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RESUMO

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Caracterizacio morfologica e
bioquimica de calos de pimenta longa (Piper hispidinervium Candolle,
De Candolle). 2003. 162 p. Tese (Doutorado em Agronomia / Fitotecnia) —
Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

A Amazbnia, uma das regides de maior biodiversidade do planeta, abriga
inimeras plantas detentoras de propriedades aromaticas, embora a maioria seja
pouco conhecida cientificamente. Dentre essas, destaca-se a pimenta longa
(Piper hispidinervium C. DC.), espécie que contém nas folhas e ramos jovens
oleos essenciais denominados de safrol. Estudos de espécies vegetais através da
organogénese, partindo de uma célula ou tecido, ou ainda através de cultura de
protoplastos, tornam-se necessarios para conhecer os processos de indugdo,
diferenciacdo e competéncia celular, bem como para entender o crescimento
desses tecidos e células para que possam ser aplicados eficazmente no processo
industrial. Esse trabalho visa a estudos de caracterizagdo citologica,
quantificacdo dos niveis de carboidratos estruturais e ndo estruturais e minerais
durante o desenvolvimento de calos formados a partir de tecidos foliares.
Inicialmente adaptou-se uma metodologia para indugdo de calos utilizando
auxinas (ANA e 2,4-D) e citocininas (BAP). A fim de entender melhor o
desenvolvimento dessa massa celular, calos com alta (ACR) e baixa (BCR)
capacidade de regeneragdo foram comparados. Os resultados indicaram que o
didmetro médio foi de 25um e >35um, respectivamente. A viabilidade dos
protoplastos foi diferente entre esses tipos de calos indicando perda com o
desenvolvimento. Calos com ACR apresentaram alta solubiliza¢do das pectinas,
niveis mais elevados de amido, proteinas e hemiceluloses e maior teor de calcio
em relagdo aos calos com BCR. Essa diferenga possivelmente permitir aos calos
com ACR uma maior atividade de divisdo celular. A manipulagdo in vitro
basicamente ndo causou expressivas alteragdes nas caracteristicas anatOomicas
nas condi¢des avaliadas em relacdo as plantas aclimatizadas.

" Comité Orientador: Renato Paiva, PhD (Orientador) - UFLA, Dr. Marcelo Murad
Magalhaes — UFLA/CNPg-Projeto Genoma.
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ABSTRACT

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Morphological and biochemical callus
characterization of long pepper (Piper hispidinervium Candolle,
De Candolle). 2003. 162 p. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

The Amazon, one of areas with the highest biodiversity in the planet, has many
plants with aromatic properties. Although most are still unknown. Among these,
is the long pepper (Piper hispiridinervium C. DC.), a species that contains in
leaves and young branches essential oil denominated safrole. Organogenesis
studies starting with a cell, tissue or protoplast culture needs information
regarding the induction process, differentiation and cellular competence, as well
as to understand the growth of these tissues and cells that can be applied
efficiently, in the industrial process. The objective of this work was to perform
the cytological characterization, the quantification of structural and nom-
structural carbohydrate levels and minerals during the development of callus
originated from leaf segments. First, a methodology for callus induction using
auxin (NAA and 2,4-D) and cytokinin (BAP) were adapted. In order to better
understand the development of this cellular mass callus with high (HRC) and
low capacity of regeneration (LRC) were compared. The resuts indicated that
medium diameter was 25um and higher than 35mM, respectively. The viability
of the protoplasts separated these type of callus, and decreased with its
development. The callus with HRC presented high solubilization of the pectins
and higher levels of calcium in relation to callus with LRC. These differences
possibly makes callus with HRC to have a higher activity of cellular division.
The in vitro manipulation caused no expressive alterationsin the evaluated
characteristics in relation to acclimatized plants.

" Guidance committee: Renato Paiva, PhD (Major Professor) - UFLA, Dr. Marcelo
Murad Magalhdes — UFLA/CNPq-Projeto Genoma.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

Uma das regides de maior biodiversidade do planeta, a Amazodnia, abriga
inimeras plantas detentoras de propriedades fitoquimicas. A Amazonia
apresenta-se como um manancial, devido ao grande numero de espécies
disponiveis, embora a maioria seja pouco conhecida e ainda ndo pesquisada. A
avaliagdo agrondémica também ¢é da mais alta relevancia em busca da
caracterizacdo morfologica e bioquimica, da conservagdo, da propagacdo e da
utilizagdo como matéria-prima industrial (Santiago, 1999). Num futuro préximo,
as plantas dessa regido servirdo de material para prospec¢do génica em larga
escala.

Dentre as espécies com propriedades farmacéuticas, destacamos a
pimenta longa (Piper hispidinervium Candolle, De Candolle), de ocorréncia
natural em areas de pousio (capoeiras) no estado do Acre, que possui uma flora
abundante no cenario nacional, dada a sua localizagdo em uma area de transi¢ao
entre dois biomas (Peru e Brasil), sendo considerada uma espécie pioneira,
despertando interesse na atualidade (Barros & Oliveira, 1997). As folhas e
ramos jovens a pimenta longa contém O6leo essencial, apresentando
aproximadamente 90 a 94% de safrol, com um rendimento que pode chegar a
4% em relacdo ao peso fresco das suas folhas e ramos (Pescador et al., 2000).
Existe uma grande demanda no mundo por heliotropina e por butéxido de
piperonila, os dois principais subprodutos derivados do safrol (Rocha & Ming,
1999).

A descoberta desta nova fonte natural de safrol, ndo agressiva a natureza,

podera viabilizar o crescimento da demanda e, conseqiientemente, 0 acréscimo



da produgdo mundial. Estudos agrondmicos e fisioldgicos estdo em andamento
no Centro de Pesquisa Agroflorestal do Acre, Embrapa-Acre, em parceria com a
Embrapa Amazoénia Oriental, e com suporte financeiro do DFID (Department
for International Development), entidade de fomento da Inglaterra que vem
patrocinando pesquisas com pimenta longa desde a fase de testes no Museu
Paraense Emilio Goeldi (MPEG), a fim de oferecer uma nova alternativa de
cultivo e de renda para os pequenos produtores rurais do Estado do Acre.

Diversas estratégias de pesquisa tém sido propostas envolvendo
fertilidade do solo, aspectos fitotécnicos, ecofisiologicos e levantamento da
entomofauna e identificagdo de patdgenos associados a pimenta longa, reportam
Brasil et al. (1998). Wadt (2001) desenvolveu trabalho com pimenta longa,
visando um programa de melhoramento e, conhecer a distribuicdo da
variabilidade genética entre e dentro de populagoes nativa no Estado do Acre.

O acelerado processo extrativo das plantas com propriedades
fitoterapicas nas areas de ocorréncia natural deve-se a grande demanda pelos
alcaldides produzidos por essas espécies. Industrias de farmacos e cosméticos as
tétm colocado na linha de frente e explorado de forma extensiva. A
implementacdo dessas indistrias podera gerar muitos empregos e divisas para a
Regido Norte. Nessas condigdes, a regeneracdo ¢ lenta e o processo de
desmatamento tem provocado a diminuigdo da oferta do produto bruto (raizes,
caules e folhas) no mercado industrializador.

Na regido Norte, a Embrapa e as Universidades estdo desenvolvendo
programas que visam o desenvolvimento sustentavel das espécies nativas. No
entanto, esses estudos ainda possuem um carater exploratério. Pesquisas em
nivel celular, tanto para multiplicagdo e diferenciacdo de células e tecidos, ainda
sdo escassas e nao conclusivas.

A biotecnologia compde areas, como a cultura de tecidos vegetais, que ¢

a técnica extremamente versatil na propagacdo de planta, com maior €xito no



cenario mundial. Como exemplo dessa versatilidade pode-se citar a regeneracdo
de plantas via organogénese ou embriogénese somatica partindo de uma célula
ou tecido, ou ainda através de cultura de protoplastos.

E de grande importancia a adaptagdo de um sistema de suspensdo
embriogénica para possibilitar a producdo de principio ativo em escala
industrial. No entanto, processos que visam selecionar plantas elites precisam ser
otimizados para possibilitar uma sele¢do precoce do material nativo com alta
capacidade embriogénica.

A caracterizagdo citoldgica de calos durante o desenvolvimento ndo tem
sido feita regularmente em cultura de tecidos, como também o emprego de
metodologias para isolar protoplastos, quantificar células viaveis e ndo viaveis.
A grande aplicacdo dessa metodologia ¢ fornecer informacdes que, associadas a
pardmetros morfologicos e bioquimicos, visam separar as células viaveis e
descartar as células ndo viaveis numa fase inicial do processo de regeneracdo de
plantas elites. Esse processo minimiza os gastos com reagentes quimicos ¢ mao-
de-obra qualificada, ¢ a massa celular viavel selecionada em desenvolvimento
teria melhor capacidade de regeneragcdo. Mesmo em paises desenvolvidos, essa
estratégia integrada da pesquisas ainda € recente. Um dos grupos de pesquisa
pioneiro nesse assunto ¢ o do Dr. Gmitter (University of Florida) que tem
trabalhado com protoplastos em citros (Grosser & Gmitter Jr., 2000; Tao et al.,
2002; Hao, et al., 2002). Um aspecto positivo dessa pesquisa € que abre
perspectivas para trabalhos envolvendo marcadores moleculares nas plantas
matrizes regeneradas de calos previamente selecionados. No entanto, para a
pimenta longa ¢ necessaria, inicialmente uma otimiza¢do do meio de cultura
para a indugdo de calos fridveis. Paralelamente, a otimizacdo de metodologia
para isolamento e quantificacdo de protoplastos se faz necessaria, a fim de
avaliar a eficiéncia dos métodos de indugdo de calos formados. A caracterizagdo

de componentes da parede celular desses calos, bem como dos elementos



minerais e carboidratos estruturais e ndo estruturais durante o desenvolvimento
destes, fornecera subsidios para a escolha da massa celular adequada para
regenerar a planta com alta capacidade embriogénica, tanto para produzir o
principio ativo, safrol, por suspensdo de células, como também para regenerar
plantas elites selecionadas.

Do ponto de vista anatomico, a familia Piperaceae, por sua grande
importancia econdmica, tem recebido a atencdo de varios pesquisadores, que
empregam a anatomia como uma ferramenta efetivamente importante para sua
classificagcdo. No entanto, trabalhos voltados para a comparagdo anatomica de
orgaos vegetais em desenvolvimento ndo foram encontrados na literatura,
principalmente, quando se referem as condi¢cdes de cultivo. A compreensdo
apropriada da estrutura basica de um oOrgdo € extremamente essencial na
interpretagdo de qualquer trabalho experimental, para se chegar a um estreito
conhecimento associado entre estrutura interna e processos fisiologicos.

A adaptac@o evolutiva das plantas aos diferentes habitats, especialmente
no que diz respeito a disponibilidade de luz, pode estar associada a
caracteristicas estruturais diferentes. O ambiente de luz em que uma planta
cresce ¢ de fundamental importancia, pois a adaptacdo dessa ao ambiente
depende do ajuste do seu aparelho fotossintético, de modo que a luminosidade
ambiental seja utilizada de maneira mais eficiente possivel, as respostas dessas
adaptagdes serdo refletidas no crescimento global da planta (Engel & Poggiani,
1991).

Neste contexto e devido, a falta de estudos basicos com a pimenta longa,
esse trabalho visa, obter a caracterizacao citoldgica, bioquimica e dos elementos
minerais em calos friaveis formados a partir de segmentos foliares, durante o

desenvolvimento.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideragoes gerais

A pimenta longa (Piper hispidinervium Candolle, De Candolle -
Piperaceae) ¢ uma planta nativa da Amazonia, caracteristica de vegetacao
secundéria e natural nos campos de pastagem e solos pobres. E considerada uma
espécie promissora em biomassa renovada e apresenta floracdo precoce no
Estado do Acre (Alencar et al., 1971). E produtora de 6leo essencial volatil
correspondente a 2,7% da sua massa verde total (Simionatto et al., 1997), que
apresenta concentragdes superiores a 80 % do importante metabolito secundario,
safrol (Pescador et al., 2000).

O safrol era extraido de uma espécie arborea chamada sassafras [Ocotea
pretiosa (Nees) Mez. — Lauraceae], no estado de Santa Catarina (Alencar
etal., 1971). Porém, com a exploragdo abusiva e desordenada, o risco de
extingdo da espécie era quase certo, visto que a mesma era arrancada e cortada
no tronco para a extracdo do 6leo. Diante do problema, o Governo Federal, em
1991, através do Decreto numero 1557, publicado no Diario Oficial da Unido de
25 de setembro de 1991, proibiu a derrubada das arvores desta espécie
(Santiago, 1999).

Entre muitas outras atividades farmacologicas especificas descritas para
os Oleos essenciais, ainda sdo dignas de mengdo as atividades inibidoras do
crescimento de células neoplasticas (Saens et al., 1996; Siani et al., 1999) e de
alguns tipos de virus do tipo 1, incluindo Herpes simplex (Siddiqui et al., 1996),
influenza e HIV (Hayashi et al., 1995). Recentemente vém sendo realizados com
sucesso alguns testes bioldgicos de repeléncia a insetos vetores de doencas como
os mosquitos do género Aedes, transmissores da dengue (Matsuda et al., 1996), e

o transmissor da doenca de Chagas (Fournet et al., 1996), assim como também a



Leishimania amazonensis (LV79) no uso de leishmanicida (Moura et al., 2001).

Alguns oleos essenciais foram ativos em testes in vitro contra o
Plasmodium falciparum, agente infectante da maldria, relatam Siani et al.
(2000); segundo Milhau et al. (1997), provavelmente este efeito ¢ atribuido a um
sinergismo entre as substancias terpenoides neles presentes.

Estudos de identificagdo botanica ligados ao uso popular comprovado
em busca da caracterizacdo, identificacdo dos principios ativos, da conservacao,
da propagacao, do cultivo econdmico apropriado e da utilizagdo como matéria-
prima industrial, segundo Santiago (1999), terdo sucesso em trabalhos
organizados, sistematicos e permanentes através da selecdo de plantas matrizes.

Uma opcdo estratégica para esse problema seria a utilizagdo de técnica
de cultura de tecidos, as quais tém sido empregadas de diferentes formas no
desenvolvimento de plantas superiores (Ferreira et al., 1999), uma tecnologia de
custos razoaveis e que reproduz fielmente os progenitores (Grattapaglia &
Machado, 1999). Alguns laboratérios comerciais t€ém dado especial atengdo ao
uso destas técnicas para a propagagdo de plantas matrizes (Debergh, 1990;
Debergh & Read, 1993) e de plantas com potencial economico (Hu & Wang,
1983; Jones, 1987; Bhojwani, 1990).

2.2 Descricéio botanica

A pimenta longa ¢ um arbusto ou arvoreta de 2-7m de altura, com caule
geniculado. Suas folhas s3o membranaceas ou cartaceas, elipticas, eliptico-
ovadas ou eliptico-lanceoladas. As inflorescéncias sdo espigas alongadas, com
flores minusculas e frutos obpiramidais (Yuncker, 1972). O autor relata que a
classificagdo de Piper tem a seguinte posi¢ao sistematica:

Divisdo: Angiospermace;

Classe: Dicotiledoneae;

Ordem: Piperales;



Familia: Piperaceae;

Género: Piper.

A classificagdo da espécie em estudo foi efetuada no herbario IAN-
Belém, Para, Brasil, localizado na Embrapa Amazénia Oriental, cuja exsicata
tem o registro 165651; no herbario ESAL-UFLA da Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG, Brasil, exsicata n°.15594 (Santiago, 1999) e no Herbario
Jodao Murga Pires do Museu Paraense Emilio Goeldi, sob o nimero MG 148368
e MG 148667 (Nascimento, 1997).

Piperales ¢ uma ordem que compreende trés familias (Saururaceae,
Piperaceae e Chloranthaceae), nas quais incluem-se as plantas com habito
predominantemente herbaceo, caulescentes ou acaules (Barroso, 1984).

A familia Piperaceae foi descrita no século XVIII por Linnaeus,
apresentando quatro gé€neros, sendo o Piper descrito em 1737 (Yuncker, 1972).
O autor relata que De Candolle (DC), no século XIX, foi um dos cientistas que
mais se dedicaram ao estudo da familia Piperaceae. E encontrada em todas as
florestas tropicais imidas do mundo, sendo também espécie dominante em
muitas florestas neotropicas. Representada por plantas herbaceas, trepadeira,
arbustos e, raramente, arvores. Compreende 12 géneros e cerca de 1400
espécies, sendo que cinco desses géneros sdo indigenas e subespontaneos, com
460 espécies no Brasil, cuja distribuicdo geografica ocorre entre os tropicos,
com poucas espécies extratropicais (Santos et al., 1998), as quais apresenta
flores sésseis com mais de um estigma em inflorescéncia opositifélia (Barroso,
1984).

Segundo Burger (1972) a pimenta longa estd entre as espécies mais
evoluidas do género Piper. O autor descreve, em seu trabalho sobre as
tendéncias evolutivas das espécies de Piper (Piperaceae) na América Central e

Meéxico. Entre as 150 espécies estudadas, a Piper sagittifolium C.DC. ¢é o



representante mais primitivo, com base em alguns caracteres, tais como pegas
florais grandes, inflorescéncia em espiga com aproximadamente 1cm de
espessura, antera estreita e relativamente longa (1 mm), com deiscéncia lateral,
pélen grande (50-100 um). Yuncker (1972) relata que outras espécies
semelhantes deste género representam um grupo mais avang¢ado, como Piper
hispidum, pois apresentam pecas florais compactadas, antera com deiscéncia

apical e polen pequeno.

2.3 Caracteristicas edafoclimaticas e importincia econdémica da pimenta
longa

A pimenta longa nativa da Amaz0nia, caracteristica de vegetagdo
secundaria e natural nos campos de pastagem, no Estado do Acre, adapta-se
muito bem a solos pobres em nutrientes (Alencar et al., 1971). Maia et al. (1993)
informam que as folhas de pimenta longa contém 3-4% de 6leo volatil, com
rendimento de 81-88% de safrol quando em estado nativo, podendo apresentar
rendimentos de 98,12% apos cultivos e tratos culturais adequados. Possui ciclo
vital curto de aproximadamente 8 meses, época da primeira floragdo, quando
mede em torno de 2 m de altura, momento propicio para o corte da planta (Silva,
1993).

Trabalhos mais recentes registram que a familia Piperaceae apresenta
espécies produtoras de 6leo essencial. Na Amazdnia, foram apresentadas mais
de dez espécies de Piper como fornecedoras de dleos essenciais (Maia et al.,
1987), que sdo produtos vegetais separaveis por arraste a vapor d'agua e que
existem nas plantas em estruturas especiais de secrecao, tais como idioblastos,
cavidades e canais esquizogenos ou lisigenos, originados por separagdo ou lise
de células, respectivamente, e tricomas glandulares. A volatilidade com vapor
d'agua e a existéncia de estruturas anatomicas definidas sdo mais importantes

para a classificacao do dleo essencial do que o odor (Gottlieb & Salatino, 1987).



Poltronieri et al. (1997) detectaram a resisténcia de mudas de pimenta
longa apo6s a inoculagdo com diferentes isolados do patogeno Fusarium solani,
causador da podriddo das raizes, em areas onde plantio de pimenta-do-reino
(Piper nigrum L.) foram dizimados pela doenca, a qual podera ser indicativa da
possibilidade de plantio comercial nessas areas. Possibilitando a recuperagdo
dessas areas para formar futuros plantios de pimenta-do-reino, gerando divisas
ao estado e ao pais, haja vista que o Brasil é o maior exportador de pimenta-do-
reino.

O atual governo reconhece a importancia dos produtos regionais como
geradores de emprego e de renda na agricultura e forte inibidores do processo de
éxodo rural (Passarinho, 1999). No caso especifico da espécie Piper, destaca-se,
ainda, sua expressiva participacdo como fonte de produto para exortagdo, além

da manutencdo da renda de milhares de pequenos produtores.

2.4 Importéncia do safrol na industria

O safrol ¢ um fenil éter encontrado como componente volatil em
algumas espécies de plantas e que em sua forma mais pura, a temperatura
ambiente, ¢ um liquido viscoso de aroma canforaceo (Maia et al., 1987).
Segundo Pescador et al. (2000), o safrol ¢ um éter fenodlico do grupo dos
anilpropanoides, com formula molecular C;,H;(O,, ponto de ebuli¢do entre
232 °C ¢ 235°C e se solidifica a temperatura de 11°C. Para esses autores, trata-
se de uma matéria-prima importante para industria quimica por causa de dois
derivados: heliotropina, que ¢ extensamente usado como um agente fixador de
fragrancia e de condimento, e butdxido de piperonil, ingrediente vital em
inseticidas piretrdides. O safrol possui muitas aplicagdes na aromatizagdo em
produtos domésticos como ceras de assoalho, polimentos, sabdes, detergentes e
agentes de limpeza, sendo bastante usado como ingrediente em bebidas

populares e como um topico anti-séptico, pediculicite e carcinogénico.



Em sua forma natural foi largamente utilizado nos Estados Unidos para
aromatizar cervejas (Anya, 1974) ¢ como agente de fragrancias em alguns
produtos como ceras, sabdes e desinfetantes (Anon, 1992). Atualmente, o safrol
natural é utilizado na forma de heliotropina como componente de fragrancias e
de butéxido de piperonila, na composicao de inseticidas (Castro & Poveda,
1983), sendo que o butéxido de piperonila apresenta-se como o principal agente
sinergistico para o piretrum natural, o qual ¢ a base para inseticidas
biodegradaveis e que, isolado, tem efeito reduzido. O piretrum natural associado
ao butdxido de piperonila é a tunica formulacdo permitida para o uso no
armazenamento e processamento de alimentos em todos os paises do
desenvolvidos (Arctander, 1960). Segundo Maia et al. (1993), a demanda por
butéoxido de piperonila tende a crescer cada vez mais devido as suas
caracteristicas de baixa toxicidade e por ser biodegradavel.

Japdo, Italia e Estados Unidos sdo os mercados mais importantes para
oleo de sassafras, sendo a demanda calculada ao redor 2.000 toneladas/ano, com
preco variando entre US$ 4 a 6 por quilo de matéria bruta. O Brasil tem
capacidade industrial para produzir heliotropina e piretroéide (aproximadamente
500 toneladas/ano), embora a escassez em forma da producdo doméstica, conduz
a importagdes da Republica Federativa da China. A demanda é determinada pelo
mercado para heliotropina e piretroide, ocasionando o aumento de consumo,
particularmente na Europa Oriental, Asia, ¢ alguns paises em desenvolvimento

(Rocha & Ming, 1999).

2.5 Cultura de tecidos

A cultura de tecidos de plantas tem sido considerada uma grande
alternativa para a agricultura. A propagagdo in vitro, também denominada de
micropropagagdo, em fung¢do do tamanho dos propagulos utilizados, ¢,

indiscutivelmente, a aplicagdo mais concreta e de maior impacto da cultura de
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orgdos vegetais. A capacidade de regeneragdo e crescimento in vifro esta
associada ndo apenas ao genotipo, mas também a atividade fisioldgica na planta
matriz, sob o controle de diversos fatores endogenos. O manejo da planta matriz,
as caracteristicas do explante utilizado, o procedimento de subcultura adotado,
as condigOes ambientais e microambientais dentro do frasco de cultura e o
transplantio sdo etapas influenciadas por diversas variaveis imponderaveis que
freqiientemente restringem a repeticdo dos resultados, dificultando a
determinagdo de um protocolo efetivamente comercial de micropropagacao

(Grattapaglia & Machado, 1999).

2.6 Obtencao de plantulas in vitro

A germinagdo de sementes in vitro favorece a obtencao de plantulas
isentas de microorganismos, ja que as mesmas se desenvolveram em condigdes
assépticas. O maximo de germinagdo da pimenta longa, cerca de 90%, ocorre
aos 12 dias ap6s a semeadura in vitro (Santiago, 1999). Outra grande vantagem
em se usar sementes, € a obten¢do de explantes jovens favorecendo a formagao
de calos para o cultivo em meios nutritivos contendo reguladores de
crescimento.

A manutengdo das plantulas in vitro depende muito da espécie e do meio
de cultivo. O meio de cultura mais popular é o0 MS, proposto por Murashige &
Skoog (1962) justamente porque a maioria das espécies reagem favoravelmente.
Para Caldas et al. (1999), os meios nutritivos utilizados para a cultura de tecidos
fornecem as substincias essenciais para o crescimento dos tecidos e controlam,
em parte, o padrao do desenvolvimento. Esses autores comentam que as mesmas
vias bioquimicas e metabodlicas basicas que funcionam nas plantas sdo
conservadas nas células cultivadas, embora alguns processos, como fotossintese,
possam ser inativados pelas condi¢des de cultivo e pelo estado de diferenciagdo

das células. Por isso, os meios nutritivos se baseiam nas exigéncias das plantas

11



quanto aos nutrientes minerais, com algumas modificagdes para atender as

necessidades especificas da espécie no cultivo in vitro.

2.7 Obtencao de calos friaveis

O crescimento de células vegetais in vitro geralmente ¢ determinado pela
natureza do explante e a composicdo dos nutrientes do meio. A alta
concentracdo de sais no meio pode favorecer o crescimento de calos na
morfogénese ¢ torna-lo inapropriado para o crescimento de raizes excisadas,
anteras e orgaos florais (Ozias-Akins & Vasil, 1985).

A regeneracdo de plantas vasculares pode ser feita via formagao de calos
em cultura Mantell et al., (1994) definem calos como sendo tecidos constituidos
por células dediferenciadas, que se desenvolvem como resposta a uma lesdo
quimica ou fisica sob determinadas condigdes nutricionais e hormonais.

Em geral, calos friaveis sdo induzidos a partir de calos compactos,
obtidos inicialmente em meio solido. A liberacdo de células a partir de calos
friaveis € mais rapida que de calos compactos (Cid, 1999). Para Liau & Boll
(1970) e Armstrong & Green (1985) é provavel que a caracteristica fridvel sejam
favorecidas por uma alta relagdo auxina/citocinina, porém Taira et al. (1977)
relatam que o gendtipo também pode influir na coloracdo e na facilidade de
formar calos friaveis.

Varios autores investigaram o desenvolvimento de calos friaveis e
compactos quanto a liberagdo de células em meios nutritivos e pressupde-se que
essas caracteristicas estejam relacionadas com a histologia do calo, sendo o tipo
friavel meristematico, como relatam Besse et al. (1992), e com maiores
proporgoes de substancias pécticas e hemicelulose que os compactos (Grant &
Fuller, 1968).

No caso da pimenta longa, em que as pesquisas sdo recentes, escassas

e de grande interesse, ¢ extremamente necessaria a caracterizagdo de calos
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utilizando parametros morfologicos € bioquimicos. A viabilidade e diametro de
células associadas a doseamentos de componentes de parede celular e aglicares
podem favorecer mais embasamento na selecdo de protoplastos com maior
atividade embriogénica. Essa estratégia ¢ relativamente nova e tem sido utilizada
para citros (Guo & Deng, 1999 e Liu & Deng, 2000).

Para analisar a viabilidade dos protoplastos dessa espécie, uma opgao ¢
o uso do azul de metileno, corante basico do grupo da triagena, o qual apresenta
solubilidade de 1,55% em agua e 1,48% em éalcool (Gavilanes, 1995). Apesar
desse corante ser mais utilizado para leveduras (Smart et al., 1999; Boyd et al.,
2002) e ratos (Sugihara et al., 2000), ja foi empregado em células vegetais
(Widholm, 1972) e foi utilizado para verificar o isolamento de protoplastos de
camadas de aleurona de carvalho (Quercus robur) apds a aplicagdo de acido
giberélico exogeno (Hooley, 1982). Outra aplicagdo ¢ na verificagdo da
viabilidade de protoplastos antes de serem submetidos a eletroporacdo (Martins,
2003). Para o sistema da pimenta longa, a utilizagdo do azul de metileno
necessita de uma otimizagao, ja que sua faixa de uso pode variar de 0,01% (p/v)

a 0,5% (p/v) conforme Widholm (1972).

2.8 Analises citologicas e bioquimicas

Durante o crescimento da célula, forma-se sobre a lamela média a parede
primaria, constituinte de pectinas, hemicelulose e celulose, além de proteinas e
compostos fenolicos (Carpita & Gibeaut, 1993). A parede celular aumenta em
espessura pelo preenchimento de espagos da estrutura com o novo material
sintetizado. E na parede primaria que ocorrem as principais mudangas na
estrutura ¢ composi¢ao dos polimeros durante a expansdo celular (Brett &
Waldron, 1996). Completada a divisao celular, as células aumentam em
extensdo como resultado dos aumentos de volume do protoplasto e organelas,

junto com a inclusdo de 4gua nos vactiolos (Rodionova & Bezborodov, 1997).
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Davide et al. (1999) reportam que as proteinas estdo presentes nas
paredes em duas formas, estrutural e enzimatica, sendo sintetizadas no reticulo
endoplasmatico rugoso e secretadas para a regido da parede através de vesiculas
provenientes do complexo de Golgi. Essas autoras chamam a aten¢do para a
atividade metabolica das paredes celulares, que apesar do nome parede e de sua
localizagdo, estas sdo, na grande maioria, metabolicamente ativas, apenas nao
apresentando atividades as paredes de células suberificadas e lignificadas, cujas
células ndo sdo ativas.

Os minerais constituem o grupo de nutrientes mais importante, apos a
fonte de carboidratos, para o desenvolvimento in vitro (Torres et al, 2001). Os
autores comentam ainda que a solugdo nutritiva componente do meio de cultivo
nem sempre ¢ favoravel para o crescimento, devido a alta composicao dos sais
minerais. Os elementos minerais exigidos em maiores quantidades para o
crescimento de plantas inteiras sdo incluidos nos meios nutritivos na forma de
sais inorgdnicos, podendo o nitrogénio também ser adicionado como
componente de suplementos organicos (Caldas et al., 1999). Estes elementos sdo
fatores de estresse que podem interferir nos constituintes bioquimicos de uma
planta, assim, a deficiéncia e/ou excesso pode promover maior ou menor
producdo de metabdlitos. Assim, o conhecimento das fungdes exercidas pelos
elementos quimicos na planta ¢ fundamental para se entender como vive a planta
e também os métodos destinados a avaliar o estado natural
(Malavolta et al., 1997), como também a quantidade de nutrientes exigida pela
planta em funcdo dos seus teores no material vegetal ¢ do total de matéria seca
produzida.

Na propagagdo in vitro, o material coletado ¢ selecionado casualmente
em locais de crescimento espontaneo, que diante da variabilidade genética, ndo
apresentam um completo balanceamento nas suas caracteristicas morfoldgicas,

quimicas e substancias ativas (Kerbauy, 1999). No tecido parenquimatoso, a
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planta deposita os nutrientes, que apresentam caracteristicas texturais e que
facilitam a libera¢do dessas substancias nutritivas quando submetidos a ruptura
mecanica ou quimica, porém, a textura especifica apresentada pelo parénquima
depende de fatores inerentes as células, tais como: forma, tamanho, volume dos
espagos intercelulares, presenca de compostos intracelulares, relagdo entre
citoplasma e vactiolo e pressao osmotica (Ilker & Szczesniak, 1990).

Pescador et al. (2000) reportam que a possibilidade de manipular
sistemas in vitro para clonagem de gendtipos superiores de espécies vegetais
depende de varios fatores, desde o conhecimento da fisiologia do
desenvolvimento celular, que ¢ de fundamental importincia para se obter
respostas morfogenéticas aos sistemas de cultura in vitro, correlacionados aos
pardmetros morfologicos, fisiologicos, genéticos, bioquimicos e citologicos
existentes em uma planta intacta, sdo rompidos.

Apesar de todo o conhecimento acumulado sobre as caracteristicas
morfologicas e anatomicas das espécies amazonicas (Bonates, 1993; Santiago et
al.,, 2001), nao foram encontrados relatos na literatura sobre a morfogénese
relacionada aos aspectos bioquimico e citolégico da pimenta longa. Estudos
nessa area fornecerdo subsidios para um melhor entendimento da técnica de
propagacdo in vitro dessa espécie, com vistas a exploragdo comercialmente

viavel.

2.9 Estudos comparativos dos drgaos vegetais

No corpo vegetal, os varios sistemas de tecidos distribuem-se segundo
padrdes caracteristicos de acordo com o 6rgdo considerado, o grupo vegetal ou
ambos (Esau, 1985). Essa autora comenta ainda que o desenvolvimento varia
consideravelmente nos diversos grupos de planta e muitas discordancias existem
quanto as divisdes iniciais ¢ a interpretacao de determinadas partes do vegetal.

Por outro lado, encontram-se apenas informagdes esparsas no que se refere aos
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estadios mais avangados, durante os quais os sistemas de tecidos e os
meristemas apicais atingem sua organizagdo embrionaria final.

Desde que o mecanismo da fotossintese passou a ser mais bem
compreendido e estudado, as exigéncias luminicas das espécies nativas em
processo de domesticagdo tém merecido atengdo por parte de pesquisadores de
todo o mundo. A adaptagdo das espécies a luz na fase de plantula ¢
especialmente importante porque condiciona mudancas morfologicas e
fisiologicas na sua estrutura e fungdo (Whatley & Whatley, 1982) e determina o
sucesso ou nao da regeneragao (Inoue, 1983).

Estudos comparativos de estruturas dos orgdos vegetais, tais como
folhas, caule e raiz, tém mostrado diferentes respostas anatomicas em relagdo a
esses orgdos, a despeito de alteragdes nos niveis de luminosidade no ambiente de
cultivo. Em espécies adaptadas a sombra, quando se aumenta a intensidade da
luz, observa-se um aumento na quantidade de tecidos no mesofilo, favorecendo
o desenvolvimento de tecido pali¢adico, o que se evidencia pelo aparecimento
de varias camadas bem organizadas, as quais levam a aumentos significativos na
capacidade fotossintética (Chabot et al., 1979). Para esses autores, o plano de
divisdo celular é controlado pela quantidade de luz fotossinteticamente ativa e
muitos diferentes processos de desenvolvimento estdo associados a modificagdes

no comportamento anatdmico da planta.
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CAPITULO 2

ALTERACOES NO TAMANHO E VIABILIDADE DE CELULAS E NOS
TEORES DE CARBOIDRATOS ESTRUTURAIS E NAO-ESTRUTURAIS
E ELEMENTOS MINERAIS DE CALOS DE PIMENTA LONGA (Piper
hispidinervium Candolle, De Candolle)

RESUMO

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Alteracdes no tamanho e viabilidade de
células e nos niveis de carboidratos estruturais e nao-struturais e elementos
minerais de calos de pimenta longa (Piper hispidinervium
Candolle, De Candolle). 2003. Cap.2. p.35-111. Tese (Doutorado em
Agronomia / Fitotecnia)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.’

A pimenta longa (Piper hispidinervium C.DC.) ¢ uma espécie nativa da
Amazobnia que contém niveis altos de safrol nas folhas. Esse trabalho visa
descrever as alteragdes nos valores dos didmetros e viabilidade dos protoplastos,
assim como modifica¢des nos teores de carboidratos estruturais, ndo-estruturais
e elementos minerais constituintes durante o desenvolvimento de calos com alta
(ACR) e baixa (BCR) capacidade de regeneracdo. Os calos foram induzidos de
segmentos foliares de plantulas germinadas in vitro em meio de cultura MS
suplementados com concentragdes de auxinas (2,4-D e ANA) e citocinina
(BAP). Realizou-se analise citologica, bioquimica e dos elementos minerais. Os
dados relativos ao crescimento de calos apresentaram trés fases: de crescimento
lento, ativo e de estabilizacdo. O azul de metileno separou as duas classes de
calos, ACR e BCR, indicando a perda de viabilidade ao longo do
desenvolvimento da massa celular. O didmetro dos protoplastos em calos com
ACR foi de aproximadamente 25um e nos de BCR foi acima de 35um. Os teores
de acucares soluveis totais, proteinas, amido, celulose ¢ hemicelulose foram
superiores em calos com ACR, e os da pectina soluvel teve uma tendéncia no
aumento com o periodo de cultivo. Os teores de calcio, cobre, zinco, manganés ¢
ferro foram superiores em calos com ACR. Neste contexto, calos com alta
capacidade de regeneragdo sdo devidos ao maior teor de calcio, & maior
solubilizagdo de pectinas e a maior reserva energética (amido). Os teores de
nitrogénio, fosforo, potassio e magnésio tenderam a decrescer com o periodo de

" Comité Orientador: Renato Paiva, PhD (Orientador) - UFLA, Dr. Marcelo Murad
Magalhaes — UFLA/CNPg-Projeto Genoma.
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cultivo, caracterizando um “efeito de dilui¢do™. Ja a concentragdo de calcio,
cobre, ferro, manganés e zinco acompanhou o aumento na produ¢ao de matéria
seca, explicada pela pouca mobilidade e translocagdo dos mesmos para as partes
em crescimento no tecido vegetal.

Termos para indexagdo: Piper hispidinervium; calos; tamanho e viabilidade
celular; elementos minerais.
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ABSTRACT

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Size and cells viability of the structural
and non-structural carbohydrates and mineral elements levels alterations of
long pepper (Piper hispidinervium Candolle, De Candolle) callus. Chapter 2,
2003. p.35-111. Thesis (Doctorate in Crop Science) — Universidade Federal de
Lavras, Lavras, MG."

The long pepper (Piper hispidinervium C. DC.) is an Amazon native especies
that high safrole levels in leaves. The objective of this work was to "describe the
diameter and protoplast viability alterations, as well as to determine the
structural and non-structural carbohydrates and mineral elements modifications
of callus with high (HRC) and low (LRC) regeneration capacity. Callus was
induced from leaf segments of in vitro germinated plantlets in the presence of
auxin (2,4-D and NAA) and cytokinin (BAP). Cytological, biochemical and
mineral analysis were made. The callus growth curve showed three phases:
slow, active and stable. The use of methylene blue was able to separate HRC
from LRC callus and indicate loss of viability during cell development. The
protoplast diamenter of HRC callus was 25pm and LRC was higher than 35um,
respectively. The total sugars, starch, cellulose, hemicelluloses and pectic
substances levelswere higher in HRC calluses, as wellas calcium, manganese,
copper, zinc and iron levels. Since HRC callus presented higher calcium levels
and pectin solubilization was capable to maintain higher cellular division
activity. The nitrogen, phosphorus, potassium and magnesium levels decreased
during the cultivation period, showing the dilution effect. The calcium, cupper,
iron and manganese levels followed the increase in dry matter due a low
mobilityand translocationof these minerals to growing areas of the plant.

Index Terms: Piper hispidinervium; callus; size and viability cellular; mineral
elements.

" Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Major Professor) - UFLA, Dr. Marcelo
Murad Magalhides — UFLA/CNPq-Projeto Genoma.
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1 INTRODUCAO

No inicio da década noventa, arbustos da familia Piperaceae tormaram-
se fontes de pesquisas na floresta imida da grande Amazoénia ¢ da América
Central. Dentre eles destaca-se a pimenta longa (Piper hispidinervium Candolle,
De Candolle), que contém alto teor de safrol nas folhas (Maia et al., 1987).
Santiago (1999) registra que essa espécie possui potencial para cultivo em areas
com instalagdes para colheita, transporte ¢ industrializacdo, ¢ neste sentido a
espécie esta sendo estabelecida em varios locais no Brasil, visando obter
informagdes relacionadas as caracteristicas de crescimento e rendimento de
biomassa.

O safrol ¢ uma importante matéria prima para a quimica industrial. Sua
extracdo até 1990 era feita da canela (Ocotea odorifera), o que levou ao
comprometimento da espécie devido a extracao destrutiva. Como conseqiiéncia
disso, ocorreu uma drastica reducdo na producdo brasileira de safrol. Assim com
a proibicao da extracdo da canela, outras fontes de safrol comecaram a ser
pesquisadas, sendo a pimenta longa objeto de estudo em alguns laboratorios
brasileiros pela potencialidade em produzir safrol (Pescador et al., 2000). Rosa
et al. (2000) relatam que o safrol apresenta comprovada atividade carcinogénica
in vitro, ¢ de grande importancia cientifico-tecnologica como precursor de uma
variedade de compostos, notadamente farmacos, bioinseticidas biodegradaveis,
fixadores de aroma e, mais recentemente, de drogas antitrombolicas e auxinas
enddgenas.

As formas mais comuns de utilizagdo de plantas com fins terapéuticos no
mundo inteiro sdo aquelas oriundas das tradi¢des milenares da China e India, as
quais sdo praticadas pela populagdo rural mais carente e pelos povos indigenas

(Rocha & Ming, 1999). A disseminagdo do uso de determinadas partes de
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plantas consideradas de uso fitoterapicos tem resultado em intenso extrativismo,
colocando em risco de extingdo inimeras espécies nativas, causando disturbios
ecoldgicos ¢ o desaparecimento de germoplasmas valiosos, cujo potencial
farmacologico e quimico ndo pdde sequer ser estudado. A reproducdo dessas
espécies ¢ indispensavel, inclusive para preservagao da biodiversidade nativa.

A propagacdo de espécies arboreas que cont€ém substincias bioativas
freqiientemente constitui um desafio com limitagdes devido a sua germinacao
irregular, ao desenvolvimento lento de propagulos e a relativa dificuldade de
manipulagdo, reduzindo as chances do uso industrial. Os laboratérios de
micropropagagdo comercial utilizam quatro métodos basicos para multiplicar
plantas in vitro: aumento de brotagdes axilares, segmentos nodais, brotacdes
adventicias e embriogénese somatica (Santiago et al., 2001). Segundo os autores,
a reducdo dos custos de producdo e a identificagdo de produtos, os quais sdao
diferenciados pelo seu valor econdmico, sdo estadios criticos para que a
micropropagacao possa ser expandida comercialmente.

Nesse ambiente, ¢ essencial que as células se dividam e se multipliquem
ativamente, embora, de acordo com a composi¢do do meio nutritivo, possa afetar
o padrio da diferenciagdo (lignificagdo e/ou alongamento), a divisdo e
senescéncia celular. Segundo Hao et al. (2002), a liberagdo de células a partir de
calos friaveis ¢ mais rapida que de calos compactos, podendo apresentar
morfologia, tamanho, coloragdo e ploidia variada, dependendo do periodo de
cultivo e composi¢do do meio nutritivo. Pescador et al. (2000) relatam que alta
relagdo auxina/citocinina, a adi¢do de outros componentes a0 meio nutritivo € o
genotipo favorecem a indugdo de calos fridveis, cuja coloragdo pode variar do
amarelo ao bege.

Atualmente, varios estudos com células vegetais cultivadas in vitro t€ém
sido relatados visando a produgdo de metabdlitos secundarios, ocasionando o

desaparecimento da espécie fornecedora através do extrativismo desorganizado,
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porém, ndo existe investigacdo relacionada a propagagdo clonal através de
segmentos foliares, visando manter a extragao natural (Koroch et al., 2002).

Quando o cultivo convencional é invidavel, a utiliza¢do de técnicas
biotecnologicas torna-se util para a reproducdo de exemplares com
caracteristicas desejaveis, através da capacidade de regeneracdo total de plantas
a partir de células ou tecidos (Grattapaglia & Machado, 1999 e Santiago et
al., 2001). Cada célula contém a informagdo genética para todas as fungdes,
incluindo a biossintese de metabolitos secundarios; metabolitos esses, que sdo
industrialmente explorados nos tecidos vegetais (raiz, caule, folha,
inflorescéncia, flor, etc...), embora muitas vezes sua origem de formacao
continua desconhecida. Dessa forma, protoplastos (células individuais
desprovidas de membrana celular) de varios explantes diferenciados podem ser
regenerados formando plantas intactas. A totipoténcia, peculiar as células
somaticas vegetais, permite que elas se dividam, se diferenciem em plantulas e
expressem capacidades morfogénicas e bioquimicas especializadas, quando
cultivadas sob condi¢des apropriadas (Komamine et al., 1992)

A cultura in vitro de plantas ¢ uma técnica que ndo apenas apresenta
importancia pratica na area agricola e florestal, mas também na cientifica basica.
Dentro do campo da biologia de plantas talvez seja uma das técnicas mais
polivalentes. Assim, através da cultura de protoplastos, Carneiro et al. (1999)
relatam que se pode hibridizar variedades diferentes, vencendo barreiras
genéticas. Para esses autores, a embriogénese somatica pode fornecer grandes
quantidades de plantulas que podem servir de base para plantios no campo, tanto
na area agrondmica quanto na florestal e na horticultura. Cid (2001) reporta que
no campo da aplicagdo basica, a cultura de tecidos da suporte técnico também a
bioquimica, a fisiologia vegetal, a fitopatologia e a citogenética com principios
citologicos.

Apesar das aplicacdes promissoras dessa espécie, os estudo relativos a
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caracterizacdo de protoplastos oriundos de calos ainda s3o praticamente
inexistentes. O conhecimento de caracteristicas tais como o didmetro e a
viabilidade dos protoplastos pode favorecer subsidios para selecionar material
genético com maior capacidade embriogénica ainda na fase de calos. Estudos
recentes com protoplastos de citros (Hao et al.,, 2002) mostraram que
protoplastos com didmetro de aproximadamente 25um possuem maior potencial
embriogénico do que aqueles com mais de 40pum de didmetro. A viabilidade dos
protoplastos serviu como uma andlise quantitativa sobre a capacidade daquela
massa de células de se dividir e se diferenciar posteriormente. O azul de
metileno € um corante que tem sido usado em teste de viabilidade celular em
cebola (Enciclopédia Microsoft Encarta, 1999), alho (Marques et al. 1999),
leveduras (Smart et al., 1999; Boyd et al., 2002) e bactérias (Weniger et al.,
2001).

A complexidade de estrutura e composi¢do da parede celular tem sido
objeto de estudo de muitos autores, sendo que os polissacarideos pécticos sdo os
componentes mais estudados, estando envolvidos na modificagdo destes
componentes, nas variagoes de pH, ions Ca'™? e horménios, aumentando, assim, a
complexidade dos eventos durante o crescimento celular (Robert & Roland,
1998; Rose & Bennet, 1999).

E também aconselhavel a realizagio de analises bioquimicas para
assegurar a separagdo dos calos com alta e baixa capacidade de regeneragdo. Os
metabolitos primarios sdo essenciais a manuten¢do da atividade celular por
serem precursores de macromoléculas ou atuarem como reservas energéticas.
Sdo derivados de compostos carbonados (carboidratos) e nitrogenados
(aminoacidos) que s3o assimilados pelos microrganismos como fontes de
nutrientes (Ward, 1991). Durante o desenvolvimento dos calos, os produtos do
metabolismo secundario t€ém sua origem no final da fase exponencial e

predominam durante a fase estacionaria, sendo estruturalmente, derivados dos
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produtos do metabolismo primario (Ward, 1991; Demain, 2000).

A determinacdo dos tipos ¢ dos niveis de carboidratos é de importancia
fundamental em calos considerados de alta capacidade de regeneragéo,
indicando potencialidades industriais na produgdo de plantas clonadas. As
alteracdes mais acentuadas nos niveis de carboidratos estruturais ocorrem na
fase de crescimento ativo, durante a formacdo de paredes celulares (McKee et
al., 1955).

Esse estudo sobre a caracterizagdo de macro e micronutriente em calos
de pimenta longa abre perspectivas para o entendimento de organogénese e,
futuramente, de embriogénese somdatica. Numa proxima etapa serdo avaliados
mais detalhadamente os efeitos do calcio, cobre, ferro, manganés e zinco no
processo de organogénese dessa espécie. Estratégia semelhante e recente tem
sido usada em girassol (Helianthus annuus L.) por Vasic et al. (2001), segundo
0s quais os macros e micronutrientes estdo fornecendo subsidios para separar
gendtipos com ativadores enzimaticos.

A dinamica da composi¢@o mineral ¢ uma area de particular importancia,
pois os ions inorganicos estdo envolvidos em varios processos associados ao
crescimento e desenvolvimento, ocasionando uma desordem fisiologica
(Johnson et al., 1987; Monro & Lee, 1987). O calcio esta relacionado com
eventos morfogenéticos vegetais por ser indutor do estabelecimento da
polaridade celular, que é considerada por diversos autores como a primeira etapa
no estabelecimento da embriogénese, atuar na formagdo da parede celular, no
processo de divisdo celular e como um dos principais agentes de tradugdo de
sinais enddgenos (Grover et al., 1998).

As modificacdes da textura de calos em desenvolvimento, provenientes
de segmentos foliares, sdo decorréncia de eventos morfologicos e bioquimicos
na parede celular, que ainda nao foram totalmente esclarecidos. A caracterizagdo

do perfil desses constituintes basicos da parede celular em calos classificados
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com alta e baixa capacidade de regeneragdo podera fornecer informacdes sobre
seqiiéncias alvo para um futuro programa de marcadores moleculares visando a
selecdo precoce de material com alta capacidade embriogénica, haja vista que
até o presente momento ndo existem informagdes nesse sentido para esta
espécie. Devido a aplicagdo comercial das piperdceas para produgdo de
principios ativos, a obtengdo de uma massa de célula com alta capacidade de
divisdo celular ¢ de suma importancia para maximizar o processo produtivo.
Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi otimizar as condi¢des do
meio de inducdo visando obter calos friaveis de pimenta longa a partir de
segmentos foliares e descrever as alteragdes nos valores dos didmetros e
viabilidade dos protoplastos, assim como, modificagdes nos teores de
carboidratos estruturais, ndo-estruturais € elementos minerais durante o
desenvolvimento de calos diagnosticados com alta e baixa capacidade de

regeneracao.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local
O experimento foi conduzido nos laboratérios de Propagacdo de Plantas,
Bioquimica e Fisiologia Molecular de Plantas, Citogenética e Ciéncias dos

Alimentos da Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG.

2.2 Desinfestacao de sementes, semeadura e obtencio do explante

Foram utilizadas sementes de pimenta longa, fornecida pela Embrapa
Amazonia Oriental, para obtencdo de plantulas a serem utilizadas como fonte de
explantes para o cultivo in vitro. Estas foram desinfestadas em solucdo
comercial de hipoclorito de sodio a 2,5% (v/v), acrescida de uma gota de
“Tween-20” por 100mL de solucdo desinfetante, durante 10 minutos, sob
agitacdo, e lavadas quatro vezes em agua destilada e esterilizada. Foi utilizado o
meio MS (Murashige & Skoog, 1962 — Tabela 1) a meia forca, sem
suplementacao de reguladores de crescimento, para a germinagdo. O pH do meio
de cultura foi ajustado para 5,7 e solidificado com é4gar a 0,7%. Apds a
semeadura, as sementes foram mantidas em ambiente de sala de crescimento
com as seguintes condigdes microclimaticas: temperatura do ar de 26°C,
umidade relativa do ar de 70%, fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro) sob
densidade de fluxo de fotons 25 pmol m™ s™'. Apés 12 dias de germinagio,
quando as sementes apresentavam 0,5cm de protusdo do sistema radicular, as
plantulas foram transferidas para o meio MS completo, procedendo-se a
repicagem para tubos de ensaio medindo (25 x 150 mm), contendo 15 mL de
meio de cultura, em condigOes assépticas para o estabelecimento in vitro. Apods a
repicagem, as plantulas foram conduzidas para sala de crescimento, cujas

condi¢des de ambiente foram as mesmas usadas durante a germinagao.
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TABELA 1 Composi¢do quimica do meio nutritivo de Murashige &
Skoog (1962) e suas respectivas concentragoes,
utilizadas nos experimentos com pimenta longa.
UFLA, Lavras, MG. 2002.

COMPONENTES CONCENTRACAO
DO MEIO (mg L)
NH;NO; 1650
KNO; 1900
Macronutrientes CaCl, 2H,0 440
MgSO, 7H,0 370
KH,PO, 170
MnSO,4 4H,0 22,300
ZnS0O, 7TH,0 8,600
H;BO; 6,200
Micronutrientes KI 0,75 0,830
N32M004 2H20 0,250
CuSO, 5H,0 0,025
CoCl,6H,0 0,025
FeSO, 7H,0 27,850
FeEDTA Na,EDTA 2H,0 37,250
Glicina 2,00
Misturas A.c@do Nicotinico 0,50
Orgénicas Piridoxina HCI 0,50
Tiamina HCI 0,50
Mio-inositol 100,00
Carboidrato Sacarose (g L) 30,00

2.3 Obtencao do meio de cultura para inducgio de calos friaveis

Para a indugdo de calos, utilizou-se o primeiro par de folhas emitidas
pelas plantulas apo6s 28 dias de estabelecimento, seccionado em discos foliares
(xlem”) e utilizado como explante, procedendo-se a inoculagdo desses
segmentos foliares em tubos de ensaio medindo 25 mm de didmetro por 150 mm
de comprimento, contendo 15 mL de meio de cultura de cada tratamento

(Tabela 2), em condi¢Ges assépticas. Apds a inoculagdo, os explantes foram
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mantidos em sala de crescimento, cujas condi¢des de ambiente foram as mesmas
usadas durante a germinacao.

TABELA 2 Composi¢do dos meios de cultura utilizados para indugéo
de calos em discos foliares de plantulas de pimenta
longa. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Reguladores de crescimento (uM)

Meio de cultura

ANA BAP 2,4-D
MS, (Controle) 0,000 0,00 0,000
MS, 2,685 4,44 9,045
MS, 18,090
MS; 27,135
MS, 8,88 9,045
MS; 18,090
MS, 27,135
MS, 5,370 4,44 9,045
MS; 18,090
MS, 27,135
MSio 8,88 9,045
MS;; 18,090
MS;, 27,135

As diversas combinagdes dos tratamentos constaram da interagdo, pré-
estabelecidas em experimentos teste, das auxinas ANA (acido «a-
naftalenoacético) e 2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) com as citocininas
BAP (6-benzilaminopurina), CIN (cinetina) e TDZ (thidiazuron uréia), dados
ndo descritos com objetivo de se obter melhor biomassa, friabilidade e
eliminagdo do escurecimento dos calos. Entretanto, nenhum outro resultado foi

melhor do que o apresentado no Tabela 2.

2.3.1 Delineamento experimental
O experimento foi instalado em delineamento experimental inteiramente
casualizado com 13 tratamentos e 20 repeticdes, mostrados no Tabela 2. Cada

parcela experimental constou de dez tubos de ensaio, cada um contendo um
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explante. Todas as operagdes de transferéncia dos explantes nos meios de cultura
foram realizadas em condigdes assépticas. Nesta fase, foi feito o registro do
crescimento dos calos formados a partir do 7° dia apos a inoculagdo até ao 63°
dia de cultivo continuo, e as variaveis de respostas dos tratamentos foram
avaliadas através das caracteristicas morfogénicas: coloracao e textura dos calos
e a porcentagem de explantes calejados e ndo-calejados ou oxidados, bem como
o peso de matéria fresca e seca dos calos. Esta ultima variavel de resposta foi
obtida apds a secagem do tecido fresco em estufa de ventilagdo forgada a 70°C

até o peso constante.

2.3.2 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram submetidos a andlise de regressdo através do
programa estatistico SISVAR 4.0 (Ferreira, 2000), enquanto que os efeitos dos
tratamentos foram estudados através da comparacdo de médias pelo teste de

Scott & Knott (1974) ao nivel de 5% de significancia.

2.4 Desenvolvimento dos calos

O tratamento que melhor induziu calos (Mg), mostrado no Tabela 2, teve
a seguinte composi¢do: suplementado com 18,090uM de 2,4-D + 8,88uM de
BAP + 5,37uM de ANA, a fim de obter quantidades suficientes dessa massa de
célula durante o desenvolvimento, partindo de segmentos foliares de pimenta
longa visando os experimentos das analises da curva de crescimento, citologica,
quimica e elementos minerais. O mesmo procedimento para inducdo de calos
nesta etapa foi mantido, de modo a obter uniformidade nos dados, analisados
quanto aos parametros investigados relacionados aos objetivos do nosso
trabalho. A partir do desenvolvimento dos calos, foram definidos intervalos de
sete dias, ap6s a inoculacdo, para a coleta dos materiais utilizados nas

avaliagdes, sendo os dados analisados, descritos ¢ submetidos a analise de
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regressdo através do programa estatistico SISVAR 4.0 (Ferreira, 2000),
enquanto os efeitos dos tratamentos foram estudados através da comparacdo de

médias pelo teste de Scott & Knott (1974) ao nivel de 5% de significancia.

2.5 Estabelecimento da curva de crescimento

A curva de crescimento de calos da pimenta longa foi determinada pelo
acompanhamento do desenvolvimento dos calos, descrito no item anterior. O
experimento foi conduzido sob delincamento experimental inteiramente ao
acaso, com 20 repeticdoes e mantido em ambiente de sala de crescimento com as
seguintes condigdes microclimaticas: temperatura do ar de 26 °C, umidade
relativa do ar de 70 %, fotoperiodo de 16h/8h (claro/escuro) sob densidade de
fluxo de fotons 25 pmol m™?s™'. O pH do meio de cultura foi ajustado para 5,7 e
solidificado com agar a 0,7% (p/v).

Os calos foram pesados a intervalos de sete dias, durante 63 dias,
totalizando 10 periodos. Em cada periodo, foram avaliados quanto a colorag@o e
peso de matéria fresca dos calos formados. Apos a determinagdo do peso fresco
(PF), os calos foram colocados em estufa de ventilagio forgada a 70 °C, até

obten¢do do peso constante, para determinar o peso seco (PS).

2.6 Determinacio do numero, didmetro e viabilidade de células nos calos

Para a determina¢do do nimero de células nas amostras coletadas aos 0;
7; 14; 21; 28; 35; 42; 49; 56 e 63 dias de desenvolvimento, foram utilizados
100 mg de calos previamente armazenados a -80 °C. Os calos foram
descongeladas gradualmente, por 30 minutos, em -20 °%C; 0°C; 4°C e
temperatura ambiente, e imediatamente fixados, em tubos de Eppendorf, numa
solugdo de acido acético e etanol 95% (v/v) na proporcdo de 1:3 por 24 horas
(Pinto, 1985).

O procedimento de Rijven & Wardlaw (1966) foi seguido com algumas
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modificagdes sugeridas por Pinto (1985). Apdés a fixagdo, agitou-se
manualmente a amostra, fez-se a centrifugagdo a 1300 rpm (£100g) por 10
minutos e retirou-se o sobrenadante (fixador). Em seguida, adicionaram 800 uL
de sorbitol (0,5M), agitando-se pausadamente e realizando-se duas lavagens
sucessivas apos o periodo de repouso de 15 minutos, respectivamente. Logo
apos, retirou-se o sobrenadante total (sorbitol), fez-se a hidrdlise em HCL 1IN
(1 mL) e as amostras foram colocadas em repouso na geladeira (4 °C) por 15
minutos. Em seguida as amostras foram transferidas para banho-maria a 60 °C
por 10 minutos, sob agitagdo (100 rpm). Logo apds a decantacao, substituiu-se o
sobrenadante (HC?) por sorbitol (0,5M), agitando-se manualmente e mantendo a
mistura em repouso por 15 minutos. As amostras foram lavadas em solugao de
sorbitol (0,5M) por trés vezes a cada 15 minutos, com agitacdo manual seguida
da decantacdo, obtendo-se uma aliquota homogeneizada que foi pesada e
comparada ao peso inicial.

Dessa aliquota, foi retirada outra aliquota de 200 uL, a qual foi pesada e
adicionada de 200 pL de extrato enzimatico, pectinase 2% (p/v) + celulase 20%
(p/v), dissolvidos em tampao citrato 0,1 M, o pH foi ajustado para 4,5, contendo
24 unidades de enzima por miligrama de amostra. A mistura foi inoculada em
banho-maria a 37°C sob agitagdo por 1 hora. Em seguida, ficou em repouso na
geladeira (4 °C) por 5 minutos e, posteriormente, foi lavada em solucio de
sorbitol (0,5M a 4 °C) por cinco vezes a cada 15 minutos. Da suspensdo de
células lavadas tomaram 100 pL e adicionaram 100 pL da solugdo de azul de
metileno (azul de metileno 0,1 g L™ + citrato de sodio 20 g L™), utilizada como
indicador da viabilidade celular (Fink & Kuhles, 1933), obtendo-se um fator de
diluicao (fd) igual a 45, procedimentos ajustados de Dias (2001). A partir dessa
mistura, aliquotas de 12 uL foram aplicadas na cadmara de Neubauer
(hemacitometro) e, ap6s 1 minuto de repouso para a sedimentacdo das células,

foi feita a contagem em microscopio Optico de campo claro Zeiss Jena com
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aumento de 400 vezes. O numero de células viaveis, inviaveis e totais € o
didmetro equatorial e polar das células, nos diferentes periodos de inducdo de
calos, foram registrados em cinco dos 25 quadriculos do quadrante central da
camara. O numero de células foi calculado pela seguinte formula recomendada

pelo fabricante (Bio-Rad Laboratories, 1992).

Z:nq><25><fd><104

n

NC =

NC = Numero de células;

> nq = soma algébrica do nimero de células contadas nos » quadriculos;
25 = numero total de quadriculos na camara;

fd = fator de diluicao utilizado;

10* = constante padrio da cimara;

n = numero de quadriculos contados, dentro dos 25 disponiveis.

As variaveis de respostas (nimero de células viaveis, ndo viaveis e totais
como também o didmetro polar ¢ equatorial) foram interpretadas por meio da
analise de variancia e as médias, comparadas de acordo com o teste Scott-Knott

a 5% de significancia.

2.7 Determinacao de carboidratos nao-estruturais totais e amido
Aproximadamente 1 g da matéria fresca das amostras de cada periodo de
indugdo de calos foi descongelado e homogeneizado em microtriturador do tipo
Polytron a temperatura ambiente. A homogeneizagdo foi feita com 15 mL de
adgua, sendo que 5 mL foram utilizados para a lavagem do blender do
microtriturador. O tempo de homogeneizacao foi de um minuto, utilizando-se a

velocidade maxima. O extrato obtido foi posteriormente levado ao banho-maria
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a 40 °C com agitagdo, durante uma hora. Logo apos, foi feita a centrifugagio a
3000G, por 20 minutos. O sobrenadante obtido teve seu volume final ajustado
para 15 mL e dele foram retiradas as aliquotas para quantificagdo dos agucares
soluveis totais pelo método da antrona (Dische, 1962). Pela diferenca entre o
teor de acucares soluveis totais, no mesmo extrato aquoso, os agucares redutores
foram quantificados pelo método de Nelson (1944).

O precipitado foi homogeneizado com 15 mL de tampao acetato de
potassio 0,1M, pH ajustado para 4,8 e colocado em banho-maria a 40 °C sob
agitacdo por quinze minutos. Em seguida foram adicionados 2 mL do extrato da
enzima amiloglucosidase, contendo 12,6 unidades da enzima em cada amostra e
colocado para incubar em banho-maria por 2 horas a 40 °C. Posteriormente o
extrato foi centrifugado a 3000G, por 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e
seu volume final ajustado para 20 mL quando entdo foram retiradas aliquotas
para quantificacdo do amido pelo método da antrona (Dische, 1962). Para
agucares soluveis totais, agucares redutores ¢ amido foi utilizada uma curva-

padrao de glicose (0 a 100 pg).

2.8 Determinacio das proteinas

Do material descongelado, aproximadamente 150 mg de calos foram
coletados e macerados em gral de porcelana com 5 mL da solugdo de extracdo
tampao fosfato de sodio 0,1 M e pH ajustado para 6,5. Apés a maceracdo, as
amostras foram centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos, obtendo-se o
extrato bruto. No sobrenadante, as proteinas soltiveis totais foram quantificadas
a partir de aliquotas de 50 uL do extrato a 4,5 mL de solucdo de coomassie
(10 mg de coomassie brilliant blue em 5 mL de etanol), determinadas pelo
método de Bradford (1976), ajustado a uma curva-padrao utilizando solugdo
padrio BSA (0,5 mg de BSA mL™" de NaCt 0,5 M). A leitura foi realizada em

comprimento de onda de 595 nm apo6s 30 minutos de reagdo.
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2.9 Extracio e doseamento dos compostos de parede celular

A parede celular de calos formados nos periodos de desenvolvimento, foi
extraida como descrito por Mitcham & McDonald (1992) com algumas
modificagdes. Apés a secagem a 70 °C em estufa de ventilagdo forgada até
obtenc¢do do peso constante, a massa de celulas foi triturada em homogeneizador
de tecidos (Polytron — Tekmar Company) com tampao fosfato a 0,1 M e pH
ajustado para 7,5 (300 mL) com adicdo de 0,02 % de azida sddica, 1 % de
dodecilsulfato de sdédio (SDS) e 1% (v/v) de 2-mercaptoetanol. Apds a
homogeneizagdo, o extrato foi deixado em repouso a 40 °C por 2 horas e depois
filtrado. O residuo foi lavado com o mesmo tampao fosfato a 0,1 M e pH
ajustado para 7,5 e filtrado a vacuo. Adicionou-se 200 mL da mistura
fenol:acido acético:agua (2:1:1) permanecendo a amostra em repouso por 20
minutos. Lavou-se novamente o residuo com o tampao fosfato. O residuo foi
ressuspenso em 150 mL de dimetilsufoxido (DMSO) 9:1, aquecido a 100 °C por
30 minutos e mantido em repouso durante a noite, em temperatura ambiente.
Apods a homogeneizagdo com cerca de 150 mL de tampdo acetato (0,1 M, pH
ajustado para 5,0), seguida de lavagem extensiva com agua destilada, filtrou-se o
material a vacuo. Para desamilificacdo, o residuo contendo a parede celular
isolada foi ressuspenso em 100mL de solugdo de amiloglucosidase
220 mg 100 mL™ (6300 unidades g"') em tampdo acetato de sédio, pH 4,5 e
incubado a 55°C por 2 horas. Em seguida, a mistura foi lavada com agua
filtrada e destilada. Este residuo contendo o material da parede celular foi
submetido ao teste do iodo com KI/I, para verificar a auséncia de amido.
Posteriormente, foi ressuspenso em S0mL de wuma mistura de
cloroférmio:metanol (1:1 v/v) e filtrado a vacuo, seguido de trés lavagens com
200 mL de acetona. O residuo, apds secagem a temperatura ambiente, constituiu

o material de parede celular.

52



2.9.1 Doseamento dos acticares totais nao celulésicos

O teor de aglcares totais ndo-celulosicos da parede celular foi avaliado
pelo método de antrona (Southgate, 1991). O material da parede celular isolado
foi submetido ao tratamento com TFA (acido trifoloroacético) 2 N a 121 °C por
uma hora. Evaporou-se o TFA e o residuo foi submetido a trés lavagens
sucessivas utilizando-se 1 mL de agua destilada e centrifugagdo. Os trés
sobrenadantes obtidos (lavagem I, II e III) foram utilizados para determinar o
teor de agucares totais nao-celulésicos e os residuos utilizados para determinar

os teores de celulose.

2.9.2 Substéncias pécticas

Foram extraidas segundo a técnica adaptada por McCready & McComb
(1952) e analisadas pela técnica modificada por Bitter & Muir (1962):

a) Pectinas totais

Para a quantificacdo das substancias pécticas totais contidas na parede
celular, amostras foram homogeneizadas (Polytron) em 25 mL de etanol 95 %
(v/v), deixadas em repouso por 30 minutos em geladeira e filtradas a vacuo. O
residuo do filtrado (agucares) foi submetido a duas lavagens sucessivas com
10 mL de etanol 75 % e, em seguida transferiu-se o precipitado para um becker,
contendo cerca de 50 mL de solugdo de Versene (5 g do sal tetrassodico de
EDTA e completar para 1000 mL de agua destilada), ajustou-se o pH para 11,50.
Posteriormente, deixou-se em repouso por 30 minutos em geladeira e o pH foi
ajustado para 5,0 com acido acético glacial (+ 3 gotas) e adicionou-se 100 mg de
pectinase (100 unidades) em agitagdo por 1 hora, completando-se para 100 mL
em baldo com solucao versene (0,5%) e filtrou-se. O filtrado foi utilizado para o
doseamento conforme uma curva-padrdo. O doseamento, baseado na curva-
padrio foi feito com uma aliquota (1 mL) em tubo de ensaio, seguido da adigdo

de 3 mL da solucdo de tetraborato de sodio decahidratado 0,025 M em H,SO,
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(2,4 2250 mL™), em banho de gelo, agitando-se os tubos levemente para evitar o
aquecimento, para posteriormente, coloca-los em banho-maria com agua
fervente por 10 minutos. Esfriou-se em banho de gelo, e colocou-se 100 puL. de
carbazol (0,125 % em etanol). Agitou-se levemente evitando o aquecimento, e
colocou-se em banho-maria com agua fervente por 15 minutos. A coloracdo
desenvolvida foi lida ap6s 30 minutos de esfriamento a 530 nm.

b) Pectinas soluveis

A pectina soluvel foi obtida utilizando-se amostras homogeneizadas
(Polytron) em 20 mL de etanol 95 % (v/v), deixadas em repouso por 1 hora e
filtrag@o a vacuo. O residuo do filtrado foi submetido a duas lavagens sucessivas
com 20 mL de etanol 75 % (v/v), recuperando o precipitado e transferiu-se para
um becker, em seguida, adicionou-se 20 mL de agua destilada e sob agitacdo de
1 hora para posterior filtragao. O filtrado diluido foi utilizado para o doseamento
conforme uma curva-padrido de acido galacturénico. O doseamento, baseado na
curva-padrio foi feito com uma aliquota (1 mL) do filtrado, seguido da adicdo
de 3 mL da solucdo de tetraborato de sddio decahidratado 0,025 M em H,SO,,
(2,4 2250 mL™), em banho de gelo, agitando-se os tubos levemente para evitar o
aquecimento, para posteriormente, coloca-los em banho-maria com agua
fervente por 10 minutos. Esfriou-se em banho de gelo, e colocou-se 100 pL de
carbazol (0,125 % em etanol). Agitou-se lentamente evitando o aquecimento e,
colocou-se em banho-maria com agua fervente por 15 minutos. Apos 30 minutos
de resfriamento, obteve-se a absorbancia em 530 nm. Pela porcentagem de

pectina soluvel em relacdo a total obteve-se a porcentagem de solubilidade.

2.9.3 Hemicelulose
A fragdo hemiceluldsica das amostras dos calos obtidos nos periodos de
desenvolvimento foi determinada seguindo as recomendacdes de Albersheim

etal. (1967) e os resultados obtidos foram expressos em porcentagem do
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material de parede celular. No precipitado, resultante da extragdo do oxalato de
amonia 0,5 % na obtengdo das substancias péctica, foi adicionado 40 mL de uma
solugdo de KOH (2 M), permanecendo a mistura em atmosfera de nitrogénio
(contendo NaBH,4 100 mM) por 12 horas. Apo6s a filtragdo a vacuo, ajustou-se o
pH do filtrado para 7,0 a 4 °C, com posterior dialise por 24 horas e liofilizacdo,

originando assim a fragdo hemicelulésica.

2.9.4 Celulose

O conteudo de celulose das amostras foi determinado
colorimetricamente pelo método da antrona, conforme Southgate (1991), a partir
de aliquotas de 0,1 mL, utilizando-se como padrdo celulose microcristalina
(Avicel — Merck). Amostra (2 mg) do residuo final de parede celular da
determinagdo de agucares totais, ap6s liofilizagdo, foi submetida a hidrdlise com
acido sulftrico 72 % (v/v) (3 mL), em banho de gelo com agitagdo intermitente

por 10 minutos. O extrato foi diluido para 2 mL com agua destilada.

2.9.5 Determinacao das fracoes de fibras.

A determinacdo de fragdo de fibras (FDN — Fibras detergentes neutro e
FDA - Fibras detergente acido) foi feita seguindo a metodologia descrita por
Van De Kramer & Van Ginkel (1952).

A fibra detergente neutro (FDN) foi determinada utilizando 500 mg da
massa seca de calos, previamente triturada em moinho com peneira de 20 mesh,
em tubo tecnal. Adicionaram 25 mL da solug¢do detergente neutro (74,44 g de
EDTA di-sodico + 27,24 g de tetraborato de sédio em 1000 mL de agua
destilada +120 g de sulfato laurico de so6dio + 40 mL de metoxietanol - metil
glicol, dissolver em 800 mL de agua destilada + 18,24 g de fosfato acido de
sodio diluido em 800 mL de agua destilada. Essas solugdes foram diluidas em

4000 mL de agua destilada e fervida durante 10 minutos). Em seguida,
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adicionou-se 0,2 mL de decaidronaftaleno (decalina), solugdo antiespumante,
para adicionar em seguida 0,5 g de sulfito de so6dio. Na etapa seguinte, o tubo
bem vedado foi levado ao digestor em temperatura de 100 °C durante 1 hora.
Imediatamente, foi realizada a filtragem em cadinho, previamente pesado, por
succdo. O residuo foi lavado com agua fervente ¢ em seguida, com 20 mL de
acetona. O cadinho foi colocado em estufa a 105°C durante 8 horas e,
posteriormente esfriado em dessecador seguido de pesagem. O teor de FDN foi
calculado pela expressao:

FDN = [(cadinho + residuo) — cadinho] / (peso da amostra) * 100

Fibra detergente acido (FDA) foi determinada utilizando-se 500 mg da
massa seca de calos, previamente triturada e selecionada em peneira de 20 mesh.
Adicionaram 25 mL da solucdo detergente acida (20 g de Brometo-Cetil-
Trimetilaménio — CTAB em 1000 mL de acido sulfurico 1 N). Em seguida,
adicionou-se 0,2 mL. de decaidronaftaleno (decalina), solugdo antiespumante.
Apds a vedagio os tubos foram submetidos a um refluxo em digestor a 100 °C
durante 1 hora. Imediatamente, foi realizada a filtragdo em cadinho, previamente
pesado, por sucgdo. O residuo (fibra) foi lavado com agua fervente e em seguida
lavado com 20 mL de acetona. Apds 8 horas a 105°C e resfriamento das
amostras em dessecador, o teor de FDA foi calculado pela expressao:

FDA = [(cadinho + fibra) — cadinho] / (peso da amostra) * 100

2.9.6 Lignina

Os teores de lignina foram determinados a partir da fibra detergente
acido, seguindo o método do permanganato de potassio (Van De Kamer & Van
Ginkel, 1952). A partir de 1 g de matéria seca de calos foi colocada em cadinhos
contidos numa bandeja de vidro com uma ldmina de adgua de 3 cm de altura.

Adicionaram 30 mL de solugdo combinada de permanganato (5 % (p/v) em
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agua, ¢ 6 g de nitrato férrico hidratado e 0,15 g de nitrato de prata - AgNO; em
100 mL de agua destilada; adicionaram 500 mL de acido acético glacial, 5 g de
acetato de potassio e 400 mL de alcool butil terciario, na proporgdo 2:1 em cada
cadinho, seguido de agitagdo por 15 minutos. Imediatamente, filtrou-se a
solucdo combinada de permanganato, a vacuo, recolocando-a, ja com a bandeja
seca, onde permaneceu em repouso durante 90 minutos. Filtrou-se a vécuo,
novamente, colocando-se os cadinhos numa bandeja limpa, com lamina de agua
de 3 cm, e adicionaram 30 mL da solugdo desmineralizadora [50 g de acido
oxalico diidratado (H,C,04.2H,0) em 700 mL de atanol 95 % (v/v), adicionando
50 mL de HCZE concentrado e 250 mL de agua destilada, misturando]. Apds 10
minutos, filtrou-se a solugdo a vacuo, removendo a solugdo desmineralizadora,
sendo que as fibras apresentaram a cor amarelada. Apds duas lavagens e
secagem a vacuo, procedeu-se uma lavagem com 30 mL de acetona, para
posteriormente secar a 100 °C durante 8 horas, seguido de pesagem. O teor de
lignina foi calculado pela expressao:

Lignina = [(cadinho+fibra) — (cadinho+lignina] / (peso da amostra)*100

2.9.7 Determinacao dos elementos minerais.

As determinagdes nos teores de N, P, K, Ca, Mg, Cu, Fé, Mn e Zn nos
calos provenientes de segmentos foliares coletados nos dez periodos (0; 7; 14;
21; 28; 35; 42; 49; 56 e 63 dias) de desenvolvimento foram efetuadas, segundo a
metodologia descrita por Malavolta et al. (1997). Os extratos da matéria seca dos
tecidos foram obtidos por digestdo nitrico-percldrica, cuja extragao foi realizada
por via seca. Procedeu-se a determinacdo do fésforo por colorimetria com
molibdato a vanadato de amodnio. O calcio, magnésio, cobre, ferro, manganés e
zinco foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atdmica e o
potassio por fotometria de emissdo de chama. Os teores de nitrogénio foram

determinados pelo método semi-micro Kjeldhal.
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2.10 Analises estatisticas

Foram efetuados analises de varidncia, posteriormente aplicadas a
regressdo polinomial para as variaveis de respostas obtidas nos experimentos,
através do programa estatistico SISVAR 4.0 (Ferreira, 2000) e os graficos

elaborados com o software Sigma Plot 2000 versao 6.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inducio e desenvolvimento de calos friaveis

Calos foram induzidos de discos foliares de plantulas de pimenta longa
nas diferentes interagdes das concentracdes de auxinas e citocinina. Porém, nao
houve a formagdo de calos quando esses reguladores atuavam isoladamente. Em
todos os teste observados, a interacdo das auxinas ANA e 2,4-D com a citocinina
BAP induziu a formag¢do da massa de calos em mais de 50% dos explantes
foliares, sendo a taxa de indugdo de calos dependente das concentragdes

aplicadas dos reguladores de crescimento (Tabela 3).

TABELA 3 Efeitos de diferentes concentragdes entre auxinas e
citocinina na inducdo de calos provenientes de discos
foliares de pimenta longa. UFLA, Lavras, MG, 2002.

% de Explante

Peso da Massa

Reguladores de Crescimento (uM) produzindo Fresca de Calo! Aparéncia
ANA BAP 24D Calos' + DP (mg+pp)  dosCalos
0 0 0 0 - -
2,685 4,44 9,045 56,9+24f 85,3+09] Fr-Vc
18,090 73,8+18d 118,5+1,21 Fr-Vc
27,135 75,7+1,2d 978,8+25b Fr-V
8,88 9,045 89,4+1,1b 872,5+23¢ Fr-Ve
18,090 96,2+08a 860,4+1,7d Fr-Ve
27,135 98,3+05a 1286,7+1,8a Fr-V
5,370 4.44 9,045 82,7+12¢ 874, 7+22¢ Fr-M
18,090 73,0+19d 652,6+18¢ Fr-Mc
27,135 64,1+2,1¢ 8774 +24c Fr-M
8,88 9,045 58,6 +08f 756,7+21¢€ Fr-Me
18,090 57,0+1,1f 663,7+34f Fr-Me
27,135 53,6+ 14f 164,3+4,1h Fr-Me

' Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
(p<0,05); DP=Desvio Padrio; Fr=Friavel, V=Verde, Vc=Verde Claro; Ve=Verde Escuro;
M=Marrom; Mc=Marrom Claro; Me=Marrom Escuro.
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O efeito dos tratamentos na defini¢do do meio apropriado para melhor
formagdo da massa celular foi significativo (Tabela 1A-Anexo) e os calos
friaveis foram induzidos com alta freqiiéncia quando as concentragdes de
27,135uM e 2,685uM das auxinas 2,4-D e ANA, respectivamente, interagiram
com a citocinina BAP (8,88uM), os quais apresentaram maior peso da matéria
fresca e coloracdo verde (Tabela 2). Altos teores de 2,4-D em relagdo a BAP
favorecem a friabilidade de calos, como relatam Hall & Zeroni (1980).

Em experimentos preliminares foram testadas concentragdes superiores a
27,135uM de 2,4-D, que apresentaram tendéncias a oxidagdo possivelmente pela
composi¢do de compostos fenolicos nos tecidos foliares da pimenta longa, o que
¢ comparavel aos resultados obtidos por de Liu et al. (1994), os quais relatam
que, em geral, o 2,4-D reduz drasticamente a producdo de compostos fendlicos
na cultura, o que ndo ocorre quando em combinacdo com ANA. No entanto,
Paiva Neto (1996) obteve melhor formacao de calos em segmentos foliares de
Moreira [Chlorophora tinctoria (L.) Guadichaud] quando utilizou 28,8uM de
2,4-D, isoladamente.

Tao et al. (2002) também observaram altas freqiiéncias na indugdo de
calos em segmentos foliares da espécie Citrus grandi, em concentragdes
superiores a 9,1uM e 10,7uM das auxinas 2,4-D ¢ ANA, respectivamente,
porém, essas concentragdes os calos apresentaram consisténcias e coloragdes
diferentes. Resultados similares foram obtidos por Te-chato & Rungnoi
(2000),quando investigaram a indugdo de embriogénese somatica em segmentos
foliares de Azadirachta excelsa, utilizando a combina¢do das auxinas ANA
(10uM) e 2,4-D (1uM), que promoveu maior proliferacdo de calos, com baixa
taxa de embrides somaticos; no entanto, quando a auxina 2,4-D (0,5-1uM) foi
combinada com a citocinina BAP (2uM) houve a formacao de alta taxa (96-
99%) de embrides somaticos, resultados que podem auxiliar nos objetivos de

nosso trabalho, visando também a melhor época de manejar os calos a fim de
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obter propagacdo comercial através da organogénese indireta. Em trabalhos
recentes, Alloufa et al. (1999), ao desenvolveram métodos para a obtengdo de
calos em acerola (Malpighia glabra L.) a partir de segmentos foliares cultivados
em meio nutritivo de MS, concluiram que a interagdo de 2,4-D (0,5 ¢ 10uM) e
Cinetina (0,5 e 5uM) indicou o melhor ganho de biomassa celular. Em
tratamentos testes (dados ndo mostrados), usou-se a cinetina interagindo com
2,4-D, contudo os resultados foram menos expressivos comparados a interacao
com BAP.

Os dados observados na Tabela 1 revelam que as concentragdes testadas
de 2,4-D em combinagdo com 8,88uM de BAP foram eficientes na formacdo de
calos friaveis e de coloragao verde quando interagiram com 2,685uM de ANA,
mas quando a concentragdo de ANA foi superior, houve declinio tanto na
formagdo como no peso dos calos e a coloracdo aproximando-se do marrom,
indicando necrose dos tecidos formados (Figura 1).

Varios fatores podem influenciar na colorag@o e consisténcia de calos.
Declerck & Korban (1996), estudando a influéncia de reguladores de
crescimento e diferentes fontes de carbono em segmentos foliares de Prunus
persica L. Bastsch cv. Elberta, em meio nutritivo MS com metade da
concentracdo dos sais, constataram que a presenca da citocinina TDZ produziu
calos verdes e de consisténcia compacta e a presenga auxina 2,4-D, calos friaveis
de coloragdo verde amarelada. Ressalta-se que o uso do TDZ em combinagdo
com 2,4-D induziu calos de boa aparéncia, porém o incremento foi muito
inferior quando comparado a auséncia de TDZ.

Esse resultado nos possibilita afirmar que a citocinina BAP foi a que
melhor se destacou na formacdo da massa celular de pimenta longa a partir de

segmentos foliares na interagdo com as auxinas 2,4-D ¢ ANA.
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FIGURA 1 Peso e aspecto de calos fridveis (VC=Verde Claro, V=Verde,
VE=Verde Escuro, MC=Marrom Claro ¢ M=Marrom) formados a
partir de segmentos foliares de pimenta longa em diferentes meios
de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Nesse trabalho, ja foi possivel promover a indugdo e desenvolvimento de
calos em explantes foliares de plantulas de pimenta longa cultivados em meio
nutritivo MS, suplementados com concentra¢des das auxinas (2,4-D e ANA) e
da citocinina (BAP). O melhor desempenho dessas massas celulares foi
observado utilizando as concentragdes de 27,135; 2,285uM e 8,88uM,
respectivamente, apds 63 dias de cultivo continuo, quando notou-se uma
desaceleracdo do crescimento, necrose, escurecimento e secamento,
possivelmente devido a exaustdo de nutrientes, inibicdo da absorcdo de
nutrientes, evaporagdo acompanhada pelo aumento na concentracdo de alguns

nutrientes e acumulacdo de fenolicos e metabolicos, dos quais alguns podem ser
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toxicos. Resultados semelhantes também foram obtidos por Sahoo et al. (1997),
Frello et al. (2002) e Koroch et al. (2002) investigando a regeneracdo in vitro de
Morus indica, Campanula carpatica ¢ Echinacea purpurea, respectivamente, a

partir de segmentos foliares.

3.2 Anailise da curva de crescimento médio da matéria seca de calos

A Figura2 apresenta a curva de crescimento da massa celular
determinada a partir de segmentos foliares de pimenta longa oriundos de
plantulas germinadas in vitro.

O resultado da analise de variancia (Tabela 1A-Anexo) detectou
significancia (p<0,05%) durante o ciclo de desenvolvimento dos calos e
(Tabela 2A — Anexos) indicou a necessidade do regulador de crescimento para
inducdo expressiva de calogénese em segmentos foliares de pimenta longa
(Tabela 1).

Pela tendéncia da curva, verificou-se que a matéria seca dos calos
formados, em cada periodo de cultivo, ajustou-se ao modelo logistico e
assemelha-se aos padrdes mencionados nos trabalhos de Pescador et al. (2000) e
Largura et al. (2002) em pimenta longa. Na Figura 3, observa-se a partir do 21°
dia apos a inoculagdo, um incremento acentuado da matéria seca relativa até o
42° dia, para posterior decréscimo, enquanto os valores absolutos no ganho de
peso da matéria seca tendem a estabilizar-se apoOs esse periodo, 42° dia. Entre o
21° ¢ o 42° dia, nota-se um comportamento linear estabilizado ndo havendo
diferencas no ganho de matéria seca; pressupde-se o equilibrio no metabolismo
celular favorecendo uma intensa atividade na divisdo celular. Santana et al.
(2001) relatam que o crescimento celular é ativo e as células adquirem

competéncia para o procedimento da repicagem, na fase linear.
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FIGURA 3 Crescimento relativo ¢ absoluto de calos formados com base na
matéria seca a partir de segmentos foliares de pimenta longa. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

Analisando a Figura 3, observa-se um aumento absoluto da concentragio
celular de cerca de 25,5 vezes o valor inicial, apos 63 dias de cultivo, no entanto
esses valores podem ser aumentados com a utilizagdo de outras estratégias de
cultivo, como em biorreatores de bancada. Em cultura de células, Pescador et al.
(2000) avaliaram o crescimento celular em calos fridveis de pimenta longa
durante 24 dias em ambiente continuo e observou um aumento na concentragao
celular de 8,5 vezes ao valor inicial.

Embora o crescimento maximo de calos tenha sido detectado no 56° dia
de cultivo (Figura 2), final da fase de estabilizacdo, percebe-se, na Figura 3, que
o declinio de matéria seca apds o 42° dia foi superior a 50% ¢ a aparéncia desses
calos (Figura 4) tendeu ao escurecimento, possivelmente pelo decréscimo da

disponibilidade de substancias minerais e energéticas no meio de cultura. E
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importante determinar o nutriente limitante na espécie em estudo, pois através
desses teores nutricionais pode-se conhecer melhor o controle sobre a
longevidade da fase de maxima atividade de divisdo celular (Aitchison et al.,

1977).
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FIGURA 4 Aparéncia de calos formados a partir de segmentos foliares de
pimenta longa até 63 dias de cultivo continuo. UFLA, Lavras, MG,
2003.

No presente trabalho, o ciclo de desenvolvimento de calos de pimenta
longa in vitro foi observado em aproximadamente nove semanas de cultivo
continuo (Figuras 4). Os dados referentes ao acimulo de matéria seca se
ajustaram ao modelo logistico. Na fase observada de crescimento lento, nas trés
primeiras semanas, ocorreu pouco incremento de matéria seca, havendo
possivelmente apenas divisao celular (Nacif, 1991; Magalhaes, 1991 e Torres et
al., 2001). A duracao dessa fase esta muito relacionada com a quantidade inicial

de inéculo, sendo que maiores quantidades prolongam este periodo inicial
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(Santana et al., 2001); por conseguinte, nesse experimento foram utilizados
85 mg de indculo inicial, média dos segmentos foliares (periodo 0).

Na fase de crescimento ativo, que compreendeu do 21° ao 56° dia,
ocorreu um incremento de 96% na matéria seca (Figuras 3 ¢ 5). Nessa fase pode
ocorrer tanto divisdo celular como uma intensa absor¢do de solutos por parte das

células, o que caracteriza a expansao do tecido.

3.3 Anailises citolégicas

Com o intuito de entender melhor os eventos relacionados com o
desenvolvimento de calos, uma caracterizagdo morfologica dos protoplastos de
calos com alta capacidade de regeneragdo (ACR) e baixa capacidade de
regeneracdo (BCR) foi realizada (Figura 5 e 6, respectivamente).

Além disso, o corante azul de metileno pode ser aplicado sobre a

capacidade embriogénica em analise dessa massa de célula.

FIGURA 5 Calos de pimenta longa de coloracdo verde obtidos de explantes
foliares classificados como de alta capacidade de regeneragdo
(ACR). UFLA, Lavras, MG, 2003.
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FIGURA 6 Calos de pimenta longa de coloragdo marrom obtidos de explantes
foliares classificados como de baixa capacidade de regeneragdo
(BCR). UFLA, Lavras, MG, 2003.

Durante a fase de crescimento lento, que ocorreu, nas trés primeiras
semanas de cultivo, os calos com alta capacidade de regeneracdo apresentaram
protoplastos com um didmetro médio em torno de 24 um (Figura 7A), enquanto
as células oriundas de calos com baixa capacidade de diferenciagdo possuiam
um didmetro médio de 46 um (Figura 7B) para essa mesma fase. Essa tendéncia
basicamente permaneceu durante a fase de crescimento ativo, do 21° ao 56° dia,
quando os didmetros médios dos protoplastos foram de 24 e 50 um,
respectivamente, para calos com ACR e BCR (Figura 7). E sabido que células
pequenas, isodiamétricas, com nicleo volumoso e citoplasma denso, sdo tipicas
de células em divisdo (Esau, 1985 e Fahn, 1988), como aquelas observadas no
mesocarpo ¢ no endocarpo do fruto de maracuja (Nacif, 1991). Em trabalho
recente com protoplastos de citros visando obter linhagens diploides e
tetraploides, os autores conseguiram separar células pelo diametro, sendo as
linhagens diploides classificadas na faixa de 20 a 25 um de didmetro médio,
enquanto as poliploides possuiam diametros superiores, entre 32,5 a 40 pm (Hao
et al., 2002).

Os autores também utilizaram o didmetro para distinguir células em diferentes
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estadios do ciclo celular. Os marcadores celulares morfoldgicos também tém
sido utilizados para distinguir células guardas, células epidérmicas e células do
mesofilo daquelas adjacentes (Schroeder et al., 1984; e Elzenga et al., 1991).
Nesta pesquisa, considerando a fase de crescimento ativo como ideal para a
repicagem de material vegetal, como sugerido por Santana et al. (2001), quando
sdo comparados os calos com alta capacidade com os de baixa capacidade de
regeneracdo (Figura 7 e, Tabelas 4A e 5A-Anexos), percebe-se um menor
diametro médio dos protoplastos desse primeiro grupo de tecido, sendo esse
valor de aproximadamente 24 um entre o 21° e 56° dias de cultivo e de 50 um,
para o mesmo periodo, quando as células apresentaram baixa capacidade de

regeneragdo (Figura 7).
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FIGURA 7 Relagdo entre o nimero, didmetro e viabilidade de protoplastos de

pimenta longa registrada a intervalo semanal, até 63 dias. UFLA,
Lavras, MG, 2003.

No agrupamento das células em diferentes classes de didmetro

(Figura 8), percebem-se mais claramente os menores didmetros dos protoplastos
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obtidos de calos com alta capacidade de regeneragdo. Os protoplastos com ACR
estdo na faixa de 20 e 35 um de didmetro, enquanto, nos protoplastos de BCR,
estdo acima de 35um. Além disso, quando se compara a viabilidade desses
protoplastos oriundos de calos com alta e baixa capacidade de regeneragdo, por
meio da coloragdo com azul de metileno, percebe-se uma queda de 50 % da
viabilidade dos protoplastos que estdo no final de cultivo, para os dois tipos de
calos (Figura 7). Observa-se um incremento gradativo da proporgao das células
inviaveis, concomitante com o decréscimo das viaveis ao longo do
desenvolvimento dos calos, no final desse ciclo, com valor de aproximadamente

50% para os dois tipos de calos (Figura 7 e Tabela 4A e 6A-Anexos).
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FIGURA 8 Proporgdes distintas dos diametros de protoplastos obtidos de calos
de pimenta longa provenientes de explantes foliares. UFLA, Lavras,

MG, 2003.
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Esse teste de viabilidade utilizando o azul de metileno ja foi aplicado em
cebola (Enciclopédia Microsoft Encarta, 1999), alho (Marques et al. 1999),
como também em levedura (Smart et al., 1999; Boyd et al., 2002) ¢ em bactérias
(Weniger et al., 2001).

Durante o ajuste da metodologia para o teste de viabilidade, variou-se a
concentracdo do azul de metileno (0,01 a 0,1 % v/v), a quantidade da massa
celular e o tempo de coloragdo. Além disso, foi realizado um outro teste,
utilizando-se protoplastos oriundos de calos com ACR aos 28 dias de cultivo in
vitro, ou seja, na fase de crescimento ativo. Parte desses protoplastos foi
submetida ao congelamento a -20 °C durante 4 horas e a outra por¢io & fervura
por 10 minutos. Nesses dois grupos de amostras foi verificada, na sua totalidade,
a presenca de células inviaveis utilizando azul de metileno, haja vista que, de
acordo com Gavilanes (1995), esse corante tem valor extraordinario como vital.
Visualiza-se na Figura 9 que o corante detectou diferencas entre a viabilidade de
protoplastos da massa celular com alta e baixa capacidade de regeneragdo. No
entanto, por ser um método qualitativo e por somente indicar se a célula esta
viva ou morta, ndo discrimina se esta tem ou ndo a capacidade de se dividir.
Contudo, a queda da viabilidade pode ser considerada um indicativo das perdas
das atividades vitais das células. Denota-se, portanto, que esse parametro
sozinho ndo ¢ suficiente para inferir sobre a intensidade da divisdo celular. Os
dados deste trabalho sobre o didmetro dos protoplastos ¢ a curva de crescimento

colaboram com esta afirmag@o quando se trata de pimenta longa.
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FIGURA 9 Viabilidade de protoplastos de alta (ACR) e baixa (BCR) capacidade
de regeneragdo, corados com azul de metileno aos 21, 28, 35 ¢ 42
dias de cultivo. UFLA, Lavras, MG, 2003.
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No entanto, em trabalhos com células de fumo, o azul de metileno, ndo
foi eficiente para diferenciar as células viaveis das inviaveis (Widholm, 1972). O
autor considera que alguns detalhes metodoldgicos poderiam ter sido
aprimorados, tais como a concentragdo do corante, que foi 0,01%, e o meio de
composi¢do em que as células se desenvolveram, que pode ndo ter sido ideal
para que o azul de metileno agisse adequadamente. Além disso, o autor utilizou
células com parede celular, o que pode ter prejudicado a coloragdo. Um outro
aspecto interessante ¢ que nas pesquisas realizadas por Widholm (1972), o autor
recomenda utilizar uma concentragdo mais elevada desse corante, ja que ele ¢
um corante de exclusdo, embora, no procedimento da dilui¢do para a contagem
das células, basicamente para a pimenta longa, obteve-se melhor coloragdo na
concentracdo de 0,05% (v/v). Um outro ponto que deve ser ressaltado é a
utilizacdo de outro corante para averiguar a viabilidade celular em pimenta
longa. O diacetato de fluoresceina (FDA), por exemplo, é um corante que
comprovadamente atua em células de culturas de diferentes idades e em
diferentes espécies (Widholm, 1972; Carneiro et al., 1999 e Hao et al., 2002).

Além disso, no momento da observagdo, as caracteristicas

meristematicas das células viaveis devem ser consideradas.

3.4 Analises bioquimicas
3.4.1 Carboidratos nao-estruturais

Os teores de acticares totais, redutores e nao-redutores observados desde
a inoculagdo dos explantes até 63 dias de crescimento in vitro de calos sdo
apresentados na Figura 10. A analise da variancia dos dados obtidos (Tabela 8A-
Anexos) mostrou que o teor desses agucares foi significativo (p<0,05) em

relagdo ao periodo de cultivo.
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FIGURA 10 Teores de acgucares soluveis totais (A), redutores (B) e ndo-
redutores (C) registrados durante o crescimento de calos de pimenta
longa com meio de cultura MS enriquecido com 2,4-D ¢ ANA
combinado com BAP. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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No inicio da fase de crescimento lento, os teores de agucares soluveis
redutores e totais apresentaram tendéncia de crescimento até o 21° dia,
estabilizando-se até o 35° dia, com posterior redugdo até o 63° dia ap6s o cultivo.
Esses resultados indicam um acumulo de carboidratos até a fase de
desaceleracdo e declinio na formag¢do da massa celular. O incremento dos teores
desses agucares, na fase inicial da formagdo de calos, possivelmente esta
relacionado com o aumento na divisdo celular, no entanto, a redugao nas fases
de estabilizacdo e o declinio da massa celular indicam que esse incremento esta
relacionado provavelmente com a energia utilizada, assim como com um
esgotamento no meio de cultura, concordando com os trabalhos realizados por
Paiva Neto (1996), que estudou calos originados de segmentos foliares de
moreira (Chlorophora tinctoria), e por Serra (1999), em castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa), espécie nativa da Amazonia.

Em funcdo da importancia das moléculas de agiicares nos processos
metabolicos (Lehninger et al., 2000) e segundo alguns autores (Kikuchi et al.,
1995; Magnaval et al., 1997; Yeo at al., 1998), que observaram variagdes no teor
de aglcares predominantes em calos embriogénicos, indicando que nessas
massas celulares os niveis de aglcares sdo maiores que nos calos nfo-
embriogénicos, argumenta-se que os calos que apresentam maiores niveis de
aclcares podem responder mais favoravelmente a inducdo de um processo
embriogénico. No presente trabalho foram verificadas diferencas entre os niveis
dos agticares totais nos calos (Tabela 7A-Anexos) com alta e baixa capacidade
de regeneracdo, na fase de crescimento ativo, o que comprova a maior atividade
celular. E possivel que estes componentes tenham exercido efeito direto na
diferenciacdo dos calos embriogénicos, mostrados na Figura 3, a partir dos 35
dias de cultivo em ambiente continuo. Diante das evidéncias, ¢ muito provavel
que esse grupo de agucares tenha sido utilizado para a formagdo dos

componentes de parede celular durante a fase de crescimento dos calos nesse
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periodo.

3.4.2 Proteina e amido
Na Figura 11 observam-se os teores de proteina e amido de calos
provenientes de segmentos foliares de pimenta longa, ao longo dos 63 dias de

desenvolvimento in vitro.
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FIGURA 11 Teores de proteina (A) e amido (B) registrados durante a formagao
de calos de pimenta longa proveniente de segmentos foliares de
pimenta longa. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Nota-se que os teores de proteina apresentam comportamentos
significativos (p<0,05) pelo resultado da analise de varidncia (Tabelas 10A e
14A-Anexos) em relagdo ao periodo de cultivo e quando comparados aos calos
de alta e baixa capacidade de regeneragdo, conforme as médias entre esses
fatores (Tabela 18 A-Anexos).

Os niveis de proteinas foram mais altas no inicio da fase de crescimento
ativo dos calos mais precisamente aos 28 dias de cultivo apds o cultivo, para em
seguida haver um decréscimo acentuado. Esses altos niveis de proteinas
coincidem com a sintese de novas proteinas pela presenga de amonio no meio de
cultura (George et al., 1988), possivelmente por serem utilizadas nas diversas
rotas metabodlicas envolvidas no desenvolvimento de calos devido,
principalmente aos calos com alta capacidade de regeneracao (Figura 9 e Tabela
22A-Anexos). Outro fator determinante no crescimento da biomassa pode esta
relacionado a presenga do nitrogénio fornecido pela combinagdo dos sais de
amonio e sais de nitrato. A assimilagdo de nitrogénio pelos calos provavelmente
ocorre através da redugdo do nitrato a amoénia e, conseqlientemente, da formacao
de aminoacidos (Paiva Neto, 1996; Serra, 1999; Ferreira et al., 2000 ¢ Redgwell
& Fischer, 2002).

Com relagdo aos niveis de amido, reserva energética dos organismos
vegetais, nas fases de crescimento celular observa-se um decréscimo relativo
(Figura 9) desde a inoculagdo do explante no meio de cultivo até a fase de
declinio, aos 63 dias. Esta diminuigdo no teor de amido possivelmente esta
relacionada com o fornecimento de energia e compostos intermediarios
necessarios para o crescimento da massa celular, no acimulo da matéria seca
que também ocorreu aos 28° dias. O decréscimo na concentragdo de amido
antecedeu os aumentos nos niveis relativos de aclcares solaveis totais e
redutores, o que leva a sugerir que partes desse incremento nos agucares

deveram-se a hidroélise do amido, tal como ocorreu em banana (Marriott &
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Palmer, 1980; Stover & Simonds, 1987), péssego (Shandu et al., 1983) e caqui
(Sarria & Honorio, 1998).

Magalhdes (1991) observou também um incremento nos niveis absolutos
de amido na fase de crescimento ativo da massa celular em jabuticaba
(Myrciaria jaboticaba Berg). No entanto, ha afirmativas de que durante a
formacao de frutos de café (Coffea arabica L.) ha um decréscimo no teor de
amido dos ramos (Cooil, 1954; Patel, 1970; Rena et al., 1983) e das folhas
(Patel, 1970), sendo tanto mais intenso quanto maior a producdo (Cooil &
Nakayama, 1953), de que ocorreu esgotamento de carboidratos em plantas que
sofreram secas dos ramos (Nutman, 1933) e de que ramos sem frutos
normalmente tém mais amido do que ramos com frutos (Janardhan et al., 1971).
Isto confirma os resultados obtidos em calos provenientes de segmentos foliares
de pimenta longa, tecidos jovens em que a divisdo celular e a capacidade de
regeneracio aumentam (Pierik, 1989). E importante salientar que tanto os niveis
relativos de proteina quanto os de amido foram diferentes estatisticamente entre
os calos com alta e baixa capacidade de regeneracdo, conforme visualizados na
Tabela 18 A-Anexos e, os efeitos dos periodos de cultivos foram significativos
(p<0,05), conforme demonstrado no resumo da analise de variancia (Tabela

10A-Anexos).

3.4.3 Analises dos compostos de parede celular

Pela Figura 12 observa-se que houve aparentemente um aumento no teor
de pectina soluvel nos calos de alta capacidade de regeneracdo, em relagdo aos
calos considerados de baixa capacidade de regeneragdo, a partir da fase de
crescimento ativo, o que possivelmente ocorreu devido a sintese de pectina

durante o desenvolvimento desses calos.

78



4500

®—ps-= 2390,4+20,5T-0,2T2 R2=90,l7%

4000 -

3500 +

3000 H

2500 -

Pectina soluvel (mg 100g" MS)

®— P1=9200,8-52,2T R2:95,17%

20000 -
15000 -

10000 -

N’\a

14000 1 — ® PT=11691,9-42,5T R2:92,63%

5000 -

Pectina Insoluvel (mg IOOg'] MS)

12000 H

Pectina Total (mg 100g'l MS)

N 1

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Periodo (Dias)

FIGURA 12 Teores de pectina soluvel, insoluvel e total registrados durante o
crescimento de calos de pimenta longa, com meio de cultura MS
enriquecido com 2,4-D e ANA combinado com BAP. UFLA,
Lavras, MG, 2002.
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Os teores de pectina solivel comparados nos calos de alta e baixa
capacidade de regeneragio (3448 e 3260 mg 100 g de matéria seca, Tabela
19A-Anexos), respectivamente, que logo apds a fase de crescimento ativo,
sofreram um declinio porque talvez tenha ocorrido uma baixa solubilizacdo de
pectinas (Tabelas 19A e 22A-Anexos), o que pode ser explicado aparentemente
pela baixa atividade da enzima poligalacturonase, ¢ porque provavelmente
outras enzimas atuam no processo de desenvolvimento de calos em pimenta
longa. Resultados similares aos desse trabalho foram encontrados por Matsui &
Kitagawa (1989), Ben-Arie et al. (1996) e Vasconcelos (2000) em frutos de
caqui (Diospyros kaki), segundo os quais, devido a baixa atividade de
poligalacturonase, o teor de pectina soluvel parece decrescer.

Nos tecidos vegetais o calcio encontra-se normalmente na parede celular,
formando ligagdes entre residuos de acido galacturdnico, responsavel pela unido
de cadeias pécticas adjacentes. O complexo calcio-pectina relatam Alonso et al.
(1997) e Vasconcelos (2000), atua como um cimento fornecendo firmeza ao
tecido, confirmando os estudos de Burns & Pressey (1987), segundo os quais a
presenca de calcio em adi¢do a insolubilidade do material péctico inibe a
degradacido dos tecidos pela poligalacturonase.

Com relagdo a pectina total, solivel e insoluvel o resumo da analise de
variancia (Tabelas 11A ¢ 19A-Anexos) mostra que houve efeito significativo
(p<0,05) dos calos com alta e baixa capacidade de regeneracdo em relagdo ao
longo do periodo de cultivo em sistema continuo, mantendo o mesmo
comportamento das massas formadas nos periodos de crescimento ativo
(Tabelas 15A e 22A Anexos). Uma das fungdes principais das pectinas ¢ a
coesdo através da formagio de pontes de Ca’™ entre moléculas adjacentes (Jarvis,
1984), conferidas pela propor¢ao elevada de acido galacturdnico presente nesse

tipo de molécula.
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Observa-se um aumento no teor de celulose (Figura 14A) com o avango
do crescimento da massa celular no incremento da matéria seca,
independentemente da fase, tanto em calos com alta como nos de baixa
capacidade de regeneracdo (Tabelas 20A e 22A-Anexos). Os efeitos
significativos (p<0,05) entre esses niveis de celulose nos calos formados no
periodo de cultivo continuo, resultados apresentados nas Tabelas 12A e 16A-
Anexos, sdo devido a textura friavel dessas massas celulares, que provavelmente
inicia pela agdo das celulases (Mitcham & McDonald, 1992 e Lima, 1997) no
entrelacamento das microfibras, possibilitando que outras enzimas, inclusive a
poligalacturonase (PG), tenham acesso a seus substratos. Estes efeitos também
foram causados pelo baixo teor de calcio (Tabelas 26A e 27A-Anexos), na
composi¢do da parede celular, em calos de alta capacidade de regeneragio,
comparados com os de baixa capacidade de se regenerar, o que é comparavel aos
estudos realizados por Tobias et al. (1993) quando verificaram teor baixo de
calcio em frutos de maca (Sorbus brasiliensis) e por Oll¢é et al. (1996) em frutos
de manga (Mangifera indica), os quais apresentavam um decréscimo no teor de
polissacarideos ndo-celuldsicos e aumento no de celulose. Segundo Evangelista
et al. (1996), o calcio fortalece a estrutura da parede celular pelo atraso e/ou
modificagdes nas mudangas quimicas da parede celular.

Com o desenvolvimento da massa celular, observou-se uma pequena
diminuigdo no teor de hemicelulose (Figura 13B) em calos com alta capacidade
de regeneracdo apods a fase de crescimento ativo; houve também menores teores
de hemicelulose nos calos de baixa capacidade de regeneragdo, o que permite
relacionar com as atividades das enzimas poligalacturonase (PG) e
pectinametilesterase (PME) e a solubilizagdo das pectinas soluveis, a degradagao
de hemicelulose, favorecendo aparentemente o desenvolvimento dos calos
friaveis de pimenta longa, o que ¢ comparavel aos trabalhos relatados por

Bicalho (1998) e Vasconcelos (2000). A hipotese ¢ plausivel, uma vez que a
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concentracdo nos calos se reduziu drasticamente até o final do ciclo de cultivo

continuo, aos 63 dias.
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FIGURA 13 Teores de celulose (A) e hemicelulose (B) registrados durante o
crescimento de calos de pimenta longa com meio de cultura MS
enriquecido com 2,4-D ¢ ANA combinado com BAP. UFLA,

Lavras, MG, 2002.
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Essa queda desse grupo de carboidratos, juntamente com a tendéncia de
queda da pectina soltvel (Figura 10), sdo indicios de desestruturagdo da parede
celular mais intensa dessas células, o que pode comprometer a posterior divisdo
para a multiplicacdo do tecido em desenvolvimento.

Num estudo préoximo, comparando amostras de calos com alta e baixa
capacidade de regeneragdo, ¢ essencial o entendimento da participacdo das
enzimas hidroliticas de parede no desenvolvimento de calos, tais como a
poligalacturonase, pectinametilesterase ¢ glucanose, concomitante a atividade
dessas enzimas; sera necessario um fracionamento da parede celular,
acompanhado por andlises em cromatografia gélica e gasosa, a fim de identificar
componentes que sejam importantes nesse processo.

As fracdes das fibras de detergente acida (FDA) e neutra (FDN)
apresentaram efeitos significativos (p<0,05) (Tabela 13A e 17A-Anexos)
quando foram comparados calos de alta e baixa capacidade de regeneragdo no
incremento de matéria seca do desenvolvimento da massa celular nos 63 dias de
cultivo continuo (Tabela 21A-Anexos). A redugdo dos teores dessas fragdes na
fase de crescimento lento na formacdo de calos em segmentos foliares de
pimenta longa (Figura 14) ¢ atribuido a baixa disponibilidade da agdo
fermentativa dessas fragdes, em detrimento da composigdo estrutural da parede
celular. Contudo, na fase ativa, os teores das fragdes de detergente acida e neutra
foram aumentando expressivamente até a fase de estabilizagdo da massa celular,
para posteriormente decrescer, coincidindo com o declinio do desenvolvimento
desses calos formados em detrimento a oxidagao observada (Figuras 5 e 7). Esse
comportamento possibilita afirmar que os niveis dessas fibras se elevam na fase
ativa devido a baixa disponibilidade de carboidratos estruturais ¢ ao declinio nos
teores de lignina e possivel acdo de polifendis na parede celular, o que se

assemelham aos relatos de Bressani et al. (1972) e Teixeira et al. (1995).
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neutra (FDN) e lignina em funcdo da formagdo de calos proveniente
de segmentos foliares de pimenta longa. UFLA, Lavras, MG, 2002.
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Os teores de lignina observados foram significativos (p<0,05) em relacdo
aos calos com alta e baixa capacidade de regeneracdo, resultados apresentados
na analise de variancia (Tabelas 13A e 17A-Anexos), mas equivalentes aqueles
encontrados nos estudos de Wilson (1993;1994), relatando os efeitos das fibras
de detergente acida e neutra em relagdo a lignina no tecido foliar de forrageiras.
Viarios trabalhos mostram que a deslignificagdo de folhosas ¢ positivamente
correlacionado com o teor de celulose nos tecidos e mais fracamente
correlacionada com o teor de hemicelulose (Amidon, 1981; Kibblewhite et al.,
1998 e Santos, 2000), assemelhando-se aos resultados encontrados em nosso
trabalho, quando é comparado o desenvolvimento dessas massas celulares nas
atividades celulares de alta e baixa capacidade de diferenciacdo (Tabela 22A-
Anexos).

Portanto, o real efeito da lignina na estrutura celular de calos formados a
partir de segmentos foliares parece ser algo de consideravel complexidade,

exigindo estudos mais especificos a respeito da molécula de lignina.

3.4.4 Andlises dos elementos minerais

Os teores de macro e micronutrientes durante o desenvolvimento de
calos classificados em alta e baixa capacidade de regeneragdo, obtidos a partir de
segmentos foliares de pimenta longa, sdo apresentados nas Tabelas 25A e 26A-
Anexos.

O resumo das analises de variancia para os teores e os acimulos dos
elementos minerais nos calos de pimenta longa no periodo de desenvolvimento e
na fase de crescimento ativo sdo demonstrados nas Tabelas 17B e 18B.

Foram verificadas diferengas significativas entre os tipos de calos e
idades dos mesmos para os teores de todos os nutrientes analisados. A interacdo
entre idade e tipo de calo (baixa e alta capacidade de regeneragdo) sé foi

significativa para os teores de cobre, ferro e zinco.
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3.4.4.1 Macronutrientes

A avaliagdo no teor dos macronutrientes (N, P, K, Ca ¢ Mg) em fungdo
do tipo e idade dos calos esta mostrada na Figura 15.

Com excec¢do do calcio, os teores dos outros macronutrientes estudados
decresceram com a idade dos calos.

Os teores de nitrogénio, fosforo, potassio e magnésio (Figura 15)
tenderam a decrescer com o periodo de cultivo devido ao crescimento da massa
celular proveniente dos segmentos foliares de pimenta longa. Esse decréscimo
caracteriza um efeito de diluicdo, ja que o crescimento dos calos ocorreu numa
velocidade maior que a absor¢do desses elementos.

Os maiores teores de N foram observados nos calos com alta capacidade
de regeneragio, com valores médios de 5,50 dagkg”. Nos calos de baixa

regeneracio, esses valores forma de 3,41 dag kg™ (Tabela 4).

TABELA 4 Teores médios de elementos essenciais (macronutrientes)
do crescimento de calos com alta (ACR) e baixa (BCR)
capacidade de regeneragdo de pimenta longa na fase de
crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Nitrogénio (dag kg')  Fésforo (dagkg')  Potéssio (dag kg™)

Calos Media + DP Media + DP Media + DP
ACR 5,50+0,82a 0,37 +0,007 a 3,32 +0,060 a
BCR 3,41+0,73b 0,22 +0,008 b 1,17 £0,028 b

DP: Desvio Padrao; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

Vasic et al. (2001) observaram teores de nitrogénio variando de 3,197 a
5,53 dag.kg”. da variedades de girassol, estando proximos aos observados neste

trabalho, dentro desse intervalo.

86



Nitrogénio (dag kg'l)

Potassio (dag kg™)

)

=]
N
W

>

o
= 020 -
3
50,15 ]
20,10
an

<
= 0,05 |

0,00

S =~ N W B~ U N O NV W R N 3 ®

*~ N= 5,9—%—(),01'[‘-0,001'[’2 R2: 95,56%

A

“— P= O,4+0,001T—0,001T2 R2: 93,87%

@

D

17 Mg :O,Z-O,OOIT-O,OOOIT2 R= 95,20%

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Periodo de Cultivo (dias)

0 7 14 21 28 35 42 49 56 63

Periodo de Cultivo (dias)

0,6

104

102

Fosforo (dag kg™)

Calcio (dag kg™)

FIGURA 15 Teores de nitrogénio (A), fosforo (B), potassio (C), calcio (D) e
magnésio (E) registrados durante o crescimento de calos de
pimenta longa com meio de cultura MS enriquecido com 2,4-D e
ANA combinado com BAP. UFLA, Lavras, MG, 2002.

Malavolta et al. (1997) relatam que nos tecidos vegetais, o nitrogénio € o
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elemento mineral que a planta requer em maior quantidade. Na cultura de
tecidos, o nitrogénio pode ser suplementado na forma de nitrato (NOj3’), de
amdnio (NH;") ou de compostos organicos como uréia e aminoacidos (Torres et
al., 2001). Em trabalhos anteriores, em que foi avaliada a fonte preferencial do
nitrogénio para o cultivo in vitro de pimenta longa, foi verificada melhor
absor¢ao na forma de nitrato (Santiago, 1999). Nesta forma, o nitrogé€nio
também propicia altas taxas de crescimento para espécies como cenoura (Reinert
et al., 1967), roseira (Nash & Davies, 1972) e quebra-pedra (Becker, 1997).

Os teores de nitrogénio (Figura 15A) tendem a decrescer com o periodo
de cultivo devido ao crescimento da massa celular proveniente dos segmentos
foliares de pimenta longa. Pelo resumo da analise de variancia (Tabelas 23A e
24A-Anexos), foi observada diferenca significativa quando se compararam calos
com alta e baixa capacidade de regeneracdo; no entanto, o elemento potassio nao
foi significativo quando foram comparados esses tipos de calos nos periodos de
crescimento ativo (do 21° ao 42° dia); todavia sdo analisados os efeitos da
interagdo dos calos aos periodos ativos, os niveis de significancias (p<0,05)
ocorram em todos os elementos macros, inclusive o microelemento manganés.
Com base nos teores desse macronutriente, ndo se podem diferenciar os calos de
alta com os de baixa capacidade de regeneragdo.

Em soja (Glycine max) foi verificado que o nitrogénio pode causar uma
atividade mais elevada de enzimas nos calos e, conseqiientemente, estimular
tanto a organogénese como embriogénese somatica, relatam Curtis & Smarelli
(1987). Para a pimenta longa, numa etapa posterior de pesquisa, a manipulagao
das dosagens ¢ fontes de nitrogénio sera importante para se obter a
embriogénese somatica, visando a produgao do safrol.

Os maiores teores de fosforo foram observados nos calos com alta
capacidade de regeneragdo (Tabela 4). Vasic et al. (2001) observaram teores de

fosforos na faixa de 0,1 a 0,36 dagkg' em calos de variedades de girassol,
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sendo os valores observados neste trabalho dentro deste intervalo.

Na organogénese, o fosforo esta envolvido na diferenciagdo da parte
aérea, desempenhando importante papel no metabolismo energético, na
regulacdo e ativagdo de processos enzimaticos, além de ser elemento essencial
para a sintese de ATP (Torres et al., 2001). Nesse trabalho, os teores de fosforo
verificados, tanto no periodo de cultivo como na fase de crescimento ativo de
calos, tiveram comportamentos decrescentes (Figura 15B), possivelmente pela
fonte e concentragdo desse macronutriente no meio. No meio de cultivo,
utilizou-se fosfato de potassio monobasico na concentragdao de 1,25 mM, como
fonte de fosforo, concentragao considerada baixa para algumas culturas (Installe
et al., 1985). Segundo Heller et al. (1968). A complementagao com uma fonte
organica se mostra eficaz na promog¢ao do crescimento do tecido in vitro de
cenoura, assim como a fonte inorginica em plantulas (Santiago, 1999) e em
plantas (Sousa, 2001) de pimenta longa.

Da mesme forma que se observou o nitrogénio e fosforo, o teor de
potassio foi maior em calos de alta capacidade de regeneragdo.

O potassio ¢ importante na regulacdo do potencial osmético da célula e
na ativacdo de varias enzimas do metabolismo de carboidratos e proteinas,
comentam Torres et al. (2001). Nesse trabalho, observa-se que os teores de
potassio (Tabela 4 e Figura 15C) apresentaram uma drastica redugdo na fase de
crescimento lento, para posterior estabilizagdo, possivelmente ocasionada pelo
metabolismo simples do ion K™ (Caldas et al., 1999 e Torres et al., 2001). Essa
redugdo se deve, provavelmente, ao efeito de diluicao.

Os teores de calcio apresentaram diferencas significativas em calos com
alta e baixa capacidade de regeneragdo, conforme resumo da analise de variancia
(Tabelas 23A e 24A-Anexos), visualizagdo na Figura 15D. Observa-se um
ligeiro aumento desse elemento no ciclo de 63 dias de cultivo, devido a

participagdo desse ion (Ca') na estrutura da parede celular ¢ como co-fator de
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enzimas (Redgwell & Fischer, 2002). Considerando os tipos de calos, o maior
teor do referido cation em calos com baixa capacidade de regeneracdo (Tabela 5)
pode estar relacionado com uma maior firmeza da parede celular imposta pelo
pectato de calcio (Jarvis, 1984 ¢ Torres et al., 2001). Alguns autores também
observaram um impedimento especial na parede celular provocado pelo calcio,
que impede a ag¢do da poligalacturonase e pectinametilesterase (Carpita, 1996 e
Redgwell & Fischer, 2002). Neste contexto, um outro aspecto interessante
observado foi que calos com alta capacidade de regeneracao apresentaram indice
de solubilizagdo e pectina soluvel superiores aos calos com baixa capacidade
(Tabelas 19A e 22A-Anexos). Isto evidencia um maior indice de interconversao
de componentes pécticos na parede celular desses calos, o que propicia uma
situacdo mais adequada para a divisdo celular, extremamente necessaria para a

multiplicacdo dos tecidos in vitro.

TABELA 5 Teores médios de elementos essenciais (macronutrientes)
do crescimento de calos com alta e baixa capacidade de
regeneracdo de pimenta longa na fase de crescimento
ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Calos Calcio (dag kg™) Magnésio (dag kg™)
Media = DP Media = DP
ACR 0,49 +0,020 a 0,16 +0,006 a
BCR 0,23 +0,012b 0,05 +0,003 b

DP: Desvio Padrao; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

Esse incremento na solubilizagdo dos componentes pécticos esta
relacionado com a despolimerizacdo desse grupo de agucares, sendo um
indicativo de dissolugdo parcial da parede celular (Redgwell & Fischer, 2002).
No sistema in vitro, esses fendmenos podem explicar que o fragmoplasto esteja
mais prontamente acessivel para a divisdo celular, no entanto, as evidéncias

encontradas neste trabalho necessitam ser testada por meio da atividade da
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poligalacturonase e pectinametilesterase, como também de analises de
cromatografia gélica e gasosa em parede celular isolada em calos com alta e
baixa capacidade de regeneracdo da pimenta longa.

Observando a variag@o nos teores de calcio em fungdo do tipo de calos e
do periodo de -cultivo, verifica-se o inverso do ocorrido com outros
macronutrientes estudados. Segundo Malavolta (1980), o calcio é um dos
macronutrientes de apresenta baixa mobilidade dos tecidos vegetais, havendo,
portanto, pequena ou nenhuma translocagdo para os partes em crescimento,
acumulando-se em maior concentracdo nos tecidos mais velhos. Os teores de
calcio observados neste trabalho estdo abaixo dos observados por Vasic et al.
(2001) em calos de girassol.

Os teores de magnésio (Figura 15E) apresentaram diferencas
significativas (p<0,05) quando calos com alta e baixa capacidade de regeneracao
(Tabelas 27A - Anexos) foram comparados. Os calos apresentaram teores que
oscilaram de 0,20 a 0,08 mg kg' de matéria seca (Tabela 25A-Anexos).
Observa-se que na fase de crescimento ativo os calos com alta capacidade de
regeneracio apresentaram niveis relativos aproximadamente 0,16 mg kg de
matéria seca (Tabela 5) porém, na fase de declinio (apds 56° a 63° dia) esses
valores foram reduzidos a metade. Pressupde-se que este fato seja devido a
participacdo desse ion como co-fator importante para varias enzimas envolvidas
na respiragdo, fotossintese ¢ na sintese de DNA e RNA, com o que concordam
Torres et al. (2001).

Vasic et al. (2001) observaram teores de magnésio variando de 0,086 a
0,096 dag kg de matéria seca. No presente trabalho foram observados valores

superiores ¢ inferiores a esse.
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3.4.4.2 Micronutrientes
Os teores médios dos micronutrientes (Tabelas 6 ¢ 7) observados em
calos obtidos a partir de segmentos foliares de pimenta longa, durante os 63 dias

de cultivo in vitro, sdo visualizados na Figura 16.

TABELA 6 Teores médios de elementos essenciais (micronutrientes)
do crescimento de calos de pimenta longa com alta
(ACR) e baixa (BCR) capacidade de regeneragdo na
fase de desenvolvimento ativo. UFLA, Lavras, MG.

2002.
calos Cobre (mg kg™) Manganés (mg kg™)
Media + DP Media + DP
ACR 19,1 +028a 2432 +4179a
BCR 47+0,10b 138,5 £3,005b

DP: Desvio Padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

TABELA 7 Teores médios de elementos essenciais (micronutrientes)
do crescimento de calos de pimenta longa com alta
(ACR) e baixa (BCR) capacidade de regeneragdo na
fase de desenvolvimento ativo. UFLA, Lavras, MG.

2002.
calos Ferro (mg kg™) Zinco (mg kg™)
Media + DP Media + DP
ACR 376,1 +10,126 a 388.8+11,106 a
BCR 165,6 6,743 b 128,5+5210b

DP: Desvio Padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas colunas néo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).
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FIGURA 16 Teores de cobre (A), manganés (B), zinco (C) e ferro (D) durante o
desenvolvimento in vitro de calos proveniente de segmentos
foliares de pimenta longa. UFLA, Lavras, MG, 2002.

De modo semelhante ao observado para o calcio, os teores de
micronutrientes aumentaram durante o periodo de crescimento dos calos,
provavelmente devido a baixa mobilidade dos mesmos nos tecidos vegetais. Foi
verificada, também, maior concentracdo desse nutriente em calos com baixa
capacidade de regeneracdo.

Outra explicagdo para o aumento nos teores desse micronutrientes com o
periodo de cultivo, segundo Torres et al. (2001), é a sua participagdo na

oxida¢do e hidroxidacdo de compostos fendlicos, atuando como co-fator
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enzimatico. Segundo Caldas et al. (1999), o cobre, 0 manganés, o zinco ¢ o ferro
sdo elementos minerais essenciais para as plantas clorofiladas, mesmo em
tecidos que ndo sdo fotossintetizantes, como calos.

O teor de cobre (Figura 16A) apresentou variagdes crescentes de 8,90 a
49,50 mg kg'l de matéria seca, no ciclo de 63 dias de cultivo in vitro, dados
mostrados na Tabela 26A-Anexo. Pela andlise da variancia (Tabelas 23A e 24A-
Anexos), observa-se que os efeitos foram significativos tanto nos periodos de
cultivo (63 dias) como na fase de crescimento ativo, do 21° ao 42° dia, quando se
comparam calos com alta e baixa capacidade de regeneragao (Tabela 6 ¢ Tabela
27A-Anexo), acima dos teores observados por Vasic et al. (2001) em variedades
de girassol.

Observa-se, pelo resumo da analise de variancia (Tabela 23A e 24A-
Anexos), o efeito significativo (p<0,05) nos teores de ferro, tendendo ao
crescimento, e posterior declinio na fase de estabilizacdo (Figura 16D). O
aumento nesses teores beneficiou a sintese de proteinas ferrosas provavelmente
envolvidas na absor¢do do nitrogénio, haja vista que a forma quelato de ferro
com EDTA (etilenodiaminotetracetato) é absorvida facilmente pelas células,
conforme relatos de Ojima & Ohira (1978), Caldas et al. (1999) e Torres et al.
(2001). Na fase de desenvolvimento ativo, do 21° ao 42° dia, os niveis
significativos (p<0,05) de ferro mantiveram comportamento crescente, com
tendéncia a estabilidade, a medida que essas massas celulares apresentavam
perda de matéria fresca e coloragdo marrom, fenomeno também observado por
Vagera & Havranek (1983) em cultura de fumo. Torres et al. (2001) descrevem
que uma das caracteristicas do ferro, além da participagdo das reacdes de
oxirredugdo nos cloroplastos, na mitocondria e nos peroxissomos, ¢ de estar
presente em varios metabolitos.

A variagdo nas concentracdes de manganés em calos a partir de

segmentos foliares de pimenta longa, durante o ciclo de cultivo in vitro, se
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ajustou ao modelo quadratico (Figura 16B). Pelo resumo da analise de variancia,
esses teores apresentaram significancia (p<<0,05) quando comparados calos com
alta e baixa capacidade de regeneragdo, observando-se maiores teores nos calos
de baixa capacidade de regeneragdo.

O aumento relativo aos 63 dias de cultivo foi superior a 100%,
152 mg kg™ a 379,6 mg kg™ entre o periodo inicial e final (Tabela 26A-Anexos),
embora esse incremento seja de aproximadamente 30% quando comparados
calos com alta e baixa capacidade de regeneracdo (Tabela 6). Provavelmente,
isto se deve ao fato de este micronutriente, segundo Torres et al. (2001), ser
considerado mais importante e apresentar funcdo provavel na defini¢do da
estrutura das proteinas metalicas envolvidas na respiracao e fotossintese, o que
confere ao relato de Caldas et al. (1999), segundo os o manganés € capaz de
inibir o metabolismo do nitrogénio.

A amplitude de variagdo nos teores de manganés observada no presente
trabalho foi além da observada em girassol por Vasic et al. (2001).

O aumento nos teores de zinco na fase inicial da formagdo de calos
contribuiu para o desenvolvimento dessas estruturas celulares. Comparando a
Figura 16B com a Figura 17C, observa-se que quando teor de fosforo diminui, e
o teor de zinco aumenta. Essa interacdo negativa entre o fosforo e zinco foi
observada por Barbosa (1994) em aroeira-do-sertdo (Myracroduon urundeuva
Fr. All.) e por Machado (1998) em maracujazeiro-amarelo (Passiflora edulis f.
flavicarpa Deg.), ambos sob condigdes in vitro.

Esse micronutriente, segundo Torres et al. (2001), ¢ importante
componente na rota biossentética das auxinas contidas no meio de cultivo. O
aumento nos teores € mais evidenciado na fase de crescimento ativo, tendendo a
se igualar na fase de estabilizagdo, para posterior declinio no desenvolvimento
de calos.

De modo semelhante ao observado com cobre, ferro e manganés, a
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amplitude de variacdo na concentragdo desses micronutrientes foi maior que a

observada por Vasic et al. (2001) em girassol.
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4 CONCLUSOES

e As auxinas ANA (&cido a-naftalenoacético) e 2,4-D (4cido 2.4-
diclorofenoxiacético), em combinagdo com a citocinina BAP (6-
benzilaminopurina), foram os reguladores de crescimento indispensaveis a
inducdo de calos em segmentos foliares de pimenta longa;

e Maior taxa de indugdo de calos foi obtida inoculando-se segmentos
foliares de plantulas de pimenta longa em 27,135uM de 2,4-D + 2,285uM de
ANA + 8,88uM de BAP;

e  Os calos induzidos com auxinas ANA (4acido a-naftalenoacético) e 2,4-D
(acido 2,4-diclorofenoxiacético), em combinacdo com a citocinina BAP (6-
benzilaminopurina), a partir de segmentos foliares de pimenta longa
apresentaram trés faixas de crescimento lento, ativo e estabilizacdo, com duracao
aproximada de 21, 35 e 7 dias, respectivamente;

e O corante azul de metileno permitiu separar protoplastos de alta e baixa
capacidade de regeneracdo provenientes de calos de pimenta longa a partir de
segmentos foliares;

e Os diametros dos protoplastos com alta capacidade de regeneracdo sdo
de aproximadamente 25 um, enquanto os dos de baixa capacidade de
regeneragdo estdo acima de 35 pum;

e Os teores de agucares soliveis totais, proteinas, amido, celulose e
hemicelulose sdo superiores em calos com alta capacidade de regeneracdo. Ha
uma tendéncia no aumento da pectina soliivel com o periodo de cultivo.

e (Quanto aos elementos minerais, tanto os macronutrientes como o0s
micronutrientes estudados foram superiores em calos com alta capacidade de
regeneracdo. Neste contexto, calos com alta capacidade de regeneragdo sdo
devidos ao maior teor de calcio, a maior solubilizacdo de pectinas e & maior

reserva energética (amido);
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e Os teores de nitrogénio, fosforo, potassio e magnésio, tenderam a
decrescer com o periodo de cultivo, caracterizando um “efeito de dilui¢dao™. Ja a
concentracdo de calcio, cobre, ferro, manganés e zinco, acompanhou o aumento
na producdo de matéria seca, explicada pela pouca mobilidade e translocagdo

dos mesmos para as partes em crescimento no tecido vegetal.
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CAPITULO 3

ESTUDOS ANATOMICOS DE PLANTAS DE PIMENTA LONGA
(Piper hispidinervium Candolle, De Candolle) CULTIVADAS IN
VITRO E ACLIMATIZADAS

RESUMO

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Estudos anatdomicos de plantas de
pimenta longa (Piper hispidinervium Candolle, De Candolle) cultivadas in
vitro e aclimatizadas. 2003. Cap.3, p.112-139. Tese (Doutorado em
Agronomia / Fitotecnia) — Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

Caracteristicas anatomicas da folha, caule e raiz de pimenta longa cultivada in
vitro ¢ aclimatizada foram estudadas. A epiderme foliar ¢ plurisseriada,
constituida de células retangulares e apresenta tricomas tectores pluricelulares
concentrados na margem e na nervura mediana. Na superficie adaxial
observamos a presenga de idioblastos oleiferos. As células oleiferas estdo
presentes tanto nas plantas aclimatizadas como nas cultivadas in vitro, nos
diferentes tecidos da folha, caule e raiz, sendo mais concentradas nas folhas, no
parénquima lacunoso. Os estdmatos estdo presentes tanto na superficie foliar
adaxial como na abaxial (anfiestomaticos), sendo mais abundantes na abaxial.
Os tricomas secretores concentram-se em ambas as faces da folha, sendo
encontrados também no caule e raiz, nas condi¢des estudadas. No caule observa-
se a epiderme uniestratificada, com a presenca de numerosos tricomas tectores.
A epiderme da raiza ¢ também uniestratificada. A diferengca observada no
mesofilo foliar da planta aclimatizada em relagdo a cultivada in vitro foi
influenciada pela epiderme adaxial. As revelagdes contidas nesse estudo indicam
que a espécie pimenta longa pode ser cultivada em condi¢des de baixa
luminosidade.

Termos para indexagdo: Piper hispidinervium; Piperaceae; anatomia.

" Comité Orientador: Renato Paiva, PhD (Orientador) - UFLA, Dr. Marcelo Murad
Magalhaes — UFLA/CNPg-Projeto Genoma.
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ABSTRACT

SANTIAGO, Edson José Artiaga de. Anatomical studies of longo pepper
(Piper hispidinervium C.DC.) cultivated in vitro and acclimatized plants.
Chapter 3, 2003. p.112-139. Thesis (Doctorate in Crop Science). — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG."

Anatomical characteristics of leaves, stem and roots of long pepper cultivated in
vitro and acclimatized were studied. The leaf epidermis is pluseriate with
rectangular cells and it is consisted of pluricellular tector trichomes concentrated
at the edge of intercostals rib. On the adxial surface it ws observed the presence
of oily idoblasts. The oil cells are present in both plants (in vitro cultivated and
acclimatized) in leaf, shoot and root tissues being more concentrated in the
spongy parenchyma of tissues. The stomates are present in both adaxial and
abaxial surfaces (amphistomatic), and it was more abundant in the abaxial side.
The secretors trichomes concentrated on both surfacesof the leaf. It was also
found in stems and roots. The stem has an epidermis uniestratified with the
presence of many trichomes. The root epidermis is also uniestratified. The
adaxial epidermis was only found in acclimatized plants. Results of these studies
indicate that long pepper might be cultivated under low light intensity.

Index terms: Piper hispidinervium; Piperaceae; anatomy.

" Guidance Committee: Renato Paiva, PhD (Major Professor) - UFLA, Dr. Marcelo
Murad Magalhdes — UFLA/CNPg-Projeto Genoma.
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1 INTRODUCAO

A pimenta longa, espécie pertencente a familia Piperaceae, um das
plantas aromaticas da Amazdnia, destaca-se pelo seu cultivo em areas
desmatadas e/ou degradadas e como uma alternativa de exploragdo auto-
sustentavel na regido. Para Sengupta & Ray (1987) e Santiago (1999) a
simplicidade do sistema de produgdo, a rusticidade da espécie e a facilidade no
manejo da cultura e na producdo do 6leo essencial incentivam a sua exploracdo
comercial nos locais em que o cultivo é conduzido por pequenos agricultores
reunidos em associagdes e cooperativas.

Diversas espécies da familia piperacea acumulam substancias volateis
em Orgdos anatdmicos especificos. Do ponto de vista de exploracdo da
biodiversidade vegetal, quando esse determinado 6rgdo contém um substrato
renovavel (ex: folha, flor, fruto e semente), ¢ possivel extrai-lo sem eliminar a
planta. Nesse sentido, a pimenta longa tem sido considerada uma fonte de 6leo
essencial ecologicamente correta. No entanto, grande parte dos 6leos essenciais
mundialmente comercializados sdo oriundos de cultivos racionais e, sempre que
possivel, estabilizados genética e climaticamente, o que garante a
reprodutibilidade do perfil quimico do produto explorado (Siani et al., 2000).
Gavilanes (1981) relata que pesquisas de anatomia foliar podem conduzir a
solugdes para problemas relacionados com a multiplicacdo, melhoramento e
cultura dos vegetais, principalmente plantas nativas brasileiras, que
eventualmente possam vir a apresentar interesses econdmicos, 0s quais carecem
de pesquisas dessa natureza.

O estudo anatdmico dos orgdos vegetativos da pimenta longa é pouco
conhecido, principalmente de plantulas micropropagadas in vitro. Aspectos da

anatomia dos Orgdos vegetativos dessa espécie e suas estruturas secretoras de
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plantas in vivo, objetivando caracterizar a morfologia externa e a estrutura
organizacional analisando quantitativamente os apéndices epidérmicos, foram
investigados por Nascimento (1997), o que ndo invalida um estudo comparativo
com as condi¢des de crescimento in vitro, que por certo proporcionara reducdo
de tempo, utilizando a micropropagacao, em escala comercial.

A estrutura interna da lamina foliar se altera bastante de acordo com a
intensidade luminosa (Mitchell, 1979; Whatley & Whatley, 1982; Esau, 1985 ¢
Coombs & Hall, 1989). Segundo esses autores, as folhas apresentam a cuticula
desenvolvida a medida que a intensidade luminosa aumenta, sendo mais
espessas e menores; o mesofilo ¢ bem desenvolvido, com parénquimas
palicadico e esponjoso bem diferenciados; o niimero de camadas de células do
parénquima palicadico também € maior, com menor espago intercelular e maior
area de superficie externa de paredes, além de possuir células mais alongadas.

Os estdmatos sdo estruturas através das quais as plantas estabelecem as
trocas gasosas com o ambiente (Esau, 1985). Ocorrem em todas as partes aéreas
da planta, sendo mais abundantes nas folhas. E bem conhecidos que o nimero de
estomatos varia entre as espécies (Hirano, 1931 ¢ Meidner & Mansfield, 1968) e
sua densidade depende do meio em que as folhas se desenvolvem (Eckerson,
1908; e Penfound, 1931). Nascimento (1997) reporta que em pimenta longa
estas estruturas encontram-se ligeiramente abaixo das demais células
epidérmicas, observando-se graos de amido em suas células subsidiarias.

A epiderme é a camada (ou as camadas) de células mais externas de
todos os 6rgdos da planta, durante todo o crescimento primario (Cutter, 1986).
Muitas das suas caracteristicas estruturais podem relacionar-se com as fungdes
que esse tecido desempenha na qualidade de camada de células em contato com
o ambiente externo a planta (Esau, 1985). Os tricomas s3o apéndices
epidérmicos com fungdes geralmente ecolodgicas, isto €, de adaptagdo da planta

ao meio, como defesa contra herbivoros e patdogenos (Levin, 1973; Werker &
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Fahn, 1988), atracdo de insetos uteis, como os polinizadores, ¢ repulsdo dos
nocivos (Goodwin & Mercer, 1972) e redugdo da perda de agua pela
transpiracdo e temperatura foliar, aumentando a reflexdo da luz pela superficie
das folhas (Werker & Fahn, 1981).

O cambio vascular, meristema que produz xilema e floema secundarios,
¢ chamado comumente de meristema lateral, para diferencia-lo do meristema
apical, por ocupar posi¢cdo lateral no caule e na raiz nas espécies que possuem
crescimento secundario (Esau, 1985). O autor comenta que as células do cambio
vascular ndo se ajustam ao conceito usual de células meristematicas, isto &,
células com citoplasma denso nucleos grandes e amplamente vacuolizadas, e
ocorrem em dois formatos: inicial fusiforme, mais longas do que largas, e inicial
radial, ligeiramente alongadas a aproximadamente isodiamétrica.

O tecido vascular compreende as células do floema, xilema e fibras
associadas. O floema consiste de varios tipos de células com parede celular
delgada, ricas em contetido celular; sob o ponto de vista do desenvolvimento,
pode ser classificado em tecidos primarios, derivados do procdmbio, e
secundarios, que se originam no cdmbio vascular e refletem a organizacio deste
meristema pelo fato de possuirem os dois sistemas, axial e radial (Esau, 1985),
enquanto as células do xilema, por sua vez, formam um tecido estrutural e
funcionalmente complexo, associado ao floema, distribuindo-se sem interrupgcao
pelo corpo vegetal e relacionada com a condugdo de agua, armazenamento e
sustentacao.

Gay & Hurd (1975) reportam que uma das respostas das plantas que t€ém
sido de grande interesse ¢ a mudanca na densidade de estdomatos devido a
elevacdo da pressdo parcial de CO,. Todavia, a densidade estomatica ¢ sujeita a
variagdo em um numero de niveis. Grandes diferencas sdo encontradas entre
espécies e cultivares. Em uma planta individual, as folhas completamente

expandidas exibem gradientes ontogenéticos dentro do espagamento de
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estomatos. A densidade de estomatos é também fortemente afetada pelas
condi¢des de crescimento: intensidade de luz, disponibilidade de agua,
disponibilidade de nutrientes e nivel de CO,.

Gupta (1961) relata que a densidade estomatica € inversamente
proporcional a area da lamina foliar e conclui que o nuimero absoluto de
estdbmatos ¢ constante, com folhas de mesma linhagem individual, afirmando
ainda que quando as plantas de uma mesma espécie se desenvolvem em
ambientes diferentes, a mesma correlagdo ¢ observada.

As espécies vegetais possuem a faculdade de desenvolver diferentes
estruturas anatdmicas e morfologicas quando crescem em condigdes ambientais
adversas. Dentro de uma mesma planta ocorrem diferencas entre folhas
crescendo em distintas posi¢des na copa devido a quantidade de luz que recebem
(Bjorkman, 1981) durante o crescimento.

O ambiente de cultivo condiciona as mudangas estruturais de
transplantados durante o processo de aclimatizagdo das espécies antes de serem
levadas ao ambiente de campo (Fidelis, 1998). Segundo Pyykko (1966), células
epidérmicas com paredes espessadas estdo relacionadas com ambientes secos,
condicionam folhas protegidas por uma epiderme cutinizada, de maneira que as
trocas gasosas com a atmosfera sdo largamente limitadas aos ostiolos.

Faltam estudos relacionados com a anatomia foliar, como também da
raiz e caule da pimenta longa, que visam a propagagao e cultivos racionais com
interesse comercial. Sdo varios os aspectos que dependem, em grande parte, da
adaptagdo das plantas ao ambiente (Salatino et al., 1986). Esses autores relatam
que adaptacdo das espécies aos ambientes se deve as caracteristicas bioquimicas
e/ou morfolégicas que condicionam a quantidade de luz absorvida ou refletida,
ao grau de hidrofobia do 6rgdo, a pressdo de vapor do ar em contato com as
folhas, a eficiéncia do 6rgdo em defender-se de parasitas e patogenos, a

quantidade de poluentes ou defensivos absorvidos e, evidentemente, a
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magnitude da transpiragdo cuticular.

Para Santos (1995), face ao reconhecimento das potencialidades da
microscopia eletronica para diferentes areas de conhecimento, nenhuma outra
ferramenta de pesquisa experimentou tdo rapido avango em toda a histéria da
ciéncia que os microscopios eletronicos de transmissao (MET) e de varredura
(MEV).

Estudos utilizando microscopia dptica e eletronica de transmissao como
de varredura em espécies lenhosas da Amazonia, ja foram realizados abordando
principalmente algumas caracteristicas quantitativas de folha, caule e raiz de
plantas superiores, especialmente, a freqiiéncia estomatica. No entanto, estudos
das estruturas internas dos 6rgaos como raiz, caule e folha, da planta de pimenta
longa proveniente do cultivo in vitro, pela analise da anatomia foliar,
especialmente da epiderme, sdo desconhecidos.

Logo nesse trabalho realizou-se a avaliacdo anatomica da folha, caule e

raiz de pimenta longa cultivada in vitro e posteriormente aclimatizada.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes de cultivo

Plantulas de pimenta longa, apds 45 dias de cultivo in vitro, foram
aclimatizadas em casa-de-vegetacdo sob densidade de fluxo de fotons
fotossinteticamente ativo de 825 pmol m”s™. As plantulas cultivadas in vitro
foram mantidas em camara de crescimento com fotoperiodo de 16h/8h
(claro/escuro) e 25 umol m™?s” de intensidade luminica. Ambas as plantas
foram mantidas no Laboratério de Propagagdo de Plantas do Setor de Fisiologia
Vegetal, Departamento de Biologia da Universidade Federal de Lavras, em
Lavras, MG. As condigoes de intensidade luminosa incidente nas diferentes
condig¢des de cultivo foram obtidas por um aparelho QUANTUM COUNTER,
modelo Foglia-10 (Light Quantum Sensor).

2.2 Estudos anatomicos

Microscopia Optica

Os materiais botanicos raiz, caule e¢ folha foram fixados no local de
coleta com FAA (Formaldeido + Acido acético + Alcool) 70% (Johansen, 1940)
por 72 e, posteriormente conservados em alcool 70 °GL.

Foram efetuados cortes histologicos na raiz, caule e folha dos materiais
cultizados in vitro e aclimatizados nas seguintes segides:
a) Raiz: 0,5 cm abaixo do coleto e na por¢do mediana,
b) Caule: 0,5 cm acima do coleto e 0,5 cm abaixo do primeiro ¢ do seguindo
entrends.
¢) Folha:Corte realizado na regido mediana, entre a borda e a nervura centram.
Foram utilizadas folhas em diferentes fases de desenvolvimento, desde

primordios até¢ folhas completamente adultas, provenientes do quinto no,
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contadas a partir do né apical, a fim de evitar os efeitos do desenvolvimento
heteroblastico (Gavilanes, 1981), das quais foram obtidas secgoes.

Lamina semipermanentes da raiz, caule e folha foram obtidas a méo livre
e os cortes transversais foram clareados em solugdo de hipoclorito de sodio a
20% do produto comercial, por um periodo que variou de trés a cinco minutos,
em seguida lavados em agua destilada, neutralizada em 4gua acética 1%, e
montados em glicerina a 50% (Strasburger, 1924). O corante usado foi a mistura
de azul de astra-safrarina (Bukatsch, 1972) ou por azul de toluidina (Dops &
Gautié, 1928), seguido os métodos descristos por Kauss & Arduin (1997). As
mensuragdes foram feitas com auxilio do microscopio Zeiss Jena de campo
claro, modelo ERGAVAL, adaptado a objetiva ocular micrométrica (OSM
R10x), com aproximagdo de 400x. As fotomicrografias foram obtidas no
equipamento fotografico Olympus, em microscopio optico Olympus BX60 do
Laboratorio de Citogenética, Departamento de Biologia da Universidade Federal
de Lavras, Lavras, MG.

Micrscopia eletronica de varredura

Plantulas aclimatizadas foram previamente seccionadas, separando-se as
folhas, caule e raizes. Todo o material foi lavado em solugdo-tampdo de
cacodilato de potassio a 0,05M e pH 6,8 (Postek et al., 1980, citado por Santos,
1995) e, posteriormente, colocado no fixador, gluteraldeido a 3%, deixado em
repouso na geladeira durante 48 horas. Depois, retirou-se o gluteraldeido e
lavando-se em solug@o-tampao cacodilato de potassio a 0,05M e pH 6,8
(Gerlach, 1977). A desidratag@o foi realizada pela série alcoolica (4lcool 50%,
60%, 70%, 80%, 90% e alcool etilico absoluto) por 15 minutos em cada
concentracao. Os materiais foram secos ao ar e a sombra e retiradas as amostras
para montagem e levadas a camara de metalizacdo utilizando-se metalizador
marca Jeol, modelo JFC 1100, em uma camara de metalizagdo de campanula de

vidro transparente pela vaporizagdo da liga de ouro paladio sobre o explante.
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Todas as amostras foram analisadas a as eletromicrografias em microscopio
eletronico de varredura, modelo Jeol JSM-5400LV, do Laboratério de
Fitopatologia da Embrapa Amazénia Oriental, Belém, PA, com 15KV de
aceleragdo de voltagem.

A partir das sec¢des transversais foram efetuadas 4 medigdesde 5 plantas
com auxilioda ocular micrométrica, para asespressura dos parénquimas
esponjosos, palicadicos, das epidermes adaxial e abaxial, ¢ as laminas foram
lutadas com esmalte incolor.

As epidermes foram analisadas, em vista frontal, utilizando-se pequenas
porgdes do ter¢co médio das folhas foram submetidas a dissociagdo pelo método
de Shutze (Sass, 1951). O material obtido foi corado com safranina aquosa e
montado em glicerina a 50% (Johansen, 1940). Para andlise das epidermes, foi
empregado o método de raspagem descrito por Metcalfe (1960). Apds a
separagdo, estas foram clarificadas com solugdo de hipoclorito de sodio a 50%,
neutralizadas em agua acética a 1:500, lavadas em agua destilada, coradas com
safranina aquosa e montadas em glicerina a 50%.

A observacdo dos estomatos foi feita com auxilio de cadmara clara
adaptada a microscopio Olympus CBB. Na determinagdo do numero de
estomatos, estes foram contados em 25 campos microscopicos, com area de cada
campo equivalente a 0,045 mm®. A partir da area de cada campo e da média
aritmética dos estdomatos, foi calculada a média da densidade estomatica. Os
estomatos foram classificados de acordo com Van Cotthen (1970).

O indice estomatico (le) expresso em porcentagem foi calculado
segundo as orientacdes de Salisbury (1927), tendo como base o numero de
estdmatos e de células epidérmicas por unidade de area, utilizando a férmula

matematica:
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Ie=100.S * (E+S)"

S = numero de estdmatos;

E = numero de células epidérmicas.

No estudo anatdmico adotou-se o critério de descrever todos os detalhes
estruturais da pimenta longa, destacando-se apenas as diferencas observadas nas
plantulas cultivadas in vitro em relagdo aquelas aclimatizadas em casa-de-

vegetacao

2.3 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com trés
tratamentos e quinze repeticdes, sendo cada parcela experimental constou de
uma ladmina semipermanente e as variaveis de respostas usadas foram:

a) indice estomatico

b) ntmero de células;

¢) numero de estdmatos;

d) diametro polar;

e) didmetro equatorial;

2.4 Analise estatistica.
Os dados obtidos foram submetidos ao teste F e as médias contrastadas
pelo teste Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia através do programa

estatistico SISVAR 4.0 (Ferreira, 2000).
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3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.3.1 Descriciao anatomica foliar
3.3.1.1 Mesofilo

Pelo resultado da andlise de variancia (Tabela 1B-Anexos), verifica-se
que o fator ambiente, referente as condi¢des de cultivo, foi significante a 5% de
(p<0,05) para a variavel de resposta espessura da epiderme adaxial e total do
mesofilo, enquanto a epiderme abaxial e os parénquimas paligadico e lacunoso
ndo apresentaram significancia, indicando que estas variaveis de respostas nao
foram afetadas pelas condigoes de cultivo. Medri & Lleras (1980) concluem que
o espessamento das paredes das células epidérmicas, principalmente da face
adaxial, ¢ uma adaptacdo ao ambiente.

A densidade de fluxo de fotons ndo causou modificagdes nos
parénquimas paligadico e lacunoso (Tabela 1), mas diferenciou a epiderme
adaxial, o que provocou a significancia (p<0,05) do mesofilo foliar. Em pimenta
longa, pode-se relacionar esse espessamento a alta intensidade luminosa,
possivelmente por causa do aumento na camada de células epidérmicas
ocasionado pelo aumento da atividade fotossintética nos tecidos parenquimaticos
(Santiago et al, 2001). Chazdon & Kaufman (1993), estudando duas espécies
congenéricas de Piper, observaram que a capacidade fotossintética estava
correlacionada com a espessura do mesofilo. Considera-se, geralmente, que
quanto menor a intensidade luminosa, maior a expansao da lamina foliar (Evans,
1973; Whatley & Whatley, 1982). Para Evans (1972), o sombreamento causa um
espalhamento da unidade organizacional ao longo de uma 4area maior, que
resulta em maior espago entre as nervuras secundarias, além de um menor

desenvolvimento da nervura principal, ndo mudando o padrao organizacional.
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TABELA 1 Caracteristicas do mesofilo de plantas cultivadas in vitro e
aclimatizadas de pimenta longa. UFLA, Lavras, MG,

2002.
. ESPESSURA + DP
Ambiente - ~ - ~ - -
de Cultivo Epiderme Parénquima Parénquima Epiderme Total
Adaxial  Paligadico Lacunoso Abaxial
In vitro 50,50+9,92b 69,67+7,19a 70,00+8.86a 20,00£4,63a 210,37+1588b

Aclimatizada 69,67+442 a 68,67+7,19a 69,33+6,78a 21,00+387a 228,67+ 12,17a

DP: Desvio Padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

Como a densidade foliar especifica (relagdo entre peso e area de folhas)
tende a ser menor em folhas de luminosidade amenas, comparadas com aquelas
de maior luminosidade (Boardman, 1977), o aumento na espessura do mesofilo
(Tabela 1) nao é devido apenas a um aumento da biomassa de folhas, mas
também a uma maior quantidade de matéria seca total assimilada pelas folhas e
que ¢ distribuida para o crescimento do caule e ramos. Quanto as caracteristicas
da anatomia interna de plantas adultas da pimenta longa, segundo
Nascimento (1997), a espécie possui folha dorsal convexa, epiderme com células
irregulares e anexas uma camada de subepidérmica, seguida de parénquima
palicadico bisseriado formado por células arredondadas heterodimensionais,
ricas em cristais tipo rafides e poliédricos, ocupando praticamente a metade do
mesofilo, e outra metade pelo parénquima lacunoso, havendo uma subepiderme
abaxial com a presenca de colénquima continuo formado, por células com
espessamento angular, sendo a epiderme abaxial constituida de células
semelhantes as da epiderme adaxial em forma e tamanho, porém diferentes pela
alta concentragdo de goticulas de 6leo em seu interior.

O indice da razdo area foliar descrito por Blackman & Wilson (1956) é

de grande utilidade na analise das respostas aos fatores de crescimento, dentre
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eles a luz, sendo inclusive a sua variagdo um pardmetro para expressar a
tolerancia relativa de uma determinada espécie.

Para o indice estomatico (/e), observa-se Tabela 2 que o fator tratamento
foi significativo (p<<0,05) na posi¢do mediana da folha, as plantulas cultivadas in

vitro apresentou do que maior indice estomatico do que aquelas aclimatizadas.

TABELA 2 Quadro de médias para o indice estomatico (/e), obtido na
avaliacdo de folhas de pimenta longa. (UFLA, Lavras,

MG, 2002).
Regido de Corte Cultivadas in vitro Aclimatizadas
Mediana da Base 42.82aC 65,61 a A
Mediana do Meio 43,62aB 63,42aB
Mediana do Apice 43,79 a B 64,23 a A

As médias seguidas pela mesma letra minuscula' nas colunas e maitiscula® nas linhas néo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de significancia.

Estas observacdes estdo em consonancia com as realizadas por Santiago
(1999) em plantas de pimenta longa e por Oliveira (1996) em plantas jovens de
cupuaguzeiro (Theobroma grandiflorun Schum-Sterculiaceae. As diferencas
observadas no indice estomatico da pimenta longa sob diferentes condigdes de
cultivo estdo relacionadas com as detectadas para Guarea guidonea (L.) Sleumer
sob diferentes percentagens de floxo de fotons sinteticamente ativo).

Correlagdes entre densidade estomatica, densidade de células
epidérmicas e indice estomatico (Tabela 2) indicam que as variagdes na
densidade estomaticas dentro de folhas, nas diferentes condi¢gdes de cultivo
aparecem inicialmente na diferenciagdo do estdmato para depois na expansdo da
folha, demonstrando que ha um alto nivel de variagdo nas caracteristicas do
estomato dentro e entre as folhas.

O aumento no nivel de luz nas plantulas, desde as condicionadas e
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cultivadas in vitro em sala de crescimento, até quando estas sdo aclimatizadas
proporciona um aumento na atividade estomatica.

A luminosidade pode induzir diferentes graus de xeromorfia ou
intensificar caracteristicas xeromorfas, relatam Withner et al. (1974) ¢ Bonates
(1993). Inumeros dados experimentais citados na literatura mostram que a
quantidade de fluxo de fotons fotossinteticamente ativo influencia na divisao
celular, no crescimento ¢ na diferenciacdo da celula, promovendo os efeitos
como: alongamento das células e produg¢do de pigmentos e aglicares com o
aumento da pressdo osmotica. De acordo com consideragdes feitas por Rizzini
(1995), a diferenciagdo das células nos tecidos palicadicos depende estritamente

da luz solar e guardam propor¢des com a intensidade luminosa.

3.3.1.2 Epiderme

Em secgdo transversal da lamina foliar visualiza-se que o mesofilo ¢
dorsiventral com epiderme uniestratificada, o que ¢ comparavel tanto nas plantas
aclimatizadas (Figura 2A) como nas cultivadas in vitro (Figura 1B),
apresentando os estomatos nas duas faces, abaxial e adaxial, e tricomas
distribuidos esparsamente ao longo de toda lamina foliar. Sobre a epiderme
deposita-se uma fina cuticula que reveste a borda e a nervura principal,

visualizadas nas Figuras 1A, 1A,, 1B ¢ 1B,.
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FIGURA 1 Fotomicrografias do corte transversal da lamina foliar de pimenta longa de plantulas aclimatizadas (A) e
cultivadas in vitro (B). Detalhe do mesofilo (A; e B;); nervura intercostal (A, ¢ B;); limbo foliar (A; e Bs);
epiderme adaxial (ead) e abaxial (eab); estdmatos (es); tricomas tectores (tt); idioblastos oleiferos (io); feixes
vasculares (fv). UFLA, Lavras, MG, 2002.



Em vista transversal (Figura 1A;), a epiderme adaxial mostra células
anticlinais com paredes espessas, retas ou levemente curvas, que lhe conferem
formato variado. Na subepiderme (Figura 1A), ha dois estratos de células
aclorofiladas, praticamente sem espagos intercelulares, poliédricas ou
arredondadas, revelando tratar-se possivelmente de uma hipoderme. Nascimento
(1997), trabalhando com pimenta longa, ¢ Solereder (1908) e Metcalfe &
Chalk (1979), com o género Hibiscus, descreveram células com as mesmas
caracteristicas encontradas na pimenta longa.

O sistema vascular das plantas aclimatizadas (Figura 1A,) e das
plantulas cultivadas in vitro (Figura 1B,) esta representado por feixes de grande,
médio e pequeno porte, de organizacdo colateral em forma de semicirculo,
envolto por bainha parenquimatica e esclerenquimatica. Tais bainhas formam
extensdes ora em direcdo as duas faces, ora em dire¢do s6 da face adaxial.
Associadas ao floema e xilema, notam-se fibras com paredes lignificadas.
Fahn (1988) menciona que as extensdes de bainha tém fungdo condutora,
levando os produtos dos feixes as células epidérmicas. Segundo Esau (1985), as
bainhas envolvem as terminagdes vasculares de tal maneira que o floema e o
xilema, no seu transcurso da folha, ndo ficam expostos ao ar contido nos espagos
intercelulares, o que é comparavel aos estudos realizados por Nascimento (1997)
em pimenta longa, na qual, segundo o autor, os feixes vasculares estdo dispostos
em semicirculo, com o floema voltado para fora e o xilema em sentido contrario,
observando-se também uma capa de tecido esclerenquimatico.

Visualiza-se, nas Figuras 1A; e 1B;, que os idioblastos oleiferos sdo
mais abundantes na subepiderme e se destacam principalmente pela forma
esférica e tamanho em relacdo as demais células. Os tricomas tectores ocorrem
com maior freqiiéncia na epiderme adaxial (Figura 2A e 2B), enquanto os
glandulares (Figura 1A; e 1B;) estdo mais concentrados na epiderme abaxial.

Sob o ponto de vista evolutivo, Fahn (1988) relata que os tricomas secretores sao
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as estruturas secretoras, mais recentes, € que, a exemplo dos oleos essenciais

(Burger, 1972 e Liitge & Schnepe, 1976), outras classes de compostos podem

ser produzidas por esse tipo de tricoma, como flavonoides e quinonas.

FIGURA 2 Eletromicrografias de MEV da borda da lamina foliar, face adaxial,
de pimenta longa em plantulas aclimatizadas (A) e cultivadas in
vitro (B); estdmatos (es); tricomas tectores (tt); tricomas secretores
(ts). EMBRAPA Amazonia Oriental, Belém, PA, 2002.

O estudo comparativo das condi¢des citadas, visualizadas na Figura 1A e
1B, explica a evolucdo da diferenciagdo do mesofilo, ou seja, a expansdo
diferencial e a divisdo celular conduzem ao desenvolvimento das caracteristicas
especificas do mesofilo, bem como ao estabelecimento das diferengas entre
parénquima palicadico e lacunoso (Esau, 1985). Geralmente a diferenciacdo do
mesofilo tem inicio com um alongamento anticlinal das futuras células em
palicada, acompanhado por divisdes anticlinais; essas alteragdes poderdo ser
observadas em estudos mais detalhados, o que ndo invalida as visualizadas nas

Figura 1A e 1B.
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3.3.2 Descricido anatomica do caule

Pelas Figuras 3A e 3A;, observa-se em corte transversal do caule de
plantas aclimatizadas de pimenta longa, na regido mediana do segundo
internodio, um revestimento primario com epiderme uniestratificada, intercalada
por tricomas tectores e secretores, seguida por uma camada subepidérmica, a
primeira periderme. As peridermes subseqiientes, mais profundas, podem
iniciar-se mais tarde no mesmo ano, ndo aparecer durante muitos anos ou jamais
aparecer (Esau, 1985). Além das diferencas especificas das espécies, as
condigdes ambientais (Figura 3A e 3B) influenciam o aparecimento das
peridermes subseqiientes, como, por exemplo, a exposicdo a luz solar acelera o
desenvolvimento das peridermes profundas (Zeeuw, 1941). Nota-se, em ambas
as condi¢des, o anel cambial formado de cambio fascicular e interfascicular,
revelando o crescimento secundario a partir desse internddio, e tantas outras
caracteristicas anatomicas, como a presenca de esclereides proxima ao
colénquima e a esclerificagdo da faixa que acompanha internamente os feixes
periféricos.

O anel cambial origina o xilema, os raios parenquimaticos parcialmente
esclarificados em dire¢do ao centro do 6rgdo e o floema para fora, conforme
reporta Nascimento (1997) nos aspectos anatomicos dos orgdos vegetativos de
pimenta longa, o que se assemelha aos estudos comparativos das condigdes de
plantulas dessa espécie cultivada in vitro e aclimatizada, visualizados nas

Figuras 3A e 3B.
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FIGURA 3 Corte transversal do caule, segundo internddio, de pimenta longa em plantulas aclimatizadas (A) e cultivadas
in vitro (B). Idioblasto oleifero (Io); Colénquima (Co); Feixe vascular interno (Fvi); Feixe vascular externo
(Fve); Floema (F1); Xilema (Xi). UFLA, Lavras, MG, 2002.



As células do parénquima central (Figura 3A; e 3B)) sdo semelhantes as
do parénquima cortical, porém sdo maiores, mais arredondadas e com paredes
mais delgadas. Observam-se os idioblastos oleiferos proximos a epiderme e aos
feixes vasculares, osquais, quanto a organizagdo anatOmica, encontram-se
arranjados de dois anéis medulares, ¢ uma caracteristica também observada por
Bond (1931) para as espécies Piper chaba Hunter e Piper tilicefolium Schlecht.
Verifica-se que este ¢ um padrao comum do género Piper, sendo estes feixes

denominados de andmalos (Nascimento, 1997).

3.3.3 Descri¢ao anatomica da raiz

A regido cortical da raiz é bem desenvolvida, formada por células
heterodimensionais com espagos intercelulares e presenga esporadica de
aerénquimas (Figura 4A e 4B), sendo a camada mais interna formada por uma
endoderme com células ligeiramente transversais e alongadas, com estrias de
Caspary ndo evidentes, semelhante ao obervado por Nascimento (1997). A
endoderme caulinar ¢ um carater bastante comum entre as Piperaceae (Bond,
1931). A regido vascular, denominada de periciclo, ¢ formada de uma unica
camada de células heterodimensionais, cuja parte central ¢ constituida por
células parenquimaticas arredondadas, com paredes delgadas e pequenos
espacos intercelulares, com polos de xilemas alternados de ninhos de floema
(Figura 4A;) e xilema representado por protaxilema e metaxilema. Segundo
Akin (1989), essas estruturas formam barreiras ao ataque microbiano, fato
também observado por Poltronieri et al. (1997), em trabalhos realizados nos
locais em que a doenga fusariose dissiminou asplantagcdes de pimenta-do-reino
(Piper solani); porém quando foi plantada a pimenta longa, nessa mesma area,

ndo foi observado esse fendmeno.
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FIGURA 4 Corte transversal da raiz adventicia de pimenta longa em plantulas aclimatizadas (A) e cultivadas in vitro (B).

UFLA, Lavras, MG, 2002.
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3.4 CONCLUSOES

e Nas condigdes estudadas, as plantas de pimenta longa cultivada in vitro e
aclimatizada apresentam similaridade anatomica.

e A manipulacio in vitro basicamente ndo causou expressiva alteracdo nas
caracteristicas anatdmicas da pimenta longa.

e Plantulas cultivadas in vitro e aclimatizadas contém células oleiferas na
folha, caule e raiz, e apresentam estdmatos em ambas as faces, adaxial e abaxial.

o A espécie Piper hispidinervium, pimenta longa, pode ser cultivada sob

baixa luminosidade.
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PERSPECTIVAS PARA O FUTURO

Devido as diferencas observadas nas fracdes de pectina solavel,
hemicelulose e teores de calcio, principalmente entre os calos com alta e baixa
capacidade de regeneracdo, sera interessante, numa proéxima etapa, o
fracionamento dos componentes pécticos e hemiceluldsicos da parede celular
desses dois tipos de massas celulares. Essas fragdes seriam analisadas por
cromatografia gélica. As fragdes que apresentarem diferengas entre os dois tipos
de calos serdo analisadas num sistema de cromatografia gasosa, acoplado a um
espectrometro de massa (CG-MS) que fornecerd a estrutura quimica desses
componentes. Posteriormente, de posse da seqii€ncia desses agucares, poderdo
ser delineados conjuntos de primers que amplifiquem seqiiéncias de interesse
utilizando algum tipo de marcador molecular com RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism) ou
Microssatélite. A utilizagdo conjunta dessas técnicas multidisciplinares
propiciard a selecdo de uma massa de células nos estadios iniciais do
desenvolvimento, com alta capacidade de regeneragao.

Uma outra opgdo de pesquisa seria a de comparar os dados de
viabilidade entre o azul de metileno e o diacetato de fluoresceina, em calos com

alta e baixa capacidade de regeneracgao.
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TABELA 1A Resumo da analise de varidncia relativo ao porcentual de indugio,
peso (mg) e aspecto dos calos formados a partir de segmentos
foliares de pimenta longa em diferentes meios de cultivo in vitro.
UFLA, Lavras, MG. 2002.

QUADRADOS MEDIOS
kv GL % Calos Peso Aspecto
Meios de Cultivo 12 12804,819* 3292825,196* 32,969*
Residuo 247 87,329 212,828 0,491
CV(%)= 13,82 2,32 21,34
M¢édia geral: 67,64 630,123 3,28

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F. (Valores transformados: Raiz quadrada de
y+0,5).

TABELA 2A Resumo da analise de variancia relativo ao peso médio (mg) e
aspecto dos calos formados a partir de segmentos foliares de
pimenta longa durante o periodo de cultivo in vitro. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

PV GL QUADRADOS MEDIOS
Peso (mg MS) Aparéncia dos calos
Periodo de Cultivo 9 0,113* 4,229%*
Residuo 190 0,017 0,068
CV (%)= 16,69 15,44
Média geral: 0,79 1,69

* significativo ao nivel de 5% de pelo teste F. (Valores transformados: Raiz quadrada de
y+0,5).
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TABELA 4A Caracteristicas dos calos formados a partir de segmentos foliares
de pimenta longa. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Tempo de Peso do calo (mg) Mat. Seca Crescimento
Cultivo
(dias) Fresco Seco % Relativo Absoluto
0 85,4 15,8 18,50 0,00 0,00
7 118,5 19,0 14,35 7,06 7,06
14 164,3 21,9 13,33 22,37 27,85
21 124,6 38,8 31,13 43,56 59,28
28 877,4 142,0 10,73 44,57 77,43
35 652,6 114,3 15,39 48,15 88,30
42 663,7 163,6 41,43 50,91 94,25
49 872,6 311,3 38,39 17,91 95,28
56 874,7 402,1 46,19 17,08 96,09
63 1286,7 399,7 30,47 -3,06 95,97
Média = 572,05 170,45 25,99 24,85 64,15

TABELA 5A Caracteristicas distintas dos didmetros dos protoplastos com alta
capacidade de regeneragdo provenientes de extratos foliares de
pimenta longa. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Periodo <20 um 20 - 35um 35 - 50um > 50pm
CISSVO Media + DP Media + DP Media + DP Media + DP
0 16,72 + 2,42 2596 + 398

7 16,76 + 2,46 2845 + 434 3942 + 3,95 57,00 £ 7,72
14 17,69 + 1,52 28,64 + 3,98 41,09 + 4,09 5557 + 6,21
21 17,21 + 3,00 28,48 + 431 41,50 + 4,03 56,11 + 4,53
28 17,33 + 1,66 29,00 + 3,61 4129 + 424 61,94 + 12,90
35 15,92 + 3,14 29,18 + 3,80 41,37 + 437 62,73 + 10,20
42 17,35 + 2,16 28,96 + 3,83 4196 + 4,79 66,02 + 16,14
49 1449 + 3,775 28,78 + 435 4258 + 4,01 62,82 + 13,33
56 1692 + 3,05 28,71 + 3,67 4202 + 437 63,23 + 16,26
63 17,06 + 1,06 2826 + 3,90 4095 + 4,02 5987 + 9,57

DP: Desvio Padrio.
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TABELA 6A Caracteristicas distintas dos diametros dos protoplastos com baixa
capacidade de regeneragdo provenientes de extratos foliares de
pimenta longa. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Peggdo <20 pm 20 - 35pum 35 - 50um > 50pum

Cultivo Media + DP Media + DP Media + DP Media + DP
0 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00 0,00 £ 0,00 0,00 = 0,00
7 0,00 £ 0,00 33,00 £ 0,00 47,40 £ 339 56,76 + 747
14 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00 41,57 £ 5,67 70,74 £ 9,49
21 0,00 £ 0,00 26,31 £ 452 4588 + 474 60,00 £ 10,20
28 0,00 £ 0,00 29,71 £ 3,66 43,23 £ 2,77 64,29 £ 11,40
35 18,84 + 1,02 27,19 + 430 41,56 + 526 62,83 + 8,72
42 19,38 + 0,42 28,51 + 522 4257 + 470 60,00 £ 11,29
49 0,00 £ 0,00 26,58 £ 480 4241 + 439 50,04 £ 0,00
56 17,08 £ 1,23 29,39 + 426 41,70 £ 425 70,82 £ 21,99
63 17,34 + 232 2791 + 4,06 40,64 + 3,58 72,45 *+ 18,16

DP: Desvio Padrio.
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TABELA 7A Numero de protoplastos, em classe diamétricas, provenientes de calos com Alta (ACR) e Baixa (BCR)
capacidade de regeneragdo de pimenta longa, durante o periodo de desenvolvimento. UFLA, Lavras, MG.

2002.
Tempo de CLASSES DIAMETRICAS
Cultivo < 20um 20 - 35um 35 - 50um >50 TOTAL
(dias) Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa
0 326.853.000 0 904.767.000 0 106.582.500 0 0 0 1.338.202.500
7 120.793.500 0 757.920.000  2.368.500 376.591.500 4.737.000 47.370.000 4.737.000 1.314.517.500
14 54.475.500 0 544755000  7.105.500 440.541.000 11.842.500 116.056.500 9.474.000  1.184.250.000
21 75.792.000 0 540.018.000  9.474.000 461.857.500 14.211.000 49.738.500 9.474.000 1.160.565.000
28 30.790.500 0 367.117.500  18.948.000 509.227.500 18.948.000 213.165.000 16.579.500 1.174.776.000
35 37.896.000 4.737.000 319.747.500  47.370.000 362.380.500 45.001.500 236.850.000 35.527.500 1.089.510.000
42 11.842.500  4.737.000 172.900.500  26.053.500 198.954.000 49.738.500 116.056.500 30.790.500  611.073.000
49 26.053.500 0 123.162.000 18.948.000 106.582.500 11.842.500 30.790.500 2.368.500  319.747.500
56 4.737.000 7.105.500 118.425.000  45.001.500 104.214.000 33.159.000 54.475.500 52.107.000  419.224.500
63 16.579.500 33.159.000  156.321.000  137.373.000 111.319.500 97.108.500 52.107.000 42.633.000  646.600.500
SubTotal 705.813.000 49.738.500 4.005.133.500 312.642.000 2.778.250.500 286.588.500 916.609.500 203.691.000 9.258.466.500
TOTAL 755.551.50 4.317.775.500 3.064.839.000 1.120.300.500 9.258.466.500




TABELA 8A Resumo da analise de varidncia das analises quimicas de aglicares

totais, ndo redutores e redutores em calos formados a partir de
segmentos foliares de pimenta longa durante o cultivo in vitro.
UFLA, Lavras, MG. 2002.

QUADRADOS MEDIOS

Causa da - - - ~ P
Variaca Acucares totais Acucares nao Acucares redutores
ariagdo GL 1 1 -1
(mgg) redutores (mg g™) (mgg)
Periodo de 9 0,573 * 0,004 * 0,488 *
Cultivo
Residuo 60 0,032 0,003 0,034
CV(%) 18,24 55,07 21,89
M¢dia geral 0,977 0,091 0,841

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 9A Resumo da analise de variancia das analises quimicas de actcares

totais, ndo redutores e redutores em calos formados a partir de
segmentos foliares de pimenta longa durante a fase de
crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

EV GL QUADRADO MEDIO

AST ASR ANR
Calos 1 57,4088* 47,915% 0,323*
Erro 1 6 0,0004 0,0004 0,007
Tempo 3 22,7641% 21,0133* 0,232
Erro 2 18 0,1109 0,0054 0,086
Calos X Tempo 3 1,2920% 1,2660% 0,021
Erro 3 24 0,0054 0,0021 0,007
Cv 1 (%)= 0,08 0,09 9,55
Cv2 (%)= 1,38 0,32 32,72
Cv 3 (%)= 0,31 0,20 9,41
Média Geral: 24,11 22,98 0,89

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

NS ndo significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 10A Resumo da andlise de varidncia das andlises quimicas de
proteinas ¢ amido em calos formados a partir de segmentos
foliares de pimenta longa durante o cultivo in vitro. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

QUADRADOS MEDIOS
Causa da

Variagao GL Proteina (mg g™) Amido (mg g™
Periodo de 9 24.221% 1,238 *
Cultivo
Residuo 60 0,055 0,034
CV(%) 0,71 14,47
M¢édia geral 33,122 1,274

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 11A Resumo da andlise de varidncia das analises quimicas das
substancias pécticas e a solubilidade em calos formados a partir
de segmentos foliares de pimenta longa durante o cultivo in vitro.
UFLA, Lavras, MG. 2002.

Causa da QUADRADOS MEDIOS
Variacio GL  Pectina Total SP cona 1 11: €N Solubilizagdo
(mg 100g'1) oltve ; SO uve_] (%)
(mg 100g")  (mg 100g™)
léflrllt‘l’fg de 9 613192123 *% 35637932 % 899571552 % 136,98 *
Residuo 60 3252560  3188,357 6153245 0,339
CV(%) 0,55 2,02 1,04 2.13
zgfglla 10352,995 2795912  7557,084 27,356

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 12A Resumo da analise de variancia das analises quimicas de celulose
e hemicelulose em calos formados a partir de segmentos foliares
de pimenta longa durante o cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG.

2002.

Causa da QUADRADOS MEDIOS

Variagao GL Celulose (mg g) Hemicelulose (mg g)
Periodo de 9 43,833+ 4,802 *
Cultivo
Residuo 60 0,029 0,067
CV(%) 3,15 2,86
Média geral 5,492 9,086

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 13A Resumo da analise de variancia das analises quimicas de fibra
detergente acida (FDA), fibra detergente neutra (FDN) e lignina
em calos formados a partir de segmentos foliares de pimenta
longa durante o cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Causa da QUADRADOS MEDIOS

Variagdo  GL, FDA (%) FDN (%) Lignina (%)
Periodode 33,56 * 38,189 * 14,141 *
Cultivo
Residuo 60 0,155 0,199 0,137
CV(%) 3,04 2,01 5,34
M¢dia geral 12,98 22,234 6,923

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 14A Resumo da andlise de varidncia das andlises quimicas de
proteinas e amido em calos com Alta (ACR) e Baixa (BCR)
capacidade de regeneragdo de pimenta longa na fase de
crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

- QUADRADOS MEDIOS
Causa da Variacao GL Proteina (mg g'l) Amido (mg & 1)
Calos 1 1542,87* 246,08*
Residuo 1 1,03 0,03
Periodo de Cultivo 3 10,41%* 28.48*
Residuo 2 18 0,10 0,12
Calos X Periodo 3 9,21% 1,78%*
Residuo 3 24 0,34 0,05
Cv 1 (%) 2,69 1,55
Cv2 (%) 0,87 2,90
Cv 3 (%) 1,54 1,99
Média Geral 37,80 11,78

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 15A Resumo da andlise de varidncia das andlises quimicas de
substancias pécticas e solubilidade em calos com Alta (ACR) e
Baixa (BCR) capacidade de regenerag@o de pimenta longa na fase
de crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

QUADRADOS MEDIOS
Cau§ a Eia Pec:una Pec‘qna Pectina Total ~ Solubilizagdo
Variacdo Solavel Insolavel 1000 o
(mg 100g")  (mg100g") (M 10027) %)
Calos 1 492438,78* 63786224,03* 53069476,37*  602,73*
Residuo 1 6 127031 11476,05 6858,80 0,23
lée“‘?do de 3 270116,76*  3903589,74*  4075532,17* 25,91%
ultivo

Residuo 2 18 2313,32 243,93 2467,11 0,21
Calos X Periodo 3 632246,81*  8120709,59*  5444039,30* 113,43*
Residuo 3 24 1890,86 5639,18 3345,59 0,16
Cv 1 (%) 1,06 1,32 0,72 1,63
Cv 2 (%) 1,43 0,97 0,43 1,53
Cv 3 (%) 1,30 0,92 0,50 1,36
Média Geral 3354,70 8129,73 11484,43 29,64

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 16A Resumo da analise de variancia das analises quimicas de celulose
e hemicelulose em calos com Alta (ACR) e Baixa (BCR)
capacidade de regeneragdo de pimenta longa na fase de
crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

- QUADRADOS MEDIOS

Causa da Variagio ~ GL Celulose (mg g) Hemicelulose (mg g)
Calos 1 6,43%* 0,42
Residuo 1 6 0,07 0,20
Periodo de Cultivo 3 3,54%* 38,30%
Residuo 2 18 0,09 0,04
Calos X Periodo 3 4,52% 10,17*
Erro 3 24 0,08 0,03
Cv 1 (%) 7,05 4,51
Cv2 (%) 8,20 2,00
Cv 3 (%) 7,79 1,72
Média Geral 3,66 10,03

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
NS ndo significativo ao nivel de 5% pelo teste F.

TABELA 17A Resumo da analise de variancia das analises quimicas de fibra
detergente acida (FDA), fibra detergente neutra (FDN) e lignina
em calos com Alta (ACR) e Baixa (BCR) capacidade de
regeneracdo de pimenta longa na fase de crescimento ativo.
UFLA, Lavras, MG. 2002.

Causa da variagdo GL QUADRADOS MEDIOS
FDA (%) FDN (%) Lignina (%)

Calos 1 0,48 ™ 4,39% 9,36*
Residuo 1 6 0,11 0,19 0,03
Periodo de Cultivo 3 13,91* 20,78* 4,50%*
Residuo 2 18 0,04 0,11 0,06
Calos X Periodo 3 1,92* 7,69% 10,87*
Residuo 3 24 0,08 0,11 0,11
Cv 1 (%) 2,67 1,94 2,03
Cv 2 (%) 1,60 1,47 2,76
Cv 3 (%) 2,23 1,50 3,66
Média Geral 12,59 22,47 8,91

* significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
S ndo significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 18A Valores médios das analises em calos com Alta (ACR) ¢ Baixa
(BCR) capacidade de regeneracdo de pimenta longa. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

Calos MEDIA DAS ANALISES + DP
Proteina (mg g”) Amido (mg g™

ACR 43,05 £1,39a 13,87 £1,07%

BCR 32,55+0,91b 9,68 + 1,54b

DP: Desvio Padrio; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

TABELA 19A Valores médios das analises em calos com Alta (ACR) e Baixa
(BCR) capacidade de regeneracdo de pimenta longa. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

Calos MEDIA DAS ANALISES + DP
Pectina Soltivel  Pectina Insoluvel Pectina Total ~ Solubilizagao
(mg 100g™) (mg 100g™) (mg 100g™) (%)

ACR 3448,5137,29+a 9196,9 +622,1a 12457,9 £ 670,1a 32,92 + 1,85a
BCR 3260,9 +291,41b 7062,5 +980,19b 10510,9 + 784,1b 26,36 + 3,52b

DP: Desvio Padrao; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

TABELA 20A Valores médios das analises em calos com Alta (ACR) ¢ Baixa
(BCR) capacidade de regeneracdo de pimenta longa. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

Calos MEDIA DAS ANALISES + DP

Celulose (mg g MS) Hemicelulose (mg g”' MS)
ACR 3,32+0,65b 10,12 £1,23a
BCR 4,00 £0,79a 9,94+1,99b

DP: Desvio Padrio; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).

154



TABELA 21A Valores médios das andlises em calos com alta (ACR) e baixa
(BCR) capacidade de regeneracdo de pimenta longa. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

MEDIA DAS ANALISES + DP
Calos —
FDA (%) FDN (%) Lignina (%)
ACR 12,7+ 1,02a 22,75+0.8a 9,32 +124a
BCR 12,5+0,91 b 222+ 1,64b 8,5+0,56b

DP: Desvio Padriao; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).
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TABELA 22A Valores médios das andlises em calos com alta (ACR) e baixa
(BCR) capacidade de regeneragdo de pimenta longa na fase de
crescimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

MEDIA DOS PERIODOS DE CULTIVO (dias) + DP

CALOS 21 28 35 42
FDA (%)

ACR 13,97+ 024a 12,50+0,42a 13,00+023a 11,2740,12a

BCR  14,00+0,29a 12,00+0,17b 12,00+£0,32b  12,00+0,17 b
FDN (%)

ACR  22,00+0,18a 24,00+0,23a 22,50 +0,5a 22,50 £0,29

BCR  20,00+024b 2333+035b 2143+0,19b 21,43 40,57
LIGNINA (%)

ACR  10,00+0,34a 10,00+£0,28a 10,00+04la 727+0,16b

BCR 9.00+0,14b  8,00+020b 800+031b  9,00+028a
CELULOSE (%)

ACR 3,79+0,11b  2,50+0,17b  3,00£034b  4,00+0,18a

BCR 500+0,16a  4,00+026a  4,00+0,34a 3,00+0,5b
HEMICELULOSE (%)

ACR 822+0,13a  10,00£035b 11,01+£0,17b 11,23+0,11a

BCR 700£031b  12,00£020a 11,34+022a 943+0.26b
PROTEINA (%)

ACR  40,82+0,13a 43,74+0,57a 4390+04la 43,73+0,69a

BCR  3252+057b 32,50+064b 33,53+0,58b 31,65+0,78 b

PECTINA SOLUVEL (mg 100g™)

ACR 3600,2 £25,6a 3527,9+35,6a 34956+232a 3321,8+27,8a

BCR 2785,7+57,7b 34404+356b 34159+232b 32497+278b
PECTINA INSOLUVEL (mg 100g™)

ACR  68289+5245b 7120,8 £108,0b 7986,4+81,1b 6313,8+55,0b

BCR  10457,2+81,6a 9741,9+97,1a 8005, 7+772a 8583,0+81,6a
PECTINA TOTAL (mg 100g™")

ACR  10429,2+642b 10648,7+72,5b 114024 +63,4b 9563,5+58,0b

BCR  13242,9+63,2a 13182,4+58,0a 11501,3+289a 119049+57.7a
SOLUBILIZACAO (%)

ACR 3452+0,20a 33,13+0,55a 29,96+0,34b 34,07+£0,29a

BCR 21’,04 +044b 26,10+£0,50b 3039+0,51a 27,90+0,50b
ACUCARES TOTAIS (%)

ACR 2,58+ 0,28b 1,60+ 0,23 b 1,85+ 0,11b 2,43+0,26 b

BCR 2,67+0.21a 3,59+0,58 a 3,57+0,29 a 2,64+0,11a

DP: Desvio Padrio; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si
pelo teste F (p<0,05).
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TABELA 23A Resumo da analise de variancia das analises quimicas dos elementos essenciais (macro € micronutrientes)
em calos formados a partir de segmentos foliares de pimenta longa durante o cultivo in vitro. UFLA,
Lavras, MG. 2002.

Causada QUADRADO MEDIO
Variagao
dag kg’ mg kg
N P K Ca Mg Cu Mn Zn Fe
Perido de
. 9 2,69 * 0,03+ 398+ 0,11* 0,01 * 1598,57 *  42506,65 * 66893,74 * 326678,12 *

cultivo
Residuo 59 0,21 0,01 0,16 0,02 0,01 0,78 173,87 2822,85 6769,63
Cv (%) = 8,4 34,71 13,71 27,27 47,95 3,69 5,64 20,17 21,33
Média Geral: 5,41 0,30 2,93 0,45 0,15 23,92 233,86 263,36 385,71

* Significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 24A Resumo da analise de variancia das analises quimicas dos elementos essenciais (macro € micronutrientes)
em calos com alta (ACR) e baixa (BCR) capacidade de regeneracdo de pimenta longa na fase de
desenvolvimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

QUADRADO MEDIO
Causa da . .
Variacio  OF dag kg | mg kg
ariagao
N P K Ca Mg Cu Mn Zn Fe

Calos 1 60,76+ 242+ 1527+ 0,62% 0,176 *  8287,52* 215140,01 * 104665,01 * 1541310,54 *
Residuo 1 6 065 0003 1,13 0,002 0,003 5,00 243,39 1222,52 10,82
Tempo 3235+  004* 050Ns 0,126*%  0,006% 292,89 * 12952,88* 1894306 * 104621,33 *
Residuo 2 18 0,62 00034 0,17 0,006 0,002 6,35 187,08 983,37 70,13
Calos X Periodo 3 0,06™ 0,003™ 0,01 0,012™ 0,0000™  3581*  211,92™ 1725926 * 15053,75 *
Residuo 3 24 042 0,01 0,31 0,004 0,003 3,96 423,36 5817,63 74,26
Cv1(%)= 18,12 1222 4449 830 57,29 7,14 5,81 953,04 0,60
Cv2 (%)= 17,65 14,11 1745 1557 42,54 8,05 5,09 11,67 1,54
Cv3 (%)= 14,59 1927 3220 12,96 50,77 6,36 7,66 10,47 1,58
Média Geral: 4,46 044 238 051 0,103 31,31 268,73 299,52 544,24

* Significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
NS hao significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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TABELA 25A Teores médios de elementos essenciais (macronutrientes) do crescimento da massa celular de pimenta
longa durante o periodo de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Periodo Nitrogénio (dag kg™) Fosforo (dagkg') Potassio (dag kg™) Célcio (dagkg')  Magnésio (dag kg™)

de

Cultivo Media + DP Media + DP Media + DP Media + DP Media + DP
0 6,09 + 0,61 0,36 + 0,005 4,58 + 0,278 0,34 + 0,011 0,20 + 0,006
7 5,88 + 046 0,37 + 0,011 3,63 + 0,171 0,35 + 0,010 0,19 + 0,008
14 5,82 + 0,24 0,34 + 0,008 3,36 £+ 0,119 0,37 + 0,011 0,18 + 0,002
21 5,68 + 028 0,33 + 0,011 3,05 £ 0,282 0,35 + 0,013 0,16 + 0,007
28 5,62 + 0,58 0,33 + 0,017 2,74 + 0,023 0,38 + 0,010 0,17 + 0,008
35 5,58 + 042 0,31 + 0,014 2,56 + 0,034 0,43 + 0,012 0,16 + 0,004
42 5,47 + 046 0,30 + 0,005 2,46 + 0,023 0,45 + 0,011 0,12 + 0,006
49 5,10 + 0,49 0,27 + 0,005 2,20 + 0,033 0,51 + 0,014 0,10 + 0,003
56 4,55 + 040 0,23 + 0,006 2,20 + 0,029 0,65 + 0,010 0,09 + 0,002
63 4,05 + 047 0,14 + 0,001 2,40 + 0,023 0,69 + 0,012 0,08 + 0,002

DP: Desvio Padrio.
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TABELA 26A Teores médios de elementos essenciais (micronutrientes) do crescimento de calos de pimenta longa
durante o periodo de cultivo in vitro. UFLA, Lavras, MG. 2002.

Periodo de Cobre (mg kg™) Manganés (mg kg™ Zinco (mg kg™) Ferro (mg kg™)
Cultivo Média + DP Média = DP M¢dia = DP M¢dia =+ DP

0 890 + 1,09 152,0 + 10,1 94,00 + 6,53 142,50 + 8,08
7 11,40 + 0,83 156,0 + 14,1 143,00 + 143,00 160,00 + 6,45
14 12,00 + 0,5 183,0 + 13,2 186,28 + 11,68 196,00 + 7,85
21 12,57 + 0,78 183,4 + 11,5 226,28 + 12,65 222,67 + 11,60
28 18,00 + 1,15 195,1 + 10 290,00 + 14,14 277,00 + 8,17
35 19,30 + 0,75 220,0 + 11,7 306,00 + 12,32 434,28 + 15,11
42 25,00 + 0,86 240,0 + 104 330,00 + 15,56 470,85 + 12,14
49 38,20 + 1,15 3170 + 11,5 33442 + 14,63 640,00 + 11,54
56 48,00 + 0,75 3333 + 11,7 334,57 + 16,49 714,00 + 10,21
63 49,50 + 0,57 379,6 + 14,1 410,00 + 11,55 635,50 + 12,90

DP: Desvio Padrio.



TABELA 27A Teores

médios
micronutrientes) das

dos

elementos
analises

em calos,

essenciais
provenientes

(macro
de

segmentos foliares de pimenta longa, com alta (ACR) e baixa

(BCR)

NITROGENIO (dag kg™

capacidade de

regeneragdo durante
desenvolvimento ativo. UFLA, Lavras, MG. 2002.

a fase de

CALOS

Média dos Periodos de Cultivo (dias) £ DP

21 28 35 42
ACR 588+098a  571+0,58a 529+1a 513+0,58a
BCR 387+£0,76b  375+082b  3,17+0,58b  2.85+0,14b

FOSFORO (dag kg™
ACR 039+0,09a  038+007a 037+0,06a 0,34+007a
BCR 024+0,11b  023+0,09b  023+0,06b  0,17+0,02b

POTASSIO (dag kg™)

ACR 3,58+0,65a 321+055a  3,18+0,58a  3,32+067a
BCR 1,54+0,14b  1,12+0,09b  0.83+0,12b  1,17+0,08b

CALCIO (dag kg™)

ACR 034+0,11a  039+007a 048+0,09a 0,78+0,12a
BCR 0,13+0,05b  0,13+0,03b  027+0,05b  0,39%0,06b

MAGNESIO (dag kg™)

ACR 0,08+0,09a 0,17 £0,07a 0,16 +0,06a 0,13 £0,02a
BCR 0,07+0,05b 0,06 £0,02b 0,04 +0,01b 0,02 0,01 b

COBRE (mg kg™)

ACR 16,40+ 1,73 a 17,00+ 126a  20,50+1,15a 2241+1,27a

BCR 4004071 b 3,90+0,50b  500+029b  6,00+0,58b
MANGANES (mg kg

ACR 200,0+6,1a 207,7+53a  2680+59a  297.0+40a

BCR 1040+11,5b  1200+£120b  160,0£119b  170,0£12,6b
ZINCO (mg kg™

ACR 217,0+82a 3814+89a  5079+69a  4490+66a

BCR 48,0+59b 140,0+6,5b  189,0+58b  137,0+59b

FERRO (mg kg™)

ACR 2775+58a 3180+92a  371,0+10a  5380+59a
BCR 80,0£9,1b 1500+64b  1684+7.8b  2640+11,5b

DP: Desvio Padrdo; Médias seguidas de mesma letra nas colunas ndo diferem entre si

pelo teste F (p<0,05).
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TABELA 1B Resumo da analise de varidncia do mesofilo foliar, obtidas na
avaliacdo de plantulas de pimenta longa cultivadas in vitro e
aclimatizadas. UFLA, Lavras, MG. 2002.

QUADRADO MEDIO

Causa da
Variagio Epiderme  Parénquima  Parénquima Epiderme Total

Adaxial Pali¢adico Lacunoso Abaxial
Ambiente 1 275521%* 7,50™ 3,33 7,50™ 2511,68*
Residuo 28 58,96 51,67 62,26 18,21 200,06
CV (%) 12,78 10,39 11,33 20,82 6,44
Meédia geral 60,08 69,17 69,67 20,50 219,52

* Significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
S hdo significativo ao nivel de 5% pelo teste F.
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