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RESUMO

CRUZ, Ana Claudia Ferreira da, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2007.Propagacaoin vitro do urucuzeiro Bixa orellana L.) a partir de explantes
juvenis e adultos Orientador: Wagner Campos Otoni. Co-orientadores: Aloisio
Xavier, Carlos Roberto de Carvalho e Marilia Contin Ventrella.

O comportamento morfologicon vitro de explantes diversos (hipocotilos,
epicotilos, raizes e segmentos internodais e nodaif). deellana L. foi estudado
mediante a avaliacdo da resposta morfogénica em relacdo ao regime de exposicao a luz
das sementes durante o periodo de germinacdo; da resposta a hipoxia em meio semi-
sélido; e dos gradientes de resposta dos explantes e hipocétilos invertidos comparados
aos hipocétilos cultivados com polaridade fisiolégica normal. A manutencdo das
culturas na auséncia de luz por 30 dias durante o periodo de germinacéo, possibilitou
maiores rendimentos na quantidade de explantes superiores. Hipocotilos dispostos na
porcdo superficial do meio de cultura apresentaram organogénese direta, ao contrario
dos demais que apresentaram respostas diferenciadas relacionadas a profundidade do
explante depositado no meio de culti@Qaanto as diferencas no potencial morfogénico
dos explantes hipocotiledonares, relacionado ao gradiente de responsividade, e em
relacdo a ocorréncia de gendétipo-especificidade de resposta®, foi observado que,
no tratamento em que a cultura foi exposta a luz houve melhor resposta dos explantes.
No entanto, houve diferencas nas regiées em que as respostas apareceram e estas foram
especificas para cada genétipo. Para todos os hibridos estudados, a utilizacdo de
hipocotilos invertidos, quando comparados aos ndo invertidos, foi mais eficiente na
inducdo de organogénese adventicia. Na cultura de raizes, a utilizagdo do meio liquido
sob agitacdo foi superior quando comparado a utilizacdo de meio semi-sélido, no
entanto houve necessidade do uso de fitorreguladores para indugéo de brotagbes nestes
explantes. Apos 45 dias de cultura brotagdes se diferenciaram das raizes; no geral em

meio semi-sélido, na auséncia de luz, as brotacdes apresentaram-se escassas e com certa
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anormalidade, porém sem hiperidricidade. A utilizacdo de meio liquido, tanto na
auséncia quanto na presenca de luz, promoveu a regeneracdo de brotagcbes com
caracteristicas de hiperidricidade. Quanto a utilizacdo de explantes adultos, a formacéo
de gemas ocorreu com maior freqiéncia nas superficies onde houve o seccionamento do
explante e com menor frequéncia nas regides centrais dos explantes. As brotagdes
induzidas pelo efeito de BAP, apesar de em menor quantidade, apresentaram qualidade
superior. As analises histolégicas revelaram que o inicio da regeneracao ocorreu a partir
da intensa proliferacdo celular na regido do periciclo e tecidos vasculares associados
como o floema secundario do explanti utilizacdo de segmentos internodais (SIN)
como fonte de explantes, observou-se, aos 30 dias de cultura, nos tratamentos com
fitorreguladores, a regeneracao de brotacdes, no entanto para o controle (MS0) ocorreu
apenas a calogénese. As brotacfes apresentaram, em média, de 0,1 cm de comprimento
e, ha maioria dotratamentos, formaram-se em toda a superficie do explante. A maioria
dos tratamentos apresentou resposta quanto a organogénese. A maior média dos
explantes responsivos a organogénese foi com o tratamento BAP, entretanto com o 2iP
ocorreu o inverso, caracterizando-se como o tratamento menos responsivo. A resposta
morfogénica dos explantes ocorreu na maioria das vezes por via direta, havendo apenas
uma excec¢do no tratamento com BARPinicio do processo da divisdo celular, a qual
culminou na morfogénese, foi observado a partir da intensa proliferacdo celular na
regido do cambio, se estendendo até o floema secundario do explante. Observacoes
efetuadas para utilizacdo de segmentos nodais como fonte de erpideteciaram o
comprimento das brotacdes apresentando diferenca em fungcdo do tratamento.
Similarmente as brotacdes oriundas de SIN, aquelas regeneradas de SN apresentaram
senescéncia foliar, no isolamento do explante original, necessitando da adicdo de STS

no meio para alongamento e manutencao.



ABSTRACT

CRUZ, Ana Claudia Ferreira da, M.S., Universidade Federal de Vicosa, February, 2007.
In vitro propagation of annatto @ixa orellana L.) from juvenile and adult
explants Advise: Wagner Campos Oton{Co-Advisers: Aloisio Xavier, Carlos
Roberto de Carvalho and Marilia Contin Ventrella.

The morphological behavior of explants/pocotyls, epicotyls, roots and node
and internode segments) of annaBodrellana L.) was evaluated by meansiofvitro
morphogenic responses regarding the duration of exposition to light throughout
germination periodthe responses to hypoxia in semi-solid medium, and the response
gradients of hypocotyls and inverted hypocotyls explants as compared to the normal
physiological polarity cultured ones. The maintenance of the cultures for 30 days in the
absence of light, throughout the germination period, enabled higher rates of
morphogenic responses. Hypocotyls placed on silréace of the culture medium
displayed direct organogenesis; unlike the others that presented varied responses
dependent on the depth of culture in semi-solid mediRegarding the morphogenic
potential of hypocotyledonary explants, either related tarhétro responsiveness or
genotype-specificity, it was observed that treatments kept under light regime displayed
satisfactory responses. However, different responses were observed along the, explants
and these were specific for each genotyme all hybrids, the use of inverted hypocotyl
segments was more efficient in inducing adventitious organogenesis as compared to the
normal oriented explants. For root cultures, the utilization of liquid medium under
agitation was superior as compared to the semi-solid counterpart; however, the
induction of adventitious organogenesis demanded the incorporation of growth
regulators (GR). After 45 days, in cultured root explants in the semi-solid medium; in
the absence of light, differentiation of shoot buds and elongated shoots were scarce and
with certain abnormality, but non-hyperhydric. The use of liquid medium, regardless the
light regime, led to differentiation of hyperhydric shoots. As for the use of adult



explants, the formation of shoot-buds occurred more frequently in the cut surfaces.
BAP-induced shoot-buds, despite the lower number, were more vigorous. The
histological analyses revealed that the initial regeneration responses starteanfrom
intense cellular proliferation in the pericycle and vascular tissues areas, mainly
associated with the secondary phloem. At 30 days of culture in MS medium
supplemented with GR, a regeneration of shoots was observed, when internode
segments (INS) were used as explant source, whereas only callusing was obtained in the
control treatment (MS0). The shoots presented, in average, 0,1 cm in length and, in
most of the treatments, they were formed in the whole surface of the explant. The
majority of treatments benefited organogenic responses, but greater averages of
responsive explants were obtained in BAP-added media, whilst those with 2iP were less
responsive. The morphogenic responses occurred generally by means of direct pathway,
except for BAP-supplemented media. The initial cellular division presetsat
culminated with morphogenesis were coincident with an intense proliferation from
cambium, extending to secondary phloem region. When NS were used as source of
explants average shoot length varied among treatments. $mnilarthose shoots
derived from SIN cultures, those from SN had leaf senescence, requiring the addition of
STS to the elongation and maintenance media.

Xi



INTRODUCAO GERAL

Bixa orellana L. € uma espécie lenhosa nativa da América Tropical, com
distribuicdo das Guianas ao Brasil, sendo bastante cultivada em todos os estados
brasileiros, assim como em outros paises, como India, Sri Lanka, Java e algumas partes
do México (Franco et al., 2002).

O nome boténico desta planta € uma homenagem ao explorador espanhol do
século XVI, Francisco de Orellana, lugar tenente de Francisco Pizarro e que foi o
primeiro europeu a navegar no Rio Amazonas. Originaria da América do Sul, sendo o
Brasil o principal produtor e exportador, desenvolve-se também na América Central e
nas Filipinas, onde foi introduzida pelos espanhdis (Araudjo, 2005).

Devido seu cultivo em diferentes regibes do murBloprellana € tratada
popularmente por diferentes nomes: Arnoto, no Ceildo; Atole, Achiote, Bija, no Peru e
em Cuba; Axiote, no México; Achiote, Achote, Anatto, Bija em Santo Domingo e Porto
Rico; Ditaque e Kifasu, em Angola; Bixa, na Guiana; Orleans Laum, na Alemanha;
Roucou, Rocouyer, na Franca; Analto, em Honduras; Guajachote, em El Salvador;
Onotto e Onotillo, na Venezuela; Shambu, no Peru; Achiote e Urucu, na Bolivia; Anatto
e Anatto-Tree, na Inglaterra; Urucu, na Argentina; Roucou, em Trindad; Roucou e
Koessewee, no Surinameno Brasil como urucum, urucu, agafrao, acafroa e agafroeira
da terra (Franco et al., 2Q0®aujo, 2009.

Pertencente a familia de um sé génBiga, Unico da familia das Bixaceae,
compreende 5 espécies sendo o urucum (Bixa orellana) como a Unica espécie cultivada
e amplamente empregada como ornamental devido a beleza de suas flores e, em virtude
de constituir um arbusto de forma esbelta, € utilizada para cercas vivas (Castro et al.,
1994).

Seu grande atrativo, como produto natural, € como substituto de corantes
artificiais considerados cancerigenos, e, por isso, proibidos por lei nos Estados Unidos,
Japdo e alguns paises da Europa. Com isto, 0 urucuzeiro passou a ganhar mais

importancia nas regides produtoras, devido a grande capacidade de expansao da cultura



(Baliane 1982; Meirelles Filho, 2004). Desta forma, vem despertando grande interesse
na industria devido a particularidade de armazenar em suas sementes um corante natural
composto essencialmente dos carotendides bixina e norbixina.

A bixina é um apocarotendide monometil éster carboxilico que confere a
coloracao vermelha em sementes de urucum, o qual é extraido e utilizado como corante
aditivo solavel em alimentos e cosmeéticos desde o periodo pré-Colombiano
(Mercadante& Pfander, 1998).

Com a polpa das sementes, os silvicolas preparavam matéria tintorial para pintar
seus objetos e a propria pele, tanto por vaidade como por repelente aos insetos e
protec&o aos raios solares (Castro et al., 1994), o que corroborou ao interesse, cada vez
mais crescente, do seu uso nas industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil e de
cosméticos. Os pigmentos extraidos das sementds degllana estdo entre os 13
produtos naturais permitidos para o consumo humano, e ocupam a segunda colocacao
dentre os corantes aditivos naturais mais utilizados pela industria (Lauro, 1991;
D’Souza & Sharon, 2001).

Os carotendides sdo de grande importancia na nutricdo e na medicina,
especialmente aqueles que contém o gnpbis podem ser convertidos a retinol, sendo
assim precursores de vitamina Além destes, beneficios adicionais a salde sao
atribuidos as suas atividades antioxidantes. O corante extraido do urucuzeiro possui
vérias propriedades e acbes, tais como, adstringente, nutritiva, emoliente,
antibactericida, antioxidante e expectorante. Alguns fitoquimicos sao encontrados,
como: bixeina, bixina, bixol, isolbixina, norbixina, fenilalanina, acido salicilico,
treonina, triptofano, dentre outros (Bartley & Scolnik, 19Bkias & Gordon, 2003),
onde podem atuar potencialmente contra o cancer (Cunningham & Grantt, 1998).

A bixina e norbina séo pigmentos de ocorréncia exclusiva em urucum o que tem
estimulado a busca para fundamentacdo e estabelecimento das bases fisiolégicas e
moleculares da biossintese desses pigmentos em urucum. O mecanismo de biossintese
de bixina permanece pouco conhecido, entretanto, recentemente foi sugerido que o
carotendide Gp, licopeno, € o precursor de bixina (Mercadante & Pfander, ;1998
Britton, 1998; Jako et al., 2002; Bouvier et al., 2003). O isolamento e clonagem futura
de genes-chave envolvidos na biossintese desses pigmentos demandara protocolos de
transformacdo genética para a avaliagcdo da expressédo e analise funcional dos genes

clonados.



O corante bixina € largamente empregado para colorir alimentos, entrando no
comércio em forma de colorau, sendo que, do total de sementes de urucum
industrializadas no Brasil, 25% sao utilizadas na preparacdo de extratos e o restante é
empregado na fabricacdo do colorifico (Tocchini & Mercadante, 2001), sendo que o
Brasil produz cerca de 10 mil t/ano de sementes, crescendo 5% ao ano (Meirelles Filho,
2004).

A espécie se reproduz principalmente por polinizagdo cruzada, o que resulta em
grande variabilidade genética das plantas propagadas via sementes, e gerando falta de
sincronismo no periodo de floracdo e na quantidade de carotendides produzidos, desta
forma, dificultando a estimativa precisa da época e quantidade da producéo,
apresentando grande desuniformidade nos plantios, com variacdes em relagéo ao teor de
bixina, a resisténcia as pragas, a produtividade, dentre ¢8fraslosé & Reboucas
1990).

Devido a isto, a propagacdo vegetativa aparece como método viavel para
obtencdo de lavouras produtivas e uniformes uma vez que possuem as mesmas
caracteristicas genéticas da planta matriz fornecedora do material propagaiidosEs
& Reboucas, 1990). Ademais, 0 conteudo de bixina presente nas sementes esta
relacionado diretamente com as condi¢cdes ambientais e genéticas, podendo variar entre
1,0 a 6,0% (Franco et al., 2002).

Pouco tem sido feito na area de obtencéo de cultivares de urucum, a excecéo da
selecaaletipos locais e as avaliacdes tradicionais dos tipos que participam dos ensaios
regionas e nacionas (Franco et al., 2002). Em consequéncia da pequena expressividade
do melhoramento genético desta espécie, aliada a elevada heterogeneidade genética
temse optado denominar “tipos cultivados”, ao contrario de variedades, até que se
possua um material genético com caracteristicas genotipicas e fenotipicas devidamente
fixadas. Os principais tipos cultivados do urucuzeiro séo: Peruana Paulista (S&o Paulo),
Bico-de-Pato (Bahia) e Piave Vermelha (Para) (Reboucas & Sao José, 1996). Porém,
mesmo para os plantios comerciais, as mudas utilizadas sdo provenientes de reproducao
sexuadas acarretando heterogeneidade genética.

Para diminuir a variabilidade genética nos plantios comerciais de urucum, alguns
trabalhos visando a propagacdo vegetativa do urucuzeiro foram desenvolvidos,
utilizando-se das técnicas de enraizamento de estacas (estaquia) (Séo Joseé et al., 1992),
enxertia por garfagem (Séo José et al., 1992) e alporquia (Lima, 1992). As primeiras

tentativas de desenvolvimento de metodologias para propaigegéem do urucuzeiro
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iniciaram na década de 90 (Silva Neto et al., 1992). Sumlauesses, trabalhos
utilizando explantes caulinares (Debata & Punk, 1996), foliares (Almeida et al., 1996)
gemas axilares e explantes nodais (D’Souza & Sharon, 2001), calos obtidos de sementes
(Sha Valli Khan et al., 2002), hipocoétilog glantulas germinadas vitro (Paiva Neto,

2002; Paiva Neto et al., 2003b; Carvalho et al., 2005) e embrides zigoéticos imaturos
(Paiva Neto et al., 2003a).

No entanto, ha baixa eficiéncma taxa de brotacdo e consequente propagacao
em alta escala, tornandge-necessario o estabelecimento de protocolos eficientes e
reproduziveis de propagac#o vitro para o urucuzeiro, de forma a evitar a tipica
heterogeneidade genética e ampliar os programas de melhoramento genético da espécie,
visto que o melhoramento genético convencional € restringido pelo longo ciclo
reprodutivo e pela limitada variabilidade genética nos germoplasmas disponiveis
(Zaldivar-Cruz et al., 2003).

A exemplo de outras espécies lenhosas, o envelhecimento ontogenético dos
tecidos e microrganismos endofiticos presentes em explantes adultos coletados de
plantas em condicdes de campo, representam grandes desafios para 0S processos
regenerativos. Alternativas para a reversao e controle destes processos, aumentando ou
induzindo a competéncia celular e promovendo melhor controle fitossanitario dos
explantes, séo utilizadas com sucesso para algumas espécies lenhosas (Mantovani et al.,
1999; Alfenas et al., 2004ssis et al., 2004

Nos ultimos anos, o potencial do mercado internacional do urucuzeiro teve
grande impulso. No Brasil, a expansdo da demanda pelo urucum registra-se em funcao
do crescimento vertical do consumo dos produtos industrializados que contém a
matéria-prima (MMA et al., 1998). Como o Brasil € um dos maiores produtores e
exportadores mundiais de urucum, necessita com urgéncia dispor de materiais de
qualidade superior, tanto em produtividade de grdos, como altos teores de bixina,
visando competir com o mercado internacional (Franco et al., 2002).

Nesse sentido, a propagacdo clonal, alicercada em técnicas de icultitra,
pode refletir positivamente no melhoramento genético com ganhos efetivos decorrentes
da fixagdo de gendtipos com atributos agrondémicos superiores, com a clonagem e
propagacdo de individuos-elite adultos, estabelecimento de bancos de germoplasma
mediante conservacao de recursos genéticogro, e dominio e otimizacdo das rotas
morfogénicas regenerativas para aplicacdo em protocolos eficientes de transformacéo

genética.
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CAPITULO |

Avaliacdo de Respostas Morfogénicas de Hipocoétilos de Tipos

Cultivados de Urucum Bixa orellana L.)

Introducao

Bixa orellana L. (Bixaceae) é uma espécie lenhosa nativa da América Tropical,
com distribuicdo das Guianas ao Brasil, sendo bastante cultivada em todos os estados
brasileiros (Franco et al., 2002). E uma planta Gnica pela exclusividade de biossintese
dos carotendides bixina e norbixina e seu grande atrativo é como substituto de corantes
artificiais. Esse fato tem alavancado crescente importancia no mercado internacional, de
modo particular Estados Unidos, Japédo e alguns paises da Europa, passaeter
estimulos nas regifes produtoras e devido a sua grande capacidade de expanséo
(Baliane 1982; Meirelles Filho, 2004

Sendo geralmente propagadas via sementes, as plantas de urucum apresentam
grande desuniformidade nos plantios, com variagcbes em relacdo ao teor de bixina,
resisténcia as pragas, e produtividg8ao José & Reboucas, 1990). No intuito de
diminuir esta heterogeneidade genética, alguns trabalhos de propagacédo vegetativa da
espécie foram desenvolvidos, como estaquia, enxertia por garfagem e alporquia (S&o
José& Reboucas, 199Qima, 1992).

Na década de 90 iniciaram trabalhos visando o estabelecimento de protocolos
para propagacao vitro da espécie com o uso de explantes caulinares (Silva Neto et al.,
1992; Debata & Punk, 1996) e foliares (Almeida et al., 1996). Posteriormente, gemas
axilares e segmentasdais (D’Souza & Sharon, 2001; Paiva Neto, 2002; Paiva Neto et

al., 2003b), sementesi{&Valli Khan et al., 2002), segmentos de hipocaétilos de plantas
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germinadasn vitro (Paiva Neto, 2002; Paiva Neto et al, 2003b; Carvalho et al., 2005) e
embrides zigoticos imaturos (Paiva Neto et al.,, 2003ram utilizados como
explantes. Notadamente, todos os explantes utilizados nesses trabalhos eram juvenis.

As respostas da plantmn vitro sdo dependentes de varios fatprquer
intrinsecos ou extrinsecos aos explantes. Nesse patrticular, a influéncia de fatores como
0 ambiente na culturan vitro tem sido crescentemente explorado, no sentido de
melhorar o desempenho das culturas tamtatro quandoex vitro. Dentre os fatores
que influenciam as respostas morfogénisasitro, destacam-se a luz (intensidade,
duracdo e qualidade), o meio nutritivo e sua composi¢cao e consisténcia, a umidade, a
temperatura, trocas gasosas, o tipo de recipiente de cultivo e seu material de construcéo,
dentre outros (Hughes, 198Tran Thanh Van, 1981; Thorpe 1994; Piqueras &
Debergh, 1999).

Some-se a esses, além de fatores intrinsecos a planta-matriz ou aos explantes: o
gendtipo, a idade fisiolégica, o estadio de desenvolvimento e vigor do material de
partida, o 6rgdo de procedéncia do explante, a posicdo do érgao na planta do qual se
extrai 0 explante, e a orientacdo e a polaridade fisiolégica dos explantes no meio
(Garcia-Luis et al., 1999; Newell et al., 2006). A gendétipo-dependéncia tem sido
relatada para muitas espécies, reforcando a necessidade de adocdo da avaliacdo de
germoplasmas para que as respostas morfogénicas sejam mais bem caracterizadas,
estendendo protocolos de regeneragaatro para maior niimero de “tipos cultivados”,
possibilitando que os protocolos sejam reproduziveis e a aplicacdo de técnicas de
transformacdo genética, para a incorporacdo de genes de interesse agro-silvicultural.
Porém, até o momento, ndo ha relatos da avaliacdo de respostas morfogénicas em
materiais de diferentes gendtipos e, pouca atencao tem sido dada as possiveis diferencas
relacionadas ao gradiente de resposta dos explantes hipocotiledonares.

O objetivo deste trabalho foi avaliar, em plantas de uriountro, as respostas
morfogénicas a partir de hipocétilos como fonte de explantes e, entdo, estabelecer um
banco de germoplasma para subsidiar futuros trabalhos de melhoramento genético. Para
tal, foi estudada a resposta morfogénica em relagdo a exposi¢cdo da luz das sementes
durante o periodo de germinacéo, resposta a hipoxia em meio semi-solido, gradientes de
resposta dos explantes e hipocétilos invertidos comparados aos hipocotilos cuja
polaridade fisioldgica foi mantida.
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Material e Métodos

Foram estudados dez hibridos de uruc@ma orellana L.), denominados de
genotipos 1 a 10, com aproximadamente 15 anos de idade, cultivados no horto botanico
da Universidade Federal de VicosaUFV, MG. Estas plantas foram obtidas do
cruzamento artificial entre as variedades dos tiffesito Verde Pilosd X “Fruto
Vermelho Lis@ (Pinheiro & Almeida, 199

Todos os experimentos foram realizados em condigbedro no Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais, localizado no Instituto de Biotecnologia Aplicada a
Agropecuaria-BIOAGRO, da Universidade Federal de Vicosa.

Com vistas a producdo de material axénico, sementes dos dez hibridos foram
submetidas ao desponte (pequeno corte na regido oposta a micropila e, portanto, distal
ao embrido) manualmente com auxilio de bisturi e pinca. Em seguida, foram imersas em
alcool etilico 70% (v/v), durante 1 minuto. Apds este periodo, foram imersas em
solucdo de hipoclorito de sédio comercial (Super Globo, Brasil) a 2,5% (v/v) acrescida
de Tween 20 a 0,1% (v/v), por 20 minutos. ApOs este processo, as sementes foram
enxaguadas cinco vezes em agua destilada e autoclavada. Entdo, foram colocadas para
germinar em tubos de ensaio (150 X 25 mm; Vidrolabor, Brasil) contendo 10 mL de
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 3% (p/v) de sacarose (Vetec,
Brasil), complexo vitaminic®5 (Gamborg et al., 1968), 100 mg'lde mio-inositol
(Sigma Chem. Co., USA9 0,8% (p/v) de agar granulado (Merck, Alemani#gpds a
autoclavagem (12C, 1,1 atm e 15 minutos) o pH do meio foi ajustado em 5,7 + 0, 1.
As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperaturat+d2°@5e
fotoperiodo de 18 horas (luz/escuro).

Para estudo da responsividade morfogénica, as sementes foram submetidas
durante a fase de germinacdo e alongamento das plantulas a um periodo de
condicionamento na qual, sementes foram colocadas para germinar no escuro por 30
dias e sob irradiancia de hénol m?s?, durante 30 e 15 dias.

Para os estudos subsequentes, procedeu-se a semeadura como descrito
anteriormente, porém 0 processo germinativo ocorreu no escuro. Desta forma,
obtiveramse plantulas com aproximadamente 12 cm de comprimento, contados a partir
da emissao radicular, as quais foram utilizadas como fonte de expksijggntulas
foram retiradas assepticamente, no qual o hipocétilo foi segmentado e depositado em

meio de cultura.
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O meio de cultura foi constituido de sais MS, acrescidos de 3% de sacarose,
vitaminasB5, 100 mg [* de mio-inositol, 0,8% (p/v) de &agar (Agargel Brasileiro,
Brasil) e o regulador de crescimento zeatina (ZEA; Sigma Chem. Co., USA) a 4,56 uM.
Sendo o pH ajustado em 5,7 + 0,1, anterior a autoclavagem. As culturas foram mantidas
em sala de crescimento sob temperatura de 25+2°C, fotoperiodo/&lendtés
(luz/escuro) e irradiancia de &énol m?s™.

Os hipocotilos foram segmentados em aproximadamente 1,0 cm de
comprimento e dispostos, horizontalmente, em tubos de ensaio (150 X 25 mm
contendo cada 10 ml de meio de cultura, em trés diferentes profundidades (superficial, a
1 e a2 cm do meio de cultura), ou em placas de Petri de poliestireno cristal estéreis (90
X 15mm; J. Prolab, Brasil), contendo 30 ml de meio de cultura, com orientagdo da
regido proximal até a distal, assemelhando-se a planta matriz, com o intuito de verificar
possiveis gradientes de respostas morfogénicas a partir de diferentes regides do
hipocotilo (gradiente de responsividade), ou de forma aleatéria para avaliacdo de
brotacdes dada a origem distinta da germinacéo, ou dispostos verticalmente em tubos de
ensaio (150 X 25 mm) com a polaridade invertida ou com a polaridade fisiologica
mantida.

Cada tratamento constou de 10 repeticbes por hibrido, sendo: germinacao
diferenciada contendo duas sementes em cada tubo de ensaio; hipocotilos invertido e
com a polaridade fisiolégica mantida contendo dois segmentos em cada tubo de ensaio;
hipocotilos dispostos em trés diferentes profundidades do tubo de ensaio, contendo os
trés respectivos segmentos em cada tubo de ensaio; e, gradiente de resposta
morfogénica contendo duas plantulas, excisadas a partir da regido radicular até a
cotiledonar, por placa de Petri.

Os experimentos foram instalados seguindo-se o delineamento inteiramente
casualizado, e repetidos duas vezes. Foram aplicados testes para verificagcdo da
homogeneidade de variancia e da distribuicdo normal dos dados. Quando apropriado, 0s
dados experimentais foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), a 5% de
significancia, sendo aplicado o teste de Tukey para comparacao entre médias. Todas as

analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Genes (Cruz, 2006).



Resultados e Discussao

Responsividade morfogénica em relacdo ao regime luminoso de exposicdo das sementes

durante o periodo de germinacao

A analise estatistica neste experimento demonstrou ndo haver diferenca
significativa, a 5% de probabilidade, entre os tratamentos, porém hipocotilos provindos
de sementes germinadas no escuro apresentaram maior média de brotacdes (Figuras 1 e
2). A permanéncia durante 30 dias na auséncia de luz promoveu maior alongamento do

hipocétilo culminando em maior rendimento na quantidade de explantes por plantula

em relagcdo aos demais tratamentos.

Figura 1: Respostas morfogénicas vitro de segmentos de hipocotilos juvenis de urucum
(Bixa orellana), aos 25 dias de cultivo, derivados de plantulas cultivadas sob dfferent
condi¢des de luzA - Culturas iniciadas de hipocotilos provenientes de sementes germénadas
luz, durante 30 dia® - Culturas iniciadas de hipocaotilos provenientes de sementes germinadas
na auséncia de luz; @ — Segmentos hipocotiledonares derivados de plantulas mantidas sob
escuro, por 15 dias, e transferidas para a luz durante 15 dias adicionais, para 0

enverdecimento.Barra = 2 mm.

A luz influencia as respostas morfogénicas tanto pela sua duracao, intensidade e
qualidade espectral, podendo o seu requerimento ser diferenciado, a partir da planta
matriz doadora dos explantes, e em cada fase da cuhlundatro, como no
estabelecimento, proliferacdo, alongamento, enraizamento, até a fase de aclimatizacéo
(Murashige, 1974; Piqueras & Debergh, 1999; Moreira-Dias et al., 2000; Hunter &
Burritt, 2004).

Paiva Neto et al. (2003b) e Zaldivar-Cruz et al. (2003) utilizaram hipocotilos de
plantulas de urucum provenientes de sementes germinadas, parém D’Souza &

Sharon (2001) utilizaram segmentos nodais a partir de sementes de urucum germinadas
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na auséncia de luz na metade do periodo (enverdecidos), Sha Valli Khan et al. (2002)
também utilizaram sementes de urucum germinadas na auséncia luz, no entanto, a
finalidade desses autores era a obtengéo de calogénese.

A condicdo de luz pode afetar os graus de deposicdo de espessamento
secundario de paredes e de lignificacdo, a maior ou menor propensao a producdo e
exudacdo de compostos fendlicos no meio, a quantidade de reservas presentes nos
tecidos, notadamente amido, podendo assim alterar a condicdo de sensibilidade das
células e conseguinte aquisicdo de competéncia para as vias morfogéwicagJoy
Iv & Thorpe, 1999; Hunter & Burritt, 2004

20+ a
a
Brotacdes (%) a
10
O T
Enverdecidc Luz Escurao

Condicdes de germinacé

Figura 2: Porcentagende brotacdes de segmentos hipocotiledonares de uruBixa (
orellana) oriundos de plantulas submetidas ao pré-condicionamento de auséncia total ou parcial
de luz na fase de germinacdo, sendo: enverdecido- sementes que germinaram 15 dias sob
auséncia de luz; luzsementes germinadas na presenca de luz durante 30 dias; e; escuro
sementes germinadas na auséncia de luz durante 30 dias. As médias seguidas pelas mesmas

letras ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Comparativamente, plantulas estioladas (escuro) em relacdo aquelas
enverdecidas (luz) tiveram conseqiéncias positivas sobre o potencial regenerativo de
explantes internodais de macieira e feijoeiro (Mohamed et al., 1992), bem como sobre a
expressao do gemgeis quando da exposicao dos explantdgy@bacterium tumefaciens

em macieira (Liu et al., 1998).



Respostas morfogénicas de hipocotilos de urucum submetidos a hipoxia em meio semi-

solido

A analise estatistica neste experimento demonstrou haver diferenca significativa
entre os tratamentos, a 5% de probabilidade, pelo teste de Tukey.

Hipocotilos dispostos na posicao C (superficie do meio de cuétprasentaram
organogénese direta, ao contrario dos demais que, ainda assim, apresentaram respostas
diferenciadas relacionadas a profundidade do explante no meio de cultura (Figura 3).
Segmentos hipocotiledonares, nas posicdes B (a 2 e 1 cm, respectivamente)
apresentaram maior calejamento com caracteristicas semi-friaveis.

Em lentilha, a aeracéo foi o fator mais importante do que a polaridade dos ramos
inoculados no meio. A condicdo de hipoxia em meio solidificado com agar,
independente da polaridade, reduziu significativamente a freqiéncia e niamero de raizes,
comparativamente ao substrato a base de perlita (Newell et al., 2006).

As plantas, em condi¢Bes naturais ou experimentais, podem ser submetidas a
disponibilidade de @que varia desde os teores normais (normoxia), passando pela
deficiéncia (hipoxia) ou até mesmo pela auséncia (anoxia). Varios processos
metabdlicos sdo afetados pela deficiéncia dgSdusa & Sodek, 2002). A taxa de
crescimento das plantas pode ser diminuida pela suplementacao limitagaddst®
forma a tensdo de ;Ono meio de cultura pode ser um fator determinante da
organogénese e subsequente alongamento das brotacfes (George, 1993).

Quando plantas jovens estdo completamente submersas, elas transitoriamente
aumentam a respiracdo metabdlica e entdo limitam o catabolismo de carboidrato. Isto
esta correlacionado com a protecdo das regibes meristematicas que reiniciam o
crescimento assim que a submerséao diminui (Fukao & Bailey-Serres, 2004)

Estes dados reforcam a hipétese de que explantes hipocotiledonares sdo pouco
responsivos a organogénese, sob hipoxia em meio semi-sélido. Entdo, a responsividade
sera mais intensa se 0 explante estiver disposto em posicdo superficial do meio de

cultura.
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Figura 3: Morfogénesesm hipocétilos de urucum cultivados em trés profundidades distintas:
a posicao A refere-se ao explante disposto a dameio de cultura; a posicéo B refere-se ao
explante disposto a 1 cm no meio de cultera posicdo C refere-se ao explante disposto na
porcao superficial do meio de cultura. As médias seguidas pelas mesmas letrderado di
estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Conclusao sobre gradientes de respostas morfogéniaéo de explantes de urucum

No presente trabalho foi observado que o gradiente de resposta relativo ao
namero de brotacdes, foi influenciado pelo gendtipo e pelas condi¢des de luz a que as
plantulas, fontes de explantes, foram expostas (Figuddotentanto, houve excecgao
guando avaliado o comprimento das brotacdes, cuja analise estatistica, pelo teste Tukey
(p < 0,05), indicou ndo haver diferenca entre os tratamentos. Apesar disto, ambas as
andlises indicaram haver interacdo significativa entre os tratamentos (na luz, auséncia
desta e metade do periodo em ambos) e os hibridos (Figuras 4 e 5).

De forma geral, em relacdo a média do niumero de brotacfes, a excecdo dos
hibridos 4 e 8, todos os hibridos estudados apresentaram maior responsividade a
organogénese quando submetidosondicdo de luz, tanto por todo o periodo de
inducdo quanto quando a cultura foi exposta a ambos (auséncia/presenca de luz),
ocorrendo decréscimo respectivo na resposta em relagéo aos tratamentos. Carvalho et al.
(2005) observaram que a percentagem de regeneracdo em hipocotilos de urucum atingiu

60%, sendo maior na regiao sub-basal e menor na apical.
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pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 5: Comprimento das brotagbes (cm) nos diferentes tratamentos, em todos os hibridos, sendo, Azul: os resultados
observados quando a cultura foi exposta a luz no periodo de 30 dias; Vermelho: quando a cultura foi exp@sta teetpo na

auséncia de luz e a outra metade na luz, e Amarelo: quando a cultura permaneceu 30 dias na duséAsiangelias seguida

pelas mesmas letras mailscula nos diferentes tratamentos dentro de cada hibrido e mindscula entre os hibridos ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Resultados similares ocorreram, a excecao dos hibridos 2, 4 e 8, em relacdo ao
comprimento das brotacdes. Estes resultados demonstram que para estes hibridos, a
melhor resposta para a organogénese ocorre quando os explantes sdo expostos a luz por
todo o periodo de inducao (Figura 6).

Os resultados concordam com aqueles descritos por Garcia-Luis et al), (1999
Moreira-Dias et al. (2000), Costa et al. (2004), em estudos envolvendo a orientagao,
polaridade e presenca de luz em segmentos epicotiledonares de plantulas de citros
obtidas da germinacan vitro.

Foi observado que no tratamento em que a cultura foi exposta a luz, de forma
geral, houve maior responsividade dos explantes, no entanto, houve diferencas nas
regibes em que as respostas apareceram e estas se apresentaram especificas para cada
hibrido (Figura 6). Nos hibridos 1, 2, 4, 6, 7, 9 e 10 a por¢cdo basal dos explantes
apresentaram tendéncia significativa a formacéo de calo, de coloracdo branca e semi-
friavel, a excecdo do hibrido 9 que apresentou calogénese de coloracdo avermelhada,
talvez caracterizando a presenca de bixina. O hibrido 6 apresentou maior responsividade
a organogénese na porcao mediana da plantula, sendo que os explantes excisados
proximos a raiz obtiveram menor resposta. O hibrido 3, demonstrou que na porgao
apical dos explantes ocorreu calejamento mais intenso; ja para o hibrido 5 a por¢éo
basal do explante respondeu melhor & organogénese, sendo que os explantes excisados
proximos a raiz e ao apice nao apresentaram resposta. O hibrido 8 apresentou maior
intensidade a calogénese em ambos os lados dos explantes, seguidos por toda a plantula,
no entanto houve duas repeticbes em que a calogénese foi maior, resultando em
organogénese indireta mais intensa. Estas observacfes divergem daquelas feitas por
Carvalho et al. (2005), os quais ndo observaram a existéncia de organogénese indireta
em urucum.

De forma geral, os tratamentos com metade do tempo em auséncia de luz
seguida pela presenca desta, e auséncia completa de luz, obtiveram resultados similares,
porém, com decréscimo de organogénese, respectivamente, e menor qualidade. No
tratamento com auséncia de luz, observou-se ainda, hiperidricidade nos hibridos 1, 2 e
8. Segundo Kevers et al. (2004), o processo de hiperidricidade envolve problemas na
diferenciacéo, sendo que um dos fatores que podem influenciar € a variacdo na luz, pois
ocorrem mudancas bioquimicas que se distinguem daquelas causadas pela diferenciacao

e suas conseqléncias.
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Figura 6: Detalhe das culturas vitro de urucum (evidenciando resposta
diferenciada de organogénese adventicia em cinco hib(idé$ de
urucum Bixa orellana). As letras (A-C) representam os tratamentos
utilizados A — As culturas foram mantidas sob luz por todo o periodo de
inducéo a organogéned® — As cultura foram mantidas metade do tempo
na auséncia de luz (15 dias) e a outra metade sok ©z; As culturas
foram mantidas durante 30 dias na auséncia de luz. Barra = 2mm.
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Respostas morfogénicas de hipocétilos invertidos de urucum

Utilizou-se dois tratamentos, o primeiro no qual explantes hipocotiledonares
tiveram sua polaridade invertida (hipocotilo invertido) e o segundo no qual a posicao foi
mantida.

As respostas da planta vitro também dependem de caracteristicas intrinsecas
do explante utilizado, principalmente quando se trata de plantas lenhosas, como €&
presente caso. Apds a primeira semana de cultivo, em meio de inducdo de gemas,
ocorreu de médio a intenso calejamento na superficie de corte do hipocoétilo que ficou
em contato com meio de cultura em teds hibridos analisados. Os calos foram de
consisténcia semi-friavel, com coloracdo variando de branco para verde. Abaixo da
regido de calejamento ocorreu organogénese direta. As gemas adventicias apresentaram
em média 0,1 cm de comprimento e, na maioria ldbridos, formouse em toda a
extensdo da superficie de corte, em formato de anel. Essas respostas estdo em
conformidade conforme descrito por Paiva Neto (2002) e Paiva Neto et al. (2003b).
Paiva Neto (2002) estudou a morfogénese de hipocoétilos invertidos em urucum,
utilizando os reguladores de crescimento ZEA, TDZ e BAP, e encontrou maior nimero
de brotacdes, em termos de organogénese, quando da utilizagédo de ZEA a 4,56 uM.

Apos a fase de inducéo, os explantes retornaram a posicdo normal. O numero de
brotacdes iniciais (gemas, com 5 mm de comprimento) foi superior ao niumero de
brotacdes finais (ramos, com 1,0 cm de comprimento)em todos os hibridos estudados, e
em ambos os tratamentos (explantes hipocotiledonares invertidos e com a polaridade
mantida) (Figura 7). Neste trabalho ocorreu o alongamento, em média, de apenas um
ramo por explante e este pareceu restringir o alongamento de outros ramos (Bigura 7
D).

Neste trabalho, analises estatisticas demonstraram ndo haver diferenca entre os
hibridos, a 5% de probabilidade, pelo teste Tukey, porém demonstrou haver diferencas
entre os tratamentos hipocotilo invertido e com a polaridade mantida, além de haver
interacdo significativa nas variaveis analisadas (numero de brotacdes iniciais e finais)
em ambos os hibridos e tratamentos. As interagcdes indicam que apesar de ndo haver
diferenca entre os hibridos, dentro de cada tratamento ha diferengas, considerando o

mesmo hibrido para os diferentes tratamentos.
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Figura 7: Detalhes dos segmentos hipocotiledonares de uruBua grellang

na posicao verticalA: hipocotilo invertido durante o periodo de inducéo de
gemas;B e C: hipocotilos dispostos na posicdo normal, nos genétipos 1 e 2,
respectivamentd e E: hipocétilos com polaridade fisiolégica mantida. Barra = 1
mm.

Para a variavel NBI (niumero de brotacfes iniciais), apenas os hibridos 7 e 9 ndo
apresentaram diferenca estatistica entre os tratamentos e, para a variavel NBF (nimero
de brotacdes finais), somente os hibridos 7, 8 e 9 ndo apresentaram diferenca estatistica
entre os tratamentos.

No entanto, para todos os hibridos estudados, a utilizacdo de hipocdétilos
invertidos, quando comparados aos n&o invertidos, foi mais eficiente quanto acoprocess
de organogénese, e, embora os testes para analise de varidncia ndo demonstrarem a
genotipo-especificidade da cultura, foi observado haver diferencas relacionadas ao nivel
de resposta as brotacdes em todos os hibridos (Figura 8).

Originalmente a técnica de cultivo de hipocétilos invertidos foi proposta por
Valera-Montero & Ochoa-Alejo (1982) para a regeneragdovitro de pimentéo
(Capsicum sp.). Posteriormente, utilizada com sucesso em urucum (Paiva Neto, 2002;
Paiva Neto et al.,, 2003b; Carvalho et al.,, 2005) e na avaliacdo da capacidade
regenerativa de acessos de um banco de germoplasma de pimentdo (Fontes, 1998). Essa
capacidade regenerativa marcante da extremidade distal dos explantes cultivados em
polaridade invertida e imersa no meio de cultivo levou a avaliacdo de diferentes alturas

de submersao dos segmentos, a partir da superficie do meio semi-sélido.
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Figura 8: Numero de brotacdes inicial (azul) e final (vermelho) nos 10 hibridos de urBxerofellana) avaliados. As médias
seguidas pelas mesmas letras mailuscula nos diferentes tratamentos (1- hipocotilo invertido, e, 2- com polaridade mantida) e

minuscula entre os hibridos néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

24



Estes estudos indicaram que a propagatéiro do urucum pela organogénese
direta, utilizando hipocétilos como fonte de explante, é mais eficiente quando estes sédo
dispostos horizontalmente, em placa de Petri, cujo contato com o meio de cultura
equivale a posicao superficial. Estes resultados contrariam os observados por Paiva
Neto (2002), o qual notou que brotacdes advindas de segmentos de hipocotilos foram
menos freqientes e mais dificeis de alongar do que aquelas derivadas de hipocoétilos
invertidos.

A exposicao da cultura condicdo de luz e a origem dos explantes, sao fatores
decisivos para 0 sucesso da propagagaddro. Desta forma, estabeleceu-se um banco
de germoplasman vitro dos dez hibridos aqui relatados, para estudos posteriores de
melhoramento genético.

A procedéncia deste banco foi de organogénese a partir de segmentos de
hipocotlos advindos de sementes germinadas e estioladas (auséncia de luz), cujas
brotacbes foram induzidas como descritas anteriormente, tendo como periodo de
repicagem ideal 8 semanas e a utilizagdo de ZEA na metade da concentragao utilizada

para inducéo a organogénese (Figura 9).

Figura 9: Banco de germoplasma de urucum estabelaaiddro. A:

vista geral de parte do band®; detalhe de uma das culturas em fase

de manutencdo. Barra = 2 mm.
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CAPITULO Il

Avaliacédo do Efeito do Meio Liquido Sobre o Alongamentm vitro de

Epicétilos de Tipos Cultivados de UrucumBixa orellana L.)

Introducao

Protocolos para propagacda vitro de urucum Bixa orellana L.) foram
desenvolvidos em 1996, com o uso de explantes caulinares (Debata & Punk, 1996),
gemas axilares e segmentaglais (D’Souza & Sharon, 2001), por inducao de calos a
partir de sementes (Sha Valli Khan et al., 2002), hipocotiégglahtulas crescidais
vitro (Paiva Neto, 2002; Carvalho et al., 2005) e embrides zigoéticos imaturos (Paiva
Neto et al., 2008). Apesar do eficiente sistema de inducéo de brotacdes adventicias via
organogénese em alguns genotipos do urucum, a fase de alongamento das brotacfes
ainda tem sido uma etapa limitante ao processo.

O desempenho favoravel de explantes constituidos de segmentos de hipocotilos
invertidos de urucum cultivados com a porcéo distal imersa no meio nutritivo (Paiva
Neto et al., 2003b; Carvalho et al., 2005), sugere certa tolerancia e conseguinte
favorecimento da condicéo de hipoxia sobre o processo morfogénico dessa espécie.

Em condi¢des naturais algumas plardstao sujeitas a submerséao, tal como é o
caso de plantas aquaticas e plantas que se desenvolvem em solos inundaveis, podendo
esta submersao ser temporaria ou permanente. Estas espécies apresentam adaptacdes
que possibilitam sua sobrevivéncia sob estas condigbes que sdo estressantes para as
demais. Uma das adaptacOes € o alongamento do caule, que faz com que as plantulas
consigam ultrapassar a lamina d’agua, possibilitando a realizagdo da fotossintese e

normalizando as trocas gasosas (Mauchamp et al., 2001; Parolin, 2002).
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Com a hipdtese de que a submersao possa vir a influenciar o alongamento de
epicotilos, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do meio liquido sobre o
alongamentan vitro de epicotilos, em dez hibridos de tipos cultivados de uru@um (
orellana), como forma de estabelecer maior eficiéncia no alongamento de brotacdes
oriundas de organogénese. Para tal, os meios liquido estacionario e meio semi-sélido, na
auséncia de reguladores de crescimento, foram comparados quanto ao alongamento de

epicétilos e de brotacdes adventicias de origevitro de urucum.
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Material e Métodos

Foram estudados dez hibridos de urucBra(orellana L.), denominados de 1 a
10, com aproximadamente 15 anos de idade, cultivadas no horto botanico da
Universidade Federal de Vicosa UFV, MG. Estas plantas foram obtidas do
cruzamento artificial entre as variedades os tipesito Verde Pilosd X “Fruto
Vermelho Lis@ (Pinheiro & Almeida, 1992).

Todos os experimentos foram realizados em condigbedro no Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuéria-
BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa.

Sementes de urucum, dos dez hibridos distintos, foram submetidas ao desponte
(pequeno corte na regido oposta a micropila e, portanto, distal ao embrido) manualmente
com auxilio de bisturi e pinca. Em camara de fluxo laminar, procedeu-se o processo de
desinfestacdo pela imersdo das sementes em alcool etilico a 70% (v/v), durante 1
minuto, seguida da imersdo em solucdo de hipoclorito de sddio comercial a 2,5% (v/v)
acrescida de Tween 20 a 0,1% (v/v), por 20 minutos. Findo esse tempo, as sementes
foram enxaguadas por cinco vezes consecutivas (aproximadamente 2 minutos cada), em
agua destilada e autoclavada. Entédo, foram colocadas para germinar em tubos de ensaio
(150 X 25 mm; Vidrolabor, Brasil) contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962)
acrescidos de 3% (p/v) de sacarose (Vetec, Brasil), vitandBa@Gamborg et al.,

1968), 100 mg ' de mio-inositol e 0,8% (p/v) de agar (Merck, Alemanha). O pH foi
ajustado em 5,11 e o volume de meio de cultura utilizado foi de 10 ml por tubo de
ensaio. As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 +
2°C, sob condic¢des de auséncia de luz, durante 30 dias.

Apés a germinacdo, as plantulas foram retiradas assepticamente, no qual os
epicétilos foram excisados em segmentos de aproximadamente 1,0 cm de comprimento,
e dispostos verticalmente em tubos de ensaio (150 X 25 mm) contendo 2 ml de meio de
cultura liquido ou 10 ml de meio de cultura semi-sélido (controle).

O meio de cultura foi constituido de sais MS, acrescidos de 3% de sacarose,
vitaminas B5, 100 mg L de mio-inositol e, quando solidificado, 0,8% (p/v) de agar
(Brasileiro, Brasil). O pH ajustado em %0,1.As culturas foram mantidas em sala de
crescimento sob temperatura de 22°C e fotoperiodo de 1% horas (luz/escuro) e

irradiancia de 5@ mol m?s™.
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Ao final do experimento, as variaveis analisadas, foram o numero de nds, o
comprimento da parte aérea (cm), o nimero de folhas e area folfyr éanimero e
comprimento das raizes(cm), sendo cada tratamento constituido de 10 repeticdes.

Os tratamentos constaram de segmentos do epicétilo imersos em meio liquido
(T1), brotacdes de origem organogénica em meio liquido (T2) e segmentos de epicotilos
inoculados em meio semi-soélido (T3).

Para andlise da area foliar, os limbos foram fixados em papel branco com fita
transparente (Figura 1A) e digitalizados na resolucdo de 600 dpi ajustando-se brilho e
contraste de forma a obter uma melhor diferenca na tonalidade entre o limbo e o papel
(Figura 1B). Para o processamento das imagens utilizou-se o programa® Adobe
Photoshofl CS, aplicandae o filtro “Mediana” para a redugdo de pixels isolados e, na
sequéncia, o filtro'Limiar” para converter os valores de pixel das imagens em valores
de preto ou branco (imagens binarias). Posteriormente, foi utilizada a sequéncia de
comandos imagem - ajustes - inverter para que as folhas ficassem na cor branca e o

fundo na cor preta (Figura 1C).
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Figura 1 - Sequéncia adotada para o processamento das im#g¢nBreparo do
material para digitalizaca@B) imagem digitalizada com ajuste de brilho e contra
(C) imagem binaria para processamento. Barra = 1 mm.

Com as imagens processadas, utilizou-se o programa QUANTIPORO
(Fernandes Filho & Viana, 2001) para a geracao do atributo morfométrico area, que é
definida como o numero de pixels, na cor branca, do poligono formado, convertida
automaticamente em cm? pelo programa em funcéo da resolugcao adotada.

O experimento foi instalado seguindo-se o0 delineamento inteiramente
casualizado, sendo repetido duas vezes. Foram aplicados testes para verificacdo da
homogeneidade de variancia e da distribuicdo normal dos dados. Quando apropriado, 0s
dados experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), a 5% de
significancia, sendo aplicado o teste de Tukey para comparacao entre médias. Todas as

analises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Genes (Cruz, 2006).
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Resultados e Discussao

As analises estatisticas deste experimento demonstraram que houve significancia
pelo teste de Tukey (p < 0,05) nas seguintes variaveis: numero de folhas, nimero de
nos, altura das plantas, comprimento e numero de raizes e para area foliar houve
somente interacgdo significativa.

Entretanto, apesar de ndo haver demonstrado a gendtipo-especificidade da
cultura, os resultados sugerem interacao significativa entre os tratamentos e os hibridos
aqui estudados. Esta interacdo denota que apesar de ndo haver diferenca entre os
hibridos estudados dentro de cada tratamento, h& diferenca considerando o mesmo
hibrido para os diferentes tratamentos.

Em relacdo a variavel numero de folhas, somente os hibridos 7, 8, 9 e 10 néo
apresentaram diferenca entre os tratamentos 2 e 3 (brota¢Ges deixigemem meio
liguido e epicétilos em meio semi-sélido, respectivamente). Entretanto, apresentaram
média superior no tratamento 1 (epic6tilos em meio liquido) no qual se diferenciou dos
demais tratamentos. Para os hibridos 3, 4 e 5 houve diferenca estatistica entre os trés
tratamentos e, para os hibridos 1, 2 e 6, os tratamentos 1 e 2 ndo apresentaram diferenca
estatistica. Porém, quando comparado todos os tratamentos, houve média superior do
tratamento 1 (Figura 1). Estes resultados indicam que a utilizacdo do meio liquido,

mesmo sem a presenca de reguladores de crescimento, influencia na emergéncia foliar.
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Figura 1. Namero de folhas observadas nos 10 hibridos estudados, sendo Azul: tratamenteelhiovVé&atamento 2, e Amarelo: tratamento 3.
As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nos diferentes tratamentos dadé&ditieido e mindscula entre os hibridos ndo diferem

estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Quanto a variavel namero de nds, somente os hibridos 1, 2 e 3 demonstraram néo
haver diferencga estatistica entre os tratamentos. Apesar disto, a média do niumero de nés
para os tratamentos com meio liquido, foi superior ao meio semi-sdlido, indicando que
0 uso do meio liquido também influencia no niumero de nés (Figu@ ttatamento 3
demonstrou a existéncia da expansao no numero de nds, porém com internds curtos, o
que foi mais uma diferenca entre os tratamentos, uma vez que, a utilizacdo do meio
liquido proporcionou a formacéo de internds maiores.

De forma geral, segmentos epicotiledonares mantidos no meio semi-sélido
apresentaram crescimento reduzido, com entrends curtos, ocasionando alongamento
pouco significativo. Inicialmente as folhas presentes senesceram, dando origem a novas
folhas menores e cloréticas, sendo que muitas vezes ocorreu a formacédo de calos na
base dos explantes. Os explantes mantidos em meio liquido, por sua vez, apresentaram
alongamento muito maior quando comparado agueles em meio semi-sélido.

E possivel que as concentracdes Otimas de sais, num meio semi-sélido, sejam
mais elevadas do que as concentracdes 6timas para o crescimento em meio liquido
devido a restricbes na velocidade de difusdo de nutrientes impostas pelo meio semi-
sélido (Caldas et al., 1998), no entanto, microelementos e fosfato podem ser retidos na
matriz gélica do &gar, tornando-se menos disponiveis para as culturas (George, 1993).

Os meios liquidos tém como vantagens a rapidez de preparo e menor custo,
somados a melhor homogeneidade dos nutrientes pelo ndo estabelecimento de um
gradiente nutricional com o crescimento dos tecidos (Caldas et al., 1998).

Quando estudado o alongamento das plantas, apenas os hibridos 5 e 7
demonstraram haver similaridade entre os tratamentos 1 e 2, mas da mesma forma que
os demais, o meio liquido foi o que mais favoreceu o crescimento da pdanta,
comparado a utilizacado de meio semi-solido (Figira 3

Ao se analisar a variavel area foliar, observou-se que apenas os hibridos 7 e 10
demonstraram haver diferenca estatistica entre os trés tratamentos. Apesar disto, a
média da area foliar para o hibrido 7, no tratamento 1, foi surpreendentemente superior
as demais. Ademais, nos hibridos 3, 4, 5 e 6 a média para esta variavel se foi maior no

tratamento 2 (Figura)4
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Figura 2: Numeros de nds observados nos 10 hibyiskaglo Azul: tratamento 1; Vermelho: tratamento 2, e Amarelo: tratamento
3. As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nos diferentes tratamentos dentidlaizleadaniniscula entre os hibridos

nao diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Figura 3: Alongamentodinas (cm) observados nos 10 hibridesndo Azul: tratamento 1; Vermelho: tratamento 2, e
Amarelo: tratamento 3. As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nos diferentes tratatneci@sada hibrido

e minuscula entre os hibridos ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% laageobabi
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Figura 4: Areas foliaes (Crr12) finais observads nos 10 hibridaossendo Azul: tratamento 1; Vermelho: tratamento 2, e Amarelo:
tratamento 3. As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nos difatantestt's dentro de cada hibrido e mindscula entre os

hibridos ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade.
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Ao comparar a coloracdo das folhas observou-se um verde mais intenso naquelas
obtidas em meio liquido (Figura 5A). As folhas do tratamento 3 (meio semi-sélido)
apresentaram clorose e, em muitos casos, pequena necrose na borda foliar (Figura 5C),
podendo-se relacionar estes fatos com possivel deficiéncia nutricional para o urucum, ja
que alguns nutrientes podem estar menos disponiveis para a planta devido a sua
adsorcao pelo agente gelificante que constitui uma matriz coloidal (George, 1993).

Ao se analisar o enraizamento nos diferentes hibridos, observa-se maior tendéncia
ao enraizamento no tratamento 1 em relacdo aos demais. Epicotilos imersos em meio
liquido apresentaram alto indice de enraizamento, ao passo que as briotagibes
demonstraram certa recalcitrancia a rizogénese (Figura 5B). Todavia, os epicétilos
dispostos em meio semi-solido apresentaram pequena taxa de enraizamento, ocorrendo
ainda, calogénese na base dos explantes (Figura 5C). Estes calos formados na base dos
explantes, de coloracéo clara e caracteristica friavel, também foram observados por Sha
Valli Khan (2002), porém Carvalho et al. (2005) relataram a presenca destes apenas na
base de brotacdes cultivadas em meio sem reguladores de crescimento, corroborando

com o0s resultados deste trabalho.

Figura 5: Detalhes de explantes do genétipo 1 cultivados nos tratamentos 1
(A), 2 B) e3 (C). Notar as diferencas obtidas entre os tratamentos quanto a
formacgéo de raizes, alongamento dos epicétilos e brotagbes, area foliar com a
respectiva diferenca na coloracdo, e formacdo de calo na extremidade

proximal. Barra =1 mm.
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Carvalho et al. (2005) recomendaram a incorporacao de fitorreguladores no meio
de cultura para esta espécie, visto que na auséncia destes houve brotacdes pouco
desenvolvidas. Porém, estes autores verificaram esta necessidade quando da utilizacao
de hipocatilos como explantes em meio semi-solido.

A analise estatistica demonstrou que nao houve diferenca significativa, ao nivel
de 5% de probabilidade, para as variaveis numero e comprimento de raizes entre 0s
hibridos, porém houve diferenca entre os tratamentos. Apesar disto, alguns hibridos
apresentaram auséncia ou reducdo no enraizamento. O hibrido 5, por exemplo, ndo
enraizou em todos os tratamentos testados (Figuras 6-7) porém, ainda assim apresentou
alongamento (Figura)7

Apesar dos resultados do tratamento 1 demonstrarem-se melhor ao tratamento 3,
atendendo ao obijetivo inicial deste trabalho, os resultados do tratamento 2 indicaram a
necessidade do uso de reguladores para induzir a rizogénese nas brotacfes, para entao,
dai perpetrar maior eficiéncia no alongamento destas e atender aos objetivos da
propagacéo da espécie. Ao adicionar AIB ao meio de cultivo Paiva Neto et al. (2003b) e
Carvalho et al. (2005) observaram aumento crescente no niumero de raizes por explante
e reducdo do numero de dias requeridos para esta inducao.

Em conclusdo, a utilizacdo de meio liquido estacionario, na auséncia de
fitorreguladores, promove o alongamento satisfatério de brotacdes, portanto com grande
potencial de uso na fase de alongamento de brotacdes axilares ou adventicias na cultura

invitro de urucum.
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Figura 6: Numeros de raizes firsaobservadas nos 10 hibridagndo Azul: tratamento 1; Vermelho: tratamento 2, e Amarelo:
tratamento 3. As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula nos difetantesttss dentro de cada hibrido e mindscula entre os

hibridos néo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7: Comprimemos de raizes (cm) filmobservadas nos 10 hibrideendo Azul: tratamento 1; Vermelho: tratamento 2, e
Amarelo: tratamento 3. As médias seguidas pelas mesmas letras mailscula reagesliteatamentos dentro de cada hibrido e

minascula entre os hibridos ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey a 5%iligapimbab
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CAPITULO Il

Regeneracaan vitro de Urucum (Bixa orellana L.) a Partir de
Explantes Radiculares

Introducao

O urucum Bixa orellana L.) é uma espécie lenhosa nativa da América Tropical,
amplamente distribuida em varias partes do myfdanco et al., 2002). Seu grande
atrativo, como produto natural, € substituir corantes artificiais (Meirelles Filho, 2004).
Com isto, 0 urucuzeiro passou a ganhar mais importancia nas regides produtoras,
devido a grande capacidade de expansao da cultura (Bali®&2; Meirelles Filho,

20049).

Segundo Rivera-Madrid (2006), a propagacdo em alta escala de urucum é
problematica por causa da sua polinizacdo cruzada, alta heterozigoze, e conteddo de
bixina heterogéneo. Porém, a ocorréncia de organogénese ou embriogénese
determinada pela fonte do explante, podendo, os processos, também serem dirigidos por
alguma etapa, pela manipulacédo do meio de cultura (George, 1993).

A cultura de tecidos de urucum iniciou-se na década de 90, com os trabalhos de
Debata & Punk (1996) e Almeida et al. (1996). Sucederam-se trabalhos de propagacéo
invitro baseados na organogénese, com o emprego de gemas axilares e explantes nodais
(D’Souza & Sharon, 2001), por inducdo de calogénese a partir de semeentes
regeneracdo de plantgSha Valli Khan et al., 2002), e a partir de segmentos de
hipocatilos @ plantulas crescidas vitro (Paiva Neto, 2002; Paiva Neto et al., 2003b;
Carvalho et al., 2005), ou na embriogénese somatica a partir de embrides zigoticos
imaturos (Paia Neto et al., 2003a). Todavia, ndo hé relatos sobre a utilizacdo de raizes

como explantes para estabelecimento de cultivitro para a espécie.
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Na natureza, as raizes podem desempenhar atividades geralmente atribuidas a
parte aérea, como a propagacgao vegetativa, onde as raizes de algumas plantas superiores
tém a capacidade de formar gemas vegetativas sob condicbes naturais, ou apenas
esporadicamente, como conseqiéncia de injurias mecanicas ou de podas drasticas da
parte aérea (Kerbauy, 1998). Em algumas dicotileddneas, a ocorréncia de raizes
gemiferas representa importante estratégia de sobrevivéncia (Baird et al., 1992; Silva,
2003).

Ja na cultura de tecidos a utilizacdo de explantes radiculares, ainda que restrita a
pequeno numero de espécies, tem sido notadamente relatada com sucesso na
regeneracao de plantas como orquideas (Kerbauy, 1998; Park et al., 2003, 2005), além
de berinjela (Franklin et al., 2004), linho (Xiang-Can et al., 1989), maracuja (Lombardi,
2004), caqui (Tetsumura & Yukinaga, 1996; Carvalho & Biasi, 208d5chynomene
sensitive (Nef-Campa et al., 1996), dentre outras.

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi induzir a regenenagéino em
dois hibridos de urucum, mediante a avaliacdo da capacidade morfogénica de explantes
radiculares em relacdo a exposicao a luz, a consisténcia do meio nutritivo (meio semi-
sélido versus liquido sob agitacdo), a reguladores de crescimento, além da

caracterizagdo anatomica da regeneragao.
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Material e Métodos

Foram estudados dez hibridos de uructma orellana L.), denominados de
hibridos M1 a M10 com aproximadamente 15 anos de idade, cultivados no horto
botanico da Universidade Federal de VigesdFV, MG. Estas plantas foram obtidas
do cruzamento artificial entre as variedades os tiffoato Verde Pilosd X “Fruto
Vermelho Lis@ (Pinheiro & Almeida, 1992).

Todos os experimentos foram realizados em condigbedro no Laboratorio
de Cultura de Tecidos Vegetais, do Instituto de Biotecnologia Aplicada a Agropecuaria-
BIOAGRO, da Universidade Federal de Vigosa.

Com vistas a producédo de material axénico, sementes dos dois hibridos foram
submetidas ao desponte (pequeno corte na regido oposta a micropila e, portanto, distal
ao embrido) manualmente com auxilio de bisturi e pinga. Em seguida, foram imersas em
alcool etilico 70% (v/v), durante 1 minuto. Apdés este periodo, foram imersas em
solucéo de hipoclorito de sédio comercial (Super Globo, Brasil) a 2,5% (v/v) acrescida
de Tween 20 a 0,1% (v/v), por 20 minutos. ApOs este processo, as sememies fora
enxaguadas cinco vezes em agua destilada e autoclavada. Entdo, foram colocadas para
germinar em tubos de ensaio (150 X 25 mm; Vidrolabor, Brasil) contendo 10 mL de
meio MS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 3% (p/v) de sacarose (Vetec,
Brasil), complexo vitaminic®5 (Gamborg et al., 1968), 100 mg'lde mio-inositol
(Sigma Chem. Co., USA) e 0,8% (p/v) de agar granulado (Merck, Alemanha). O pH do
meio foi ajustado em 5,% 0,1, anteriormente a autoclavagem (1211,1 atm e 15
minutos). As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de 25 +
2°C, na auséncia de luz.

Apods o processo de germinacgdo, as plantulas foram retiradas assepticamente, no
qual as raizes foram removidas e, entdo, segmentadas em aproximadamente 1,0 cm de
comprimento a partir da regido do coleto, e cultivados 0,1 g de massa fresca destas
(aproximadamente raizes de 2 plantulas) em meio nutritivo semi-sélido ou liquido.

As culturas liquidas foram estabelecidas em Erlenmeyers (Vidrolabor, Brasil) de
volume 125 ml contendo 30 ml de meio, e mantidos em mesa agitadora orbital (Tecnal,
Brasil) a 110 rpm, ou em placas de Petri (90 X 15mm) contendo 30 ml de meio de
cultura. Todas as culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura de
25+2°C, fotoperiodo de 18 horas (luz/escuro) e irradiancia dey3ol m?s* (provida
por lampadas fluorescentes de 20 W, OSRAMiz do Dia, Brasil).
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O meio de cultura utilizado para induzir regeneracéo foi constituido de sais de
MS, acrescido de% de sacarose, complexo viteico B5, 100 mg [ de mio-inosita)
pH 5,7 +0,1, sendo que para os meio semi-sélido empregou-se 0,8% (p/v) de Agargel
(Agar Brasileiro Ind. Com. Ltda, Jodo Pessoa, Brasil), e respectivos tratamentos.

Foram utilizados 32 tratamentos, considerando cada hibrido isoladamente. Os
tratamentos consistiram: hibridos (M2 e M6) X tipos de meio (liquido ou semi-sélido)

X irradiancia (presenca ou auséncia) X composicdo do meio (presenca de diferentes
fitorreguladores ou auséncia destes). Sendo 8 tratamentos sem a adicdo de reguladores
de crescimento (controle) e outros 24 com a adi¢cdo das citocininas assim distribuidas
proporcionalmente: Zeatina (ZEA; 4,56 pM; Sigma Chem. Co., USA), 6-
benzilaminopurina (BAP4,44 uM; Sigma Chem. Co., USA) e Tidiazuron (TDZ; 4,54

uM; Sigma-Aldrich Chemical Co., USA). Os tratamentos dispuseram de 5 repeticdes
cada, sendo o experimento repetido por duas vezes.

ApOGs a regeneragdo, as brotagfes foram individualizadas e transferidas para
tubos de ensaio (150 X 25 mm) contendo 10 ml de meio de cultura semi-sélido de
constituicdo similar a anteriormente descrita, a excecdo do acréscimo de 2,89 uM de
acido giberélico (G4 Sigma Chem. Co., USA).

Para estudos de anatomia procesew fixacdo de amostras em solucdo de
glutaraldeido (Karnovskyl965, modificade- 2,5% glutaraldeido, 4% paraformaldeido,

3% sacarose, CaLClb UM em tampao cacodilato 0,1 M pH 6,8), por 24 horas,
desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Hisfyrésiita). Para a
obtencao de cortes transversais e longitudinais com 8um utigoicrotomo rotativo
de avanco automético (RM 2154 eica), equipado com navalha de aco descartavel.

Os cortes foram corados com azultdinidina a pH 4,0 (O’Brien & McCully,

1981) por 15 minutos, e as laminas montadas com resina sintética (Permount). A analise
e documentacéo fotografica foram realizadas em microscépio de luz (Olympus-AX 70),
conectado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo), do laboratério de
Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal dd. UF

Para caracterizacdo da superficie do material estudado, amostras foram fixadas
em Karnovsky (1965, modificado), durante 48 horas, a 4°C, e pos-fixadas com tetroxido
de 6smio 1% (Silveira, 1989), por 4 horas. Posteriormente, desidratadas em série etilica
até o alcool absoluto, secas em ponto critico com @Dido (Bozzola & Russel
1992), utilizando o equipamento Balzers (Modelo CPD 020), fixadas em “stubs™, e

submetidas a deposi¢cédo metalica com ouro, pelo processo de pulverizagdo catodica, em
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equipamento Balzers (Modelo SCA 010). As analises e documentacao fotografica foram
realizadas em microscopio eletrénico de varredura LEO (Modelo 1430VP), no Nucleo
de Microscopia e Microanalise da UFV.

Os experimentos foram instalados seguindo-se a analise em esquema fatorial, sendo
repetidos duas vezes. Foram aplicados testes para verificacdo da homogeneidade de
variancia e da distribuicdo normal dos dados. Quando apropriado, os dados
experimentais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), a 5% de
significancia, sendo aplicado o teste de Tukey para comparacao entre médias. Todas as

andlises foram realizadas utilizando-se o programa estatistico Genes (Cruz, 2006).
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Resultados e Discussao

Aos 30 dias de cultivo em meio de inducédo de organogénese pode-se observar o
inicio de pontos de regeneracdo adventicia, em que as brotacbes eram identificadas
como diminutas pontuacdes verdes.

Todas as citocininas testadas induziram organogénese, porém quando da
auséncia destas (controle) ndo houve a formacao de brotaces em nenhum tipo de meio
utilizado, concluindo-se que para os hibridos estudados ha necessidade do uso de
citocininas para a indugdo de competéncia cauligénica em explantes radiculares. A
necessidade de suprimento exdgeno de fitorreguladores também foi verificada em nosso
laboratorio para outros hibridos de urucum (dados ndo mostrados).

Alguns pesquisadores observaram a necessidade de suplementacdo exdgena de
reguladores de crescimento, para resposta morfogénica, em outras espécies como caqui
(Tetsumura & Yukinaga, 1996; Carvalho & Biasi, 2004), tomatgcopersicon
peruvianum, L. chilense e L. hirsutum (Peres et al., 2001) e em orquidea (Park et al.,
2003). Porém, Park et al. (2005) observaram que a utilizacdo de explantes radiculares de
Eleutherococcus koreanum em meio liquido, livre de reguladores de crescimento e sob
auséncia de luz, originaram embrides somaticos.

Todas as brotacbes originadas apresentaram comprimento similar,
aproximadamente 0,5 cm cada, a excecdo daquelas oriundas de meio liquido sob
auséncia de luz, as quais apresentaram estiolamento, porém todas provenientes da
organogénese direta. O cultivo de explantes radicularAssdeynomene sensitiva SW.
(Nef-Campa et al., 199@de Curcuma zeadoria (Melo et al., 2001) em meio contendo
BAP e ANA promoveu apenas a organogénese indireta. Em explantes radiculares de
Passiflora cincinnata Mast., cultivados por 45 disam meio MS suplementado com
BAP, as brotagbes se diferenciaram direta ou indiretamente e, em ambos 0s casos,
puderam ser individualizadas e convertidas em ramos na fase de alongamento
(Lombardi, 2004).

Quanto aos tipos de meios utilizados, foi observada para o meio liquido, sob luz,

a ocorréncia superior de diferenciacdo de brotacdes adventicias em relacdo aos demais
tratamentos. Porém, considerando-se somente a utilizacdo de meio semi-solido, a
auséncia de luz proporcionou resultados ligeiramente melhores, apesar de ainda muito

inferiores aos obtidos no meio liquido sob agitacao.
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Talvez a melhor explicacdo para a obtencao destes resultados seja pela hipoxia
provocada pelo meio liquido, pois a escassez de oxigénio em raizes pode estimular a
producdo de acido abscisico (ABA) e 0 seu movimento para as folhas (Taiz & Zeiger,
2004). Em cultura de tecidos o ABA pode promover a morfogénese ou o crescimento
(George, 1993).

Quando aplicado o teste de hipOtese observou-se que ndo houve diferenca
estatistica para os hibridos avaliados, entretanto houve significancia (p < 0,05) para os
tratamentos e ndo houve interacdo entre hibridos e tratamentos. Estes resultados
demonstram que ndo h& especificidade entre os hibridos estudados, porém ha diferencas
entre os tratamentos.

Algumas espécies podem apresentar diferencas na regeneracdo influenciadas
pelo gendtipo estudado, como ocorrelamum usitatissimun L. (linho), cujo sucesso na
regeneracdo de explantes radiculares € influenciado pelo gendtipo utilizado (Xiang-Can
et al., 1989).

O numero de brotacbes dos hibridos ndo apresentarem diferenca estatistica
significativa, nota-se pelas médias pequena superioridade para o gendétipo 2 (frutos
avermelhados), comparado ao genotipo 6 (frutos totalmente verdes).

Como os resultados preliminares informaram ndo haver diferenga estatistica
entre os hibridos e nem interacdo tratamento X hibrido, as médias apresemtadas s
referem aos resultados obtidos por ambos os hibridos, considerando as diferencas
observadas entre os tratamentos. Os resultados apresentados nao incluem ¢ controle
visto que para todos os testes realizados a auséncia de fitorreguladores ndo apresentou

resposta morfogénica (Figural).
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Figura 1: Numero de brotacdes adventicias em explantes radiculares de uBigam (
orellana), originadas dos diferentes tratamentos: LL (meio liquido sob luz); LE (meio
liquido no escuro); SL (meio semi-sélido sob juBE (meio semi-sdlido no escure),

as respectivas citocininas utilizadas [ZEA (zeatina); TDZ (tidiazuron) e BAP (6-

benzilaminopurina)].

Vérios fatores inerentes aos explantes radiculares interferem na capacidade
regenerativa desses 6rgaos. Dentre esses, pode-se destacar a importancia do tamanho do
explante na capacidade organogenética (Kerbauy, 1998). Segundo Bonnett & Torrey
(1965), citados por Kerbauy (1998), com o aumento do comprimento dos explantes
radiculares deConvolvulus arvensis aumentava-se também o nuamero de gemas
endégenas por segmento, cujo comportamento regenerativo contrastante nas
extremidades dos explantes foi atribuido & ocorréncia de diferentes regimes hormonais
nos sitios formadores dos 6rgédos ao longo do segmento radicular.

Plantas dePassiflora cincinnata Mast., foram obtidasn vitro a partir da
atividade morfogénica de segmentos radiculares (1 a 2 cm de comprimento), oriundo
da germinacdo de sementasitro e cultivados em meio semi-solido com 1,61 pyé d
BAP (Lombardi, 2004).

Desta forma, foram realizados ensaios nos quais se utilizou explantes de
tamanhos inferiores (0,5 cm) e ou, superiores (1,5 cm), e estes apresentaram resultados
similares ao aqui observados (dados ndo apresentados), concluindo-se que o tipo de
meio, a condicdo em que a cultura € exposta e a citocinina utilizada, sdo os fatores

decisivos no sucessw utilizar explantes radiculares de urucum.
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Ao se analisar qualitativamente as brotagfes induzidas obsersadii@rencas
significativas quanto ao tipo de meio e a presenca ou auséncia de luz (Figura 2). De
forma geral, em meio semi-sélido sob auséncia de luz, as brotacbes apresentaram-se
escassas e com anormalidade, porém nao apresentaram hiperidricidade. Quando
submetidas a presenca de luz, o numero de brota¢des foi insignificante, apresentando as
mesmas caracteristicas das brotagbes oriundas de meios sob auséncia de luz. A
utilizacdo de meio liquido, tanto na auséncia quanto em presenca de luz, promoveu a
regeneracdo de brotacdes com caracteristicas de hiperidricidade. As culturas mantidas
sob auséncia de luz apresentaram, além da hiperidricidade, estiolamento e
escurecimento do meio de cultura, pela maior calogénese, os quais sob agitacédo

constante, se soltaram dos explantes.

Figura 2: Explantes radiculares de urucurBixa orellana) em
diferentes meios para inducdo de organogénese adicionados de ZEA.
A - meio semi-solido, sob luB - semi-sélido sob auséncia de luz;

C - liquido sob luzg D - liquido sob auséncia de luz. Barra = 1 mm.
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A maior formacdo de gemas ocorreu com maior freqiéncia nas superficies onde
houve o seccionamento do explante e com menor frequéncia nas regides centrais dos
explantes. Esta mesma resposta foi relatadB.emncinnata (Lombardi, 2004)

Quanto a resposta induzida pelos fitorreguladores, a utilizacdo de ZEA mostrou-
se a mais efetiva quanto ao numero de brotacfes, seguida pelo TDZ, e aquém o BAP.
Entretanto, brotagOes induzidas com ZEA apresentaram anormalidade, e as brotagdes
induzidas com TDZ apresentaram calogénese, alta hiperidricidade, anormalidade e
oxidacdo no local da excisdo dos explantes, o que tornou esta citocinina impropria para
a inducdo de organogénese em explantes radiculares de urucum. Esses resultados estédo
coerentes com o anteriormente relatado por Paiva Neto et al. (2003b) em que, ao utilizar
explantes hipocotiledonares, o TDZ, apesar de induzir eficiente proliferacdo adventicia
de ramos em urucum, esses eram hiperidricos, o que comprometia as fases de
alongamento e enraizamento, e conseguinte aclimatizacéo.

Apesar deste fato, Park et al. (2003) obtiveram sucesso na regeneracao de apices
radiculares ddoritaenopsis (Orchidaceae) quando utilizaram TDZ, assim como Peres
et al. (2001) quando utilizaram ZEA dmperuvianum, L. chilense e L. hirsutum.

As brotacdes induzidas pelo efeito de BAP apesar de ocorrerem em menor
quantidade apresentaram melhor qualidade. Este fato foi comprovado quando estas
foram isoladas e transferidas para meio de alongamento (Figura 3).

As citocininas produzidas nas raizes geralmente sdo transportadas via xilema
para outras regides, porém as citocininas produzidas por brotacfes possuem apenas uma
pequena proporcdo daquela formada nas raizes, sendo insuficientes para prolongar o
crescimentoin vitro (George, 1993). As giberelinas estimulam o alongamento e a
divisdo celular (Taiz & Zeiger, 2004), o que justifica a adicdo dg A meio de
cultura para alongamento.

Em meio de alongamento as culturas sob efeito do TDZ continuaram a
apresentar caracteristicas de hiperidricidade e anormalidade (Figura 3C), no entanto, as
culturas sob efeito da ZEA apresentaram novas brotacdes as quais ndo demonstraram

hiperidricidade (Figura 3B), porém houve oxidag&o nas brotac6es primarias.
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Figura 3: Detalhe da regeneracéo de brotacdes adventicias de
urucum Bixa orellana) originadas de explantes radiculares em
meio contendo BAPK), ZEA B) e TDZ (C). Barra=1 mm.

As culturas sob o efeito do BAP demonstraram ter maior média de regeneracao
nao apresentando sintomas de hiperidricidade e nem de oxidagdo (Figura 3A),
concluindo-se que apesar das analises quantitativas, a qualidade final quando do uso de
BAP se tornou melhor para a regeneracéo de explantes radiculares de urucum.

Segundo Van Standen & Smith (1978), citados por Lombardi (2004), o
isolamento da raiz pode ter alterado o balanco enddgeno citocinina/auxina, favorecendo
a citocinina, visto que as raizes sdo 0s principais centros produtores de citocinina na
planta.

A baixa razdo endbégena auxina/citocinina leva a formacéo da parte aérea, porém
a superexpressao de citocinina na planta gera atrofiamento e entrends curtos (Taiz &
Zeiger, 2004). Entdo, a concentracdo enddgena de citocinina pode ter influenciado na
resposta dos tratamentos gerando reducdo no numero de brotacdes com o uso de BAP e
anormalidade ao usar ZEA e TDZ.

A raiz utilizada como explante demonstrou no estudo anatdmico um cortex
desorganizado, cilindro vascular nem sempre apresentando a organizacdo usual e a
endoderme nédo definida (Figura 4A), caracteristicas estas comuns as plantas mantidas
sob condigBemn vitro. As exigéncias para a multiplicacémovitro como a alta umidade,
fatores nutricionais, fitorreguladores, baixa intensidade luminosa e alta disponéilidad
de agua, sao fatores que levam a hiperhidratacdo e, ou, desenvolvimento anatdomico
incipiente nas plantas (Majada et al., 2000).

As andlises histologicas realizadas revelaram que o inicio da regeneracéo

ocorreu a partir da intensa proliferacdo celular na regido do periciclo e tecidos
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vasculares associados, como floema do explante (Figura 4B-D). Nessa regido observou-
se o inicio do processo da divisdo celular a qual resultou na morfogénese (Figura 4E).
Todas as brotacdes formadas apresentaram o sistema vascular conectado com o tecido
vascular do explante que lhe deu origem, confirmando desta forma que a ontogenia
ocorreu por via organogénica.

As respostas morfogénicas observadas nos regenerantes demonstraram
organizacdo anatdmica de carater semelhante as plantas controle. A parte Bérea de
orellana regenerada apresentou, aos 45 dias, folhas totalmente desenvolvidas (Figura
5A). No entanto, com aproximadamente 30 dias de cultivo j& foi possivel observar a
presenca de primordios foliares (Figura 5B) com epiderme bem definida, tricomas
peltados (Figura 5 C-D) e estbmatos bem desenvolvidos (Figura 5E-F).

Vérios tecidos podem participar do processo de regeneracdo, sendo o cambio, o
felogénio e os tecidos corticais os mais constantemente envolvidos no estabelecimento
da cultura, sendo que o comportamenteitro dos tecidos parenquimaticos das raizes
parece nao diferir dos mesmos tecidos dos érgéos aéreos (Kerbauy, 1998).

A conducédo de andlises histolégicas é importante para a caracterizacdao da via
regenerativa, uma vez que se pode estabelecer melhores condi¢cbes de cultivo, e assim
favorecer o estabelecimento de protocolos eficientes para a inducdo e obtencdo de
plantas, permitindo caracterizar alteracdes celulares e regides dos explantes
potencialmente morfogénicos (Appezato-da-Gldria et al., 2005).

Em Passiflora cincinnata, nos segmentos das raizes, a organogénese direta
apresentou duas origens: a partir do periciclo nas raizes com inicio de estrutura
secundaria, e a partir do cambio vascular nas raizes com estrutura secundaria ja
estabelecida. Quando houve organogénese indireta, a ocorréncia se deu a partir do
periciclo (Lombardi, 2004; Appezzato-da-Gldria et al., 2005), assim como a resposta
obtida emB. orellana. Melo et al. (2001), utilizando segmentos radiculareSuteuma
zedoaria como fontes de explantes, obtiveram regeneracdo por via indireta com
caracteristicas histologicas tipicas, porém, a partir de divisées celulares para a formacao

do calo proveniente do parénquima cortical.
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Figura 4. Fotomicrografias de secfes transversais de raiz de urucum em meio
suplementado com BARA - explante originalB- regido do cilindro central com

células do periciclo (setas) em divisdo celufar: explante com proliferacédo de
células (estrelas) na regido do cilindro central proxima ao peri€iciajetalhe do

cilindro central onde ja ocorre grande proliferacdo de células (estielaskplante

(seta larga) com regeneracdo de parte aérea, onde podem ser observados tricomas
peltados (setas estreitas) e a regido onde a proliferacédo celular teve inicio (estrela).
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Figura 5: Fotomicrografias (A, C, E) e eletromicrografias de varredura (B, D, F) da parte
aérea de urucum regenerada a partir de explantes radiclleB, primordio foliar com
tricomas peltados (seta€):D, detalhe de tricomas peltados. Em C, pode ser observada a

epiderme ja bem definida (estrela); E-F, detalhe de estdmatos.

Os presentes resultados constataram a competéncia organogénica de explantes
radiculares, que contribuem para a continuidade de estudos bésicos de diferenciacdo em
explantes radiculares, estudos fisiolégicos da biossintese diferencial de bixina em
orgdos crescidos sob condicGes vitro, como alternativas de explantes para a

propagacaan vitro e transformacéo genética da espécie.
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CAPITULO IV

Estabelecimentan vitro e Respostas Morfogénicade Explantes

Nodais e Internodais Adultos de UrucumBixa orellana L.)

Introducao

Bixa orellana L. (Bixaceae) é uma espécie lenhosa conhecida como urucum,
nativa da América Tropical com ampla distribuicdo e que, recentemente, tem despertado
o interesse da industria cosmética e alimenticia por acumular em suas sementes um
corante natural, constituido basicamente pelos carotendides bixina e norbixina (Franco
et al., 2001; Bouvier et al., 2003).

O urucum possui elevada taxa de polinizagdo cruzada, e sendo propagado
basicamente pela via seminifera, os plantios comerciais apresentam marcante
heterozigose (Baliane, 1982; Meirelles Filho, 2R era-Madrid et al., 2006).

Na propagacam vitro da espécie diversos protocolos com diferentes explantes
foram utilizados, podendo destacar o uso de explantes caulinares (Debata & Punk,
1996), foliares (Almeida et al., 1996@kmas axilares ¢ explantes nodais (D’Souza &

Sharon, 2001), por inducéo de calos a partir de sementes (Sha Valli Khan et al., 2002),
hipocotilos de plantas germinadasvitro (Paiva Neto, 2002; Paiva Neto et al., 2003b;
Carvalho et al., 2005) e embriGes zigoticos imaturos (Paiva Neto et al.).2003a

Até o momento ndo ha relatos de culturavitro, quer propagacao via
proliferacdo axilar ou adventicia empregando-se explantes provenientes de material
adulto. O estabelecimento de um sistema eficiente de propaigagdim, a partir de
explantes adultos, podera representar em ganhos significativos na multiplicacdo de

‘tipos elite’, em especial aqueles com elevado teor de carotendides, ainda que as
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dificuldades inerentes a cultura de tecidos alicercada em material lenhoso e adulto sejam
esperadas. Além disso, € de fundamental importancia para o desenvolvireento d
protocolo de transformacdo genética visando maior acumulo dos carotendides nas
sementes mediante a superexpressao de enzimas relacionadas a rota biossintética desses
compostos.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial de respostas morfogénicas
de explantes nodais e internodais adultos provenientes de matrizes de WBu@m (

orellana), além da caracterizacdo anatémica do processo de regeneracao.
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Material e Métodos

Plantas de urucum, obtidas a partir de alporquia de matrizes de 15 anos de idade,
foram mantidas em casa de vegetacéo e utilizadas como fonte de explantes. As plantas
oriundas de alporques foram mantidas por podas sistematicas, para emissdo de
brotacdes novas, sendo pulverizadas quinzenalmente com o fungicida Arftistag
L™Y) acrescido de AssfSt(100 mL LY). Dois dias apés a pulverizagdo foram retirados
ramos com aproximadamente 30 cm de comprimento e separados em segmentos nodais

e internodais.

Em laboratorio, os explantes foram lavados com Detertec Faixa Neutra (Vetec)
por 10 minutos e mantidos em &agua corrente por 24 horas. Apds este periodo os
explantes foram colocados sob agitacdo em solucdo contendo Agrimicina{R g L
Mancozeb (2 g L)) e Nistatina (10 mg L), por 2 horas. Em camara de fluxo laminar
foram lavados com 4gua deionizada e autoclavada, adicionado peréxido de hidrogénio
1:1 (volume 30) por cinco minutos, lavados novamente e, entdo, adicionados alcool
etilico 70% (v/v) durante 1 minuto, em seguida adicionada uma solucdo de hipoclorito
de sbdio 2,5% (v/v) acrescida de Tween 20 a 0,1% (v/v) por 30 minutos. Apds este

processo, 0s explantes foram lavados cinco vezes em 4gua deionizada e autoclavada.

Os explantes foram seccionados em aproximadamente 1,5 cm e embebidos em
uma solucéo contendo Timentin (500 mig) LAugmentin (250 mg 1) e Nistatina (10
mg L.

Os explantes foram inoculados em meio para regeneracao, sendo este constituido
de saisMS (Murashige & Skoog, 1962), acrescido de 30 gle sacarose, vitamina B5
(Gamborg et al., 1968), 100 mg'lde mio-inositol e 0,8% (p/v) de agar (Brasileiro,
Brasil), na auséncia de fitorreguladores (MS0) ou suplementado com Zeatina (ZEA-
4,56 uM); Tidiazuron (TDZ - 4,54 uM); 6-benzilaminopurina (BAR,44 uM); 6y,y —
Dimetilalilamino purina (2iP+ 4,92 uM); Cinetina (KIN- 4,65 uM); ou meio de Drew
(Drew, 1991) constituido de sais de MS e adicionado de BAP - 18,42 uM; KIN -10 uM
e AIA-5 uM.

O pH dos meios foi ajustado em 70,1, antes da autoclavagem (4211,1

atm e 15 minutos).

68



Os segmentos internodais foram cultivados em placas de Petri (90 X 15mm, J.
Prolab, Brasil) contendo 30 mL de meio de cultura, ao passo que 0s segmentos nodais
que foram inoculados em tubos de ensaio (150 X 25 mm, Vidrolabor, Brasil) contendo

10 mL de meio de cultura e dispostos verticalmente.

As culturas foram mantidas em sala de crescimento sob temperatura @8Q@5 +
e fotoperiodo de 18 horas(luz/escuro) sob irradiancia de [B@ol m? s*. Apés a
regeneracao, as brotacdes foram isoladas assepticamente e transferidas para meio semi-
sélido de constituicdo similar a anteriormente descrita, no entanto com o acréscimo de

tiossulfato de prata (STS - 1 uM, Sigma Chem. Co., USA), em tubos de ensaio.

O experimento seguiu o delineamento inteiramente casualizado e consistiu de
sete tratamentos com 10 repeticbes cada, sendo cada experimento repetido por duas

vezes.

Para estudos anatdomicos procedewr fixacdo de amostras em solucdo de
glutaraldeido (Karnovsky, 1965, modificad@,5% glutaraldeido, 4% paraformaldeido,
3% sacarose, CaCls UM em tampao cacodilato 0,1 M pH 6,8), por 24 horas,
desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato (Historesin, Leica). Para a
obtencéo de cortes transversais e longitudinais com 8um utii@nicrétomo rotativo

de avanco automatico (RM 2154 eica), equipado com navalha de aco descartavel.

Os cortes foram corados com azultdiiidina a pH 4,0 (O’Brien & McCully,
1981) por 15 minutos, e as laminas montadas com resina sintética (Permount). A analise
e documentacdao fotografica foram realizadas em microscépio de luz (Olympus-AX 70),
conectado a um sistema de fotomicrografia (Olympus U-Photo), do Laboratério de

Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia Vegetal da UFV.

Para caracterizacao da superficie do material estudado, amostras foram fixadas
em Karnovsky (1965, modificado), durante 48 horas, a 4°C, e pés-fixadas com tetroxido
de 6ésmio 1% (Silveira, 1989), por 4 horas. Posteriormente, desidratadas em série etilica
até o alcool absoluto, secas em ponto critico com @Dido (Bozzolla & Russel
1992), utilizando o equipamento Balzers (Modelo CPD 020), fixadas em “stubs”, e
submetidas a deposi¢do metalica com ouro, pelo processo de pulverizacdo catédica, em
equipamento Balzers (Modelo SCA 010). As analises e documentacao fotografica foram
realizadas em microscopio eletronico de varredura LEO (Modelo 1430VP), no Nucleo
de Microscopia e Microanalise da UFV.
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Resultado e Discussao

Utilizacao de segmentos internodais (SIN) como fonte de explantes

Aos 30 dias de cultura pode-se observar nos tratamentos Drew, 2iP, ZEA, TDZ e
BAP a regeneracdo de brotacdes, no entanto para o controle (MS0O) ocorreu apenas a
calogénese (Figura 1).

As brotacdes apresentaram, em média, 0,1 cm de comprimento e na maioria do
tratamentos formaram-se em toda a extensdo da superficie do explante.

Na maioria dos tratamentos houve responsividade quanto a organogénese. O
tratamento BAP proporcionou a maior média (47,61%) dos explantes responsivos a
organogénese, apresentando apenas 1,39% sem resposta, entretanto para o 2iP ocorreu o
inverso, somente 15% dos explantes apresentaram organogénese e 60% sem resposta,

caracterizando este como o tratamento menos responsivo (Figura 1).

ESRECM OSFEORG

1.0

0.8

Observagdes (.6-
Morfologicas

(%) 0.4-

0.2

0.0

Drew 2iP ZEA BAP TDZ MS

Tratamentos

Figura 1: Observa¢des morfoldégicas em explantes caulinares (segmento internodal
— SIN) deBixa orellana, aos trinta dias de cultivo. SR: sem resposta; CM: calo

misto; SF: calo semi-friavel; ORG: organogénese.
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Apesar da ocorréncia de responsividade para a maioria dos tratamentos, houve
disparidade quanto a origem e ao desenvolvimento das brotacbes (Figura 2). As
brotacdes advindas dos tratamentos ZEA, TDZ e 2iP apresentaram pouco ou nenhum
desenvolvimento; as brotacdes oriundas do tratamento BAP apresentaram organogénese
indireta, no qual os explantes passaram a produzir calos de coloracdo verde e a partir
destes emergiram brotacfes, apresentando crescimento superior aos demais tratamentos
(Figura 2D); e as brotacdes provindas do tratamento com Drew apresentaram oxidacéo e
baixo desenvolvimento inicial.

As brotagbes de todos os tratamentos foram excisadas e dispostas em um novo
meio idéntico ao de origem, no entanto, aquelas cujo comprimento atingiu cerca de 0,1
cm oxidaram quando isoladas. Desta forma, constatou-se que ha necessidade de
alongamento destas antes de se promover o isolamento do explante de origem.

No entanto, ndo houve desenvolvimento das brotacdes oriundas dos tratamentos
TDZ e 2iP. Segundo Mundhara & Rashid (2005), o TDZ apresenta um modo de acao
similar a do etileno resultando na producdo de estresse ao etileno, porém, quando
adicionaram nitrato de prata (AgN@para minimizar o estresse produzido, observaram
a diminuicao da expressao da organogénesde mum usitatissimum.

Ao utilizar explantes nodais d8. orellana, D’Souza & Sharon (2001)
observaram que a utilizacdo de 2iP no meio de inducdo promoveu os melhores
resultados, diferindo das respostas obtidas neste trabalho. O estadio de desenvolvimento
do explante talvez possa explicar esta divergéncia nos resultados, uma vez que estes
autores trabalharam com explantes oriundos de material juvenil.

Os tratamentos com meio Drew, ZEA e BAP induziram o alongamento de
apenas uma brotacdo por explante, em média, e esta parece ter restringido o
alongamento de ousarotacdes (Figura 2B, C e D). Resultados semelhantes foram
observados por Fontes (1998), o qual estudou explantes similar€apsicum sp. e
por Carvalho et al. (2005) em urucum, utilizando ZEA e BAP, o que demonstra que a
resposta obtida é caracteristica para a espécie em estudo, no entanto, ndo se restringe a
mesma.

As brotacdes, quando isoladas, apresentaram senescéncia das folhas primarias,
cujo alongamento sO foi possivel quando adicionado ao meio de origem STS
(tiossulfato de prata). Segundo Taiz & Zeiger (2004) a maioria dos efeitos do etileno
pode ser antagonizada por inibidores especificos, tais como nitrato de prata ou

tiossulfato de prata. No entanto, quando adicionado o nitrato de prata este nao
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demonstrou eficiéncia (dados ndo apresentados), dessa forma, o inibidor especifico para
B. orellana pode ser o STS.

As plantas obtidas com a adicdo do STS foram mantidasitro para
manutencao de germoplasma e fonte de explante.

Os calos formados apresentaram, de forma geral, coloragéo verde, quando misto
(CM), e branca a bege, quando semi-friavel (SF). A responsividade morfogénica dos
explantes ocorreu na maioria das vezes por via direta, havendo apenas uma excecao, no
tratamento com BAP, o qual apresentou inicialmente calogénese e posterior
organogénese (Figura 2D). Estes calos foram caracterizados como CM, inicialmente
ocorreu o desenvolvimento de calos brancos, porém ndo demonstrando friabilidade
caracteristica, apés a segunda semana de cultivo os calos passaram a apresentar

coloracao esverdeada.

Figura 2: Cultura in vitro de Bixa orellana utilizando segmentos
internodais (SIN) como fonte de explantes. TBJ; Drew (B); ZEA C)
e BAP D). Barra =2 mm.
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Sha Valli Khan et al. (2002), estudando a calogénese a partir de semeBtes de
orellana observaram calos friaveis brancos que se diferenciaram em dois tipos
morfologicos distintos, predominando os calos brancos compactos com estruturas
globulares verdes. Os calos fridveis brancos tornaram-se marrom e perderam o potencial
de proliferacdo e regeneracdo, em cotdyas calos apresentando estruturas globulares
verdes se diferenciaram em brotagdes completas em 20 dias em meio contendo NAA e
BA.

Sugerese que o0 potencial de regeneracdo presente no calo, com coloracdo
esverdeada, associado ao balanco de citocinina no meio, resulta na diferenciacéo e
desenvolvimento dos brotos, em ambos os casos. George (1993) destaca que as
citocininas sao efetivas na promocao da iniciacdo na organogénese direta ou indireta, e
um balanco de auxina e citocinina geralmente resulta em maior eficacia na
organogénese.

O segmento internodal apresentou organizacdo anatdbmica caracteristica de caule
em crescimento secundario, onde ja ocorre formacdo de quantidade consideravel de
xilema e floema secundarios, mas apenas com inicio de formacao de periderme (Figura
3A). As analises histoldgicas revelaram que todas as brotacdes formadas apresentaram o
sistema vascular conectado com o tecido vascular do explante que lhe deu origem,
confirmando desta forma que a ontogenia ocorreu por via organogénica.

O inicio do processo da divisdao celular, a qual culminou na morfogénese, foi
observado a partir da intensa proliferacé@o celular na regido do cambio, se estendendo até
as regides mais jovens de floema secundario do explante (Figura 3B-E). As respostas
obtidas nos regenerantes demonstraram organizacdo anatémica de carater semelhante as
plantas controle (Figura 4).

Em Citrus sinensis, observou-se que as alteragbes estruturais iniciaram
principalmente no cambio, com intensa proliferacdo celular e aumento da regiao
cambial, com conseguinte diferenciacdo de gemas com os primérdios foliares bem
desenvolvidosno entanto, a organogénese formada ocorreu via indireta (Almeida et al.
2003).

As analises histologicas sugeriraanocorréncia de rizogénese no material
regenerado (Figura 3F), sendo esta estrutura caracterizada pela organizagédazoncé

de células, com presenca do xilema na regido central, tipica de cilindro centraésle raiz
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cultivadasin vitro. Embora nos cortes anatomicos verificou-se a ocorréncia dessas
estruturas, deve-se ressaltar que esta ndo foi constatada na anélise macroscopica.

A parte aérea dB. orellana regenerada apresentou aos 30 dias folhas totalmente
desenvolvidas, provenientes do meristema apical, circundados por células
parenquimaticas constituintes do calo (Figura 4B); primérdios foliares (Fda@)
com epiderme bem definida; tricomas peltados (Figura 4D) e estOmatos bem
desenvolvidos (Figura 4F).

Segundo Majada et al. (2005), as exigéncias para a multiplioagdim como a
alta umidade, fatores nutricionais, fitorreguladores, baixa intensidade luminosa e alta
disponibilidade de 4gua, séo fatores que levam a hiperhidratacdo e/ou desenvolvimento
anatémico incipiente nas plantas, fato este que nao foi observado nos expldhtes de
orellana estudados.

Diferentemente das observacbes morfoldégicas Bmorellana, a origem
organogénica de explantes caulinares de tabaco ocorreu com continuas divisdes
celulares principiadas nas células epidérmicas, resultando em centros meristematicos 0s
quais dividiram e desenvolveram o primordio foliar (Creemers-Molenaar et al., 1994).

As observagbes em urucum constataram a capacidade organogénica dos

explantes caulinares adultos corroborando para o sucesso na clonagem desta espécie.
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30 0pon

Figura 3: Fotomicrografias de secdes transversais (A-F) e longitudinais (G) de
caule de urucum cultivadim vitro. A - explante obtido de materiak vitro com

floema secundario (F) - faixa cambial (setas) e xilema secundariB (Xjetalhe da

faixa cambial (setas) presente no expla6te;D - material regenerado do explante
entre cordao de fibras do floema (setas estreitas) e xilema secundario (setas largas);
em D, sob luz polarizadak - detalhe do material em regeneracéo a partir da faixa
cambial e da regido mais jovem do floema secundBriogrganizacdo concéntrica

de células produzidas em material regenerado, semelhante a primérdio ra@ieular;
parte aérea regenerada, com primérdios foliares.
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Figura 4. Segmento caulinar internodal de urucum cultivadeitro. A - material
regenerado em tubo de ensal; fotoeletromicrografia de varredura de primérdio
foliar entre células de calo. Note a presenca de tricomas peltados (3eta);
fotomicrografia de secéo longitudinal de primoérdio foliar (sei@): detalhe de

tricoma peltadoE - detalhe de estbmato.
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Utilizacdo de segmentos nodais (SN) como fonte de explantes

Aos 15 dias de cultura foi possivel observar brotacdes em todos os tratamentos,
oriundos das gemas axilares presentes nos explantes. Nao ocorrendo, desta forma, a

organogénese indireta, uma vez que as brotacdes surgiram de gemas pré-existentes.

Os melhores resultados foram observados nos tratamentos: BAP, o qual
apresentou média de 40,17% de regeneracao; KIN, cuja média foi de 30,86%; e 2iP,
com média de 27,52%. No entanto, o uso de TDZ, ZEA e MSO promoveram baixa
regeneracao. Estes resultados diferem dos alcangados com o uso de SIN como fonte de
explantes nos tratamentos com TDZ, ZEA e 2iP, no entanto, ambos a presenca do BAP

demonstraram maior eficiéncia (Figura 5).

D’Souza & Sharon (2001), trabalhando com explantes nodais juvenis de B.
orellana, observaram que o melhor regulador de crescimento para regeneragéo foi o 2iP
comparado a BA, KIN e 2,4-D, os quais promoveram apenas calogénese.

Khan et al. (2002) analisaram a influéncia de diferentes reguladores de
crescimento, dentre eles KIN, BAP e 2iP, no desenvolvimento de brota¢des oriundos de
segmentos nodadeOlea europaea, e constataram que as menores concentragoes (1 e 2
HM) resultaram no melhor desenvolvimento. Os resultados Roonellana, obtidos
com concentracdes superiores destes reguladores, apresentam semelhan¢a quanto ao

desenvolvimento.

Todavia, a média de explantes que ndo apresentaram responsividade (SR)
continuou elevada em todos os tratamentos testados e inversamente proporcional aquela

obtida com regeneracéo (Figura 5).

A excecdo do tratamento suplementado com TDZ, todos 0S outros apresentaram

apenas uma Unica brotac&o por explante, sendo esta muito vigorosa.

Entretanto outros autores descreveram a maior eficiéncia, com a utilizacado dos
mesmos fitorreguladores utilizados em urucum, em outras culturas; como em erva-mate
com trés brotagfes por explante cultivado em meio contendo BAP (Zaniolo & Zanete,
2001), em parica Shizolobium amazonicum) a qual desenvolveu duas brotacdes
axilares com a adicao de BAP, porém apenas uma com adi¢éo de KIN (Cordeiro et al.,
2002), e em Peroba-rosaspidosperma polyneuron) a qual desenvolveu quatro a cinco
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brotacdes por explante com adicdo de BAP e ZEA no meio de cultura (Ribas et al.,
2005).
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Figura 5: Observacfes morfoldgicas em explantes caulinares (segmento-riaidal
deB. oréllana, aos trinta dias de cultivo. SR: sem resposta; CM: calo misto; SF: calo

semi-friavel; ORG: organogénese.

O comprimento das brotacbes apresentou certa diferenca em funcdo do
tratamento; as brotagOes oriundas do tratamento BAP apresentaram 2,0 cm de
comprimento; brotacdes advindas do 2iP apresentaram 1,5 cm; nos tratamentos KIN e
ZEA o comprimento das brotacfes foi de 1,0 cm, e, nos tratamentos TDZ e MSO as
brotacdes apresentaram 0,5 cm. Os explantes submetidos ao tratamento TDZ
apresentaram multibrotagdes, nas regibes onde houve a excisdo, e estas ndo se

desenvolveram (Figura 6).

Na propagacdo por segmento nodaltéoharrhena antidysenterica os melhores
resultados foram obtidos com a utilizacdo de BAP quando comparado com KIN e 2iP
(Kumar et al., 2005). Emi\cacia sinuata todas as citocininas utilizadas (KIN, ZEA,

TDZ e BAP) promoveram brotagdes, no entanto, BAP foi a melhor citocmina
apresentando um numero de brotagfes supsriprando comparada com as demais
(Vencadesan et al., 2003), dados semelhantes aos obtidos com urucum na utilizacdo de
BAP.
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Similarmente as brotagfes incididas de SIN, as regeneradas de 8N de

orellana apresentaram senescéncia foliar, quando do isolamento do explante original,

necessitando da adicdo de STS no meio para alongamento e manutencao.

-

Figura 6: Respostas morfogénicasn culturas deBixa orellana utilizando segmentos
nodais (SN) como fonte de explanted) KIN resposta similar com ZEA;B) 2iP
resposta similar com BAP; €] TDZ como reguladores de crescimento. Barra =1 mm.

Em resumo, os resultados permitem concluir que a morfogémeiteo a partir
de tecidos adultos de urucum é possivel e requer maiores estudos no sentido de otimizar
as respostas, ampliando-as em termos de eficiéncia para que subsidie protocolos de
propagacdo clonal de matrizes-elite, em especial aqueles com elevado teor de
carotendides ou com tolerancia, e, ou, resisténcia a doencas. Ademais, denotam a
importancia e potencial de sua aplicacdo em protocolos de regeneracao e transformacgéo
genética visando a manipulacdo genética do acumulo dos carotendides nas sementes

mediante a superexpressdo de enzimas relacionadas a rota biossintética desses

compostos.
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CONCLUSOES GERAIS

Nas condicdes experimentais em que o0s experimentos foram conduzidos as

seguintes conclusdes podem ser obtidas:

e A germinagdo no escuro resulta em maior numero de explantes regenerados;

e Hipocodtilos dispostos sobre o meio de cultura apresentam organogénese direta,
ao contrario dos demais que, cujas respostas diferenciadas séo relacionadas a
profundidade de imersdo do explante no meio de cultura;

e Paratodos os gendtipos estudados, a utilizacdo de hipocatilos invertidos, quando
comparados aos nao invertidos, se mostrou mais eficiente quanto ao processo
organogénico;

e O meio liquido é superior na expanséao da planta, quando comparado a utilizacao
de meio semi-solido, no entanto ha necessidade do uso de fitorreguladores para
inducéo a rizogénese nas brotacdes;

e Asraizes como fonte de explantes séo efetivas quando foram expostas a luz em
meio liquido; a auséncia de fitorreguladores ndo promove a organogénese em
segmentos radiculares;

e As brotagOes oriundas de segmentos radiculares, induzidas pelo efeito de BAP,
apesar de ocorrerem em menor quantidade apresentam qualidade superior,
guando comparadas a utilizacdo de TDZ e ZEA como fitorreguladores;

e Analises histolégicas realizadas em explantes radiculares, revelaram que o inicio
da regeneracdo ocorre a partir da intensa proliferacdo celular na regidao do

periciclo e tecidos vasculares associados como floema do explante;
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Segmentos internodais (SIN) como fonte de explantes apresentam a regeneracéo
de brotacdes aos 30 dias de cultura; nos tratamentos com fitorreguladores, no
entanto, o controle (MS0) ocorre apenas a calogénese;

O uso de BAP resulta em maior niumero de explantes responsivos a
organogénese, entretanto com o 2iP ocorre o inverso, caracterizando-se como a
citocinina menos responsiva,

Em segmentos internodais adultos a responsividade morfogénica dos explantes
ocorre na maioria das vezes por via direta, havendo apenas como exce¢ao o
BAP;

O inicio do processo da divisdo celular, a qual culmina na morfogénese, é
observado a partir da intensa proliferacéo celular na regido do cambi® que s
estende até o floema secundario do explante;

Similarmente as brotagdes incididas de SIN, as brotacdes regeneradas de SN de
B. orellana apresentaram senescéncia foliar, quando do isolamento do explante
original, necessitando da adicdo de STS no meio para alongamento e

manutencao.



