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INTRODUCAO GERAL
O Cerrado ¢ um tipo de vegetacdo propria do Brasil, com algumas extensdes
alcancando a Bolivia e o Paraguai, abrigando uma importante diversidade bioldgica, com um
nimero significativo de espécies endémicas (Ratter ef al., 1997). E considerado uma das 25
areas mundiais prioritdrias para conservacao da biodiversidade, gracas ao nimero de espécies

endémicas e o grau de ameaga em virtude das a¢des antrépicas.

O Cerrado abriga uma grande biodiversidade com cerca de 10 mil espécies de plantas
dos quais 4400 seriam end€micas, correspondendo 1,5 % da flora mundial (Myers et al.,
2000). Esse bioma possui inimeras espécies de interesse econdmico como plantas medicinais
e frutiferas que geralmente sdo utilizadas pela populacio como fonte de alimento, no
tratamento de muitas doengas infecciosas como maldéria, infeccdes bacterianas e fungicas

(Alves et al., 2000).

E um bioma que se encontra bastante ameacado, com espécies importantes comercial e
ecologicamente e que estdo desaparecendo em func¢do da desordenada expansdo urbana e
agropecudria, bem como pela exploragdo irracional. O ritmo acelerado desta acdo antrépica
nas ultimas décadas tem ocasionado a perda de material genético vegetal nativo e
praticamente desconhecido cientificamente (Vieira & Martins, 2000). A preocupante taxa de
extingdo destas espécies vegetais torna urgente o estabelecimento de politicas e acdes de
conservagdo. Uma solugdo para a manutengdo desse patrimdnio genético € viabilizar o uso
econOmico e sustentdvel das espécies nativas do Cerrado que podem ser exploradas como
recurso genético, alimento, medicamentos, fonte de energia, emprego em paisagismo e outras

utilidades (Zaidan & Figueiredo-Ribeiro, 1995; Felfili et al., 2002).

Dentre as vérias espécies do Cerrado com potencial econdmico destacam-se as

espécies de Byrsonima (Malpighiaceae). Esse género tem cerca de 60 espécies nativas do
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Brasil, as quais sao conhecidas popularmente como murici (Mamede et al., 1998). Seus frutos
sdo ricos em vitamina C (Filgueiras & Silveira, 1990; Almeida et al., 1998) e comumente
utilizados na fabricacdo de doces, sucos, licores, sorvetes e consumo in natura. Sua
comercializacdo se dd em grande parte em feiras livres e mercados publicos da regido de

ocorréncia das espécies (Gusmao et al., 2006).

Além de ser uma excelente fonte de alimento, a casca dos frutos pode ser utilizada
como antidiarréico, na forma de chd ou como antifebrifuga, quando usada separadamente em
decocgao (Ferreira, 1973, Almeida et al., 1998). As espécies arbdreas de Byrsonima podem
ser utilizadas na constru¢do civil, como ornamentais e também na recuperacdo de &areas

degradadas (Silva & Tassara, 1996).

Apesar de sua grande utilidade, estudos visando o uso racional dessas espécies sao
raros. Além disso, muitas plantas do Cerrado, inclusive o género Byrsonima possuem baixa
taxa de germinacdo e emergéncia lenta das plantulas (Lorenzi, 2002), dificultando a
propagacdo pela via sexuada. E importante que se trabalhe no sentido de se obter formas
eficientes de propagacdo das espécies deste género, o que dard suporte para a multiplicacio e

conservacao in vitro de gendtipos, contribuindo dessa maneira para o seu manejo sustentdvel.

O uso de técnicas de cultura de tecidos consiste numa alternativa vidvel de propagacao
de plantas com dificuldades de reproducdo semelhante as encontradas em espécies de
Byrsonima. E uma ferramenta promissora para a preservacio de fontes vegetais, pois facilita a
distribuicdo de material das plantas ameacadas e permite a formacdo de banco de genes.
Através da micropropagacdo o cultivo das espécies pode ser viabilizado em menos tempo,
tanto para a recuperacdo do ambiente, como para o cultivo comercial das espécies com

potencial econdmico (Fay, 1992; Kane et al., 2000; Pletsch, 2003).

Desta forma, este trabalho objetiva estabelecer um protocolo de propagagao in vitro e
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caracterizacdo micromorfolégica de gemas adventicias e embrides somadticos de Byrsonima

basiloba Juss.
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1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 Alguns aspectos sobre Byrsonima Rich. ex. H.B.K.

A familia Malpighiaceae inclui cerca de 1.100 espécies, representadas por arvores,
arbustos e lianas (Mabberley, 1993). Composta por cerca de 60 géneros, essa familia tem um
amplo centro de distribui¢do na América Tropical, onde estdo aproximadamente 85% de suas
espécies (Davis et al., 2002). Nos diferentes biomas do Brasil, a familia apresenta 32 géneros,
com cerca de 300 espécies (Barroso, 1991). Dentre os géneros pertencentes a Malpighiaceae,
Byrsonima é composto por cerca de 150 espécies (Mamede, 1981), sendo um género
essencialmente americano e encontrado nas regides tropicais e subtropicais da América do Sul

(Felicio et al., 1995).

No Brasil, sdo encontradas cerca de 60 espécies de Byrsonima distribuidas em varios
estados, desde a Amazodnia até o Parand. O Cerrado brasileiro apresenta 38 espécies deste
género, que medram em diferentes fisionomias, como cerradao, cerrado, cerrado sujo, cerrado
ralo, campo rupestre e mata de galeria (Mendonga, 1998). No Distrito Federal ha registro de
10 espécies (Giulietti, 1971). Popularmente sao conhecidas como murici, morici, mureci ou

moreci (Corréa, 1984).

As espécies de Byrsonima, assim como todas as demais espécies de Malpighiaceae,
possuem folhas simples, de filotaxia oposta, ndo apresentando estipulas (Joly, 1977). A
floracdo das espécies deste género no Cerrado do Distrito Federal ocorre geralmente na
primavera, muito embora algumas espécies florescam quase o ano inteiro (Giulietti, 1971). As
inflorescéncias sdo do tipo racemo terminal, com flores hermafroditas, pentameras, de
simetria zigomorfa ou actinomorfa apresentando sépalas e pétalas, de formato e coloracao,

varidveis entre as espécies (Giulietti, 1971).
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A frutificacdo das espécies Byrsonima pode ocorrer ao longo do ano todo (Ferreira,
1973). Os frutos sdo drupas de coloracdo amarela maturidade, com exocarpo fino, mesocarpo
carnoso, endocarpo pétreo, contendo um tnico pirénio, com trés 16culos € uma semente em
cada 16culo (Giulietti, 1971; Ferreira, 1973; Barroso, 1991), sendo B. gautherioides Griseb. a

unica espécie cujo fruto € unilocular monospérmico (Giulietti, 1971).

Apesar da importancia econdomica do género, poucos trabalhos foram dedicados ao
seu estudo, principalmente no que diz respeito a propagacdo de suas espécies para 0 Uso

racional e sustentavel.

1.2  Byrsonima basiloba

Byrsonima basiloba possui varios nomes populares como murici-do-campo ou murici
de folhas brancas (Ferreira, 1973), e de acordo com dados constantes no herbario da
Universidade de Brasilia (UB), também é conhecida como murici-de-ema. B. basiloba € uma
planta arbustiva, bastante ramificada, com cerca de 2 metros de altura (Ferreira 1973). De
acordo com Giuliette (1971), Byrsonima basiloba pode ser coletada em diferentes localidades
do Distrito Federal, tais como, nas margens do Lago Paranod, na Chapada da Contagem, no
corrego Convanga, além de outras dreas. Pereira (2002) também encontrou espécimes de B.
basiloba no final da L2 Norte, proximo ao parque Olhos D’4gua e na via L3 préximo ao

IBAMA.

Esta espécie floresce entre os meses de dezembro e maio podendo este periodo
estender de setembro a maio. Sua frutificacdo ocorre de janeiro até outubro (Giulietti, 1971).
Os frutos maduros apresentam cor amarela e diametro entre 1 e 2 cm. Estudos morfo-
anatomicos do fruto e da semente desta espécie mostram que as sementes sao frageis, nao
apresentam dorméncia tegumentar e quando maduras nao possuem endosperma (Pereira,

2002).
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Os frutos das espécies de Byrsonima assemelham-se em diversas caracteristicas como:
forma, didmetro e coloragdo e de acordo com Ferreira (1973). Dentre as espécies desse género
no Distrito Federal, apenas trés despertam interesse econdmico em fun¢do do tamanho de seus
frutos: B. basiloba, B. crassa Nied. e B. verbascifolia (L.) Rich, apresentando frutos com
diametros entre 1 e 2 cm. Segundo Pereira (2002) os frutos de B. basiloba sao maiores, que 0s

das outras espécies de Byrsonima.
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Figura 1. Aspectos gerais da espécie Byrsonima basiloba. A) Individuo no campo, com frutos
verdes. B) Ramo com gema apical; folhas com filotaxia oposta cruzada. C-D)
Frutos verdes e em estdgio de maturacio. Matriz fotografada no Centro Olimpico da
Universidade de Brasilia.

Os frutos sdo bastante apreciados e consumidos in natura, ou processados
artesanalmente na forma de refresco, sorvetes, licores, pudins e geléias (Barbosa et al. 1979,
Almeida et al., 1998). O fruto é também utilizado para extrair um corante preto usado em
tinturarias (Almeida, 1998). Em funcdo dos 6timos precos no mercado e de uma exploragao
extrativista e indiscriminada dos frutos, existe um risco real a sobrevivéncia das espécies

nativas (Santana, 2002; Castro, 2003).
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No comércio, ja € possivel encontrar a polpa de murici (Silva & Borges, 1979), que é
vendida como uma mistura de polpas de vérias espécies do género. Isso ocorre em func¢do da
dificuldade de colher frutos de uma mesma espécie, uma vez que esses sao extraidos em dreas
de vegetacdo nativa, onde a densidade por espécie € baixa e irregular (Azanha, comunicagdo
pessoal). Além disso, devido a constante reducdo das areas de Cerrado, B. basiloba pode
sofrer uma erosdo genética, agravando bastante a situacdo dessa espécie na natureza. Estudo
de propagacdo in vitro a partir de ramos e plantulas germinadas in vitro demonstra que é
possivel o uso de técnicas de cultura de tecidos para a propagacdo dessa espécie. Foi
estabelecido um protocolo de propagacdo a partir sementes germinadas in vitro, contudo as

fases de enraizamento e aclimata¢do nao foram completadas (Pereira, 2002).

1.3 Cultura de tecidos vegetais

A cultura de tecidos vegetais consiste em inocular explantes, que podem ser pedagos
de caule ou de folha, gemas, embrides, cotilédones e graos de pdlen, em condi¢des assépticas
em meio de cultura visando promover a regeneracdo e multiplicagdo somatica desses
explantes para obtencdo de uma planta completa, com todas as caracteristicas e fungdes
organicas da planta original (Melo et al., 1998). Em geral, os meios de cultura contém sais
minerais, podendo ter ou ndo um agente gelificante, suplementado com fitorreguladores, em

ambiente asséptico e condi¢des de luz e temperatura controladas (Feveiro et al., 2001).

As técnicas de cultura de tecidos sdo eficazes na propagagdo de vérias espécies, sendo,
sobretudo importante para aquelas que se encontram em risco de extin¢do, em geral devido a
antropizacdo do seu ambiente natural (Cerqueira, 1999). No Brasil, poucos sdo os trabalhos
relatando o emprego da cultura de tecidos visando a conservagdo de espécies ameacadas,
sendo que com espécies do Cerrado podem-se citar estudos realizados com mangabeira,
Hancornia speciosa Gomez (Soares et al., 2006), Lychnophora pinaster Mart. (Souza et al.,

2003), Caryocar brasiliense Camb. (Santos et al., 2006), Gomphrena macrocephala St.-Hil
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(Moreira et al., 1999), barbatimdo, Stryphnodendron adstringens (Mart.)Coville (Pasqual &
Barros, 1992; Franca et al., 1995), e Anemopaegma arvense (vell) Stellf. ex de Souza (Pereira
et al., 2003). Os resultados obtidos de tais estudos sdo promissores o suficiente para se
acreditar que a continuidade das pesquisas nesta area trard beneficios significativos para o

plantio de espécies selecionadas (Melo et al., 1998).

1.4  Micropropagacao

A micropropagacdo ¢ uma das principais aplicacdes da cultura de tecidos vegetais
(Barbosa et al., 1993) e tem como objetivo reproduzir plantas idénticas a planta-matriz de
onde foram retirados os explantes. A técnica estd baseada no totipotencial de uma tnica célula
vegetal, ou seja, na sua capacidade de, por si s, originar uma nova planta, com as mesmas

caracteristicas genéticas da planta original (Pinto, 2001).

Através das técnicas de micropropagacdo pode-se induzir a proliferacio de gemas
apicais e axilares (multibrotacdo), formacdo de gemas adventicias por organogénese e de
embrides por embriogénese somética, permitindo a obtencdo de um grande nimero de plantas

em pouco tempo (Grattapaglia & Machado, 1998; Torres et al., 1998; Carvalho, 1999).

Uma das principais fun¢des da técnica de cultura de tecidos € a produgdo de clones,
que gera material homogéneo, livre de patégenos; hibridos, por hibridacdo somatica, através
da fusdo de protoplastos, plantas hapléides, mutantes portadores de caracteres desejaveis
obtidos por meio de agentes mutagé€nicos ou por variagdo somaclonal. Além disso, existem
outras aplicacdes dessa tecnologia, como a constru¢do de biorreatores vegetais, plantas
geradoras de vacinas por engenharia genética, conservacdo de germoplasma por
criopreservacao, ou por manutencdo do material vegetal durante periodos prolongados e sob

condic¢des limitantes de crescimento e desenvolvimento e, finalmente, biotransformacao de
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compostos pouco interessantes em compostos muito interessantes sob o aspecto econdomico

(Amaral & Silva, 2003).

Viérios fatores influenciam na obtencdo de um protocolo de sucesso para
micropropagacao. Dentre eles podemos destacar: estado fisioldgico e fitossanitdrio da planta
matriz e do explante no momento da coleta, a época de coleta, o tipo de explante, o protocolo
de desinfestacdo, o isolamento e o tamanho dos explantes, as condi¢des de cultivo, a
manipulacdo dos explantes nas subculturas, entre outros (Youmbi, 1991; Silveira, 1994;

Grattaplaglia & Machado, 1998).

1.5  Multibrotacao

A técnica de multibrotacdo consiste na multiplicacdo por meio de brotos contendo
meristemas apicais e/ou axilares ou através de primérdios foliares. Pode ser realizada em
meio de cultura com ou sem reguladores de crescimento, resultando em brotos semelhantes a
plantulas, com forte dominancia apical. Os meristemas podem estar quiescentes ou ativos,

dependendo do estado fisiologico da planta (Melo, 1998).

Para se estabelecer uma cultura de dpices/gemas axilares € necessario que as partes da
planta-mae (explante), sejam retiradas livre de microorganismos, € colocadas em meio de
cultura. Quanto menor o explante, maior a probabilidade de se obter uma planta livre de
patégenos (Simao, 1998; Feveiro et al., 2001), porém torna-se mais dificil sua sobrevivéncia.
Apesar dos explantes maiores que 0,25 mm aumentarem o risco de contaminagdo virética,

eles tém uma taxa de sobrevivéncia mais elevada (Siméao, 1998).

Em geral, o balango de reguladores de crescimento (tipos/concentragdes) € crucial no
estabelecimento de cultura de dpices meristeméticos. Por exemplo, o modo de interagdo entre
auxinas e citocininas € freqiientemente afetado por fatores como espécie, 6rgaos e tecidos

utilizados na cultura (Alves et al., 2004).
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Essa técnica tem sido usada com sucesso na multiplicacio de diversas espécies
(Fidelis, 1998), possibilitando obter mudas sadias, livres de virus e outros patdgenos,
produzindo assim, material de alta qualidade genética e sanitdria, sem a introducdo de

variabilidade genética (Grattapaglia & Machado, 1998).

1.6  Regeneracao in vitro de plantas

A regeneracgdo in vitro pode ser realizada por organogénese ou embriogénese somética
a partir de uma otimizacao dos componentes do meio de cultura. A organogénese ocorre pela
diferenciacdo de gemas adventicias diretamente no explante (organogénese direta) ou do calo
(organogénese indireta) (Grattaplagia & Machado, 1998). Nesta via de regeneracdo, a gema é

uma estrutura monopolar e ha conexao vascular ao tecido de origem (Tisserat, 1991).

A regeneragdo indireta tem a vantagem de possibilitar a obtencdo de uma grande
quantidade de plantas a partir de um dnico explante, sendo um dos métodos mais eficientes na
producdo de plantas in vitro. Essa técnica apresenta o risco de provocar alteracdes genéticas
tais como aneuploidias e poliploidias, que levam a perda da identidade genética do material
propagado sendo, portanto evitada na propagacdo de culturas economicamente importantes,
entretanto, ¢ possivel distinguir os regenerantes aberrantes na primeira etapa do processo,

podendo-se assim eliminar as plantas indesejdveis (Pereira & Melo, 2004).

A embriogénese somdtica se caracteriza pela formagao de embrides a partir de células
somaticas, portanto sem fusdo de gametas. Geralmente € induzida por tratamento com auxinas
potentes e resulta na formagao de estruturas ndo zigbticas, semelhantes a um embrido, tendo
sua origem uni ou multicelular, de células pré-embriogénicas determinadas (embriogénese
direta) ou de células embriogé€nicas determinadas induzidas (embriogénese indireta), esta via
se caracteriza principalmente por apresentar estrutura bipolar e sistema vascular fechado

(Thorpe, 1995). A inducdo de embrides somdticos apresenta grande potencial em vérias
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espécies de plantas, entretanto o seu sucesso em plantas lenhosas ainda € limitado (Guerra et

al., 1999).

O sucesso para qualquer via de regeneracao in vitro depende de varios fatores, onde os
fitorreguladores se destacam como os principais controladores da morfogénese in vitro. De
acordo com Franca (2001), a presenca de reguladores de crescimento no meio de cultura

propiciou amplo avanco das técnicas que constituem a biotecnologia atual.

1.7  Contaminacio in vitro

Na micropropagacdo todas as etapas sdo importantes, porém a desinfestacdo do
explante € essencial, na qual podem ser utilizadas diversas substincias de acdo germicida. A
desinfestacdo deve permitir a eliminacdo dos microorganismos com o menor dano possivel
para os explantes. Na desinfestacdo, deve-se levar em conta o tipo de explante e a espécie

vegetal para o uso das solucdes desinfetantes (Mroginki & Roca, 1991).

Os microorganismos contaminantes competem com os explantes pelos nutrientes do
meio de cultura e provocam danos diretos e indiretos pela colonizacao de seus tecidos,
podendo eliminar no meio metabdlitos téxicos as plantas (Montarroyos, 2000). Na
desinfestacdo, a maior dificuldade € obter a descontaminacdo sem provocar a morte do
explante. Para isso vdrias substancias com acdo germicida t€m sido utilizadas, sendo os mais
comuns o etanol 70% e os compostos a base de cloro, tais como o hipoclorito de sédio e o de
célcio (CaOCl,) (Hartmann et al., 1990; Grattapaglia & Machado, 1998). No entanto, existem
também outras substancias que podem ser utilizadas, como por exemplo a acetona, a qual foi
utilizada com sucesso em dpices de Armnica montana L. (Conchou et al., 1992). A
concentracdo das solugdes desinfestantes, assim como a combinagdo dos principios ativos

desinfestantes e o tempo de exposicdo podem variar muito (Montarroyos, 2000), sendo
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necessdario a adequagdo de acordo com a espécie e a sensibilidade do tecido a ser desinfestado

(Mroginki & Roca, 1991).

A contaminacdo por microorganismos € conhecida como um dos problemas mais
sérios na micropropagacdo. Na maioria das vezes, essa contaminacdo € proveniente de
bactérias, sendo consideradas os contaminantes mais comuns em cultura de tecidos e os que
ocasionam os maiores danos. Em seguida encontram-se os virus, porque podem ser sist€émicos
e sua deteccdo é mais dificil (Montarroyos, 2000). Para o controle das contaminagdes
bacterianas, normalmente sdo utilizadas substancias antibidticas que s@o incorporadas ao meio
de cultura ou usadas diretamente sobre os explantes contaminados (Grattapaglia & Machado,

1998; Montarroyos, 2000).

As contaminacOes fungicas podem ser facilmente visualizadas devido a intensa
proliferacdao dos fungos (Pasqual et al., 1997). O benomyl, primeiro fungicida sistémico
desenvolvido, possui atividades preventivas, curativas e sist€émicas contra nuUmerosos grupos
de fungos, sendo utilizado em diversos trabalhos no controle de contaminagdes fungicas,
através de pulveriza¢es na planta matriz em vérias concentra¢des, 200 mg.L™' (Sato ef al.,
2001), 1,0 g.L'1 (Dantas et al., 2002; Rodrigues et al., 2003), 2,0 g.L-1 (Mantovani et al.,
1999). A desinfestacdo de explantes, através da imersdo completa do explante no fungicida
tem sido relatada em diversos trabalhos como o realizado com embrides de pau-rosa, Aniba
rosaeodora Ducke (Handa et al., 2005) e em brotos de Pfaffia tuberosa (Spreng.) Hicken

(Flores et al., 2006).
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1.8 Meios de Cultura

Os meios utilizados para a cultura de células, tecidos e 6rgaos de plantas fornecem as
substancias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam, em grande parte, o padrao

de desenvolvimento in vitro (Caldas et al., 1998).

O meio de cultura é constituido de componentes essenciais € opcionais. Os essenciais
sdo 4gua, sais inorganicos, fonte de carbono e energia, vitaminas e reguladores de
crescimento. Outros componentes organicos, tais como aminodcidos, amidas, dacidos
organicos e substancias naturais complexas podem ser adicionados ao meio para otimizar

determinada resposta no padrao de crescimento (Torres et al., 2001).

Os macronutrientes nitrogénio, fésforo, potdssio, cdlcio, magnésio, e enxofre sdo
requeridos em todos os tipos de culturas, mas a concentracdo requerida pela planta de cada
um pode variar de acordo com a espécie. Os micronutrientes sdo requeridos pela planta em
quantidades menores, sendo os mais utilizados em cultura de tecidos o ferro, manganeés,
zinco, boro, cobre, cloro, molibdénio, € o niquel, no entanto o cobalto, iodo, e o sédio sdo
incluidos em alguns meios de cultura, embora sua exigéncia e papel na fisiologia ndo estejam

bem definidos (Rout et al., 2000).

A exigéncia de carboidratos é suprida com a incorporacdo da sacarose 2-3%, ou
glicose, sendo estd ultima com menos freqii€éncia. Outros carboidratos como a lactose, a
maltose, a galactose sdo usados raramente. Além do seu papel como uma fonte de carbono, os

carboidratos ajudam a manter o potencial osmético no meio de cultura.

As plantas inteiras sintetizam todas as vitaminas requeridas para o seu crescimento e
desenvolvimento normal, entretanto no meio de cultura sdo adicionadas vitaminas especificas,
como a tiamina (B1), o 4cido nicotinico (B3), a piridoxina (B6), e 0 mio-inositol, as quais sao

requeridas pelo explante em cultivo in vitro. Embora as células cultivadas sejam normalmente
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capazes de sintetizar todos seus aminodcidos exigidos, a adicdo de glutamina, cisteina,
prolina, e tirosina ou uma mistura do aminodcido como a caseina hidrolisada a0 meio pode

aumentar o crescimento celular.

O 4gar € o agente solidificante mais usado para preparar meios de cultura sélidos ou
semi-sdlidos, porém outros agentes gelificantes como gelatina, amido e o gelrite também sao

utilizados (Rout et al., 2000).

O meio MS (Murashige & Skoog, 1962) e o BS (Gamborg et al., 1968) sdo os mais
utilizados na cultura de tecidos da grande maioria das espécies, porém para espécies lenhosas
o mais indicado € 0o WPM (Lloyd & Mccown, 1980; Caldas et al., 1998). Entretanto, algumas
espécies lenhosas sdo propagadas em meio MS, como a aroeira, Myracrodruon urundeuva Fr.
All (Andrade et al., 2000) e Kielmeiera coriacea Mart. (Arello & Pinto, 1993). Além disso,
modificacOes e diluicdes feitas no meio MS tém apresentado bons resultados para diversas
espécies lenhosas. Em espinheira-santa, com a reducdo em 50% da concentracdo dos sais do
meio MS, minimizou-se a oxidacdo fendlica (Flores et al., 1998), enquanto que, para mogno
Swietenia macrophylla King, e espécies de Prunus, o meio MS diluido a 3 foi eficiente no
crescimento dos explantes, e na taxa de multiplicacdo (Rodrigues et al., 2003; Rocha &
Quorin, 2004). Na micropropagacdo de Lychnophora pinaster Mart, o meio MS diluido
quatro vezes resultou em maior sobrevivéncia e multiplicacdo dos explantes (Souza, et al.,
2003). J4 para aroeira, o meio MS com a metade dos seus sais foi eficiente na multiplicacdo

da espécie (Andrade et al., 2000).

1.9 Reguladores de crescimento

As concentragdes de hormonios no meio de crescimento sdo determinantes para a
maioria dos sistemas de cultivo in vitro. Simultaneamente, estimula certas respostas como

crescimento, alongamento ou multiplicacdo da parte aérea. Estas respostas dependem do
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estado fisiologico dos explantes, que estd relacionado com a época do ano e estado geral da

planta-matriz (Castro et al., 2002).

As citocininas e as auxinas sdo as classes de reguladores mais usadas em cultura de
tecidos e o balango hormonal destes dois reguladores determina a formacao de raizes, parte

aérea e calo (Frank & Chumulling, 1999).

As citocininas desempenham papel importante na regulacio da divisdo celular,
expansdo foliar, quebra de dominéncia apical, formacdo de gemas adventicias, induzem o
desenvolvimento prematuro de brotos axilares, que produzem grande nimero de brotac¢des
que podem ser cultivadas e utilizadas na producdo de mudas, e interagem com as auxinas no
controle de muitos aspectos do crescimento € do desenvolvimento das plantas (Frank &
Schmulling, 1999; Pozo et al., 2005). Dentre as citocininas mais usadas em cultura de tecidos
estdo: BAP (6-benzilaminopurina), cinetina (CIN), zeatina, 2IP (isopenteniladenina) e TDZ

(thidiazuron) (Torres, 2001).

O BAP tem sido muito eficaz para promover a multiplicacdo em diversas espécies e
parece ser a citocinina mais adequada para a formacao de grande nimero de brotos e alta taxa
de multiplicacdo nas culturas. Por outro lado, a CIN permite apenas o crescimento normal
sem brotacdes multiplas (Hu & Wang, 1983 apud Torres, 1998; Grattapaglia & Machado,
1998). O TDZ € um herbicida, que tem sido utilizado como regulador de crescimento e
apresenta efeitos semelhantes as citocininas, estimulando a produc¢do de calos, tendo agdo
superior a estas, sendo muito eficiente na micropropagacdo em vdrias espécies,

principalmente arboreas ou florestais (Huetteman & Preece, 1993).

As auxinas estdo envolvidas na regulacdo de varios processos fisiolégicos tais como
dominancia apical, formacdo e crescimento de raizes, abscisdo foliar, indugdo de

diferenciagcdo vascular e desenvolvimento de gemas florais e do fruto (Taiz & Zeiger, 1998;
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Pozo et al., 2005). As auxinas mais usadas sdo AIA (4cido 3-indolacético), AIB (acido 3-
indolbutirico), ANA (4cido o<-naftalenoacético) e 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético). O
AIA € uma auxina instdvel que se degrada facilmente na presenca de luz, pH baixo (Torres,
2001), fatores que a tornam muito fraca, quando comparada com o 2,4-D e o ANA, que sdo
mais estaveis. O 2,4-D promove uma maior formagdo de calos e pode ser importante em
sistemas de embriog€nese somadtica, enquanto o AIA ¢ ineficaz. J4 o AIB € geralmente a

melhor auxina na indugdo de raizes in vitro (Torres, 1998).

As giberelinas, na forma de 4cido giberélico (GA3), tém como principal efeito o
alongamento das brotacdes durante a multiplicacdo in vitro, sendo este fato observado em
Rollinia mucosa (Jacq.) Baill (Figueiredo et al., 2001) e macela, Egletes viscosa (L) Less.,
(Diniz et al., 2003). Em algumas culturas, as brotacdes obtidas na fase de multiplicacao
geralmente sdo pequenas € nio se encontram em condi¢des de serem individualizadas para o
enraizamento. Neste caso, necessita-se de uma fase de alongamento e as giberelinas sdo os
principais reguladores vegetais utilizados com esta finalidade (Grattaplagia & Machado,

1998).
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CAPITULO I

MICROPROPAGACAO DE Byrsonima basiloba Juss.
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RESUMO

O murici (B. basiloba) € um arbusto do Cerrado, cujos frutos sdo bastante apreciados,
sendo consumidos in natura ou processados artesanalmente. Esta planta apresenta
dificuldades de propagacdo sexuada. O objetivo do presente trabalho foi otimizar um
protocolo de micropropagacdo para esta espécie, através de gemas apicais e adventicias
obtidas de plantulas germinadas in vitro. Sementes de B. basiloba foram esterilizadas e
germinadas em A4gua e dgar. Gemas apicais e axilares adjacentes foram utilizadas na
multiplicagdo em cinco subculturas. Para multiplicacdo foi utilizado meio MS e Y2 MS,
suplementado com BAP (6-benzilaminopurina) ou combinado com AIB (4cido indol-3-
butirico) e cinetina, acrescido de 20 g.L"' de sacarose, 0,1 g.L"' de inositol e 7 g.L' de 4gar.
Testou-se também a influéncia de carvao ativado. Nao houve diferenca entre o meio MS
pleno e o diluido. A combina¢do BAP, AIB e CIN produziu maior quantidades de brotos, nas
concentracdes 0,5, 1,0 e 0,2 mg.L™" respectivamente. Para aumentar a eficiéncia na produgio
de brotos utilizando carvao ativado adicionado ao meio, € necessario aumentar as
concentracdes hormonais, caso contrario o meio promove apenas o alongamento dos brotos.
O uso do carvao ativado foi essencial antes da etapa de enraizamento. Utilizou-se a mistura de
talco neutro e AIB na base dos brotos, para o enraizamento ex vitro, que resultou em 47% dos

brotos enraizados e aclimatados.

Palavras chaves:

Murici, Cerrado, micropropagacdo, multiplicacdo, enraizamento.
Abreviacgoes:

BAP: 6-benzilaminopurina, AIB: dcido indol-3-butirico; CIN: cinetina; MS: Murashige &
Skoog
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ABSTRACT

The murici (B. basiloba) is a shrubby plant of the Cerrado biome, and its fruits are
consumed fresh or as homemade sweeties. This species is difficult to be propagated by sexual
reproduction. Therefore, the purpose of this work is to optimize a micropropagation protocol
for this plant species using as explants the apical and adventitious buds taken from in vitro
germinated seeds. Seeds of B. basiloba were sterilized and germinated in agar water medium.
The apical and the adjacent buds were micropropagated in five subsequent multiplication
subcultures. The multiplication medium was either MS or Y2 MS, supplemented with 6-
benzylaminopurine (BAP) alone or in combination with indole-3-butyric acid (IBA) or
kinetin (KIN) plus 20 g.L'' of sucrose, 0.1 g.L"' myo-inositol, 7.0 g.L”" of agar. Furthermore,
the influence of activated charcoal was tested during explant multiplication and elongation.
There were no significant differences between the two media tested (MS and Y2 MS) in the
explant multiplication rate. The combination of 0.5 mg.L' BAP, 1.0 mg.L"' IBA, and 0.2
mg.L"' KIN was the most effective in inducing sprouting. The activated charcoal was
essential to elongate the explants before rooting. Nonetheless, to keep a high rate of
multiplication after the addition of activated charcoal in the medium it was necessary to
increase the concentration of the hormones. Rooting was induced ex vitro with a mixture of
talcum powder and IBA at the basal region of the sprout, and 47% of the explants were rooted

and acclimatized.

Key words:

Murici, Cerrado, micropropagation, multiplication, rooting.
Abbreviations:

BAP: 6-benzilaminopurine; IBA: indole-3-butyric acid; KIN: Kinetin; MS: Murashige &
Skoog
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1. INTRODUCAO

O género Byrsonima é composto por cerca de 150 espécies (Mamede, 1981), sendo 60
nativas do Brasil. No Cerrado ocorrem 38 espécies e especificamente no Distrito Federal ha
registro de 10 espécies (Giulietti, 1971; Mendonga, 1998). Popularmente sd@o conhecidas

cOmo murici, morici, mureci ou moreci, em suas regides de ocorréncia (Corréa, 1984).

Os frutos das espécies de Byrsonima possuem diversas caracteristicas semelhantes
como forma, didmetro e coloragdo. De acordo com Ferreira (1973), dentre as espécies desse
género encontradas no Cerrado do Distrito Federal, apenas trés despertam interesse
econdmico em funcdo do tamanho de seus frutos: B. basiloba Juss, B. crassa Niedenzu e B.
verbascifolia (L.) Rich. ex Juss., cujos frutos tétm didmetros entre 1 e 2 cm. Entretanto,
segundo Pereira (2002) os frutos de B. basiloba sao de dimensdes maiores, 0 que aumenta o

interesse por esta espécie.

Os frutos sdo bastante apreciados, sendo consumidos in natura ou processado
artesanalmente na forma de refresco, sorvetes, licores, pudins e geléias (Barbosa et al. 1979;
Almeida et al. 1998). No comércio, também ja € possivel encontrar a polpa de murici (Silva
& Borges, 1979), que na verdade € uma mistura de polpas de varias espécies do gé€nero. Isso
ocorre em funcdo da dificuldade de colher frutos de uma mesma espécie, uma vez que esses
sdo coletados em dreas de vegetacdo nativa, onde a densidade das espécies € baixa e irregular

(Azanha, comunicacao pessoal 2008).

Em funcdo dos 6timos precos da polpa no mercado e da exploragdo extrativista e
indiscriminada dos frutos, existe um risco real a sobrevivéncia das espécies nativas do
Cerrado (Santana, 2002; Castro, 2003). Além disso, devido a constante reducdo das dreas
com vegetacdo nativa, B. basiloba esté sujeita a sofrer erosdo genética, agravando bastante a

situacdo dessa espécie na natureza. Observagdes em campo também mostram que a
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germinabilidade desta espécie em condi¢Oes naturais € baixa e isso se deve provavelmente a
reducdo da fauna que se alimenta dos frutos que propicia a escarificacio do endocarpo
extremamente rigido, constituido de esclerénquima (Pereira, 2002). Estes fatos evidenciam a

importancia de estabelecer meios de propagacdo eficientes para esta espécie.

O presente trabalho objetiva estabelecer um protocolo de micropropagagcao para

Byrsonima basiloba a partir de plantulas obtidas de sementes germinadas in vitro.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e preparo do material vegetal

Frutos maduros foram coletados de matrizes previamente selecionadas nos meses de
setembro e outubro dos anos de 2006 e 2007, de acordo com o periodo de maturacdo e
disponibilidade dos mesmos. As coletas foram realizadas em areas de Cerrado localizadas no
Centro Olimpico da Universidade de Brasilia (UnB), Parque Olhos D’4gua e no final da via
L3 Norte, todos situados na cidade de Brasilia, Distrito Federal. Exemplares da espécie
utilizada neste estudo foram depositados no Herbario na Universidade de Brasilia (UB) com

registro 76712.

Apo6s a coleta, todos os frutos foram transportados para o Laboratério de Anatomia
Vegetal, localizado no Departamento de Botanica da Universidade de Brasilia, onde foram
lavados em 4gua corrente e detergente comercial, com auxilio de uma esponja.
Posteriormente, foram retirados e descartados o exocarpo € mesocarpo carnoso. Os pirénios
foram lavados em dgua corrente, com uma escova de cerdas duras e detergente liquido com
acdo fungicida. Subseqiientemente, os pirénios foram quebrados com auxilio de um torno de

bancada e as sementes liberadas com auxilio de uma pinga de ponta fina.

A partir desta etapa, todas as manipulagdes foram realizadas no Laboratério de

Fisiologia Vegetal, em condi¢Oes assépticas em camara de fluxo laminar horizontal.

2.2 Cultura de Tecidos.

A metodologia utilizada seguiu as cinco fases para o estabelecimento de protocolo de

micropropagacao para espécies lenhosas de Melo et al. (1998).

32



Capitulo II

Em todas as etapas as manipulacdes foram realizadas em condi¢des assépticas em
camara de fluxo laminar. Todos os instrumentos utilizados (pingas, cabos de bisturis, placas

de petri) foram previamente esterilizados em forno Pasteur a 150 °C, durante 24 horas.

2.2.1 Desinfestacao com hipoclorito de sodio e germinacao

Para a desinfestacdo, as sementes foram imersas em &lcool etilico 70% durante 1
minuto e imersas em solug¢do de hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) por 15, 20, 30 e 40
minutos. Apds aplicacdo dos tratamentos, as sementes foram lavadas trés vezes por um
minuto cada em dgua destilada e autoclavada e foram inoculadas em tubos de ensaio 150 x 25

mm contendo meio de germinagdo composto de dgua e dgar 7%.

Os tubos contendo o meio de germinagao foram inoculados com sementes de cada um
dos tratamentos de desinfestacdo e fechados com tampas plésticas, vedados com filme de
PVC (pelicula de polivinilcloreto) e mantidos em sala de crescimento com lampadas
fluorescentes (luz do dia) com irradiancia de 41 pmoles. m>. s'l, fotoperiodo de 16 horas,
temperatura de 25 £ 2 °C e umidade relativa de 80%, até o desenvolvimento das plantulas.
Estas condicdes de cultivo foram utilizadas em todas as etapas. Para cada tratamento, foram
realizadas trés repeticoes, cada qual constituida por 10 sementes, totalizando 30 sementes por
tratamento. A avaliacdo do nimero de sementes descontaminadas e germinadas foi realizada

no 30° dia de cultivo.

2.2.2 Desinfestacao com fungicida Carbendazim e germinacao

Avaliou-se a eficiéncia do fungicida Carbendazim a 300 mL.L" de agua
comercializado com nome Derosal®, através da imersdao por 20, 40 e 240 minutos. Apoés
imersdo em fungicida, as sementes foram tratadas com alcool etilico 70% por um minuto, em

seguida imersas por 20 minutos em hipoclorito de sédio (2% de cloro ativo) e lavadas trés
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vezes por um minuto cada em 4gua destilada e autoclavada. As sementes foram inoculadas,

cultivadas e avaliadas como descrito anteriormente.

2.2.3 Multiplicacao

2.2.3.1 Multiplica¢cdo e alongamento de brotos nos subcultivos

Das plantulas com aproximadamente 30 mm de comprimento de parte aérea, obtidas
na fase anterior foram utilizadas para a retirada dos explantes para multiplicagdo. Os
explantes constituiram da parte aérea que compreendia o n6 cotiledonar, gema apical, gemas
axilares subjacentes e a parte basal das folhas cotiledonares. Para a multiplicacdo, testou-se
meio de cultura MS (Murashige & Skoog ,1962), e MS com as concentra¢des de sais diluidas
a metade (Y2 MS), como descrito para a espécie Byrsonima basiloba, por Pereira (2002).
Acrescentou-se 20 gL' de sacarose ao meio, gelificado com dgar a 7 gL' e pH 5,7. O meio
foi suplementado com reguladores de crescimento nas seguintes concentra¢des: 0,5 mg.L" de
BAP (6-benzilaminopurina), 1,0 mg.L'1 AIB (Acido indol-3-butirico), e 0,2 mg.L'1 de CIN (6-

furfurilaminopurina).

A avaliacdo do material foi realizada 30 dias apds cada repicagem, considerando em

cada subcultura os seguintes parametros:

a) Efeito sobre o nimero de brotos por explante e subcultivo;
b) Efeito sobre o comprimento médio dos brotos;

¢) Morfologia das culturas obtidas conforme o nimero de subcultivos.
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2.2.3.2 Efeito das concentracdes de sais, hormoénios e carvdo ativado na

multiplicagcdo e alongamento

Para avaliar o efeito das concentragdes de reguladores de crescimento, sais do meio
MS e presenga de carvao ativado realizou-se este experimento com brotos obtidos da segunda
subcultura. Os brotos foram submetidos a quatro tratamentos para avaliar a multiplicag¢do e o
alongamento. Os tratamentos com diferentes concentragdes hormonais, sais do meio MS e
carvao ativado estdo especificados na tabela 2. O tratamento inicial utilizado na multiplicacao
foi mantido para efeito de comparacdo com os novos e para verificar sua efetividade nas

novas condi¢des de cultivo.

A avaliacdo do material foi realizada no 30° dia apds a inoculagio nestes tratamentos.
Foram considerados em todos os tratamentos os seguintes pardmetros: nimero de brotacdes

por explante, comprimento e aspecto morfologico dos brotos.

Tabela 1. Concentracoes de sais do meio MS, de hormonios e presenca de carvao ativado nos
tratamentos do segundo experimento de multiplicagdo de brotos de Byrsonima basiloba Juss.

Concentracao BAP AIB CIN Carvao
Tratamentos de sais mg.L™"! mg.L™"! mg.L™"! ativado mg.L™!
1 Y2 MS 1,0 0,5 0,2 0,0
2 Y2 MS 1,0 0,5 0,2 8,0
3 Y2 MS 0,0 10,0 0,0 8,0
4 Y2 MS 2,5 5,0 0,2 8,0
5 MS 2,5 5,0 0,2 8,0
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2.2.4 Alongamento
O alongamento foi feito apés o 5° subcultivo. Os brotos foram transferidos para meio
12 MS suplementado com 1,0 mg.L'1 de BAP, 0,5 mg.L'1 de AIB e 0,2 mg.L'1 de CIN e 8

-1 - .
mg.L" carvao ativado.

Os brotos ficaram neste meio até que alcancassem aproximadamente 3,0 cm de altura

para serem transferidos para a fase de enraizamento.

2.2.5 Enraizamento e aclimatacao

Para o enraizamento, os brotos foram colocados em copos pléasticos de 300 mL
perfurados, contendo vermiculita autoclavada e umedecida com 4gua bidestilada e
autoclavada. Antes do plantio, a base dos brotos com aproximadamente 2 mm foi tratada com
uma mistura de AIB 1000 ppm e talco neutro com fungicida. Essa mistura foi preparada com
0,1 g de AIB, 0,1 g de Benlate® (Benomyl) e 100 g de talco neutro. Para homogeneizar a
mistura, foi adicionado dlcool comercial, de maneira a formar uma pasta. A pasta foi deixada
a temperatura ambiente até total evaporacao do dlcool e da dgua, voltando ao estado de p6. O
controle foi realizado tratando a outra metade dos brotos com a mesma mistura sem a adi¢ao

de AIB.

Ap6s o plantio, os copos pldsticos foram cobertos com pequenos sacos plasticos
transparentes individuais e fixados com uma liga de eldstico, a fim de evitar a desidratagao

dos brotos.

A aclimatacdo foi realizada no mesmo recipiente e substrato utilizado para o
enraizamento, apenas retirando diariamente os sacos plasticos por periodos cada vez mais
longos, até que as plantas estivessem totalmente aclimatizadas as condi¢cdes ambientais (cerca

de 20 dias). Posteriormente, as plantas foram transplantadas para recipientes plasticos de 1 L
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contendo substrato composto de terra vegetal e vermiculita em partes iguais e umidecidos

com 4gua corrente de torneira.

A avalia¢do do material foi realizada no 30° dia, considerando nimero de plantas com

raizes adventicias e aclimatizadas.

2.3.  Analise estatistica

Os dados obtidos através da porcentagem de desinfestacdo e taxa de germinacdo, por
meio da contagem do nimero e comprimento (cm) de brotos por explante, foram submetidos
a andlises de variancia e, quando significativos os dados paramétricos tiveram as médias
comparadas pelo teste de Tukey e, quando ndo-paramétricos, pelo teste Kruskal-Walls. O
nivel de significancia de 5% foi adotado para todas as comparagdes. O programa utilizado

para realizar as anélises estatisticas foi StatSoft STATISTICA 6.0.
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3. RESULTADOS

3.1. Influéncia do tempo de imersao em hipoclorito de sédio sobre a

desinfestacdo e germinacao

N

Com relacdo a varidvel desinfestacdo, os tempos que proporcionaram maiores
porcentagens de sementes desinfestadas (80% e 87%) foram respectivamente 30 e 40 minutos
de imersdo em hipoclorito de sddio (Figura 1). Os tempos que apresentaram maiores
porcentagens de desinfestacdo, também resultaram em menor taxa de germinagdo. A andlise
estatistica apontou diferenca significativa apenas entre o tempo de 15 minutos de

desinfestacdo em relagdo ao de 30 e 40 minutos com p < 0,02 e p < 0,01, respectivamente.

Germinagdo 0O Desinfestacao
b
100 - b T
' I T
;\? 80 a a 4 ::l::: ::-L::
g 60 - a [
T
= 40 - l
@ I
20 - X
0 1 | |
15 30 40
Tempo de exposicio (min)

Figura 1. Germinagdo e desinfestacdo de sementes de Byrsonima basiloba em funcdo do
tempo de imersdo em hipoclorito de sdédio. As médias sdo expressas em
porcentagens. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey (p< 0,05).

No que se refere a varidvel germinacdo, verificou-se diferenca significativa para o

tempo de exposi¢do em hipoclorito de sdédio, 20 minutos, o que apresentou o melhor
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resultado, com uma média de sementes germinadas superior a 60% (Figura 1). Tempos

maiores que 20 minutos de imersao resultaram em decréscimo da taxa de germinacao.

3.2. Influéncia do tempo de

desinfestacao e germinacao de sementes

imersio em fungicida Carbendazim na

Como a contaminagcdo por fungo foi o principal problema no processo de

desinfestacdo, testou-se a efetividade da adicdo de um fungicida. A presenca de fungicida

melhorou a eficiéncia da desinfestagdo/germinagdo. No tratamento de 20 minutos de imersao

na solucdo desinfestante foi alcangcado em torno de 80% de desinfestacdo e germinacgdao

(Figura 2). Nos tratamentos com tempos superiores a 20 minutos, foi alcangada maior

eficiéncia na desinfestacao,

comprometida (Figura 2).

contudo a viabilidade das sementes foi sensivelmente

100 1
80 -
60 -
40 A
20 -

Sementes (%)

Germinacio ODesinfestacio

b ab

b

20

Tempo de exposi¢iio (min)

240

Figura 2. Germinacgdo e desinfestacdo de sementes de Byrsonima basiloba em funcio dos
diferentes tempos de imersdo em fungicida. As médias sdo expressas em
porcentagens. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente
pelo teste Tukey (p< 0,05).
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3.3. Germinacao e desenvolvimento das plantulas

A germinacgdo das sementes de Byrsonima basiloba inicia apds o 4° dia de inoculacdo,
e no 20° dia o ndmero de sementes germinadas € elevado. O desenvolvimento das plantulas
(Figura 3 A-D) foi considerado lento, com as primeiras folhas (eofilos) surgindo cerca de 60
dias apds a inoculagdo (Figura 3A). Em todas as sementes germinadas, somente depois dos

cotilédones terem se expandido e se tornado verdes € que as primeiras raizes surgiram.

Algumas plantulas com os cotilédones totalmente desenvolvidos apds 60° dia de
cultivo produziram calos na face adaxial das folhas cotiledonares. Esses calos surgiram como

manchas brancas na superficie adaxial (Figura 3 B) e se multiplicavam (Figura 3 C).

A maior quantidade de calos ocorreu em plantulas consideradas morfologicamente
anormais. Nestas plantulas, foi possivel observar diferentes padroes de desenvolvimento, tais
como cotilédones que desenvolveram separadamente, cujos calos diferenciaram raizes a partir
da face adaxial (Figura 3 D). Além disso, foi observado que algumas plantulas desenvolveram
apenas parte aérea e na face adaxial dos cotilédones surgiram calos que posteriormente
formaram raizes adventicias. Também foi visto que nas plantulas, com ma-formacgao dos

cotilédones, as raizes surgiam no epicotilo.
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Figura 3. Desenvolvimento das plantulas de Byrsonima basiloba in vitro em agua e agar. A)
Plantula normal com par de eofilos (seta). B) Plantula anormal com inicio de
formacgao de calo no cotilédone (cabeca da seta). C) Plantula anormal com calos
formados na folha cotiledonar (cabecgas de seta). D) Plantula anormal, com folha
cotiledonar separada e varias raizes adventicias (seta). Barras de escala =1 cm.
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3.4. Multiplicacao

3.4.1 Efeito do nimero de subcultivos

A tabela 3 mostra o nimero de brotos produzidos pelos diferentes clones testados ao
final das subculturas. Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa entre o nimero
de brotos dos clones na 1* e 2 subculturas, verificou-se uma tendéncia de diminui¢do dos
brotos produzidos na 2* subcultura na maioria dos clones testados com exce¢do dos clones 6 €
11. Esta diminui¢do ocorreu pela morte dos brotos dos clones 2, 4, 5 e 7 durante a segunda
subcultura. J4 na 3* subcultura observou-se o aumento do nimero de brotos produzidos nos
clones, exceto o clone 3. Na 5* subcultura, do total de 11 clones iniciais, restaram apenas
quatro produzindo brotos. Embora o nimero de brotos na 5* subcultura tenha sido superior as
demais, a andlise estatistica apontou diferencas significativas apenas desta em relacdo as duas
primeiras subculturas realizadas neste experimento. Foi possivel observar também que, com
as sucessivas subculturas a média de brotos produzidos do clone 6 foi significativamente

superior aos clones 2, 4, 5 e 7, pode-se notar uma diferenca numérica expressiva.

Tabela 2. Numero médio de brotos produzidos por clone em cinco subculturas realizadas sob
efeito do tratamento %2 MS + 1,0 mg.L" AIB + 0,5 mg.L" de BAP + 0,2 mg.L"' de CIN.

Clones Subculturas Numero
1? 2° 3 4 5° médio de
brotos
1 3 1 2 0 0 1,25
2 1 0 0 0 0 0,2°
3 5 5 2 0 0 2,4 ¢
4 3 0 0 0 0 0,6
5 1 0 0 0 0 0,2°
6 12 23 62 169 470 1472°
7 9 0 0 0 0 1,8
8 22 3 2 0 0 5,4 ¢
9 43 27 37 22 36 33
10 9 11 18 22 40 20 ¢
11 15 26 36 56 79 42,4
Média 112* 87* 145 241 56,7°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem pelo teste Kruskal-Walls (p<0.05).
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A Figura 4 ilustra o aspecto morfolégico dos brotos nas duas primeiras subculturas.
Em parte dos brotos produzidos nas duas primeiras subculturas, as folhas adquiriram
coloragdo amarelada e posteriormente os brotos necrosaram. Notou-se que alguns brotos que
apresentavam folhas com coloracdo amarelada apds serem transferidos para a terceira
subcultura foram capazes de recuperar e adquirir aspecto sauddvel demonstrado pela

coloracgao verde escuro das folhas (Figura 5A).

Durante a 3" subcultura verificou-se que o espago interno do tubo néo era suficiente
para os explantes que produziam maior quantidade de brotos. Desta forma, a partir da 3*
subcultura os explantes foram transferidos para frascos, o que possibilitou que os brotos

desenvolvessem e produzissem mais brotagdes na 4" e 5* subculturas (Figura 5 B e C).
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Figura 4. Aspecto dos brotos de Byrsonima basiloba no primeiro e segundo subcultivos com
30 dias de cultivo. A) Explante com brotacdes desenvolvendo normalmente. B)
Explante sem desenvolvimento aparente e com folhas amarelas. C) Explante com
folhas amarelas. Barras = 1,0 cm.

Figura 5. Aspecto dos brotos de Byrsonima basiloba ap6és 30 dias de cultivo. A) 3°
subcultivo. B) 4° subcultivo. C) 5° subcultivo. Barras = 3,5 cm.
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A tabela 3 agrupa os resultados observados no comprimento (altura) médio dos brotos
nas cinco subculturas realizadas. Mesmo nao existindo diferenca significativa entre as cinco
subculturas, observou-se que, o comprimento médio dos brotos na 2%, 3" e 4* se manteve por
volta de 0.32 a 0.39 cm. J4 a 5" subcultura foi a que apresentou melhores resultados, tanto em
relacdo ao comprimento médio dos brotos, quanto ao nimero de brotos produzidos como ja

citado.

Tabela 3. Efeito do subcultivo sobre comprimento médio de brotos produzidos em meio

15MS suplementado com 1,0 mg.L™" de AIB, 0,5 mg.L" de BAP e 0,2 mg.L" de CIN.

Subcultura Niimero de brotos  Comprimento
médio dos brotos

1" 123 0,17°
2° 96 0,32°
3 159 0,39°
4* 269 0,37
5 625 0,60"

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste Tukey (p< 0,05).

3.4.2 Efeito da concentracao de sais do meio MS, horménios e carvao ativado na

multiplicacao e alongamento de brotos.

Neste, verificou-se que, a presenca de pelo menos uma auxina € uma citocinina no
meio € essencial para o processo de formacdo de brotos (Tabela 4). Em meios contendo
carvao ativado, foi necessario aumentar a concentracao dos reguladores de crescimento para
que se mantivesse a eficiéncia na formacdo de brotos. A média do nimero de brotos dos

tratamentos mais eficientes ficou ao redor de nove brotos por clone.
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A tabela 4 permite observar que, o maior nimero de brotos produzidos ocorreu no
tratamento 1, o qual foi estatisticamente diferente dos outros tratamentos. Ressalta-se ainda
que o tratamento 1 foi o mesmo utilizado no experimento anterior de multiplica¢do, o que
confirma a eficiéncia do mesmo no desenvolvimento das gemas axilares. J4 o tratamento 2
contendo menores concentracdes de reguladores de crescimento, apesar de ndo apresentar
diferenca estatistica em relacdo aos demais tratamentos, foi o que permitiu maior alongamento
dos brotos. Embora o tratamento 3 tenha sido eficiente com relacdo ao alongamento dos
brotos, este continha grande quantidade de BAP (10 mg.L™"), aumentando o custo da producio
de plantas em larga escala e ainda, mesmo que o carvao ativado esteja agindo como um

quelante, a grande quantidade de BAP poderia interferir no processo de enraizamento.

Além disso, as combinagdes hormonais neste experimento resultaram numa visivel
melhora do aspecto morfoldgico dos brotos provenientes da segunda subcultura (Figura 6). A
presenga de carvdo ativado nos tratamentos ndo resultou necessariamente em maior
quantidade de brotos, porém, notou-se maior alongamento (Tabela 4) e vigor dos brotos
demonstrado pela coloragao das folhas (Figura 6 B-D).

Tabela 4. Nimero e comprimento médio de brotos de Byrsonima basiloba, em funciao de
diferentes concentragdes hormonais, sais do meio MS e presenca de carvao ativado.

Horménios mg.L™' Carvao Nimero Comprimento
Tratamentos  Concentracdo ativado médio médio dos
de sais mg.L"! de brotos
AIB BAP CIN brotos
1 12 MS 1o 05 02 0,0 9,5 0,30°
2 12 MS 1,0 05 0,2 8,0 4,2° 0,48"
3 12 MS 0,0 10,0 0,0 8,0 3,7 0,46
4 12 MS 25 50 02 8,0 8,7 0,39*
5 MS 25 50 02 8,0 8,6 0,41°

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste Tukey
significancia (p < 0,05).
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As concentracdoes de sais do meio MS ndo tiveram efeito significativo sobre a
produgdo de brotos como pode ser verificado nos tratamentos 4 e 5 (Tabela 4). Pode-se notar
que a diferenca entre os valores do nimero médio e comprimento dos brotos nestes dois foi

minima.
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Figura 6. Aspecto dos brotos de Byrsonima basiloba apds 30 dias de cultivo. A) Broto
inoculado em % MS, 1,0 mg.L" AIB, 0,5 mg.L"' BAP e 0,2 mg.L"' CIN. B) Broto
inoculado %2 MS, 1,0 mg.L"' AIB, 0,5 mg.L"' BAP ¢ 0,2 mg.L"' CIN e carvio
ativado. C) Broto inoculado em Y2 MS, 2,5 mg.L'1 AlB, 5,0 mg.L'1 BAP, 0,2
mg.L'1 CIN e carvdo ativado. D) Broto inoculado em MS, 5,0 mg.L'1 AIB, 5.0
mg.L'1 BAP, 0,2 mg.L'1 CIN e carvao ativado. Barras = 1,0 cm.
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3.5 Alongamento

O alongamento foi realizado em meio contendo %2 MS, 1,0 mg.L'1 AIB, 0,2 mg.L'1
CIN e 8,0 mg.L" de carvio ativado. Observou-se que ao colocar varios brotos no mesmo
frasco para alongar, geralmente um alongava mais, como pode ser notado na figura 7A.
Quando se isolavam os brotos e os colocavam no meio de alongamento, formavam um
calo cicatricial na inser¢ao dos brotos adjacentes que foram retirados. Esse calo formado

pode ter exercido influéncia na etapa de enraizamento.

Figura 7. Brotos de Byrsonima basiloba em meio de alongamento. A) Brotos apresentando

um mais desenvolvido. B) Brotos apds 30 dias em meio de alongamento.

3.6 Enraizamento e aclimatacao
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O enraizamento foi obtido 45 dias apds a transferéncia para condi¢do ex vitro e
tratamento com talco e AIB. A Figura 8 A-D, ilustra desde a base do broto tratada com talco
mais AIB até o broto com 2 raizes adventicias. Aos 20 dias nesta condi¢c@o, observou-se que
somente os brotos contendo calo na base, formado pela retirada dos brotos adjacentes
conseguiram diferenciar raizes adventicias. Aqueles transferidos sem vestigio de calo nao
foram capazes de enraizar necrosando apds 25 dias. A maior porcentagem de plantas que
enraizaram e sobreviveram foram aquelas retiradas da condi¢do in vitro com mais de 2
centimetros de altura. Estas sobreviveram, mesmo sem raizes, até 30 dias em condi¢do ex
vitro.

De um total de 50 brotos 27 foram enraizados, ou seja, 54% enraizamento. Os 50
brotos colocados no tratamento controle ndo foram capazes de enraizar, evidenciando a
necessidade de se utilizar uma auxina para induzir a diferencia¢do de raizes adventicias nesta

espécie.
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Figura 8. Enraizamento e aclimataciao de brotos micropropagados de Byrsonima basiloba. A)

Base do broto tratado com uma mistura de AIB e talco. B) Broto em vermiculita
umedecida C) Raiz adventicia formada no calo localizado na base do broto. D)

Broto com duas raizes adventicias. Barras= 1,5 cm.
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4. DISCUSSAO

4.1 Desinfestacao e germinacao de Byrsonima basiloba.

A micropropagacdo ¢ uma alternativa vidvel de propagacdo de muitas espécies do
Cerrado que se encontram em risco de extingdo (Santana 2002). E uma ferramenta promissora
para a preservacao, pois facilita a propagacdo das espécies ameagadas (Pletsch, 2003; Kane et
al., 2000). Na micropropagacdo, € de extrema importancia o estabelecimento de um protocolo
de desinfestacdo eficiente, que reduza significativamente a porcentagem de contaminacao das
sementes in vitro para dar continuidade ao processo de propagacdo. Para isso, vérias
substancias com ac¢do germicida tém sido utilizadas, sendo as mais comuns, o etanol e os
compostos a base de cloro, como o hipoclorito de sédio (Grattapaglia & Machado, 1998;

Hartmann et al., 1990).

A combinag¢do de etanol e hipoclorito de s6dio ou cédlcio normalmente permite o
controle adequado das bactérias e dos fungos saprofiticos que infestam a superficie dos 6érgao
vegetais (Bucher 2002). O tempo de tratamento e a concentragdo da substancia desinfestante
sao fatores essenciais nesta etapa (Melo, 1998). Melo et al. (1998) citam que as sementes sdo
geralmente explantes menos contaminados do que ramos coletados no campo, e a0 mesmo
tempo resistem melhor ao tratamento de desinfestacdo. No presente trabalho a combinagao de
etanol, hipoclorito de sédio e fungicida foram testadas em diferentes tempos de imersao para
se obter sementes de Byrsonima basiloba desinfestadas. O melhor resultado foi obtido com a

utilizacdo de fungicida.

Em espécies como Rapanea ferruginea (Ruiz e Pav.) Mez. e Plathymenia foliosa
Benth., foram necessarios tempo superiores a 30 minutos de imersdo em hipoclorito de sédio,

com o minimo de 2% de cloro ativo, para se obter uma desinfestacido eficiente para essas
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espécies (Teixeira et al., 1995). Para sementes de B. basiloba também foram testados tempos
de desinfesta¢do superiores a 30 minutos, todavia nessas condi¢des ocorreu uma diminui¢cdo

considerdvel da porcentagem de germinagdo, que ficou reduzida a 20%.

Os resultados permitem constatar que, utilizando hipoclorito de sédio, o melhor
tratamento foi de 20 min, onde se conseguiu melhor equilibrio entre germinacdo e
desinfestacdo, em torno de 60% (Figura 1). Contudo, notou-se que ainda existia um indice
relativamente alto de contaminacdo por bactérias e fungos apds a germinagdo. Parte desta
contaminacdo pode ter ocorrido durante a fase de preparo e manipulacdo dos materiais ou
mesmo de fonte enddgena, visto que era comum encontrar frutos de murici contaminados por
fungos nas camadas mais externas do pericarpo. Desta forma, ndo se pode desconsiderar o

fato de que as contaminagdes, apds a germinagao, sejam causadas por fonte endogena.

Resultados observados em espécies como mogno, Swietenia macrophylla King (Couto
et al., 2004) e Commiphora lepthophloeos (Mart.) J. B. Gillet (Faiad et al., 1997) mostram
que sementes contaminadas por fungos nao sdo capazes de germinar, pois, quando os fungos
atingem as sementes, podem causar sua deterioracdo (Faiad et al., 1997) e assim afetar
negativamente a germinagdo. Desta forma, é provavel que, o fato de as sementes de B.
basiloba contaminadas ndo serem capazes de germinar, esteja diretamente associado com a
presenca de fungos. Por outro lado, Kalil Filho et al. (2000) utilizaram vérias combinacdes de
tempos para desinfestar sementes de mogno com hipoclorito de sédio e obteveram 100% de

germinacdo, mesmo quando as sementes apresentavam contaminacao por fungos e bactérias.

O uso de fungicida no processo de desinfestacdo foi feito com o objetivo de obter um
melhor aproveitamento das sementes, visto que estas ndo podem ser armazenadas por
periodos longos. Assim, as sementes tratadas com carbendazim por 20 min tiveram a melhor

taxa de germinacao (> 80%), porém, a taxa de desinfestacdo foi abaixo de 80%. Os tempos de
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tratamento com fungicida superior a 20 min resultou em altas taxas de desinfestacao
chegando a alcancgar 100% de sementes desinfestadas, contudo a germinagao das sementes foi
seriamente comprometida. Desta forma, tempos elevados de exposi¢ao ao fungicida inibem o
crescimento de fungos, porém sdo toxicos para as sementes de B. basiloba. Resultado
semelhante foi observado utilizando-se o fungicida Benomyl em explantes de pau d’alho,

Gallesia gorazema Moq., espécie da Mata Atlantica (Sato, 2004).

4.2  Desenvolvimento das plantulas

O desenvolvimento in vitro das plantulas de B. basiloba pode ser considerado lento,
com os eofilos surgindo cerca de 60 dias apés a inoculagdo. Em geral, plantas do cerrado
apresentam desenvolvimento inicial lento quer seja in vitro, em condi¢des de casa de
vegetacdo, ou em condigdes naturais. Isso foi observado em vdrias espécies como Miconia
albicans (Sw.) Triana e Schizocentron elegans Meissn. (Carreira & Zaidan, 2003), Qualea
grandifora Mart. (Rizzini, 1971), Jatoba, Hymenaea courbaril L. (Souza et al., 2001),
Embirugu, Pseudobomax tomentosum (Mart. & Zucc.) Robyns (Lorenzi, 1992), e marmelo,

Alibertia edulis A.Rich (Silva et al., no prelo).

Além do desenvolvimento lento das plantulas de B. basiloba, foi verificada a
ocorréncia de plantulas anormais e formacao de calos nas folhas cotiledonares, o qué sugere
que esta espécie pode ser propagada via organogénese/embriogénese indireta. Trabalhos
relatando a ocorréncia de plantas anormais in vitro sdo escassos. Plantulas anormais podem
ocorrer principalmente em virtude da acdo de agentes patogénicos (Martins-Corder & Borges
Junior, 1999) ou de injdrias mecanicas nas sementes (Pereira, 2002) e ainda, devido ao grande
aumento da concentracdo de dgar no meio de cultivo como visto em urucum (Lima et al.,

2007). Entretanto, as sementes inoculadas de B. basiloba estavam desinfestadas e
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aparentemente nao apresentavam danos superficiais, mas, como as sementes sdo frageis,

danos mecanicos podem ter sido a causa da anormalidade.

4.3  Multiplicacio e alongamento

A multiplicacdo in vitro objetiva produzir o maior numero de brotos no menor
espaco de tempo possivel, com aspecto morfolégico normal (Melo et al., 1998; Grattapaglia
& Machado, 1998). A multiplicagdo nas duas primeiras subculturas foi considerada baixa,
com nimero médio de 10 e 8,7 brotos respectivamente (Tabela 3). Os brotos nestas
subculturas eram de tamanho inferior as demais subculturas e apresentaram folhas com
coloragdo amarela ou mesmo necrosadas. Nestas duas primeiras subculturas o dgar nao
solidificou indicando que poderia se tratar de um produto de baixa qualidade. Deberg (1983)
comparando diversas marcas de dgar concluiu que, além da concentracdo, a prépria marca de
agar pode interferir nas propriedades fisicas e quimicas do meio que, por sua vez, influéncia o
desenvolvimento das culturas. Apenas com a mudanga de dgar, observou-se grande diferenca
no aspecto morfoldgico dos brotos, estes desenvolveram e multiplicaram com aspecto

sauddvel evidenciado por folhas de coloracao verde.

A pelicula de polivinilcloreto (PVC), geralmente € utilizada para evitar a entrada de
insetos, e esporos de fungos fontes indesejaveis de contamina¢do no meio, entretanto, pode
provocar um actimulo de diferentes gases (didéxido de carbono, etileno e outros) em func¢io da
permeabilidade diferencial da pelicula a cada um destes gases (Grattapaglia & Machado,
1990). Desta forma, a pelicula de PVC pode ser considerada também um fator que contribuiu
para a pouca brotac@o, necrose dos brotos e folhas amarelas na 1° e 2° subculturas, pois nestas
subculturas as tampas foram envolvidas com duas voltas de pelicula de PVC. A partir da 3"
subcultura os frascos ndo foram envolvidos com esta pelicula e observou-se nitida alteracao

no aspecto dos brotos (Figura 5).

55



Capitulo II

A producdo de brotos aumentou significativamente com as sucessivas subculturas,
podendo observar a superioridade de multiplicagdo do clone 6. Essa variabilidade clonal no
comportamento in vitro manifesta-se em todas as fases da micropropagacao. Se por um lado
ocorrem gendtipos que se adaptam a condi¢@o in vitro, respondendo bem a uma gama de
meios, por outro, é freqiiente a necessidade de se otimizar meios de cultura para cada clone ou
grupos de clones. Outro fator, é que as sucessivas subculturas parece rejuvenescer os tecidos,
tornando a cultura mais reativa, existindo também uma variabilidade na capacidade e

velocidade de rejuvenescimento de acordo com o clone (Grattapaglia & Machado, 1998).

Avaliou-se o efeito de diferentes concentragdes de sais do meio MS, concentragdes de
reguladores de crescimento e presenca de carvao ativado, considerado a possibilidade de
otimizar a multiplicacdo e alongamento. Assim, cinco tratamentos foram utilizados na
multiplicacdo, sendo mantido o tratamento inicial utilizado nas subculturas para efeitos de

comparacao com os novos e verificar sua efetividade nas novas condicdes de cultivo.

O efeito das concentragdes de auxina/citocinina sobre a brotagdo dos explantes de B.
basiloba foi limitado. Contudo, percebe-se que a presenca de pelo menos uma citocinina e
uma auxina € necessdria, como também uma concentragdo minima para que essa combinagdo
seja efetiva. Os melhores tratamentos (1, 4 e 5) com diferentes combinacdes de hormodnios e

sais ndo apresentaram diferencas significativas entre eles.

Embora os tratamentos 1 e 2 (Tabela 4) tivessem a mesma quantidade e tipos de
reguladores de crescimento, a diferenca significativa observada no nudmero de brotos
produzidos se deve a presenga do carvao ativado no tratamento 2. O carvado ativado tem a
propriedade de adsorver componentes do meio, e, desta forma, no tratamento 2 esse
componente pode ter reduzido a quantidade efetiva de hormonios disponiveis para os

explantes resultando em menor nimero de brotos. Este fato também foi observado por Costa
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(2006) em que BAP associado com carvdao ativado na propagacdo in vitro de bananeira
provocou diminui¢do dos brotos. Desta forma, para se determinar o real efeito dos
reguladores de crescimento em meios de cultura suplementados com carvdo ativado ¢é
necessario que se eleve o nivel dessas substancias (Pullman et al., 2005). Embora a presenca
de carvao ativado nao tenha induzido o aumento do nimero de brotagdes, notou-se que os

explantes tendem a se alongar na sua presenca.

O balanc¢o das concentragdes de auxina e citocinina é importante na dominéncia apical
e no nimero de eventos morfogenéticos (Li & Bangerth, 2003; Nakagawa et al., 2005). O
sinergismo entre auxinas e citocininas é critico para o controle da morfogénese in vitro e
concentracoes mais elevadas de citocininas em relacdo as auxinas induzem,
predominantemente, a formagao de gemas (Santana, 2003). Em espécies como Spathiphyllum
floribundum L. (Ramirez-Malagon et al., 2001) e Lippia juneliana Cham. (Juliani Jinior et
al., 1999) o aumento do nimero de brotacdes foi obtido com a combinacdo de BAP e ANA.
Para indugdo de brotacdes em B. basiloba a presenga de auxinas e citocininas no meio de
cultura também foi critica. Adicionalmente, os resultados indicam que um suprimento
exdgeno dessas classes de reguladores de crescimento € ainda mais importante que as

diferentes combinagdes testadas.

E possivel inferir que, para a multiplicacio de B. basiloba, nio hi necessidade de
concentracdes muito elevadas de citocininas. O tratamento 1, que numericamente foi melhor
que os outros tinha apenas 0,5 mg.L"' de BAP e 0,2 mg.L"' de CIN. Tentou-se aumentar a
concentracdo de BAP (5 mg.L'1 + carvao ativado), contudo, isto ndo resultou em maior
eficiéncia de multiplicagdo. O uso de baixas concentracoes de BAP vem sendo usado com
sucesso na propagacdo de vdrias espécies, como por exemplo: Tagetes sp. e Vitis thunbergii

(Siebold & Zucc.) utilizando 0,5 mg.L'1 realizados por Turchetto et al. (2005) e Lu (2005)
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respectivamente; Em arnica (Lychnophora pinaster Mart.), com 0,62 mg.L" de BAP (Souza
et al., 2003), e Eucalyptus globulus Labill. (Ponte, 1999). Por outro lado, concentrac¢des
relativamente altas de citocininas também tém sido usadas com sucesso em algumas espécies.
Em paricd (Schizolobium amazonicum Huber ex Ducke), 3 mg.L"' de BAP proporcionou
maior proliferacao de brotos (Cordeiro, 2004), e em pau-santo (Kielmeyera coriacea Mart. ex
Saddi), 5,0 mg.L'1 de BAP mais 0,1 mg.L'1 de ANA foram usados com sucesso (Arello &

Pinto, 1993).

O efeito residual das citocininas utilizadas na etapa de multiplicacio pode
comprometer a fase de enraizamento. Para resolver este problema, faz-se necessaria uma fase
intermedidria de alongamento para desintoxicar as culturas. O carvdao ativado € um
componente essencial para esta fase, por promover a adsorcdo de hormodnios (auxinas,
citocininas), além de produtos do metabolismo de plantas (exudatos) e metabdlicos toxicos,
como os compostos fendlicos (Pan & Van Standen, 1998). A fase de alongamento foi
extremamente importante, pois brotos pequenos nao foram capazes de enraizar e aclimatar.
Todavia, a fase de alongamento € considerada invidvel por demandar mao de obra adicional e

ndo resultar em multiplica¢do (Grattapaglia & Machado, 1998).

4.4  Enraizamento e aclimatacio.

A fase de enraizamento é geralmente realizada na presenga de uma auxina e ¢
geralmente a udltima etapa in vitro, podendo também ser realizada ex vitro. Esta fase €
caracterizada pela formacdo de raizes adventicias nas partes aéreas (Melo et al., 1998). O
enraizamento de brotos de B. basiloba foi realizado ex vitro utilizando talco neutro misturado
com auxina AIB. Segundo Pasqual et al. (2000), dentre os reguladores de crescimento, o AIB
tem sido o mais utilizado para induzir o enraizamento de brotos. O processo de enraizamento

ex vitro tem sido considerado vantajoso, pois muitas lenhosas apresentam as raizes formadas

58



Capitulo II

in vitro com células do cértex hipertrofiadas e sistema vascular pouco desenvolvido em
comparagdo com aquelas produzidas ex vitro (Bonga & Von Aderkas, 1992). Cheng & Shi
(1995) concluiram que o estdgio de enraizamento in vitro poderia ser eliminado para reduzir o

tempo e o custo da propagagao comercial in vitro.

Em B. basiloba, foram obtidos 54 % de brotos enraizados. O enraizamento ocorreu
com mais facilidade em brotos com mais de 2,5 cm de comprimento e somente naqueles que
apresentavam calos na base do broto. Segundo Fachinello et al. (1994), no momento em que a
auxina € aplicada, hd aumento da concentracdo na base da estaca e, caso os demais
requerimentos fisioldgicos sejam satisfeitos, ha formacdo do calo, resultante da ativagao de

células do cambio em regides com crescimento secundério.

Na aclimatagdo, os brotos sdo transferidos das condic¢des in vitro para ex vitro, onde
sdo gradativamente submetidos as condi¢des naturais de luminosidade, umidade relativa e
temperatura (Torres, 2000; Melo et al., 1998). A fase de aclimatacdo de brotos de Byrsonima
basiloba foi realizada simultaneamente a fase de enraizamento. Os resultados permitem
considerar que a aclimatacdo de brotos de B. basiloba foi satisfatéria, com 48 % dos brotos
aclimatados. Além disso, os brotos maiores e com folhas mais desenvolvidas toleraram
melhor o estresse da aclimatacdo do que os menores. Conde et al (2008) obteve 88,6% de

brotos de Ulmus minor Mill. aclimatados diretamente como realizado neste trabalho.

Nossos resultados conduzem a conclusao de que o enraizamento in vitro antes da
aclimatacdo ndo € necessdrio e que a aclimatacdo direta é féacil e economicamente vidvel,

permitindo o estabelecimento eficiente e rdpido das plantas.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais adotadas, os resultados permitem as seguintes conclusoes:

Desinfestacdo com 20 minutos de exposi¢do ao fungicida e hipoclorito de sédio foi o
melhor tratamento de desinfestacdo das sementes de Byrsonima basiloba. Tempos
superiores a este diminui drasticamente a germinacao in vitro de B. basiloba.

Em geral, a presenca de pelo menos uma auxina e uma citocinina no meio favorece a
proliferacdo dos brotos. Em meios contendo carvdo ativado as concentracdes de
hormonios devem ser aumentadas.

A mistura de talco e AIB produziram raizes em 54% dos brotos com 45 dias de cultivo
em vermiculita umedecida. A aclimatacdo pode ser realizada concomitantemente ao

enraizamento em B. basiloba cultivada in vitro.
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CAPITULO 11
REGENERACAO E CARACTERIZACAO ANATOMICA DE CALOS,

GEMAS ADVENTICIAS E EMBRIOES SOMATICOS DE MURICI

(Byrsonima basiloba Juss., Malpighiaceae)
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RESUMO

O murici (Byrsonima basiloba Juss.) ¢ uma planta nativa do Cerrado que apresenta
dificuldades de propagacdo sexuada. O objetivo do presente trabalho foi regenerar e
caracterizar gemas adventicias e embrides somaticos obtidos a partir de folhas cotiledonares,
raizes e folhas jovens inoculados em meio de cultura MS suplementado com diferentes
concentracdes de reguladores de crescimento. Calos foram observados em todos os trés tipos
de explantes utilizados em todos os tratamentos. Apds a formagdo dos calos, estes foram
repicados periodicamente e a cada subcultivo avaliou-se a formagao de calos embriogé€nicos e
gemas adventicias. O tnico tratamento que apresentou regeneracao de embrides somaticos e
gemas adventicias foi contendo BAP (0.45 mg.L") e ANA (0.09 mg.L'"). Embrides e gemas
regeneraram em explantes cotiledonares que produziram calos de aspecto fridvel e coloracao
inicial avermelhada, que posteriormente adquiriram colora¢do amarelo-esverdeada. Analises
anatomicas e através da microscopia eletronica de varredura mostraram que esses calos
apresentaram células com nucleo volumoso e citoplasma denso, caracterizando células
meristematicas com grande quantidade de reserva. Seccdes de gemas adventicias com dois e
quatro primérdios foliares e embrides soméaticos em diferentes estdgios foram registrados em
estudo anatomico. Tentou-se varias combinacdes de BAP e ANA para aumentar a producao
de gemas e/ou embrides, todavia, durante o periodo observado, esses tratamentos ndo
resultaram na formac@o de calos. Consequentemente, serdo necessarios mais estudos para se
elucidar as condi¢des ideais para induzir os processos de organogénese e embriogénese

somatica em B. basiloba.

Palavras chaves:

Murici, cerrado, gemas adventicias, embrides somaticos, anatomia.

Abreviacoes:

BAP: 6-benzilaminopurina ANA: 4cido naftaleno-acético; MS: Murashige & Skoog
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ABSTRACT

The murici (Byrsonima basiloba Juss.), a Cerrado plant that is not easily propagated
by traditional means such as seeds and cuttings. The purpose of this work is to obtain a
protocol to regenerate this species by inducing the formation of adventitious buds and somatic
embryogenesis from cotyledonary segments, roots, and young leaves. Explants from these
plant parts were inoculated in MS medium supplemented with several combinations of auxin
and cytokinin. Callus formation was seen in all three types of explants, which were
periodically sub-cultivated. The induction of somatic embryos and adventitious buds was
evaluated in all treatments. The treatment with BAP (0.45 mg.L'l) and NAA (0.09 mg.L'l)
induced the formation of yellow-greenish friable calluses from cotyledonary explants in
which was observed the differentiation of somatic embryos and adventitious buds. These
friable calluses generally presented in the outer cell layers, groups of meristematic cells with
large nuclei, dense cytoplasm, and large amounts of reserve. As these groups of cells started
the organogenesis and/or embryogenesis processes, the reserve content of these cells
diminished. Furthermore, these embryogenic and organogenic calluses initiated a necrosis
process and died preventing the maturation of the buds and embryos. The induction of
embryo and adventitious buds was not highly efficient, and therefore, several combinations o
BAP and NAA were tried, however, this did not result in bud and embryo differentiation.
Therefore, it will be necessary to investigate more efficient hormone combinations to

maximize both somatic embryogenesis and organogenesis processes in B. basiloba.

Key Words:
Murici, Cerrado, adventitious buds, somatic embryogenesis, organogenesis.

Abbreviations:

BAP: 6- benzylaminopurine; NAA: naftaleno-acétic acid; MS: Murashige & Skoog
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1. INTRODUCAO

A regeneracdo de plantas in vitro pode ocorrer através de dois processos distintos
denominados de organogénese e embriogénese somadtica (Tang; Harris et al., 2004). Na
organogénese, ocorre a diferenciacdo de gemas e raizes. As gemas podem ser formadas in
vitro por organogénese direta ou organogénese indireta, na qual ocorre uma fase inicial de
calo (Ibrahim e Debergh 2001; Singh et al, 2003), onde geralmente os meios de cultura

contém um determinado balango de auxinas e citocininas que € especifico para cada planta.

A embriogénese somdtica é o processo pelo qual, uma unica célula somdtica ou
conjuntos de células embriologicamente competentes desenvolvem embrides completos
(Toonen et al., 1996). E geralmente utilizada na regeneracio de plantas in vitro, podendo
ocorrer também as vias direta ou indireta, esta Ultima ocorre através da formacao de calos e
tem sido amplamente utilizada para a propagacdo em massa de diversas espécies (Pierik,

1987; Landa et al., 2000; Tsuro et al., 2000).

Para a regeneracdo de plantas in vitro pode-se utilizar diversos tipos de explantes,
como embrides, folhas e cotilédones, sendo que este tultimo tem recebido atencdo
considerdvel (Chaturvedi & Bhatnagar, 2001). Isto ocorre por vdrias razdes, como a facil
acessibilidade, a resposta rdpida e a capacidade elevada que estes explantes possuem para a

organogénese e embriogénese somética e cultura de protoplasto (Tabei, 1997).

Estas técnicas s@o indicadas para muitas espécies do Cerrado (Melo et al., 1998),
especialmente para as de dificil propagacdo pelos métodos convencionais (Barbosa et al.,
1993) como Byrsonima basiloba Juss., que apresenta baixa taxa de germinagdo e emergéncia
lenta das plantulas (Lonrezi, 2002), e na propaga¢ao de espécies medicinais (Rout et al.,

2000), possibilitando a producdo comercial de farmacos (Cerqueira, 1999).
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B. basiloba tem sofrido redugao considerdvel do nimero de individuos na natureza em
conseqiiéncia da extracdo predatdria de seus frutos e pelo avanco das fronteiras agricolas. A
cultura de tecidos pode facilitar a producdo em grande escala e a regeneracdo de clones
através da embriogénese somadtica e organogénese. O objetivo deste trabalho € estabelecer um
protocolo para a organogénese e embriogénese somatica de B. basiloba, a partir de

cotilédones e folhas jovens de plantas adultas no campo.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material vegetal

O material utilizado para inducao de organogénese e embriogénese somatica foi obtido
a partir de folhas cotiledonares e raizes de plantulas de B. basiloba germinadas in vitro (cf.

capitulo I § 2.1) e de folhas adultas oriundas de plantas adultas crescidas no campo.

Dos folhas cotiledonares foi utilizada apenas a regido central e apical. A base foliar
permaneceu junto da parte aérea, a qual foi utilizada no experimento de micropropagacao,

descrito no capitulo anterior. Todas as raizes disponiveis nas plantulas foram utilizadas.

As folhas adultas foram primeiramente desinfestadas, conforme método ja descrito
para semente (cf. capitulo 1 § 2.2.1), em 1 min em dlcool 70%, 20 min em hipoclorito de

sodio e trés lavagens sucessivas em dgua autoclavada.

Todos explantes (0,5 cm aproximadamente) foram retirados com o auxilio de uma
pinca e excisados com bisturi. Os explantes foram distribuidos em placas de petri, com a face
abaxial voltada para o meio. Calculou-se a porcentagem de explantes com oxidacdo, calo
fridvel e necrose através do quociente do nimero de explantes com a varidvel pelo total de

explantes de cada tratamento.

2.2. Meio de cultura para inducio de formacao de gemas adventicias e

embrioes somaticos

O meio de cultura utilizado nos experimento de inducdo foi o MS (Murashige &
Skoog, 1962), acrescido de 30 g.L"! de sacarose. O pH foi ajustado para 5,7 antes da adi¢do do
agente gelificante e autoclavagem. O meio foi autoclavado durante 17 min, a 121°C e 105

KPa. O TDZ (Tidiazuron) foi esterilizado por filtragem (Millipore, 0,22 um) e adicionado
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ap6s autoclavagem. Os demais hormonios foram adicionados antes da autoclavagem, nas

concentracoes especificadas em cada experimento.

2.3. Concentracoes de BAP e ANA na inducdo de embriogénese somatica e

organogénese

O meio utilizado para inducdo de organogénese e embriogénese somdtica foi o MS
suplementado com 0,45 mg.L"' de BAP e 0,09 mgL' ANA. Os explantes de raizes e
cotilédones permaneceram nestas condi¢cdes por cerca de 30 dias em fotoperiodo de 16 h, até
que se observasse a formagao de gema. O meio de cultura foi renovado a cada 15 dias. Para
este experimento foram realizadas duas repeti¢des, porém, cada repeticdo com material
proveniente de matrizes diferentes. Neste experimento, para cada repeticdo foram utilizadas

seis placas contendo cada uma 10 explantes (cotilédone ou raiz).

2.4 Testes para maximizacao dos processos de organogénese e embriogénese.

2.4.1 Efeito do TDZ, BAP e ANA

Os explantes foram inoculados em meio MS acrescido de 0.66 mg.L™' de TDZ e 0.01
mg.L'1 de ANA. Os explantes permaneceram nestas condi¢des por 15 dias (5 dias no escuro e
10 dias em fotoperiodo de 16 horas). Na condi¢do de luz, o meio de cultura foi renovado a
cada 5 dias e ap0s este tempo, foram transferidos para o meio de regeneragdo suplementado
com 0,45 mg.L'1 de BAP e 0,09 mg.L"' de ANA. Os explantes permaneceram no meio de
regeneragdo por cerca de 30 dias em fotoperiodo de 16 horas, até que se observasse a

formacgdo de gema. O meio de cultura foi renovado a cada 15 dias.

Neste experimento, para cada repeticdo foram utilizadas seis placas contendo cada

uma 10 explantes (cotilédone ou raiz).
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2.4.2 Efeito de um pré-tratamento, tratamento e meio de regeneracao na

inducio de gemas adventicias e embrides somaticos

Pré-tratamento

Os explantes foram colocados em meio inicial, pré-tratamento, o qual foi
suplementado com 0,11 mg.L'1 de 2,4-D e 0,22 mg.L'1 de BAP. Os explantes permaneceram

no pré-tratamento por 5 dias na auséncia de luz.

Tratamento

Posteriormente, os explantes foram transferidos para o tratamento composto de meio
MS acrescido de 0.66 mg.L"' de TDZ e 0.01 mg.L"' de ANA. Os explantes permaneceram
nestas condicdes por 15 dias (5 dias no escuro e 10 em fotoperiodo de 16 horas). Na condic¢do
de luz, o meio de cultura foi renovado a cada 5 dias e apds este tempo, foram transferidos para

o meio de regeneragdo, que esta descrito abaixo.

Meio de Regeneracio

O meio de regeneragdo foi suplementado com 0,45 mg.L"' de BAP e 0,09 mg.L"
ANA. Os explantes permaneceram nestas condicdes por cerca de 30 dias em fotoperiodo de
16 horas, até que se observasse a formagao de gema. O meio de cultura foi renovado a cada

15 dias.

Neste experimento, para cada repeticdo foram utilizadas seis placas contendo cada

uma 10 explantes (cotilédone ou raiz).

2.4.3 Efeito de diferentes concentracoes de BAP e ANA na inducao de gemas

adventicias e embrioes somaticos em folhas adultas
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Este experimento foi realizado com folhas adultas provenientes de matrizes no campo.
As folhas foram desinfestadas como ja citado, e inoculadas em meio bdsico suplementado

com 2,5; 5,0; 7,5 ¢ 10 mg.L" de BAP combinados com 0,09 mg.L" de ANA.

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaio, totalizando 72 explantes foliares.

Os experimentos foram avaliados diariamente.
2.5 Analise morfo-anatémica

2.5.1 Obtencao do material e fixacao

Estudos anatdomicos foram realizados em amostras de calos contendo estruturas que se
assemelhavam morfologicamente a gemas ou embrides, provenientes de explantes de folhas
cotiledonares e raizes cultivado em meio MS com 0,45 mg.L'1 de BAP e 0,09 mg.L'1 de ANA

foram fixados e processados como descrito a seguir.

As amostras foram selecionadas e imediatamente imersas em solu¢do fixadora
composta de glutaraldeido (2,5%), paraformaldeido (4%) e tampao cacodilato de sédio (0,05
M, pH 7,1) por 24 h sob vécuo e lavadas trés vezes por 1 h cada lavagem no mesmo tampao.
Subsequentemente, as amostras foram desidratadas em uma série alcodlica crescente,

infiltradas e incluidas em historresina (Techovit, Kulzer).

Cortes seriados longitudinais e transversais (7 € 10 um) foram obtidos em micrétomo
rotatério Leica modelo RM 2145, distendidos e aderidos as laminas microscopicas em placa
histolégica a 45 °C. Os cortes foram corados com Azul de Toluidina e montados com
Entellan. Os resultados foram registrados em fotomicroscépio Zeiss modelo Axioskop

acoplado a um sistema digital de captura de imagens (Software ImagePro 4.0).
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2.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras fixadas foram pds-fixadas em tetréxido de 6smio a 2% e em tampao
cacodilato de s6dio 0,05 M, pH 7,1 por 3 horas. Em seguida, elas foram lavadas e
desidratadas em série crescente de acetona, secadas ao ponto critico com CO, e metalizadas
com 120 nm de ouro-palddio. Os espécimes foram observados e fotografados em microscépio

eletronico de varredura Jeol.
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3. RESULTADOS

Virios experimentos com diferentes combinacdes de hormdnios, condi¢des de cultivo
e explantes ndo resultaram na formacao de gemas adventicias e embrides somdticos. Embora
alguns destes experimentos até tenham formado calos fridveis, ndo desenvolveram essas
estruturas. Os resultados descritos a seguir se referem aqueles tratamentos, nos quais se
obteve sucesso ou mostraram potencial para que se continue a pesquisar as melhores
condi¢des para a regeneracdo de B. basiloba através de organogénese e embriogénese

somatica.

3.1 Reacao dos explantes ao tratamento com BAP e ANA.

Na primeira semana de cultivo foi observada a formacdo de calos de aspecto fridvel
apresentando coloragdo clara nos explantes de folhas cotiledonares e raizes (Figura 1). Foi
observado também a formacao de calo fridvel porém, de coloracdo avermelhada nos explantes
cotiledonares (Figura 1 B). Apds 30 dias, os calos avermelhados nos explantes cotiledonares
adquiriram coloracdo amarelo-esverdeada e os das raizes ndo apresentaram nenhum
desenvolvimento, iniciando processo de necrose. Com a continua exposi¢ao ao meio, os calos
fridveis e esverdeados dos explantes cotiledonares diferenciaram em gemas adventicias. Esses
calos também apresentavam regides de coloragdo esbranqui¢ada, o que poderia indicar
potencialidade embriogénica. Posteriormente, a andlise anatdmica confirmou que as estruturas

visualizadas realmente eram embrides somaticos em fase inicial de desenvolvimento (Figura

6).

A manutencdo dos explantes nesse meio por periodo prolongado resultou no
escurecimento dos calos e conseqiiente necrose de todo o explante, impedindo que os

embrides somdticos e as gemas continuassem a se desenvolver. Foi realizado um
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experimento, porém utilizando material proveniente de matrizes diferentes. Na segunda
repeticdo, nao foi verificada a formag¢do de gemas adventicias ou embrides sométicos. Os
calos seguiram o mesmo padrdo de formacdo citado anteriormente, alguns apresentaram
aspecto embriogénico, entretanto, a andlise anatdmica nao mostrou a formagdo de gemas e

embrides somaticos ou mesmo células meristematicas.

Figura 1. Aspecto dos explantes oriundos de folhas cotiledonares e raizes em meio
suplementado com 0,45 mg.L"' de BAP e 0,09 mg.L" ANA. A) Calos fridveis
formados em folhas cotiledonares (seta). B) Explantes de raizes formando calos
(seta).

3.2 Testes para maximizacao dos processos de organogénese e embriogénese.

3.2.1 Efeito do TDZ, BAP e ANA

Neste experimento, nos explantes na auséncia de luz em meio suplementado com TDZ
(0.66 mg.L'l) e ANA (0.01 mg.L'l) foram notadas imensas dreas oxidadas e posteriormente
foram verificadas grandes formacgdes de calos avermelhados sob as dreas oxidadas (Figura 2

A). Entretanto, 40 dias ap6s serem transferidos para meio de regeneracdo (BAP e ANA) estes
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explantes iniciaram processo de necrose, caracterizado por manchas na superficie dos
explantes (Figura 2 B seta), resultando em cerca de 91% de necrose em folhas cotiledonares e

raizes, ap6s 40 dias de inoculagao.

Os explantes cotiledonares que sobreviveram neste experimento formaram grandes
massas de calos com aparéncia fridvel de cor clara. J4 nas raizes foram observados apenas

calos com aparéncia vitrificada.

Figura 2. Aspectos dos explantes inoculados inicialmente em meio suplementado com TDZ.
A) Explantes com calos vermelhos (seta) e dreas oxidadas (cabeca da seta). B)
Explantes necrosados apds transferéncia para meio suplementado com 0,45 mg.L'1

de BAP e 0,09 mg.L'1 ANA, areas necrosadas (seta).

3.2.2  Efeito da variaciao das concentracoes de BAP e ANA
Em todos as combina¢des de BAP e ANA testadas foi possivel visualizar a formacao
abundante de calos, exceto o tratamento contendo BAP (1,0 mg.L'l) e ANA (0,1 mg.L'l), que
produziu poucos calos e alta taxa de necrose (Figura 3). A Figura 4 mostra o aspecto dos calos
formados em explantes de cotilédone. Na maior parte dos explantes, a formagdo dos calos

iniciou com a oxida¢do e em seguida surgiram calos provenientes das regides que foram
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seccionadas (Figura 4A). Morfologicamente dois tipos de calos com aspecto fridvel foram
observados nos explantes: calos fridveis com coloragdo avermelhada (Figura C) e calos

fridveis de cores claras (Figura B).

Os calos avermelhados apresentaram desenvolvimento lento, e iniciaram sua formacao
apresentando grande quantidade de antocianina nas células (Figura 4 C seta preta) e
posteriormente adquiriram coloragdo amarelo-esverdeada (Figura 4 C seta branca). J4 o calo
fridvel de coloragdo clara, apresentou desenvolvimento rdpido e a mesma coloragao desde o

inicio da formacao.

A microscopia eletronica de varredura evidenciou a diferenca dos calos fridveis. Calos
de cor avermelhada foram caracterizados por células menores de formato arredondado (Figura
4 E) enquanto calos de cor clara apresentou células de formato alongado com dimensdes

maiores.

Ambos os tipos de calos formaram estruturas que se assemelhavam aos estagios
iniciais de formacdo de embrides somaticos. Nos calos com aparéncia fridvel avermelhada, foi
possivel observar estruturas morfologicamente similares a uma gema adventicia (Figura 4 D).
A combinagdo de reguladores de crescimento mais eficientes na formagao de calos fridveis
avermelhado foi 0,5 mg.L" de BAP e 0,1 mg.L"' de ANA. Apesar de induzir a formacdo de

estruturas similares a embrides, essas nao resultaram em embrides somaticos.
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Figura 3. Porcentagem de explantes oxidados, com calo fridvel avermelhado, calo fridvel

claro e explantes necrosados em tratamentos contendo diferentes concentracdes de
BAP e ANA.

No que se refere aos calos de aspecto fridvel claro, 0 meio que proporcionou maior
porcentagem de producgdo desses calos foi aquele contendo BAP (1,0 mg.L'l) e ANA (1,0
mg.L™). Com a continua exposicio ao meio, estes calos também formaram estruturas isoladas
com cor esbranquicada, similares a fase inicial da formag¢do de embrides sométicos. Porém,

apos 60 dias também ndo se verificou o amadurecimento de embrides e/ou gemas.
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Figura 4. Calos em explantes cotiledonares de Byrsonima basiloba. A) Calo formado (seta)
apds oxidacdo do explante (estrela). B) Calo com aspecto fridvel claro. C) Inicio
da formacao de calo fridvel avermelhado (seta preta) e posteriormente com células
de coloragdo esverdeada (seta branca). Pode ser observado também, estruturas
morfologicamente similares a meristemdides (setas). D) Detalhe de uma estrutura
semelhante a uma gema adventicia em calo avermelhado. E) Microscopia
eletronica de varredura evidenciando as células ovaladas do calo fridvel
avermelhado. F) Microscopia eletronica de varredura evidenciando as células
alongadas do calo fridvel claro.
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3.3 Analise morfo-anatomica

A figura 5 mostra a andlise anatdmica dos calos com aparéncia fridvel de coloracao
clara e avermelhada. Calos de coloracao clara de explantes de raizes e folhas cotiledonares em
meio contendo 0,45 mg.L" de BAP e 0,09 mg.L"' de ANA apresentou células espagadas,
alongadas e sem substancia de reserva (Figura 5 B). J4 os calos com aspecto fridvel de cor
avermelhada, induzidos de explantes cotiledonares nesse mesmo meio, possuiam na sua
superficie, células caracterizadas por nicleo volumoso, paredes finas, e abundancia de
inclusodes citoplasmaticas (Figura 5 C e D), que posteriormente foram identificadas como
amido. E importante dizer que nos demais tratamentos, também ocorreu formagio de calos
fridveis (dados ndo mostrados). Contudo, nestes calos ndo ocorreram diferenciacdo de
embrides e gemas, apresentando pouca substancia de reserva. A morfologia celular também
diferiu entre esses dois tipos de calos fridveis. Nos calos organogénicos/embriogénicos, as
células das regides periféricas apresentavam-se freqiientemente ovais e com citoplasma denso
(Figura 5 D). Nos demais, ndo se verificou a presenca deste tipo celular, ao contrdrio, as

células eram altamente vacuoladas.

Nos explantes contendo calos avermelhados foi observado a regeneracdo de gemas e
embrides somdticos. Notou-se que as gemas tiveram maior desenvolvimento que os embrides,
sendo possivel encontrar gemas adventicias em fase inicial de desenvolvimento (Figura 5 E),
com os primeiros primérdios foliares e, também gemas em estdgio mais avancado com um

segundo par de primérdios em diferenciacdo (Figura 5 F).
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Figura 5. Aspecto das células nos calos e em organogénese. A) Calo fridvel avermelhado
com células compactas. B) Calo fridvel de cor clara com amplos espacos
intercelulares e sem substancias de reserva (detalhe). C) Divisdo celular em calo
fridvel avermelhado que diferenciou gemas, com células que contém substincias
de reserva (cabega de seta). D) Células meristemdticas (cabega de seta), com
nicleo volumoso. E) Gema com o primeiro par de primérdios foliares. F) Gema
com o segundo par de primdrdios foliares em formagdo. (Escalas A, B, C, D = 50

um; E =200 um; F = 500 pm).
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Em algumas dreas localizadas na parte mais externa do calo, notam-se grupos isolados
de células meristematicas em intensa divisdo celular, caracterizando um embrido somatico em
estagio semelhante ao globular (Figura 6 A seta e 6 B). Em outras dreas, notou-se a presenca
de estruturas celulares com uma protoderme bem definida e procambio diferenciado
indicando a existéncia de embrides em estdgios de desenvolvimento mais avancados (Figura 6
C e D). Na figura 6 C, observam-se embrides de diferentes formas, o que se deve aos
diferentes planos em que estes foram secionadas. Como os embrides surgiram na regido dos

calos, pode se concluir que estes formaram-se através de embriogénese indireta.

Apo6s 10 semanas de cultivo, mesmo repicando para meio novo, intensas areas escuras
apareceram nos explantes que acabaram necrosando impedindo a formacdo de gemas e
embrides maduros. Devido a isso, ndo foi possivel esclarecer se os embrides formados eram

normais.
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Figura 6. Embrides somdticos em explantes de Byrsonima basiloba. A) Regido de um calo

fridvel de explante cotiledonar onde ocorre a presenga de um embrido somdtico em
estagio globular. B) Detalhe de A: embrido (e) com suspensor (s). C) Vdrios
embrides formados em diferentes planos de seccdo. D) Embrido em corte
transversal com protoderme bem definida (cabeca da seta) e inicio da

diferenciag¢do do procambio (detalhe). (Barras: A, C, D = 200 um; B = 50um ).
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4. DISCUSSAO

Estudos relatando a regeneragdo in vitro de espécies nativas do Cerrado sdo raros.
Entretanto, pode-se perceber que trabalhos utilizando a regeneracdo como forma de
propagacdo reconhecem a importancia desta técnica para a conservacdo dos recursos do
Cerrado. Nesse processo de regeneracdo o balango hormonal € crucial na determinacao das
respostas morfogénicas bem como as condi¢des de cultivo e o tipo de explante. As interagdes
entre as auxinas e as citocininas durante todo o desenvolvimento da planta sdo complexas,
controlando a formacao das raizes, dominéncia apical, a formacao de calos, gemas adventicias

e embrides somaticos (Landi & Mezzetti, 2005).

As combinacdes de citocinina e auxina testadas neste estudo induziram a formacao de
calos de diferentes aspectos, onde o tipo de explante também influenciou sobre a morfologia
dos calos. E importante observar que todos os tratamentos induziram formagio de calos,
mesmo apds severa oxidacdo de alguns explantes. Em geral foram observados dois tipos de
calos: calos com aspecto fridvel apresentado coloracdo avermelhada e com tonalidades mais
claras. A cor e a morfologia dos calos t€m sido utilizadas para distinguir calos embriogénicos
dos ndo embriogénicos (Arnold et al., 2002). Calos avermelhados estdo geralmente
associados a presenca de antocianinas que, de acordo com Hervé et al. (2001), em estudos
com Eucalyptus camaldulensis Dehnh e E. gunnii, observaram uma correlacdo entre a

formacdo de calos vermelhos e a regeneracao de gemas adventicias.

A maior porcentagem de calo avermelhado ocorreu, quando se adicionou ao meio de
cultura 0,5 mg.L”" de BAP e 0,1 mg.L"' ANA. O efeito positivo na combinacio destes dois
reguladores também foi observado na inducdo de calos em explantes foliares de Salyx
humboldtiana Willd. (Santos et al., 2005) e de Caryocar brasiliense Camb. (Landa et al.,

2000).
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Explantes inoculados em meio contendo TDZ associado a auxina ANA produziram
grandes massas de calos. Entretanto, quando estes explantes foram submetidos ao meio de
regeneragdo (BAP e ANA), 91% dos explantes necrosaram. Aumentos no nivel de auxina
enddgena, citocinina e etileno foram verificados em resposta ao tratamento com TDZ por
Murthy et al. (1995). Estas atividades que estdo relacionadas a aplicagdo do TDZ podem
explicar a necrose dos explantes apds exposicdo a este regulador. No entanto, vdrios
trabalhos citam o sucesso na utilizagao do regulador de crescimento (TDZ) na regeneragao,
como o realizado por Hutchinson et al. (1996), que observaram que tecidos tratados com TDZ
tiveram um aumento no numero de centros meristematicos que refletiu no nimero de

embrides somaticos.

Em B. basiloba, explantes cotiledonares inoculados em meio com 0.45 mg.L'1 de BAP
e 0.09 mgL"' de ANA regeneraram gemas adventicias e embrides sométicos no mesmo
explante. Essa combinacdo de reguladores de crescimento na presenca de luz foi capaz de
induzir a formacdo de calos vidveis a partir de segmentos cotiledonares de B. basiloba.
Observou-se também que, as gemas formadas tiveram maior desenvolvimento que os
embrides somadticos. Resultados semelhantes foram observados em estudos com Sequoia
sempervirens (D.Don) Endl., onde as gemas adventicias formaram antes que os embrides

somaticos, portanto estavam mais desenvolvidas (Liu et al., 2006).

Neste estudo, apds as sucessivas subculturas observou-se forte oxidagdo, evidenciada
pelo escurecimento dos explantes e posterior necrose. Em conseqiiéncia disso, as gemas e
embrides ndo continuaram o processo de diferenciacido e desenvolvimento. Em estudos com
murici-pequeno (Byrsonima intermédia Juss.), para promover o desenvolvimento de embrides

somaticos, houve forte oxidacao dos explantes em todos os tratamentos, apesar da presenca de
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carvao ativado no meio de cultura, e com isso nao houve evolucdo dos embrides globulares

para os demais estddios de desenvolvimento embriondrio (Nogueira et al., 2006).

A oxidacdo também foi observada em explantes retirados de hibrido Eucalyptus
grandis W .Hill ex. Maiden x E. urophylla S.T. Blake, cultivados por mais de oito semanas no
meio de regeneragdo com meio contendo BA e ANA, que foi relacionada com a ativacao na
biossintese de compostos fendlicos pela luz (Barrueto et al., 1999). Ja em trabalhos com café,
escurecimento dos explantes foi relacionado ao envelhecimento dos calos. Além disso, a
qualidade e quantidade dos componentes do meio de cultura e/ou acimulo de substancias
inibidoras do crescimento produzidas pelo explante original também foram considerados
como fatores que influenciaram nesse processo (Teixeira et al., 2004). Além do tipo de
explante, a oxidacdo pode ser influenciada pelo gendtipo e condi¢des de cultivo in vitro

(Grattapaglia & Machado, 1998).

Andlise anatomica evidenciou diferencas entre calos avermelhados e claros. Calos
avermelhados apresentaram células mais proximas, e na sua superficie foi frequentemente
observado a presenca de células meristemadticas. J4 os calos claros possuiam células
alongadas, com maiores espacgos intercelulares entre elas. Esta diferenca na morfologia das
células € importante no processo de diferenciacdo de embrides e gemas. De acordo com
Dhed'a et al. (1991), células alongadas altamente vacuoladas diao origem a tecidos ndo-
meristemdticos, enquanto células ovais, com citoplasma denso e contendo grdos de amido

originaram tecidos meristematicos.

Outra diferenca observada entre os dois tipos de calos formados, consistiu na presenca
de amido nas células dos calos competentes para organogénese/embriogénese. A ocorréncia
abundante de grdos de amido tem sido relacionada a aquisi¢cdo de potencial embriogénico

(Profumo et al., 1987; McCleary and Matheson, 1976). Adicionalmente, o amido em células
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embriogénicas de calos de Gentiana punctata L. foi relacionada com fonte de energia para a
intensa divisao celular e posterior desenvolvimento dos embrides (Mikula et al., 2004). De
acordo com Silveira et al. (2004), o nivel desta molécula pode mudar dependendo da fase de
crescimento do embrido, uma vez que a divisdo e diferenciacdo celular demandam grande

quantidade de carbono e ATP.

Neste trabalho, também foi possivel visualizar alteracdes nas células das regides mais
externas do calo com maior intensidade mitética formando protuberancias, caracterizando a
presenca de meristemoéides. Certamente, foram essas regides que deram origem aos calos e
consequentemente aos embrides e gemas, que se localizavam abaixo das camadas epidérmicas
da folha cotiledonar. Resultado semelhante foi visto em folhas cotiledonares de Abies
amabilis cultivados durante sete dias em meio de cultura na presenca de BAP onde se
observou o desenvolvimento de meristemoéides na regido sub-epidérmica dos explantes
sugerindo que estas células deram origem aos calos, gemas e embrides (Kulchetski et al.,

1995).

Diferentes formas de embrides foram observadas. Contudo, a necrose das gemas e dos
embrides impediu o desenvolvimento completo e conseqiientemente observagdes da
morfologia final destas estruturas. O plano de corte dos explantes certamente contribuiu para
que embrides de diferentes formas e tamanhos fossem vistos. Em muitos trabalhos sobre
embriogénese somatica, no meio de inducdo observa-se uma mistura de embrides em estagios
diferentes de desenvolvimento, necessitando assim, serem subcultivados em um meio

diferente para germinarem (Parra & Amo-Marco, 1998).

O conhecimento dos aspectos morfoldgicos dos embrides somaticos € importante para
se determinar se estes embrides sdo normais ou possuem algum tipo de anormalidade. A

formagdo de embrides somdticos anormais € a falta de sincronizagdo no desenvolvimento,
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nao-conversao desses embrides em plantas e ndo-repetibilidade dos resultados sdao grandes
entraves que tém limitado a obteng¢do de um protocolo eficiente de embriogénese somatica,

como foi observado em Eucalyptus grandis (Titon et al., 2007).

Explantes provenientes de matrizes diferentes das utilizados na primeira repeticao no
meio contendo 0.45 mg.L"' de BAP e 0.09 mg.L"' de ANA nio regeneram gemas adventicias
e/ou embrides somadticos. Além disso, foi tentada a maximizacdo da producdo de
gemas/embrides através da mudanca das concentracoes de ANA e BAP em explantes
cotiledonares. Embora morfologicamente os tratamentos desse experimento apresentassem
estruturas que lembravam estdgios iniciais da formacdo de gemas e embrides, nao foi possivel
a confirmacio da diferenciacio dessas estruturas devido 2 necrose dos explantes. E importante
considerar que, para o desenvolvimento de 6rgdos in vitro ou embrides somadticos, fatores
como gendtipo e o tipo de explante s@o relevantes para o sucesso dessa via de regeneracdo
(Rines & McCoy, 1981; Bered et al., 1998). A influéncia do gendtipo e do tipo de explante
também foi verificada em aveia na indu¢do da diferenciacdo da parte aérea e regeneracao de

plantulas (Lamb et al., 2002).

A necrose dos explantes com a continua exposi¢do ao meio impediu o
desenvolvimento de gemas e embrides somadticos. Contudo, ficou provada a capacidade
regenerativa dos explantes de Byrsonima basiloba. Assim, para esta espécie, novos estudos
devem ser realizados, testando outros tipos de reguladores de crescimento em diferentes
concentracdoes e também a auséncia de luz até que se verifique a total regeneracdo de
embrides ou gemas, pois neste trabalho foi testada a influéncia da luz apenas na inducao dos
embrides e gemas. Segundo Souza & Junghans (2006), a luz € o fator que mais influencia no

processo de morfogénese.
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5. CONCLUSOES

Nas condi¢des experimentais realizadas, os resultados permitem as seguintes conclusdes:

e Todos os tratamentos foram capazes de induzir a formacdo de calos fridveis;

¢ Foi possivel observar dois tipos de calos fridveis: calos avermelhados e calos claros;

e (alos avermelhados possuiam células com nicleo volumoso, paredes finas,
abundancia de inclusdes citoplasmadticas e substancia de reserva, e calos claros ndo
apresentavam estas caracteristicas e as células eram altamente vacuoladas;

® A microscopia eletronica de varredura mostrou que calos de cor avermelhada
possuiam células menores de formato arredondado enquanto calos de cor clara
apresentaram células de formato alongado com dimensdes maiores;

e Tratamento contendo 0.45 mg.L" de BAP e 0.09 mg.L"' de ANA, foi capaz de induzir
a diferenciacdo de gemas adventicias e embrides somdticos em explantes contendo
calos fridveis avermelhados;

e Apés 10 semanas de cultivo, todos os explantes necrosaram impedindo o

desenvolvimento das gemas adventicias e embrides somaticos.
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