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CAPITULO 1 - APRESENTACAO

1 INTRODUCAO

O Cerrado € considerado a savana de maior biodiversidade vegetal do
mundo, com uma area de 204 milhdes de hectares. No Brasil, esta distribuido,
principalmente, nos estados de Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Mato Grosso
do Sul, Tocantins, Bahia, Piaui, Maranhdo e Distrito Federal (Pereira et al.,
2001). Esse bioma possui inumeras plantas que sdo utilizadas como
medicamentos naturais pela populagdo local para o tratamento de muitas
doengas, incluindo esquitossomose, leishimaniose, maldria e infec¢des fungicas
e bacterianas, entre outras (Alves et al., 2000).

No entanto, o crescimento populacional e a demanda por mais
alimentos, associados as condi¢des edafoclimdticas favordveis do Cerrado,
transformaram esta regido em importante drea para atividades agropecudrias. O
ritmo acelerado desta a¢@o antrdpica, nas dltimas décadas, tem levado a perda de
material genético vegetal nativo, praticamente desconhecido, do ponto de vista
cientifico (Vieira & Martins, 2000).

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) é um arbusto do
Cerrado pertencente a familia Malpighiaceae. E uma planta medicinal rica em
taninos, cuja infusdo € utilizada como febrifugo, adstringente nas diarréias e
disenterias (Rodrigues & Carvalho, 2001), além de possuir atividade anti-
séptica, antimicrobiana, anti-hemorrégica, cicatrizante e antiinflamatéria (Pinto
& Bertolucci, 2002; Monteiro et al., 2005). No entanto, segundo Lorenzi (2002),
0 género Byrsonima possui taxa de germinacdo baixa e emergéncia lenta das

plantulas.



Devido a demanda crescente da industria de fairmacos e a necessidade de
conservacdo de germoplasma de plantas medicinais, esta pesquisa objetivou a

caracterizacdo do processo de embriogénese somdtica de murici-pequeno.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Descricio da espécie

A familia Malpighiaceae compreende cerca de 63 géneros. Sdo plantas
herb4ceas, arbustivas, arbéreas ou, mais freqiientemente, trepadeiras com folhas
inteiras, de disposi¢do alterna, sem estipulas. As flores sdo vistosas, de
coloracdo, em geral, amarela ou rosada, ciclicas, hermafroditas, diclamideas, de
simetria zigomorfa, reunidas em inflorescéncias paniculadas nas axilas
superiores ou terminais. As pétalas, em geral, s@o fimbriadas,
longipenduculadas. O androceu é formado por dez estames, as vezes alguns
estaminodiais. Como exemplos brasileiros, ocorrem vdrias espécies de
Byrsonima nos campos dos cerrados (Joly, 2002).

O género Byrsonima pertence a familia Malpighiaceae e ¢€
essencialmente americano, sendo encontrado nas regides tropicais e subtropicais
da América do Sul (Felicio et al., 1995). A espécie Byrsonima intermedia A.
Juss. (Figura 1) é um arbusto, podendo apresentar varios ramos que partem de
uma base subterrdnea. Possui folhas opostas lanceoladas 2 glabas, flores em
cachos terminais, amarelas, tomando tonalidade alaranjada quando velhas (Ferri,
1969). Designada vulgarmente de murici-pequeno, sua época de florescimento é

de outubro a dezembro e seu hébitat € o cerrado (Rodrigues & Carvalho, 2001).



FIGURA 1. Fotografia mostrando folhas, ramos, inflorescéncia (A) e frutos
imaturos (B) de murici-pequeno. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Lorenzi (2002) menciona taxa de germinacdo baixa e emergéncia lenta
em outras espécies de Byrsonima, como B. coccolobifolia, B. lancifolia, B.

sericea, B. spicata, B. stipulacea e B. verbacifolia.

2.2 Propriedades medicinais da espécie

Muitas pesquisas t€m direcionado seus esforcos para descobrir
metabdlitos secunddrios em extratos de plantas com atividade biolégica. Estudos
conduzidos por Alves et al. (2000) revelaram que o extrato de metanol obtido a
partir das folhas de B. intermedia destacou-se como um candidato promissor ao
combate da esquistossomose por sua atividade molusquicida. A
esquistossomose, causada pelo parasita Schistosoma mansoni, ¢ uma doenga
endémica no Brasil e em muitos outros paises tropicais (Davis, 1996).

Felicio et al. (1995), analisando extrato bruto de folhas secas,
concluiram que B. intermedia produz lupeol e B-amirina. Segundo Schenkel et
al. (2000) lupeol e B-amirina sdo saponinas do tipo triterpenos pentaciclicos. As

saponinas triterpénicas encontram-se, predominantemente, em dicotiledoneas. A



capacidade de formar complexos com esterdides, proteinas e fosfolipideos de
membranas determina um nimero variado de propriedades biolégicas para essas
substancias, destacando-se a acdo sobre as membranas celulares, alterando sua
permeabilidade ou causando a sua destrui¢ao. Relacionadas com essa acdo sobre
as membranas estdo as atividades hemoliticas, ictiotéxica e molusquicida,
freqiientemente observadas.

O género Byrsonima também apresenta casca rica em taninos (Corréa,
1984). O papel bioldgico dos taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-
se que eles estejam envolvidos na defesa quimica contra o ataque de herbivoros
e contra microrganismos patogénicos (Schenkel et al., 2000).

Os taninos estdo entre os principais grupos de metabdlitos secundarios.
Sdo compostos fendlicos, em geral polifendis de alto peso molecular, de
estrutura quimica varidvel, com moléculas grandes; por isso, ndo costumam ser
absorvidos pelo tubo digestivo. Por terem afinidade e precipitarem proteinas, sdo
empregados na curticdo de couros e peles. Possuem atividade anti-séptica,
antimicrobiana, anti-hemorrigica, antidiarréica, cicatrizante e antiinflamatéria
(Pinto & Bertolucci, 2002).

O murici-pequeno €, principalmente, utilizado como adstringente nas
diarréias e disenterias a partir da casca do caule. E indicada a dosagem de 1
xicara de cha da casca picada para 1 litro de dgua, tomando-se de 3 a 4 xicaras

de cha ao dia (Rodrigues & Carvalho, 2001).

2.3 Embriogénese somatica

A cultura de tecidos de plantas é considerada bastante eficaz na
propagacdo de vdrias espécies, permitindo o crescimento de células, tecidos e
orgios isolados da planta-mde, em condigdes assépticas e controlada. Com a

demanda crescente da industria de farmacos e a necessidade de conservagao de



germoplasma, esta técnica tem sido extensamente empregada para a propagacio
de espécies medicinais (Rout et al., 2000).

A partir de uma otimizagdo dos componentes do meio de cultura, a
regeneracdo in vitro pode ser realizada por organogénese ou por embriogénese
somdtica. A embriogénese somdtica é o processo pelo qual células somaticas
desenvolvem-se por meio de diferentes estddios embriogénicos, dando origem a
uma planta, sem que ocorra a fusdo de gametas. Esta técnica apresenta grande
potencial, entretanto, o seu sucesso em plantas lenhosas ainda € baixo (Guerra et
al., 1999).

De acordo com Sharp et al. (1980), a embriogénese somdtica in vitro
apresenta dois padrdes basicos de desenvolvimento de embrides: a embriogénese
somdtica direta, na qual os embrides somadticos originam-se diretamente de
tecidos matrizes, sem a formacdo de estddios intermedidrios de calos, e a
embriogénese indireta, na qual os embrides somdticos se formam a partir de um
calo. De acordo com Guerra et al. (1999), em ambos os padrdes, o embrido
somdtico segue a mesma seqiiéncia de desenvolvimento do zigédtico, ou seja, a

passagem pelos estddios globular, cordiforme, torpedo e cotiledonar.

2.4 Analises bioquimicas

Uma outra estratégia que possibilita evidéncias sobre a capacidade
embriogénica do tecido € a avaliacdo de padrdes bioquimicos dos calos. Nesse
aspecto observa-se, nos tecidos vegetais, a ocorréncia de metabdlitos primarios e
secundarios (Demain, 2000).

O crescimento de culturas embriogénicas €, geralmente, associado com
as mudancas na sintese e na mobilizagdo de proteinas, carboidratos e lipideos.
Os niveis destas substincias dependem de diferentes fases de crescimento e eles

tém a funcdo de fornecer de energia para o crescimento celular.



Os aminodcidos, as protefnas e os carboidratos sdo considerados
metabdlitos primdrios. Sdo compostos de alto peso molecular que formam e
mantém as estruturas de células e 6rgdos. Os carboidratos fornecem energia
metabdlica e esqueletos carbdnicos para a biossintese de aminodcidos e
proteinas, polissacarideos estruturais como celulose, enfim, todos os compostos
organicos necessarios para o crescimento das células (Caldas et al., 1998).

Os metabdlitos secunddrios, em geral, ndo apresentam agdo direta sobre
a fotossintese, respiragdo, transporte de solutos, translocacdo, sintese de
proteinas, assimilacdo de nutrientes, diferenciagdo ou sintese de carboidratos,
proteinas e lipideos. Também diferem dos metabdlitos primdrios por
apresentarem distribui¢c@o restrita no reino vegetal, ou seja, sdo restritos a uma
espécie vegetal ou a um grupo de espécies relacionadas, enquanto que 0s
metabdlitos primdrios sdo encontrados em todo reino vegetal (Taiz & Zeiger,
2004).

As culturas de células vegetais possibilitam a producdo de diferentes
metabdlitos. No entanto, na maioria dos casos, a proliferacdo de células e a
biossintese de metabdlitos sdo fendmenos separados, tendo cada qual suas
condicdes favordveis (Buffa Filho et al., 2002).

A biossintese de determinados compostos secunddrios pode ocorrer em
todos os tecidos e células de uma dada espécie vegetal devido a totipoténcia
celular. Durante o desenvolvimento dos calos, estes compostos tém sua origem
no final da fase exponencial e predominam durante a fase estaciondria, sendo
estruturalmente derivados dos produtos do metabolismo primdrio (Demain,

2000).

2.5 Anadlises ultra-estruturais
O entendimento do desenvolvimento inicial de massas embriogénicas

requer correlacdo com alteragdes bioquimicas e a observagcdo subcelular. As



andlises ultra-estruturais, por meio da microscopia eletronica de varredura e de
transmissao, t€m sido utilizadas em vérios estudos de embriogé€nese somética,
como relatado em Carica papaya (Fernando et al., 2001), Hordeum vulgare
(Eudes et al., 2003), Vitis vinifera (Jayasankar et al., 2003), Arabidopsis
(Wagner et al., 2004) e Theobroma grandiflorum (Ferreira et al., 2005).

2.6 Analises citologicas

As células sdao as menores unidades que exibem as caracteristicas
funcionais da vida. A reproducdo celular € a base da hereditariedade, do
crescimento e do desesenvolvimento. O ciclo celular é o processo completo de
divisdo celular que pode ser simplificado em dois estidgios — a intérfase e a
mitose. O indice mitético, definido como a percentagem de células na fase
mitética em relacdo ao total de células, € a reflexdo positiva da capacidade da
populagdo celular de crescer (Hao et al., 2002).

A partir da determinagdo das fases lag, exponencial, linear e estaciondria
da curva de crescimento de calos, pode-se determinar o indice mitdtico para
cada fase desta curva. Com isso, é possivel estipular o intervalo médio de
subcultivos, que serdo feitos quando as culturas estiverem no ponto mediano da
fase linear da curva de crescimento, e a quantidade de biomassa celular que
gerard o nimero desejado de embrides somadticos ao final do ciclo (Guerra et al.,
1999).

O conhecimento de caracteristicas, como o indice mitdtico e a
viabilidade celular ao longo do cultivo in vitro, pode gerar subsidios para a
selecdo de células com maior capacidade embriogénica, ainda na fase de calos.
A utilizagdo de 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) facilita a visualiza¢do dos
nicleos em divisdo, pois este corante possui especificidade pelas ligacdes

adenina-timina do DNA. Bons resultados, utilizando essa metodologia, foram



obtidos nos trabalhos com Citrus (Hao et al., 2002), Nicotiana tabacum
(Winicur et al., 1998) e Helianthus maximiliani (Binsfeld et al., 2000).

As técnicas com provas fluorescentes sdo comumente utilizadas como
corantes de viabilidade. A acdo do diacetato de fluoresceina (FDA) € baseada na
habilidade de detectar reacdes enzimdticas especificas dentro do citossol. O
FDA € um corante de viabilidade essencialmente nao-fluorescente, o qual é
absorvido passivamente pela célula. Se a célula € viva, ela apresenta atividade da
enzima esterase € o FDA é deesterificado para fluoresceina polar, o qual é
fluorescente e acumula-se dentro da célula. Se a célula € morta, falta a atividade
da esterase e ndo ha fluorescéncia apds a adicdo do FDA (Oparka & Harris,
1994; Widholm, 1972).

A andlise em conjunto destas técnicas fornece um embasamento mais

sOlido para caracterizar tecidos com maior potencial embriogénico.
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CAPITULO 2 - Caracterizacio de calos embriogénicos de murici-pequeno

(Byrsonima intermedia A. Juss.)

1 RESUMO

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Caracterizacdo de calos embriogénicos de
murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.). 2006. 41p. Tese (Doutorado
em Fisiologia Vegetal)-Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

O murici-pequeno (Byrsonima intermedia A. Juss.) é uma planta
medicinal do Cerrado, utilizada principalmente como febrifugo e adstringente
nas diarréias e disenterias, que apresenta dificuldades de propagacdo sexuada. O
objetivo do presente trabalho foi caracterizar calos embriogénicos obtidos a
partir de segmentos foliares inoculados em meio de cultura MS suplementado de
1,0 mg L'de 2,4-D. Apds sessenta dias, com a formagao dos calos, estes foram
repicados, por trés vezes. A cada subcultivo, avaliou-se a formacdo de embrides
globulares. Amostras de calos do cultivo inicial e dos subcultivos foram
utilizadas para as andlises de microscopia eletronica de varredura e transmissao,
avaliacdo dos teores de amido e fendis totais, além da determinacdo do indice
mitético e da viabilidade celular. O terceiro subcultivo apresentou a maior
porcentagem de embrides somadticos, aproximadamente 70%. As células
progrediram de um formato alongado para o isodiamétrico, caracterizando
células meristemdticas com capacidade embriogénica. Células de calos obtidos
do terceiro subcultivo apresentam organelas celulares mais desenvolvidas,
apresentando evidéncias subcelulares de competéncia embriogénica. Calos
subcultivados apresentaram o maior teor de amido aos 60 dias de incubacdo e a
maior porcentagem de fendis totais aos 80 e 100 dias. No segundo subcultivo,
aos 40 dias de incubacdo, ocorre maior indice de divisao celular (18%) e aos 50
dias ocorre maior porcentagem de células vidveis (83%) com caracteristicas
embriogénicas.

* Comité Orientador: Renato Paiva - UFLA (Orientador), Lisete Chamma
Davide - UFLA (Co-orientadora), Patricia Duarte de Oliveira Paiva - UFLA
(Co-orientadora).
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2 ABSTRACT

NOGUEIRA, Rairys Cravo. Characterization of Byrsonima intermedia A.
Juss. embryogenic callus. 2006. 41p. Thesis (Doctorate in Plant Physiology) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras.”

The Byrsonima intermedia A. Juss. is a medicinal plant from Cerrado,
used mainly as febrifuge and astringent in diarrheas and dysentery, and present
difficulties in relation to its sexual propagation. This objective of this work was
to characterize the embryogenic callus obtained from leaf segments inoculated in
MS culture medium supplemented with 1.0 mg L™ 2,4-D. After sixty days, the
formed callus was replicated three times. For each sub cultivation, the number of
globular embryos formed was evaluated. Samples of initial callus and those
obtained from the sub cultivations were used for scanning electronic
microscopy, starch and total phenols quantification, in addition to the
determination of mitotic index and cell viability. The third sub cultivation
showed the highest percentage of somatic embryos, approximately 70%. The
cells changed the shape from elongated to isodiametric, characterizing
meristematic cells with embryogenic capacity. Cells of the callus obtained in the
third sub cultivation showed cellular organelles more developed, evidencing the
embryogenic competence at cellular level. Callus sub cultivated showed a higher
starch level at 60 days after incubation and the highest total phenolic
concentration at 80 and 100 days cultivation. In the second sub cultivation, at 40
days of incubation, it was observed the highest cellular division index (18%) and
at 50 days it was verified the highest percentage of viable cells (83%) with
embryogenic characteristics.

* Guidance Committee: Renato Paiva - UFLA (Adviser), Lisete Chamma Davide
- UFLA (Co-adviser), Patricia Duarte de Oliveira Paiva (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

A micropropagacdo, ou propagacdo vegetativa in vitro, ¢ uma das
principais aplicacdes da cultura de tecidos, especialmente para as plantas de
dificil propagacdo pelos métodos convencionais (Barbosa et al., 1993). A cultura
de tecidos também € de grande interesse em espécies que se encontram em vias
de extingdo em funcdo, principalmente, da intervencdo do homem em seu
habitat. Com essa tecnologia, é possivel conservar essas espécies in vitro, em
meios de manutengdo e programar a producdo comercial (Cerqueira, 1999).

Os protocolos baseados na cultura de segmentos nodais, gemas apicais e
axilares, utilizados na organogénese, geralmente mostram baixa eficiéncia em
termos regenerativos potenciais. Esse tipo de cultura ainda é caro, devido a
manipulagdo intensa de mao-de-obra. Além disso, em algumas plantas, o estddio
inicial de estabelecimento € lento e a sobrevivéncia das plantas, no final da fase
ex vitro, é frequentemente baixa, o que reduz a producdo potencial da
micropropagacio via organogénese. Em paralelo, esforcos tém sido direcionados
para a indugdo e o controle da embriogénese somética (Guerra et al., 1999).

Apesar das vantagens deste tipo de cultivo em relagc@o a organogénese, a
conversdo de embrides somdticos em plantas ainda é uma etapa que pode
apresentar dificuldades e, dessa forma, estudos complementares, para a
caracterizacdo morfoldgica, citolégica e bioquimica, elucidariam as possiveis
causas relacionadas a este processo. Para o murici-pequeno, estes dados ainda
sdo desconhecidos.

O objetivo desta pesquisa foi o0 monitoramento citolégico, bioquimico e
ultra-estrutural das células envolvidas no processo de regeneragdo via
embriogénese somdtica, a fim de fornecer subsidios para a otimizacdo de
protocolos de propagacgdo in vitro de murici-pequeno (Byrsonima intermedia A.

Juss.).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Embriogénese somatica

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Cultura de Tecidos de
Plantas, Setor de Fisiologia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras (UFLA).

De acordo com a metodologia descrita por Nogueira (2003), segmentos
foliares de tamanho de 0,25 cm’ obtidos de plantulas de murici-pequeno
germinadas in vitro, foram inoculados em tubos de ensaio contendo 10 mL do
meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado de 1,0 mg L' de
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 3% de sacarose. O meio foi solidificado
com 0,6% de agar e o pH foi ajustado para 5,8, antes da autoclavagem a 121°C,
por 15 minutos. Antes da inoculacdo, foram efetuados cortes na superficie
adaxial do explante, a qual ficou em contato com o meio nutritivo. As culturas
foram incubadas no escuro, a 27 + 2°C.

Apés sessenta dias, os calos foram repicados segundo a curva de
crescimento determinada por Nogueira (2003). As repicagens foram efetuadas
por trés vezes, todas aos sessenta dias, resultando em trés subcultivos. Avaliou-
se a porcentagem de ocorréncia estruturas globulares em calos provenientes do
cultivo inicial e dos trés subcultivos.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado com 6
repeticdes por tratamento, sendo cada repeticdo composta por 25 tubos de
ensaio, cada tubo contendo um explante. Utilizou-se o teste de Scott-Knott a 5%
de probabilidade.

Para a determinacdo da porcentagem de ocorréncia de estruturas
globulares para cada repeti¢do, considerou-se que a ocorréncia de calos em 25

tubos de ensaio representaria 100%, em 13 tubos seria 50% e assim por diante.
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4.2 Microscopia eletronica

Calos de murici-pequeno foram induzidos a partir de segmentos foliares
inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com 1,0 mg L'de 2,4-D. Apés a indugdo, os calos foram repicados aos 60 dias e
proliferados por mais dois subcultivos, realizados a cada 60 dias, no meio de
cultura de indugao.

Amostras de calos do cultivo inicial e dos trés subcultivos foram imersas
em solucdo fixadora Karnovisk (pH 7,2) por um periodo minimo de 24 horas.
Posteriormente, em capela de exaustdo, as amostras foram lavadas em tampao
cacodilato por trés vezes e pds-fixadas em tetréxido de 6smio 1% em 4gua, por 4
horas, em temperatura ambiente. Apés esse periodo, foram lavadas (trés vezes)
em 4gua destilada e, em seguida, desidratadas em gradiente de acetona (25%,
50%, 75%, 90% e 100 %, trés vezes).

Para a microscopia eletronica de varredura, calos do cultivo inicial e do
terceiro subcultivo foram conduzidos ao aparelho de ponto critico para a
secagem e, entdo, montados em stubs para cobertura com ouro. Os espécimes
foram observados no Microscépio Eletronico de Varredura LEO Evo 40,
localizado no Laboratério de Microscopia Eletronica e Anélise Ultra-Estrutural
no Departamento de Fitopatologia da UFLA.

Para a microscopia eletronica de transmissdo, apds o gradiente de
acetona, foi realizada a inclusdo da resina, inicialmente, em Spurr/acetona 30%
por 8 horas e, em seguida, resina 70%. Ap6s 12 horas, as amostras passaram
duas vezes por resina 100% por 24 horas cada vez, sendo o material colocado
em molde adequado e conduzido para a polimerizagdo em estufa a 70°C, por 48
horas. Os blocos obtidos foram conduzidos para esteroscépio para a retirada dos
excessos de resina. Em seguida, sec¢des semifinas (0,85um) e ultrafinas (<100
nm) foram seccionadas em ultramicrotomo Reichrt-jung (ultracut E), com o

auxilio de navalha de diamante. Os cortes semifinos foram coletados com anel
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de ouro, colocados em laminas de vidro, corados com azul de toluidina filtrado
em filtro Millipore (0,2um), e observados em microscépio de luz para
confirmagdo das ares de interesse. Posteriormente, novos cortes ultrafinos foram
coletados em grades de cobre de 300 mesh. As sec¢des foram pds-contrastadas
em acetato de uranila, seguido por acetato de chumbo, por 3 min cada. A
observacdo dos espécimes foi realizada em Microscépio Eletronico de
Transmissao Zeiss EM 109, no Laboratdrio de Microscopia Eletronica e Andlise

Ultra-estrutural (LME) no Departamento de Fitopatologia da UFLA.

4.3 Avaliacio de teores de amido e fendis totais

As anélises bioquimicas foram realizadas no Laboratério de Produtos
Vegetais, do Departamento de Ciéncia dos Alimentos (UFLA).

Calos de murici-pequeno foram induzidos a partir de segmentos foliares
inoculados em meio de cultura MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com 1,0 mg L' de 2,4-D. A cada sessenta dias, os calos foram repicados,
resultando em trés subcultivos.

Duas amostras de 10g de matéria fresca de calos foram coletadas de 20
em 20 dias, até 120 dias para a determinacdo do teor de amido. O amido foi
extraido segundo o método hidrolitico de Lane-Enyon, descrito pela AOAC
(1970) e determinado colorimetricamente pelo método da antrona, descrito por
Dische (1962). Utilizaram-se calos do cultivo inicial e do segundo subcultivo.

A determinacdo dos teores de fendis totais foi realizada conforme o
método colorimétrico de Folin-Denis (Swain & Hillis, 1959), empregando-se
duas amostras de 10g de matéria fresca de calos, provenientes do segundo
subcultivo, coletadas de 20 em 20 dias até 100 dias.

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado com quatro repeticdes por periodo de coleta. Utilizou-se o teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade.
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4.4 Indice mitético e viabilidade celular

Investigou-se o padrdo de indice mitético e viabilidade celular de calos
no segundo subcultivo, a fim de confirmar se a época de repicagem dos calos foi
ideal para a maior formacdo de embrides globulares no terceiro subcultivo.

As andlises do indice mitético e da viabilidade celular foram realizadas
no Laboratério de Citogenética do Departamento de Biologia da Universidade

Federal de Lavras (UFLA).

4.4.1 Indice mitético

Duas amostras de calos de, aproximadamente, 0,5 g cada, obtidas a partir
do segundo subcultivo em meio nutritivo MS (Murashige & Skoog, 1962)
suplementado com 1,0 mg L' de 2,4-D, foram coletadas aos 10, 20, 40, 60, 80,
100 e 120 dias da curva de crescimento e armazenadas em fixador Carnoy (3
partes de etanol:1 parte de 4cido acético) por 20 horas em temperatura ambiente.
Apds esse periodo, as amostras foram mantidas a -22°C, para posterior
preparagdo para andlise microscopica.

As fracdes de calos foram transferidas para eppendorf contendo 0,5 ml
de solucdo tampao Mcllvaine (pH 7,0) e, em seguida, foram filtradas em peneira
com malha de 100 um e centrifugadas a 6.000 rpm por 2 segundos. O
precipitado foi ressuspendido em tampdao Mcllvaine e, apds a formagdao do
pellet, retirou-se o excesso da solu¢do. Em lamina, adicionaram-se 10uL de 4,6-
Diamidino-2-fenilindol (DAPI) na concentracio de 2ug mL' a 20uL da
suspensdo celular final. Apds 5 minutos, procedeu-se a observacdo em
microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60, utilizando filtro WU sob
aumento toal de 400X.

O indice mitético [(ndimero de células em mitose/nimero total de

células) x 100] foi obtido para 200 células. Os dados foram analisados
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utilizando-se o delineamento inteiramente casualizado com seis repeti¢cdes por

periodo de coleta. Utilizou-se o teste Scott-Knott a 5% de probabilidade.

4.4.2 Viabilidade celular

Duas amostras de calos, contendo 1g de matéria fresca cada, foram
obtidas a partir do segundo subcultivo, em intervalos de 10 dias, até o final de
120 dias de cultivo.

Cada amostra foi homogeneizada em 10 mL de solu¢@o de manitol 0,6M
e CaCl, 0,03M, por 30 minutos, a 90 rpm e em temperatura de 27 * 2°C. Na
auséncia de luz, estas amostras foram filtradas em peneira com malha de 100
um, retirando-se 980 puL da suspensdo e adicionando-se 20 uL de uma solugdo
0,5% de FDA (diacetato de fluoresceina) em eppendorf, resultando em 0,01% de
FDA. Apdés 5 minutos, procedeu-se a contagem de células vidveis com
fluorescéncia verde e formato isodiamétrico em microscopio de fluorescéncia
Olympus BX 60, utilizando-se o filtro WIBA, sob aumento total de 100X.

Os dados foram analisados utilizando-se o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes por periodo de coleta. Utilizou-se o teste

Scott-Knott a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Embriogénese somatica

No inicio da cultura, os calos apresentavam-se fridveis e de cor
esverdeada, entretanto, apds dois subcultivos, a cada 60 dias, ocorreu o
aparecimento progressivo de calos com aspecto granular e de cor amarela,
juntamente com a formacao de estruturas globulares com coloracio amarelada

ou esbranquicada (Figura 1).
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FIGURA 1. Estereofotografias de calos de murici-pequeno com aspecto fridavel
(A) e calos granulares com estruturas globulares (B e C). UFLA,
Lavras, MG, 2006.

O aparecimento das estruturas globulares iniciou-se no segundo
subcultivo, com cerca de 17% de ocorréncia, entretanto, atingiu,

aproximadamente, 70% no terceiro subcultivo (Figura 2).
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FIGURA 2. Ocorréncia de estruturas globulares em calos de murici-pequeno no
cultivo inicial (CI) e nos subcultivos (SC) em meio MS contendo
2,4-D e na auséncia de luz. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Observa-se uma progressdo no aparecimento de estruturas globulares,
indicando que o inicio da embriogénese somadtica em murici-pequeno
caracterizou-se pela mudanca de um calo de aspecto fridvel para o aspecto
granular e, posteriormente, ainda em permanéncia no meio de cultura de indugdo

de calos, possibilitou a formagdo dos embrides somaticos.
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A presenca de calos com aspecto granular foi pré-requisito para a
embriogénese somatica em cafeeiro. Com 4 meses de cultivo, na presenca de 2
mg L' de 2,4-D, os calos apresentaram setores embriogénicos, os quais
apresentavam textura granular, coloracio amarela intensa e 1 a 3 mm de
comprimento. Apds 6 meses, estes setores embriogénicos continuaram a crescer,
atingindo de 8 a 10 mm (Teixeira et al., 2004). Calos granulares também foram
formados durante o processo de embriogénese somdtica indireta de coqueiro
(Cocos nucifera L.) (Verdeil & Buffard-Morel, 1995).

Ha relato, na literatura, de que a permanéncia por longos periodos em
2,4-D ocasiona efeito inibitério sobre a capacidade embriogénica dos calos
(Guerra et al., 1999). Entretanto, neste trabalho, o que se observou foi um
estimulo a formacgdo de complexos embriogénicos em contato com o 2,4-D.

Trabalhos sobre a influéncia do tempo de permanéncia de explantes em
2,4-D na formagdo de massas embriogénicas sdo escassos. Guerra et al. (2001)
testaram diferentes tempos de exposi¢cdo de explantes ao 2,4-D e observaram que
com 8 semanas em contato com 2,4-D e apés a transferéncia para meio bésico,
sem regulador de crescimento, ocorreu a maior formagdo de embrides somaéticos.

Em Araucaria angustifolia, proembridides sométicos foram obtidos de
embrides zigdticos a partir de calos subcultivados, a cada 20 dias, por 4 anos
(Astarita & Guerra, 2000).

O aspecto dos calos com estruturas globulares obtidos neste trabalho foi
semelhante ao dos calos obtidos na embriogénese somdtica de Feijoa sellowiana
B. (Stefanello et al., 2005), os quais foram induzidos em meio de cultura na
presenca de 2,4-D, por 60 dias e proliferados por 120 dias em meio contendo
2,4-D, combinado com diferentes citocininas. Ignacimuthu et al. (1999), em
pesquisa com Eryngium foetidum L., também obtiveram calos embriogénicos na
presenca de 2,4-D com aparéncia correspondente aos apresentados neste

trabalho.
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Apesar de ser uma planta lenhosa, o murici-pequeno apresentou indugdo
de embriogénese somdtica semelhante a da planta herbicea, pois necessitou da
permanéncia prolongada em 2,4-D para a formag@o de massas embriogénicas.

Em milho (Zea mays), a indugao de calos usando 1,5 mg L'de24De
as repicagens realizadas em meio com 0,5 mg L' por 2 a 3 meses
proporcionaram a maturagcdo dos embrides somdticos (Santos-Serejo & Aguiar-
Perecin, 2000).

No caso do caquizeiro (Diospyros kaki), a indugdo de massas
embriogénicas foi realizada em meio contendo 2,2 mg L'de24-D+ 1,0 mg L'
de cinetina (Carvalho et al., 2004). Os embrides globulares de caquizeiro
também foram muito semelhantes aos deste trabalho.

Vérios experimentos foram conduzidos nesta pesquisa para promover o
desenvolvimento destes embrides somdticos de murici-pequeno, mas houve forte
oxidacdo em todos os tratamentos, apesar da presenga de carvao ativado no meio
de cultura, ndo havendo evolugdo para os demais estddios embriondrios.

Resultados similares foram obtidos por Ferreira et al. (2005), em
embriogénese somadtica de cupuagu (Theobroma grandiflorum Schum.).
Estruturas semelhantes a embridides apareceram em pequenos grupos ou em
forma de “cachos” sobre a superficie de tecido foliar inoculado na presenca de
TDZ e ANA. As culturas foram subcultivadas a cada 15 dias nesse meio,
durante dois meses. Entretanto, uma semana apds a transferéncia destas
estruturas para o meio de regeneragdo, a fim de estimular o completo
desenvolvimento do embrido, observou-se que as estruturas estavam mais
densas, com aspecto mais escuro e secaram. Assim, ndo foi possivel estimular o
desenvolvimento dos embrides somadticos além desse estdgio; contudo, ficou

demonstrado o potencial morfogenético de folhas de cupuacu.
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5.2 Microscopia eletronica

A microscopia eletronica de varredura demonstrou que as células
passaram de formato alongado, predominante no cultivo inicial € no primeiro
subcultivo, para um formato arredondado presente no segundo e no terceiro
subcultivos (Figura 3). Além disso, nas amostras do terceiro subcultivo, foi
possivel a distin¢do de regides em organizacdo esférica, semelhante a embrides
somadticos em estddio globular.

As células do cultivo inicial e do primeiro subcultivo apresentaram
dimensdes de 140 x 30 um e as células do segundo e terceiro subcultivos

possuiam dimensdes de 35 x 40 um, caracterizando um formato esférico.

FIGURA 3. Eletromicrografia de varredura de células de calos de murici-
pequeno com formato alongado no cultivo inicial (A); células de
formato arredondado no segundo subcultivo (B) e estruturas
globulares em calos no terceiro subcultivo (C e D). UFLA,
Lavras, MG, 2006.
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O formato isodiamétrico é caracteristico de células meristematicas
(Appezzato-da-Gléria & Carmello-Guerreiro, 2003). Os calos embriogénicos
sdo compostos, em sua maioria, por células meristemdticas com dimensdes
relativamente pequenas e com citoplasma denso (Tomes, 1985).

A morfologia celular isodiamétrica do segundo e terceiro subcultivos,
detectada neste trabalho, é semelhante a das células Carya illinoinensi, apesar da
utilizacdo de 4cido naftaleno acético (ANA) para a indugdo de regides
embriogénicas (Rodriguez & Wetzstein, 1998). Ferreira et al. (2005) também
observaram estruturas semelhantes a embridides, em pequenos grupos ou em
forma de “cachos” sobre a superficie de tecido foliar, demonstrando o potencial
morfogenético de folhas de cupuacu (Theobroma grandiflorum Schum.) para
embriogénese somadtica.

Pelas eletrofotomicrografias de varredura, foi possivel a visualizagdo
nitida de mudanga do formato celular ao longo do tempo de exposi¢do ao 2,4-D,
supondo que a permanéncia nesta auxina fosse fator crucial para a sinaliza¢do de
desdiferenciacdo celular e conseqiiente retomada de caracteristicas
meristemadticas, favorecendo a embriogénese somdtica (Ammirato, 1993).

Em Cynodon dactylon, Chaudhury & Qu (2000) também realizaram
observacdes semelhantes a este trabalho, verificando também células alongadas
e tubulares em meio de indu¢do de calos em meio de cultura contendo 1,0 mg L
' 2,4-D, sem sinais de qualquer tipo de regeneragdo. No entanto, ao adicionar
0,01 mg L' de BAP ao meio com 2,4-D, os calos apresentaram estruturas de
coloracdo amarelada e células arredondadas, caracterizando células com
potencial meristemético.

Quanto a andlise de microscopia de transmissdo, as células de calos
obtidos no cultivo inicial apresentaram nticleos desorganizados e graos de amido

(Figura 4A-B). Ja as células de calos obtidos do terceiro subcultivo apresentaram
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nicleos mais organizados, nucléolos mais proeminentes e maior presenca de

amiloplastideos (Figura SA-B).

FIGURA 4. Eletromicrografia de transmissdo de células obtidas de calos no
cultivo inicial. Presenca de nucleo (N) e amiloplastideos (setas
pretas). As barras equivalem a 2um. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 5. Eletromicrografia de transmissdo de células obtidas de calos no
terceiro subcultivo. Presenca de nicleo (N) e amiloplastideos
(setas pretas). As barras equivalem a 2um. UFLA, Lavras, MG,
2006.

As células do cultivo inicial apresentavam mitocondrias com poucas
cristas e formato alongado, além de poucas organelas. Ja as células do terceiro

subcultivo possuiam mitocdndrias com formato oval (Figura 6 A-B).
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FIGURA 6. Eletromicrografia de transmissdo de células obtidas de calos no
cultivo inicial (A) e no terceiro subcultivo (B). Presenca de
mitocondrias (setas pretas). As barras equivalem a 1pm. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Por estas observagdes, verifica-se que houve alteracdes celulares a partir
do cultivo inicial até o terceiro subcultivo, de maneira que as células
adquirissem condicdes fisiolégicas suficientes para desenvolver a capacidade

embriogénica.
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Observagdes semelhantes foram realizadas por Canhoto et al. (1996), em
Feijoa sellowiana, cujas células embriogénicas apresentaram ntcleo bem
desenvolvido com nucléolo proeminente, granulos de amido e mitocdndrias com
forma oval, enquanto que células ndo-embriogénicas apresentavam mitocondrias
alongadas.

As mitocondrias existentes nos calos de murici-pequeno do terceiro
subcultivo, além do formato oval, apresentavam melhor viausalizacao das cristas
mitocondriais. A presenca destas organelas € descrita em sistemas
embriogénicos, sendo associada com alta taxa respiratdria (Canhoto et al., 1996).

No entanto, os dois tipos celulares apresentaram baixissima ocorréncia
de organelas como reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi. Este aspecto
poderia ser considerado como um tipo de anormalidade celular causada pela
presenca de 2,4-D, como relatado por Cangahuala-Inocente et al. (2004) e
Rodriguez & Wetztein (1996) em pesquisas com Feijoa sellowiana e Carya
illinoinensis, respectivamente. Entretanto, a menor ocorréncia destas organelas é
relatada, por Junqueira & Carneiro (1997), como caracteristica de células
meristemdticas ou embriondrias.

Quanto a ocorréncia abundante de grios de amido, esta tem sido
relacionada a aquisi¢do de potencial embriogénico (Maheswaran & Williams,
1985; Profumo et al., 1987; McCleary and Matheson, 1976).

Mikula et al. (2004) também relataram grande quantidade de amido em
células embriogénicas de calos de Gentiana punctata, relacionando este padrao
bioquimico como fonte de energia para a intensa divisdo celular e para o

posterior desenvolvimento dos embrides.
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5.3 Avaliacao de teores de amido e fendis totais
Os teores de amido em calos provenientes do cultivo inicial e do
segundo subcultivo encontram-se na Figura 7. Para a interacdo de subcultivo e

dias, houve efeito significativo para os teores de amido.
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FIGURA 7. Teores de amido em células de calos obtidas no cultivo inicial e
no segundo subcultivo. Médias seguidas pela mesma letra
minuscula na coluna e maidscula na linha ndo diferem entre si, de
acordo com o teste Scott-Knott, a 5% de probabilidade. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

Observou-se que os teores de amido obtidos no cultivo inicial foram
bem menores que os encontrados no segundo subcultivo. Enquanto a maior
porcentagem de amido no cultivo inicial foi 12,88%, no segundo subcultivo foi
23,04%, ambos aos 60 dias.

O nivel desta molécula pode mudar, dependendo da fase de crescimento,
uma vez que a divisdo celular demanda uma grande quantidade de carbono e
ATP para o metabolismo (Silveira et al., 2004).

Esta maior quantidade de amido de um cultivo para o outro pode ser
realcionada com uma possivel reserva de carbono para os eventos de
desenvolvimento do embrido em fases finais de desenvolvimento, como alta

divisdo celular e taxa respiratéria (Profumo et al., 1987; Mikula et al., 2004).
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A presenca de amido também foi marcante em células embriogénicas de
Araucaria angustifolia (Astarita & Guerra, 1998).

Quanto aos teores dos fendis totais no segundo subcultivo, segundo a
andlise de regressdo, estes apresentaram as maiores porcentagens aos 80 dias e
100 dias, com 6,41% e 6,15% de fendis totais, respectivamente, ndo diferindo

estatisticamente entre si (Figura 8).
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FIGURA 8. Teor de fendis totais em células de calos obtidos do segundo

subcultivo. UFLA, Lavras, MG, 2006.

Estes compostos ja haviam sido determinados no cultivo inicial de calos
de murici-pequeno por Nogueira (2003), atingindo 0,142% e 0,133%, aos 40 e
80 dias, respectivamente. A permanéncia prolongada em meio contendo 2,4-D
pode ter proporcionado a maior formagdo de metabdlito secundédrio em células
de calos e seu declinio a partir dos 100 dias, principalmente, pode ter sido
ocasionado pela reducdo de nutrientes, secagem do &dgar e acimulo de
substancias téxicas (Smith, 1992).

E importante destacar que a maior formacdo de fendis totais, aos 80 e

100 dias, foi precedida da maior sintese de amido aos 60 dias (Figura 9).
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FIGURA 9. Relacdo entre o teor de amido e de fendis totais em células de

calos obtidos do segundo subcultivo. UFLA, Lavras, MG, 2006.

O amido é um polissacarideo formado por dois componentes, amilose e
amilopectina, ambos formados por glicose. Esta molécula ¢ um metabdlito
primdrio envolvido na formagdo de eritrose-4-fosfato, um dos compostos-chave
da interligacdo do metabolismo primario com o secundério. Fornecida pela rota
das pentoses-fosfato, a eritrose € precursora da rota do acido chiquimico, de
onde derivam os compostos fendlicos a partir dos aminodcidos arométicos. Os
resultados desta pesquisa evidenciam um redirecionamento do amido formado
aos 60 dias para a uma posterior sintese de fendis aos 80 e 100 dias.

Segundo Nogueira (2003), na curva de crescimento do murici-pequeno,
a fase lag ocorreu até o 20° dia apds a inoculagdo; a fase exponencial estendeu-
se do 20° ao 40° dia de cultivo; a fase linear foi observada entre o 40° e o 60°
dia de cultivo; entre o 60° e o 80° dias ocorreu a fase de desaceleracao e do 80°
ao 100° dia ocorreu a fase estaciondria, na qual pode ocorrer o acimulo de
metabolitos secundérios. A partir do 100° dia, a cultura entrou na fase de

declinio (Smith, 1992).
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No caso de Stryphnodendron adstringens M. (barbatimio), Vitor et al.
(2005) obtiveram 1% de fendis totais em calos cultivados na presenca de 1,0 mg
L' de 2,4-D, aos 60 dias de cultivo. O subcultivo destes calos poderia ter
favorecido a maior producdo destes metabdlitos secundérios, como ocorrido
neste trabalho.

No entanto, a maior formagdo de fendis pode ser estimulada pela
utilizacdo isolada de citocininas, como no trabalho de Amaral et al. (2005), que
obtiveram 28% de fénois totais em calos de murici (Byrsonima verbascifolia
Rich.), utilizando 2,0 mg L' de BAP na presenca de luz e 2,65% com 1,0 mg L'
de BAP, na auséncia de luz.

Cangahuala-Inocente et al. (2004) ji mencionavam que células com
competéncia para embriogénese somdtica apresentam além de grdos de amido,
compostos fendlicos. A presenca de compostos fendlicos seria uma caracteristica
notdvel de centros meristematicos que produzem embrides sométicos para inibir

a hiper-hidricidade dos tecidos.
5.4 Indice mitético e viabilidade celular

A coloracdo com DAPI permitiu a visualizagdo dos nucleos em

diferentes fases do ciclo celular como intérfase e metédfase (Figura 10).
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FIGURA 10. Fotomicrografia de fluorescéncia de células de calos de murici-

pequeno coradas com DAPIL. UFLA, Lavras, MG, 2006.

O indice mitdtico, entre os 20 e 40 dias do segundo subcultivo, ndo
diferiram estatisticamente entre si, apresentando os maiores indices de divisdo,
17% e 18,16%, respectivamente. A partir dos 60 dias, houve reducdo até os 120

dias de cultivo (Figura 11).
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FIGURA 11. Indice mitético de calos subcultivados em meio MS suplementado

com 1,0 mg L' de 2,4-D durante 120 dias de permanéncia no
escuro. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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Apesar de Nogueira (2003) recomendar que a repicagem seja efetuada
entre os 60 e 80 dias, caracterizada como a fase de desaceleragdo da curva de
crescimento de calos de murici-pequeno, os resultados deste trabalho
demonstraram que a época ideal para a transferéncia de células com potencial
embriogénico nao deve ultrapassar os 40 dias.

Hao et al. (2002) detectaram um indice mitético de 40% em suspensao
celular de citrus (Citus sinensis Osbeck) aos seis dias apds a inoculagdo em meio
de cultura. J4 Winicur et al. (1998), investigando a ag¢do do 2,4-D na divisdo
celular de suspensdo de tabaco (Nicotiana tabacum), obtiveram
aproximadamente 7% de indice mitdtico no quinto dia de cultivo.

Em protoplastos de Solanum lycopersicoides aos sessenta dias de cultivo
e em protoplastos de Helianthus maximiliani, aos 4 dias de cultivo, o indice
alcancou 10% e 17%, respectivamente (Tylicki et al., 2002; Binsfeld et al.,
2000).

Em calos de Allium commutatum Guss., subcultivados por 3 e 15 vezes,
0 maior {ndice mitdtico foi de aproximadamente 2,5%, aos sete dias em meio de
cultura contendo 2,4-D combinado com cinetina (Prolic et al., 2002).

Quanto a viabilidade celular, o periodo entre os 10 e 80 dias ndo
diferiram estatisticamente entre si, entretanto, a maior porcentagem de células
isodiamétricas com fluorescéncia verde (Figura 12) ocorreu aos 50 dias, com

83% (Figura 13).
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FIGURA 12. Fotomicrografia de fluorescéncia de células de calos de murici-
pequeno coradas com FDA e visualizadas em microscépio de
fluorescéncia. UFLA, Lavras, MG, 2006.
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FIGURA 13. Nimero de células vidveis isodiamétricas ao longo da curva de
crescimento de calo de murici-pequeno subcultivado. UFLA,
Lavras, MG, 2006.

A partir dos 90 dias, o ndmero de células com caracteristicas
meristematicas declinou consideravelmente até o tltimo dia de incubacgao (120

dias), atingindo menos de 30%.
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Considerando que o indice mitético ndo apresentou diferencas
significativas entre os 20 e 40 dias, a andlise da viabilidade celular definiu que a
melhor época para a transferéncia do segundo para o terceiro subcultivos de
células, de modo a possibilitar a embriogénese somdtica, deve ser realizada até
os 80 dias, a que corresponde ao final da fase de desaceleracdo determinada por
Nogueira (2003).

As andlises de indice mitético e viabilidade celular permitiram a
determinacdo de um periodo de tempo maior para a transferéncia de células com
alta capacidade embriogénica. Nossos resultados discordam com Guerra (1999),
o qual comenta que a fase linear da curva de crescimento da cultura seria o
periodo ideal de transferéncia das células para meio liquido, a fim de otimizar a
biomassa para a producdo de embrides somaticos.

A utilizacdo de FDA foi sugerida por Wildhom (1972) em calos de
tabaco. Vdrios trabalhos passaram a certificar a viabilidade celular com este
corante, como o trabalho de Steward et al. (1999) com alfafa (Medicago sativa
L.) cuja suspensdo apresentou 80% de viabilidade nos primeiros dias de cultivo.
Te-chato et al. (2005) detectaram a viabilidade de protoplastos de dendezeiro

(Elaeis guineensis) de, aproximadamente, 82%.

6 CONCLUSOES

A maior indug@o de calos embriogénicos com estruturas globulares em
murici-pequeno ocorre no terceiro subcultivo.

As células progrediram de um formato alongado, no cultivo inicial e no
primeiro subcultivo, para um formato isodiamétrico no segundo e terceiro
subcultivos.

As células de calos do terceiro subcultivo apresentaram evidéncias, em

ambito subcelular, de competéncia embriogénica.
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Calos de murici-pequeno submetidos a dois subcultivos apresentam
caracteristicas embriogénicas, como grande teor de amido e compostos
fenolicos.

No segundo subcultivo, aos 20 e 40 dias, ocorrem os maiores indices de
divisdo celular.

Até os 80 dias de incubacdo dos calos, ocorre a maior porcentagem de
células vidveis com caracteristicas embriogénicas, o que torna esse periodo o

ideal para a repicagem do material.
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