raiz (x/100)].

**Brotos maiores do que 5 mm de comprimento.

As citocininas induzem variados tipos e intensidades de respostas em
explantes de diferentes espécies e gendtipos de uma mesma espécie. Em
urucum, trabalhos relatam os efeitos variados das citocininas sobre a
regeneragdo de brotos adventicios em explantes juvenis. Em estudos
realizados por Carvalho (2000) e Carvalho et al. (2005b), o BAP (0,5 mg.L™)
foi mais efetivo que a ZEA, na mesma concentracdo, na frequéncia de
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explantes de hipocdtilo com formagao de brotos adventicios € no numero de
brotos formados por explante, porém a ZEA proporcionou maior
alongamento dos brotos, mesmo induzindo a formacgé&o de calos.

D’Souza e Sharon (2001) ao avaliarem os efeitos do 2iP, BAP e KIN
no cultivo de apices e segmentos nodais de plantulas de urucum,
observaram que a KIN ndo induziu a formacado de brotos, o BAP e a KIN
provocaram a formacgao calos, enquanto que o 2iP (2,0 e 3,0 mg.L'1),
proporcionou maior numero e comprimento dos brotos. Cultivando
segmentos de hipocétilos e hipocétilos enraizados de urucum, em meio MS,
Paiva Neto et al. (2003b) observaram que o TDZ e a ZEA (4,56 uM) foram
mais efetivos do que o BAP na frequéncia organogénica, porém, o TDZ
provocou a formacao de brotacbes em forma de rosetas e altos niveis de
divisdo mitética, resultando em varias zonas de proliferagao celular (calos)
nos explantes. Com ZEA, no entanto, a formacao de meristemoides ocorreu
diretamente nos explantes, resultando em brotos maiores, mais faceis de
alongar e enraizar.

O desenvolvimento e a qualidade dos brotos adventicios, formados
em segmentos basais de hipocétilos de urucum, também foram influenciados
pelo tipo de citocinina (Tabela 3). A ZEA foi a citocinina que proporcionou
melhor desenvolvimento dos brotos, quando comparada com as demais. Em
45% dos explantes cultivados na presengca de ZEA, houve formagdo de
brotos adventicios alongados, com comprimento superior a 5 mm, e mais
facilmente individualizaveis. Nao houve diferencga significativa entre o BAP e
o 2iP quanto a frequéncia de explantes com formacgao de brotos alongados,
porém o TDZ provocou inibigdo do alongamento dos brotos.

A formacdo de brotos atipicos, de aspecto vitreo, com folhas
quebradicas e translucidas, caracteristicas do processo de hiperidrificacdo,
foi observada nos explantes quando cultivados na presenga de algum tipo de
citocinina (Tabela 3). Estes resultados demonstram que as citocininas, na
concentracdo em que foram incorporadas ao meio WPM, provocaram certo
grau de toxicidade nas culturas. A redugao na concentragédo das citocininas

na fase de indugao de brotos, poderia reduzir estes efeitos indesejaveis.
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Condigdes especiais estabelecidas durante o cultivo, podem induzir a
hiperidricidade em plantas regeneradas in vitro, acarretando, geralmente, a
morte das plantas. Segundo Ziv (1991), a hiperidricidade é uma desordem
fisiolégica relacionada a alguma reacgdo de estresse, provocada por fatores
como alta umidade relativa no interior do frasco de cultura, baixa
transpiracdo do explante, constituicdo de nutrientes no meio de cultura e,
especialmente, altas concentragdes de citocinina durante o cultivo.

A organizagdo ultraestrutural de folhas hiperidricas de Capsicum
annuum, revelou a presenca de cloroplastos contendo tilacoides
desorganizados, menor numero de grana, acumulo de grandes graos de
amido, e auséncia ou pequeno acumulo de plastoglébulos (FONTES et al.,
1999). Brotos hiperidricos de Simmondsia chinensis apresentaram hipertrofia
do mesofilo foliar e do cértex do caule, estdbmatos mal formados,
descontinuidade da epiderme e hipolignificacdo do xilema (APOSTOLO e
LLORENT, 2000).

3.4 Enraizamento de brotos adventicios

A anadlise da variancia revelou significancia estatistica para os efeitos
do AIB sobre a frequéncia de brotos adventicios enraizados e o numero
meédio de raizes por broto.

Nao houve formacado de raizes nos brotos adventicios de urucum
cultivados em meio WPM, na auséncia de AIB (controle). O melhor resultado
de enraizamento foi observado com 4,9 uM de AIB (Figura 1), em que 25%
dos brotos formaram raizes no periodo de 30 dias de cultivo. Em
concentragbes acima de 4,9 uM, o AIB induziu menores freqliéncias de

brotos enraizados.
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Figura 1 — Frequéncia (%) de brotos adventicios de urucum
(Bixa orellana L.) enraizados apds 30 dias de
cultivo in vitro em meio de cultura WPM, com
diferentes concentragdes de AIB.

O numero médio de raizes nos brotos de urucum também foi
influenciado pela concentragcdo do AIB. O aumento na concentragcdo da
auxina foi acompanhado pelo aumento no numero de raizes emitidas por
explante, até a concentracdao de 4,9 pM, reduzindo nas concentragoes
superiores (Figura 2).

Em média, 2 raizes foram formadas por broto, quando cultivados na
presenca de 4,9 yM de AIB, sendo que com o dobro desta concentracéo
(9,8 uM), o numero médio de raizes diminuiu para 0,2 (Figura 2). Utilizando
AIB a 4,9 uM, Carvalho (2000) observou a formagao de cerca de 9,8 raizes
por broto de urucum. No entanto, os brotos foram formados em meio MS
com 0,5 mg.L'1 de ZEA e 0,05 mg.L'1 de AIA, condicdo em que O processo
rizogénico pode ter sido favorecido.
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Figura 2 — Numero de raizes formadas em brotos

adventicios de urucum (Bixa orellana L.),
apos 30 dias de cultivo in vitro, em meio de
cultura WPM, com diferentes concentracoes
de AIB.

As raizes formadas nos brotos de urucum, nos diferentes
tratamentos com AIB, ndo alongaram durante os 30 dias de cultivo in vitro
ou na fase de aclimatizacdo das plantas em casa de vegetacdo. Esta
dificuldade no alongamento radicular pode estar relacionada com as
condicdes de cultivo na fase de inducido dos brotos. Os brotos submetidos
ao processo de enraizamento foram formados nos segmentos de hipocatilo
cultivados na presenca de ZEA 4,56 uM. Nesta condigdo, 80% dos
explantes regeneraram brotos adventicios, porém, 31,9% apresentaram
brotos com sintomas de hiperidrificacdo, causados, provavelmente, pela
concentracdo de citocinina que pode ter sido muito elevada. Embora
tenham sido utilizados brotos alongados para este experimento de
enraizamento, os efeitos da citocinina podem ter se manifestado nesta fase,

interferido na indug&o e no desenvolvimento radicular.

3.5 Evidéncias morfolégicas e histolégicas da organogénese e
regeneracao de plantas

As observagdes morfoldgicas e histolégicas revelaram que a rota
morfogénica, induzida em explantes juvenis de B orellana, resultou na

formagao de brotos adventicios.
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Os diferentes estagios da regeneragao de plantas de urucum, a partir
de explantes hipocotiledonares, sdo ilustrados na Figura 3.
Independentemente do meio de cultura, do tipo de citocinina e da posi¢cao do
segmento no eixo hipocotiledonar, houve assincronia na formagao de brotos
adventicios. Aos 30 dias de cultivo, em meio WPM com adigao de 4,56 uM
das citocininas ZEA (Figura 3A), BAP (Figura 3B), TDZ (Figura 3C) e 2iP
(Figura 3D), alguns explantes apresentaram brotos evidentes, com folhas
tipicas e bem formadas, enquanto outros explantes exibiam o inicio do
processo organogénico.

A formacdo de brotos adventicios ocorreu, primeiramente, na
extremidade proximal da maioria dos segmentos de hipocétilo, enquanto que
o intumescimento, e as vezes pequenos calos, eram formados na
extremidade distal (Figura 3E e F), ou ainda, concomitantemente, nas duas
extremidades dos explantes (Figura 3G). Pequenos calos branco-
amarelados, de aspecto friavel, se formaram nas extremidades de alguns
explantes, sempre apds o desenvolvimento dos brotos (Figura 3H).

Em segmentos de hipocétilo, as primeiras mudangas na estrutura
anatbmica foram evidenciadas aos 5 dias de cultivo (Figura 4A), quando
divisdes periclinais, principalmente, foram induzidas em células epidérmicas
e subepidérmicas do explante (Figura 4B). Aos 10 dias de cultivo, apods
continuas divisbes periclinais e anticlinais, as células parenquimaticas da
regidao mais externa do cortex adquiriram aparéncia meristematica,
resultante de uma provavel desdiferenciagdo. Estas células apresentaram
formas isodiamétricas, vacuolos pequenos, citoplasma denso e nucleo
proeminente, distintas das células parenquimaticas adjacentes (Figura 4C).

A desdiferenciagcao em células meristematicas progrediu ao longo do
periodo de cultivo e, aos 15 dias, pequenos centros meristematicos se
tornaram visiveis (Figura 4D), ao mesmo tempo em que divisbes mitdticas
ocorriam em células epidérmicas e parenquimaticas do cortex, formando
calos em alguns explantes. Os centros meristematicos resultaram na
organizagdo de meristemodides (Figura 5A), observados como discretos
ndédulos, antes do desenvolvimento dos brotos adventicios nas extremidades
dos explantes. Aos 20 dias, com o desenvolvimento dos meristemdides, foi

possivel visualizar a organizagdo de meristemas apicais de brotos
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adventicios, a formacdo de dois primérdios foliares, lateralmente ao
meristema central, e a presenga de células vasculares (Figura 5B).

Conexdes vasculares entre o novo meristema e o tecido original do
explante, caracteristica da organogénese, se tornaram evidentes aos 25 dias
(Figura 5C). As anadlises histologicas, realizadas nos segmentos
hipocotiledonares de urucum, revelaram que a organizagao progressiva dos
centros meristematicos em meristemas apicais caulinares e primérdios
foliares, resultou na diferenciacdo estrutural de brotos adventicios (Figura
5D), aos 30 dias de cultivo in vitro destes explantes.

Os brotos adventicios, regenerados a partir dos segmentos de
hipocotilo desenvolveram raizes, e apds 60 dias de cultivo in vitro (Figura
31), foram transferidos para recipientes contendo vermiculita (Figura 3J),

aclimatizados e cultivados com sucesso em casa de vegetagao.
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Figura 3 — Organogénese e regeneragao de plantas de urucum (Bixa

orellana L.) a partir de explantes hipocotiledonares. Brotos
adventicios formados em segmentos de hipocdtilo, aos 30 dias
de cultivo em meio WPM com 4,56 uM de: A - ZEA; B - BAP; C
- TDZ; D - 2iP. E - broto adventicio formado na extremidade
proximal do explante; F - broto adventicio formado na
extremidade proximal, e pequeno calo na extremidade distal
do explante; G - brotos adventicios formados nas duas
extremidades do explante; H - calo branco-amarelado de
aspecto friavel formado na base do broto; | - sistema radicular
formado em broto adventicio, aos 60 dias de cultivo; J - planta
enraizada transferida para recipiente contendo vermiculita, em
processo de aclimatizagédo. Barras: A-D=5mm; E-H =25
mm; [ -J =10 mm.
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Figura 4
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Evidéncias histolégicas do processo organogénico em
segmentos de hipocotilo de urucum (Bixa orellana L.),
cultivados em meio de cultura WPM, suplementado com
4,56 uyM de ZEA. A ao D - Fotomicrografias de cortes
transversais. A e B - inicio das proliferagbes celulares
epidérmicas e subepidérmicas, aos 5 dias de cultivo,
evidenciando, em B, os planos de divisdes celulares (setas);
C - centro meristematico, constituido de células
isodiamétricas com alta relagdo nucleo/citoplasma (setas),
aos 10 dias de cultivo; D - centro meristematico, aos 15
dias, evidenciando o domo apical do futuro meristema
caulinar (seta). Barras: A = 200 ym; B - D = 50 ym.
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Figura

Evidéncias histolégicas do processo organogénico em
segmentos de hipocétilo de urucum (Bixa orellana L.),
cultivados em meio de cultura WPM, suplementado com
456 uM de ZEA. A ao D - Fotomicrografias de cortes
transversais. A - meristemdides aos 20 dias; B - meristema
apical de broto adventicio e presengca de dois primérdios
foliares (setas) lateralmente ao meristema central; C - broto
adventicio em conexao vascular (pontas de setas) com o
explante, caracteristica da organogénese, e dois pares de
primordios foliares (setas), aos 25 dias de cultivo; D - broto
adventico com dois pares de primérdios foliares (setas), aos
30 dias de cultivo in vitro. Barras = 200 pm.
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4 CONCLUSOES

A diferenciacdo direta de brotos adventicios em explantes juvenis
possibilita estabelecer um sistema de regeneracéo in vitro de plantas de
urucum (Bixa orellana L.).

A ZEA, a 4,56 pM, adicionada ao meio WPM, induz altas frequéncias
de regeneracéo de brotos em segmentos hipocotiledonares (86,2%), discos
cotiledonares (40%) e segmentos radiculares (31,2%). O TDZ e a ZEA a
4,56 uM, sdo mais efetivos que o BAP e o 2iP na indugado organogénica em
segmentos hipocotiledonares. A ZEA proporciona melhor desenvolvimento
dos brotos enquanto que o TDZ induz maior frequéncia de hiperidrificacdo. O
AIB, a 4,9 uM, proporciona a maior freqluéncia de enraizamento de brotos
(25%) e numero de raizes por broto (2).

Existe um gradiente de potencial morfogénico que cresce do apice em
direcado a base dos hipocoétilos e raizes.

Analises histolégicas comprovam a origem adventicia dos brotos, a
partir da organizagao direta de centros meristematicos em regides externas
do coértex dos segmentos de hipocotilo. As plantas regeneradas foram

aclimatizadas com sucesso em casa de vegetagao.
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CAPITULO V

CALOGENESE EM EXPLANTES FOLIARES DE PLANTAS ADULTAS DE
Ginkgo biloba L. E PRODUCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS

RESUMO

Avaliou-se diferentes reguladores de crescimento, carboidratos e
regimes de luz na producdo de calos em diferentes tipos de explantes
foliares, bem como a producdao de metabdlitos secundarios em folhas de
plantas adultas, de plantas regeneradas in vitro e calos de Ginkgo biloba L.
A calogénese em ginkgo € dependente de uma fonte exdgena de auxina. As
mais altas frequéncias calogénicas foram induzidas em discos foliares,
cultivados em meio MS com as combinagdes de ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM
(100%) e ANA 4,4 uM e BAP 4,4 uM (92%). Discos foliares e segmentos de
peciolos responderam em maior frequéncia ao meio de indug¢ao de calos, em
relagdo aos discos da base foliar contendo parte do peciolo. A combinagao
de ANA 44 uyM e BAP 0,4 uM, induziu maior freqiéncia calogénica em
discos foliares do que as combinacdes de ANA e KIN, 2,4D e BAP, e 2,4D e
KIN, nas mesmas concentracdes. A maxima produgao de massa fresca de
calos, em trés subcultivos, foi obtida com o carboidrato sacarose e na
auséncia de luz. Calos primarios, induzidos nos diferentes explantes
apresentaram  coloragcdo  branco-amarelada e  estrutura  friavel,
independentemente das condi¢gdes de cultivo. Calos subcultivados na
presenca isolada de ANA mantiveram o padrao de cor e estrutura, e quando
subcultivados na presenca de BAP tornaram-se esverdeados e compactos.
Os terpendides ginkgolideos A e B, e os glicosideos flavondides quercetina,
camferol e rutina, ndo foram detectados nos calos ou folhas de G. biloba por
TLC e HPLC.

Palavras-chave: reguladores de crescimento, carboidratos, regime de luz,

ginkgolideos, glicosideos flavondides.
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1 INTRODUCAO

Ginkgo biloba L. € uma gimnosperma arbdérea originaria da China,
unico representante vivo do grupo das Ginkgophytas (familia Ginkgoaceae),
datada do periodo Permiano (GIFFORD e FOSTER, 1989; BRENNER et al.,
2005). Esta espécie é cultivada como ornamental em diferentes paises,
porém sao as suas propriedades medicinais que despertam maior interesse.

Os principais compostos sintetizados pelo ginkgo sao lactonas
terpénicas, como os ginkgolideos A, B, C, J e M (diterpenos), o bilobalideo
(sesquiterpeno), e os glicosideos flavonodides quercetina, camferol e iso-
ramnetina (VAN BEEK, 2002). Estes metabdlitos sdo amplamente utilizados
na medicina pelas propriedades terapéuticas, relacionadas principalmente a
regulagcado da circulagao sanguinea cerebral e prote¢cédo contra radicais livres
(CURTIS-PRIOR et al., 1999). Estudos sugerem que extratos de ginkgo
podem reduzir a progressdo do mal de Alzheimer (BIRKS et al., 2002).

Os metabdlitos sintetizados pelo ginkgo sdo acumulados nas folhas,
cascas e raizes (VAN BEEK, 2002). As industrias farmacéuticas tém
explorado o potencial medicinal destes compostos, mediante a producao de
extratos padronizados, extraidos principalmente das folhas. Segundo Gray et
al. (2006), bilhdes de doses anuais de medicamentos a base dos compostos
de ginkgo foram comercializados nos Estados Unidos e na Europa, em duas
décadas. Contudo, existem dificuldades para suprir a demanda por estes
compostos. Apenas os Estados Unidos e Franga cultivam o ginkgo em larga
escala para fins industriais (CAMPER et al., 1997; SOHIER e COURTOIS,
2007).

A produgdo dos compostos medicinais em plantas de ginkgo,
especialmente os de maior interesse, como os ginkgolideos e o bilobalideo,
pode variar em fungédo da sazonalidade, sexo e idade das plantas (BALZ et
al., 1999; KANG et al., 2006; SOHIER e COURTOIS, 2007). No entanto, a
possibilidade de produzir estes metabdlitos secundarios in vitro, a partir do
cultivo de calos e suspensdes celulares, tem despertado crescente interesse
em pesquisas nesta area (CARRIER et al., 1991; CAMPER et al., 1997;
BALZ et al., 1999; YU et al., 1999, 2004; KANG et al., 2006; GRAY et al.,
2006; SOHIER e COURTOIS, 2007).
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Tecnologias de transferéncia de genes, utilizando Agrobacterium
rhizogenes e A. tumefaciens (BALZ et al.,1999; DUPRE et al., 2000), e a
utiizacdo de substéncias elicitoras da biossintese de metabdlitos
secundarios em culturas celulares de ginkgo (KANG et al., 2006), tém sido
utilizadas visando aumentar a produtividade dos compostos de interesse.

Estudos tém demonstrado os efeitos de diferentes fatores fisicos e de
substancias quimicas na indugdo e no desenvolvimento in vitro de calos, e
na producéo de ginkgolideos e bilobalideo em culturas celulares de ginkgo
(CAMPER et al., 1997; BALZ et al., 1999; YU et al., 1999, 2004; KANG et al.,
2006), porém, pouca atencado tem sido dada a utilizacdo de explantes de
plantas adultas para a producdo de calos e para a produgado in vitro de
metabdlitos secundarios nestes calos.

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos de
diferentes reguladores de crescimento, carboidratos e regimes de luz, na
inducdo e desenvolvimento de calos, a partir de diferentes explantes foliares
de plantas adultas de Ginkgo biloba, e avaliar a produgdo de metabdlitos
secundarios de interesse medicinal nestes calos, em folhas produzidas in

vitro e em folhas de plantas adultas.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria - FAMV, e no Laboratério
de Cromatografia da Faculdade de Farmacia, da Universidade de Passo
Fundo — UPF, RS, no periodo de margo de 2005 a margo de 2007.

2.1 Material vegetal e obtencao de explantes

Plantas matrizes de Ginkgo biloba, produzidas a partir de estacas,
com aproximadamente 5 anos de idade e em estagio reprodutivo (Figura
1A), foram utilizadas como fontes de explantes para diferentes
experimentos.

As plantas matrizes foram cultivadas em casa de vegetacao, sob
tratamentos fitossanitarios, com pulverizagdes semanais intercaladas de
solugdes de fungicidas sistémicos e de contato. As adubacgdes foram feitas
quinzenalmente com a formulagdo de adubo Ouro Verde (Takenaka S.A.
Industria e Comércio, Sao Paulo), através da agua de irrigacao, diretamente
no substrato.

Folhas totalmente expandidas, coletadas das plantas matrizes, foram
utilizadas como fontes de explantes. As folhas foram desinfestadas em
condi¢des asseépticas, com solugdes de etanol 70% (v/v), por 1 minuto, agua
sanitaria 50% (v/v), com 2,5% de cloro ativo, acrescida de Tween-20 0,1%
(v/v), por 10 minutos e, enxaguadas por trés vezes com agua destilada e
autoclavada.

Ap0bs o processo de desinfestacado das folhas, foram excisados discos
foliares, de 6 mm de didmetro, da Iamina foliar e da base da lamina foliar,
contendo parte do peciolo, e segmentos de peciolo de 10 mm de

comprimento (Figura 1B).
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2.2 Efeitos do balango auxina/citocinina na indugao de calos em discos
foliares

Para a fase de inducao de calos, discos foliares excisados da lamina
foliar, foram cultivados em meio MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
adicionado de ANA (acido a-naftalenoacético) e BAP (6-benzilaminopurina),
em diferentes combinacdes, nas concentragdes de 0; 0,4; 4,4; e 44,0 yM. Os
discos foliares foram inoculados com a face abaxial em contato com o meio
de cultura.

Aos 30 dias de cultivo avaliou-se a frequiéncia de explantes com
formacéo de calos. O experimento foi repetido uma vez, em delineamento

inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes (placas de Petri) de 5 explantes.

2.3 Influéncia do tipo de explante foliar na inducéo de calos

Foram avaliados discos excisados da lamina foliar, da base da lamina
foliar, contendo parte do peciolo, e segmentos de peciolo (Figura 1B). Os
explantes foram cultivados horizontalmente, com a face abaxial em contato
com o meio de cultura MS, suplementado com ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM.

Aos 30 dias de cultivo avaliou-se a frequéncia de explantes com
formacao de calos. O experimento foi repetido uma vez, em delineamento
inteiramente casualizado, com 10 repeticdes (placas de Petri) de 5

explantes.

2.4 Efeitos do tipo de auxina e de citocinina na inducdo de calos em

discos foliares

Discos foliares excisados da lamina foliar, foram cultivados em meio
de cultura MS, suplementado com diferentes reguladores de crescimento
nas seguintes combinagoes: ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM; ANA 4,4 uM e KIN
(cinetina) 0,4 uM; 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) 4,4 uM e BAP 0,4
MM e 2,4-D 4,4 uM e KIN 0,4 pM. Os discos foliares foram inoculados com a

face abaxial em contato com o meio de cultura.
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Avaliou-se, aos 30 dias de cultivo, a freqiéncia de explantes com
formacéo de calos. O experimento foi repetido uma vez, em delineamento

inteiramente casualizado, com 5 repeti¢cdes (placas de Petri) de 5 explantes.

2.5 Efeitos de diferentes carboidratos no desenvolvimento de calos

Para investigar os efeitos de difererentes carboidratos, foram
utilizados calos, induzidos em discos da lamina foliar, cultivados em meio
MS com ANA 4,4 uM e BAP 0,4 pM. Avaliou-se os carboidratos sacarose,
glicose + frutose, galactose e maltose a 87,6 mM, no desenvolvimento de
calos, em trés subcultivos, no meio de cultura MS, suplementado com ANA
4,4 uyM e BAP 0,4 uM, o mesmo meio utilizado na indugéo dos calos.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com 6 repeticoes (placas de Petri) de 4 calos.

O peso inicial de cada calo, em cada subcultivo, foi de 200 mg. Apods
21 dias de cultivo, os calos foram novamente pesados e transferidos para
meio de cultura novo. A cada subcultivo foram determinadas as taxas de
crescimento dos calos e, apos 3 subcultivos, avaliada a produgdo média de
massa fresca (mg) de calos, em resposta aos carboidratos.

A taxa de crescimento de cada calo, apds cada subcultivo de 21 dias,
foi determinada através da equacao: [massa fresca final (mg) - massa fresca

inicial (mg)] / [massa fresca inicial (mg)].

2.6 Efeito do regime luminoso no desenvolvimento de calos

Foram avaliados os efeitos de trés diferentes regimes de luz, no
desenvolvimento de calos, em 3 subcultivos: 63 dias de escuro / O dias de
luz; 42 dias de escuro / 21 dias de luz, 63 dias de luz / 0 dias de escuro.

O meio de cultura utilizado foi o MS, suplementado com ANA 4,4 uM
e BAP 0,4 uM e sacarose 87,6 mM. Os calos utilizados neste experimento,
foram induzidos em discos foliares, excisados da lamina foliar, cultivados no
meio MS, com ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente

casualizado, com 5 repeticdes (placas de Petri) de 5 calos.
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O peso inicial de cada calo, em cada subcultivo, foi de 200 mg. Apds
21 dias de cultivo, os calos foram novamente pesados e transferidos para
um meio de cultura novo. A cada subcultivo, foram determinadas as taxas de
crescimento dos calos e, apds 3 subcultivos, avaliada a produgdo média de

massa fresca (mg) de calos, em resposta a cada regime luminoso.

2.7 Meio de cultura e condigcbes ambientais utilizadas durante o cultivo

in vitro

O meio de cultura utilizado em todos os experimentos foi o MS
adicionado de 100 mg.L™" de mio-inositol, 7,0 g.L”' de Agar (Merck) e 87,6
mM de sacarose. O pH do meio de cultura foi ajustado em 5,7 £ 0,1, com
NaOH ou HCI 0,1 N, depois da adicdo dos reguladores de crescimento. O
meio foi autoclavado por 15 minutos a 121°C, e em processo de
resfriamento, foi distribuido em aliquotas de 25 mL em placas de Petri de
poliestireno descartaveis de 90 mm X 15 mm, vedadas com filme de PVC.

As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, com
irradiancia aproximada de 36 pmol.m2s', fornecida por lampadas
fluorescentes Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil, e temperatura de 25
+2°C.

2.8 Andlise morfoldgica dos calos

Calos primarios, induzidos diretamente sobre os diferentes explantes, e
calos subcultivados nos diferentes experimentos, foram caracterizados
quanto a cor e estrutura, e classificados conforme o padrdo destas

caracteristicas.
2.9 Avaliacdes histoldgicas

Explantes foliares e calos, cultivados em meio de cultura com
diferentes combinagdes de reguladores de crescimento, foram fixados em
solugdo de Glutaraldeido 2% (em solugdo tampao Fosfato de Sdodio de

Sorenson), desidratados em série etilica, infiltrados e emblocados em
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Historesina (Glicol Metacrilato), e seccionados transversalmente, com
espessura de 8 ym, em micrétomo automatico (Leica RM 2155).

Os cortes histolégicos foram corados com Azul de Astra 0,5% e,
posteriormente, montados em laminas permanentes com balsamo do
Canada.

As observagdes e a aquisicdo das imagens foram realizadas em
microscopio de luz (Olympus AX70), com sistema U-Photo.

2.10 Avaliacdo da producao de metabdlitos secundéarios em calos e

folhas

A metodologia utilizada para a identificagdo dos metabdlitos
secundarios em folhas e calos de Ginkgo, foi baseada nos trabalhos de Gray
et al. (2006) e Kang et al. (2006), com adaptagdes.

Foram analisados folhas totalmente expandidas, coletadas das
plantas matrizes, folhas produzidas em brotacdes in vitro, e calos cultivados
em meio de cultura com ANA 44,0 yM e com a combinacdo de ANA 4,4 uM
e BAP 0,4 uM, na presenca e auséncia de luz.

As folhas e os calos foram inicialmente pesados, para obtengcdo da
massa fresca (mg), e posteriormente congelados, desidratados em
liofilizador, triturados e novamente pesados, para a obtencdo da massa seca
(mg) e preparo das amostras para extracao e identificagdo dos compostos.

A solugédo extrativa utilizada foi uma mistura de acetona:agua (80:20
v/v), com uma relagdo droga:solvente de 10:1. As amostras foram
submetidas a refluxo (90°C) por 10 minutos, filtradas e levadas a secura em
evaporador rotatorio. Para a analise dos extratos, as amostras foram
retomadas com acetona ou metanol.

As analises da composi¢ao quimica das amostras foram realizadas
por TLC (‘Thin Layer Chromatography’) e HPLC (‘High Performance Liquid
Chromatography’). Foram analisadas 3 repeticbes de cada amostra de
material vegetal.

As condigdes cromatograficas utilizadas para as andlises em TLC
foram uma fase movel, constituida de acetato de etila:tolueno:acetona

(40:35:25 v/v), uma fase fixa, constituida de cromatofolhas de aluminio
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(Merck® Fas4), 0 agente revelador anisaldeido sulfirico, seguido de
aquecimento e luz UV 254 e 366 nm.

Para as analises em HPLC, as condi¢gdes cromatograficas foram uma
fase moével isocratica, constituida de metanol:agua (60:40 v/v), coluna de
fase reversa C 18, volume de injecdo de 20 pL em fluxo de 0,8 mL.min™", e
tempo de analise de 30 minutos. As amostras foram detectadas em
comprimento de onda de 220 nm, empregando Cromatografo Liquido UV-Vis
Perkin-Elmer Série 200.

Os padrées utilizados foram os ginkgolideos A e B, Quercetina,
Camferol e Rutina (Sigma®, EUA).

2.11 Analises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA (analise
da variancia), aplicando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade para a

comparagdo das médias, utilizando-se o programa SAEG (Sistema de

Analises Estatisticas e Genéticas - Universidade Federal de Vigosa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeitos do balan¢o auxina/citocinina na inducéo de calos em discos

foliares

A inducdo do processo calogénico em discos foliares de plantas
adultas de Ginkgo biloba L. foi essencialmente dependente da presenga de
auxina no meio de cultura. Ndo houve indugédo calogénica nos explantes
quando cultivados na auséncia de reguladores de crescimento, ou na
presenca isolada do BAP, independentemente da concentragao utilizada
(Tabela 1).

A frequéncia com que a calogénese foi induzida variou em fungéo do
balanco estabelecido entre as diferentes concentracbes de ANA e BAP.
Quando a auxina foi utilizada de forma isolada, o aumento na sua
concentracdo, de 0,4 pM para 44 pM, foi acompanhado por aumento
significativo na frequéncia calogénica, de 28% para 68%. Quando a auxina
foi combinada com as diferentes concentragbes de BAP, o aumento na
freqUéncia calogénica ocorreu até a concentracao de 4,4 uM de ANA, sendo
que a concentracdo mais alta da auxina, 44 uM, ndo promoveu aumento
significativo na frequéncia calogénica (Tabela 1).

Desta forma, os melhores balancos auxina/citocinina, para a inducao
de calos em discos foliares de ginkgo, foram obtidos com 4,4 yM de ANA
combinada com 0,4 uM ou 4,4 uM de BAP. Nestas condi¢cdes, o processo
calogénico foi induzido em 100% e 92% dos explantes, respectivamente, em
um periodo de 30 dias de cultivo (Tabela 1).

Calos cicatriciais foram observados nas margens de alguns discos
foliares (Figura 1C), quando cultivados na presenga de baixa concentragao
de ANA, isoladamente ou em combinacbes com o BAP. Estes calos ndo
apresentaram maior desenvolvimento durante os 30 dias de cultivo e, desta

forma, nao foram considerados para efeitos de calculo estatistico.
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Tabela 1 — Efeitos do balango auxina/citocinina no meio de cultura MS,
sobre a frequéncia (%) de discos foliares de plantas adultas de
Ginkgo biloba L. com formacgéao de calos, aos 30 dias de cultivo

in vitro
Freqiiéncia calogénica (%)*
BAP
(M) ANA (uM)
0,0 0,4 4.4 44,0

0,0 D0,0+0,0a C28,0+109a B60,0+x14,1b A68,0+17,8a
0,4 D0,0+0,0a C40,0t141a A100,0+0,0a B80,0+14,1a
4.4 C0,0+£0,0a B28,0+109a A920x17,8a A80,0+14,1a
44,0 C0,0+£0,0a B32,0+109a A680x109b A76,0+16,7 a

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 5 explantes.

Médias precedidas da mesma letra na linha, e seguidas da mesma letra na coluna, nao
diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).

*Dados originais transformados em arco sen [raiz(x/100)].

A velocidade com que os calos formaram-se nos discos foliares, nao
foi influenciada pelas diferentes combinacdes entre ANA e BAP. A formacéao
dos calos foi observada, inicialmente, aos 10 dias de cultivo dos explantes,
como proliferagdes celulares nas margens dos discos foliares, geralmente
associadas as regides mais proximas das nervuras (Figura 1D), como
resultado da divisdo de células dos tecidos lesionados, induzidas pela
presenca dos reguladores de crescimento no meio de cultura. Aos 20 dias
de cultivo, os calos foram observados sobre a epiderme dos discos foliares,
ainda restritos as regides das nervuras (Figura 1E).

O progresso no processo de divisdo celular, resultou no
desenvolvimento de calos sobre a superficie dos explantes, como observado
aos 30 dias de cultivo (Figura 1E). Os calos primarios, apos destacados dos
discos foliares e colocados em contato com o meio de cultura, mantiveram
seu desenvolvimento, mas nos discos foliares ndo eram mais observadas
proliferagdes celulares, indicando que neste estagio de desenvolvimento, as
células do calo tiveram maior participagdo no progresso do processo
calogénico do que aquelas do explante inicial.

A indugado de processos calogénicos em tecidos diferenciados, como
discos foliares é, geralmente, dependente de auxinas exdgenas. Este
processo ocorre pela desdiferenciacdo das células de diferentes tecidos do

explante, e progride, através de divisdes celulares, resultando na formagao
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de um aglomerado, ou massa de células ndo organizadas, em crescimento
desordenado e com certo grau de diferenciagdo (WAREING e AL-CHALABI,
1985).

A combinacgado entre auxinas e citocininas pode, em certas espécies,
aumentar a frequéncia de indugao e o crescimento de calos em diferentes
tipos de explantes. Estudos realizados com explantes juvenis e embrionarios
de ginkgo utilizaram combinagdes entre auxinas e citocininas para a indugao
e manutencgdo do crescimento dos calos (CAMPER et al., 1997; YU et al.,
1999; TOMMASI e SCARAMUZZI, 2004).

Em outras espécies, como em Capraria biflora (BRITO et al., 1995) e
Anacardium occidentale (NERARTAVIS e MIRANDA, 1995), a combinacéo
entre ANA e BAP, ou ANA e KIN, promoveram maior indugao e crescimento
dos calos em discos foliares e, também, a expressdo morfogénica.

Explantes foliares de plantas adultas de caixeta (Didymopanax
morototoni) mostram-se exclusivamente calogénicos, independentemente do
balango entre ANA e BAP, sendo que a calogénese foi induzida somente na
presenca de auxina, enquanto que explantes foliares de plantas produzidas
in vitro mostraram-se organogénicos e embriogénicos, nas mesmas
condig¢oes de cultivo (MANTOVANI, 1997; MANTOVANI e FRANCO, 2000).

Em explantes foliares de eucalipto, Alves et al. (2004) verificaram
intensa atividade de divisdes celulares nas regides associadas aos feixes
vasculares, que culminaram, em maior ou menor grau, na formagao de
calos, em funcdo da combinagdo entre concentracbes de auxinas e
citocininas.

Segundo Van Eck e Kitto (1992), as proliferagdes celulares também
observadas no inicio da formacao de calos, nas margens dos discos foliares
de ‘Peppermint’ e ‘Orange mint’, ocorrem normalmente a partir de células
perivasculares, provavelmente devido aos maiores teores enddégenos de
reguladores de crescimento presentes nos tecidos vasculares.

A formacao de calos nos discos foliares de ginkgo, cultivados na
presenca isolada de ANA, ou nas diferentes combinag¢des entre ANA e BAP,
indica que, em parte, o processo que leva a expressao in vitro de padroes
morfogénicos, tenha sido ativado, como sugerido por Christianson e Warnick

(1988). No entanto, estes calos primarios nao atingiram nenhum grau de
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organizacao, que resultasse na expressao de vias morfogénicas, durante os
30 dias de cultivo dos explantes. Mesmo quando subcultivados em meio de
cultura, com as concentragdes iniciais dos reguladores de crescimento
alteradas para um balancgo favoravel as citocininas, nenhum tipo de resposta
morofogénica foi observada nestes calos.

A auséncia de regeneragado nos calos de ginkgo leva a crer que, de
alguma forma, os processos seguintes de indugcdo a competéncia,
determinacado e rediferenciacdo celular, ndo tenham sido ativados. Nos
discos foliares também nao foram identificados indicios de regeneragao
direta. Altas intensidades de determinacao e diferenciacdo das células dos
tecidos foliares podem ter interferido na capacidade de readquirir novas
competéncias, condicdo necessaria para a expressao de processos
regenerativos. As condi¢gdes de cultivo, como o meio de cultura, tipos, de
reguladores de crescimento, suas concentragdes e combinagdes, utilizadas
neste trabalho, podem, também, estar associados a falha de regeneragéo

dos explantes e dos calos de ginkgo.

3.2. Influéncia do tipo de explante foliar na inducéo de calos

A freqUéncia de indugao de calos em ginkgo foi influenciada pelo tipo
de explante foliar utilizado. Em meio de cultura MS, contendo ANA 4,4 uM e
BAP 0,4 uM, discos retirados da Iamina foliar e segmentos de peciolo foram
mais responsivos do que os discos retirados da base da lamina foliar,
contendo parte do peciolo. No entanto, ndo houve diferenga significativa
entre as frequéncias calogénicas induzidas em discos retirados da lamina
foliar (98%) e segmentos de peciolo (90%), (Tabela 2).

Uma das caracteristicas mais distintivas do ginkgo € a morfologia da
folha, que consiste de um longo peciolo contendo dois sistemas de feixes
que vascularizam a lamina, geralmente bilobulada, mantendo um padrao
regular de venacao do tipo dicotdmica aberta, em forma de leque (GIFFORD
e FOSTER, 1989). A partir da base da folha, o sistema de venagéo se
ramifica, os tecidos parenquimaticos passam a ocupar maior propor¢cao do

explante que os tecidos vasculares, resultando, provavelmente, em maior
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conteudo de células responsivas e, consequentemente na maior frequéncia

calogénica nos discos foliares retirados da lamina foliar.

Tabela 2 — Influéncia do tipo de explante foliar de plantas adultas de Ginkgo
biloba L. sobre a frequéncia (%) de inducdo de calos, em meio
de cultura MS contendo ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM, aos 30 dias
de cultivo in vitro

Tipo de explante Frequéncia calogénica* (%)
Disco da lamina foliar 98,0+ 6,3a
Disco da base foliar 60,0+ 14,1b
Segmento de peciolo 90,0+ 23,0a

Médias + desvio padrao de 10 repeticdes de 5 explantes.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em arco sen [raiz(x/100)].

O tipo de explante ndo influenciou na velocidade com que os calos
foram induzidos. As proliferacdes celulares iniciaram aos 10 dias de cultivo,
nas margens dos discos da lamina foliar (Figura 1D) e dos discos foliares da
base da lamina (Figura 2A), e concomitantemente nas duas extremidades
dos segmentos de peciolos (Figura 2E).

A calogénese em ginkgo foi relatada somente em explantes juvenis,
derivados de embrides zigoéticos (CAMPER et al.,, 1997; YU et al., 1999;
TOMMASI e SCARAMUZZI, 2004). Nestes tipos de explantes, Yu et al.
(1999) observaram que a calogénese foi induzida, em maior freqiéncia, em
explantes de folhas e de peciolos, comparativamente a embrides e

segmentos caulinares e radiculares.

3.3 Efeitos do tipo de auxina e de citocinina na inducdo de calos em

discos foliares

A frequéncia calogénica, em discos da lamina foliar de ginkgo, foi
influenciada pela combinagao de diferentes auxinas e citocininas no meio de
cultura. A maior frequéncia de explantes com formagao de calos (96%), foi
observada quando a combinagao de ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM foi utilizada,
sendo que entre os demais tratamentos n&o houve diferenca estatistica
(Tabela 3).
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O 2,4-D, independentemente da combinagcdo com as citocininas BAP
ou KIN, induziu a formagcdo de calos pequenos, geralmente restritos as
margens dos discos foliares (Figura 2C). Estes calos apresentaram altos
indices de oxidacdo (Figura 2D), quando subcultivados nas mesmas

condigdes em que foram induzidos, e nao sobreviveram apos 3 subcultivos.

Tabela 3 — Efeitos do tipo de auxina e citocinina no meio de cultura MS,
sobre a frequéncia (%) de discos foliares de plantas adultas de
Ginkgo biloba L. com formacgéo de calos, aos 30 dias de cultivo
in vitro

Reguladores de crescimento A .
9 Frequéncia calogénica* (%)

(LM)
ANA 4,4 + BAP 0,4 96,0+ 89a
ANA 4,4 + KIN 0,4 64,0+ 89b
24-D4,4+BAP 0,4 56,0 + 16,7 b
24-D4,4+KINO,4 52,0+10,9b

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 5 explantes.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em arco sen [raiz(x/100)].

Em ginkgo, a melhor combinag&o entre auxinas e citocininas no meio
de cultura, para a inducéo e crescimento de calos, varia em funcao do tipo
de explante utilizado. Em experimentos realizados por Tommasi e
Scaramuzzi (2004), com apices caulinares de plantulas, a presengca de ANA
0,54 uM, em combinagdo com BAP 4,4 uM ou 8,8 uM, ou com KIN 4,6 uM,
resultou na formagao de calos maiores, quando comparados aos induzidos
com AlA 5,7 uM ou 11,4 uM, em combinagdo com BAP ou KIN nas mesmas
concentracdes.

Em cotilédones de embrides imaturos de ginkgo, a calogénese foi
induzida com 2,4-D, e com as combinagdes de ZEA e 2,4-D, e ZEA e ANA,
sendo que a combinacdo entre BA e ANA ndo induziu a formagéo de calos
nestes explantes (CHOI et al.,, 2003/2004). Em explantes foliares de
plantulas de ginkgo germinadas in vitro, a melhor combinagdo entre
reguladores de crescimento para a produgdo de calos foi observada com
ANA 54 uM e KIN 0,46 uM (YU et al., 1999).

Camper et al. (1997), observaram que 100% dos explantes
cotiledonares formaram calos, independentemente da concentragcao e

combinacgao entre as auxinas ANA ou 2,4 D com as citocininas KIN ou BA,
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porém, o maior crescimento dos calos, em relagdo a massa fresca foi
observado com a combinagdao de ANA 16,1 uM e BA 4,4 uyM. Em embrides,
no entanto, o tipo e a concentragao de auxina, combinada com citocinina,
influenciaram na frequéncia de explantes com formacao de calos, sendo que
maior massa fresca dos calos foi obtida com a combinacédo de 4,5 uM de
2,4-D e 4,7 uM de KIN (CAMPER et al., 1997).

3.4 Efeitos de diferentes carboidratos no desenvolvimento de calos

O desenvolvimento dos calos foi influenciado pelo tipo de carboidrato
utilizado no meio de cultura. Apds trés subcultivos, a sacarose foi o
carboidrato que proporcionou maior massa fresca de calos (394,57 mg),
enquanto que a maltose a menor (193 mg), (Tabela 4).

A avaliacdo do comportamento das taxas de crescimento, indica que
a sacarose, além de proporcionar maior crescimento médio dos calos, foi 0
unico carboidrato capaz de manter a produ¢cao de massa fresca em taxas
crescentes, durante os 3 subcultivos (Tabela 4). As taxas decrescentes de
producao de massa fresca dos calos cultivados na presenca de glicose +
frutose, galactose e maltose, sugerem que estes carboidratos provocam

efeitos toéxicos cumulativos nos calos de ginkgo.

Tabela 4 — Efeitos do tipo de carboidrato no crescimento in vitro de calos de
Ginkgo biloba L, em trés subcultivos, no meio de cultura MS
contendo ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM

Taxa de crescimento

Carboidrato Massa fresca Subcultivo™™
(87,6 mM) (mg)”* 10 20 30
Sacarose 394,57 + 33,34 a 1,89 1,99 2,03
Glicose+Frutose 314,15+ 37,70 b 1,66 1,54 1,50
Maltose 193,00+ 17,18 ¢ 1,03 0,97 0,89
Galactose 202,41+ 9,74d 1,95 0,99 0,96

Médias de 3 subcultivos + desvio padrao de 6 repeticbes de 4 calos.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em log(x).

**Cada subcultivo compreende um periodo de 21 dias.

O tipo de carboidrato influencia na formacéo de calos e nos processos

morfogénicos induzidos em explantes de diferentes espécies, quando
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cultivados in vitro. Os carboidratos fornecem energia e esqueletos
carbdnicos para a biossintese de compostos necessarios ao crescimento
celular in vitro, e atuam como componente osmaético do meio de cultura
(CALDAS et al., 1998).

Entre os diferentes carboidratos utilizados na cultura de tecidos, a
sacarose tem sido o mais utilizado na inducédo e crescimento de calos de
ginkgo (CAMPER et al, 1997; YU et al., 1999, 2004; KANG et al., 2006) e no
cultivo de varias espécies, por proporcionar as mais altas taxas de
crescimento (CALDAS et al., 1998; PETERSEN et al., 1999), basicamente
pela maior eficiéncia no seu transporte através das membranas
(BORKOWSKA e SZEZEBRA, 1991).

Maiores frequéncias organogénicas, em explantes de urucum, foram
observadas com a utilizagao de sacarose ou glicose no meio de cultura,
quando comparadas com a frutose ou maltose (PAIVA NETO et al., 2003).
Em explantes cotiledonares de tomate, no entanto, a maltose induziu maior
frequéncia organogénica, quando comparada a glicose, frutose e maltose
(EL-BAKRY, 2002).

3.5 Efeito do regime luminoso no desenvolvimento de calos

Da mesma forma que o tipo de carboidrato, também o regime de luz,
fornecido durante o cultivo in vitro, influenciou no desenvolvimento de calos
de ginkgo.

A maior produgado meédia de massa fresca (678,3 mg) foi obtida com a
manutencido dos calos por 63 dias na auséncia de luz, sendo que nesta
condicdo as taxas de crescimento se mantiveram positivas ao longo dos trés
subcultivos. Por sua vez, o aumento do periodo de exposicdo dos calos a
luz, foi acompanhado pela redugao na produgao de massa fresca (Tabela 5).
Desta forma, a luz provocou efeitos negativos no desenvolvimento dos calos

de ginkgo.
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Tabela 5 — Efeitos da luz no desenvolvimento de calos de Ginkgo biloba L,
em trés subcultivos (63 dias), no meio de cultura MS contendo
ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM

Periodo de Massa Fresca Taxa de cregcimento
Escqro/luz (mg)* Subcultivo
(dias) 1° 2° 3°
63/0 678,3+ 16,42 a 3,13 3,48 3,57
42/ 21 4915+12,04b 3,11 2,24 2,01
0/63 389,8+ 14,34 ¢ 1,83 1,95 2,06

Médias de 3 subcultivos + desvio padrao de 5 repetigdes de 5 calos.

Médias seguidas da mesma letra nao diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em log(x).

**Cada subcultivo compreende um periodo de 21 dias.

Taxas decrescentes de producdo de massa fresca foram observadas
quando os calos foram cultivados inicialmente no escuro, por 42 dias, e

depois transferidos para a luz por mais 21 dias (Tabela 5).

3.6 Analise morfoldgica e histologica dos calos produzidos a partir de

explantes foliares

A analise morfologica dos calos induzidos em explantes foliares de
ginkgo revela que, calos primarios, induzidos diretamente sobre os explantes
foliares, no periodo de 30 dias, apresentaram o mesmo padrao de coloragao
e estrutura. No entanto, quando subcultivados na presencga de citocinina,
apresentaram mudangas no padrao morfologico.

Calos primarios, branco-amarelados e de estrutura friavel foram
formados nos discos da lamina foliar (Figura 1D, E, F), discos da base da
folna com parte do peciolo (Figura 2A, B), e nos segmentos de peciolos
(Figura 2E, F), cultivados por 30 dias em meio MS adicionado de ANA, ou
com as combinacdes entre ANA e BAP, ANA e KIN, 2,4D e BAP, e 24D e
KIN.

Quando os calos primarios, branco-amarelados e friaveis, induzidos
no meio de cultura contendo ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uyM, foram suncultivados
por 63 dias neste mesmo meio de indugao, adquiriram coloragao esverdeada
e estrutura compacta. Nao foram observadas alteracdes neste padrao de cor
e estrutura quando os calos foram subcultivados com diferentes regimes de

luz ou diferentes carboidratos. A presenca de luz durante os 3 subcultivos, e
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os tipos de carboidratos utilizados no meio de cultura, influenciaram apenas
no crescimento dos calos, e ndo na sua morfologia. No entanto, a presenga
de luz durante todo o periodo de cultivo dos calos, parece ter intensificado a
coloracao esverdeada dos calos. Estes calos de coloracdo esverdeada e
estrutura compacta foram aqui denominados e classificados como calos do
tipo 1 (Figura 3A).

Considerando que as condi¢des de cultivo permaneceram as mesmas
durante a fase de indugéo e desenvolvimento destes calos, as mudangas na
sua cor e estrutura podem ser atribuidas a presenca continua da citocinina
BAP no meio de cultura durante os trés subcultivos.

Calos primarios, induzidos na presenca isolada de ANA, nas
diferentes concentragdes, apresentaram coloragdo branco-amarelada e
estrutura friavel, mesmo quando subcultivados neste mesmo meio de
indugao, e foram classificados como tipo 2 (Figura 3B). Quando estes calos
foram subcultivados em meio de cultura contendo ANA 4.4 uM e BAP 0,4
MM, também adquiriram a coloracéo esverdeada e estrutura compacta.

A influéncia dos reguladores de crescimento, da luz e do carboidrato
no desenvolvimento e na morfologia de calos, foi investigada em diferentes
especies. Cotilédones de embrides imaturos de ginkgo, cultivados em meio
MS, com combinacdes de ZEA e 2,4D ou ANA, ou na presenca isolada de
2,4D, desenvolveram calos compactos de cor verde escuro (CHOI et al.,
2003/2004). A presenca de luz durante o cultivo in vitro de explantes foliares
de Cuphea ericoides e Cuphea ingrata (IMACULADA, 1991), e ‘Orange mint’
(VAN ECK e KITTO, 1992), induziu a formacdo de calos de estrutura mais
compacta, quando comparados aos calos formados no escuro. A presenca
de ANA no meio de cultivo induziu a formagao de calos friaveis em discos
foliares de Capraria biflora (BRITO et al., 1995).

A coloracdo apresentada pelos calos pode ser influenciada por
diferentes fatores, como a presencga de citocinina e de carboidrato no meio
de cultura. A sintese de clorofila e o desenvolvimento dos cloroplastos em
calos podem ser estimulados pela citocinina e pelo tipo de carboidrato.
Quando os calos sao cultivados na presenca de luz, a coloragao verde pode
ser intensificada (CRECHE et al., 1994).
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As analises histolégicas dos explantes foliares de ginkgo indicam que
houve intensa atividade de divisdo celular em tecidos epidérmicos e
subepidérmicos, culminando na formacado de calos primarios em discos
foliares (Figura 3C), discos da base foliar, com parte de peciolo (Figura 3D)
e segmentos de peciolos (Figura 3E). Nos calos primarios e naqueles
subcultivados em diferentes condigbes de luz, carboidratos ou reguladores
de crescimento, ndo foram observadas estruturas organizadas que
resultassem na expresséo de vias morfogénicas durante o periodo de cultivo
(Figura 3F).

3.7 Avaliacdo da producdo de metabodlitos secundarios em calos e

folhas

As anadlises do perfil quimico dos extratos das folhas de plantas
adultas de Ginkgo, de folhas produzidas in vitro e dos calos cultivados em
meio de cultura contendo a combinacdo de ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM (calo
tipo 1) ou ANA 4,4 uM (calo tipo 2), na presenga e auséncia de luz,
revelaram, através do método de TLC, a existéncia de substancias com
comportamento cromatografico semelhante ao das substancias de referéncia
(ginkgolideos A e B, quercetina, camferol e rutina). Contudo, as analises
realizadas nestes extratos, pelo método de HPLC, ndo confirmaram a
presenca destes compostos (Figura 4).

Diferentes fatores, relacionados aos explantes e condi¢cdes de cultivo
e aos métodos de extracdo e analise, podem ter contribuido para a nao
producdo, ou nao deteccdo destes metabdlitos nos extratos de Ginkgo.
Dentre os fatores podem ser citados o tipo e concentragdo dos reguladores
de crescimento, utilizados na inducdo e manutencao dos calos, as condi¢des
ambientais de cultivo dos calos e a idade das plantas das quais as folhas
foram retiradas.

Estudos relacionados a producdo de terpendides e flavondides
glicosilados em Ginkgo (CAMPER et al., 1997; BALZ et al., 1999; YU et al.,
1999, 2004; DUPRE et al., 2000; KANG et al., 2006), relatam resultados
bastante contraditérios em relagdo ao conteudo destes compostos nos

diferentes tipos de culturas, tanto de plantas cultivadas a campo, como em
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culturas mantidas in vitro. Alguns destes trabalhos mencionam conteudos de
terpenos da ordem de 100 ng.g™”" até 1 ug.g™’, as vezes abaixo do limite de
deteccgao de certos equipamentos utilizados para as analises.

Balz et al. (1999) quantificaram os terpendides em culturas celulares e
em diferentes explantes de plantas de Ginkgo, em idades variadas.
Verificaram que, em extratos de culturas celulares, o conteudo total de
terpendides foi em torno de 1 pg.g™”, enquanto que em cultura de raizes foi
de 4 mg.g™; o mesmo contetido encontrado em folhas de plantas jovens de
Ginkgo. Em culturas de calos de raizes de plantulas de Ginkgo, o conteudo
de ginkgolideos variou de 0,005% a 0,01%, sendo um dos melhores
resultados ja relatados (YU et al., 1999).

A produgao de metabdlitos secundarios, como os terpendides e os
flavondides glicosilados de Ginkgo, em plantas cultivadas a campo e em
culturas celulares in vitro, & considerada bastante variada, e diferentes
fatores podem estar envolvidos na sintese destes compostos (BALZ et al.,
1999; DUPRE et al., 2000). O estudo realizado por Balz et al. (1999), revela
nao haver correlagdo entre conteudo de terpenos nas folhas com o sexo da
planta, ou com as condigdes de cultivo como composicdo do meio de
cultura, luz e reguladores de crescimento. No entanto, a idade da arvore é o
fator que mais influencia, sendo que os conteudos de flavondides e
terpendides em Ginkgo, decrescem acentuadamente nas folhas com o
avanco da idade da planta.

O tipo e concentragdo de reguladores de crescimento no meio de
cultura influenciam a sintese e o acumulo de terpendides em certas culturas
celulares de Ginkgo. Calos de cotilédones e de embrides zigdticos
acumularam mais ginkgolideos na presenca de 2,4-D do que quando
cultivados com ANA (CAMPER et al., 1997). O 2,4-D, em concentragdes de
até 8 mg.L™, foi responsavel pelo aumento no contetido de ginkgolideos em
culturas de calos de Ginkgo, porém, qualquer aumento além desta
concentragao da auxina, provocou diminuigdo no conteudo dos terpendides
nos calos (YU et al., 1999). A otimizagdo do meio de cultura para a produgéo
de terpenos nestes calos, foi obtida com a mistura de 2,4-D 8 mg.L™'+ KIN
0,04 mg.L™"+ ANA 0,4 mg.L™" (YU et al., 2004).
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O metil-jasmonato e o acido salicilico, adicionados ao meio de cultura,
incrementaram o conteudo de ginkgolideos e de bilobalideo em culturas
celulares de Ginkgo, ao mesmo tempo em que inibiram o crescimento celular
(KANG et al., 2006).

A sintese de metabdlitos secundarios ocorre, geralmente, em
detrimento da producdo de metabdlitos primarios, afetando o crescimento
das culturas (ROBERT et al.,, 1991). Desta forma, culturas em fase de
crescimento ativo, em que a condicdo de maxima producédo de massa celular
€ priorizada, podem apresentar menores conteudos de metabdlitos
secundarios quando comparadas as culturas mantidas em condi¢gées que
favoregam ao metabolismo secundario. Este € outro fator que pode ter
influenciado na producédo de ginkgolideos A e B, Quercetina, Camferol e
Rutina nos calos de ginkgo avaliados neste trabalho.

Os compostos investigados também nao foram detectados nas folhas
de plantas adultas e naquela produzidas in vitro, levando a crer que também
a metodologia utilizada na extragcdo e avaliagdo dos compostos, néo foi
adequada. Segundo Gray et al. (2006), dependendo das condi¢cbes adotadas
nos processos de extragdo e analise, muitos compostos, principalmente
aqueles que sao sintetizados em quantidades muito pequenas, como os
ginkgolideos e o bilobalideo, podem ndo ser detectados. Segundo Balz et al.
(1999), a falta de cromdforos fortes nas lactonas terpénicas dificulta a sua
determinagao por U.V.

Ainda que as rotas biossintéticas de terpendides e flavondides em
Ginkgo, comprovadamente se expressem em culturas celulares, o conteudo
de metabdlitos €& considerado ainda muito pequeno para a aplicacao
industrial. Desta forma, novas abordagens devem ser investigadas, como a
tecnologia de transferéncia de genes (DUPRE et al., 2000), ou a utilizagéo
de substéncias elicitoras da sintese de metabdlitos secundarios em culturas
celulares (KANG et al., 2006), capazes de oferecer novas oportunidades

para o aumento da sintese destes compostos em Ginkgo.
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Figura 1 — Matrizes adultas, explantes foliares e calogénese em discos
foliares de Ginkgo biloba L., cultivados em meio de cultura
MS contendo ANA 4,4 uM e BAP 0,4 pM. A — plantas-
matrizes fontes de explantes, em casa de vegetacéo
(detalhe do ramo curto e estruturas reprodutivas
masculinas); B — folha expandida e tipos de explantes
utilizados; C — calo cicatricial, aos 30 dias de cultivo; D —
calos primarios nas margens, aos 10 dias de cultivo; E —
calos primarios associados as nervuras, aos 20 dias de
cultivo; F — calo primario aos 30 dias de cultivo. Barras: B =
5mm; C, D, E, F=1 mm.
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Figura 2 — Calogénese em explantes foliares de plantas adultas de
Ginkgo biloba L., cultivados em meio de cultura MS contendo
ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM (A, B, E, F), e com 2,4-D 4,4 uM
e BAP 0,4 uyM (C, D). A — calos primarios nas margens de
discos basais da folha, aos 10 dias de cultivo; B — calos
primarios em discos basais da folha, aos 30 dias de cultivo;
C — calos primarios produzidos na presencga de 2,4-D; D —
calos subcultivados em 2,4-D; E - calos primarios em
segmentos de peciolos, aos 10 dias de cultivo; F — calos
primarios em segmentos de peciolos, aos 30 dias de cultivo.
Barras = 1 mm.
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Figura 3 — Calos produzidos a partir de explantes foliares de plantas adultas
de Ginkgo biloba L., subcultivados em meio de cultura MS. A —
calo tipo 1, verde compacto, meio com ANA 4,4 uM e BAP 0,4 uM;
B — calo tipo 2, branco-amarelado friavel, meio com ANA 4,4 uM.
Fotomicrografias de cortes transversais de explantes foliares
apresentando proliferagdes celulares (setas) e formagao de calos
primarios (C, D, E): C — disco foliar; D — disco da base foliar; E —
segmento de peciolo; F — calo tipo 1. Barras: A, B=1mm, C, D, E
F =200 pm.

109



8,15
7245

10.77-] 675

R IR
GKA 3
GKB
%

R R R A R

a5
2805 C
ar1es]
1as6.]
705 ]
WJ\J
O sl
[ P AL S S S S A AL P S S S S S e A S A A A A
«©
—
g . s
<-Q 5 E s E
w15 w1
w075 wor
252,35 282
05 0056
1055 o
w15 w1
w75 o
465 4
T ETTEFFETE e T AT TP PP T F T E T T T T T T FF TP AT FETE e T FE I e
P S R A S g e g o g
e
G 3551 H
e
308,78
w73
=2
7
0,
w
e s
5 w0
ot o
B 4
L S S L S Y R L L A L L S

Tempo (minutos)

Figura 4 — Cromatogramas comparativos, em HPLC: A - padrbes de
ginkgolideos A (GKA) e B (GKB); B — Quercetina (Q),
Camferol (C), e Rutina (R); C — extratos de folhas de plantas
matrizes; D - extratos de folhas produzidas in vitro; Extratos
de calos induzidos em explantes foliares cultivados com ANA
4.4 uyM e BAP 0,4 uM, na presenca de luz (E) e no escuro (F);
G - extratos de calos induzidos em explantes foliares
cultivados com ANA 44,0 uM, na presenca de luz; H - e no
escuro. Condigdes  cromatograficas: Fase movel:
Metanol:Agua (60:40 v/v); coluna de fase reversa C 18;
volume de injegao de 20 uL e fluxo de 0,8 mL.min"". Detecgdo
220 nm.
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4 CONCLUSOES

Este é o primeiro relato da producao de calos em explantes foliares
de plantas adultas de Ginkgo biloba L. A calogénese é influenciada pelas
condigdes de cultivo como combinagdo entre reguladores de crescimento no
meio de cultura, tipo de explante, carboidrato e regime de luz, e dependente
de uma fonte exégena de auxina.

Combinagdes de ANA 4,4 uM com BAP 0,4 uM ou 4,4 uM induzem
altas frequéncias calogénicas em discos foliares, sendo mais efetivas que
combinacgdes de ANA e KIN, 2,4D e BAP, e 2,4D e KIN.

Discos foliares e segmentos de peciolos sdo mais responsivos ao
meio de inducao de calos, do que os discos da base foliar contendo parte do
peciolo.

O cultivo com sacarose e na auséncia de luz proporciona a maxima
producao de massa fresca de calos.

O BAP, quando utilizado por trés subcultivos, altera a morfologia de
calos branco amarelados e friaveis para verdes e compactos.

Terpendides e flavonoides glicosilados ndo foram detectados nos
calos ou folhas de G. Biloba por TLC e HPLC.
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CAPITULO VI

INDUCAO E MULTIPLICACAO DE BROTOS AXILARES EM EXPLANTES
NODAIS DE PLANTAS ADULTAS DE Ginkgo biloba L.

RESUMO

Neste trabalho foi avaliado o comportamento de segmentos nodais de
plantas adultas, visando estabelecer um sistema de propagacéo in vitro de
G. biloba, a partir de brotos axilares, e a comparagcdo do padrido de
desenvolvimento dos brotos in vitro com o observado in vivo. Segmentos
nodais lenhosos ndo emitiram brotos axilares e apresentaram 100% de
contaminagdo fungica e bacteriana depois do processo de desinfestagao
superficial. Segmentos nodais de ramos herbaceos foram desinfestados com
sucesso e apresentaram alta capacidade regenerativa in vitro. A caseina
hidrolisada (CH 500 mg.L™") foi essencial para a inducéo de brotos axilares e
também para a multiplicacido destes brotos em meio de cultura MS. Na
presengca da CH, na fase de isolamento, 85% dos segmentos nodais
emitiram brotos, e em 35%, multiplos brotos foram formados, enquanto que
na fase de multiplicagdo, 66,6% dos propagulos multiplicaram, e 33,3%
formaram multiplos brotos. A cinetina (KIN 0,46 e 4,65 uM) e o carvao
ativado (CA 1,5 g.L™") apresentaram efeitos inibitérios neste processo.
Existem dois padrbes distintos de desenvolvimento de brotos in vitro, a
semelhanga do que ocorre in vivo. Brotos curtos, com segmentos internodais
muito proximos, expansao de algumas folhas e de crescimento lento, e
brotos longos, distintos por nés separados por segmentos longos, e com
maior crescimento apical. Este € o primeiro relato da formagao de multiplos

brotos em segmentos nodais de plantas adultas de Ginkgo biloba L.

Palavras-chave: segmentos nodais, caseina hidrolisada, carvcéo ativado,

cinetina, multiplos brotos.
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1 INTRODUCAO

Ginkgo biloba L. € uma gimnosperma arborea originaria da China, o
unico membro vivo de um dos mais antigos grupos de plantas com
sementes, com uma longa histéria de uso na medicina, e também, cultivada
como planta ornamental em diferentes paises (GIFFORD e FOSTER, 1989;
BRENNER et al., 2005).

Os principais metabdlitos sintetizados pelo ginkgo, com acéao
medicinal, sao as lactonas terpénicas (ginkgolideos e bilobalideo),
exclusivos desta espécie, e os glicosideos flavonéides (VAN BEEK, 2002),
acumulados principalmente nas folhas, e também detectados em plantas
regeneradas in vitro e em culturas celulares (CARRIER et al., 1991;
CAMPER et al., 1997; BALZ et al., 1999; YU et al., 1999, 2004; KANG et al.,
2006; GRAY et al., 2006; SOHIER e COURTOIS, 2007).

Extratos padronizados, produzidos principalmente a partir de folhas de
ginkgo, s&o comercializados no mundo todo, e somente nos Estados Unidos
e na Europa, bilhdes de doses foram comercializadas em duas décadas
(GRAY et al.,, 2006). Contudo, apenas os Estados Unidos e a Franga,
cultivam o ginkgo em larga escala para fins industriais (CAMPER et al.,
1997).

A propagacao do ginkgo a partir de sementes encontra dificuldades
devido a dioicia da espécie e a longa fase juvenil (MONTEZ-LOPEZ e
RODRIGUEZ, 2001), a baixa taxa de germinagdo e ao curto periodo de
viabilidade das sementes (TOMMASI e SCARAMUZZI, 2004). A propagagao
vegetativa, através da estaquia, apresenta baixo rendimento, sendo
extremamente dependente da natureza juvenil dos explantes (MONTEZ-
LOPEZ e RODRIGUEZ, 2001; SEXTO, 2005).

A propagacgédo in vitro do ginkgo, a partir de diferentes rotas
morfogénicas, foi relatada exclusivamente em explantes obtidos de embrides
zigotico e de plantulas germinadas in vitro (LAURAIN et al., 1996; HAO et al.,
2000; MONTES-LOPEZ e RODRIGUEZ, 2001; HU et al., 2002; TOMMAZI e
SCARAMUZZI, 2004, CHOI et al.,2003/4). Na literatura existem dois relatos
sobre cultivo de segmentos nodais e apices caulinares de plantas adultas,

com o objetivo de propagacao in vitro de ginkgo, porém sem sucesso na
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regeneracdo de plantas completas (MONTES-LOPEZ e RODRIGUEZ, 2001;
TOMMAZI e SCARAMUZZI, 2004).

Desta forma, os objetivos deste trabalho foram avaliar o
comportamento de segmentos nodais obtidos de plantas adultas de Ginkgo
biloba L., visando a multiplicagao in vitro de brotos, e a comparagao do

padrao de desenvolvimento destes brotos in vitro com o observado in vivo.
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2 MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratorio de Biotecnologia Vegetal da
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria — FAMV, da Universidade

de Passo Fundo — UPF, RS, no periodo de margo de 2005 a margo de 2007.
2.1 Material vegetal, obtencao e desinfestacdo dos explantes

Plantas-matrizes de Ginkgo biloba, produzidas a partir de estacas,
com aproximadamente 5 anos de idade e em estagio reprodutivo, foram
utilizadas como fontes de explantes.

As plantas matrizes foram cultivadas em casa de vegetacdo, sob
tratamentos fitossanitarios e nutricionais, realizados mediante pulverizagdes
semanais intercaladas de solugdes de fungicidas sistémico e de contato, e
adubacdes quinzenais com solucdo nutritiva da formulagdo Ouro Verde
(Takenaka S.A. Industria e Comércio), via agua de irrigagéo, diretamente no
substrato.

Foram utilizados como explantes segmentos nodais de 20 mm de
comprimento excisados das plantas matrizes. Testou-se segmentos nodais
de ramos lenhosos, de mais de um ano, coletados no inverno (més de
junho), e segmentos nodais de ramos herbaceos, de dois meses, coletados
no verao (janeiro).

Para a desinfestacdo superficial dos explantes, seguiu-se a
metodologia descrita por Mantovani et al. (2006), que consiste na imerséo
dos segmentos nodais em solugéo contendo os fungicidas Benomil a 1,0 g.L"
' e Captan a 1,0 g.L'1, por 20 minutos, e em condi¢gdes assépticas, nas
solugdes de alcool 70% por 30 segundos, e por 7 minutos na solugdo de
agua sanitaria 25% (com 2,5% de cloro ativo e pH 6,5) acrescida de Tween-
20 0,1%.

ApoOs a desinfestacdo os explantes foram enxaguados por trés vezes
com agua destilada e autoclavada, e inoculados em tubos de ensaio

contendo meio de cultura.
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2.2 Inducdo de crescimento de gemas axilares e multiplicacdo de
brotos

A indugao de crescimento de gemas axilares em segmentos nodais, e
a multiplicagado destes brotos, foram realizadas em duas etapas em que
foram avaliados os efeitos da caseina hidrolisada (CH) a 500 mg.L™", da
cinetina (KIN; 6-furfurilaminopurina) a 0,46 pM e 4,65 uM, e do carvao
ativado (CA) a 1,5 g.L”", conforme os seguintes tratamentos: T1 — Controle
(MS; MURASHIGE e SKOOG, 1962); T2 - MS + CH; T3 - MS + CH + KIN
0,46 uM; T4 - MS + CH + KIN 4,65 uM; T5—-MS + CH + CA; T6 - MS + CH +
KIN 0,46 uM + CA; T7 - MS + CH + KIN 4,65 uM + CA.

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente
casualizado. O experimento de isolamento e indugcao de crescimento de
gemas axilares foi constituido de 5 repeticbes (tubos de ensaio) por
tratamento, com 4 tubos por repeticdo, e um explante por tubo. O
experimento de multiplicacdo foi constituido de 4 repeticées (frascos de
cultura de 240 mL) por tratamento, com 3 frascos por repeticdo e um broto
por frasco.

Apo6s 30 dias de cultivo, foram avaliadas as frequéncias de explantes
respondentes com formacdo de brotos e multiplos brotos. O padréo de
desenvolvimento dos brotos produzidos in vitro foi comparado com o

observado in vivo, nas plantas matrizes.

2.3 Meio de cultura e condicbes ambientais utilizadas durante o cultivo
in vitro

O meio de cultura utilizado foi o MS, adicionado de 100 mg.L'1 de mio-
inositol, 7,0 g.L™' de agar (Merck), e 87,6 mM de sacarose, com pH ajustado
em 5,7 £ 0,1, com NaOH ou HCI 0,1 N, apos a adi¢gao dos reguladores de
crescimento.

O meio de cultura foi distribuido em aliquotas de 10 mL, em tubos de
ensaio (150mm x 25 mm), e 50 mL em frascos de cultura (240 mL). Os
recipientes foram vedados com tampas plasticas e autoclavados por 15

minutos, a temperatura de 121°C.
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As culturas foram mantidas sob fotoperiodo de 16 horas, com
intensidade luminosa aproximada de 36 pmol.m2.s™, fornecida por lampadas
fluorescentes (Luz do Dia Especial, 20 W, Osram, Brasil), e temperatura de
25 £ 2 °C. Para o experimento de indugdo de crescimento de gemas

axilares, os tubos de ensaio permaneceram no escuro nos 7 primeiros dias.
2.4 Anédlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas através da ANOVA (analise
da variancia), aplicando-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade, para a
comparagao das médias dos tratamentos, utilizando-se o programa SAEG
(Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas - Universidade Federal de

Vigosa).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Isolamento de segmentos nodais e inducdo de crescimento de

gemas axilares

A manutencao das plantas matrizes de ginkgo em casa de vegetacao
(Figura 1A), sob tratamentos fitossanitarios e nutricionais, possibilitou o
desenvolvimento de ramos em condigdes adequadas para a obtengao dos
explantes. Nestas plantas podem ser observados os brotos curtos (Figura
1B, C) e longos (Figura 1C), emitidos durante a estacédo de crescimento, as
folnas bilobadas caracteriticas da espécie (Figura 1C), e estruturas
portadoras de  microesporangios, em diferentes estadios de
desenvolvimento, produzidas em ramos curtos (Figura 1D, E, F, G).

A estagdo do ano em que os explantes de ginkgo foram excisados
das plantas matrizes influenciou no estabelecimento e na capacidade
regenerativa in vitro. Segmentos nodais de ramos lenhosos, com mais de um
ano de idade, excisados no més de junho (inverno), periodo em que as
plantas ndo contém folhas, apresentaram 100% de contaminagdo fungica e
bacteriana, mesmo apds o processo de desinfestagao superficial. Neste tipo
de explante (Figura 1H), a periderme se apresenta de forma fibrosa, e as
bracteas imbricadas, que protegem as gemas caulinares neste periodo,
permitem o acumulo de microorganismos contaminantes, dificultando a
efetiva penetracao e acdo dos agentes desinfestantes utilizados no processo
de desinfestacdo. Desta forma, a metodologia utilizada n&o foi eficiente para
a desinfestacdo superficial destes explantes, impossibilitando seu
estabelecimento in vitro.

Durante o periodo de cultivo dos segmentos nodais lenhosos, néo
houve formacdo de brotos a partir das gemas axilares. Comportamento
semelhante, em relagdo a contaminagédo e auséncia de regeneragao, deste
tipo de explante foi verificado por Sexto (2005).

Segmentos nodais de ramos herbaceos (Figura 11), de 2 meses,
excisados no més de janeiro (verdo), periodo de crescimento ativo da planta,
foram desinfestados e estabelecidos com sucesso in vitro. A contaminacao,

especialmente por fungos (Figura 1J), ocorreu em 7% dos segmentos nodais
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cultivados, enquanto que a necrose (Figura 1K) foi observada em 3% dos
explantes, principalmente na regido axilar, apos o processo de
desinfestacdo. MANTOVANI et al. (2006) observaram que segmentos nodais
de ginkgo eram desinfestados com maior facilidade quando coletados de
ramos produzidos no ano, além de apresentarem maior capacidade
regenerativa in vitro, quando comparados aos segmentos nodais coletados
de ramos lenhosos. MONTES-LOPEZ e RODRIGUEZ (2001) observaram
que explantes excisados da posi¢ao apical respondiam melhor ao processo
de desinfestacdo do que segmentos nodais coletados de posigdes basais
nos ramos de ginkgo.

O potencial regenerativo dos explantes herbaceos, durante os 30 dias
de cultivo in vitro, na fase de isolamento, foi influenciado pela presenca da
caseina hidrolisada, da citocinina e do CA no meio de cultura.

Em meio de cultura MS (controle), 80% dos segmentos nodais
apresentaram gemas axilares intumescidas, porém, apesar de indicarem
inicio de crescimento, ndo formaram brotos (Tabela 1).

A caseina hidrolisada (CH) foi essencial para o desenvolvimento das
gemas axilares e, para a formacao de multiplos brotos nos segmentos
nodais de ginkgo. Os melhores resultados foram obtidos no meio MS,
adicionado de CH 500 mg.L”, em que 85% dos segmentos nodais
apresentaram gemas axilares intumescidas, que se desenvolveram
formando brotos, e 35% formaram multiplos brotos (Tabela 1).

Diferentes estadios de desenvolvimento dos brotos, a partir de gemas
axilares de segmentos nodais, cultivados em meio de cultura MS
suplementado com CH 500 mg.L™", podem ser visualizados na Figura 2. Aos
10 dias de cultivo, é possivel visualizar a gema axilar ainda parcialmente
envolvida por bracteas (Figura 2A). Aos 15 e 20 dias, em estadios mais
avancados, ocorre a abertura das bracteas (Figura 2B), e proliferacdes
celulares na regiao de abscisao foliar (Figura 2C). Aos 25 dias, € possivel
observar o broto formado (Figura 2D), e aos 30 dias, as primeiras folhas
normais em expansao (Figura 2E, F). Multiplos brotos foram observados nos

segmentos nodais, neste mesmo meio, aos 30 dias de cultivo (Figura 3A, B).
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Tabela 1 — Efeitos da caseina hidrolisada (CH) 500 mg.L™", da cinetina (KIN),
e do carvdo ativado (CA) 1,5 gL' no meio MS, sobre a
frequéncia (%) de segmentos nodais de plantas adultas de
Ginkgo biloba L., na fase de isolamento, com formacdo de
brotos axilares e multiplos brotos, aos 30 dias de cultivo in vitro

Freqiéncia de segmentos nodais(%)*

Tratamentos
Com formacgao de brotos Com muiltiplos brotos
MS (Controle) 0 + O d 0 + O b
MS+CH 850 + 13,6 a 350 + 13,6 a
MS+CH+KIN 0,46 uM 50,0 £+ 176 b 10,0 + 136 b
MS+CH+KIN 4,65 uM 450 + 20,9 bc 50 + 111 b
MS+CH+CA 0 + O d 0 + O b
MS+CH+KIN 0,46 uM+CA 200 £+ 111 cd 0 + O b
MS+CH+KIN 4,65 uM+CA. 250 + 17,6 bcd 5 + 111 b

Médias + desvio padrao de 5 repeti¢cdes de 4 explantes.
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em arco sen [raiz(x/100)].

A KIN provocou aumento na frequéncia de formacao de brotos,
quando compara ao controle, porém, reduziu esta resposta quando
comparada ao tratamento que continha somente a CH. Na concentracéo de
0,46 uM, a KIN induziu a formacédo de brotos em 50% dos segmentos
nodais, e de multiplos brotos em 10 % destes, sendo que aumentando sua
concentragéo para 4,65 uM, houve redugéo, pouco significativa, na formagao
de brotos (Tabela 1).

Nao houve formacdo de brotos, ou multiplos brotos, quando o CA foi
adicionado ao meio de cultura, demonstrando efeito toxido sobre os
explantes de ginkgo. No entanto, quando a KIN foi adicionada ao meio, os
efeios do CA se tornaram menos pronunciados, ocorrendo a formacao de
brotos (Tabela 1).

3.2 Multiplicacéo de brotos

Comportamento semelhante ao que ocorreu na fase de isolamento,
foi observado na fase de multiplicagao dos brotos, com melhores resultados
obtidos com a utilizagdo de 500 mg.L™" de caseina hidrolisada no meio de
cultura. Neste tratamento, 66,6% dos brotos multiplicaram, emitindo novos

brotos (Figura 3C, D), e 33,3% emitiram multiplos brotos (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeitos da caseina hidrolisada (CH) 500 mg.L™, da cinetina (KIN),
e do carvao ativado (CA) 1,5 gL' no meio MS, sobre a
frequéncia (%) de explantes de Ginkgo biloba L., na fase de
multiplicagdo, com formagéo de novos brotos e multiplos brotos,
aos 30 dias de cultivo in vitro

Frequiéncia de brotos(%)*

Tratamentos
Com novos brotos Com multiplos brotos
MS (Controle) 0 £ O c 0 £ 0 b
MS+CH 666 + 272 a 333 = 0 a
MS+CH+KIN 0,46 pM 250 + 319 b 83 + 16,6 b
MS+CH+KIN 4,65 pM 166 = 192 b 0 £+ O b
MS+CH+CA 0 £ O c 0 £ O b
MS+CH+KIN 0,46 uM+CA 83 + 16,6 c 0 £ O b
MS+CH+KIN 4,65 uyM+CA 83 + 166 c 0 £ O b

Médias + desvio padrao de 5 repeticoes de 4 explantes.
Médias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem pelo teste de Tukey (P < 0,05).
*Dados originais transformados em arco sen [raiz(x/100)].

Diferentes tipos de misturas complexas como extratos de sementes e
de frutos, agua de coco, caseina hidrolisada, entre outras, podem ser
adicionadas aos meios, com o objetivo de estimular o crescimento in vitro
das culturas. Extrato de endosperma de sementes maduras de ginkgo,
adicionado ao meio de cultura MS, foi essencial para a indugédo de brotos em
segmentos nodais de plantulas e em gemas apicais de ginkgo (TOMMAZI e
SCARAMUZZI, 2004). Misturas complexas, no entanto, sem composigao
definida, dificultam a reprodugao dos resultados e sao variaveis (CALDAS et
al., 1998). Nas e Read (2004) desenvolveram um meio ideal para o cultivo in
vitro de avela, baseados na constituichio de minerais e vitaminas
encontradas em extratos das sementes desta planta.

A CH é uma forma organica de nitrogénio, que fornece um conjunto
de aminoacidos que estimulam o crescimento de muitas culturas in vitro
(CALDAS et al.,, 1998). Neste trabalho, a CH foi essencial, tanto para o
desenvolvimento das gemas axilares como para a formagdo de multiplos
brotos na fase de isolamento e de multiplicagao dos brotos. O efeito positivo
da CH foi observado também no desenvolvimento de gemas axilares de
segmentos nodais juvenis de plantulas de ginkgo, germinadas in vitro (HAO
et al., 2000).

Os efeitos da KIN e do CA, verificados na fase de isolamento, foram

também observados na multiplicacdo dos brotos. Houve reducdo na
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freqiéncia de formacado de brotos na presenca destas duas substancias
quando comparadas ao tratamento contendo apenas CH (Tabela 2). Os
resultados indicam que tanto a KIN, quanto o CA, provocaram toxicidade nas
culturas de ginkgo. Estes efeitos foram intensificados ao longo de trés
subcultivos na presenca destas substancias. Os brotos apresentaram folhas
atipicas, mal formadas, de aspecto vitreo, indicando sintomas de
hiperidricidade, além de menor desenvolvimento, quando comparados aos
brotos formados e subcultivados na presenca isolada de CH.

Os efeitos do carvao ativado estao relacionados as propriedades de
adsorcao de substancias toxicas do meio de cultivo e redugéo da incidéncia
de luz no meio (BONGA, 1985). Desta forma, os efeitos positivos do carvao
ativado sdo citados por promover maior alongamento, multiplicacdo e
qualidade de brotos de caixeta (MANTOVANI et al., 1999), maior frequéncia
de enraizamento de brotos de louro-pardo (MANTOVANI et al., 2001), e
maior capacidade regenerativa de segmentos de plantulas de ginkgo (HU et
al., 2002). Neste experimento, no entanto, o CA provocou efeitos inibitorios
na formacdo e multipplicacdo de brotos. Da mesma forma, Paek e Hahn
(2000) reportam os efeitos negativos do CA no cultivo in vitro de lisianthus.

Avaliagbes do comportamento de brotos de ginkgo, durante o periodo
de multiplicagao, revelam que as citocininas podem induzir efeitos negativos
nestes brotos ao longo dos subcultivos. Mantovani et al. (2006), observaram
que, em meio MS, na concentracédo de 1,0 mg.L'1, a KIN foi melhor que o
BAP e que o TDZ na formagao de brotos de ginkgo. Porém, a presenga das
citocininas em subcultivos sucessivos, provocou efeitos negativos no
desenvolvimento e na qualidade dos brotos, como a formagao de folhas
atipicas de aspecto vitreo, desenvolvimento de calos, principalmente na
presenca de BAP e TDZ, e redugéo na capacidade regenerativa.

Os reguladores de crescimento ANA e ZEA, e a adenina, quando
adicionados ao meio de cultura MS, também inibiram o desenvolvimento de
brotos e provocaram a formagao de calos em gemas axilares e segmentos
nodais de plantulas de ginkgo (HAO et al., 2000).
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3.3 Padrbes de desenvolvimento de gemas caulinares in vitro vesrus in

Vivo

Existem dois padrdes distintos de desenvolvimento in vitro de gemas
axilares em segmentos nodais excisados de ramos herbaceos de Ginkgo
biloba.

Foram observadas gemas axilares formando brotos curtos, com
segmentos internodais muito proximos (Figura 3E). Estes brotos apresentam
crescimento lento e limitado a expansao de algumas folhas, cerca de 4 ou 5,
durante o periodo de 30 de cultivo na fase de isolamento. Neste tipo de
broto, ndo foi verificado qualquer alongamento apical durante a fase de
isolamento ou na fase de multiplicagao.

O outro padrao de desenvolvimento foi a formagéo de brotos longos,
distintos dos anteriores por apresentarem nés e folhas separados por
segmentos internodais distintos, mais longos que os anteriores (Figura 3F), e
filotaxia espiralada. Estes brotos se alongaram, tanto na fase de isolamento
como na de multiplicacao.

Nao foi possivel estabelecer uma relacdo entre os padrbes de
desenvolvimento dos brotos com a posi¢céo ocupada pelo segmento nodal no
ramo de origem, nas plantas matrizes. Segmentos nodais, retirados de um
mesmo ramo, desenvolveram brotos axilares longos, enquanto que outros
desenvolveram brotos curtos, independentemente da posicdo proximal ou
distal no ramo.

Durante o desenvolvimento dos ramos nas plantas matrizes de
ginkgo, verificou-se que brotos curtos (Figura 1B) e longos (Figura 1C) se
originam do desenvolvimento de gemas axilares de um mesmo ramo longo.
Segundo Gifford e Foster (1989), os brotos curtos podem manter um padréo
de desenvolvimento vegetativo, lento, com expans&o anual de algumas
folhas, por muitos anos. Este padrao, no entanto, é reversivel, pois um broto
curto pode abruptamente desenvolver um longo e, por outro lado, o
crescimento apical de um broto longo pode ser retardado por varias
estacgdes, simulando o padrao de crescimento de um broto curto lateral.

Apesar deste dimorfismo, os meristemas apicais sdo semelhantes nos
dois tipos de brotos (GIFFORD e FOSTER, 1989). Nos brotos curtos, no
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entanto, os meristemas podem estar determinados a originar estruturas
portadoras de megaesporangios ou de microesporangios, quando a planta
se encontra em fase reprodutiva, como observado nas plantas-matrizes de
ginkgo (Figura 1D, E, F, G).

Durante o periodo de crescimento dos brotos longos nas plantas
matrizes (primavera-verdo), foi evidenciada dominancia das gemas apicais,
em detrimento do crescimento das gemas axilares de posi¢gbes basais dos
ramos. Durante este periodo de crescimento ativo dos ramos, as gemas
axilares nao se desenvolvem formando ramos laterais. Na estacao de
crescimento ativo, no ano seguinte, gemas axilares do mesmo ramo longo
se desenvolvem, dando origem a brotos curtos ou longos,
independentemente da posicdo nos ramos.

Este comportamento de desenvolvimento dos ramos define a
arquitetura da copa das arvores de ginkgo. Portanto, plantas jovens
apresentam um habito de crescimento que se assemelha ao das coniferas e,
com o aumento da idade, a copa torna-se larga e o padrdo de ramificagcado
irregular (GIFFORD e FOSTER, 1989; LORENZI e MATTOS, 2002).

O dimorfismo de brotos, verificado durante o cultivo in vitro de ginkgo,
independe da posicdo em que a gema ocupa no ramo de que foi retirada, e é
um comportamento natural da espécie. Este comportamento, no entanto, se
manifesta na irregularidade de respostas in vitro, com gemas que nao se
desenvolvem, brotagdes que alongam e outras que se mantém na forma de

rosetas, como ramos curtos.
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Figura 1 — Plantas-matrizes de Ginkgo biloba L., cultivadas em casa de
vegetacdo (A); B — brotos curtos; C — broto longo (seta
cheia), broto curto (seta vazada) e folha bilobada (ponta de
seta); D a G — sequéncia do desenvolvimento de estruturas
portadoras de microesporangios em brotos curtos; H —
segmento nodal lenhoso; | — segmentos nodais herbaceos; J
- segmento nodal in vitro, contaminado por fungos; K —
segmento nodal herbaceo in vitro, apresentando necrose.
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Figura 2 — Estadios de desenvolvimento de brotos a partir de gemas
axilares em segmentos nodais de plantas adultas de Ginkgo
biloba L, cultivados em meio de cultura MS suplementado
com 500 mg.L'1de caseina hidrolisada. A — aos 10 dias; B —
aos 15 dias; C — aos 20 dias; D — aos 25 dias; E — F - aos 30
dias de cultivo in vitro.
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Figura 3 — Desenvolvimento e multiplicacdo de brotos a partir de gemas
axilares em segmentos nodais de plantas adultas de Ginkgo
biloba L, cultivados em meio de cultura MS suplementado
com 500 mg.L" de caseina hidrolisada A, B — inducdo de
multiplos brotos em segmentos nodais (setas indicando novos
brotos); C, D — multiplicagédo de brotos (seta indicando novo
broto); E, F — padrdes de desenvolvimento de brotos de
gemas axilares em segmentos nodais, E - broto curto; — F —
broto longo.
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4 CONCLUSOES

Segmentos nodais herbaceos, de plantas adultas, podem ser
utilizados como explantes visando o estabelecimento de um sistema de
propagacao in vitro de G. biloba. Os resultados demonstram alta capacidade
regenerativa destes explantes.

A caseina hidrolisada induz a formacao de brotos axilares e multiplos
brotos nos segmentos nodais, na fase de isolamento, e também na fase de
multiplicacdo, enquanto que a cinetina e o carvao ativado provocam efeitos
inibitérios neste processo.

Brotos curtos e brotos longos carcaterizam o padrdo de
desenvolvimento de brotos axilares de ginkgo, observado em segmentos

nodais cultivados in vitro, a semelhanga do que ocorre in vivo.
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CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos com este trabalho indicam que:

- A avaliagdo da produtividade de sementes e do teor de bixina,
auxiliou na selegado de gendtipos superiores de Bixa orellana L., a serem
propagados vegetativamente;

- A alporquia possibilitou o resgate vegetativo de gendtipos de B.
orellana e o estabelecimento de um banco de plantas fornecedoras de
explantes uteis para processos de propagacgao clonal;

- Foi possivel estabelecer um sistema de propagacgao in vitro de B.
orellana a partir da inducéo de crescimento e proliferagcdo de brotos axilares
em segmentos nodais obtidos de alporques e, a partir da diferenciacao direta
e proliferacdo de brotos adventicios em segmentos hipocotiledonares,
radiculares e cotiledonares de plantulas germinadas in vitro. Estas
metodologias sao viaveis para a propagacao in vitro de B. orellana e como
forma de superar a segregacgao genética, observada nas plantas propagadas
por sementes, podendo contribuir para o desenvolvimento de um sistema de
transformacao genética desta espécie;

- A frequéncia calogénica e o desenvolvimento dos calos induzidos
em explantes foliares de plantas adultas de Ginkgo biloba L. foram
influenciados pelo tipo de explante cultivado, tipo, concentracdo e balango
estabelecido entre auxinas e citocininas, tipo de carboidrato adicionado ao
meio de cultura e, pelo regime luminoso fornecido durante o subcultivo dos
calos. Terpenoides e flavondides glicosilados de ginkgo n&o foram
detectados nos calos e nas folhas, porém a metodologia utilizada na
producao de calos possibilitara novas abordagens, visando a propagacgao de
plantas de ginkgo por vias morfogénicas indiretas e, o estudo da indugao in
vitro de sintese dos metabdlitos secundarios de valor medicinal desta
especie;

- Foi estabelecido um sistema de multiplicagado in vitro de G. biloba a
partir da indugcao de crescimento e proliferacdo de brotos axilares em
segmentos nodais herbaceos de plantas adultas, possibilitando uma

alternativa a propagacao sexuada e assexuada desta espécie.
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