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RESUMQ

4 flora tropical sul-americana & rica =mn espéecles produtoras de
farmacos. (ecropis gilaziovir & uma das especies tropilcails indicadas
pela Central de Medicamentos como possuidora de  atividade
farmacoldgica comprovada no tratamento da  bronguite, tosse,
cogqueluche & cancro. 0 dnico principio ativo até hoje identificado
nesta espécis., a isovitexXina, & indicado também como diuréetico e
ténico cardisco. Esta sspecie aldgama, possul na sua populac3o
natural uma wvariacio morfoldgica que se reflete dirstamnente na sua
biomas=a, como tambémn na wvariagio em concentracdes de principios
ativos presentes nas suas folhas e estipulas. Uma fonte de
dificuldades no uso de plantas diretamente a partir de populacSes
naturais & a wvariagdo genetica, fisioldgica e quinica, que leva
eventualmente a atividades bioldgicas multo varidveis ou., =m Ccasos
extremos até opostas. Hedida=s gque wvis=em a obtencio de clones gque
possuam altos teores de principlos ativos seriam de grande walia

para estudos quimicos e farmacologicos desta espécie.

0 presente ftrabalho objetivou o desenvolvimento de metodologia de
cultura "in vitro” dessa ecpecie arhoresa rizando a sua
multiplicagdo em largas escala. & finalidade por um lado & de obter
metodologia adequada para clonagem de plantas possuidoras de
principios ativos =m quant idades elevadas atraves de
nicropropagagac; por outro lado. objetivamos a regeneraclio de
plantas con possivel variabilidade moricldgica de interesse
agronémico = guimico,

Todos o= ensaios foram conduzidos em condigles contoladas de luz e
temperatura. Visando a nultiplicagBo vegetativa, brotos aplcails,
axllares e submeristemas previamente esterilizados foram inoculados
em meios de cultura compostos por sais de Murashige & Skoog (1962)
zuplenentado com diferentes concentracdes dos fitoreguladores BAP,
21iP. KIN., ZE4 = T4,



Folhas., estipulas e peciolos previanente esterilizados foran
testados para a 1indugdo de calos erm meio bhdsico de MG
suplementado com diferentes concentracies de BAP, 2iP., KIH. 2.4-D e
TAA . Tentativas de regeneraglo de plantulas wr7a organogénese ou
enbriogénese toram realizadas a partir de meios de M.S.
suplementado com diferentes concentracBSes de BAP, 2.4-D. IAA. 2iP =

ZEA inoculados com calos compactos = fridveis.

Os resultados demonstraram gque as combinagBes BAP 10.0 mg~sl + HAA
2.0 ng-l e BAP 10.0 + Ia4A 1.0 mgsl e apenas BAP 10.0 mgsl levaram a
uma naior proliferacdo vegetativa de brotos. Calos foram obtidos
com maionr frequéncia guando neios de H.S5. suplementado com 2,4-D
5.0 mgrsl + BAP 1.0 ngsl. foram inoculados com peciclos & incubados
na auséncia de luz a temperatura de 25° C. Plantulas foram
regeneradas a partir de calos por organogénese quando estes foranm
mantidos em meio .5, suplementado com 2.4-D 10.0 mgrsl om 2.4-D 1.0
ngsl + ZEA 0.1 wmgsl por 30 dias. As plantas regeneradas foran
postericrmnente propagadas wvegetativamente utilizando os nelhores
neios de propagacgio vegetativa 314 descritos acima. O enrsizamento
foi obtido transferindo-se brotos para meio M.S. acrescido de IAA
1.0 mg-l. &s plantas foram aclinatadas durante 30 dias em substrato
de vermiculita . =sob alta umnidade relativa (90 a 100 %) acrescida

de solugio nutritiva de Hosgland a cada 2 dias.

Alta taxa de nultiplicacdo de ¢ glaziovriz foi obtida atraves de
nicropropagacgdo sem a necessidade de =e induzir a juwenilidade nas
plantas adultas. Plantas de ¢ glaziowiz foram regeneradss por
organogénese & n3o fol observada regenerag3o vza emnbriogénese
somdtica. Fol obtida alta frequéncia de regensrac3oc de plantas de

-

O glazzowriz fato ndo nuito comum em espécies arboreas.



SUMMARY

The South American tropical flora iz rich in plants  with
therapeutical properties. Cecropia glazsiovir Sneth.. has  been

o -

indicated by the "Central of Hedicamentos" as one of the tropical
plant s=species with attested pharmacological properties in  the
treatment of bronchitis. cough and cancer. The only active
component thus far identified in this species. the isovitexin, is
also known as diuretic and cardiotonic. This allogamous species
presents a morphological wariation in its natural population. which
reflects not only in its biomass but also in the variation of the
active component concentration, present in the leaves and
stipulate. As genetic. physiologic and chemical variation are usual
difficulties many times encountered in mnedicinal plant research.
one may observe that the biological activities of these plants are
not always reproducible. Consequently., clones of plants that have
high degrees of active principles would be of high walue on

chemical and pharmacological studies of this species.

The objective of the present work was to develop a mnethodology of
“in vitro" culiture of ¢ gifszroviz with the aim of its large scale
multiplication. The work was conducted so as to develop a
methodology of direct wvegetative mnicropropagation. In addition.
methods  of plant regeneration via calli were developed to
investigate a possible regeneration of plants with morphological

variability for agronomical and chemical interests.

4ll experiments were conducted at controled light and temperature
conditions. In order to achieve vegetative nultiplication. culture
media of Murashige & Skoog salts were inoculated with nre—
esterilized shoots and submeristems. The media were supplemented
with different concentrations of the growth regulators BAP. 2iP.
KIH, ZE& and TAA.



Calli induction was done #7a the inoculation of ¥.S. basic mediunm
supplemented with different concentrations of BAP. 2iP, KIN. 2. 4-D
and TA4. with pre-sterilized leaves. stipulate and petioles.
Attempts were made to regenerate plantlets wra organogenesis and
embryogenesis by ilnoculating H.S. medis supplemented with different
concentrations of BAP, 2, 4-D, TAA, 2iP and ZEA with compact and

fresable calli.

The results showed that 10.0 mg-sl BAP + 2.0 mg/l WAA and 10.0 mg-l
BAP + 1.0 mgsl IAA comnbinations and 10.0 mgsl BAP alone led to the
highest shoot vegetative proliferation. The mnost effective
treatments in calli induction were those in which H.S. =alts
supplemented with 5.0 mgrsl 2.4-D + 1.0 mgrsl BAP were inoculated
with petioles and incubated in darkness. Plantlets were regenerated
through organogensesis by keeping the calli in MH.S. nedia
supplemented with 10 0 mng-1 2.4-D or 1.0 mgsl 2.4-D + 0.1 mgsl ZEA
during 30 days. These plantlets were subsequently propagated by
means of the most effective combinations of the above nentioned
growth regulators. Rooting was attained by transfering shoots to
the M.5. media supplemented with 1.0 mg-l IAA. The plants were
acclimatized in vermiculte substrate for 30 days undsr high
umidity (20 to 100 %) Hoagland nutritive solution was added to the

substrate every 2 davys.

In conclusion a high rate of ¢ glaziowss mnultiplication could be
reached through nicropropagation in nature plants without
juvenelity induction. Regeneration of ¢ glazioviz was cbtained s
organogenesis . On  the other hand., regeneration 73 s=omatic
enbryogenesis wvas not observed. The "in wvitro" propagation of

glaziowrzr was successfully achieved



1. INTRODUCAC

4 CEME ({Central de medicamentos) através do projetoc “Plantas
Hedicinais  Brasileiras” elaborade em 1983 indicou o género
Cecropzs, particularmentes & Cecropie glezzorzz, dentre uma lista de
& espécies de plantas de atividade farmacoldgica comprovada.
Entretanto., pouco se conhece a respeito desta espécie de ampla

distribuic3o no territdrio brasileiro.

4 espécie . glaziowiz., wulgarmente chamada de Unbadba., Embatba.
Inbaiba. Embaiba ou ainda arvore da preguica. vém sendo alvo de
estudos farmacoldgicos en algumas instituicles . de pesquisa
nacionais como a Universidade Federal de Santa Catarina., a Escola
Paulista de Medicina = a Universidade Federal do Rioc de Janeiro.
Estes estudos vém sendo realizados devido as indicacSes populares
do uso desta planta na cura de diversas doengas como a bronquite,
tosses. cogueluche (Cruz, 1985). cancro {Saules. 1948) e no ssu uso
como diuretico e tdnico cardiaco {(Fonseca, 1935). A =sua importincia
avanga alem do uso medicinal., una vez gque tem sido sugerido o seu
usc na carpintaria. fabricagSc de papel. pdlvora e detergentes
{Hatta. 1913 Fonseca, 1935, 1940: Saules. 1948; Silva, 1951: Cru=z.
1965; Loureiro. 1968). Relatos antigos descreven o uso de seus
troncos sem oS septos como condutores de dgua = suas Clnzas Cono
dentifricio. alvejante de roupas. na fabricagio de =ab3c =

purificagdco do caldo de cana-de-aclicar.



[

A4 caréncia de trabalhos cientificos gue wisen o conhecimento das

propriedades bicldgicas e guimicas de plantas medicinails no Brasil
& muito grande = ndo justificdvel. uma wvez gue o Brasil inporta
malis de 95% dos nedicamentos utilizados terapeuticamente. Isto
acarretou para 0 nossEo pals, um gasto de mais de 400 milhSes de
délares o que nos deixa mais dependentes econonicamente das grandes
poténcias & dificultando a promogico de melhores condigfes de saude

coletiva {(Carlini, 1988).

0 Bra=il tem condiges adegquadas para o desenvolvimento da pesqguisa
de plantas nedicinais. Possui imenso potencial de recursos
naturais,. incluindo uma wvasta flora estimada em 120.000 espécies.
sxtenso territdrio com grande variedade de condices climdticas.,
propiciando a proliferacdo abundante dos vegetais e tradig3o no uso
de plantas nedicinais. A miscigenacdo no  Brasil reuniu  un
conhecimento  especlfico sobre a utilizagdo destas plantas,
incluindo—as na medicina popular. Assin, o saber popular sslecionou
mnaiz= de 2.000 espécies de plantas medicinsis. poucas jé& estudadas
cientificamente. Pelo menos 400 destas plantas s30 comercializadas
por pequenas enpresas brasilelras. aindas sem o adeguado controle de
rqualidade por parte destas ou do Governo. Deve—se salientar tambeém
que hd no pals interesse por parte das instituiges governamentals.
como por exemnplo a CEME, de investigsr & substituir por plantas. os
farmacos imnportados utilizados no tratamento de dosncas  cono

hipertens3o. asma. inflamacles de ulceras. entre outras.
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Una fonte de dificuldades no uso de plantas dirstamente a partir de
populacSes naturals & a wvarisgdo geneética. fisioldgica = quimica,
que leva esventualmente a atividades bioldgicas muito varidveis ou,
en casos extremos até opostas. A selegdo dessas plantas, almejada
tanto por agqueles gque a comercializam guanto pelo usudric., depends
de um controle genético = netabdlico rigoroso. I=zto wvém sendo
comprovado comno guass imnpossivel devido a fatores imponderidvels
dentro das wvariagOes constatadas nas atividades farmecoldgicas dos
principios ativos. Os principios gquimicos responsdveis pelas
atividades farmacoldgicas ndo s8c conhecidos & o mnecanismos gue
levam a esta variagdo n3o foram estudados, o gue tipicamente se
expressa ha  perda parcial ou total de atividade em plantas

cultivada= fora do seu ambiente natural.

Os fatores gque levariam a4 =intese ou acumnulo de netabdlitos
secunddrios de atividade bioldgica nas plantas incluem os fisicos
como =solo., clima (temperatura., unmnidade, ventos e sua variac3o
anual) = luz: os gquinicos. especialmente certos =lemnentos na faixa
de disponibilidade de rizosiera. poluentes & aditivos, oz genéticos
que refletem respostas = adaptagles s ambientes no passado atraves
de reproducdSo diferencial de diversos gendtipos: os f{isiocldgicos,
inclusive ritmos circadianos e estacionais (fases de crescimento e
flugo de hormdnicos), = o= bidticos {competicio. parasitismo,
mutuali=mno e predacdo). Ho caso de plantas medicinais cultivadas. a
nanutengdo & otimizacglSo destes fatores para promover uma producio
médxima de atividade biocldgica. reguer respeito & todos eles,

especialnnete aos bidticos.



Torna—se ocritico, portanto, o desenvolvimento de estudoz =
processos Jque permitam adaptar espéclies de interesse as condigdes
de cultivo, propagar gencdtipos de e=lite, praticar o melhoramento
gengético no sentido de obter plantas com altos teores de principios
ativos = desenvolver processos biotecnoldgicos com a finalidade de
obter {fontes alternativas para produgsco de importantes produtos

naturais de plantas.

A cultura de tecidos wvegetails tem sido amplamente utilizada para
atender wvarias desses objetivos e {oi1 agqui utilizada com a
finalidade de propagar plantes de ¢ glaziowiz. A padronizacio de
una netodologia gque permita a obtencio de clones de plantas com
gendtipos selecionados facilitaria nuilto o estudo dos principios
ativos responsavels pelos seus efeitos tarmacoldgicos. O
estabelecimento de una tecnologia de ocultivo racional desta
espécie, possibilitard a =ua producdio em escala comercial sem o
risco de ver suas reservas natursls diminuidas ou mesmo extintas,
pela exploragio extrativa como J& acontseceu. por =zenplo, com a

ipeca, o jaborandi 2 a espinheira santa.

Resta ressaltar a dificuldade em == propagar através de cultura de
tecidos. plantas arbdress e perenes. Em nuitos casos, ha
necessidade de =ze utilizar tecidos rejuvenescidos a partir de
tec;:idos mnaduros para se obter sucessco ho processo de cultursa “"in
vitra'. Tecidos naduros emn nuitos casos ndo possuen respostas
mnorfogénicas diante de tratamentos hormonais. Porém. muitas vezes a

utilizacio destes tecidos Jjovens ou rejuvenescidos  levam a



()

resultados gque ndo refletem a realidade em  tecidos maduros.

Caracteristicas como por exemnplo a producdco de certos metabdlitos

secundarios no tecido poden ndo estar presentes em tecidos jovens

ou rejuvenescidos. dificultando o estudo da planta adulta Una vez
wiabilizada a técnica de cultura de tecidos para a propagacdo de O

glaziovzi., este estudo poderd ajudar na elaboragdo de protocolos

para a propagacio de outras arbdreas de interesse comercial.



2. OBJETIVOS

2.1 Hicropropagscgdo vegstativa direta a partir de gemas axilares e
apicais. wisando a multiplicacg8o em larga escala de plantas de

Cecropia glazioriz Sneth. (Horaceae).

2.2. Inducdo de calos 2 regenerscido de plantas via embriogénese ou
organogénsese. A finalidsde por um lado £ obter clones, = por
outro lado. desenvolver metodologis que permita gerar plantas

com wvariabilidade genética {(variacdo somaclonal).
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Huitas plantas supericores acunulam substancias orgénicas possiveis
de serem extraidaz em quantidades economnicamnente vidvels, servindo
COMO matéria—-prima COom varias aplicactes tanto cientifico
tecnoldgicas gquanto comercials. Estas substéncias naturais =s3o
enpregadas direta ou indiretamente por um grande nunero de
indistrias como fontes produtoras de oleo, zresinas.  taninos,
saponinas, borracha, gomas, céras. corantes e farmacos., entre

outros {(Misawa, 1985).

Entre os metabdlitoz primdricos =30 incluidos o= dleos, dcidos
graxos e caryboidratos (sacarose. amido, pectina, celulose). O walor
comercial de tais produtos & relativamente baixo oscilando entre
Uss 2.20 a USS 4,40 por guilograma estando disponiveis em grandes

quantidades no mercado.

Hetabdlito=s secundadrios =30 compostos biossinteticamente derivados
de metabdlitos primdrios porém com distribuigdo mails limitada no
reino vegetal, sendo restritas a determinados grupos tazondmicos.

Comnpostos secundédrios ndo possuen fungdo aparente no metabolismo
primdrio da planta. contudo., {requentemente possuem um papesl
secoldgico. Podem =er atrativos para polinizadores. resultado de
adaptacdes = condighes de estresse ambiental. defesas gquimnicas
contra nicroorganismnos.  insetos ou outros predeadores,  ou nesmno

contra outras plantas {(Harborne., 1972 Wallace & Mansel, 1976;



Harborne., 1978; Hann, 1978  Mainwald &¢ s7.. 1978: Rosenthal &
Jansen. 1979 Beel & Charlwood. 1980; Harborne, 1982: Hedin. 19383:
Putnam. 1983; Rice, 19845 . Hetabdlitos secundadrios =30
frequentemsente acunulsdos em peguenas guantidades nas plantas. e=n
comparacio aos netsbdlitos primdrios. Além dizso, o= metabolitos

secunddrios tendem a ser sintetizados em determinados tipos de

celulas especializadas = em determinados sstigios de
desenvolvimnento., o gque dificulta sua extragdc = purificacio.
Conseguentemnente, os mnetabdlitos secunddrioz aque s3o  usados

comercialmente como compostos biologicamente ativos (farmacos.
aromas, ftragdncias e pesticidas)., geralmente tem um alto custo.
sendo muitas vezes classificados como guimica fina,. entre os guails
situan—=s2 nicotina, piretrinas e rotenona no caso de pesticidas |
esteroides = alcaldides no caso de farmscos {(Costa. 19%64). Os
esterdides = alcaldides incluen Sapogeninas esteroidais,
glicosideos cardiacos de JDligrtalis alcaldides antileucémicos de
Catharanthbus. alcaldides de beladona {como atropina. hiociamina e
escopolamnins por exemplo). cocaina. colchicina,. slcaldides de dpic
{codeins, morfina = papaverinaj. fizostigmina, pilocarpina,
quinina. guailnidina, reserpina. d-tubocuranina & emetina (Sandberg
& Brun. 1972; Fransworth, 1977; Fransworth & Bingel, 1977: Streest.
1977 Yeoman ¢ a/.. 1980) alén de outro= usados =m menor escala.
Em contraste com o= mnetabdlitos primdrios o custo dos mnetabdlitos

secunddrios em alguns casos chega a milhares de dolares por

quilogramna.

Alguns estudos 33 foram realizados visando o isolamento =
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identificaci®o de netabolitos secunddrios presentes nas folhas de
Cecropia glssziovii. NHestes, conseguiu-se identificar a presenca de
atividades farmacologicamnente ativas COMo relazanento da
musculatura lisa n3o wvascular, acgdo =emelhante aos bicoblogueadores
adrenérgicos & efeito hipertensor. Em tentativas de se isolar o
principio ou principios ativos responsavels por estes esfeitos,

constatou—=e a pressnca de izovitexin {6-C-B e
glucopiranosilapigenina). © primeiro netabdlito secundirio isclado

até o momento {(Della Honache =¢ &/.. 1988).

3.1. CULTURA DE TECIDOS

A cultura de tecidos vegetails & uma importante técnica suxiliar em
programas de melhoramento de plantas uma vez gque possibilita
propagar vegetativamente & multiplicar plantas altamente produtivas
e comn as caracteristicas desejadas. Espécies de polinizagdo aberta
frequentemente produzem sementes com grande variabilidade genetica,
o gue nem s=empre & desejidvel gquando se procura reproduzir

exenplares altamente produtivos e com alto grau de uniformidade.

Por ocutro lado a cultura de células vegetais f{ornece una valiosa
opc3oc  para obtenc3o do aumento  de  variabilidade genetica.
relativamente rapida = =sem tecnologias sofisticadas. Trata-se da
warisbilidade gerada pelo uso de um ciclo de cultura de tecidos. Un

ciclo de cultura de tecidos envolve o estabelecimento de culturas
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de celulas desdiferenciadas. =ob condigdes definidas de cultivo,
proliferaco por um determinado ntnero de geracgSes de células e
posterior regeneracdo de plantas. O naior interesse em =& realizar
este tipo de cultura. decorre principalmente, desta variabilidade
que as plantas {requentemente apresentan apds a fase de cultura "in
vitrn" denominads variacioc somaclonal (Larkin & Scowcroft. 1981). A
variacS3o somaclonal, pode =ser explorada com a {finalidade de

melhoramento genético (Evans =& &/.. 1584).

Finalmnente. oOs  Aavanoos na biotecnologia. particularmente dos
métodoz de cultivo cocelular de plantas e tecidos. permitem a
utilizacgio desses sistemas para producdo comercial "in vitro" de
substancias de alto walor comercial = terspéutico. Essas novas
tecnologias estdo sendo ampliadas, tornsndo possivel a utilizagdo
de plantas = células vegetais como fontes renovavelis de substancias

quinicas valiosas (Illg, 1991).

3.2. PROPAGACAD CLONAL

4 utilizacio nmals disseminada da cultura de tecidos & a propagacio
clonal radpida de plantas com gendtipos de elite. A& técnica 2
extrenamente 1til para a propagacio de plantas gque s= multiplicam
lentamente, ou para 3 obtenc3o de clones, nos quais se pretende gque
as plantas produzidas "in witro" tenhan as nesnas caracteristicas

da planta-m3e. Este ultimo pode ser o caso de uma planta com alta
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producdo de um determinado metabdlito =ecunddric. Esta técnica
garante umns descendéncia uniforme gque ndo poderia ser obtida pelo
cultivo poxr sementes em  plantes aldgamas., devido a0 risco de

encontrar—se nulta variabilidade entre os descendentes.

4 propagac3o clonal ridpida fol estabelecida em numerosas espécies
de plantas superiores {HMurashige, 1978; Va=zil & Vasil. 1980)
destacando—se espécies ornamnentais, frutiferas, horticolas =
nedicinalis . Ho caso de plantas medicinais, o objetivo dessa
mnetodologia e o de produzir grande gquantidade de clones
geneticamnente 2stiaveis com relacdo a determinados principios

ativos.

4 técnica de propagacio clonal compreende basicamente 3 estdgios.
segqundo Hurashige ({1974). O estagico I tem como obijetivo o
estabelecimento da cultura de tecidos da planta desejada. O
explante inicial pode sexr obtido de guase todas as partes da
planta tais como. brotos apicails. axilares, folhas, nds. internos,
raizes e conpreende a fase de esterilizacdo dos explantes. O
estdgio Il compreende a fase de nmultiplicecgdo na qual pode ou n3c
haver uma fasze intermedidria de calo entre o explante = a producgdo
de brotos ou enbrifes assexusils. Hormalmente procura—-se svitar a
fase de calo uma wvez gque células do calo tendem a sofrer alteractes
genéticas = cromossimicas € o8 brotos dal originados podem ser
diferente= da planta original {Larkin & Scowcroft, 1981). MNo
estadgic IIIL. as pléntulas s3o preparadas para transferéncias ao

zolo. Este estidgio envolwve o enraizamento dos brotos = aclimatac3o



da planta no =entido de superar a deficiéncia hidrica. permitindo
seu crescimento en condicSes relativamente desfavoravelis.
Frequentemente & possivel atingir o estdgio I e Il sem nodificar a
conposicio do meio de cultura ou as condigBes ambientais. Contudo o
enraizamento  dos brotos no estadgio III e a aclimatagdo das
plantulas geralmente requer meios de cultura., condigles de luz e
temperaturass diferentes. Sequndo Harney. 1982, normalmente o
enraizamento ss dd apenas com a presenga de uma auxina no neio de
cultura ou na auséncia total de fitoreguladores. & aclimatag3c das
plantas quase senpre == faz em substratos do tipo vermiculita em
anbientes con tenperaturas amnenas, 20 a 25°C em ambientez com
unidade relativa alta. 90 a 100 %, Apds pericodos de tempo gque poden
variar de espécie para espécie (20 a 100 dias) as plantas podem ser

levadas para o canpo ou  para vivelros sxperimentals.

3.3 CULTURA DE TECIDOS DE PLANTAS MEDICINAIS

Conforme definido por Costabesl {19903, a biotecnologia £ um
instrunento pelo gual == pode aumentar a formecdo =2 acunulo de
netabdlitos desejavelis, modificando se necessdric os produtos
finais do metabolismo das plantas em guestdo. Em se tratando des
plantas medicinails., a micropropagacdo. cultura de células. cultura
de raizes = nanipulac3o genética =380 técnicas gue possibilitamn a

nelhoria do= farmacos extrailidos destas plantas.

0 sucesso obtido pela técnica de cultura de células em varias areas

relacionadas=s com plantas wvém sendo pouco aceita na indiustria das
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plantas medicinais {Gautheret, 1985). O uso da teécnica de cultura
de tecidos nesta drea se relaciona comn poucos exemplos de aplicacg3o
pratica. Em certos casos os caminhos metabolicos para produgdo de
netabdlitos de interesse =m calos podem ndo ser os wESNOS Sencon—
trados na planta matriz. Em Avta gravsol/us L., a rutacultina &
encontrada =m plantas adultas nes ndo em calos (Kreis & Reinhard,
1989) Em outros casos, porem. a guantidade de compostos medicinails
sxtraidos de calos foi superior ao extraido da planta inteira.
Isto se aplica a plantas como IIisthospsraun srythrobizon Sisb et
Tuce, Coprs gaponlica Salisb e Colews blumszi Benth, Herberss

vilsmonias Heln. 5. =t Wils {Kreis & Reinhard. 1289%).

2 cultura de calos apresenta as seguintes vantagens: 1) =la pode
ser conduzids em ambiente controlado reduzindo a influéncia de
fatores ambientais; 2) a producdo de mnetabdlitos =ecundarios &
bastants supericr em tecidos maduros & o tempo necessarico para o
amnadurecimento do tecido de calos & minimo: 3) a purificacgdo de
certos metabdlitos a partir de calos & mais simples uma vez gue
estes nd3o possuen quantidade slevada de pigmentos: 4) a produgdo de
calos & maeis facilmentes ajustada para suprir a demanda do mercado
{Fowler. 1986); 5) a producdoc de calos estd imune a interferencias
politicas relacionadas & preservagdc do meio ambiente (DiCosmo &
Hizawa. 1985; Margques & Brodelius., 1988). Segundo Balandrin &
Klocke (1985). no Jap8oc. Alemsanha e Canada. pesquisas vén sendo
realizada=s utilizando a técnica de cultura de celulas de plantas

para produzir compostos medicinals de alto valor.
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0 zucessn da Indistria Petroguinica Hitsui na producdo comercial de
shikonins por cultura de ZIithospsraun srythrobizon Sieb et Succo,
o lancamento de produtos do tipo batom bioldgico com grande sucesso
en 1984 {(Yamada & Hashimoto. 1990} & o grande uso de culturas de
(oleus BAlumer Salib, (optis japonica Benth, Ferderis wilsonias
Helns. st Wils. vém encorajando a pesguisa 2 produgdo de
netabodlitos secundarios pela cultura de tecidos (Fujita., 1988).
Segundo Fujita et &/. (13985) o custo da tecnologia da cultura de
tecidos & alta mas pode ser valida pois em certos casos leva a um
aumento significativo da produgdo de principios ativos. Estes
autores sugeriram gue o aumnento da produtividade pode ser obhtido
por trés manelras: (1) sslecdo de clones gque produzemn altos teores
de comnpostos; {2) estabelecimento de protocolos de cultura
eficientes; (3) adaptacdo dos protocolos de produgdc em pequena
escala. para bioreatores. Esta produgSo em bioreatores. ligados a
pesquisa na area de biologia moleculsr relaciocnada ao metabolismo
zecunddrio poderdo levar ao uso de calos para a producgdo de

mnetabolitos de interesse .

Segundo DiCosmo & Misawa (1985) e Eliert &¢ a/. (1987) baixzos
niveiz de nutrientes, irradiacdo com luz ultravioleta e a presenca
de elicitores especificos como por exemplo carboidratos de
levedura., aumnentam a atividade enzimdtica em suspensdes celulares
de 7al/ictrum rugosum Airt. Este sumento & acompanhado do aumento da
biossintese de berberina {(Margues & Brodelius, 1988). Zenk &t al.
{1977} introduziram o conceito de usar dois tipos diferentes de

neios de culturas para aumentar a producdo de compostos fitoguimnicos
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por cultura de células. O meio de H.S. fol usado para aumentar e
manter a culturs de células & um outro neio contendo niveis de
nutrientes mais balxos., para aumnentar a producdo dos compostos

fitoquimicos (Linsmaier & Skoog, 19653

3.4. MICROPROPAGACAQ DE PLANTAS MEDICINAIS

0 usco de produtos naturais de plantas., como os  alcaldides
purificados codeina e morfina, & nuito dispendioso. O prego destes
conpostos varia de US$650 a 1250 por quilograma. Oleos de rosas
podem ser avaliados entre US$2000 a 3000 por gquilograma. O
alcaldide anticancer de Caébarantius, winblastina e vincristina tém
um preco de atacado de US$20.000 o grama {Balandrin & Klocke.
19853 . A micropropagacdc destas plantas medicinails pode aumentar a
sua produgdo = diminuir o seu prego. 0 uso de métodos de propagagdo
"in witro® pode tornar—se um dos processos mals importantes na
multiplicac@®o de plantas medicinsis. O método pode facilitar a
nultiplicag®o de brotos axilsres = a preservacdo de plantas de

elite {Costabel. 19905

Propagacgio nassiva de plantas medicinais também & bastante
importante no caso de plantas que produzem poucas sementes. baixa
germinagdo = cuidados espscials para atingirem estagios naduros
{Ikeda =34 ad. .198873% . Tambén de grande importdncia no
desenvolvimento de novos produtos de plantas & a pressrvagdo do
germoplasma {(Costabel, 1990). A micropropadacdo € una tecnicsa

bastante util na preservacio do banco genético., principalmente em



casos de plantas gue produzem pouca gquantidade de =sementes
vidvels. Tamnbém hd uma wvasta aplicacdo da técnicss de micro—
propagacdc de plantas medicinails na propagacgdo clonal s producdo de

plantas livres de virus.

3.5. EMBRIOGENESE SOMATICA EM ESPECIES DE PLANTAS PERENES

Haccius (1978) definiu claramente a emnbricgénese =omdtica como un
processo  assexuado de desenvolvimento, no gqual € produzido um
enbriZio bipolar a partir de tecido somdtico. Como discutido por
Sharp =t alf. {1984 . poden ser distinguidos dois tipos de
enbriogénese somidtica: a direta & a indireta. Embriogénese direta
ze refere ao desenvolvimento de um embrio dirstamente a partir do
tecido original do explante. 4 embriogénese sonmdtica indireta se
refere & formagio de embrifSes a partir de calos ou suspens3o
celular ou de células ou grumos de células de embriSes somdticos.
Qualguer cé&lula gue possua a capacidade de se diferenciar em un
enbrifo somndtico € dita como tendo competéncia embricgénica. Porénm,
ainda & desconhecido. =e estas células =230 células alvo gue
responden & sinals sspecificos ou se todas as células somdticas
possuemn esta capacidade. 4 selegio de explantes em estdgios de
desenvolvinento especificos, a escolha de meios de cultura
especificos. a sequéncia das subculturas & as condicBSes do meio
amnbiente s80 sssenclals & necessdrias em tentativas de se obter
SUCSSE0 nNo Drocesso de embriogénese somatica.

0 inicio dos trabalhos de emnbriogénese somdtica em plantas lenhosas

perenes datam dos trabalhos de LaRue (1954). & de pesguisas con
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Friotae oriensalis Engl. (Konar & Oheroi., 196%5) e Zlamia integrifolis
Ait . { Norstog. 1965). Dentre as caracteristicas que dificultam o
estudo da embriogénese em plantas perenes est3o: 1) o curto periodo
de tempo em gus os tecidos est3o viavels para cultura: 2) o longo
pericdo necessdrio para a regensracdco: 3) a {requente producdo e
liberacdo de compostos fendlicos levando a reacBes indesejiaveis: 4)
o longo pericodo de tempo necessario para o desenvolvimento da
pesquiza. Uma wvantagem, porém, € o longo periodo de vida da planta
regensrada., permnitindo que sejan analisadas todas as
caracteristicas desesjadas. 0O desenvolvimento da pesquisa en
enbriogénese somdtica depende primeiramente da natureza da fonte do
explante selecionado. Isto se refere as condigdes nas gquails a fonte
do explante se desenvolveu = o estdgio de desenvolvimento da parte
da planta de onde o explante {oil retirado. Tecidos jovens
normnalmente =80 melhores para o inicio da inducdno da embriogénese.
Hullins & Scrinivasan {1976y tforam os primneiros a reportar
trabalhos de emnbriogénese somdtica. Eles utilizaram tecido de
nucela de uva referindo-se a este tecido como uma fonte de
juvenilidade . Caracteristicas referentes & tecidos sdultos e jovens

foram discutidos por Bonga (1981, 1982% & Durzan (19847.

¢ controle do potencial embriogénico de cada célula na planta &
feito pelos processos fisioldgicos integrados gue ocorrem na planta
inteira. Celulas com potencial emnbricogénico s3o separadas das
ceélulas vizinhas por uma parsede celular espessa e as condicSes de
cultivo dewvem favorecer o desenvolvimento de certas "células

induziveis" e linitar o crescimento de outras. Desta naneilra.
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podemnos ver gue os produtos metabdlicos produzidos "in vitro' podem
estimular = enbriogénese & limnitar a diferenciscio de outras
celulas. Alguns tecidos usados para induzir a embriogénese somatica
=30 o= cotiledones, avulo, folha, negaganetafito, enbrides,
hipocotilo, suspenses celulares., anteras. polen e endosperma

{Tisserat & DeMason. 19808}

0Oz requisitos nutricionais necessarios para inducio da embriogénese
somdtica nd3o =30 bem conhecidos. Eles n8o s3oc exclusivos nem
especificos. uma vez gue varios deles podem produzir os neswnos
resultados. O mneio mais utilizado &€ o de Hurashige & Skoog (1962)
na sua composigio original ou modificado. mas outros meilos ja foram
utilizados comn sucesso em difsrentes tecidos ({Debruijne =¢ a/.,
1974). Os melos normalmente utilizados COomo  responsavels pela
inducio do potencial embriogénico de algumas células do ssplante.
possuen reguladores de crescimento. Os meilos bésicos que  frequen-—
tensnte n3o possuen reguladores de crescimento | proporocionamn a

expressio do potencial embriogénico. Os hormdnios mals comumente

utilizados no mneio de inducdo, 230 o 2.4-D & BAP. = {fontes de
nitrogénico reduzido como aménic e glutamina. Carboidratos =
reguladores osmoticos =30 usados sm outros sistenas tais comno

suspenstes oelulares (Kochba & Button, 1974 Buton., 1973: Kochba
=2t al.. 1978a.1978b.19823. O papel de outros nutrientes na

enbricgénese somdtica também fol revisado por Kohlenback (1978).

Trabalhos de Kononowicz 4 Janick (1984). nostraram gue o tipo e

gquantidade de carboidratos influenciam a embriogénese em tecido
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cotiledonar de 7dechroma cacao {(Perne =¢ al/., 198la) Outros estudos
nostraram que concentragdes elevadas de sacarose aumentam s
concentrac3o de antocianinas (Perne =¢ &7.. 1981lb; Radojevic., 1979)
e alcaldides (Paiva & Janick, 1983) nos tecidos. Estas substéncias
=280 formadas em embrifes =zigoticos normnalzs = desta forma indicam
naturacioc de emnbrifSes somiticos. Estudos de Ben Hayyin = Hewmnann
{1983) em CIfrus, nostraram gue mneio contendo glicerol convertia
calos nucelares em enbrifes somdticos mails eficientemente gque neios
contendo sacarose. Em outros estudos (Kochba, 1982). a embriogénese
somdtica em CJérus foi estinulada de 6 a 12 wezes mnals gquando

galactose e lactoses substituiram & sacarose.

Substéncias que sstimnulam ou inibem o crescimento celular | a
diferenciacio celular & a expressio dos genes jid foram reportadas
atuando nos tecidos de embrifes somdticos 2 no seu meio de cultura
{Tisserat & Hurashige. 1977a. 1977b}). Dentre estss substdncias
est3o o stileno, =stanol, GA, auxinas, {endis. taninos., poliaminas,
ABA = didxido de carbono. Substéncias como acido dimetil-amino—
sucindmico, stefon., ABA = inibidores da sintese de auxinas {Kochba
=t al.. 1978c) wém sendo reportados como sstinulantes  da
emnbriogénese. Outros fatores como baixos niveis de sacarose {(Kochba
& DButton., 1974} e irradiacido (Spiegel-Rovy & Kochba, 1973) est3o
relacionados com un sumento na taxa embriogénica. Algumas condictes
fisicas = do ambiente =30 criticas no processo de embriogénese.
Dentre slaz. a troca de gases dentro dos {rascos. o volume de meio

de cultura por sxplante. gualidade. guantidade e durascidoc da luz.

periodos de escuro. freguéncia de repicagens. zelecdn doz tecidos



a serem usados {por exemplo: nodular., cor = ocutros critérios),
temperatura. e caracteristicas dao explante s3o bastante
importantes. Por exemplo. em (offes & necessario una exposicio
longa da cultura ao escurc para dar inicic & embriogénese {Sondahl
& Sharp. 1979). porém em Zheohbroms a luz se faz necessdria (Kong &

Rao., 1981).

3.6. CONTROLE "IN VITRO" DA MORFOGENESE EM PLANTAS ARBOREAS

A4 técnica de cultura de tecidos wem se mostrando um instrumento
efetivo na propagacdo de plantas através de cultura de brotos
vegetativos de drgios de varias espécies de plantas arbdreas
jovens CcoOno  por exemblo  Ssguors  sewpervirens  {Chapula, 1977
Cheng. 12?77 Winton & Verhagen, 1977), Frnus radriats (Biondi &
Thorpe., 1982). Finus palustris (Sommer o¢8 &/.. 1975). PFPinus
pinaster (David &¢ a/.. 1978), Frecea sbies (Chapula. 1977 Bornman
& Jansson. 1981} Porém., a culturs de tecidos selecionados a partir
de plantas adultas & bastante dificil. Trabalhos com PFPssudotsuga
mepnziensi  {(Hirb) Franco, mostraram gue £ possivel reaslizar a
propagagdo dessas plantas adultas {Gupta. 19853 . 4 habilidade para
formar brotos wvegetativos =somente era express=a en embrifes =
plantas com menos de 2 anos de idade {(Cheng. 1975. 1976, 1977:
Winton., 1972, Winton & Verhagen, 1977} Porém ocorrsu a necessidade
de se trabalhar com plantas adultas pois a selecd3o das drvores para
clonagem. somente pode ser realizada depois que as propriedades
especificas da madeira e as caracteristicas de interesse

aparecerem, ou =eja. nas faszes adultas da planta.



Ina wvez gue grandes dificuldedes s8o encontradas na cultura de
tecidos realizada a partir de ezplantes provenientes de tecidos de
plantas faaduras, processos de rejuvenscimento das plantas adultas
vén sendo alvo de estudos objetivando obter tecidos jovens, o=
quals podem s=er utilizados com maior eficiéncia. 0 rejuvenecimento
pode ser realizado através de uma série de técnicas, dependendo da
planta em guest3co. A reversdoc de plantas adultas de Hedere Acslis
para umna fase Jjuvenil, foi realizada através do crescimento de
brotos jovens junto com brotos da planta adulta. no mnesmno vaso de
solugdo nutritiva {Pierik. 1990}, Em plantas adultas de orquideas
do género Crmbidium a conversdo para a fase juvenil pode ser
facilmente obtida através da cultura de meristemas {(Margara, 1982).
Em se tratando de plantas arboreas. alguns casos de

rejuvenescimento através de cultura de neristemas =80 por s=emplo o

da uva (Boulay. 1985), Frunus  avieum (Franclet, 19873, Frinus
rinaster {David e¢ a/.. 1978) e Ssguoia sempervirens {Hargara,
1982). Em muitas plantas. o rejuvenescimento =e da& através de

subculturas repetidas, utilizando meios de cultura suplementados
por citocininas. principalmente BAP, promovendo lancamento de

brotos laterais jovens {(Boulay, 19385).

Em se tratando de calogénese. ji foi descrito gue diferentes tipos
de explantes provenientes de plantas adultas de Fssudotsugs
senpervirens. formam calos compactos se cultivados na presenca de
cinetina = formnam calos fridveis =se cultivados com 2iP porém nSo

se observou. nenhum tipo de morfogénese nestes calos. Tanbém ja foi
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descrito que f{ragmentos de galhos de £ seapsrvizrens cultivados em
neioc Gamborg (1968). acrescido de NaA 10-5M. IBA 10-5M e fenilala-
nina 10-%M formaram até 3 brotos azilares guando cultivados durante
4 semanas a 27°C. Quando & coleta desses brotos ocorreu no inverno,
primavera ou no outono, O crescimento cessava engquanto gue guando
eram coletados no wverdo, o desenvolvimento wvoltou a ocorrer sob
temperatura constante de 27°C. Fragmentos de galhos de plantas
apresentando 80 anos de idade., também formaram até 2  brotos
laterais apds 2 semanas de cultivo em neio M.S. desprovido de

regquladores de crescimento a 259C.

3.7. FORMACAO DE RAIiZES EM ARBOREAS

Segundo Haissig (1984)., uma profunda perturbacic do metabolismo
nornal das plantas € necessdria para a regeneracdo do sistena
radicular = posterior estabilizagSoc termodinadmica da planta.
Semelhancas anatémicas entre o desenvolvimento radicular de
espécies diferentes sugerem gque © metsbolismc bésico wutilizado
nessa formagdo s=2ja similar para todas elss (Haissig., 1974; Favre,
1977). Para se entender a ac3o deste metabolismo na formnacdc de
raizes =eria necessdrio O estudo bioguimnico da planta inteira ben
como na zona de enrsizamento, porém nuito pouco se conhece a
respeito.

s

Yarios fa

o

ores afetam a rizogéness., entre eles fatores bioldgicos,
fisicos. gquimnicos e reguladores de crescimento. Entre os fatores

bioldgicos, existen evidéncias fortes do controle genético =sobre s
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rizogénese {Hailssig, 19853 . Fatores fisioldgicos como a idade da
planta doadora. época em gque fol coletado o material a s=e enraizar,
tipo = tamanho do explante utilizado = se existem brotos ou folhas
no explante. influenciam {fortemente o enraizamento. (Franclet.
1983). També&m. a manuteng3o do metabolismo do nitrogénioc, gue estd
relacionado com o netabolismo de carboidratos, acidos nucléicos e
proteinas, tém grande infludncia no enraizamento. O redirecio—
namento de reservas metabdlicas como por exemplo a de carboidratos

pode influenciar fortemente a formacBo de raizes.

Segundo Davies (1984), O  inicio do enraizamento normalmente
colncide com pericdos de atividade cambial alta. pericdo este de
crescimnento vegetativo na primavera = &poca na gual ocorre um

balango propicio entre auxXinas disponivels e nutrientes {Gurumurti

=t &/..1984) . Porém. a coleta de material no mesmo periodo do
florescimnento da planta normalmente leva a um baixo indice de
enraizamsento. Estudos 44 mostraram gue o enraizamento = o

florescinento s3o fendmenos antagdnicos do ponto de vista hormonal
{Gaspar. 1981). & polasridade tambémn & de grande importdncia na
rizogénese una vez gue as raizes se forman senpre no final basal do

material vegstal em guest3o, independente da sua orientac3o

{Sinnott,1960).

Entre os fatores fisicos. o estresse hidrico, temperatura e
lumino=idade influencian 8 rizogénese. Temperaturas altas (2000
normnalmente agem favorecendo a iniciacio de primdrdios radiculares

‘

enquanto temperaturas mais amenas (25°C) favorecem o alongamento



radicular. A& influéncia da alta temperatura parece ter relac3oc con

a translocscdo de carboidratos & com o aumento da respiracio =
catabolismo de agucares simples, gue ficam estocados a tempesraturas
baizas {(Ooishi &t &a/..1978: Veierskov & Anderson, 1982). Porén,
Cheng = Vogui (19773 deterninaran o sumento de 3 para 80% no
enraizamento de plantas de Fseudotsuga nenziesszii Hirb. quando a
temperatura do meio foi reduzida de 24 para 199C juntamente con

reducdo da =acarose & auxinas do mneio.

Até o momento n3c hd evidéncias consistentes da influéncia da luz
no enralzamento uma vez que o =feito da luz varia com a planta e
com o metodo de propagagio. Contudo. hd dados que demonstram que a
estiolacdo ou reduclo da intensidade luminosa favorecem a formac3o
de raizes adventicias {(Howgarede & Rondet. 1983). Um periods de
escurc tambén parsce favorecer a rizogdnese. 0 controle da
organogénese através de disparos de luz podem estar relacionadas
direta ou indirstamente ao acunulo de amido em células especificas
no decorrer da fotossintese ou a eventos mnediados pelo fitocromo.
Este sieito de luz também pode estar relacionado so= niveis de

auxinas enddgenas livres (WUeigel &¢ =/7.. 1984) .

A influéncis de reguladores de crescimento na rizogénese & um fator
14 bem comprovado. As suxinas geralmente =30 aceitas dentre os
fitoreguladores como tendo papel principal na iniciaci3o de raizes
adventicias. Trabalhos demonstram gque a auxina mais comumnente usada
no enraizamnento € o IBA e o HAA & gue estes =30 mais efetivos que

o IAA {Geneve & Heuser. 1982). Estes induzem o ®maéximno de
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enraizamnento guando =m concentractes proximas as  gue induzen
sintonas de toxicidade & s3oc aplicadsas imediatamente apds a excisdo
dos explantes (Jarvis e /.. 1983). Estudos ji demonstraram gque
tanto em plantas lenhoszas como em ndo lenhosas hd necessidade de
constante presenca de suxEinas na fase inicial de enraizamento
{Haissig, 1972. Ericksen & Hohamed. 1974). ConcentracSes altas de
auXinas sS30 necessirias para a iniciacio da divisdo celulsr =
organizacico dos primdrdios radiculares (Kantharay et &/., 19793,
porém a aplicac3o de concentragfes altas pode levar & inibic8o do
crescimento ou até da iniciacdo radicular. Estas observactes levan
a crer que a segunda fase da agdo das auxinas no enraizamento est3o
associadas com menor concentragio do gue a primeira (Went, 1939).
Raizes adventiciss normalmente s30 inibidas por citocininas porém
algumas s30 necessarias em pequenas concentracfes ou em proporcdes

adequadas COn auxinas.

Giberelinas vém sendo reportadas como  inibidoras da  formacSo
radicular wuma wvezr gue o©0Os seus antagonistas ou inibidores =30
promotores da formacdo de raizes (Fabijan e¢f &7.. 1981: Jarvis,
1985). Ocasionalmente as giberelinas podem estimular o enraizamento
nas sste € dependente de prévia irradiac3oc da planta matriz e do

tempo de sua aplicacgdo (Hansen, 1976 Gaspar ¢ &/7., 1977).

InformagSes sobre a influéncis do etileno na formacd3o de raizes
adventicias s3o coantraditdrias {(Jarvis,1985). Experimentos usando
inibidores da sintese ou scg3o do stileno (Fabijan =¢ &/

.. 1981) em

trabalhos de cultura de tecidos {(Huxter =&¢ &/7.. 19381) sugeriram que
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o etileno enddgeno &  inibitdrio nos  primeiros  estagios  de
regeneracdo mas estinulatdrios ou até essencials em  estigios

posteriores de dessnvolvimento.

3.8. ORIGEM, DISTRIBUICAC MATURAL E TAXONOMIA DE Cecropra

O género (&Scropls. tipicamnents  americano,  tem como  centro  de
dispers3o a regifo andina e estd representado na América Tropiecal
por maliz de 100 espécies (Berg., 1978b). Introduzido na Africa.
cresce hoje de modo espontdneo em algumas regides (Hauman, 1948).
Tem =eu habitat em algumas regifies tropicais da América do Sul.
principalmente no Brasil, Horte da Argentina e no Paraguai = estd
classificada na flora Brasileira de Martius com 37 especies. nuitas
das guai=z tanto se assemelhan que s=e confundem dentro do campo
tagondnico. A posicgdo sistemdtica de Cecropse tem sido por diversas
vezes questionada. Link ({1831} incluiu-a na familia Horaceass.
Higuel {18533 nazs Urticaceas, Engler {1889) na subfanilia
Conocephaloidease de Horaceae., Corner (1962} transferiu toda esta
subfamnilia para as Urticacease & Berg (1978a) criou a familia
Cecropiaceas. DBusrger (13977)., Barroso (1978) & Carauta (19803
mnantiveram a tradicdo e=engleriana de inclulir desroprs dentre as

Horaceas, o gque adotamos neste trabalho.

0 nome wulgar mals emnpregado no Brasil., embadba., € de origem
Tupinambd {mba-yp-a) =& significa 4drvore oca. & variacSo na
prontncia dos nomes {(ambeahd. ambai. ambaiba. ambaiba. embaiba.

imbaiba, umbaiba, =tc) deve-se ao fato do colonizador suropeu ndo



possuir =mn =eu verndculo nenhuma palavra gue =& iniciasse com un
fonema nasal e cada um percebia no som emitido pelo indigena um

a"., "s", i", "o"., ou "u"., na primeira silaba {(Aindrade 19813

S8o drvores oOu arbustos didicos, providos de caule oco. com septos

transversals nos ramncos jovens sustentando uma copa com aspecta de

candelabro. Sua estipula espatdcea  terminal & desenvolwvida,
decidua. intrapeciolar. encerrando suas folhas jovens. Suas
inf lorescéncias & sSucessivos brotos  terminais.  Possui folhas
grandes. geralmente peltadas, inciso-radiadas e orbiculares ou

arredondadas= . Seus lobos possuem wenacdo pinada = proeminente na

padgina inferior.

Suas inflorescéncocias axilares estBo dispostas em amentos com um
pedinculo comumn protegidos por uma bractea caduca. As f{lores, de
anbos os sexos. possuem perigdénic tubular, inteilro ou bipartido em
sua porcdo distal. Possui estames em nimero de dois. {iletes retos
e anteras grandes e exsertas. Seu estigma pode =er capitado.
penicilado ou peltado = seu dvulo & basal = =subortotropo. Seus
frutos =8c do tipo aquénico de endocarpo crustdceo, tuberculado ou
liso & seu endosperma £ senpre presente. Possul cotilédones acha-

tados com radicula relativamente longa. Seus enbrifies =30 retos.
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4 farmacopéia do Imnpério indicava a embadba para o tratamento da
tuherculo=e. diarréia., nmnenstruacSes copiosas, tumores, ulceras
zsifiliticas, brongquites, asmas, hemorrdidas, diabetes., doencas

venéreas e cilcatrizacgdo de ferimentos em geral.

Corrés {(1923). descreveu algumas propriedades desta Arvore.
colocando dentre as suas utilidade=s, a sua eficdcia no tratamento
de ulceras cronicas. carcinomas e até nas afeccfes pulmonares.
Heste mesmo trabalho. suas propriedades s3o descritas pelo Dr.

Reideneister . nas palpitagles do coraclo & como poderoso diurético.

Em trabalho de 1935, realizado por Fonseca., o liguido gque sai do
talo fresco e da zraiz de plantes de (ecropia € tido como
cardiotdnico = diurético. Esta agio terapéutica fol concretizada
pelo Dr. HMauricio F. Langon o gqual descreve o tratamento de trés
péu:iant,es com afecgles cardiopulmonarses e cardiorensis com
resultados surpreendentes. En » 1948, Saules descreve o uso de
extratos de enbaiba na cura do cancro. sem porém conhecer de gue
forma o sxtrato vinha agindo, uma wez gque seu principio ativo ndo &

conhecido.

Tambén em 1948, Ribeiro & Hors fizeram um estudo guimico da
nucilagem das estipulas dsa embauba, caracterizando a presenca de
noléculas de acido manurdnico e galactose bem como noléculas de

netilpentose. Fol utilizado neste trabalho o uso de mucilagem como



agente de cCremagem do latex de seringusira. Cutros  trabalhos
recomnendan & ¢ glarioviz para o tratamento da brongquite, tosse,
cogqueluche = outras afecgSes das vias respiratdrias (Horeira, 1978;
Hirschorn., 13981). Acredita-—se também que tenha apreciiveis efeitos
honeostaticos, sendo utilizada em casos de hemoptise = hemnatdrias
alémn de ag8o sobre o coracgdc. aumsntando a forga de contracio do

nisculo cardiasco. & como conssequéncia pronovendo abundante diurese

{(Cruz, 1979} .

En algumas xegides do Brasil a ¢ glariorrr & também preconizada
para o tratamento da disbetes. e como anti-hipertenzivo {(Conceicdo,
1982). Hais recentemente., vém sendo realizados trabalhos na
Universidade Federal de Santa Catarina. no sentido de s=e
caracterizar o principio ativo responsdvel por tantos efeitos

terap@uticos {(Della Honache =¢ &/, 1988).
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4., MATERIAIS E METODOS

Oz ensalios relacionados com a propagagiio vegetativa "in wive” = "in
vitro" de plantas de CEcrupia glaziovii foram realizadas no

Laboratorio de Cultura de Tecidos Vegetais do CPQBA-UNICAMP.

4.1 Cultivao de Plantas Doadoras de Explantes

Sementes de ¢ glaziowii foram coletadas na regifc de Ubatuba. 5P,
identificando as Arvores f{emininas para retirada dos  amentos
florais. Has plantas f{emininas os amentos sf3o esverdeados ou
grisdceos & ndo caen das drvores. enguanto que os nasculinos
possuen coloragdo avermelhada e aroma caracteristico. Os amnentos
foram imersos em agua por 24 horas, havendo desprendimento das
sementes e separacgio da mnucilagem inibidora da germinac8Bo. As
zementes foram entdo lavadsaz em &dgua corrente, utilizando-se
peneirs de malha 0.8 mm., para drenagem da dgua. 4 semeadura se deu
em bandedjas de 12 ® 30 om, contendo solo numa camada inferior até 3
cn de espessura coberta por outra camada mais fina de 1.5 cm, de
uma mistura egquitativa volumsetricamente de terra vegetal, areia =
matéria orgdnica de vegetails marinhos. As sementes foram colocadas
sobre e=ta camada superior. & levemente recobertas com a mesmna
nistura. usando—-se peneira para uniformizar & espessura. As

bandejas foram dispostas emn viveiro e protegides com  tela



"sombrite” de 0¥, o qual permite a passagem de apenas 50% da luz
solar. Pléntulas com 2 a 4 cm de altura foram transplantadas para
sacos plasticos de 2 litros., contendo o =olo do prdpric Campo
Experimental do local de plantio definitivo. Em todas as fases a
umnidade do swubstrato foi mantida no nivel da capscidade de campo. O
substrato foil esterilizado, com Basamid (BASF) na dose de 20g-60
litros de =ubstrsto. HNeste sistema foram produzidas 400 mudas. as

gquais foram transplantadas para o campo. apds 45 dias de semeadura.

4.2. Obtengdo de Culturas Assépticas a Partir de Sementes

Todo material ndo bioldgico que necessitou de esterilizacio
{vidrarias. Dpincas. s=spdtulas, estiletes. dgua destilada. stc) foi
subnetido & esterilizacio por 20 minutos a 1209C &4 1 atmnosfera de
press3o =m autoclave FPhoenix, modelo AV 50, Os esnsaios realizados
en condicOes assepticas foram conduzidos em cémara de fluxo laminar

marca ¥eco, wmodelo HLFS-12 .

4 fim de obter sementes esterilizadas tendo como obijstivo a
obtencdc de plantas assepticas | foi realizado o sequinte

tratamento:

1) Lavagem em HO destilada acrescida de 10 nl de detergente

comnercial

Lavagem em HO destilada por 3 vezes:

[
—

Esterilizacgio superficial com hipoclorito de sddio (1.5 % de Cl1

ativo) por 20 minutos:

4} Lavagen final por 5 wvezes com HO destilada e autoclavads.
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Senentes subnetidas a0 tratamnento descrito acima, foram
distribuideas dentro de caizsas de plastico e=sterilizadas contendo
papel de filtro autoclavado. = colocadas para germinar no interior
de um germinador Fauvel EI 340 GD, =ob fotoperiocdo de 14 horas de
luz., a 25°C. Pléntulas obtidas apos 7 dias., foram transferidas
dentro de capela de fluxo laminar. para vidros contendo vermiculita
autoclavada. & seguir as pléntulas foram cultivadas em sala de
crescimento. sendo umidificadas duas vezes por semana com solucgdo
de Hoagland autoclavada., A= condicSes de cultivo foram as mesmnas
utilizadas no germinador. sendo que foram realizados no interior de

Fitotron.

4.3. Obtengdo de explantes esterilizados a partir de plantas

da campo

A4 fim de wverificar o melhor tratamentoc de esterilizac3o a ser
utilizado para a assepsia dos sxplantes provenientes do camnpo.
foram realizados varics enssios utilizando concentracSes diferentes
de hipoclorito de sddic comercial = tempos difersntes de
tratamenta. Os explantes ocoletados foram sempre os localizados
dentro da estipula terminal da planta proveniente do campo. Esta
estipula, apds aberta. tewve as suas folhas e peciolos internos
coletados, 2 assim  sucessivamente., até gue fosse atingido um
estagio proxXimo ao adploce  meristemdtico da planta. Estipulas,

peciclos = folhas wvelhas., ou seja. as ndo encerradas dentro da
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estipula terminal foram descartadas.

Os gquatro tratamentos de esterilizacio foram os seguintes:

1. Lawvagem da estipuls externa e utilizagio dos explantss internos

sem nenhum tipo de esterilizacio.

[

Lavagem =2 esterilizagio da sstipula externa com hipoclorito de
sodioc comercial (1.5 %X de Cl ativo), durante 10'. e utilizacg3o

dos ezplantes internos =emn esterilizacdo.

[45]

Excis3o da estipula externa. ssterilizacdo da 12 estipula
interna con hipoclorito de sddio comercial (1.5 % de Cl ativo).
durante 10'. lavagem em HO destilada autoclavada 5 wvezes e

utilizacio dos explantes internos sem esterilizac3o.

4. Excis8o de todos os explantes internos e esterilizacio destes em
hipoclorito de sddio comercial (1.5 % de Cl ativo)., durante 10°

e posterior lavagem em HO destilada e autoclavada (Figura 1).

Os Apices mneristematicos isolados, foram imersos em uma solucSo
antioxidante contendo acideo citrico 100.0 mng-l, 3acido ascorbico
100.0 mg~-l e cisteina a 2.0 mng-l ateé serem utilizados no sentido de

regenerar novas plantas asseépticas (Figura 2).

Com o cbistivo de avaliar a eficiéncia dos nétodos de esterilizscio
utilizados. o] neio H.S. {Murashige & Skoog, 1962) sen
fitorseguladores foi inoculado com os sxplantes. O meic H.S. foi
acrescido de sacarose 30.0 g-1 e agar 8.0 g-1. O meio teve o seu
pH ajustado para 5.8 com HaOH ou HCl, autoclavado = distribuide em
placas de Petri (100 mm ¥ 25 mn) dentro de cémara de fluxo laminar.
iz placas de Petri foram coolocadas na presenca de luz constante

{3000 lux) durante & dias e foram feitas contagens das
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contaninagOes bacterianas ou {dngicas presentes em cada tratanento.

4.4. Estabslecimentoc de culturas de apices caulinares e

micropyapagagio

Q0 obijetivo desta fase foi averiguar as mnelhores combinacdes de
fitorequladoxes para o crescimsnto dos  Apices  caulinares o
verificar as= combinacSes i1deais para gue haja grande proliferac3o

lateral de broitos a partir do dpice caulinar.

O meio H.S. {Hurashige & Skoog. 1962) acrescido de IAA. BAP. KIN.
ZEA, 2iP & HRAA.  en diferentes concentragSes formando combinacBes
dialélicas foi  inoculado com  dpices  caulinares das  plantas
provenientes da germinacdo asseptica de sementes cou de explantes
esterilizados provenientes de plantas do campo {(figura 3). As

combinacBes dialélicas utilizadas foram

BaP - 0: 1.0; 5.0 e 10.0mg-s1 X I3A - 0: 1.0 e 3.0 mg-l
HAA — 0: 1.0; 2.0 & 5.0 mg-l
2iF - 0: 0.1: 0.5 = 1.0 mgsl
EIN - @0: 1.0; 5 0e 10,0 mg-l X ITddh - 0; 1.0 e 3.0 ngrl
Haad - 0; 1.0: 2.0 & 5.0 mg-l
2iP - 0; 0,1; 0.5 & 1,0 mg-l
FEA - 0; 0.1 mgsl X TAa —~ O 0 e 3.0 ng-sl

i,
Had - 0; 1.0; 2.0 e 5.0 mg-l

Foram avaliados o crescimento dos brotos & a proliferacSo de brotos
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laterais durante 90 dias de cultura. O ensaio foi realizado em
frascos de 300 mnl colocados =ob fotopericdo de 16k luz (3000 lux) =
25 ¥ 30C . As culturas foram avaliadas e transferidas para frascos
de 300 ml comtendo neic f{resco através de subculturas sucessivas, a

cada mnés.

4.5. Indugdo de calcs

Ima vez que ndo foram encontrados dados na literatura referentes &
cultura de tecidos de ewbsdbe. foram utilizados como fonte de
explantes para indugdo de calos, estipulas, {olhas = peciolos
jovens encerrados dentro da estipula terminal de plantas adultas
coletadas no campo (Figura 1). Tanbém foram utilizadas plantas
cbtidas pela gerninacic de senentes esterilizadas & as obtidas pelo

cultivo de Adpices caulinares {Figura 2).

0 material wvegetal oriundo do campo. & basicemente composto por
estipulas internas gue encerram folhas jovens com seus peciolos
jovens . Foram utilizados como sxplantes, segmentos de folhas ( 0.5
sz) . de estipulas { 0.G cmzb e de peciolos (cortes de 0.3 cm).

previamente esterilizados.

0O material wegetal proveniente de plantas obtidas pela germinag3o
de sementes esterilizados ou pelo desenvolvimento dos  apices
neristematicos. basicamente & composto por hipocotilo, folhas,
peciclos & novos dpices caulinares e brotos apicails. Heste caso, a

fonte de e=xplantes 13 =& encontra esterilizeado e ndo houve
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necessidade de novas esterilizaces.
Meio de culturas H.S. acrescido das citocininas BAP, 2iP & KIN =

da auxina 2.4-D emn combinacBes dialélicas foram inoculados com o=
sEplantes esterilizados. 4s concentragBes de fitoreguladores

utilizadas nas combinagdes dialélicas foram as seguintes:

BAP — 0: 0.1: 1.0:; 3.0mgrl X 2.4-D - 0:; 1,0; 3.0: 5.0 e 10,0 mg-1
IAA - 0; 1.0 e 3.0 mg-l

KIN — 0; 1.0 € 3.0 mgs/l X 1IAad —0; 1,0 e 3.0 ng-l
2.4-D - 0: 1.0; 2,0; 5.0 & 10.0m mg-1

2.4-D - 0: 1.0; 3,0: 5,0 e 10,0 mgrl X 2iP : 0: 1.0:; 3.0 mg-l

O meio H.S. utilizado foi suplementado com sacarose 30¥%. nio-—
inositol 100 mngsl & dgar 0.7%. O pH do meio de cultura sempre foi
ajustado para 5.8 * 0.1 medido antes da autoclavagem. A=z culturas
foram mantidas em salas de crescinento. tanto na presenca de luz
sob  foroperiodo de 16h  de  luz (3000 lux) quanto no  escuro

constante. & temperatura de 25°C + 39C.

ds  leituras referentes a0 tamanho dos calos obtidos  foram
realizadas a cada 40 dias apds a inoculagl3o. através de contagens
de numeros de calos por placa e dando-se notas (1, 2. 3 & 4) para
cada tratamento. avaliando—-se o tamanho visual dos calos (Tabela

13.
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TABELA 1 — Tamanho dos calos obtidos de acordo comn as avaliagles
realizadas.
HOTAS TAMANHO DOS CALOS
1 Explante verde sen formacido de calos
2 Calos com até 4 mm de didmetro
3 Calos de § a 10 nm de didmetro
4 Calos com maizs de 10 mmn de didmetro

0z calos obtidos foram subcultivados no meio gue apresentou malior

crescinento através de repicagens sucessivas a cada 2 neses.

4.6. Regeneragdc de FPlantas a Partir de Calos

A fim de == obter regeneracdo de plantas, calos com aproximadanente
1 més de idade foram transferidoz para mneic H.S. contendoc varias
conbinactSes de auxinas & citocininas. Foram realizados experinentos
comn fitoreguladores combinando as auxinas IAA =2 2.4-D com as

citocininas BAP., 2iP e ZEA. As concentracdes hormonais utilizadas

foram:

2.4-D — 0: 1.0: 5.0; 10.0 e 20.0 mgsl X Z2iP - 0: 1.0 & 5.0 mg-l
ZEA - 0 e 0.1 mg-sl
BAP - 0; 1.0 & 5.0 mg-l

BAP - 0: 1.0 = 5.0 mgrl X I3A -0 0.1 e 5.0 ng-l

FEA — D e 0,1 mgsl X T334 - 0; 0.1 2 5.0 mgsl

N



Foram transferidos para o meio de regeneracgdo calos naiores gque 5
mm de didmetro. As avaliacles foram realizadas sensnalmente =
foram observadas nudangas na oconstituicldo do calo bem como o
sparecimento de estruturas gque pudessem sugerir regensracdo de
drg8os ou embrifes. Foram realizados tratamentos na presenca de luz

{fotoperiodo de 16 horas de luz a 3000 lux) e no escuro.

4.7. Enraizamento

Tentativas de enraizamento foram realizadas transferindo-se eixos
caulinares jovens para mneio de cultura M.S5. sem fitoreguladores e

na presenga das auxinas [AA., IBA = NHAA. As concentractBes utilizadas

foram:

Idd ~-» 0; 0.1: 0.5 e 1.0 mg-l
IBA -> 0; 0,1; 1,0; 2.0; 2.0 2 5.0 mg-l
Haa -> 0: 0.1; 0,5 e 1,0 mgrl

As avaliacSes foranm realizadas, considerando o tempo de
enraizamento £ o numero de raizes liberadas por broto. Os
tratamentos foram realizados na presenca de luz (fotoperiodo de 16

h de luz a 3000 lux) & no escuro.

4.8. Aclimatagido

Plantas regeneradas através da cultura de &plces caulinares ou
obtidas pela diferenciacio de calos. apds enrailzados. foran

transferidos para substrato contendo terra = wveraiculita (2:1) emn




condicSes assépticas {dentro de vidros de 300 mnl esterilizados) =
n3o assepticas (em copo de pléstico cobertos com sacos plésticos
transparentes). As plantas {oram mantidas sob alta umidade {100%)
em temperaturas amenas de 20 % 3°C durante 2 semsnas. Apos este
pericdo, as mudas dos dois tratamentos f{oram transferidas pars casa
de vegetagdco. Posteriormente. as mudas que se mantiveram verdes =
zadias. foram transteridas primeiramente para Fiveliro =]
posteriormente para o campc onde foram observadas até a sua

adaptacdo.

4.9, Testes Estatisticos

Todos os ensaios {oram submnetidos a andlise de wvaridncia & a
comparacico de mnédias fol realizada através do teste estatistico de
Tukey {(Gomes, 1982). com intervaloz de confianca ao nivel de 5%.

Foi utilizado con este intulto o programna Sanest?2 {(Zonta &

Machado, 1992).



5. RESULTADOS E DISCUSSAQ

5.1. Cultiwva de Plantas

O percahtual de germinacdc aos 12 dias de semsadura foi alto (cerca
de 95%) e as plantulas eram vigorosas & apresentavam aspecto
normal. A técnica de imers8c em dgua por 24 horas foi fundamental
para a zretirada da nucilagem gue tem propriedade de inibir a

germninacgdo (dados ndo apresentados).

§5.2. Obtengdo de plantas esterilizadas a partir de sementes.

0 tratamento realizado para desinfeccac de sementes foi altanente
eficiente. sendo gue apenas 12% das =enentes apresentaram
contaninactHes fungicas apds 7 dias de inoculagio. H8o houve
contaninactes bacterisnas em nenhum  tratamento. A4 germinacdo
ocorreu 5 dias apds a semneadura dentro do germinador (dados n3o

apresentados) .

Az plantulas gue ndo apresentaram contaninagSes apos 7 dias de
inoculac8o . tiveram 100X de adaptagdoc guando transteridos para
vidros de 200 ml contendo vermiculita autoclavada. H3o s= obssrvou

nenhuma contaminacdo bacteriana nesta fase.
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5.3. Qhtengdo de culturas esterilizadas a partir de wnlantas

do campo.

De 28 apices ceaulinsres . foram obtidaes 21 plantulas esterilizados
gendn gue 7 sofreran oxidacio loao nos primeiros diss. O ADiCES
------ - S - > e - L WA e e e

nEristendtlicos oxXidados foram descartados.

Contorme descrito na tabela 2. de todos o0s tratamentos de

seterilizacio de szxplantes

0

gl RENLRL IR ) Aol § RS 3= e L A N, WA

maizs eficientes zendo gue o

tratamento 3 foi o gue resultou em  menor percentagem  de

externa ndo fol suficiente para elimninar os contaninantes, & o

naterial interns apresentou  alto  graw  de  contaminacio. Ho
tratamento 2, observou-se uma mnelhora acentuada nos resultados
poréem A retirada da estipula externa & esterilizacico da  la

estipula interna apresentou resultados melhores. 4 esterilizac3o
dos explantes internos {(tratamenta 4) levrmi A& um haizxn grau de

contaminacio, porém acarretou uma oxidacSo seguida de necrose

=levada




TABELA 2 — Eficiéncia dos processos de esterilizacdo dos diferentes
tipos de explantes de Ceoropis glasiovii. Yalores referentes a
média de 3 experimentos.

% DE CONTAMINACAOD
TRATAHENTOS

FOLHAS PECIOLOS ESTIPULA

1l.lavagem da estipula externa
com adgua esterilizada = uti-

lizagdo dos explantes inter— 70 60 8%
nos sem esterilizacdo

2.Lavagem & esterilizac3o da

estipula externa com hipoclo—

rito de sddio (1.5% de C1l) du- 25 15 g5

rante 10' e utilizacdo dos ex-
plantes internos sem esterili-
zacdo.

i
|
|
i
|
3 Excis3o da estipula externa, |
esterilizacg8o da 12 estipulas in-—|
terna com hipoclorito de =ddio | 12 10 22

{1.5 ¥ de Cl). durante 10', la-—]|
vagen em H,O destilada autocla-|

vada § vezes e utilizac8o doz|
explantes internos sem esterili—|
zagio. |

|
}
4 Excis8o de todos oz explantes |
internos = esterilizscio com hi-| 12= g= 17%
poclorito de Sodio (1.5 % de Cly|
durants 10'. |

|

* Explantes apresentaram alto grau de oxidacio seguido de necrose.




VYarios trabalhos de propagacio de asrbdreas "in vitro" relatan

dificuldades na essterilizacdo de explantes retirados da planta
doadora. Predieri =¢ a/. {1989). mostraram a dificuldade de =e
elininar contaminantes internos de folhas de Firus commnunis L.,
necessitando  utilizar antibidticos na e=liminacio de bactérias
endogenas. Em fIicus religiosa L. (Haravan & Jaiswal, 1986 = Aorus
Fonbycis Koidz (Yakuwa & Cka, 1988). o tratamento de folhas para
futura inoculacdc objetivando formacio de calos, necessitou de
tratamentos tTigidos de esterilizac3o, utilizando Cetavlon, =
esterilizacio com solucgio de cloreto de mercirio. Em Frunus persica
L. . houve a3 neces=sidade de apds a esterilizacBo com hipoclorito de
sodio, utilizar tratamentos com antibidticos do tipo penicilina e
estreptomnicina  para solucionar os problemas de contaminac8c
bacteriana {(Hammerschlag., 1982). Ho caso de cultivares de mnaci.
também =30 descritos inumeros trabalhos onde houve grande
dificuldade na esterilizacdo de explantes para futura
nicropropagacdo. cono por sxemnplo o estudo de Jones of =2/., (1977).
onde brotos foram tratados com Hannoxol, antes de serem mergulhados
em hipoclorito de sddic., = novamente em Monnoxol., para seren
utilizados em culturas futuras. O estudo com (ecropra glssiovis.
demonstrou gque com tratamentos de esterilicSo de rotina., foi
rossivel obter explantes livres de contaminacSo., sendo que apenas
tratamentos con hipoclorito de sddio seguido de lavagens com H,O
destilada auntoclavada foram suficientes para eliminar guase gue
totalmente as contaminacles superficialis presentes. Resultados
senelhantes foram também cbtidos para outras espécies {(Kim =t a/

.

1985 Bawviera &¢ &/, 1989). A4 utilizac8o dos esxplantes presentes
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dentro da estipula terminal =e mnostrou bastante eficiente., uma wez
que oS explantes praticamente =2 apresentaram isentos de

contaninaches.

5.4, Cultura de Apices caulinares

Como mostrado na tabela 3 ., oz dpilices caulinares inoculados em meio
H.S. acrescido de BAP 10.0 mgr-sl + HaA 2.0 mg-s]l apresentaram. apods
40 dias de cultura. grande proliferacdc lateral. Foi observado
crescimento de até 15 brotos<apice caulinar. Apices caulinares.
inoculados em meio M5, acrescido de apenas BAP 10,0 mgsl ., BAP
10.0 mgrl + TaA 1.0 mgsl e BAP 10.0 mg-l + Nid 1.0 mgsl = BAP 5.0
ng~-1l també&m apresentaram proliferagio lateral abundante porém

estatisticamente inferior ao tratamento acima mencionado. (Tabela 3

e Anexo, Quadro 1).

Hoz tratamentos em que se acrescentou cinetina e Z21P houve baixa

proliferacdo lateral de brotos sendo que guanto maiores foram as

i

uas concentracoes, nenores foran o=  wvalores obhtidos de
crescimento  lateral. Ha Tabela 3 apenas est3o relacionados os
tratamentos gque produzirar resultados favordvelis. & combinacdo de
BAP = NAA parece ser bastante efetiva. wvisto gue outros autores ja
obtiveram resultados semelhantss em outras culturas de arbdreas.
Borkowska (1989) obteve altos indices de propagacdo de brotos de
cereja guando utilizou uma combinagio de BAP 1.S5mg-l + Hid 0.1
ng-l, porém em concentracoes maiores houve decréscimo do namero de

brotos propagados. Da mesra forma. & utilizagdo das citocininas
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TABELA 3 - Efeito de diferentes combinascBes de fitoreguladores na
proliferag8o de brotos laterais de ¢ glariowvii, a partir de brotos
apicalis e ou latersis. Resultados cbtidos apds 45 dias de culturs.

FITOREGULADORES Namero de brotactes
{mg-1) por broto inoculado

BAP 1.0 2.00 gh

BAP 5.0 7.55 od

BAP 10.0 9.35 b

BAP 10.0-HAA 1.0 8,70 beo

BAP 10.0-HAA 2.0 15.10 a

BAP 10.0-HaA 5.0 7.00 d

KIN 5.0 3,20 fg

KIN 10,0 0.75 h

KIN 5,0-T344 1.0 0.90 h

KIN 5.0-24iP 0.1 2,60 g

KIN 5,0-21P 0.5 2,15 gh

KIN 5.0-21P 1.0 1,00 h

BAP 5.0-Ta4 1.0 .10 e

BAP 10.0-I44 1.0 8.20 bed

BAP 10.0-21P 0.1 4,20 ef

dms  : 1.44
C.¥. : 26,33%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Resultados obtidos pela
mnédia de 20 repetiches.

KIH. 2iP e ZEA nSo =zurtiram efeito positivo guando combinadas com a
auxina NaA. Em O gleziovzy., pode-se observar que a influéncia da

citocinina BAP & preponderante na propagagio uma vez gQue nesSmo en
ensalos em que & utilizada isoladamente. hd formsc3o de ate 9,35
brotos-adpice caulinar. O efeito da auxina HAA foi positivo e
sinergistico gquando combinado com BAP 10,0 mgsl. O IAA combinado
com BAF 10,0 mng-/l apresentou resultados expresivos de formac3o de
até 8.70 brotos-dpice porém o =seu efeito fol antagdnico na
combinagico . Em  trabalhosz prévios Stimart & Harbage (1989}

demonstraran gque dJquando a&apices caulinares de Frrus callervana




Deene. foram inoculados em meio contendo combinacfies de BAP = IBA,
a citocinina teve i1influéncia marcante em concentracies balixas
levando a producdo de até 26 brotos por ezxplante. O aumento da
concentracdo desta citocinina levou & diminuigdo da proliferacSo de
brotos. ao contrario dos resultados obtidos com & glaziowrzz. Has
combinages com & auxina, o autor também obteve diminuicdo da
proliferag&co lateral. No presente estudo obtivemos um aumento
significatiwvo de formecdo de brotos guando foli adicionada a auxina

HaA 1.0 mg~-l & citocinina BAP.

Em cultura de brotos de macd, Jones o&f /. (1977), também obteve
resultados satisfatdrios produzindeo até 42 brotos por Apice de
macy, utilizando meioc de cultura suplementado com BAP 1.0 mgsl +
IBA 1.0 mg-1l. Heste caso o autor utilizou concentracfes baixas de
fitoreguladores. resultado este mnais uma vez contrario ao obtido

para . glazioviI.

Apds os resultados indicarem o tratamento BAP 10.0 mgrsl + Haa 2.0
mgsl como o mais eficiente na propagacdo de brotos, as subculturas

foram sempre realizadas através deste tratamento.

5.5. Indugdoc de calos

O resultados obtidos para a formacdc de calos de ¢ glaziovis
envolveramn a interagdo de 3 fatores distintos {(luminosidade, tipo
de explante. mneios de cultura). Oz resultados foram separados de

forma a avaliar inicialmente os wvalores de crescimento de calos
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obtidos diante da influéncia de cada fator. Posteriormente. estes
foram analisados conjuntamente de forma a avaliar s interacSo entre
o= fatores {Anexo, Quadro 2). Somente foram apresentados nas
tabelas de resultados. oz gue tiveram valores significativos, =sendo
que as interacles gque apresentaram resultados n3o significativos

ndo foram incluidas.

~Efeitos da interacdo hormonal

Comno mostrado na tabela 4, pode-se observar gque o= meios de cultura
acrescidos de 2.4-D 5.0 mgrsl e 10.0 mgsl na auséncia de BAP ou
acrescido de BAP 1.0 e 3.0 mg-sl foram os gue resultaram em maiores

valores de crescimento (2,20, 2,33 & 2.13 respectivamnente)

TABELA 4 — Efeito de diferentes fitoreguladores na inducSo de calos
de . glazsiowvizi. Hesta tabela n3o est3c sendo considerados aos
fatores luminosidade e tipo de explante. Valores obtidos apés 40
dias de cultura. através de avaliagdo realizada de acordo com a
tabsla 1.

FITOREGULADORES CRESCIMENTO
{mg-1)
2.4-D 1.0 1.43 ¢
2.4-D 5.0 2.2 a
2.4-D 10.0 1,66 beo
2.4-D 1.0-BAP 0.1 1.43 ¢
2.4-D 1.0-BAP 1.0 1.5 ¢
2.4-D 1.0-BAP 3.0 1.16 ¢
2.4-D 5. 0-BAP 1.0 2.33 a
2.4-D 5 ,0-BAP 3.0 2.13 ab
2.4~D 3.0-,21P 1.0 1.4 o
dms : 0,52

C.y. . 14 95%

Hedias seguidas por letras distintas diferem entre =i pelo teste de
Tukey a0 nivel de 5%
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~-Efeitos da luz

0Oz resultados apresentados na tabela 5 & no histograma 1, indicam
gque o0os tratamentos realizados no escuro tiveram resultados mais
efetivos que os realizados na presenca de luz. Calos obtidos no
escurc tiveram valores de crescimento da ordem de 2.15 enquanto que
calos obtidos sob esfeito da luz tiveram wvalores da ordem de 1,23,

valores estes gue diferiram estatisticamente pelo teste de Tukey.

TABELA 5 e HISTOGRAMA 1 — Efeito do fator luz sobre a formacgSo de
calos de Cecropia glasiowziz. Foram excluidos os fatores combinac3o
de fitoreguladores 2 tipo de explante. Valores obtidos apds 40
dias de cultura. através de avaliagdo realizada de acordo com a
tabela 1.

TRATAMENTO TAMANHO DOS CALOS
LUz 1.23 b

ESCURO 2.15 a

dms : 0,14

C.V. : 14.95%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre =i pelo
teste de Tukey ao nivel de § ¥ de probabilidade.

Luz Escurc

Bl H Esowo
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~Ffeitos do tipo de explante

A tabela 5 e histograma 2. mostram os resultados do esfeito dos
tipos de e=sxplantes na obteng3o de calos. 0O explante gue levou a
naior frequéncia de indugdo de calos foi o peciclo, resultado este
que diferiu =ignificativamente dos outros dois tipos de e=plantes

{folha e estipula).

~Efeitos da interacdo entre luz e tipo de explante

Ha tabela 7 & histograma 3. os resultados de formag3c de calos
nostram interaclo significativa dos fatores tipo de explantes e
luninosidade . 0s melhores resultados foram os- obtidos pela
interac3o entre o fator escuro = os explantes peciclos e folhas.
O0s  valores de crescimento de calos foram de 2.64 e 2,06
respectivamente, confirmando os resultados obtidos na tabela 7 os

quais s3c de alta fregquéncia de indugdoc de calos.

~FEfeito da interacdo dos trés fatores

Has tabelas 8. 9 e 10 est3c representados os resultados das
interaces entre oz trés tipos de sxplantes con o3 diferentes
tipos de combinacgBes de fitoreguladores. sob influéncia da luz ou
no escuro. De acordo com oz resultados mostradoz na tabela 8. a
frequéncia de formacg3o de calos utilizando o explante estipula fo1

bastante baizxa, sendo que s=ob sfeito de luz ndo houve f{ormacgdo de
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TABELA 6 e HISTOGRAMA 2 - Efeito de diferentes tipos de explantes
(peciolo, folha e e=stipula) na formagdo de calos de .
glazrioviz avaliados de acordo com a tabela 1. Foram excluidos os
fatores luminosidade e tipo de meioz de cultura.

FEXPLANTES TAMANHO DOS CALOS
PECIOLO 2.03 &
FOLHA 1.87 b
ESTIPULA 1,37 ©

dms 0.38

C.V. : 14.95%

Hédias seguidas por letras distintas diferem entre =i pelo teste
de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Tamanho do calo

Peciolo Folha Estipula

Explantes
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TABELA 7 e HISTOGRAMA 3- Efeito da luminosidade no crescimento de
Coglazioviz & partir de diferentes tipos de explantes. O tipo de
neio utilizado ndo esta sendo considerado. Valores obtidos apos 40
dias de cultura.

EXPLANTES Loz ESCURO

PECIOLO 1.42 a B 2.64 a A
FOLHA 1.28 ab B 2.06 b &
ESTIPULA 1.0b B 1.75 c A

dms: 4.B - 0. 2%
dmns: a.b.c — 0.30
C.¥. . 14,9%8%

Médias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey a nivel de 5%

Lok
1

@ Peciolo B foho 8 Estipulo
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calos. Ja& no escuro., nos tratamnentos em gque se utilizou 2.4-D como
fitoregulador. sempre houve uma ligeira formacdo de calos., con
excegio do tratamento no gual se acrescentou BAP a 2.0 ngsl. A
tabela 9 demonstra os resultados obtidos para formecdo de calos a
partir de folhas. Cbservamoz que o= resultados foram ligeiramente
melhores sendo que nos tratamentos utilizando apenas 2.4-D 5.0 mg-l
ou este fitoregulador combinado com BAP 1.0 ou 3.0 mgsl induziu
formacdo de pequenos calos, mesmo sob influéncia da luz. Ja nos
tratamentos realizados no esscuro, os resultados foram superiores.
sendo que os tratamentos utilizando 2.4-D 5.0 ng-/l isocladamente ou
emn combinag@o com BAP 0.1, 1.0 e 3.0 ngsl foram os gque geraram uma
naior frequéncia de indugdoc de caloz. Ha tabela 10, podemos
obzervar os resultados obtidos gquando utilizamos peciolos como a
fonte de explantes. Os resultados demonstraram que entre os trés
tipos de explantes estudados. o pecioclo foi o gue produziu a mais
alta fregquéncia para inducdo de calos em ¢ glaziorrs. Foram
obtidos calos com valores de crescimento superiores a 3.0 (Tabsla
1) guando foramn acrescidos ao meio de cultura 2.4-D 5, 0mg-l
isoladamente ou combinado com BAP 1.0 = 2.0 ngsl no escuro {(figura
4). Pode-se observar também., gue no tratamento realizado utilizando

mE10 2.4-D 5. 0ng-1l + BAP 1.0 mgrs]l =sob influéncia da luz. houve
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TABELA 8 — Efeito das diferentes interacfes entre combinactes
hormonais. dentro do explante estipula. zob influénecia de

luminosidade ou n3o. no tamanho de calos obtidos. Valores obtidos
apos 40 dias de cultura.

ESTIPULA

FITOREGULADORES 1uz ESCURO
{mg-1}

2.4-D 1.0 1.0 a B 1.8 a A
2,.4-D 5.0 1.0a B 2.2 a A
2.4-D 10.0 1.0 a B 2.2 a A
2.4-D 1,0-.BAP 0.1 1.0 a A 1.6 a &
2.4-D 1.0-.BAP 1.0 1.0 a B 1.8 a A
2.4-D 1. 0-BAP 3.0 1.0 a A 1.0 a2 A
2.4-D 5. 0-.BAP 1.0 1.0 a B 1.8 a A
2.4-D 5,0-BAFP 3.0 1.0 a B 1.8 a A
2.4-D 3.0-21P 1.0 1.0 a & 1.6 a A
dms: a.b.c...— 1.27

dms: A.B... — 0,76

C. V. : 14.95%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey so nivel de 5% de probabilidade.

formagZo de calos com valores de crescimento 3.0 o que leva =&
possibilidade de =e induzir calogénese en condigOes de

luminosidade.

¥arios trabalhos descrevem a formecSo de calos em arbdreas
utilizandeo folhas como explante mais adequado (Kim e&f a/.. 1985;
Hayrayan & Jaiswal. 13986: Welander. 1987. James =¢f =/7..1988;
Laimer =& =/..1988: Leblay =t &/.. 1991). Segundo James &¢
ad. {1984} . para MHMalwus, o nelhor explante & o tecido nucelar
engquanto que Hammerschlag ¢ &/, {1985 utilizaram emnbrides

imaturos para indugdo de calos em Frunus persics. Da nesma forma,
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TABELA 9 — Efeito das diferentes interages entre comnbinagdes
hormonais, dentro do explante folha, sob influénecia de luminosidade
ou ndo. no tamanho de calos obtidos. Valores obtidos apds 40 dias
de cultura.

FOLHA

FITOREGULADORES LUZ ESCURO

{mg-1)
2.4-D 1.0 1.0 a B 1.8abc A
2.4-D 5.0 1.8 a B 2.8 ab A
Z2.4-D 10.0 1.0 a B 2.0 abe A
2.4-D 1.0-BAP 0.1 1.0 a B 2.2 abc A
2.4-D 1.0-BAP 1.0 1.0 a B 2.0 abc A
2.4-D 1.0-BAP 3.0 1.0 a A 1.0 c A
2.4-D 5,.0-BAP 1.0 2.0 a & 2.2 abc A
2.4-D 5, 0-BAP 3.0 1.8 a B 3.0 a A
2.4-D 3,0-24P 1.0 1.0 a A 1.6 be A
dms: a.b.c...— 1,27
dms: A.B. . . — 0.78

C.¥. : 14,95%

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

en Frunus araeniacs, 0 melhor explante foram embrifes imaturos. Enm
o glaziovra, ndc houve grande formacdo de calos em folhas,
mnesno guando sstas foram inoculadas em meio de cultura contendo
fitoreguladores nas concentraces utilizadas pelosz autores acina
citados. Em dscropra, pecioloz foram a fonte de explantes nais
adequada para formnacdo de caloz. Da mesma naneira, a auséncia de
luz foi um fator preponderante na formacgdo de calos concordando com
trabalhos de outros autores (Laimer =¢ &/. 1988; Pieterse, 1989:

Leblay =f a2/, 19915
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TABELA 10 - Efeito das diferentes interaces entre combinacles
hormonais. dentro do explante pecioclo, sob inf luéncia de
luminosidade ou n3o. no tamanho de celos obtidos. Valores obtidos
apoz 40 dias de cultura.

PECIOLD

FITOREGULADORES LUZ ESCURO
{mg- 1)}

2.4-D 1.0 1.0b B 2.0 b &
2.4-D 5.0 1.0 b B 3.8 a A
2.4-D 10.0 1.6 b A 2.2 b A
2.4-D 1.,0-BAFP 0.1 1.0 b B 1.8 b A
2,4-D 1.0-BAP 1.0 1.0b B 2.2 b A&
2.4-D 1,0-BAP 3.0 1.0 b B 2.0 b A
2.4-D 5,0-BAF 1.0 3.0 a B 4.0 a A
2.4-D 5.0-.BAP 3.0 1.6 b B 3.6 a A
2.4-D 3.0724F 1.0 1.0b B 2.2 b A
dmns: a,b.. . — 1.27

dme: A.B...— 0.76

C.V. ¢ 14,95

Heédias seguidas por letras distintas diferem entre s1 a nivel de 5%
de probabilidade.

Ao contrario de trabalhos onde a presenca de BAF = HAi foi
neceszdria para a indugdo de calos (Lainer ot &7.., 19882; Welander,

1988; Leblay & &, 1991). em . glarioviz houve sempre necessidade

da presenca de 2.4-D em concentragles de 5.0 a 10.0 mg-]l no meio de
cultura. Interessante ressaltar que em certos casos houve inibic8o
da formag3oc de calos quando BAP foi acrescentado em combinac3o con
2.4-D 1.0mg~1 o qual iscladaments induziu formacio de calos mesmo

que em pegquena quantidade.

Segundo Bonga (1977) em revisdco de trabalhos com arbdreas. =30
inumeras as combinages hormonais que podem levar & inducdo de

calos £ difsrentes plantas. Interessante & ressaltar a
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egpecificidade de cada planta com certos f{itoreguladores exdgenos
para cada tipo de indugdo morfogénica. Em & glaziorriz, o efeito de
fitoreguladores como 2i1P, KIN,e HA4 foram praticamente nulos no gue
diz respeito a {formacSo de calos., enquanto que o 2,4-D foi
tundamental para a sua indug3c. O BAP teve efeito sinergistico em
alguns casos, porém gquando combinsdo em concentracdoc de 3.0 mg-rl
com 2.4-D 5.0 mngsl seu efeito fol negativo en tratamentos
utilizando pecioclos como fonte de explantes na presenca de luz

{Tabela 10).

5.6. Regeneragdoc de Plantas a Partir de Calos
De acordo com a tabela 11. onde apenas est8o relacionados os
resultados que foram relevantes, pode-se observar que os

fitoreguladores ZEA e 2.4-D foram os mais eficientes na regeneracso
de broto= a partir de calos (figura 5), (Anemxo, Quadro 3). Ensaios
nos gquals calos foram transferidos para meios contendo ZEA 0.1 mgrsl
nostraram gque apds 50 dias de cultura. até 6,53 brotos regenerados
por calo inoculado . Este tratamento. segundo o teste de Tukey, foi
"t&o eficiente gquanto o realizado combinando ZEA 0.1 mgsl com 2.4-D
1.0 mg-l o gqual levou a regeneracSo de 5,40 brotos-calo. Outros
resultados =satistatorios foram obtidos com a combinac8o de ZE& 0.1
ng-l + 2.4-D 0.5 mgsl, ® no tratamento no gqual se usou apenas 2,4-D
10.0 mg-1l. HNeste caso., o 1nicio da organogénese se deu apenas apos
80 dias de cultura. periodo no qual foram feitaz 3 subculturas em
intervalos de 25 dias. H3o0 houve diferenca significativa entre

estes dois tratamentos 4,20 = 4,13 brotos-scalo
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respectivanente) (Tabela 11). Em Frunes persica, segundo
Hammerschlag &¢& a/.(1985). a regenerac3o de plantas a partir de

calos se deu em uma combinagdo dos fitoreguladores HAA = BAP en
baixas concentracibes, =endo que o calos COm capacidade
regenerativa foram somente agqueles obtidos a partir de embrifes, e
gque se apresentavam com aspecto compacto concordando com trabalhos
de Hammerschlag 1982, no gual houve regeneragdo desta espécie a
partir de calos compactos. porém oriundos de endosperma de Z.
parsica. Ja en Frunus araeniaca L., Pieterse (1989) descreve a
formacio de calos a partir de embrifSes imaturos, porem a inducgdo de
regeneragdo foil obtida pela combinacSc de BAP com 2.4-D enm
concentragies baixas. Em ¢ glasiovis, o aspecto morfoldgico dos
calos & 0o tipo de explante utilizado na sua formac3o foram fatores
preponderantes na regeneragdo. A presenca de ZEA = altas
concentragBes de 2,.4-D também tiveram influéncia positiva na
formacdo de calos. Jad em Frrus communis L., segundo Leblay =t a/.
{1991}., a regeneragdo ocorreu apenas emn calos provenientes de
explantes de folhas. submetidos a tratamento com os fitoreguladores
HAd e TDZ em baixas concentracgBes, sendo gue de grande
importadncia, fol o tipo de meio no qual o= calos foram induzidos
{BAFP = IBA em concentracSes baizas). Estes autores também relatsm a
regeneracdc direta de brotos a partir de folhas inoculadas no meio
regenerativo. Em trabalhoz de Welander (1988), utilizando folhas de
Hzlus domestica cono sxplantes para formac3o de calos = futura
regeneracdco de brotos, houve apenas uma peguena regeneracio

indireta em calos colocados em meio acrescido de BAP = HAA. sendo
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TABELA 11 — Efeito de diferentes meios de cultura na obtencdo de
brotos de (. glariowriz a partir de calos provenientes de cultura de
peciclos. Observagdes realizadas de 30 dias apds a inoculac3o.

FITOREGULADOQRES Himero de Brotos
(mg-1} por Calo
2.4-D 10.0 4.13 b
2.4-D 20.0 1.8 cod
2.4-D 10.0-BAP 1.0 0.4 de
2.4-D 20.0-BAP 1.0 0.13 e
2.4-D 5. 0-.BAP 5.0 0.73 cde
2.4-D 10,.0-BAP 5.0 0.20 e
2.4-D 10.0.-21P 1.0 1.26 cde
2.4-D 20.0-21FP 1.0 0.40 de
ZEA 0.1 6.53 a
ZEA 0,1-2.4-D 1.0 5.40 ab
ZEA 0,1-2.4-D 0.5 4.20 b
ZEA 0.1-2.4-D 10.0 2,06 o

dmg: a.b.c. ..— 1.83
C.¥. : §5,99X

Hédias seguidas de letras distintas diferem entre si pelo teste de
Tukey a0 niwvel de 5% de probabilidade.

que  todos 02 outros resultados foram obtidos por regenerac8o
direta. Em O glaziowiz, ndo foi observada nenhuma regeneracio
direta a partir de qualguer tipo de explante. porém foi de grande
importdncia na regeneragdo indireta. a utilizscgBo de peciclos como
explante para formacdo de calos. HZo houve diferencas na
regeneracdoa de brotos entre calos provenientes de peciolos obtidos

por diferentes combinacSes de fitoreguladores.

N80 foi observada diferenciag3o dos calos ao nivel de organogénese
ou embriogénese gquando sstes foram transferidos psra meios contendo
I4a (0.1, 1.0, 5.0 mg-l) mnesmo quando este foi combinado com
diferentes concentraces de BAP {1.0. 5.0 wmg-l) = 2iP (1.0,

5.0mg-1l). Heios contendo apenas BAP (1.0 & 5.0 mg-sl) . 2iP (1.0 e




5.0 mg-l)y omu 2.4-D (1.0 = 5,0 mg-l) também ndo induziram nenhuna

diferenciacdo.

Heios contendo BAP (1.0 e 5.0 mgsl) apenas induziram organogénese
quando combinados com 2.4-D emn concentracfes altas (5.0, 10,0, 20.0
mng~l). Este zresultado diferiuv do trsbalho de Pieterse {19893,
onde este autor utiliza BAP e 2.4-D na regeneracio de brotos de
Frunus armeczaca a partir de calos, utilizando baixas concentractes
de 2.4-D. Outros ensaics combinando 2.4-D (1.0, 5.0, 10.0. 20.0
ng-1) com 2iP (1.0 & 5.0 mg-l) tambén levaram a alguns resultados
a0 nivel de organogénese, porém somente quando as concentracSes de
2.4-D utilizadas foram altas (10.0., 20.0 mg/l) e as de 2iP baixas

(1,0 mgs1l)({Tabela 11).

Foi observado também, gue guanto maior a concentracg3oc de 2.4-D na
combinagio com ZEA 0.1 mgsl, houve decréscimo no numero de brotos
obtidos. 0O 2.4-D foi bastante eficiente nos ensaios nos gquais n3o

houwe combinacio com outros horménios {Tabela 11).

HEo foi obserwvada nenhuma diferenciagdc dos calos rrza embriogénese.
Hao foi encontrada nenhuma estrutura semelhante a enbrifes
somdticos nos tratamentos. Houve sim, diferenciacBes organogénicas
nas quaiz foxram identificados formecSoc de raizes. folhas e brotos
se regenerando de calos de apsréncia fridvel &= eshranguicada
normalmente obtidos a partir de peciolos (figuras 5 e £) & tabela

12.
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inalteradas
formacdes globulares
inalteradas

calos e pontuacgles brancas

calos, raizes & pontuacSes brancas

poucas formacSes globulares

muitas raizes
calos nas bordas
calos nas bordas

calos nas bordas
calos
calos nas bordas

calos amarelos nas bordas
calos
calos e formac3o de raizes

formaglies globulares pequenas
calos e raizes
formactes globulares pequenas

inalteradas
inalterados
formagdes globulares pequenas

calos com fornaclies globulares
inalterados
pouca formacio de calos

poucos calos
pontuacdes brancas
pontuagles brancas

calo=z nas bordas
calos & pontuaclSes brancas
calos nas bordas

calos nas bordas
calos
—alos nas bordas
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inalteradas
inalterados
com raizes

inalteradas
inalteradaos
com raizes
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inalterados
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inalteradas
formacdes globulares
inalteradas

inalteradas
tormagdes globulares
inalteradas

inalteradas
faormagdes brancas
inalteradas

inalteradas
tormacdies globulares
inalteradas

inalteradas
inalterados
com calos bordas
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5.7. Enraizamento

Conforme descrito na Tabela 13 no Histograma 4 o tratamento nais
eficiente no enraizamento foi obtido gquando os eixos caulinares
foram inoculados em meio contendo IA4 1.0 mgrl =sob efeito da luz,
regenerando em media até 7,95 raizes por broto (figura 7). Este
tratamento diferiu estatisticamente de todos os ocutros tratamentos
realizados. Os tratamentos utilizando IAA 0.5 mgsl e H.S. sen
fitoreguladores também foram eficientes regenerando 5.1 e 4.1
raizes broto respectivamente. Os tratamentos utilizando IBA 2.0
mg-l & 5.0 mgrsl regeneraram uma nédia de 2.5 raizessbroto, sendo
portanto menos efetivos. Segundo a Tabela 13, também pode s=e
observar gue apenas nos tratamentos com IidA 0.5 e 1.0 mgs/l houve
diferencgas estatisticas entre o numerc de raizes regeneradas =ob o
efeito da luz ou no escuro. Os demais resultados nZoc diferiran
estatisticamente. 0 quadro de andlise de varidncia para formac3o de

raizes esta representado no Anexo. Quadro 4.

Em outros trabalhos realizados com arbdreas. € bastante clara a
necessidade da utilizag3o de IBA no processo de enraizamnento.
Espécies do género Cannsbis, apenas enralizaramn em meios de cultura
acrescidos de IBA em baixas concentragles = na presenca de carvdo
ativado (Dumsnols &f &/.. 1986). Em #=/us. James & Thurbon (1979,
descrevem o enraizamento deste género apenas guando utilizaram IBA
2.0 mg-l comnbinado com floruglucinol 160.0 mngsl. com posterior
transferéncia dos brotos para meio livre de fitoreguladores. Poreém.

Jones &4 &/.(1977) 13 descrevem este enraizamento direto através do




63

TABELA 13 E HISTOGRAMA 4 - Efeito de diferentes tipos de
combinaces de fitoreguladores =ob influéncia ou n3o da luz. sobre
a formagdo de raizes em ¢ glaziovzs. Dados obtidos 25 dias apds a
inoculacio.

FITOREGULADORES 10z ESCURO
{mg- 1}

IBA 3.0 2.4 d A 3.0 cd A
IBA 5.0 2.5 d A 2.15d A
I44 0.5 5.1 b A 4,25 b B
I44 1.0 7.95 a A 6,95 a B
CTR (=~ fitoreguladores) 4,1 c A 3,8 bo A
dms : a.b. .. — 0,70

dms : A.B...— 0,98

cC.v., : 27.03%

Hedias seguidas de letras distintas diferem entre si ao nivel de 5%
de probabilidade pelo teste de Tukey. Resultados obtidos pela neédia
de 5 repetigtes.

numero de raizes

10

o ok ;
IBA 3.0 IBA 5.0 IAA 0.5 |AA 1.0 CTR

Luz Bl escuro
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cultivo de brotos em mneio acrescido de IBA 1.0 mgsl. Estes
resultados diferem doz obtidoz para ¢ glaziovrizi, uma wvez gque os
mnelhores resultados para sste género foram obtidos utilizando IAA
como fitoregulador., ao contrdrio de Sinska (1988), gue descreve s
ocorréncia de enraizamento de HMalus inoculando brotos em meio
acrescido de IAA 107> M. Em outras arbdreas, como Horus alha L. e
. bombycis Koidz ., o enrailzamento fol realizado com IBA 5. 0mg-l =
Hid 0.1 mg~1l respectivamente, senr necessidade de transferéncia dos
brotos para outros tipos de meilos (Kim =6 a2/, 1985: Yakuwa & Qka.
1988). Intexessante também & ressaltar a dificuldade encontrada no
enralzamento de Frrus callsryana Decne.., onde apds 2 anos de
subculturas intermitentes. ndo foi obtido enraizamento ({Stinmart
Harbage.. 1979). Em culturas de Frrus communis, © enraizamnento se
deu facilmente em neios de cultura acrescidos de IAA 2.0 mg-l
obtendo 100X de enraizamento. Este dado foi o mais préoximno ao
obtido para ¢ glaziowvrz, porém foli utilizada concentracSo de TaA

nalis elevada .

A fim de cowmparar apenas o efeito da luminosidade no enraizamento
de broto= de & glaziovii, os dados de enraizamento foram
agrupados apenas levando e=m consideracBoc o fator luz. Segundoc a
tabela 14 2 o Histograma 5., houve diferenca estatistica ao
conpararmos apenas os dedos relativos a  luminosidade. O tratamento
no qual o= brotos foram colocados sob a presenca de luz responderan
naiz efetivamnents na formacd3o de raizes que no escuro. Estes dados

z830 confirmados nos trabalhos de Sinska (1988); Yakuwa & DOka (198%)
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= Bawviera &¢ &/, (1989).

Por outro lado., guando excluinos o fator luz do tratamento,
conparando apenas a eficiéncia do meios de cultura utilizados,
notamos gque o meio IAA 1.0 mgrsl € realmente o mneioc mnais eficiente
na formacdo de raizes, seguido pelo meio IAA 0.5 mg-sl, M.S5. =sen
horménio e o= neiosz IBA 3.0 e 5.0 mg-sl. o= quais n3c foram muito
efetivos, discordando de trabalhos j& mencionados acima (Tabela 15

e Histogramna 6).

5.8. Aclimatagdo

A=z plantas enraizadas foram facilmente aclimatadas =m copos de
plastico contendo terra-vermiculita {(3:1) s=ob umidade relativa de

100%. A umidade relativa do ar foi nantida em niveis altos pelo

cultivo das plantas dentro de sacos de plastico unidificados uma
ver ao dia. Duwas semanas foram suficientes para a adaptacdo das
plantas ao mela, =endo gue os sacos plasticas foram  sendo
lentanente abertos a fim de evitar choques bruscos das plantas com
o mnelio ambiente. A4 mistura da terra—vermiculita facilitou a
penetracdo das raizes no substrato. Tentativas de se aclimatar
mudas com terra sem wvermniculita n3o apresentaram  resultados

satisfatorios,. =endo gque as raizes se apresentaram pegquenas e

turgidas .
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TABELA 14 = HISTOGRAMA 5 - Efeito da luz na formacgdo de raizes de
O glaziowzz, e=xcluindo-se o fator tipo de fitoreguladores. Valores
obtidos apds 25 dias de cultura.

LUHMINOSIDADE NUMERO DE RAIZES
LUZ 4,41 a
ESCURO 4.03 b

dms : a.b.. .- 0,31

C.v. : 27,03%

Hédias seguidas por letras distintas diferv_am entre si pelo teste de
Tukey ao niwvel de 5% de probabilidade. Resultados obtidos pela
mnédia de 20 repetigles.

numero de raizes

i

CLARO ESCURO
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Flantas tran=feridas assepticamente para {rascoz contendo terra
vermiculita t ambémn se sdaptaramn satisfatoriamente quando retiradas
as condiches assépticas levando a possibilidade de também s=e

utilizar este mnétodo de aclimatagio.

As plantas txanferidas para o campo sobreviveram numa media de 90
sendo que os  10% de perds talvez possam ser atribuidas ao sistema
radicular cTue provavelmente ainda nao estava totalmente

eszstabelecido (figura 8).

Até o momento., nd3o foram observadas alteragtes f{enotipicas nas
plantas regenersdas e aclimatadas no campo. Este fato muitas vezes
ndo ocorre =m outras culturas, como no caso do milho (Jex naps)
{Pricoli, 1987 . Earle., 1985} gque devido a varios fatores como por
exenplo o estresse ambiental, ndo apresentaram o seu fendtipo

normal apds & aclimnatagdo.

A metodologia desenvolvida neste trabalho. levou a possibilidade de
clonar plantas de ¢ glarzowsii que futuramente podem ser atribuidas
cono portadoras de altos teorez de principios ativos medicinails.
A4 obtencdno de calos fridveils., com provavel uniformidade gengtica
também leva & possibilidade futura do estabelecimento de culturas
de células em =uspensdo 2 até produgdo de metabdlitos de interesse

en bioreatores.
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TABEILA 15 e HISTOGRAMA 6 - Efeito de diferentes tipos de
fitoreguladores na formacdo de raizes de ¢ glazioviz ercluindo —-se
mn fator luminosidade. Dados obtidos apds 25 dias de cultura.

FITOREGULADORES NUMERC DE RAIZES
{mg- 1}

IBa 3.0 2,71 d

IBA 5.0 2,32 d

I44 0.5 4,67 b

TAa 1.0 7.45 a

CTR (=~ fitoreguladores) 3.95 ¢

dmng : a.b...— .69

C.v., . 27.03%

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre =i pelo teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. Resultados obtidos pela
nédia de 40 repeticdes.

numero de raizes por broto

IBA-3 IBA-5 IAA-05 1AA-1 CTR
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& . CONCLUSOES

1. N3c houve necessidade de indugdo de juvenilidade nas plantas
adultas de ¢ glagiowvii para o estabelecimento de eculturas de

calos e micropropagagdo (caracteristica pouco comum em lenhosas).

2. Foi possivel obter alta taza de multiplicagdo de ¢ glaziovis
atraves de nicropropagacdo sendo que a combinac3do de
fitoreguladores BAP 10.0 mg-1l + HAaA 2.0 mg-l foi a mais produtiva.
A utilizacd3o de BAP foi indispensdvel como fonte de citocininas

nesta etapa.

3. Calos foram induzidos a partir de pecioclos., =endo que 2.4-D foi
indispensavel como fonte de auxinas. Tratamentos realizados no

ezcuro resultaram em melhores niveis de crescimento de calos.

4. Plantas de . glazsiovriz foram regeneradas a partir de calos
através de morfogénese direta. As plantas regeneradas. foran
transferidas para o campo. levando & possibilidade de awvaliac3o da
ocorréncla de variacgdo somaclonal. H8o foli observada embriogénese

somatica nas condigles experimentals realizadas.
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5. 4 sauxinas IAA nas concentrages de 1.0 mgsl & 0.5 mgsl mostrou—-se
adequada pasra induzir enraizamento de pléntulas de ¢ glazioviz
regeneradas a partir de calos = nicropropagacio direta.
Aparentemente a alta proliferag3o de raizes facilitou a aclimatac3o
das plantulas regeneradas e permitiu uma alta porcentagem de

sobrevivéncia das plantas durante o processo de aclimatac3o.
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FIGURAS

Figura 1 — Esguema de obtengdo de explantes (folhas. peciolos e
estipulas). & partir de plantas cultivadas em estufa 2 no campo.
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Figura 2 — Esguema de obtencdo de explantes a partir de plantas
obtidas pela germinagio de sementes esterilizadas.
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Figura 3 Planta adulta de ¢ glaziowii cOm aproxinadanente 3

anos. & seta indica a estipuls terminal onde est3o encerrados as
folhas. peciolos & estipulas internas.

_ Calo de ¢ glaziowii obtido apos 30n dias de cultura

Figura 4 ‘
los em meioc M.S. acrescido de 2. 4-D 5.0 mgsl + BAP 1.0

de pecio
ng-l.
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Figura 5 — Regeneracdo de brotos de ¢ glaziovizi a partir
provenientes de cultura de peciclos. 4) Cultura de
apresentando a formacdo de warios brotos a partir de calo
B} Detalhe de um broto de 35 dias regenerado a partir
fridavel. C) Formacdc de folhas a partir de calo de 50
idade. Meio de cultura composto de H.5.

ng-l . . ' - "

74

de calos
30 dias
friavel.
de calo
dias de

acrescido de 2.4-D 10,0
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Figura & — Estruturas obtidas a partir d= culturas de . glaziowil
apos 25 dias de cultura. 4) FormagSes globulares. BY Calo com

aspecto cotonoso.




Figura 7 - Enraizmento de pléntula de ¢ glazsorrs com 50 dias de
idade. Meio de cultura H.S. acrescido de IAA 1.0 mg-l.

Figura 8 - Plantas de . glaziovisi de £ meses de idade obtidas por
cultura de tecidos, aclimatadas no campo experimental do Centro
Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas Bioldgicas e Agricolas da
UHICAMP.
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ANEXO
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QUADRO 1 - Quadrc de andlise de wvaridncia obtido para formacSc de

brotos de . glaziowii a partir de brotos apicais e laterais

innculados en diferentes meios de cultura.

Causas da wvariagdo G.L. 5.Q. Q.M. Valor F Prob.> F
HEIOS 14 4649, 7466 332.1247 177.9%09 0.00001
RESIDUO 285 531.3000 1.8659

TOTAL 299 5181,5466

Hédia geral - 5,18686

Coeficiente de variagdo - 26,337%

QUADRO 2 — Quadro de andlise de varidncia obtido para formac8o de

calos de . glaziovii através da interacg8o de 3 fatores (neios,

explantes e luminosidade).

Causas da wariacdo G.L. 5.Q. Q.M. Yalor F Frob.» F
HEICS 8 g8.3792% 1.04740 16,2763 0.00002
EXPLANTE 2 3.87703 1.93851 30,1237 0.00003
LUz 1 11.38962 11,.38962 176,9899 0.0000601
MEIO = EXPL 16 4, 36296 0,27268 4,2374 0.00348
HEIO X 1LUZ a 1.35703 0.16962 2.6360 0.04688
EXPL ¥ LUZ 2 0.62370 0.31185 4.8460 0.02216
RESIDUO 18 1.02962 0,06435

TOTAL 53 31.,01925

Média geral - 1.896298
Coeficiente de variacio — 14, 9554
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QUADRO 3 - Quadro de analise de varidncia obtido para formacdo de
brotos de . glaziowrir a partir de calos. Os dados foram obtidos
levando—=se =n conta o fator meio de cultura utilizado.

Causas da variacdo G.L. S.Q. Q.M. Valor F Probh.> F
HEIQS 11 819,6611 74,51464 46,0238 0.,00001
RESIDUC 168 272.,0000 1.61904

TOTAL 179 1091 . 6611

Média Geral — 2 722
Coeficiente de Variacg3o - 55,99%

QUADRO 4 - Quadro de andlise de varidncia obtido pars enraizamento
de ¢ gilariovii. Os dados foram obtidos levando-se em conta os
fatores tipo de meio de cultura e luminosidade.

Causas da variacdo G.L. 5.0, Q.M. Valor F Prob.> F
HETIOS 4 663, 0550 165, 7637 127,233 0.00001
LUZ 1 7.0312 7.0312 5,396 0,02001
MEIOS X LUZ 4 16,2250 4,.0562 3.113 0.01633
RESIDUG 1aq0 247 5375 1,3028

TOTAL 199 333, 8487

Hédia Geral - 4. 27
Coeficiente de Variascdo - 27,03%



