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INTRODUGAO

O alho (Allium sativum L.) é uma hortalica cujo consumg no
Brasil estd bastante difundido, pois tem ocupado © quarto lugar dentre

as mais consumidas (Filgueira, 1982).

No pais existem diferentes variedades que estdo sendo
cultivadas ao longo de 13 estados da federagdo, abrangendo diferentes
regides ecofisiolégicas, mas, © pais ndo ¢ autosuficiente e deve

importar parte do seu consumo.

Nestes ultimos anos as importagBes chegaram, aproximadamente,
a 27% do consumo total {Neto, 1986), mas, espera-se que esse ndmerc deva
diminuir ainda mais nos proximos anos. Para tanto, o agricultor _nacionai
devera, aumentar sua produgdio com a incorporagao de melhor tecnologia

agricola e aumento da area cultivada.

Melhor tecnologia agricola significa, neste caso por exemplo,
usar alho semente de boa qualidade e também produtos quimicos COMo:
inseticidas, fungicidas e nematicidas. Isto, porque os cultivares
nacionais, sejam estes nobres ou comuns, precoces 0u tardios, estdo
expostos & competigdo com plantas daninhas e séo suscetiveis & doengas e
pragas, o gue pode representar um prejuizo enorme, se estas adversidades

de campo se tornarem criticas na fase inicial da cultura.

Entre as plantas daninhas mais comuns € agressivas citam-se: a
tiririca, (Cyperus rotundus L.}, (Mascarenhas, 1986). Entre as doengas
citam-se: a ferrugem, (Puccinia allii}, a mancha parpura, {Alternaria
porri}, podriddo branca, (Sclerotium cepivorum), € © nematoide,
(Ditylenchus dipsaci). Com relagéo As pragas mencionam-se: o &caro dos
bulbos, (Aceria sp.), tracas, (Cadra cauteila), e tripes, (Thrips
tabaci). Estas moléstias, seriam as principais de importancia econdmica
(Embrapa, 1984). Por outro lado, como © alho se propaga exclusivamente

pela via vegetativa, apresenta uma grande disposigdo para hospedar




virus, mas, as estirpes e demais caracteristicas, pelo menos no plano

nacional, n&o estdio bem definidas (Carvatho, 1986).

Todavia, existe uma anormalidade de ordem
"genético-fisioldgico”, que é mais frequente em alguns cultivares que em
outros, e faz com que estes cultivares nacionais, sejam menos
competitivos que o alho importado. Trata-se do pseudoperfilhamento ou
superbrotagdo, anomalia esta que pode ser agravada pelo f otoperiodo
inadequado e baixas temperaturas de armazenamento e/ou ciclo vegetativo.
0 Chonan, apesar de ser um cultivar nobre, portanto de boas
“arateristicas comerciais, apresenta este problema, o qual, reduz sua

produtividade e limita sua expansdo {Souza & Casali, 1986).

Frente a este elenco de obstéculos e entraves agrondmicos, ©
alho, é uma espécie que ndo se reproduz sexualmente, portanto, torna-se
dificil  articular um  programa convencional, visando  vencer as
dificuldades antes mencionadas, assim, © melhoramento genético do alho,
tanto no Brasil como em outros paiges, tem-se tornado dificil e lento.
Paralelamente a esta constatagiio a cultura de tecidos, neste caso, tem
despertado interesse, como aliada de programas de melhoramento na

espectativa de induzir e detectar variabilidade genética (Novak, 1980).

Dentro deste contexto, a cultura de células em meio liquido,
pode representar, lato sensu, populacBes celulares com grande potencial
experimental capazes de servir de base a linhas de pesquisas em varias
direcbes, tais como: transformag&o, auxotrofia, biotransformacéao,

crescimento, metabolismo, etc. (Maliga, 1984].

Entretanto, nesta espécie, em um posso anterior préviamente a
qualquer iniciativa sobre aplicagbes da suspenséo celular, torna-se
indispensavel estruturar um protocolo béasico sobre crescimento €
manutengio de células em meio liquido, capaz de servir de ponto de
partida a qualquer uma das variedades nacionais, visando isolar ou

identificar variantes ou mutantes no laboratério e no campo.




Dentro de um ponto de vista geral, na cultura de células em
meio liquido, podem reconhecer-se varios passos, entre eles: indugdo de
calos friaveis, estabelecimento e manutencéo de células em meio liguide,

plaqueamento e regeneraGao.

Sio desejaveis calos friaveis e/ou embriogenéticos (Street,
1977; Vasil & Vasil, 1984), porque estes se¢ desagregam facilmente no
meio liquido, fato que ndo aconitece com oS ndo friaveis ou campactos.
Por isso, a maioria dos trabalhos nesta area tem usado calos friaveis .
Entretanto, a obteﬁc;éio deste tipo de calo pode ndo ser facil, o que

dificultard o estabelecimento do sistema (Taira et al., 1977).

A quantidade de inéculo pode variar em funcdo do tamanho do
frasco e volume do meio contido nele. Assim, para frascos de 125 ml com
26 ml de meio, tem-se usado entre 500-700 mg (Dodds & Roberts, 1983b).
Por outro lado, para frascos de 500 ml com 60 ml de meio, a quantidade

variou entre 2,0 - 4,0 g (Smolenskaya et al., 1989).

Os calos deverdc permanecer em agitagao, 120-150 rpm, ftanto
para favorecer a desagregacdo como para facilitar a oxigenagfo, evitando
neste Gltimo em particular, o surgimento do efeito Pasteur ou problemas
de anaerobioses (Chang et  al., 1983; Crawford & Baines, 1977). Com
relaco a luz, esﬁa poderé estar presente ou néo (Esaka et al., 1988).
Depois de algum tempo de agitacio, o material deve ser peneirado (100,
300 ou 500 um de didmetro de malha) para retirar os agregados maiores €
ficar com maior proporgéo de células livres e agregados menores, (ue
deverdo ser transferidos para o estabelecimento da suspensio em meio

liguido.

Com respeitc & quantidade de in6bculo a transferir, tipo de
frascos, meio, balango hormonal, etc., a utilizar, estes tem sido

variados e na tabela 1, alguns exemplos s8o apresentados.




Tabela 1. Algumas caracteristicas relacionadas com o procedimento
da cultura de células em meio liquido.

Referéncia *

1 2 3 4 5
Meio BS 1S MS BS MS
Hormdnio 2,4-D . 2,4-D-KIN 2,4-D-ZEA 2,4-D-KIN 2,4-D
mg/1 (1.1} (0, 4-0,03) (1,5-0,5) {(1,0-0,09) (2,0}
Agucar sacarose sacarose gacarose sacarose sacarose
(%) (2) (3) {(3) (2) (2)
Luz sim néo nio nao néo
Temperatura 28 25 25 2B 27
(c)
Agitacdo 150 120 120 120 150
{rpm)
Erlenmayer 250 250 250 1000 1256
{m1)
Quantidade de 50 40 50 300 : 18
meio {ml)
Quantidade de 10a 10z 25a 26b iZ2a
suspenséo: a (ml) .
ou b {g)
Transferéncias 4-5 4 14 7 7
{dias)
Espécile P. anisum N.sylves- O.sativa S.cali- T.aestivum
tris - fornica
Referéncias

1} Huber et al., 1978. 2) White & Vasil, 1978. 3) Landry & Smyth,
1988. 4) Marques & Brodelius, 1888. 5) Vasil et al., 1890.

Sob estas condicdes, se representado graficamente o aumento do
nameroe de células ou matéria seca das mesmas, em fungio do tempo,

obter-se-a uma curva sigmdide, Fig.1.
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Fig. 1. Curva de crescimento modelo, de uma suspensao celular, mostrando
suas diferentes fases. a: fase "jag"; b: fase exponencial; c¢: fase

tinear; d: fase de progressiva desaceleracio; e fase estacionéria,

(King et al., 1972). -

Esta curva €& tipica de organismos vivos e tem sido constatada

tanto em  procariontes como em  eucariontes {Palleroni, 1970;
Serrero-Davé, 1984) e tem contribuido bastante a compreenséo dos fatores
envolvidos no crescimento. Nela e no tocante a plantas, alguns autores
(Bidwell, 1979c; Salisbury & Ross, 1985¢c) distinguem 3 fases: uma
exponencial, outra linear e uma de senescéncia. Na primeira {a), ©

crescimento € lento no comeco, porém, depois rapido e de incrementos

continuos (b). Na fase linear {¢), o valor dos incrementos & constante,




nic muda. Na senescéncia (d) o crescimento vai progressivamente

desacelerando, até manter-se num patamar estaciondrio (e).

A fase exponencial também é€ chamada de logaritmica pelo fato
de que resuita uma reta quando © crescimento é expresso pelo logaritmo
de células através do tempo. Esta ase & o periodo no qual a duplicacéo
das células se produz com maxima velocidade sob as condigbes
experimentais (Palleroni, 1970). Entretanto, podem existir variagbes
referentes a velocidade e duragBo de cada uma das fases em se tratando
de espécies ou condicdes experimentais diferentes de avaliagio ou de

estudo (Bidwell, 1979c).
O crescimento populacional de uma cultura em dois momentos
dados, pode ser expresso também pela equagio: N2 = leg (Jawetz et al.,

1968), que pode ser transformada para:

log Nz— log N1

g = log 2

onde, N representa o numero de células em dois instantes diferentes da
cultura, e g, © nuamero de geracOes. A equagdo ¢é importante porque
permite calcular g de uma maneira simples e rapida, coisa que ndo €&

possivel sob condigOes experimentais diretas, além do mais, pode-se

calcular o tempo de duragéo de cada geracio {Manford & Patterson, 1974}

Para suspensdo celular de alho, ainda ndo se tém valores a
este respeito, bem como, para taxas de crescimento relativo (TCRJ,

(Leopold & Kriedemann, 1975), conforme a equagio:

Ln W-LnW
2 1

TCR = " ,
2 1

Estas taxas expressam os incrementos "ao longo da fase
exponencial em funcdo de uma densidade populacional pré-existente (Wx)
num periodo definido de tempo. Esta equac8o, ndo € sendo a derivacio de

outra usada para expressar o aumento de capital sob um regime de Jjuros




composto € que por analogia tem-se usado também para a avaliaglo do
crescimento vegetal. A analogia reside no fato que em ambos o0s Casos,
capital e células, os incrementos adicionam-se continuamente & massa
inicial. A equagio em questdo & W2 = W1 ert. {Bidwell, 1979c), onde r
representa a taxa de crescimento da populagdo ou do capital ao longo do

tempo, € W, a matéria seca ou fresca, ou mesmo, © capital.

Com respeito & curva de crescimento, © monitoramento podera
ser feito via contagem de células ou pesagem das mesmas (Dodds &
Roberts, 1983e}, mas, ambos os métodos oferecem a dificuldade de serem
demorados e pouco praticos, sendo assim, outras alternativas devem ser
encontradas. Contudo, valores de 2,0 x 106 células/ml e 11 mg células/mli
(peso seco} tem sido reportados respectivamente para a fase exponencial
{Smolenskaja et al., 1989; Landry & Smyth, 1988), valores altos sem
davida, por isso esta fase ¢& de maior  interesse, porque € capaz de
fornecer um alto numero de células em divisdo com um grande potencial

genético e de manipulagdo.

Durante a vida das células em meio liquido, podem acontecer
alteragBes genéticas esponténeas cuja frequéncia pode oscilar entre
10 1071° (Mantell et al., 1985). Se algumas destas mutacbes ndo sio
letais, as células se dividirdo igual as normais, aumentando sua
porcentagem na populacdo. Esta heterogeneidade genética pode ser util
para uma espécie como O alho, onde nfo existe possibilidade de

recombinacfio génica natural, porque pode representar variabilidade.

Esta variagdo natural, denomina-se variagdo somaclonal (Evans
et al., 1984) e suas causas, embora muitas a nivel cromossdémico, nao
estio bem definidas (Larkin & Scowcroft, 1981). Esta variaglo tem sido
explorada com grande vantagem €m cana, fumo, batata, arroz e milho, na
forma de caliclones ou protoclones (Chaleff, 1983). No palis,
recentemente caliclones de alho, mas, nao de suspensio celular, tem sido
relatados. Nesses variantes, uma reducio no namero de bulbilhos por
bulbe foi observada (Illg, 1990). Como este material, tem mantido esta

caracteristica durante 2 ciclos no campo, tudo sugere tratar-se de uma




caracteristica nova e ndo de uma variagdo epigenética.

A grande amplitude da variacio cromossdmica sob condigdes in
vitro, foi discutida por Sunderland, (1977), e mais recentemente por Lee
& Phillip, (1988). Ambos autores atribuem importancia a esta variag&o,
entretante esta, nem sempre lem-se refletido fenotipicamente ou
positivamente nas plantas regeneradas. Por esta razdo, os estudos a este
respeitc tem continuado, visando aumentar esta variabilidade fenotipica
mediante o usc de mutagénicos quimicos, através do aumento da frequéncia

de mutagbes para um valor 10_3 ou per‘té dele {Maliga, 1984).

Os mutagénicos quimicos levam vantagem sobre os fisicos (raios
x ou gama) porque produzem alteragdes cromossémicas mais localizadas ou
pontuais, € por isso mesmo, menor dano cromossomico, além do mais, podem
serem usados no proprio laboratério, em troca, oferecem riscos de
manipulago, pois podem ser cancerigenos (Neto et al., 1990). Alguns
destes agentes quimicos usados para a indugdo de mutagbes em suspensio
celular tem sido: metanosulfonato de etila, (EMS) Carlson, 1973;
N-metil-N  nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG, ou, NG) King, 1984; e,
N-etil-N- nitrosoureia (NEU) Marton et al., 1982.

O terceiro passo na sequéncia de eventos da cultura de células
em meio liquido, é 0o piaqueamenio. Para. tanto, células em fase
exponencial deverdo ser plaqueadas. Para isso, um volume x (2 ml) de
suspensfo celular é misturado a outro volume y (10 m!) de meioc morno +
agar, em seguida a mistura resultante é distribuida em placas petri, (90

mm de diametro), as quais podem ficar a 252C no escuro, (Street, 1977).

Em outra alternativa, © meio + agar .quente {25 ml), £
distribuido nas placas de Petri (100 x 20 ml). Espera-se solidificar e
distribui-se uma aliquota de suspens@o (1 ml) na superficie. As placas
sic mantidas a 302C no escuro {(Meredith, 1978). Uma variante, deste
procedimento é a inclusdo de papel filtro na superficie do meio + agar,
de modo que as células sejam depositadas sobre o proprio pape! (Horsch &

King, 1980].




Em ambas formas de plagueamento, apds algum tempo, 3 a4
semanas, os microcalos comegam a tornar-se visiveis. No caso de estar
procurande somaclones, 0$ mMesmos deverdo ser removidos e transferidos
para um meic de regeneragdo, para proceder as observacles e avaliagdes
quanto a seus respectivos caracteres tais como: altura da planta, forma
de folha, fertilidade, poliploidia, resisténcia, etc, {Skirvin & Janick,

1976; Dyer et al., 1988).

O meioc de plaqueamento deveria possuir um agente seletivo na
eventualidade de estar-se procurando variantes ou mutantes, consequéncia
da aplicagdo de um mutagénico quimico, no meio liquido. De acordo com
Maliga, (1984), existem duas maneiras de se fazer isto. Na primeira, as
células sfo plaqueadas em meio com um agente seletivo, tal como: toxina,
metal pesado, herbicida, etc. Neste caso, as células normais seriam as
mais atingidas enquanto aquelas que experimentaram uma mudanga
fenotipica compativel com a pressdo de selecdc aplicada seriam menos
atingidas. No alho, em geral, este procedimento poderia ser aplicado

para isolar variantes ou mutantes para obter-se resisténcia.

Na segunda alternativa, o meio possui um anélogo de bases
nitrogenadas ou de amino &cidos, tais como: o S-bromodesoxiuridina,
BUdR, (Marton & Maliga, 1975), ou, 5-metil DL-triptof éno, 5MT, (Widholm,
1977} respectivamente. Neste caso, as células normais, devido a sua
maior taxa metabélica s3o eliminadas ou mortas, em consequencia de sua
maior incorporagdo de metabélitos, enquanto que, 4s variantes ou
mutantes, pouco ou nada deveriam lhes acontecer nesse meioc minime, em
fungio da ndo incorporagdo desses analogos, pois, sdo deficientes de
alguma rota metabdlica (mutantes auxotréficos). Para alho, este
procedimento poderia ser usado nos programas de melhoramento que
contemplem a hibridagiio somatica, o que seria uma forma de recuperar as

células fusionadas.

Contudo em ambos os casos, 0s resultados deveriam ser tomados

com uma certa dose de cautela, porque agentes mutagénicos quimicos




também podem induzir cémbios epigenéticos (Meins, 1983), sendo assim,
testes adicionais deveriam ser feitos, inclusive, chegando a determinar
o carater dominante ou recessivo da mutagfio e no caso do alho, através

de varios ciclos no campo.

Infelizmente pelo fato do alho carecer de uma estrutura floral
normal, a obtencio de hapléides para trabalhos de variabilidade em
suspenséo celular ndoc € possivel, entretanto, mesmo que O fosse, as
dificuldades n8o seriam pequenas devido & tendéncia destas células a
diploidizar  esponténeamente mascarando resultados (Sacristan, 1971

Koornneef et al., 1989},

Com respeito as condiges in vitro do plaqueamento tais como:
meio nutritivo, horménios, luz, temperatura, etc., ndo sdoc diferentes
das caracteristicas apresentadas na tabela 1 para esses itens, assim 08
meios utilizados podem ser: MS, B5, ou LS e os horménios 2,4-D, 2iP,
KIN, etc., na presenga de luz ou no escuro e tanto na suspensfic como no
plagueamentc a preocupagdc com a densidade do inéculo inicial ndo deve
ser subestimada, para que se evite o insucesso dos resultados. De acordo
com Horsch, 1984, no plagueamento, este inéculo deve estar na casa de

10° a 10* células ou pequenos agregados por mi.

Em geral, a literatura referente ao plaqueamento é encontrada
em uma percentagem bem menor do que da literatura sobre suspensio
celular. A maior percentagem desta ultima literatura, tem sido
relacionada com a cultura de células em meio liquido propriamente dito,
por exemplo, para estudar: pH (Martin & Rose, 1976), ciclo celular
(Nishinari & Syono, 1986), enzimas (Li et al., 1990), elicitor {Dalkin
et al., 1990), criopreservacdo (Kobayashi et al., 1990), nutrientes
(Seresinhe & Oertli, 1991) e fitopatologia (Binarova et al., 1990}. E
provavel que esta pouca frequéncia de trabalhos sobre plagueamento
esteja relacionada com a formagdo de agregados de células em meio
liquido, portanto, com risco de mixoploidia por um lado (Negrutiu et
al., 1984), bem como, com a dificuldade de expressar numericamente a

eficiéncia de plaqueamento, ou ainda talvez pela dificuldade de separar
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adequadamente os agregados celulares e quantificar o numero de células,
devido a que a eficiéncia do plaqueamento leva esta variavel incluida na

gua férmula. Assim, a eficiencia de plaqueamento e definida como:

n® de colonias visiveis
n® de células inoculadas

EP = 100, (Street, 1977).

Entretanto, o conceito de eficiéncia ultimamente ndo tem sido
incluido em trabalhos de transformagdo com suspensdo celular e
plaqueamento para a obtenglio e isolamento de transformantes. (Gordom
-Kamm et al., 1990; Spencer et al, '1990). Tudo isto, sugere uma espécie
de reinvindicagio da suspensdo celular, ja que por muito tempo trabalhos
sobre plaqueamento ndo tinham sido encontrados com facilidade na
literatura, e muito menos regeneragdo a partir desta, devido ao fato de
que a maior parte deles relacionam-se com mutagénese ou selecdo a nivel
de calo, t3o somente (Meredith, 1978; Colijn et al., 1979; Weber & Lark,
1979). Isto contrasta fortemente com a literatura de protoplastos, onde
tem-se observado que a problemética do plaqueamento e regeneracgio esta
mais presente (Carlson, 1973; Lu et al., 1981; Tavazza & Ancora, 1986;
Bellini et al., 1990). Apesar das aparentes restricbes no uso da
suspensdo celular com relagdo ao plaqueamento e consequentemente com a
regeneragio, a cultura de células em meio liquido, tem sido usada na
obtengdo de protoplastos e regeneragio em cereais (Vasil et al., 1983;
vasil et al., 1990), grupo botanico este, - que tem oferecido bastante
resisténcia a regeneragdo de protoplastos via mesofilo, (Evans et al.,
1980; Vasil, 1982).

Finalmente, ndo se poderia deixar de se mencionar no uso da
cultura de células em meio liquido, 2 engenharia genética tentando
melhorar o alho. Mas, para o alho ainda é muito cedo para se pensar numa
saida como esta, porque no momento, ndo existe uma massa critica de
informagdo em relagio a células em meio liquido, vetores, mapeamentos,
identificacdc génica e promotores, para compor o "quebra-cabega" da

transformaciio génica {Gatenby, 1983; Old & Primrose, 1986).

Na presente introdugdo, tentou-se apresentar um panorama
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suscinto e geral sobre: problemas do atho no campo, factibilidade
técnica da metodologia da cultura de células e de seu potencial como
instrumento para induzir e detectar variabilidade, visando alcancar
novas possibilidades de melhoramento para a espécie dentro do contexto

da agricultura regional ou nacional.

Com base nos antecedentes apresentados, © presente trabalho,
tem como objetivo principal o de estruturar um protocolo de uma
suspensdo celular de alho cv. Chonan. Para tanto, propde-se (ue ess¢

objetivo seja alcangado através das seguintes metas.

l.- Estabelecer uma linha de calos friaveis.
2.- Estabelecer e manter células em meio liquido.
3.- Plaquear, induzir e promover a f ormagio de calos.

4.— Regenerar plantas e bulbifica-las.

Em relagio a estas metas, diversos experimentos serio

realizados visando otimizar seus resultados.
Espera-se que o$ resultados obtidos fornecam informacgles para

o direcionamento e viabilizacio das proximas etapas nas pesquisas do

melhoramento do alho.
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MATERIAL E METODOS

Neste item, se descrevem as atividades concernentes a alho

{Allium sativum L.) e que estdo relacionadas com:

1.1 - Descricdo do material vegeral.

1.2 - Assepsia de explantes.

1.3 - Estabelecimento e manutencdo de células em meio liquido.
1.4 - Plagqueamento celular e induc¢do de calos.

1.5 -~ Regenerag¢io de pléntulas.

1.6 - Crescimento e bulbificaciio das plantulas.
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1.1 - Descricdo do material vegeral.

Chonan_e Branco Mineiro, sfo dois cultivares da espécie Allium
sativum L., pertencentes & colegdo de alho que vem sendo propagada s0b
condigdes "in vitro" no laboratéric e que foram procedentes do
germoplasma do Instituto Agronémico de Campinas, € cedidos pelo

pesquisador do mesmo Instituto, Sr. Walter Siqueira.

Estes cultivares apresentam diferengas agronémicas quanto ao
numero de bulbilhos: mais de 20 em Branco Mineiro e até 20 em Chonan,
sendo que este uitimo, ¢ mais exigente em frio que o primeiro e por isso
mesmo, mais propicio para o plantio nos -estados do sul que nos estados
da regides Sudeste ou Centro-Oeste (EMBRAPA, 1984).

Entretanto, por carecer de alho "in natura" do cultivar
Chonan, por ocasifio do inicio da parte experimental da presente tese, 0%
trabalhos foram iniciados nao incluindo o cultivar Chonan. Assim,
unicamente Branco Mineiro foi usado no item 1.2., porém, ambos
cultivares foram usados nos itens: 1.3.0, 1.3.2 e 1.3.4, mas, a partir

do item 1.3.5. em diante, foi usado apenas Chonan.

1.2 - Assepsia do explante.

Experimento 1.0

Foram usados bulbilhos do cultivar Branco Mineiro, os quais,
foram descascados e desprovidos do seu opérculo basal, logo, lavados em
4gua de torneira e sabfio liquido. A seguir, foram distribuidos 48
bulbilhos em 3 frascos erlenmeyers contendo hipocloritc de Na (marca
comercial Qboa) SO‘?Z. Cada frasco foi mantido em agitador mecinico por
30, 45 e 60 minutos. Depois disso, ©0S bulbilhos foram véarias vezes
lavados com dagua esterilizada e desminéralizada na camara de fluxo
laminar, e a seguir, inoculados em frascos esterilizados {120°C por 20
minutos) contendo um pequeno chumago de algodfio umedecido com 8 ml de

agua destilada. Os frascos contendo um bulbilho cada, ficaram em
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presenga de luz, aproximadamente 50 uk mZ S_I, fotoperiode de 16 h, e
temperatura de 26 % 2°C durante uma semana. Estas condigbes de luz e
temperatura foram padronizadas e a menos que se indique outra coisa

dever3o subentender-se nos préximos experimentos.

Experimento 1.2

Os  bulbilhos néo contaminado‘s correspondentes aos 3
tratamentos (30, 45 e 60 minutos), foram dissecados em camara de fluxo
laminar e os explantes inoculados em meic MS (Murashige & Skoog 1962}
suplementados com 200 mg/l de Benlate (50 % de principio ativo Benamil)
mais carvdo ativado (0,1 %). Estes ultimos adicionados ao ‘meio ap6s

aferir o pH e corrigi-lo para 5,8 com KOH 1 normal (N}.

Os explantes utilizados foram: disco caulinar (colo), porgéo
basal da folha externa, porgdo basal da folha interna e éapices de
rajzes. Foram usados 10 frascos por tratamento, contendo um explante
cada um. Os frascos ficaram no escuro a temperatura do laboratério. Aos

7 e 15 dias, foi avaliada a presenga ou nfo de fungos.

Experimento 1.3

Apé6s 15 dias, na cémara de fluxo laminar, os explantes foram
transferidos para meio MS suplementado com 100 mg/] de 2,4~-D e 0,1 7 de
carvio ativo. Foram usados 10 frascos por tipo de explante, proveniente
de cada um dos tratamentos anteriores. Para folha externa e interna, bem
como para raizes, foram usados 3 explantes por frasco, enquanto para
colo, um. Os frascos ficaram sob as mesmas condigdes ambientais de 1.2 e

aos 10 dias, foi feita uma avaliagdo sobre a contaminag&o.
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Experimento 1.4

Frascog contendo meio MS acrescido de Benlate: 0,0, 100 e 200
mg/}, foram inoculados com aproximadamente 1 cm de didmetro de micélio
de Fusarium proveniente de frascos contaminados do experimentc anterior.
Foram usados 10 frascos por tratamento, os quais, ficaram sob as mesmas

condicBes ambientais que L.3, durante 10 dias.

[.3.0 - Estabelecimento e manutencdo de células em meio liquido.
1.3.1 - Experimentos preliminares.

1.3.2 - Regeneragio de plantulas a partir de calos envelhecidos

de Branco Mineiro e Chonan (BM, Ch}.

Calos dos cultivares BM e Ch mantidos por cerca de 5 anos em
meio de cultura no laboratério, foram usados neste experimento. Os calos
apresentavam-se clorofilaceos, compactos € Vigorosos. Tendo como base o
meio MS e diferentes niveis de adenina: 0,0, 20,0 e 40,0 mg/l, 25
frascos foram inoculados por tratamento, tendo colocado 1 calo por
frasco. Aos 30 dias, os calos que estavam nos fratamentos com adenina,
foram transferidos para 0 mesmo meio, porém, carente da mesma. Os calos
controles, também foram repicados. Apos 90 dias os -tratamentos foram

avaliados.

1.3.3 - Indugio de calos a partir de brotacbes regeneradas "in
vitro” de BM e Ch.

Experimento 2.

Brotagbes provenientes de BM e Ch do experimento
anterior, foram utilizadas como explantes. Estes foram de 2 tipos. Um,
constituido apenas pela lamina foliar da brotacio e o outro, pela parte

basal enovelada das mesmas. O tamanho dos explantes foi de 1 cm
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aproximadamente, e foram colocados S explantes por frasco, sendo que
foram repicados uma vez durante o periodo de manutencio. Foi usado meio

MS, mais (mg/1): 3,6 de picloran, 1,1 de 2,4-D e 2,1 KIN.

1.3.4 - Obtencdo de calos aclorofildceos fridveis mediante

2,4-D. Experimento 4.

Calos clorofilaceos, compactos e saudaveis embora
envelhecidos, foram usados neste experimento. ¥Foi usado meio MS
modificado com 3 niveis de 2,4-D, os quais foram {mg/1}: 0,0, 0,5 e 1,0.
Foi colocado 1 calo por frasco, aproximadamente de 1 cm de didmetro, num
total de 20 frascos por tratamento. Os calos aos 30 e 60 dias foram
avaliados em relagio & persisténcia visual de clorofila. Transcorrido
esse tempo, os frascos com 1,0 mg/l de 2,4-D foram mantidos em meio MS
modificado e repicados a cada 60 dias. A denominagdo deste meio

doravante sera de MSF e sua composi¢do foi:

Sais:
Macros

Micros

Vitaminas:
Pantotenato de Ca lmg/l.
Piridoxina. HCl img/L.
Tiamina. HCl lmg/l.

Ac nicotinico img/1.

Orgénicos:
Inositol 100 mg/l.
Sacarose ndo PA prefiltrada 30 g/l
Caseina hidrolizada 250 mg/L
Agar Ciolga 7,5 g/l
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Horménios:
2,4-D 1 mg/l.

pH: 5.8 ajustado com KOH I N.

Autoclave: 120°C, 1 atmosfera, por 20 minutos.

1.3.5 - Indugdo da suspensido celular em meio liquido: cultura

primiria. Experimento 1.
1.3.5.1 - Composigdo do meio liquido

Em camara de fluxo laminar, aproximadamente 5 a 7 g de calos
friaveis do cv. Chonan, foram colocados em erlenmeyers de 250 ml,

contendo 50 ml de MS modificado cuja composicdo foi:

Sais:
Macros, mas, NH4N03/3.
Micros, mas, Fe~EDTA/2.

Vitaminas:
Pantotenato de Ca 3mg/l.
Piridoxina - HCl 3mg/l1.

Tiamina » HCl 3mg/1.
Ac nicotinico 3mg/1.

. Organicos:
Inositol 100 mg/l.
Sacarose PA 20 g/l
L~Glutamina 146 mg/l.

Hormoénios:

2,4-D 0,5 mg/lL
BAP 0,5 mg/l.
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pH: 5.8 ajustado com KOH I N.

Autoclave: 120°C, 1 atmosfera, por 20 minutos.

O meio foi preparado da seguinte maneira. Prévio ajuste do pH
a solugdio contendo: .macros, imicros, inositol e sacarose, foi
autoclavada, depois, na camara de fluxo laminar, as vitaminas, a
glutamina e os horménios filtrados através da membrana de acetato de
celulose Sartorius, 0.22 um de diametro de poro, foram adicionados em
frio a parte ja autoclavada do meio. Normalmente, o meio ficava .48 h a
temperatur;a do laboratério e depois, guardado em geladeira. Nesta fase,

a composicio do meio serd constante e receberid a denominagdo de BC.

1.3.5.2 - Preparacio do indculo

Os frascos erlenmeyhers inoculados com meioc BC, foram
posteriormente colocados em agitador mecénico {120 r.p.m.) & temperatura
de laboratério e sem luz durante uma semana. Cumprido este tempo, o
material foi peneirado na camara de fluxo laminar. Para tanto, peneiras
plasticas (autoclavaveis) de 800 um de malha foram usadas. Cada
filtrado, foi recebido em um copo de vidro de 200 ml, e o residuo da
peneira eliminado.” A fina suspensfo celular recebida em cada copo, foi
transferida para cada um de 12 frascos de 250 ml, (frascos matrizes).
Logo, esperava-se decantar, e depois renovava-se, aproximadamente 807 do
meio por meio fresco BC. Nestas condigbes, os 12 erlenmeyers voltavam
novamente para o agitador, onde ficaram 15 dias, mas, sempre
renovando-se o meio da suspensfio 2 vezes por semana. Para isso, 407 do
meio era trocado por meic novo. Para tanto, deixava-se sedimentar as
células por um momento e depois, vertiam-se 20 ml dos frascos num beaker
cujo conteudo era eliminado depois. Durante a manipulagic na camara de
fluxo laminar, todo o material em contato com a suspensdo foi
esterelizado, e esta providéncia dever4d subentender-se em todos os

proximos experimentos.
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1.3.6 - Curvas de crescimento: efeito de diferentes combinagdes

de 2,4-D e BAP.

Em geral foi utilizado um frasco matriz para 2 de tratamento,
isto &, cada tratamento recebeu de seu respectivo frasco matriz 10 ml de
suspensdo, por isso, abs 15 dias, de cada um dos ‘12 frascos matrizes
foram retirados 20 ml de inoculo de suspensdo celular, mediante seringa
de mola, e transferidos para 2 erlenmeyers (10 ml cada) de 250 ml
contendo cada um deles, 40 ml de meio BC novo, fazendo um volume total

de 50 mi.

Nesta fase, o meio BC foi suplementade com diferentes

combinacdes de 2,4-D e BAP, os quais, foram:

2.4-D (mg/1) BAP (mg/1)
0,0 0,0
0,5 0,0
0,0 0,5
0,5 0,5
Lo 0,5
2,0 0,5

Para cada tratamento, foram usados 4 repeticGes. Uma vez
inoculados os frascos, estes foram colocados no agitador, sob, .

temperatura de 26 % 2°C sem luz.

Com relagio a avaliagBo do crescimento celular, os incrementos
de densidade populacional das células foram registrados através do
diametro do sedimento no interior dos frascos, medido externamente com
régua comum, duas vezes por semana, por ocasifo da renovagio de 4074 do
meio. Em cada frasco, se faziam 3 medicGes do sedimento celular. Também,
o pH dos meios foi medido, o qual, foi feite na oportunidade de

renovacdo dos meios. O periodo de avaliagdo durou 5 a & semanas.
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[.3.6.1 - Pesagem do inéculo.

Mediante fiitracio ao vacuo na camara de fluxo laminar, 10 ml
de cada um de 5 frascos matrizes contendo suspensao remanescente (30
ml), foi coletado material celular em papel filtro de 10 m! de di&metro,
previamente pesado e seco na estuf é, a seguir, através de placas de
Petri o papel filtro, foi mantide por 24 h em estufa a 50°C. Depois
deste periodo, as placas foram mantidas aproximadamente 30 minutos em
dessecador contendo silica gel. Logo, o papel com a matéria seca foi

pesado.

Com respeito & metodologia descrita em 1.3.5.1, L1.3.5.2,
1.3.6. € 1.3.6.1 deverdo considerar—se padronizadas e deve

subentender-se nos proximos experimentos.

Com relagiio & andlise estatistica, as combinacBes de 2,4-D/BAP
{mg/1) foram desdobradas em duas analises. Na primeira, os tratamentos
foram: 0,0/0,0; 0,5/0,0 e 0,5/0,5. Na segunda: 0,5/0,5; 1,0/0,5 e
2,0/0,5. Cada tratamento possuia 4 repetigbes € o maior ou menor efeito
dos mesmos, foi avaliado cada 7 dias durante 5 sefnanas, sendo que a
significancia das médias foi analisada pelo teste de Tuckey a 5% Cabe
mencionar que este 0ltimo delineamento experimental, (duas variaveis],

serd usado como base nos préximos 4 experimentos.

1.3.7 - Efeito do MES no crescimento da cultura primaéria.

Experimento Z.

Foram usados 3 niveis de MES, os quais foram (g-1): 0,0, 0,5
e 1,0. O tamp@o, foi adicionado ao meio apés aferir o pH em 5,8 e este,
novamente checado antes de autoclavar o componente salino do meio BC.
Depois, este quando frio, foram-lhe adicionados as vitaminas € hormdnios
correspondentes, previamente ultraf iltrados através de membrana de

acetato de celulose Sartorius, na camara de fluxo laminar.
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Correspondendo aos 3 tratamentos, foram preparados 12 frascos
contendo cada um 40 ml de meio BC, mais 10 ml de suspensio celular em
fase exponencial .de crescimento, anteriormente j& preparadas, segundo
descrito em [.3.5.2 e L.3.6. Os Frascos ficaram em agitagdc sem luz e
temperatura de laboratério durante 4 semanas, periodo durante o qual,
foram monitorados quanto a: crescimento da suspensdo, variagio de pH e
renovacio do meio. Aliquotas de 10 ml foram também retiradas do meio
remanescente dos frascos matrizes, para determinar a quantidade de

matéria seca existente naquele volume de suspenséo.

1.3.8 - Efeito do rifaldin no crescimento da cultura primaria.

Experimento 3.0.

Foram usados 4 niveis do antibidtico rifaldin (rifampicina),
os quais foram (mg/1: 0,0, 5,0 10,0 e 20. Prévia esterilizagBo por
membranas de acetato de celulose Sartorius, estas concentragdes foram
adicionadas, na camara de fluxe laminar, a seus respectivos meios
estoques BC. Para os 4 tratamentos foram preparados 16 frascos, contendo
50 ml de suspensio cada um. Finalmente os frascos foram colocados em
agitagio e mantidos sob condicBes de laboratério durante 4 semanas,

periodo duranté o qual foram monitorados.

1.3.9 - Comparacdc do efeito entre sacarose PA e sacarose
comercial, sobre o crescimento da cultura primaria.

Experimento 3.0.

Ambos tipos de sacarose, foram usadas numa Gnica concentragao
de 20 g/l, porém, a sacarose néoc PA foi filtrada em papel (Whatman)
antes de ser adicionada a seu correspondente meio BC. Correspondendo aos
2 tratamentos, foram usados um total de 8 frascos erlenmeyers, contendo
cada um, um volume final de 50 mi de suspensdo. De resto, foi procedido

como nos casos anteriores nesta fase do experimento.




1.3.10 - Efeito de diferentes fontes de nitrogénio, sobre o
_crescimento da cultura primdria.

Experimento 4.

As fontes usadas foram (mg/1): L-glutamina (146), KNO3 (1900),
I\IHQN(}3 (1650}, KNO3 + NH4N03 (1900-1650} e controle, sendo que este
dltimo, esteve constituide simplesmente pelo meio BC completo, item

1.3.5.

Com relaciio ao primeiro tratamento, o meio BC tinha como unica
fonte de nitrogénio a L-glutamina. O segundo, KNOS, o terceiro, NH4N03 e
o guarto, KNO3 + NHQNOS. Correspondente aos 5 tratamentos, foram, usados
20 frascos, contendo cada um, um volume final de 50 ml de liquido. Em
relagio ao monitoramento, os passos seguintes, foram similares aos dos

experimentos anteriores.

I.3.11 - Avaliagdo do pH do meic de calos fridveis.

Calos friaveis que vinham sendo repicados em meio MSF, por um
periodo de um ano aproximadamente e que serviam de estoques para fazer
suspensdo celular, apresentavam 2 matizes de cores: uma amarela clara, ¢

outra, amarela bege.

Por ocasifio de uma das repicagens periédicas, a cada 60 dias
aproximadamente, se mediu o pH do meio de 40 frascos, 20 de cada, antes
mesmo de serem descartados. O pH, foi medido por introdugio direta do
eletrodo do pHmétro no meio. Entretanto, os calos repicados ficaram sob
as mesmas condicdes de luz e temperatura. Os dados-foram ordenados em
classes e representados num grafico frequéncia de calos vs pontos médios

dos pHs (Vieira, 1981).




1.3.12 - Contaminag¢3o bacteriana nas suspensfes celulares.

A observagdo bacteriana, foi realizada com e sem auxilio de
corantes. Para tanto, dos frascos apresentando contaminacg8o, foram
retirados, mediante pipeta Pasteur, pequenas aliquotas que foram
transferidas para frascos erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml de meio

BC.

Inoculados aos frascos, estes foram selados e colocados no

agitador a 26° * 2 C e sem luz.

Ap6és 24 h, amostras foram retiradas para sua observagdo sob
microscépio, sendo -que, algumas observagBes foram feitas sem corantes
{400 %) e outras através da coloragio Gram. Com respeito a esta Gltima,

o procedimento foi o seguinte.

1. Fixacdo do material.
a) Sobre uma lamina de vidro, foi espalhado uma pequena

gota de meio liquido contaminado.
b) O liquido foi seco, através de passagens rapidas pela

chama de uma lamparina.

2. Coloragéo Gram.
a) Violeta de Genciana, 4,0% foi aplicada diretamente
sobre o esfregaco durante 1 minuto, o excesso foi retirado com &gua de
torneira, mas, evitando o impacto direto do jato de &gua sobre o

esfregago.

b) A seguir, foi aplicado lugol,cujo excesso, ap6s 1 minuto

foi eliminado com aicool et{lico/acetona, PA, na proporgéo 50/50.

¢) Finalmente, foi aplicado Fuccina basica 0,3%, por 30

segundos, e o esfregago, lavado com &gua de torneira igual que em Za.
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d) Secas as laminas a temperatura ambiente, estas foram

observadas com imersfic no microscépio.

1.4.0 - Plagueamento celular e indugio de calos.

1.4.1 - Influéncia do ANA e BAP sobre a inducdo de calos.

Experimento 1.
Foi usado meio MS cuja composi¢do foi:
Sais:
Macros

Micros e Fe~EDTA/Z

Vitaminas:

As do meio BC, no mesmo volume e concentragao, porém,

autoclavadas.

Organicos:
Inositol 100 mg/i.
Sacarose 20 g/l
Caseina hidrolisada 500 mg/l.
Difco Agar 5,6 g/l

Ajuste de pH: 5,8 com K OH 1 normal.

Autoclave: 120°C, 1 atmosfera, por 20 minutos.

Balanco hormonal:

ANA  (mg/l) BAP (mg/l)
0,0 0,0
0,0 0,5
1,0 0,0
1,0 0,5




1,0 1,0
1,0 2,0

Foram usados 5 placas de Petri {10 mm X 100 mm)} por
tratamento, sendo que em cada uma delas, na camara de fluxo laminar,
foram adicionados 30 ml de meio ainda quente. As placas, foram logo
tampadas, seladas com pléstico PVC e deixadas a temperatura ambiente de
laboratério. Verificada a auséncia de contaminago as 48 h, as mesmas
despejou-se, mediante seringa de mola, 2 mi de suspensdo celular,
previamente preparadas, conforme ja descrito em [.3.5.2 e 1.3.6 A
seguir, fachadas e seladas as placas foram colocadas sobre prateleiras
sob condigbes de laboratério por 45 dias. O meio usado no plaqueamento,

foi denominado por MSP.

De forma ad-hoc ao experimento anterior, f 6ram usadas 5. placas
de Petri, mas, tendo apenas adenina, (10 mgsl), como regulador de
crescimento e uma camada de papel filtro estéril sobre o meio. Tanto ©
meio utilizado quanto o volume da suspens&o aplicado foi o mesmo que no
caso anterior. Mas neste, a suspensfio celular foi despejada sobre a
camada de papel. As condigBes ambientais e tempo de avaliagio foram

iguais as placas anteriores.

A avaliacio da formagdo de calos foi feita do seguinte modo.
Um pequeno papel branco de 55 mm X 40 mm, contendo um orificio de 1 em®
no centro, foi colocado na superficie das placas, sem abri-las, assim
sendo, sob lupa (10x) foram contados os micros calos presentes em cada
um dos 4 quadrantes das placas. Em cada quadrante, foi contado

aleatoriamente 1 campo.

1.4.2 - Influéncia do volume de suspensdo celular na indugio de
calos. Experimento 2.
Como de praxe, primeiramente, foram preparados os frascos

possuindo a suspensdo celular em fase exponencial. Em segundo lugar,
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foram preparados 3 frascos de 250 ml contendo 100, 110 e 115 mi de meio
MSP, aos quais se adicionou, estando  ainda mMornoes, (45°C
aproximadamente), 20, 10 e 5 ml de suspensdo celular configurando um
volume final de 120 m! em cada um deles. A seguir, os frascos foram
levemente agitados e seu contettdo vertide em placas de Petri (10 mm x
100 mm). O meic MSP foi suplementade com (mg/l1): 1,0 ANA e 0,5 de BAP, ¢

nos proximos plagueamentos este balango hormonal devera subentender-se.

Foram usadas 4 placas por tratamento, sendo que, em cada uma
delas colocaram-se 30 ml de meio. Com respeito as condigbes de luz,

temperatura e avaliagio, ja foram estabelecidas no experimento anterior.

1.4.2.1 - Verificacfo da viabilidade dos microcalos em

meio MSP durante o plaqueamento.

Dez amostras de microcalos (] a2 3 mm de diametro) que
cresceram no fundo das placas dos tratamentos do experimento anterior,
foram isoladas, lavadas com &gua esterilizada e cuidadosamente colocadas
em placas de Petri (10 mm x 45 mm), contendo 2 gotas de &gua
esterilizada. Logo, foi aplicada uma gota de azul de tripano (0,1 %} e
observadas & lupa (10 x) depois de 5 minutos. Foram lidos 3 campos por
placa. Como controle, foram usados microcalos que tinham sido

previamente expostos a alcool 957 por IS5 minutos,

1.4.3 -~ Efeito do tamanho de placa sobre a indugdo de calos.

Experimento 3.

Foram usados 2 tamanhos de placas, um, de 10 mm x 100 mm e

outre, de 18 mm x 50 mm,

Na cé&mara de fluxe laminar, num frasco de 250 ml foi misturado
100 ml! de meio MSP (aproximadamente 45°C) com 20 ml de suspensiio celular

em fase exponencial, ja devidamente preparada para este propésito. O

27




frasco foi entfio, levemente agitado, vertendo nas placas maiores 20 ml e
nas menores, 5 ml. Seguindo a metodologia de avaliagio do experimento
anterior, ap6s 45, dias, a formagl@o de micro calos em ambos tratamentos

foi avaliada.

1.4.4 - Efeito da superficie do meio e concentragio de agar

sobre a indugiio de microcalos.

Com respeito & concentragdo de agar, foram usadas 3
concenirac;ées, as quais foram (gr/1): 6,0, 8,0 e 10,0. O meio MSP apés
autoclavado, foi distribuido em 4 placas Petri por tratamento, na camara
de fluxo laminar, colocando~se 20 ml de meio por placa. Depois, quando o
meio ja endurecido, foi aplicado 1 ml de suspensdo celular na superficie
do agar, mediante bastonete de vidro. As placas ficaram sob condigbes
padronizadas de luz e temperatura, igual que nos casos anteriores por 45

dias.

1.4.5 - Efeito de diferentes citocininas autoclavadas, aplicadas
via "mistura", na indugio de microcalos.

Experimento 5.0.

Foram testadas 3 citocininas, as quais foram: BAP, KIN e ZiP.
A concentraciio de cada uma delas foi 0,5 mg/l no meio MSP, meio no qual,

também foi adicionado 1,0 mg/l de ANA.

Para cada tratamento, foram preparados 80 ml de meio MSP, os
quais, foram autoclavados em frascos erlenmeyers de 250 ml. Logo,
resfriados na camara de fluxo laminar, porém, quandc ainda mornos, se
thes adicionou a cada um deles 20 ml de suspensdo celular, em fase
exponencial, agitando-se levemente e continuamente seu contetdo f oi
distribuido em 4 placas de Petri (10 mm x 100 mm) com 20 ml cada uma. A
seguir, as placas foram fechadas, seladas e mantidas por 45 dias no

laboratério.




I.4.6 - Efeito de diferentes citocininas ultrafiltradas,
aplicacas via "mistura”, na indugloc de microcalos.

Experimento 6.

A diferenca deste experimento com o anterior, apenas reside no
fato gue no meio MSP foi autoclavado sem as citocininas e, uma vez
resfriado na camara, se lhe adicionou as trés citocininas ultrafiltradas
conjuntamente com a Suspensio celular para depois entfo, ser distribﬁiclo

nas placas.

1.4.7 - Efeito de diferentes citocininas, ultrafiltradas, a
partir. de inéculo de suspensdo celular aplicado via
seringa, sobre a indu¢fio de microcalos.

Experimento 7.

Neste experimento, como no anterior, as citocininas, foram
ultrafiltradas e misturadas, na cémara de fluxo laminar, com o meio MSP
quando este resfriado, e logo distribuido nas placas. Deste modo, recém
24 h mais tarde 2 ml de suspensfo, colocados mediante seringa de mola,
foram injetados no interior do meio de cultura, a cada uma das 4 placas

dos tratamentos correspondentes.

1.4.8 - Comparagioc do efeito entre o método de aplicagdo por
"seringa” e de "mistura” da suspensdo celular sobre o
crescimento de calos.

Experimento 8.

Foram autoclavados 2 frascos, erlenmeyers de 250 ml, contendo
meio MSP. Enquanto um, possuia 100 ml, o outro, 80 rnl, porém, na camara
de fluxo laminar, a este ultimo, lhe foram adicionados 20 ml de

suspensdo celular, fase exponencial, quando ainda morno. Depois e por
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separado 20 ml de ambos frascos, foram distribuidos em cada uma das 5
placas de Petri (10 mm x 100 mm) qﬁe constituiam cada um dos 2
tratamentos, mas, nas placas oriundas do primeiro, 24 h depois, lhes foi
injetado por meio de seringa de mola, 2 ml da mesma suspensdo celular.

Depois de 45 dias as placas foram avaliadas.

1.5.0 -~ Regeneracio.
1.5.1 Crescimento de calos.

Os calos oriundos do plagqueamento dos diferentes tratamentos,
foram transferidos a meio MS modificado, mas, ndo contendo nenhum
regulador do crescimento. Foram sempre colocados 4 calos por frasco ou

por placa. A composicdo deste meio foi:

Sais:
Macros

Micros

Vitaminas:

- As mesmas de BC, porém, a 1 mg/lL

QOrganicos: ‘
Inositol 100 mg/l.

Sacarose nio PA 20 g/l
Caseina hidrolisada 500 mg/l.
Agar Cialga 5,6 g/l

Ajuste de pH: 5,8 com K OH 1 normal.

Autoclave: 120°C, 1 atmosfera, por 20 minutos.
Durante 30 dias, os calos ficaram sob condi¢des padronizadas

de luz e temperatura na sala de manuteng@io do laboratério e a menos que

se indique o contrario, estas deverdoc subentender-se. O meio MS recém
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descrito, sera identificado doravante por MSR-1.

1.5.2 - Indugio de brotagbes.

Experimento 1.

Na camara de fluxo laminar, calos friaveis provenientes do
meio MSR-1, foram transferidos aleatoriamente para 0 mesmo meio, porém,
contendo diferentes combinagdes de 2,4-D e adenina. 0O esquema
experimenfai, contendo 4 placas por tratamento e 4 inéculos de calo,
aproximadamente de 5,0 mm de diametro, por placa, estd no Quadro 1. A

avaliacdio sobre o numero de brotos foi feita aos 30 dias.

Quadro 1. Relagio de concentragdo entre 2,4-D e adenina em calos de

plaqueamento. 2,4-D (mg/D)
0,0 0,5 1,0
Adenina {mg/1)
0,0 1
5,0 4
10,0 7 8
20,0- 10 1 t2

* numero do tratamento.

[.5.3 - Transferéncia de cales para concentragdes crescentes de

adenina. Experimento 2.

Calos provenientes de plaqueamento, € que tinham passado por
MSR-1, durante 30 dias, foram transferidos na camara de fluxo laminar,
para meio MSR-2 (MSR~1 + 10 mg/l1 de Adenina) e 30 dias ap6s, para MSR-3
(MSR~-1 + 20 mg/l de Adenina), num periodo total de 90 dias, apds o qual,
os calos foram novamente retornados a MSR-1. Foram usados 25 frascos,
contende cada um 30 m! de meio e um calo por frasco. Apés cada um dos

periodos respectivos, foram feitas avaliagbes sobre as brotagdes.
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I.5.4 - Efeito do amido de milho, no crescimento de brotagdes de

calos. Experimento 3.

Calos que jé tinham passado por MSR-1, MSR-2 ¢ MSR-3, foram
transferidos para MSR-1 com e sem amido de milho (maizena 7%), sendo
que, neste ultimo caso, ndo foi usado Agar, e a maizena, foi adicionada
apés o ajuste do pH, mesmo assim, este foi checado novamente. Foram
usados 16 frascos de aproximadamente 400 ml cada um, contendo 100 ml de
meio. Em cada um deles, foram colocados 4 calos que apresentavam
pequenas brotagdes filamentosas de aproximadamente 1 cm de comprimento.

Apés ‘60 dias o crescimento das brotacdes foi avaliado.

L.5.5 - Efeitoc do aumento da concentragio de agicar, no

crescimento das brotagdes. Experimento 5.

Este experimento foi similar ao anterior, apenas que foi usada
agar em lugar da maizena e ¢ meio MSR-1 possuia agicar a 3 e 6% com um

total de 10 frascos por tratamento. .

1.5.6 - Efeito do Ag N03 sobre a inducdo de brotages.

Experimento 6,

Calos friaveis amarelados, que vinham sendo mantidos em MSF
foram inoculados em meio MSR-3, suplementado com Ag NOS, nas seguintes
concentracdes (mgrsl): 0,0, L25, 2,5, 5,0 e 10,0. Em cada tratamento, 8
frascos, foram usados 16 calos com aproximadamente 10 mm de diametro
cada um, sendo que, cada frasco possuia 30 ml de meio. O experimento
teve uma duracdo de 120 dias e durante esse periodo, o teor de adenina
foi reduzido de 20 mg/l para 10 mg/l e deste, para 0,0 mg/1 aos 30, 60 e
90 dias. As avaliacbes do nimero de brotagbes foram realizadas a cada 30

dias.

32



1.6.0- Crescimento e bulbificagiio de pléntulas.

1.6.1- Efeito de diferentes niveis de sacarose sobre a

bulbificag¢do. Experimentb L

Plantas que tinham passado por maizena e por MSR-1 e que,
tinham um tamanho aproximado de 10 a 15 cm de comprimento, foram
colocados em MS modificado o qual consistiu de:

Sais:
Macros/2, porém, suplementados com K H2P04 170 mg/l.
Micros, mas, Fe-EDTA/2.

Vitaminas:

Ausentes.

Organicos:
Inositol ausente.

Sacarose ndc PA 30 g/L
Agar Cialga 56 g/l

Hormoénios:

Ausentes.

pH e autoclavagem similar aos casos anteriores. A

denominacdo deste meio foi MSC.

Com base neste meio, foram testados 3 concentragbes de agucar,
as quais, foram (%) 3,0, 45 e 60. As plantas utilizadas, ndo
apresentavam buibif icagdo. Foram wusadas 10 plantulas por tratamento,
sendo que, em cada frasco de 400 ml, 100 ml de meio foram colocados.
Como de praxe, as condigdes de luz e temperatura foram as padronizadas

da sala de manutencdo do laboratério, € a menos que se indique o
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contrario deverfio subentender-se. Os tratamentos foram avaliadcs apés

60 dias por simples verificaclo de bulbificagao.

1.6.2 - Efeito do AIB sobre a bulbificagio.

Experimento 2.

Plantas j4 desenvolvidas, 10 e 15 cm de comprimento com
bastante raizes e pouca bulbificagdo, que vinham sendo mantidas em MSC,
foram transferidas para frascos de 400 ml com 100 ml de meio MSC e 6 %
de acticar, porém, com e sem AIB (3 mg/1). Foram usadas 12 plantas por
tratamento. No tratamento com AIB, as plantas permaneceram 30 dias, apés
o qual, foram transferidas para MSC+6 % de acacar, ficando entdo, na
mesma condigio gue as controle. A medic}ﬁo do diametro dos bulbos foi
feita com régua comum do lado de fora dos fr'éscos, aos 60 dias de

iniciado o experimento.
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RESULTADOS

.

II.1 - Dos experimentos sobre contaminagdo por fungo.

Ap6s umasemana, os bulbilhos dos trés tratamentos com NaClO
(hipociorito de sédio) apresentaram um alto indice de germinagdo
(brotacBes foliares emergindo} em torno de BOZ com niveis baixos de
contaminagio por fungo, Quadro 1. Nos trés casos, porém, a contaminagio

quando ocorreu, desenvolveu-se na parte basal dos bulbilhos.

Quadro 1. Efeito de diferentes tempos do NaClO sobre a contaminagdo
fangica em Branco Mineiro.

Tempo de exposigdo (minutos) 30 45 60

9 de hulsillies
contaminados i6 12 12

Em relagdo ao segundo experimento, Benlate vs. tipo de
explantes, foi verificado que nem aos sete dias e nem aos quinze dias,
houve contaminacdo dos frascos, porém, a contaminagfo surgiu a partir do
terceiro experimento, vale dizer, no experimento onde ndo foi incluido
Benlate no meio. De acordo com o Quadro 2; o tipo de explante que mais
mostrou contaminagio para os tempos de 30 45, e 60 minutos foi o colo
seguido de longe pela raiz, entretanto, os explantes foliares
praticamente nfo apresentaram contaminagio. Em nenhl;rn caso fol observada

contaminacéio bacteriana.
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Quadro 2. Efeito dos diferentes tempos de NaClO sobre a contaminagBo dos
explantes apés suas passagens por MS mais Benlate.

Tipo de explante
Tempo Colo F. ext. F. int, Raiz
{min.) % de frascos contaminados
30 70 0 10 30
45 50 4] 10 10
60 60 O 0 20

A analise microscépica de amostras de meios contaminados
revelou que o fungo que predominantemente contaminou os explantes de
colo e raiz pertenceu ao género Fusarium. Uma menor proporgdo de outros

- 1
fungos, esteve representada por Rhizopus e Penicillium

Com relagBo ao quarto experimento, Quadro 3, foi verificado
que efetivamente o Benlate nas concentragBes de 100 e 200 mg/l, inibiu o
crescimento de Fusarium, pois o tamanho do inéculo ndo se modificou,
mas, nos controles, aos sete e quinze dias o alastramento da
contaminacdic tomou- toda a superficie disponivel dos meios. Fig.
27A e 27B.

Quadro 3. Efeito de diferentes doses de Benlate sobre o crescimento de
Fusarium em meio MS.

Doses de Benlate (mg/l}
Nimero de dias 0,0 100,0 2?0'0
% de frascos contaminados
7 100,0 0,0 0,0
i5s 160,0 0,0 0,0

1
Reconhecimento felio no Instituto Agronémico de Campinas (IAC).
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1.2 - Experimentos preliminares,a suspensdo celular.

2.1. Regeneracgio de plintulas a partir de calos envelhecidos de

Branco Mineiro e Chonan.

Os calos sob tratamento com adenina mostraram uma porcentégem
de brotagbes mais alta que os controles, (Quadro 4), entretanto a
resposta do BM foi maior que a de Ch, mas em ambos casos, as brotagdes
foram de cor verde, inGmeras e seu comprimento, oscileu entre 10 e 20
mm. Todavia, foi verificadoe que a melhor concentragio em ambos

cultivares foi de 20 mg/l.

Quadro 4. Efeitoc da adenina sobre a indugic de brotagSes em calos BM e

Ch.
Adenina {(mg/l)
Cultivar 0.0 20 40
7 de calos brotados
BM 25 100 35
Ch 12 70 28

2.2 Indugfo de calos a partir de brota¢des regeneradas in vitro de

BM e Ch.

Tanto em um, como em outro cultivar, a indugdoc de calos se deu
nos explantes correspondentes das brotagBes enoveladas e ndo nos das
laminas foliares, Quédro 5, Inclusive muitos dos explantes advindos das
iaminas foliares secaram ou necrosaram, fondmeno este pouco observado

nos outros explantes.
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11.3 Estabelecimento e manutencic de células em meio liguido.

Quadro 5. Comparagio de explantes de origem in vitro em relagio a
inducéo de calos.

Tipos de explantes
Cultivar Brotagbes Lamgna
enoveladas folinar
% de calos
BM 60,0 0,0
Ch 52,0 0,0

1}.3.1 Obtencdc de calos aclorofiliceos friaveis mediante 2,4~D.

Efetivamente o 2,4-D tanto aos 30 como 60 dias promoveu a
diminuicdo do ca_lréter‘ verde dos calos aumentando a porcentagem
heterotréfica dos  mesmos. Isto foi particularmente claro, na
concentragdo de 1,0 mg/l de 2,4-D aos 60 dias em calos de ambos
cultivares, {Quadro 6. Fig. 28A e 28B).

Quadro 6. Efeito de 2,4-D sobre a presenga de cor verde em calos BM e

Ch.
Branco Mineiro
2 4-D 7 de calos ) 7 de calos
(1;1 /1) clorofiléceos aos clorofilaceos aos
£ 30 dias 60 dias
0.0 80,0 80,0
0,5 70.0 50,0
1,0 60,0 40,0
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Chonan
2 4-D % de calos % de calos
(r,n /1) clorofiléaceos aos clorofilaceos aos
£ 30 dias 60 dias
0,0 90,0 90,0
0.3 65.0 30,0
1,0 55,0 25,0

Os calos que foram transferidos para meio MSF com o passar do
tempo, foram tornando-se de cor bege ou amarelos claros, porém,
altamente friaveis, ao ponto de nfioc poderem ser manipulados com pingas,

e sim com espéitula.

1.4 - Curvas de crescimento
4.1. Efeito de diferentes combinac¢des de 2,4-D e BAP.

Conforme se pode apreciar nas Fig. 2 e 5, as curvas de
crescimento da populagdo celular nos diferentes . tratamentos seguiu
invariavelmente um mesmo padrdo, isto &, atingiram um platd (steady
state) sempre precedidas por uma acentuada inclinagdo _das curvas.
Fntretanto na Fig. 2, este plat6 foi alcangado a quarta semana, em uma
curva, enquanto que nas outras, foi alcancado as duas semanas, nas
concentracbes de 2,4-D/BAP de 0,0/0,0 mg/l e 0,5/6,0 mg/l, e na quarta,
para a concentragdo de 0,0/0,5 mg/l. Cabe destacar que a adigiic de meio
BC com 0,5 mg/] de 2,4-D e BAP nos dois primeiros casos mencionado, ndo
alterou o platé da quinta semana em diante. Por outro lado, em outras
situagbes, foi verificado que o valor no qual o platé se estabilizou néo
foi constante, Figs. 28C e 28D. Assim, Fig. 5, enquanto 0,570,5 mg/l e
1,0/0,5 mg/l de 2,4-D/BAP, se estabilizaram em 35 mm de diametro,
2,0/0,5 mg/l, da mesma relagdo hormonal, se estacionou perto dos 30 mm
de diametro de sedimento, quer dizer, neste Gltimo caso, © crescimento
caiu. Este também diminuiu, Fig. 2, nas concentragbes de 0,0/0,0 mg/l e
0,5/0,0 mg/l, mas ndo assim, em 0,0/0,5 mg/], onde ja a partir da quinta

semana o sedimento celular alcancou 35 mm de didmetro.
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Com relagio & taxa de crescimento relativo (TCR) da populagio
celular, avaliada a partir dos didmetros dos sedimentos nos diferentes
tratamentos de 2,4-D, foi verificado em geral, que esta ao longo do
tempo foi caindo, com excegBo, de um caso, Fig. 3, no qual entre a
primeira € segunda semana esta aumentou, porém inexoravelmente da
segunda semana em diante, também comeca a declinar alcangando um valor
zero a partir da terceira semana, vale dizer, em todos aqueles casos no
qual © piatﬁ das culturas primérias comega a ser atingido, a TCR assume
valores minimos, Fig. 3 e 6. Entretanto, na Fig. 3, verificou-se um
atraso no valor zero da TCR da curva correspondente 2 concentragio de
0,0/0,5 mg/l, isto porque, apenas a partir da quarta semana de cultura,

as células entratam num "steady state” definido.

No tocante ao pH das suspenses, a tendéncia dele foi
variavel, modificando-se ao longo do tempo. Em geral, esta tendéncia
esteve relacionada com uma queda gradual do pH de extensdo varidvel no
tempo; um valor minimo ap¢s esta queda; e no final, uma tendéncia a
subir. Houve também excecBes a este padrio, e foi proporcionado pelo

comportamento do pH de 0,5/0,5 mg/l e 2,0/0,5 mg/1 de 2,4-D/BAP.

Por outro lado, verificou-se em geral, que esta queda do pH na
primeira e segunda semana, Fig. 4, coincidiu com a fase ascendente das
respectivas curvas de crescimento, Fig. 2 e 5 mas, nas curvas de pH,
Fig. 7, esta situago € menos clara, por causa da elevaciio prematura do

pH.

Com relacdio a anédlise estatistica, Apéndice 1, Quadro 1 e 2, a
analise de variancia revelou significancia para: Semanas, 2,4-D, BAP e

interag@o dos trés fatores.

O desdobramento desta analise, Apéndice I, Quadro 3 em diante,
entre doses de 2,4-D (0,0 mg/l e 0,5 mg/l) dentro de doses de BAP, e
vice versa, ou seja, entre doses de BAP (0,0 mg/l e 0,5 mg/1), mas,

dentro de cada uma das doses de 2,4-D, o desdobramento estatistico
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revelou significancia variavel ao longo das semanas, demonstrando com
isso, gue o efeito de um fitormonio, as vezes, foi mais influente que o
do outro através do tipo. Assim, quando analisado o efeito do ponto de
vista do 2,4-D, primeira semana, foi observado uma diferenga altamente
significativa, mas, no .caso do BAP, esta diferenga foi apenas
significativa, ou seja, © éf‘eito do 2,4-D, na primeira semana, foi mais
decisivo. Contudo, & segunda semana, foi observado exXatamente o
contrario, isto é, um efeito de BAP superior aquele do 2,4-D, e assim
através do tempo, a influéncia destes dois fatores, foi variando mas em

geral, foi observado um efeito mais decisivo de BAP que do 2,4-D.

Com relaciio a analise estatistica das doses tnaiores de 2,4~D e
doses constantes de BAP, Apéndice II, Quadro 1, foi verificado apenas

significancia para os fatores tempo e dose e ndo para a interagdo.

No desdobramento estatistico, foram comparadas as médias entre
doses de 2,4-D dentro de cada semana, Apéndice II, Quadro 4, e doses

entre semanas Apéndice II, Quadro 5.

No primeiro caso, Quadro 4, foi constatado que a partir da
segunda semana as doses de 2,4-D/BAP 0,5/0,5 mg/l e 1,0/0,5 mg/l,
tiveram efeitos semelhantes e diferentes de 2,0/0,5 mg/l, ainda segundo
o mesmo quadro, esta Gltima dose perdeu para as duas primeiras em termos

de diametro de sedimento celular.

No segundo caso, Quadro 5, foi observado que a partir da
segunda semana, ndo houve diferencas significativas dentro de cada um

dos tratamentos.

Quanto aos inéculos utilizados, o peso da matéria seca dos 10
ml de suspens#o celular, revelou uma média de 36,4 * 1,34 mg, ou que, na
maioria dos tratamentos forneceu um didmetro inicial de aproximadamente
10 mm. Esta quantidade de sedimento, em fung&o das curvas obtidas, Fig 2
e 5, permitiu as células multiplicar-se e tornar  possivel o

monitoramento do seu crescimento nos diferentes tratamentos. Quando
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amostras de células foram tomadas, aproximadamente aos 15 dias de idade,
fase ascendente das curvas, e observadas ao microscopio, Fig. 29, estas
se apresentaram_ pequenas, redondas e formando agregados maiores
{"clusters") dificeis de contar o© ntmeroc de células. Entretanto,
frequentemente foi observado presenga de nucleos vblumosos e redondos
nos agregados menos densos. Em outros casos, embora menos frequentes se
obgervaram células em citocinese, todavia mais raramente foram

observadas células tubulares lisas ou retorcidas ("coiled").
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" Fig. 2. Efeito de diferentes concentractes de 2,4-D/BAP (mg/1): 0.0/0.0,
0.070.5 e 0.5/0.0, no crescimento do diametro do sedimento celular da

suspensio celular de Chonan, através do tempo.
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Fig..3. Variagiio da taxa de crescimento relativo {TCR) da suspensio
celular de Chonan, atraves do tempo, sob diferentes concentragbes de

2,4-D/BAP (mg/l): 0.0/0.0, 0.0/0.5 e 0.5/0.0.
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Fig. 4. Variagio do pH na suspenséo celular de Chonan, através do tempo,

sob diferentes concentragbes de 2,4-D/BAP (mg/1): 0.0/0.0, 0.0/70.5 e
0.5/0.0.
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Fig. 5. Efeito de diferentes concentragdes de 2,4-D/BAP (mg/1): 0.5/0.5,

1.0/0.5 e 2.0/0.5, no crescimento do diametro do sedimento celular da

suspensiio celular de Chonan, através do tempo.

46




o770

042 |-

028

o4

Fig. 6. Variago da taxa de cr‘escimento- relativo . (TCR) da suspensdo

celultar de Chonan, através do tempo, sob diferentes concentragbes de

2,4-D/BAP (mg/1): 0.5/0.5, 1.0/0.5
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Fig. 7. Variagéo do pH na suspens8o celular de Chonan, através do tempo,
sob diferentes concentragbes de 2,4-D/BAP (mg/1): 0.5/0.5, 1.0/0.5 e

2.0/0.5.
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4.2. Efeito do MES no crescimento da cultura primaria.

Experimento 2

O teste de F da analise de variancia, Apéndice I[I1: Quadro 3,
entre niveis de MES dentro de semanas, nio revelou diferengas
significativas nos' trés iratamentos coﬁsiderados. Diferengas
significativas, apenas foram encontradas entre semanas dentro de doses ,
Apéndice III: Quadro 4. O Quadro 5 do mesmo apéndice, apresenta o©
desdobramento da analise de varisncia do Quadro 4. Nele constata-se que
entre as duas primeiras médias n8o houve diferencas entre si, similar
situaglo aconteceu entre as duas Gltimas médias em cada um dos niveis de
MES. Por outro lado, verifica-se na segunda semana, nas trés doses, que
as médias sio diferentes estatisticamente com relagéo & primeira semana,
e com respeito & terceira; diferengas estatisticas nfo existiram nos

niveis 0,0 mg/1 e 0,5 mg/l, porém, sim no nivel de 1,0 mg/lL

Com respeito as curvas, a Fig. 8 apresenta o perfil das curvas
das diferentes doses utilizadas, podendo destacar-se, uma fase inicial
de crescimento lento, uma de crescimento rapido e T inalmente uma de
crescimento estacionario. Do ponto de vista estatistico, nf#o houve

diferencas entre as médias dentro de cada uma das semanas.

Em relacdo a Fig. 9, chama a atengéo o alto valor da TCR nos
trés graficos, e muito especialmente a do controle. De um outro ponto de
vista, a tendéncia da TCR repete o que ja foi observado no experimento
anterior, isto é, a entrada em franco declinio das taxas a partir da

segunda semana em diante.

Com respeito ao pH, Fig. 10, a inclusdo do tampdo ndo evitou a
modif icac;ﬁb deste, inclusive, observou-se que também, o mesmo padrdo de
curva que nas situagbes anteriores, Fig. 4, ou seja, uma descida inicial
com uma tendéncia a subir depois. Entretanto, neste caso O tampao
manteve o pH num nivel alto inicialmente (5,6), coisa que o controle nao

foi capaz de manter mostrando um pH de 5,2.
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Fig. 8. Efeito de diferentes concentragdes de MES (g/1): 0.0, 0.5 € 1.0,

no crescimento do diametro do sedimento celular da suspensfio celular de

alho, cv. Chonan,_ através do tempo.
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Fig. 9 Variaglio da taxa de crescimento relativo (TCR) da suspensao
celular do alho, cv Chonan, atraves do tempo, sob diferentes

concentracdes de MES (g/1): 0.0, 0.5 e 1.0.
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Fig. 10. Variagio do pH na suspensao celular de alho, cv. Chonan,

~através do tempo, sob diferentes concentracbes de MES {g/1): 0.0, 0.5 e

1.0,
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4.3. Efeito do rifaldin no crescimento da cultura priméria.

Experimentoe 3.0

Os resultados da analise de varincia geral, Apéndice IV,
Quadro 2, mostra que houve significéncia estatistica tanto para as

varigveis isoladas como para a interagfo das mesmas.

A comparaciio dos quatro niveis de rifaldin utilizados, Quadro
5, mostra dentro da primeira, terceira e quarta semana, ndo haver
diferencas significativas nas. médias contrastadas, mas as diferengas,
embora parciais, concentram-se na primeira, segunda e quinta semana. No
mesmo Quadro, fica claro que rifaldin na dose de 20 mg/l registrou
valores absolutos menores que aquele das outras doses, no crescimento da
populagio celular, embora isto n3o signifique diferengas estatisticas no
final do experimento, quinta semana, com zero e 5,0 mg/l e sim apenas
com 10,0 wmg/l, mas esta, ndo diferiu das dltimas doses recém
mencionadas. Baseado neste fato, pode-se afirmar que nos niveis de
Rifaldin utilizados © crescimento das células, ndo foi prejudicado,
principalmente, no caso de 10,0 mg/l na segunda semana, onde o©

crescimento da populagio celular superou ac controle.

Por outro lado, entre semanas e dentro dos niveis de
antibiético, Apéndice IV: Quadro 6, foi observado de um modo geral, que
as diferencas foram se ‘tornando evidentes conforme o tempo foi
transcorrendo, muitc embora, nc inicio da quarta semana, estas

diferencas desapareceram e se mantiveram na quinta.

De acorde com as curvas da Fig. 11, o padrdo das mesmas ndo
foi alterado pelo rRifaldin, n#3o se observando um efeito téxico do
antibiético em relagdo as células, apenas que nas doses mais altas,
houve um atrasc na entrada da fase ascendente da curva, este atraso
reflete-se claramente na Fig. 12, onde a taxa de crescimento nesse
periodc ¢ a mais baixa, mas nem por isso, a tendéncia desta curva foi
diferente das outras o que equivale a dizer que a performance geral da

divisdo celular pdc fol modificada.
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Com relagdo ao pH, Fig. 13, também aqui observa-se a mesma
tendéncia de variagdo entre as curvas deste experimento e & dos
anteriores. Talvez, & maior concentragido de rifaldin tenha afetado
apenas ao valor minimo deste, num determinado momentc, MmMas nédo, &
tendéncia das células, no meio liquido, de fazer descer primeiramente €

depois subir o pH.
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Fig. 11. Efeito de diferentes concentragbes de rif aldin (mg/1): 0.0,
5.0, 10.0 e 20.0 no crescimento do diametro do sedimento celular da

suspensio celular de alho, cv. Chonan, através do tempo.
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Fig. 12. Variago da taxa de crescimento relativo (TCR) da suspensao
celular de alho, c¢v Chonan, através do tempo, sob diferentes

concentragbes de rifaldin (mg/1): 0.0, 5.0, 10.0 e 20.0.
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Fig. 13. Variaglo do pH na suspensfo celular de alho cv Chonan, através

do tempo, sob diferentes concentragbes de rifaldin (mg/1):

10.0 e 20.0.
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4.4, Comparacio entre sacarose PA e sacarose comercial ndo PA,
sobre o crescimento da cultura primiéria.

Experimento 4.

Muito embora o quadro geral da andlise de vari&ncia, Apéndice
V: Quadr‘b 2, tenha detectado diferengas significativas nos tratamentos
pelo teste de F, a interacdo ndo foi significativa. Por isso, dentro
deste contexto ndo foram encontradas diferengas significativas entre
fontes de sacarose dentro das semanas, porém, as diferencas tornaram-se
significativas entre as semanas dentro de fonte de ‘sacarose cOMo e€ra
previsto acontecer. No Quadro 5 por exemplo, observa-se que entre o
comego do experimento e o final, o diAmetro do sedimento das suspensdes
nos dois tratamentos, quase triplicou, mas, este aumento foi gradual até
a quarta semana, onde a partir dai ficou estacionario, contudo, as
diferencas estatisticas praticamente desaparecem da “terceira semana em

diante.

Por outro lado, a quantidade de in6culo inicial neste
experimento foi aigd superior ao dos outros, embora, também tenha-se
usado 10 ml de suspensio inicial. O peso da matéria seca deste volume
foi 40,6 *+ 3 mg. Talvez por isso, o controle tenha-se aproximado a casa

dos 50 mm de diametro de sedimento celular final.

Em geral, a coloragio do sedimento c¢elular foi de uma
tonalidade amarela clara, igual aos dos outros experimentos, entretanto,
nesta oportunidade em dois frascos, um de cada tratamento, surgiram
algumas pintas vermelhas na suspensfo celular, a partir da segunda
semana, mas que, no decorrer do tempo foram desaparecendo e j4 na quinta
semana tinham cqmpietamente ‘desaparecido. Cabe mencionar nfo obstante,
que a coloragdio da suspensdo celular do tratamento com aglcar nao PA, no
final do experimento, culminou com uma coloragiio amarela bege e nao
amarela clara, como foi o caso das células mantidas em aglcar PA, mas de
qualquer forma, a transparéncia do meio em ambos tratamentos foi

similar, isto &, limpida como em todos os casos anteriores.
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Em relagBo & Fig. 14, as curvas de crescimento correspondente
as duas fontes de sacarose apresentam na primeira semana uma curta fase
de crescimento lento, uma segunda fase de crescimento rapido e bastante
prolongada, da primeira & quinta semana, e uma franca fase estacionaria

desde a quinta & sexta semana.

A analise de variancia, Apéndice V Quadro 3, com respeitc a
estas curvas, mostrou n#oc haver diferencas significativas entre as

médias das duas fontes dentro de cada semana.

Quanto as curvas das TCR, Fig. 15, estas voltam a apresentar
um padri3oc tipico de subida e descida, sendo o valor da segunda semana o
ponto de inflex@o destas tendéncias. Por outro lade, chama a atengéo o
baixo valor destas taxas, porém, na segunda semana a suspensdo com
agicar PA foi maior, apesar que, na primeira semana tenha acontecido o

contrario.

Com relacgfic ao pH, Fig. 16, estas também apresentaram um mesmo
padrdo entre si e em relagdio aos casos anteriores. De outro lado, ambas
curvas, apesar de partirem de um mesmo pH, sucede que ao longo do tempo,
no caso das céluias em agicar ndo PA, apresentaram valores de pH mais

inferiores.
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Fig. 14. Efeito da sacarose PA e ndo PA (20,0 g/1) mo crescimento do
diametro do sedimento celular da suspensao celular de alho, cv Chonan,

através do tempo.
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Fig. 15. Variacic da taxa de crescimento relativo (TCR) da suspensdo
celular de alho, cv Chonan, através do tempo com sacarose PA e nio PA.
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Fig. 16. Variacfio do pH na suspensdo celular de alho cv Chonan, através

do tempo, com sacarose PA e ndo PA.
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4.5. Efeito de diferentes fontes de nitrogénio, sobre o crescimento
da cultura primaria.

Experimento 5.

Conforme é apresentado no Apéndice Vi, Quadro 2, a anslise de
variancia, detectou diferengas altamente significativas. No
desdobramento da analise, para fontes dentro de semana, Quadro 5,
verificou-se que ndo houve efeitos estatisticos diferentes para zere e
primeira semana, mas, estes efeitos comegaram 2 se tornar
signif icativamente diferentes, a partir da segunda semana em diante.
Interessante foi constatar no mesmo quadro, que o controle f oi diferente
estatisticamente de todas as outras fontes na terceira semana, isto
significa que o maior diametro de sedimento celular, portanto de
crescimento populacional, foi conseguido com a combinaciic de fontes de

nitrogénic do meio BC,

A segunda fonte de nitrogénio que estimulou mais ©
crescimento, segundo o mesmo quadro, foi aquela na qual KNO3 e NH@NO3
estiveram conjuntamente presentes no meio. Nos tratamentos onde
estiveram isclados, como fonte de nitrogénio, a glutamina, i(NO3 e
NH4N03, o teste de Tuckey nfo detectou diferencas estatisticas entre
elas, sendo -portanto, os menores efeitos sobre ¢ crescimento
populacional. Na Fig. 17 e 20, estes efeitos sdo corroborados, Como 08
indeulos iniciais foram altamente uniformes, atribui-se estas diferencas

a0s mesmos tratamentos.

Na Comparagio de médias, entre semanas, mas, dentro de fontes
separadamente, Apéndice VI, Quadro 6, verificou-se que em todos os
tratamentos a partir da primeira semana, comegou um estimule forte no
crescimento celular, e que este estimulo praticamente ndc parou até a
quarta semana, no controle, !(NO3 + NH‘*NO3 e NH4N03, mas, no caso de
glutamina este "impeto" comeca a enfraquecer-se a partir da segunda
semana, € no c©ase de KNOS, a partir da terceira. Neste guadro,
aprecia-se também a superioridade do controle em termos de diametro de

sedimento.
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Na Fig. 17, registram-se os diferentes perfis das TCR,
verificou-se, que, apenas algumas curvas, apresentaram um padrac em
consonéncia com a maioria dos anteriores, isto €&, um pico maximo 2
ségunda semana. No controle isto foi claro, Fig. 21, e seu pico fol mais
alto que em KNO3 + NH4N03. Inclusive, o valor da TCR do controle, Fig.
21, a terceira semana foi maior que o correspondente ao de KN'C)3 +
NH4N03, por isso talvez, o valor do didmetro do sedimento nesta semana,
tenha sido 37,7 mm no controle, e no outro 31,75, Apéndice VI, Quadro
6. Estas duas altas TCR do controle, né&o observadas nos demais
tratamentos, permitiram um crescimento superior em relagdo as outras

fontes.

Com relagdo ao pH, tanto nos tratamentos, como RO controle,
Fig. 19 e Fig. 22, verificou-se uma mesma tendéncia, isto €é, uma
elevacio precedida por uma queda sensivel, com a resalva que, a elevagio
no caso de KNO3 e glutamina foi mais brusca. Entretanto, esta
recuperacio ndo se traduziu num maior aumento de densidade populacional.
Inclusive o caso do KNO3 e glutamina é ilustrative, porque o pH, apesar
de ter subido para niveis considerados mais aptos fisiologicamente, n&o
teve um reflexo paralelo mais edificante no aumento da densidade
populacional, a partir da segunda e terceira semana respectivamente.
Tudo isto contrasta fortemente com o controle, que, com um pH muito mais
baixo, Fig. 22, nesse periodo (fase exponencial), alcangou a fase
estacionaria com um valor maior no didmetro do sedimento celular que o

correspondente a i(i\EO3 e glutamina (Apéndice VI, Quadro 6}
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Fig. 17. Efeitoc de diferentes fontes de nitrogénio: L-glutamina, KNOS,
NH‘NO:S, I(N(.'}3 ¥ NH‘NO s K ~ NH¢NO3), sobre o crescimento do didmetro do
sedimento celular da suspensfio celular de alho, cv Chonan, através do
tempo.
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Fig. 18. Variagic das taxas de crescimento relativo (TCR), da suspensido
celular de alho, cv Chonan, através do tempo, sob diferentes -fontes de
nitrogénio: L-glutamina, KNOG, NH‘NOS, KNO_ + NH"N{):3 (K - NH4N031.
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Fig. 19. Variagio de pH na suspensio celular de alho, cv Chonan, através
do tempo sob diferentes fontes de nitrogénio: L-glutamina, KNOa. NH“NOS.
KNO_+ NH NO_ (K - NH NO_}.
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Fig. 20. Controle dos tratamentos da Fig. 17., contendo: L-glutamina,

KN03 + NH4N93 como fontes de nitrogénio.
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Taxa de crescimento relativo (TCR) do controle (Fig. 20).
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Fig. 22. Variagido doc pH na suspensio celular do controle (Fig. 20).
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[1.5 Avaliagiio do pH do meio MSF de calos fridveis’

Os resultados da primeira avaliaglo do pH, Fig. 23 e 24,
indicaram que os calos amarelos claros e amarelos bege alteraram o© pH de
seus respectivos meios. Assim, nos meijos em que estavam O0S amarelos
claros, o pH variou de 4,1 a 5,6, enquanto que o meio dos amarelos bege,
esta variacio foi 4,1 a 6,2. Contudo, o que caracterizou melhor esta
diferenca foi a frequéncia de casos. Assim, nos amarelos claros a maior

frequéncia se centrou no pH 5,0 e nos amarelos bege em 4,4. .

Dois meses apés, a frequéncia méxima dos amarelos claros se
deslocou para 4,7, enquanto que, a dos amarelos bege, se manteve no
mesmo valor, Fig. 25 e 26. Cabe assinalar que a cor dos meios, em ambas
amostras nio se alterou, e em ambas avaliagBes o pH inicial dos meios,
antes de colocar os calos, foi na primeira vez 5,1 * 0,08, e na segunda,

5,16 * 0,005 de desvio padro.
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e calos amarelos em relagdo ao pH

#ig. 23. Distribuicdo de frequéncia d

do meio:

T2




ofredifncia_

58 5% 82

Fig. 24. Distribuicéo de frequéncia de calos bege em relacdo ao pH do

meio.
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Fig. 25. Distribuiglio de frequéncia de calos. amarel
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Fig. 26. Distribuicéo de frequéncia de calos amarelos em relagéo ac PH,

ap6s dois’ meses.
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{1.6 Contaminagio bacteriana nas suspensdes,

Tanto as observagBes a fresco, como as coloridas pelo Gram,
mostraram tratar-se de bastonetes e nfo de cocos. Em ambos os casos,
foram vistos em sua maioria como formas retas e ndo curvas €, nas
observacdes a fresco, com um caracteristico movimento peristéltice.‘ Nas
transferéncias, j& as 6 h, nos frascos em agitaglo, comegaram a aparecer
os primeiros sinais de turbidez, sendo que, apés 12 h, esta era intensa,
mas, quando os indculos foram transferidos para frascos sem agitacgo, a

turbidez foi adiada, aproximadamente, para as 72 h.

Quanto & coloragio, pelo fato desta ter impregnado
intensamente as paredes das bactérias de azul escuro, os bastonetes

foram considerados Gram +.

_ Nas culturas envelhecidas, superior as 24 h, os bacilos
comecaram a esporular, sendo os esporos, predominantemente mais
terminais gque centrais, porém, aparentemente com maior frequéneia de
redondos que ovais, sugerindo com isso, se tratar de uma cultura impura.
Contudo com base na morfologia externa, carédter aerdbico e forma de
esporulacdo, as bacterias foram enquadrados, provisoriamente, como

pertencendo ao género Bacillus (Davis & Dulbecco, 1979; Bier, 1990}

11.7 Plagqueamento celular e indugdo de calos.

7.1  Influéncia do ANA e BAP sobre a indugdo de calos.

Experimento 1.

Nos diferentes tratamentos ANA vs. BAP, foi verificado, sem
excecdo, uma grande quantidade de microcalos cuja agregacdo em alguns
setores das placas tornaram impossivel sua conlagem, pele método
proposto, Fig. 30A, 30B e 30C. Os calos apresentaram uma cor amarela
clara com aspecto nodular e Gmido que cresceram imersos ou

superficialmente, mas de qualquer maneira, o0s superficiais, foram de
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maior tamanho, porém, em menor namero. Por outro lado, as células que
proliferam sobre o papel filtro, culminaram também com uma grande
quantidade de calos por cmz, cuja quantia ndo foi possivel determinar,

Fig. 30D.

7.2 Influéncia do volume da suspensio celular na indugio de
microcalos.

Experimento 2

Foi observado que o numero de microcalos, cain na medida que a

diluicdo aumentou, assim, para diluicBes de 6, 12 e 24 vezes o0s valores
. 2 : =

médios por cm” com seus correspondentes desvio padréo foram: 11,35 %

3,5, 5,7 1,94, 3,4 * 1,8 respectivamente.

O tamanho da maior parte desses microcalos flutuou entre la?zd
mm de didmetro e se encontravam dentro do agarno fundo das placas. Houve
também microcalos maiores, cujos tamanhos variaram entre 3 € 5 mm e
corresponderam a microcalos desenvolvidos na superficie do agar. Mas,
estes microcalos foram em pequeno ndmero por placa, aproximadamente 5, e

nio entraram na avaliagio.

* 7.3 Verificacio da viabilidade dos microcalos em meio MSP, durante

o plagueamento.
Foi verificado que os microcalos correspondentes aos 1irés

tratamentos (5, 10 e 20 ml) nfio apresentaram coloragiio azul, porém os do

controle sim, Quadro 9.
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Quadro 9. Teste de viabilidade, usando azul de tripano, sobre microcalos
imersos em meio COMm Aagar.

Reacdo de viabilidade
Controle
Amostras 5{(ml) 10(ml) 20(ml) | coo1-15min)
1 +++ +++ +++ ——
2 ++ 4 +++ ++4+ ——
3 4+ + ++ +4+ ——
4 +++ + ++ ++4+ ———

+ nfo coloragdo por campo
- colorag8o azul por campo

A n3o coloracio dos calos correlacionou-se bem com o aspecto

externo deles, que foi, sempre amarelo e nunca marrom.

7.4. Efeito do tamanho de placa sobre a indugdo de microcalos.

Experimento 3.

Como no caso anterior, foram encontrados microcalos no fundo €
na superficie das placas, sendo que, oS da superficie foram em muito
menor nimere, porém, maiores. No caso dos microcalos imersos, © tamanho
deles tanto num tipo de placa como no outro, variou aproximadamente
entre 1 e 3 mm, sendo gque, no caso das placas grandes o tamanho
predominante foi 3 mm, enquanto que, nos das placas peguenas, 1 mm..0Os
resultados das médias de ambos tratamentos sao apresentados no Quadro
10. Verificou-se que as diferengas entre um € Outro tipo de placa ndo
foram sensivelmente diferentes, embora, nas placas pequenas existiram
repeticdes com médias algo superiores, elas apresentaram a desvantagem

de possuirem desvios padrfo maiores.
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Quadro 10Médias do numero de microcalos correspondentes a placas de

Petri grandes e peqguenas.

Repeticgles

Tipo de placa 1 2 3 4

53

¥
5,47 10,0 % 3,69 16,0 £ 2,38 14,0

4+

Placa grande 14,0
{(10mm x 100mm)
Placa pequena 16,0
(18mm x 50mm)

I+

3,09 15,0 7,8 18,0 + 6,73 15,0 ¢t

3,3

3,46

+ * (desvic padréo)

7.5. Efeito da superficie do meio e concentragdo de agar sobre a
inducio de microcalos.

Experimento 4.

Os resultados mostraram ter havido formacgio de microcalos,
mas, esta foi muito esparsa e rala, além do mais, © tamanho dos
microcalos foi pequeno, aproximadamente 2 mm de didmetro nos maijores. No

Quadro 11 as médias de microcalos por em® s8io apresentadas.

Quadro 11 Efeito da distribuiciio da suspensio celular na superficie de
meios soélidos com diferentes concentragdes de &gar, sobre a
formacéio de microcalos.

Repetigdes
Tratamentos
Agar (gr/l) 1 2 3 4
*
6 4,0 *+ 4,08 1,0 +1,0 1,0 £ 0,57 2,0 + 0,96
8 5,0+ 20 2,0+2,31 3,0%3,5 3,0%2,32
10 2,0 £206 1,0+1,8 2,0% 1,71 2,0% 2.38

+ * (desvio padrao)

. 2 . .

Segundo o Quadro 11, as médias por c¢cm” foram muito baixas nos

trés tratamentos, © que equivale a dizer que a inoculago superficial da
suspensdo, teve um efeito mais decisivo que a concentragdo de agar na

formacio de microcalos,
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7.6 Efeito de diferentes citocininas autoclavadas na indugdo de
microcalos a partir de inéculos de suspensdo celular misturado
com meio.

Experimento 5.

A indugdo de microcalos nos trés tratamentos, foi muito
gemelhante, & como tem acontecido anteriormente, a maioria deles
correspondeiz-a forma submersa, Fig. 31A, 31B e 3IC. O tamanho variou
aproximadamente entre 1 e 3 mm, e sobre o meio, poucos deles se
desenvolveram. No Quadro 12, as médias de microcalos por cm’® de area,

sio apresentadas.

Quadro 12 Efeito de diferentes citocininas autoclavadas, na inducdo de

microcalos.
Tratamentos Repetigoes
(0,5 mg/l) 1 2 3 4
BAP 10,0 ¢ 1,26* 8,0 +2,94 8,0%5,12 10,0 % 5,32
KIN 9,0 + 2,22 8,0 % 2,87 9,0 £ 5,12 8,0 % 4,92
2iP 7,0 + 4,57 9,0 £3,46 9,0 t 4,2 10,0 £ 1.71

+ * (desvio padrio)

7.1. Efeito de diferentes citocininas ultrafiltradas, na inducdo
de microcalos a partir de inéculos de suspensdo celular
misturado com o meio.

Experimento 6.

Foi verificado que houve indugio de microcalos em todos os
tratamentos, Fig. 31D, 31E e 3IF, cujos diametros, em se€ tratando dos
microcalos imersos, variou, aproximadamente, entre ! a 2 mm, enguanio
que, nos de superficie esta variagio fol por voita de 1 a 5 mm, mas

neste caso, os microcalos foram bem menos NUMErosos.
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Quadro 13Efeito de diferentes citocininas ultrafiltradas, na indugdo de

microcalos.
Tratamentos’ Repeticbes
(0,5 mgsl) 2 3 4
BAP 12,0 % 5,06“E 12,0 £5,25 13,0 % 2,81 15,0 £ 7,76
KIN 7,0+ 2,08 7,0%1,29 7,0 £ 1,71 6,0 + 1,89
2ipP 10,0 + 3,31 11,0 % 3,51 12,0 * 0,82 11,0 £ 2,58

+ * {desvio padrao)

7.8. Efeito de diferentes citocininas ultrafiltradas, sobre a
indugio de microcalos, a partir de indculos de suspensao
celular aplicada via seringa.

Experimento 7.

Foi observada uma grande proliferacio e crescimento de
microcalos nas placas, Fig. 32A, 32B e 32C, sendo que, j& aos trinta
dias, estés tinham superado em tamanho e prolif eraciio as colonias
celulares dos dois experimentos anteriores, onde, as células tinham-se
misturado com © meio, antes deste verter—se nas placas. A proliferagéo
ou agregacio alcangou a tal ponto, que se tornou dificil a avaliagio

através da contagem, razio pela qual esta ndo foi feita.

7.9. Comparacio do efeito sobre o crescimento de calos, entre ¢
método de aplicagdo por "seringa" e de "mistura" da suspensio
celular.

Experimento 8.

Conforme observado aos 45 dias, as placas nas quais a
suspensdo celular foi aplicada via seringa, os microcalos que mais se
desenvolveram foram os de superficie, em troca, no caso da mistura, os
calos de superficie foram escassos, € OS imersos, predominantes e de
pequeno tamanho: ! a 3 mm de diametro como méximo, contra 1 a 5 mm dos

de superficie do outro tratamento. Fig. 32D e 3ZE.
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11.8 - Regeneragdo

Os calos obtidos nos diferentes plagueamentos, especialmente
os crescidos na superficie do meio com adgar, foram os utilizados para

induzir regeneraco.

Os calos inicialmente, foram colocados em meio MSR-1, como j&
especificado em 1.5.1 de material e métodos para © crescimento dos
mesmos. Assim, a partir de um inoculo de 3 a 5 mm de diametro, depois de
30 dias, estes haviam aicanf;ado uma massa celular de 10 a 15 mm de

diameiro.

8.1. Inducio de brotagdes através da combinagio adenina e 2,4-D.

Experimento 1.

Aos 30 dias, os calos apresentaram um aspecto fridvel e cor
amarela, mas, com pouquissimos sintomas de brotacBes, e quando esta se
manifeston foi apenas nos casos no qual o 2,4-D esteve ausente,

(tratamento 1, 4, 7 € 10).

8.2. Indugdo de brotagdes por transferéncia de calos para
concentracbes crescentes de adenina.

Experimento 2.

Aos 30 e 60 dias, as brotagbes n&o foram abundantes, sendo bem
modestas, tanto em numero delas como de calos apresentando-as. Mas aos
90 dias, comecaram a se evidenciar € ja, quando transferidos os calos
para MSR-1 novamente, elas tornaram-se exuberantes e homogéneas,
apresentandoc uma Ccor verde e forma filamentosa mas, estes filamentos néo
eram erguidos e dificilmente ultrapassaram aos 30 mm de comprimento. As
brotacbes dentro do quarto més, tinham atingido 707 dos frascos,

inclusive, foi possivel contabilizar, entre 5 e 10 por calo, Fig. 33A.

82




g.3. Efeito do amido de milho (maizena), nho crescimento de
brotagies.

Experimento 3.

Aparentemente, ndo houve diferengas acentuadas entre Os
efeitos de um meio e outro, Fig. 33B e 33C. De fato, em MSRM, ‘houve 44%
de casos com exuberéncia de brotagBes (+++), contra 7% em MSR-1. Mesmo
no caso de brotagdes mais ralas {+), ndo foram constatadas diferengas
marcantes entre os dois meios testados, Quadro 14. Mesmo assim, foi
selecionado MSM como uma fase transitéria para as brotagdes enoveladas

emergentes e curtas de MSR-1.

Quadro 14 Comparagéo entre oS meios MSRM -e MSR-!1 em relagio a0
crescimento das suas respectivas brotacdes.

Frascos MSRM MSR~-1-

(n®)

i ++ ++
2 + 4+ ++
3 +++ o+
4 ++ ++
5 ++4+ +++
6 +++ + 4t
7 +++ +4++
8 ++ +++
9 ++ +
10 + +++
11 +++ +
12 . ++ ++
13 . ++ +++
14 + 44 ++
15 ++ ++
16 * +4

+++ = Com mais de 5 brotagbes por frasco iguais ou
maijores que S5 CHL

++ = Entre 3 a 5 brotagbes por frasco iguais ou majores
gue 5 cm. }

+ = Entre O e 2 brotagdes por frasco iguais ou maiores
gue 5 cm.
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8.4. Efeito do aumento da concentracio de agucar no crescimento das
brotagdes.

Experimento 4.

De acordo com o Quadro 15, ambos {ratamentos estimularam o
crescimento das brotagBes, porém, no tratamento com alta concentracaoc de
sacarose, houve um maior crescimento {superior a 5 cm) e adensamento,
Fig. 33D e 33E. Inclusive, houve frascos (+++) nos quais as brotagdes
foram eretas e de uma cor verde-escura € com visos avermelhados,
especialmente na parte distal dos filamentos foliares. Nestes mesmos
frascos em geral, havia abundante brotagdo curta. Por ouiro lado, no
caso dos frascos onde as brotacdes foram regulares (++), estas foram
predominantemente curtas e ndo erguidas, e escassamente, sobrepassaram
os 5 cm de comprimento. Nesta fase de crescimento, néo foi observada
presenga de bulbilhos. Muitas destas brotagdes foram isoladas e

colocadas em meio MSC para sua manutengio e crescimento, Fig. 33F.

Quadro 15 Efeito de duas concentracdes de aghcar sobre o crescimento das
brotaces: 60 g/1 (MSR-60) e 30 g/1 (MSR-30).

Frascos MSR-60 MSR-30
(ne)
*
1 +++ +++
2 + 4+ +++
3 +++ +++
4 +++ +
5 ++ ++
6 +++ ' +++
7 +++ +++
8 + T+
9 +++ +
10 + + ++

* mesmo significado que Quadro l4.
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8.5. Efeito do Agl\EO3 sobre a inducdo de brotagoes.

Experimento 5.

De acordoc com o Quadro 16, no tratamento 1 € 5 nfo houve
inducdo de brotagdes, isto ¢, em auséncia de AgN03 e nz concentragio
mais baixa deste. Por outro lado, entre o tratamento 2 e 3 tampouco
houve diferencas, mas, ambos foram superiores a0 tratamento 4, isto tem
sentido, porque os tratamentos 2 e 3 corresponderam as concentragoes

mai¢ baixas que a do tratamento 4,

Com respeito ao aspecto dos calos, estes foram f riadveis e
apresentaram uma coloracdo amarela bege € nunca marrons em todos 0S
tratamentos. Apesar deste aspecto saudave! dos calos, © namero de
brotagdes conseguidas foi baixo, nas concentracgbes que segundo OS

resultados obtides, poderiam ser consideradas como melhores.

Quadro 16 Efeito de diferentes concentragdes de AgNO € adenina sobre as
brotagbes de calos friaveis aos 120 dias.

Tratamento AgNO Total de X de brotagdes
3 brotagdes por £

(n2) {mg/1) tratamento por 1rasco

*

3 1,25 + ad 0,0 0,0 %
2 2,5 + ad 39,0 5,0 2,6
3 5,0 + ad 40,0 5,0 £ 3,4
4 10,0 + ad 11,0 1,0 1,6
5 0,0 +ad 0,0 0,0

L.

* = adenina variavel

+ ** = desvio padréo

[1.9 Crescimento e bulbif icacdo de plantulas.
9.1 Efeitec de diferentes niveis de sacarose sobre a
bulbificacao.

Experimento 1.

De acordo com o Quadro 17, verificou-se gue 0o meioc MSC,uma

alta concentragido de sacarose favoreceu a bulbificagde e a baixa, nao.
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Fig. 34A e 34B. Not tratamentos 2 e 3 fo
6 mm contra 3 mm do controle. Foi constata
nos tratamentos 2 e 3 fol exuberante em relag

a4 massa foliar tambeém, apresentando de passage

avermelhada.

de sacarose.

ram registrados diametros de até
do também, que o enraizamento
do0 a0 controle, € em geral,

m uma cor verde-escura

Quadro 17 Bulbif ica(;éié de plantas de Chonan sob diferentes concentragdes

_—
Tratamento  Sacarose % de plantas
(n2) (%) bulbificadas
1 3,0 20,0
Z 4,5 50,0
3 6,0 80,0

9.2 Efeito do AIB sobre a-bulbificagdo.

Experimento 2.

Apos 60 dias,

de ambos tratamentos, contudo,
apresentaram uma média maior de di
Quadro 18. Inclusive, esta bulbificagé
primeiro caso, desvio padrdo 1,8 e 2,7
namero de bulbilhos acima da média, foi

Embora o© crescimento € O nivel

avaliados,

foi notada uma maior resposta destas duas

plantas submetidas transitoriamente a AIB. Fig.34C € 34D.
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foi constatado que houve bulbificagdo nos alhos
no caso dagueles que passaram por AlB,
ametro de bulbo: 8,5 mm contra 7,2 mm.
o nio apenas foi mais homogénea no
respectivamente, como também, O
mais alto: 58% contra 41,6%.

de enraizamento néo tenham sido

variaveis, nas




Quadro 18 Efeito do AIB na inducdo da bulbif icagio.

Frasco MSC-60 MSC-60
{n®) + AIB - AIB

Diametro {(mm)
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As plantas bulbificadas foram repicadas periodicamente em MSC,
Fig. 34, na medida que estas iam secando sua massa Toliar, os bulbilhos
jam sendo coletados, secos em temperatura ambiente de laboratério, e
guardados em saquinho de papel. Fig. 34F. Entretanto, uma das plantas
repicadas periodicamente, antes de comegar o processo de secamento, fol
transferida para o solo, por motivos de contaminagdo do frasco, nesta

nova fase ela se desenvolveu apresentando um fenétipo normal, Fig. 35.
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Fig. 27. Efeito do Benlate, a0S 15 dias, sobre © crescimento de

Fusarium. A: 100 mg/l. B: Controle.
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Fig. 28 A Calo chonan clorofilaceo ndo friadvel antes ‘de ser submetido ao

2,4-D. B: calo friavel apés 60 dias e submetido ao 2,4-D, 1 mg/l, com

transferéncia periodicas, em meio MSF C e D: aspecto macroscopico de

duas suspensbes celulares na fase do platé.
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e células em suspensdo em fase de

Fig. 29. Aspecto microscépico d
e D: agregados

crescimento rapido em meio BC. A: células livres. B C

maijores com 4, 8 e 12 células aproximadamente.
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Plaqueamento celular em meio MSP, aos 45 dias, via seringa €
A: ANA/BAP 0,0 mg/l. B ANA/BAP 1,0 mg/l

ANA/BAP 1,0 mg/l e 05 mg/1

Fig. 30.
totalidade do meio autoclavado.
0,0 mg/l respectivamente. C:
/ as adenina 10 mg/1.

e
respectivamente. D: apen




Fig. 32. Plaqueamento em meio MSP. A, B e C citocininas ultrafiltradas,
contendo BAP, KIN e 2iP respectivamente. Aplicagdo via seringa. Balango
hormonal (mg/1): ANA/citocinina 1,0 e 0,5 respectivamente. D: indugdo de
microcalos via seringa. E: via mistura. Em ambos tratamentos, a
totalidade do meio MSP foi autoclavado, sendo o balango hormonal (mg/1):

ANA/BAP 1,0 e 0,5 respectivamente.
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Fig. 33 A: regeneracdo em meio MSR-I, apos os calos ter passadc por
adenina. B: crescimento das brotages em meio MSR-1 com maizena. C:
controle. D: crescimento em meic MSR-1 6% sacarose. E: controle. F:

crescimento de brotos isolados em meio MSC.
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Fig. 34. Aspecto da bulbificagdo apés as plantas ter passado pelos
seguintes meios. A: meio MSC 6% de sacarose. B: MSC 3% de sacarose. C:
meio MSC 6% sacarose + 3 mg/l AIB. D: controle. E: plantas bulbificadas,
ap6s ter passado por G, manif esta;ldo sintomas de secamento. F: bulbilhos

coletados de E.
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DISCUSSAO

II1.I Dos experimentos preliminares 4 suspensdo celular

De acordo com Murashige, (1974), na cultura de tecidos ¢
possivel identificar 3 estagios, os quais s3o: estabelecimento da
cultura asseptica, multiplicagio do propagulo e preparagdo para o

estabelecimento da planta no solo.

Deste ponto de vista, foi légico que o presente trabalho tenha
comecado pela assepsia dos explantes na rota explante-calo, visando

estabelecer a suspensido celular de alho.

Na literatura (Street, 1977; Doods & Roberts, 1983a) o
hipocioreto de sédio (NaClO), na sua formulagdo comercial de solugéo
aquosa ao 5%, aproximadamente, é recomendado pela sua eficacia contra
microrganismos pois, ¢ de facil remogiio e baixo custo. Com base nestes

antecedentes, o NaClO foi utilizado para a assepsia dos bulbilhos.

Embora, nfo tenha sido verificada uma resposta diferencial de
contaminagdo nos trés tratamentos utilizados, Quadro I, conclue-se que
nesta fase de desenvolvimento do programa de trabalho o NaClO evitou
grandemente a manifestagdo fungica dentro dos frascos, coisa que néo
aconteceu onde ele esteve ausente, pois a percentagem de contaminagdo
alcancou valores de 70% ou mais, contaminag8o esta, que sempre comegou

pela base dos bulbilhos.

De outro lado, a julgar pela alta percentagem de germinagao
(emergéncia foliar e radicular) conclue-se que a concentracdo de 50%, em

qualquer um dos tempos usados ndo teve um efeito negativo.
O Quadro 2, demonstra claramente que o colo foi o tipo de

explante com maior percentagem de contaminagdo (70%). Isto n8o é dificil

de entender considerando que dos 5 tipos de explantes, aquele, foi o
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Gnico em contato direto com a terra. Também isto demonsira gue o NaCiCo
nos diferentes tempos utilizados, teve uma agdo superficial e néo
profunda ou penetrante sobre o tecido do colo, de modo ndo atingir os
esporos maioritariamente de Fusarium la dentro. A contaminagdc dos
outros explantes, em virtude das baixas percentagens, pode explicar-se
por contaminacéoc acidental, ja que, no comego da dissecacic os explantes

pertencentes a um mesmo bulbilho estavam numa mesma placa de petri.

0 Quadro 2, mostra também embora indiretamente, que as
passagens dos explantes, experimento 1.2, pelo Benlate apenas inibiu a
germinacdo dos esporos de Fusarium, sem chegar a ter um efeito letal
sobre os mesmos, pois, estes sem a presenga do fungicida e nas condicdes
nutricionais excepcionais, experimento 1.3, foram capazes de germinar.
Isto também sugere, que o Benlate ndo penetrou ou ndo foi sistémico
suficiente para atingi-los no interior do colo, pelo menos na

concentracéio utilizada (200 mg/1).

O Quadro 3, foi categérico para demonstrar a agdo inibitéria
do Benlate sobre a estrutura micelial de Fusarium nas doses de 100 e 200
mg/1, a.pesaf do produto ter sido autoclavado junto com o© meio. Isto
demonstra que as condi¢des da autoclavagem ndo o fizeram perder sua

atividade, Fig. 27.

O impacto deste fungicida na célula vegetal n3o ¢ bem
conhecida, embora saiba-se que possa inibir a sintese de RNA, respiracgéo
e germinagio dos esporos de Fusarium oXysporum, {Decallonne & Meyer,
1972) e promover a haploidizagdo em Aspergillus niger (Bonatelli et al.

1983).

Levando estes antecedentes em consideragdo, a dose de 100 mg/]
foi selecionada como ingrediente adicional dos meios nutritivos basicos
dos explantes, até a formagdo de calos. Os explantes, na presenga de
Benlate nio manifestaram qualquer sinal externo de fitotaxicidade, pois,
mantinham um aspecto branco nacarado e brilhante. A inclusao do Benlate,

foi antes de mais nada, uma salvaguarda, porque comoc ja foi
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estabelecido, a contaminagBio apenas foi critica nos casos onde o colo

foi usado como explante.

Em decorréncia da lenta indugiio e crescimento dos calos de BM,
a partir dos explantes anteriormente discutidos, foi pensado’ que calos
envelhecidos de BM e Ch, com bastante estoque no laboratoério, poderiam
servir de base para trabalhos com suspensdo celular. Isto aparentemente
era uma desvantagem, porque na cultura de tecidos existe o pensamento
geral que a idade do calo correlaciona-se negativamente com a capacidade
organogenética, em fungdo da instabilidade cromossomica (Novak, 1981;
Lee & Phillips, 1988), de fato, os calos vinham apresentando no
laboratério uma baixa percentagem de regeneragio. Mas, em contra partida
a este ponto de vista, na literatura existem referéncias de calos
envelhecidos, terem sido wusados como ponto de partida para o
estabelecimento de suspensdio celular (Takeda & Katoh, 1981, Rennerberg &
Kaiser, 1989, Smolenskaya et al., 1989). Mas, mesmo assim, foi

considerado necessario testar sua capacidade.

O Quadro 4, mostra claramente esta capacidade, sendo este,
maior em BM que em Ch, corroborando o conceito que a regeneragdo € o
resultado ndo apenas das condigdes in vitro (Murashige, 1974), mas

também de um controle genético (Wan et al., 1988).

A adenina, constitui o esqueleto da estrutura ciclica das
citocininas, por isso mesmo, ¢é precursora deste grupo de susténcias
(Skoog & Miller, 1957). Por outro lado, os anéis das citocininas podem
experimentar substituigBes nas posicdes 2, 6, 7 e 9, dando origens a
derivados sintéticos ou naturais, com maior oOu menor expresséo
morfogenética (Skoog, 1973). Mas no presente caso, é provavel que a
adenina tenha entrado diretamente na rota biosintética de alguma das
muitas citocininas naturais que podem-se formar na célula. Segundo
Stuchbury et al., 1979, a adeninalic, apareceu rapidamente sob a forma

de zeatina ((9R-5’P)Z) em tecidos Crown gall de Vinca rosea.
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A via biosintética das citocininas, n&o tem sido facil de
estudar devido a sua grande versatilidade para transformar-se de uma
forma em outra, sendo que, muitas VeZzes esta rapidez de transformagdo
nido é acompanhada, inclusive, pelas técnicas analiticas mais avangadas.
Esta versatilidade € explicada em fungio de 4 processos bioquimicos que
elas podem experimentar, OS quais s&o: conjugaGao, hidrolise, reducédo €
oxidagdo, originando diversos tipos de citocininas ((SR-5’PJiP, (9R)iP,
(9R)Z, (1G)Z, etc.) ou, precursores das mesmas, nos tecidos da planta

(McGaw, 1987).

Do ponto de yista bioquimico, as atividades fisiologicas
induzidas pelas citocininas, tais como: divisio celular e regeneragao,
estariam relacionadas em altimo termo com & sintese de proteinas, via
RNA da qual muitas delas formam parte, melhorando ou estimulando a
mter‘a(;ao RNA com © complexo mbossomo- RNA, (Murai et al. 1977
McGraw, 1987 ), assim sendo, © cenario bioguimico pos-—transcmpcxonal
estaria facilitado ou adequado para ©O gatilhamento € desencadeamento das
brotagbes pela adenina. Por outro lado, este alto potencial regenerativo
dos calos, apesar da sua idade, sugere pouca alteracio cariotipica das
células, ja Que, é¢ conhecido que alteragbes a este nivel reduzem a
capacidade morfogenética dos mesmos (Murashige & Nakano, 1967; Kumar et
al. 1985). / ‘

A tentativa de explorar material foliar in vitro. para induzir
calos Quadro 5, foi pertinente em decorréncia dos problemas ja
mencionados, em relaéﬁo 2 inducdo de calos a partir de explantes de alho
in natura. Restava apenas 2 davida acérca de que parte dessas brotagoes
era mais eficiente. O Quadro 5, mostra Qque a parte basal dessas
brotagbes foi mais eficiente em ambos cultivares, sendo © BM, o mais
proclive a formar calos, o qual, sugere que neste fendémeno (indug@o de
calos), também houve um componente genético. Por tanto, na eventualidade
de nio dispor de um tipo particular de bulbilho de alho in natura, no
laboratério, por tratar—se de uma €poca fora de estagdo, esta
alternativa, pode ser um caminho a percorrer visando aumentar o estoque

de calos desse material ou cultivar.
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Com base na alta capacidade morfogenética detectada nos calos
envelhecidos BM e Ch, foram estes escolhidos para transfonhé~los em
calos friaveis, pois apesar de seu aspecto vigoroso € saudavel {verde
claro, Fig. 28A) eles eram compactos € néo desagregavam ﬁo meio de

cultura liquido.

O Quadro 6, mostra o efeito do 2,4-D, através do tempo, sobre
a diminuicdo da clorofila em ambos cultivares, sendo particularmente
claro, este efeito na concentragio de 1 mg/l aos 60 dias. Entretanto,
este efeito inibitério sobre a clorofila, ndo foi observado por Chia et
al., (1988), em calos de Hedyotis corymbosa e H. diffusa quando usou
2,4-D na concentragdo de 2 mg/l, porém, outros autores {(Berlyn &
Zelitch, 1975, Huseman & Barz, 1977) constataram este efeito inibitério
da auxina em culturas autotréficas. Mas, parecera que outros fatores
tais como: concentracio de sacarose, intensidade luminosa e qualidade de
luz também estdo envolvidadas neste fendmeno (Yamada & Sato, 1978). De
qualquer maneira, as transferéncias periédicas em meio MSF, carente de
citocinina (Floh, 1983), converteram estes calos em aclorofilaceos e
superfriaveis, Fig. 28B. Mas, como o agitador do laboratério nao
comportava muita quantidade de erlenmeyers, foi escolhido Chonan para

servir de base nos trabalhos de suspensdo da presente tese.

II1.2 - Efeito de varios fatores sobre o crescimento da cultura priméria

de Chonan.
2.1 Efeito da combinacio 2,4-D/BAP.

Em geral, as curvas de crescimento das culturas primérias, em
celulas n3o repicadas (Fedoroff, 1967) encontradas nas diferentes
combinacdes de concentragio de 2,4-D/BAP, sao concordantes com 2
cinética de crescimento encontrada na literatura (Kubek & Shuler, 1978a;
Kirby, 1982), isto é, uma fase estacionaria de crescimento, precedida

por uma fase ascendente de crescimento, mas, O fato de que estas curvas
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ndo se assemelhassem plenamente a uma curva tipica de crescimento
(sigmoide), pode explicar-se em virtude de que as medigdes foram feitas
a intervalos regulares espagados semanalmente, ficando a parte "lag"
implicita. Contudo, com intervalos de tempo menores 24 ou 48h, a
primeira parte da fase logaritmica ("lag") teria ficado explicita.
Entretanto, em outras curvas esta semelhanca foi bastante préoxima (Fig.

20).

Dentro do comportamento das células de Chonan em meio liquido,
Fig. 2 e 5, observa-se que a combinacgdo 2,4-D/BAP de 2,0/0,5 mg/1 ou
0.0/0.0 mg/! ndo foram tdo eficazes quando comparadas com as combinagdes
de 0.0/0.5 mg/l, 0,5/0,5 mg/l e 1,0/0,5 mg/l para induzir crescimento da
populacdo celular. Do exposto, estabelece-se que qualquer uma destas 3
ultimas concentragbes poderiam ser usadas para iniciar um protocolo de
suspensdo celular de alho. Contudo, a combinag8o 0,5/0,5 foi escolhida
por quanto existem indicagdes de que 2,4-D em faixas fisiolégicamente
altas pode produzir alteragdes cromossémicas (Siddiqui et al. 1982;
Boucaud et al., 1990), mas no outro extremo, isto €é, falta ou uma
concentracio baixa demais, induzir bloqueio em G}, ou, entrada prematura
em senescéncia com lise e morte celular (Balagué et al., 1982; Boucaud
et al., 1990) Do ultimamente exposto deduz~se que o 2,4-D é importante
para o progresso ou estabilidade da suspensao celular, entretanto, foi
surpreendente que na combinacdo 0,0/0,5, Fig. 2, as células tenham
crescido com aquele vigor, apesar da ausencia da auxina no meio, mas
ainda, historicamente dentro da cultura de tecidos vegetais, a ag8o da
citocinina, foi conhecida interagindo com a auxina em medula de tabaco,
onde este tecido foi encontrado ser citocinina dependente para a indug8o

de calos {Skoog & Miller, 1957).

Uma explicagiio possivel ao fato das células de Chonan terem
crescido com esse vigor em auséncia de auxina, mas em presenga de BAP, ¢
que talvez elas tenham-se comportado como BAP-dependentes também. Esta
hipétese estaria apoiada pelo fato das células ndo terem aumentado
numericamente na combinagio 0,0/0,0 e 0,5/0,0 mg/l, nessas

circunstancias, a citocinina endégena ndo foi suficiente para manter
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altamente ativado o ciclo mitético da populagio celular, ou se foi,
sucede que em consequéncia da falta de sincronismo mitético, abenas uma

parte das células da populaciio se dividiram.

Existem evidéncias de que o teor de citocinina aumenta
paralelamente com o cicle mitético das células em meio liquido
(Nishinari & Syono, 1986), infere-se entdo, que estes teores endodgenos
poderiam sustentar algum grau de crescimento ou proliferagdo, mas,
torna-se indispensavel adicionar citocinina exdgena, para ativar ou
tornar mais dinamico o ciclo, de modo a aumentar a populagdo celular com

mais énfase.

Analisando assim os fatos, poderia formular-se a hipétese de
que a falta de auxina exodgena conduz as células a pararem no ciclo
mitético, talvez em Gl, como j4& foi mencionado, mas que, a presenca
exégena de BAP torna a célula mais competente, pelo enfraquecimento
daquele bloqueio, de modo a ndo interromper © ciclo celular ja

"programado fisiolégicamente” da maioria da populagdo.

De' outro lado, os altos valores de sedimento conseguidos nas
combinagdes 0,5/0,5 mg/l e 1,0/0,5 mg/l, seria um exemplo de dosagem de
concentracdo adequada ou 6tima dentro do padrdo dose-resposta, em fungéo
de um sinergismo fisiologicamente balanceado. Entretanto, é bom precisar
que nem todos os autores aceitam este conceito hormonal, proclamando
que, a resposta estaria mais em funcdo da sensibilidade das células que
de outros fatores (Trewavas, 1981). Como ambas hip6teses admitem o
conceito de receptor a nivel de superficie de membrana (Cross, 1985),
ter4 que esperar-se mais argumentos experimentais decisivos para
resolver esta complexa questdo, especialmente do ponto de vista do
metabolismo hormoné.i, onde sdo encontrados diversos intermediérios,

conjugados ou analogos destes horménios (Thimann, 1977).
O problema da senescéncia no presente trabalho, surge em

fungdo de que nos diferentes tratamentos, figuras 2 e 3, as curvas

depois de um periodo definido, entraram num plats, o qual na curva
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classica de crescimento é considerado de declinio das taxas de diviséio e
comeco da morte celular. Dentro do contexto da fisiologia veﬁetal, este
fenémeno tem sido intensivamente estudado a nivel de frutos e folhas,
onde tem-se observadc associada a mudanga de cor, taxa respiratéria,
integridade de membrana, produgdo de etileno, prolina, etc {Wémg et al.,
1982; Romani, 1987). Mas a nivel de suspensfic celular o conhecimento a

este respeitc é fraco e esparso.

Poderia admitir-se a hipétese de que este fonbémeno pode ser
consequéncia da falta ou deficiéncia de um metabolito {nutritivo ou
hormonal), mas como, no presente caso houve renovacio do meio nutritivo,
pode eliminar-se essa alternativa, porque a acumulagdo de provaveis
produtos téxicos ou caréncia de alguns outros, através do expediente da

renovacgdo, seriam evitados.

Outra hipétese ¢ a de aceitar para a suspensdo celular de
alho, existir "longividade programada”, ou seja, ap6s um numero finito
de duplicagdes estas deixariam de dividir-se para morrer finalmente,
isto ¢, independentemente do seu meio ambiental "in vitro" ou ploidia.
Em plantas, parecera que a senescéncia das células em meio liquido,
estivera relacionada com a limitagio da sintese de determinados

metaboélitos (King et al., 1972).

Na 4rea da cultura de células animais e humanas, esta
hipétese, também tem sido levantada, especialmente, para células
diploides (Hayflick, 1965), entretanto, oposicio a ela tem sido
apresentada, entre outras razdes, porque ¢é admitido que o meio "in
vitro" ndo reproduziria todas as condicBes "in situ" que as células

encontrariam no corpo ou érgdo que as aloja (Montes de Oca, 1978).

Esta '"longividade programada", de outro lato, conflita com
alguns fatos experimentais. Por exemplo, os calos BM e Ch usados neste
estudo, sdo linhas de calos estabelecidas ao redor de 5 anos atras e na
literatura, existem referéncias de suspensdes celulares estabelecidas a

partir de calos com quase 30 anos de idade (Rennenberg & Kaiser, 1989) e
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sugpensbes celulares, semanalmente transferidas, desde 10 anos atrés
{(Balagué et al., 1982}, entretanto, relatos de tanta longividade nfo &

freguente na litergtura..

Contudo, parecera que sob condicBes de transf éréncia ou
repiques sucessivos, pode-se conservar ou estabelecer uma linhagem
celular por muitos anos, talvez, por tratar-se de células em ativa
divisBo (fase exponencial) com seu aparelho biosintético e mecanismo
génico intacto ou suficientemente incélume para manter a “"homeostase”
celular em dia. No caso da combinagio 0,0/0,0 mg/l, as células, nio
respenderam  favoravelmente, a partir da quinta semana, fase
estaciondria, quando a renovacio do meio foi feita com meio BC 0,5/0,5
mg/l, ndc observando-se aumento do diametro do sedimento celular, nem a
sexta, sétima ou oitava semana de observacdo. E possivel que a essa
altura dos acontecimentos (quinta semana), as células tenham
experimentado algum grau de alteracio na sua permeabilidade celular, e,
concomitantemente a isso, saidas importantes de metabolitos tais como:
amino-acidos (Balagué et al., 1982) ou enzimas [Chibbar et al., 1984;
Berger et al., 1988) ou, experimentado tal processo de diferenciacio,
lignificagdo por exemplo, ou modificagio morfolégica, incompativel com a

reentrada das células no ciclo mitético (Arnison & Boll, 1976).

Células na fase estacionaria, no presente trabalho, nfio foram
observadas ao microscépio, apenas na fase exponencial do tratamento
4,5/0,5 mg/l, e o que foi observado, foram células isodiamétricas livres
ou agrupadas, e raré.s vezes células tubulares ou enrcladas {(coiled) Fig.
29. De acordo com Vasil (1985), o primeiro tipo de célula é menos
suceptivel a experimentar alteragBes cromossdmicas, enquanto que o

segundo € mais proclive,

Durante o periodo final de observacio, 52 semana, a cor do
meio fol em geral transparente e limpide, ndo observando-se no sedimento
celular uma cor marrom que sugerira algum grau de oxidacio fenélica,
Fig. 28C e 28D, fenémeno este, que pode dificultar ou inviabilizar a

cultura em meio liquido. Tal como tem acontecido em Pinus contorta (Grey
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et al.,, 1987). De acordo com Shah et al., 1976 em Cassia fistula altos
niveis de fendis foram detectados com baixos niveis de 2,4-D e vice
versa, um similar comportamente, foi verificade para a atividade de
peroxidases, sendoc que, a producBo de fen6is foi essencialmente

restringido 4 fase réapida de crescimento.

Com respeito as de TCR, na literatura da cultura de tecidos,
referéncias sobre esta questdo nfo sf3o encontradas, por isso, se torna
dificil discutir ou estabelecer paralelos. Entretanto, o que foi claro é
que as células comegam mostrande uma alta TCR e terminam com um valor
zero ou perto dele. Na pratica, isto quer dizer que a capacidade de
suspensao celular para incrementar o namero de céiulas através do tempo,
foi perdendo-se, até chegar & fase estacionéria, onde ¢ ganho liquido

fol simplesmente nule.

Nas Fig. 3 e 6, este fendmeno foi geral, mas, chama a atencio
o comportamento celular de 2,4-D/BAP, na dose 0,0/0,5 mg/l, onde este
fentmeno foi observado de uma maneira mais gradual que em outros casos,
inclusive, observou-se que a TCR comecgou a declinar pronunciadamente a
partir da quarta semana, enquantc que as outras doses, o faziam a

segunda semana.

Uma outra questdc que chamou a atengdo, foi o fato que
enquanto os valores iniciais dos TCR da primeira semana, mostraram
valores diferentes, Fig. 3, as TCR das doses mais crescentes de
2,4-D/BAP, Fig. 6, praticamente apresentaram valores iniciais uniformes.
Talvez, no caso da Fig. 3, isto sugere uma falta de uniformidade ou
sincronismo, quanto ao ciclo mitético nas diferentes populacdes

celulares, apesar de todas terem origens numa mesma fonte de indculo.

Com relacdo ao pH, este mostrou tanto na Fig. 4 como na Fig.
3, valores diferentes ac longo do tempo. Esta tendéncia, no geral,
concorda com o registrado na literatura, no sentidoc que este ndo
permanece fixo, sendo pelo contrario, experimenta variagdes (Gamborg &
Shyluk, 1970; Veliky & Rose, 1973).
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Esta variagfic, ¢ explicavel em funco de que a célula:nfo ¢ um
sistema isolado e 1trocas com o meio liquido, devem existir, en
consequéncia disto, cations e #nions, bem como, protons e oxidrilas séo

intercambiados.

Em Pyrus communis e Malus sp foram observados que os niveis de
vérios cations (K, Ca, Fe, NH‘;, etc] bem como de alguns anions {(fosfata)
diminuiram sua concentragiio no meio nutritivo, (Balagué et al.,, 1982,
Singha et al., 1987), com fortes reflexos na variacdo de pH, conforme o
tempo transcorria {Singha et al.,, 1987). A intensidade com que este
fenbémeno de trocas, aconteceu, em Gltimo termo, determinou as mudancas
de pH, mudangas estas que refletiram diferentes necessidades
nutricionais ou estados fisiolégicos das células. Isto, talvez explique
as diferencas de comportamento das células, relagfo 2,4-D/BAP, nas doses
de 0,5/0,5 mgs! 1,0/0,5 mgs/l, Fig. 7, apesar de ambas populagdes

celulares apresentarem curvas de crescimento praticamente iguais.

As mudangas de pH entre as Fig. 4 e 7, podem ser explicadas em
fungdo de fluxos e efluxos de ions entre as células e seus repectivos
meios, fendmeno este que tem sido constatado e estudado através da

equacio de Nerst (Bidwell, 1979b).

A partir da Fig. 4, pode-se estabelecer dos momentos de
requerimentos nutricionais diferentes das células. No primeiro, pH
abaixando, as células feriam um maior requerimento de cétions, e no
segundo, pH subindo, uma maior demanda por &nions. Isto sugere, que na
fase de crescimento répido das células, estas foram mais requerentes de
cations e na fase estacionéria de Aanions, porém, isto ndo foi um
fenémeno geral, j& que na Fig. 7, nas doses 0,5/0,5 mg/l e 2,0/0,5 mg/]
de 2,4-D/BAP, o padrdo de variagio de pH foi diferente, o qual, reflete
o grau de dificuldade ou complexidade de interpretagio destas
inter-relagbes, como por exemplo, na formagic de carbamatos (Durzan,
1987), ou, na interagfio prostaglandina e potencial elétrico de membrana

{Yurin, 1991},
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2.1.1 - Medigdo do crescimento da populacio celular.

Na literatura relacionada, com 2 suspensdo celular, existem
diferentes procedimentos para monitorar o crescimento do nOmero de

células ou biomossa celular.

Exemplos de alguns destes procedimentos sdo: contagem de
células e determinagdo de proteina total (King et al., 1972), densidade
éptica (Kubek & Shuler, 1978a), peso seco (Kirby, 1982), peso fresco
(Zink, 1989), etc. Mas, todos estes métodos sdo destrutivos e/ou
demorado. No caso de contagem de células, por exemplo, estas devem ser
submetidas a &cido crémico, no qual, concentracic e tempos (12, 24 h,
etc) devem ser estabelecidos previamente, para atingir um grau de
maceragao compativel com a contagem {(Butenko, 1964c; Street, 1977} mas,
mesmo assim, este método nfo avalia ou ndo leva em conta o nimero de

celulas destruidas pela maceragio mecanica e quimica.

Numa outra alternativa, a Incorporaciic de enzima +
estabilizador osmético (King et al.,, 1972} ou, a incorporagio adicional
de EDTA no meio {Werry & Stoffelsen, 1978}, tem sido procedimentos
empregados visando facilitar a contagem. Contudo, sob nossas condic8es
de laboratério, a obtencio destas enzimas, nic é um procedimento facil e
barato, enquantc que, a incorporaciic de quelantes, ndo produziu
resultados 18o consistentes (Werry & Stoffelsen, 1978} ou, mesmo que
fossem, tanto neste caso, como anterior, a incorporaciio de tais produtos
a0 meic nutritivo, representaria um risco cujo impacto ndo poderia

deixar de ser avaliado, antes de proceder a sua adaptacio.

A suspensdo celular de Chonan, apresentou poucas células
livres e mais presenga de agregados, Fig. 29, compartilhando desta
forma, uma caracteristica que ¢ geral neste tipo de cultura, em
decorréncia de que as células uma vez terminada sua tel6fase, ndo se

separam oOu apresentam pouca tendéncia a fazé-lo (Fowler, 1984; King,
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1984]). lIstc parecia estar ligado ao fate que a parede celular das
células em suspensio, é rica em pectina {Grey et al., 1987} a .qual, pode
estabelecer ligacBes de calcio, permitindo a formagfo de uma “trama de

fios" na regidio do fragmoplasto gue evitaria a separacgo das células.

Ne suspens@o celular de Chonan, estes agregades, foram
persistentes e claros, a tal ponto gque, a agitacio normal dos
erlenmeyers, permitiu a formagic de um sedimento perfeitamente circular
€ compacto, cuja cor amarela ia-se tornande mais evidente, conforme o
tempe transcorria e o tamanho do diaAmetro aumentava. Foi esta
propriedade, formagdo de sedimento, que foi utilizada para acompanhar o
crescimento da suspensio. Este procedimento, nic tem sido registrado na
literatura e o tratamento estatistico dos dados, revelou um baixo desvio
padrio e coeficiente de variagfio, sugerindo com isso, uma alta
uniformidade na tomada dos dados, isto é, nas medigdes dos diametros dos
sedimentos. Comparados com os outros métodos, este resultou ser répido,
facil, pratico e n&c destrutivo, ao mesmo tempo que, serviu para
identificar a regifo logaritmica de crescimento, dado este importante,

para proceder as transferéncias dos inéculos.

Naguelas culturas, cuja tendéncia a formar este sedimento nao
seja nitida, & claroc que este procedimento nfoc se poderd utilizar mas
ai, a opgio deverd ser feita, por qualquer um dos métodos ja

mencicnados.

2.2 -~ Efeito do MES

Conforme fol discutide no item anterior sobre pH, entre as
células € o meio se produz uma relagfo biunivoca, quanto & troca de
fons. Estas mudancas na composigio idnica do meio, sem davida, mudam seu
pH. De outro lado, sabe-se que a solubilidade dos elementos varia com a
acidez do meio, do mesmo modo, que alguns elementos s3o mais absorvidos
que outros em fungio do balango externo de H e OH™ {Thompson, 1965). O

pH, também pode afetar a estabilidade da glutamina ou ainda, promover
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vitrificacdo (Sigma, 1991; Williams et al., 1990].

Para tentar evitar entas mudangas de pH, ¢ que na cultura de
tecidos "in vitro", em geral, tem-se apeladc para o uso de tampbes, 0s
guais, no caso da cultyra de células animais & humana ¢ uma norma
{Primrose, 1987}, porém no caso das culturas vegetais, estes sdo

opcionais.

No presente caso, foi usado MES para evitar as mudancas de pH
e concomitantemente a isto, avaliado seu impacto no crescimento da
populagiio celular. Foi usado MES, porque abrange uma faixa de pH entre

55 e 6,7 com pK’ 6.1,

De acorde com a Fig. 10, houve uma diferenga de pH inicial
(primeira semana) entre o controle (0,0 g/l} e os tratamentos com MES
(0,5 g/l e 1,0 g/1). Considerando que o pH de ajuste do meio antes da
esteriliracio foi 5,8 na auséncia do tampédo, (corgtrole), a gqueda fol
mais sensivel neste que nos outros 2 tratamentos, apdés a autoclavagem e
da mistura dos sais MS com as vitaminas e hormoénios, conforme foi

relatade em material e métodos (1.3.5L

A descida do pH apés autoclavagem do meio nutritive (5,8 para
5,2) e ainda, apés a adicdo da parte organica (5,2 para 5,0) foi um
fenémeno frequente no laboratério mas, pelo apreciado na Fig. 10, o©
tamploc resistiu a esta queda inicial, coisa que n&c aconteceu no
controle, onde foi observado uma queda de 0,4 unidades de pH enquanto

que nos meios tamponados apenas de 0,2 unidades.

Entretanto, nos trés tratamentos ao longo do tempo, houve um
padrio de variagio de pH muito similar, isto é, uma queda, embora mais
drastica no controle, seguida de uma elevagiio gradual de pH. Este padréo
ja foi registrado (Fig. 7), e na literatura também tem sido mostrado
(Martin & Rose, 1976; Ruyack et al., 1979; Singha et al.,, 1987). Esta
variacio de pH poderia estar relacionada com a absorgio de fons,

acidificagfic do meio, através do Cf}2 respiratério, ou, mais
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especificamente, com a relacgio NH: vs ?@G;, sendo que a depieglic do
primeiro, abaixaria o pH e a dc segundo., o aumentaria (Singha et al,
1987, Williams et al., 1990). Entretantc, em gualguer uma das
alternativas, o certo foi que ¢ tampdo nas concentracbes usadas, nfo foi
capaz de estabilizar o pH. Se comparadas estas concentracles com os
apresentados na literatura, por exemplo: 5,86 g/l {Koyama et al., 1990)
e 19,52 g/1 {Banthorpe & Brown, 199G) se constata que no caso de Chonan
estas foram bem mais inferiores. Contude, no caso de 5,86 g/l, ndo foi
obgervada uma estabilizagiic dc pH no meio liguide da suspensdo celular,
enquantoc que na dose de 19,52 g/1, sim fol, mas, o efeito nfo foi
superior ac controle em relacio ac aumento de peso seco ou produgdo de
metabdlitos secundéarios (Banthorpe & Brown, 1990}, Em Chonan, € possivel
que concentragbes mais altas tivessem um efeito mais estabilizante,

porém, existe o problema de toxicidade.

Da comparacic das Fig. 8 e 10, na primeira semana,
estabelece-se que o platd observado na Fig. 8, foi paralelo & queda de
pH, da Fig. 10. Deduz-se entfo, que na primeira semana deve ter havido
uma forte absorgiio de alguns cations {NH: ?), para facilitar o
"arranque” dos curvas na segunda semana. Isto é concordante com a alta
TCR da segunda semana, Fig. 9. De outro lado, a estabilidade das curvas
de crescimento, se deu de forma paralela ao incremento dos pH por um
lado, e queda das TCR por outro. Contudo, as curvas de crescimento no
qual o tampo esteve presente, ¢ crescimento se estabilizou num valor
mais alte que o correspondente ao controle, inferindo-se disso, que
houve uma maior densidade de células e que ndc houve efeito toxico,
porém, esta diferenca de tamanho de diametro, talvez, nfic justifigue o

uso deste produto importado e por isso mesmo, mais caro.

Do exposto até aqui, conclue-se que a flutuagBo de pH na
cultura liquida é um fenémeno quase natural e inevitdvel porque forma
parte da interacfio mitua da célula com seu meio, da mesma forma como a

raiz interage com o solo (Thompson, 1965}
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A vantagem no uso do tampfio talvez esteja na manutenciio do pH
inicial préxime de 5,8 apés a autoclavagem, para tornar a queda deste na
primeira semana, mais gradual, isto é conduzir as trocas de jons de uma
maneira mais moderada, e fol na verdade, o gue parece ter acontecido.
Assim, enguanto o pH do controle caiu perto de 4,3 os outros pH cairam
préximo de 4,8, Fig. 10, dal que, a fase exponencial de MES 1,0 g/l
tenha sido mais inclinada, Fig. 8, sugerindo uma maior atividade

mitotica.

2.3 Efeito do rifaldin

Durante as  etapas preliminares  relacionadas  com o
estabelecimento da suspensdo celular em meio liquide, problemas com a
contaminag3o bacteriana surgiram e davidas com respeito as origens desta
contaminacfio existiram, porque esta pode ter-se originado por:
contaminacdo endogena dos calos fridveis, sendo que neste caso, as
condicbes do meio liquido seriam mais propicias que as do meio solido,
ou, por manipulagio das células durante a renovagio periddica do meio.
Pelo fato de ter—se superado esta contaminagfio, foi conjeturado que esta
Glitima foi a causa mais provavel desta grave dificuldade. Mas, como o
surgimento deste problema foi aleatério e pode aparecer repentinamente
no decorrer de um experimento, foi incluida na programacéo do protocolo,
um estudo preliminar do comportamento das células frente a um
antibiético, de modo a servir de orientagio a futuros trabalhos de alho
na area da cultura de células em meio liquido, mas, dentro de uma
perspectiva mais profildtica que terapéutica, isto €, wuso de baixas
concentracgdes, incluidas no meio nutritiiro_. visando malis prevenir que

curar.

Foi escolhido o antibiético rifaldin por ter a rifampicina
como principio ativo, cuja aglo se caracteriza pela formacio de um
complexc estavel com a subunidade B de RNA polimerase, das ceélulas
procaridticas, porém, ndo com as eucaribticas impedindo dessa maneira, a

formacio de RNA {Lehninger, 1974} e por isso mesmo, com um espéctro de
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aclo mais ampla que outros antibiéticos (Young et al., 1984)

As curvas de crescimento obtidas nas diferentes concentracles
de rifaldin, Fig. 11, ac igual que as observadas a partir das diferentes
concentracdes de MES, Fig. 8, apresentaram muita semelhanga com a curva
de crescimento sigmoidal, curva esta apresentada como sendo ideal na
literatura fisiologica (Salisbury & Ross, 1985c). Ideal porque a partir
de dados experimentais, raramente se consegue o perfil tipico dela, isto
é, identificacbes claras das diferentes regides do mesmo. Mas, neste
caso como no caso do MES, o inicioc da parte logaritmica,identificada
como fase "lag” pela literatura (Street, 1977} estd muito clara,
especialmente na dose de 20,0 mg/l de rifaldin, onde esta fase se

apresenta muito estacionaria (12 semana).

Sendo que, nas outras concentragdes, © comportamento das
curvas no mesmo periodo, ndo foi plenamente horizontal, e sim, mais
inclinado, especialmente nas concentragBes de 5,0 mg/! e 10,0 mg/l os
quais foram estatisticamente diferentes com relacic a 20 mg/l mas, nao

com relacido ao controle.

Na fase ascendente das curvas as diferengas estatisticas em
relagdo ac controle, foram varidveis aparecende e desaparecendo segundo
a semana considerada, revelando pouco ou nenhum efeito toxico por parte

do antibibtico.

* No comego da fase estacionaria, quarta semana, ndo houve
diferencas estatisticas entre os tratamentos e ji, em plena fase
estacionaria, quinta semana, todos os tratamentos foram iguais exceto
10,0 mg/l que foi diferente de 20,0 mg/l. Em outras palavras, ndc houve
evidéncia experimental nas doses de rifaldin, que revelassem um efeito
inibidor sobre o crescimento das células, exceto apenas na concentragéo
de 20,0 mg/l na primeira semana, onde as células desta concentragéo
aparecem entrando com atrazo na fase ascendente da curva. Isto,
inclusive concorda com a Fig. 12, onde observa-se que a TCR

correspondente a esse periodo, fol a mais baixa,
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Com relagiio as TCR, verificou~se o que ja ifoi visto
anteriormente, apresentam um aumento até a segunda semana, para depois,
comecar a declinar o valor méaximo das taxas. A Fig. 12, concorda com o
Quadro 5 do Apéndice IV, no sentido que os maiores incrementos no
diametro dos sedimentos, foram registrados entre a primeira e segunda
semana de cultura, e justamente por isso, no mesmo apéndice Quadro 6, as
diferencas de valores para este mesmo periodo em todos os tratamentos,

foram estatisticamente diferentes.

No tocante ao pH, Fig. 13, este repete o ja visto nos casos
anteriores de queda e subida, e chama a atengfio a quase uniformidade da
variacio do rifaldin, nas doses de 0,0 mg/l, 5,0 mg/l e 10 mg/l ao longo
do tempo, e a marcada diferenca de pH da concentragdo de 20 mg/l com o
resto dos tratamentos, a partir da segunda semana, mas mesmo assim isto
nio fol obstacule para 7- impedir o crescimento das células, sugerindo com
isso, que estas faixas de pH sfo compativeis ainda com o crescimento das
células em meio liquido. As doses usadas nos quatro tratamentos (0,0
mg/ml, 5,0 mg/ml, 10,0 mg/m! e 20,0 mg/ml) foram bastante aquém em
relagio as encontradas na literatura: 50,0 mg/ml (Phillips et al,
1981), 100,0 mg/ml (Young et al., 1984), as quais, foram usadas com uma
finalidade terapéutica. Entretando o objetivo no presente protocolo, foi
encontrar doses profil&ticas sem detrimento final do crescimento da
populaciio celular, portanto, sugere-se a concentracic de 10,0 mg/l
{(10mg/ml) ou uma faixa de 10 a 20 xﬁgfl como niveis possiveis a serem
utilizados. Contudo, deve ter-se presente que o uso de um antibittico
ndo deve substituir a obrigacfio de uma assepsia rigorosa e acurada de
trabalho, porque, os antibiéticos atuam como faca de dois gumes, por um
lado curam, mas pelo outro, podem produzir efeitos negativos: como
fitotoxicidade ou resisténcia, por isso, na cultura ‘de tecido em geral
sempre sdo usados como tultimo recurso (Falkiner, 1990)_. Entretanto, ¢
oportuno mencionar que também um antibiético, kanamicina, pode promover
morfogénese em planta {(Owens, 1979), contude, isto nfo tem sido um

fendmeno freguente na literatura.
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2.4 Efeito de diferentes fontes de sacarose.

A sacarose ¢ a fonte de carbono usada nos meios nutritivos,
mais frequentemente utilizados nos laboratérios de cultura de tecidos de
plantas. Paralelamente a isto, ela ¢ o ingrediente que entra em maior
quantidade na composicio dos mesmos. Assim, em MS o recomendado € 30,0
g/1, em B5 20,0 g/ e em ER 40,0 g/1 (Gamborg & Wetter, 1975).

Em decorréncia da maior ou menor atividade de um laboratério,
a sacarose PA pode chegar a constituir-se num fator limitante em fungdo

de custos, pelo seu uso massive e reiterado.

Levando este problema em consideragdo, foi que se comparou o
crescimento das células em meio liquido com sacarose PA e ndo PA,

visando poder substituir a primeira pela segunda.

De acordo com a Fig. 14, as duas curvas correm aproximadamente
paralelas desde o comego até o final, ainda mais, as médias dentro de
cada uma das semanas, ndo apresentaram diferencas estatisticas. Isto
implica reconhecer que a sacarose ndo PA, foi uma boa fonte de carbono
para as células e que nic houve qualquer efeito téxico ou depressive
sobre o crescimento de populaclio apesar de seu grau de impureza. Talvez
o fato de ter sido filtrada com papel Whatman previamente, tenha
contribuido para isto, mesmo assim, este expediente n8io teria sido
suficiente para eliminar a presenca de elementos tais como chumbo,
arsénico, enxofre, ferro, etc, no caso deles estarem presentes em doses
altas. Contudo, a transparéncia do meio liquido foi semelhante com a do
meio de sacarose PA, sugerindo com isso, pouca lise celular, e pouca ou

nenhumsa, acgio toHXica.

Com respeito a presenga transitéria de pigmentos avermelhados
em alguns frascos de ambos tratamentos, pode ser considerada como uma
manifestacio epigenética de dificil interpretagio pela falta de

elementos no presente trabalho, para sua caracterizagéo.
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No tocante ao metabolismo da sacarose na literatura, este tem
sido amplamente pesquisado em funcfio das enzimas envolvidas: invertase
4cida, invertase alcalina e sacarose sintetase (Giaquinta, 1977; Kanabus
et al., 1986; Masuda et al., 1988). Entretanto, na literatura
fisiologica a discussfio estd aberta com respeito a se a sacarose €
previamente hidrolisada a nivel de apoplasto pela invertase 4&cida
{B-frutofuranosidase), ou, penetra como tal pela plasmalema (Wyse,

1979).

Na cultura de células em meio liquido, as evidéncias favorecem
a primeira alternativa (Schmitz & Lorz, 1990a) e descarta-se a
possibilidade que =a presenga de glicose e frutose no meio, sejam
unicamente produtos da autoclavagem, porgue a hidrélise por esta via tem
registrado valores de 2,1% da sacarose total (Dubois et al., 1988) ou
157 {(Singha et al., 1987). Apoiam a hipétese da hidrélise enzimdtica, o
fato que tenha-se detectado invertase no meio nutritivo {(Maretzki et
al., 1971; Kanabus et al., 1986) e a circunstincia de que, conforme a
sacarose foi desaparecendo, paralelamente a frutose e glicose aumentaram

equimolarmente no meio liguido {Singha et al., 1987).

Existem evidéncias de que ¢ pH do meio ndo ¢ alheio & esta
questdo, ji que com pH inicial perto de 5,0, a sacarose desapareceu do
meio apbés IS0 h, em troca, a pH 7, ela nio desceu substancialmente do
meio nutritive (Martin & Rose, 1976) indicando com isso, uma baixa
atividade da invertase. Por outro lado, em diferentes cultivares de S.
tuberosum foi visto que a enzima apresentou diferentes Km, conforme o pH
utilizado (Bracho & Whitaker, 1990).

Com respeito as diferencas de pH, Fig. 16, estas podem ser
atribuidas & diferente composigio da sacarose naoc PA, o que taivez
influiu numa troca de ions de tal natureza e intensidade que terminou
acarretando uma maior descida. Contudo, a gquase estabilidade do pH na
faixa de 4,3, na curva de sacarose ndo PA, por um lado, e por outre, um
alto crescimento celular no mesmo periodo, Fig. 14, sugerem uma

atividade enziméatica por parte da invertase, nfc muito afetada por
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aquele pH. Também, a elevacfio do pH na curva do agucar PA 2 partir da
terceira semana, permite especular sobre uma maijor atividade ienzimatica
da invertase, pelo fato de que o crescimento correspondente, Fig. 14,
alcangou um dimetro de sedimento celular de 49 mm contra 43 mm da ndo
PA. Isto concorda com o verificado na literatura (Bracho & Whitaker,
1990) no sentido de que a invertase apresenta uma maior atividade de

catélise a pH 5,0, e menor, abaixo de 3,3 e acima de 6,7.

No tocante as TCR, Fig. 15, a segunda semana, verificaram-se,
menores valores em relac3o as TCR de experimentos anteriores, porém, a
queda gradual e ndo brusca a partir desta semana, seja uma explicagao
para o fate de que neste experimento, tenham-se alcancado maiores
diametros de sedimento celular. Por outro lado, o fato que a TCR
correspondente 4 segunda semana houvesse sido mais elevada, no caso das
células com sacarose PA, pode atribuir-se a que a invertase encontrou
melhores condigtes de‘ pH para sua atividade catalitica, mas que, a
partir da terceira, as células j4 comegaram a diminuir sua atividade
metabolica (Apéndice V, Quadro 5) e consequentemente a diminuir sua
producic de invertase por razdo de envelhecimento (Maretzki et al,
1971), independente de que o pH & quarta ou quinta semana, houvesse sido

mais favoravel para éla.

A incorporacio de carboidratos a células, ndc pode ser
focalizada somente a partir da invertase, J4 que, a complexidade
metabdlica da célula é muito mais ampla, <contudo, e apenas como
referéncia, cabe mencionar que a incorporagiio da glicose & célula
segundo alguns autores, segue uma curva hiperbélica de saturagio com Km
que entre 10 a 30 mM, e que para frutcse, este valor foi de 80 ‘mM
(Schafer & Heber, 1977). Estes antecedentes sugerem a participagiio de
transportadores a nivel de membrana (Stommel & Simon, 1989) que podem
pautar seu comportamento, pelo grau de aptiddo fisiologica da célula
nas distintas fases da curva de crescimento, neste caso particular, a
nivel do plats, fase esta, como ja foi mencionada anteriormente, ser de
senescéncia celular, ou seja, de fase terminal geneticamente

controlada, conduzindo a4 morte celular (Romani, 1987)
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2.5 Efeito de diferentes fontes de nitrogénio.

Na literatura da cultura de tecidos em meio liquido, bastante
atengio tem se dado ac nitrogénio em termos de gqualidade (fontes) e
quantidade (Gamborg & Shyluk, 1970); Schmitz & Lb&rz, 1990b), pela sua
marcada influéncia no crescimento e manutengio de biomassa celular
(Veliky & Rose, 1973). Considerando o carbono um casec a parte, o
nitrogénio é o elemento que entra em maior quantidade na composi¢ic da
maioria, sendo de todos, os meios nutritivos em cultura de tecidos de
plantas (Butenko, 1968b; Gamborg & Wetter, 1975; Dodds & Roberts,
1983b), sendo que, poderd estar presente como nitrato e/ou aménia.
Entretanto, os requerimentos destas fontes pelas diferentes espécies,
sob cultura em meio liquido, n&oc sio uniformes. Assim, algumas especies
como soja (Glicine max) nfo cresceram bem quando o aménia foi a fonte de
nitrogénio, a menos que, &acidos orgAnicos houvessem sido incluides no
meio (Gamborg & Shyluk, 1970). Outras, como Chenopodium rubrum,
exigiram altas concentragbes de ambas fontes (Beck & Renner, 198%) e em
Ipomoea spp, a substituiciio do nitrato + amonia pela glutamina (10,0 mM)

teve um efeifo similar sobre o crescimento.

Considerando-se que em culturas de células de alho em meio
liguido, ni&o existem referéncias sobre este particular, o meio liguido
BC gque vinha sendo usado, foi desdobrado nos seus componentes
nitrogenados, como um intento preliminar de conhecer as respostas de

crescimento frente as diferentes fontes de nitrogénio contidas nele.

De acordo com o apresentado em resultados (item IL.4.5), os
efeitos das fontes, atuando separadamente foram menores em termos de
didmetro de sedimento, que nos casos em que estas atuaram combinadas.
Isto sugere que as células de alho foram altamemte consumidoras de
nitrogénic e isto concorda com as observacio de campo ¢ de laboratério.
Com base em dados e cédlculos de analise foliar, foi verificadc que para
uma populagio de 333.000 plantas/ha, o consumo de nitrogénic (nitrato)
por hectare, foi de 122 kg, sendo superior ac de outros macronutrientes

como: fésforo, potassio, calcio e magnésio (Magalhdes, 1986).
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Com relacdo & glutamina, Fig. 17 e Apéndice V, Quadros 5 e 6
pode-se dizer, que sua mé& performance pode explicar-se em fungdo da
baixa concentracio utilizada (I mMj, devido a que, quando usada em
concentracdes maiores (5,0 mM, 3,0 mM) produziu um claro efeito
estimulante sobre o crescimento da pepﬁiac;éo celular (Kirby, 1982;

Bister-Miel et al., 1985}

De outro lado, se comparadas as molaridades dos tratamentos
correspondentes a KN03 (N03: 18,7 mM] e NH4N03 (NOS-: 20,6.mM, NH4: 18,4
mM}, podera observar-se que a molaridade do segundo foi maior que a do
primeiro, porém, seus efeitos em termos de crescimento da suspensao
celular, foi o mesmo oud seja, ndo houve diferengas significativas

(Apéndice VI, Quadro 5) entre eles.

Istc sugere que para promover O crescimento da populagdo
celular nfic apenas razdes de tipo quantitativo devem ser consideradas,
sendo yue também, as de tipo qualitativo, por isso, quando estas fontes
foram combinadas num tratamento Unico {KNO3 + NH4N03) a resposta foi
superior, Fig. 17, e apéndice VI, Quadros 5 e 6. Entretanto, néo deve
subestimar~se ainda, © aspecto guantitativo j& que a molaridade neste
caso (NOS: 39,3 mM, NH4: 18,4 mM) foi superior a cada uma das fontes do
case anteriormente discutido. Contudo, o aspecto gqualitativo, parece
mais ponderante no controle, porque 2 molaridade embora mais baixa (NOS:
25,5 mM; 'NH4: 6,1 mM) que a da combinaggo KNO3 + NHQNOS, a inclus8o da
glutamina (lmM) favoreceu significativamente, a resposta das células,
tornando seu crescimento superior ao tratamento KNO3 + NH4N03, Fig. 20,
Apéndice VI, Quadros 5 e 6. Por outro lado, o efeito estimulante sobre o
crescimento, ndo deve atribuir-se apenas ao fato de ter incluide a
glutamina, senfo que também ac fato de ter reduzido num tergo (de 39 mM
para 13 mM a concentragio de NH‘%NOS, isto porque, existem indicagbes de
que niveis fisiologicamente altos de NH: podem ocasionar fitotoxicidade
nas células {Schmitz & Lérz, 1990b). Todavia, os resultados deste
experimento, também mostraram que as células de alho foram mais

A - + . . . ~ P
exigentes em N03 que em NH4, porém, mais experimentagac & necessaria
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para dirimir este problema, j& que, ele apresenta visos de alta
complexidade. Assim, Beck & Renner, (1989), verificaram um efeito
estimulante do NH: sobre a nitrato redutase, mas este foi um efeito
indireto, porque surgiu de uma maior incorporagac de NO 5 POT parte da
célula e de uma maior mobilizacho deste fon desde o vacuolo, sob a
influéncia do NH;, o qual, sugere um efeito importante do NH; sobre o
plasmalena e tonoplasto no "pool” do nitrato, talvez isto, explique o
efeito estimulante do NH: na embiogénese somitica, a qual, nfo tem sido

conseguida apenas com No; (Narayanaswarmy, 1977).

Com relaciio ao pH, Fig. 19 e 22, contata-se¢ a mesma tendéncia
ja observada em experimentos anteriores, isto €, de queda brusca na

primeira semana e de subida, em geral gradual, depois ao longo do tempo.

Como a variagio do pH comegou com uma queda brusca na primeira
semana, Fig. 19 e 21, pode. levantar-se a hipotese de que no presente
protocolo, as células em meio liquido, experimentaram uma forte absorgao
de fons do meio como uma preparacio para a .segunda fase (fase
exponencial) a transcorrer na segunda e terceira semana, por ser esta
primeira semana, uma fase de adaptagdo ou acomodagio € de pouca
atividade mitética, as curvas de crescimento neste periodc apresentaram
pouca incliha(;;’io quando comparadas com as correspondentes inclinagBes 2a

segunda e terceira semanas (Fig. 17 e 20).

O periodo de preparagio, ndo apenas representa incorporagdc de
metabblitos para a célula sendio que também uma maior sintese de outros,
tais como ATP e NADPH consequéncia de uma maior ativagdo das vias
glicolitica e pentose fosfato (Shimizu et al., 1977).

Do ponto de vista do metabolismo do nitrogénio, esta maior
ativagiico € plenamente consequente, em fungao de que a assimilagdo deste
elemento requer de ambos poderes redutores por parte das cfiulas, nos
diferentes passos enzimaticos, até a formac&o de &cido glutamico desde a
glutamina (Bidwell, 1979a) mas, como as células estavam Ro €sCUro,

- +
conclue-se que a redugdo do NOZ para MH‘R deve ter acontecide num
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plastidio e nfc no cloroplasto ou seja, sem a participagiio da
ferrodoxina, porém, com a participagio do NADPH (Salisbury & Ross
1985b).

Com respeito & queda e elevagdo do pH, no caso de Chonan,
tinha-se anteriormente mencionada (item III.2.2) como uma das hipbteses
deste fendmeno, & absorgfio primeira do NH; e do NO; depois. Na verdade,
isto tem sido verificado também na literatura. Schmitz & Lorz, (1990b),
relataram que nas primeiras horas da suspensdo celular de Oryza sativa,
o pH da suspens@o abaixou, apdés da absorghio do NH:, de 5,9 para 4,0 ¢
que depois, com a absorgdo do nitrato este subiu para 8,6, observando-se

paralelamente também, uma diminuigio na hidroélise de sacarose neste pH.

Com respeito as curvas sobre pH, nas diversas fontes de
nitrogénio, esta hipbétese ajusta~se bem a todos os casos em que foi
incorporado o NH‘;NO3 e KNO:3 + NH4N03no meio. Mas, como explicar a

variacdo do pH no caso em que foi usado apenas KNO3 ou glutamina?

No tocante a KNOS, pode assumir-se que em termos de carga
tanto K' como NH;, s80 similares, isto ¢, monovalentes, e segundo o
verif icado por alguns autores, as células em suspensdo, apresentam um
alto consumo por determinados cations (Balagué et al., 1982; Singha et
al.,, 1987), sendo assim, e por uma questio de balanco de cargas as
células excretariam, em contrapartida, protons ou aigum outro tipo de
cations, acidificando o meioc. Em outras palavras, a acidificacio do meio
no presente protocolo, nd&o poderia explicar-se apenas em fungio da
absorcio de NH: mesmo que, como fonte de mnitrogénio seja primeiro
absorvido que o NO:; {Zink, 1989). Embora este altimo pareca ser o geral,
existem casos como aquele de Airopa belladonna, na qual, a taxa de
remocio do NH: ndo foi preferencial com respeito ao NO;, quando presente

na mesma concentragio {Salonen & Simola, 1989).
Com relagio a curva de pH da glutamina, Fig. 19, a presenca do

grupo NH;, poede explicar a descida da mesma pela absorglo desta amida

conjuntamente com o0s cAitions do resto do pool de lons presente no meio
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liguido, tal como foi argumentado para os outros casos, entretanto, a
elevagio da curva resulta dificil explicar pelo fato de nfoc ter No; no
meio, talvez o acontecido foi a absorcio de outro &nion com a

conseguente exclus@o de OH comandando esta elevagéo.

Com relaglo &s variagbes de pH dentro do contexto aqui
apresentadas, cabe reconhecer a dificuldade e complexidade do problema,
talvez seja provavel que nenhuma das 3 hipéteses levantadas: pool de
cations sendo absorvidos primeiramente, relacdo NH: s N0; e
acidificacdo do meio por acumulacio de COZ, por si s6, expliquem de
forma global o problema, e sim, por uma combinagio ou participagiio dos
trés, segundo as condigdes experimentais sob os quais se esteve
trabalhando: espécie usada, ntmero de células, concentracio e fonte de
nutriente, etc., isto porque, a concentragioc de prétons no meio
influencia a absorcio da maioria dos nutrientes,. mas, este pH no
decorrer do tempo ¢ afetado reciprocamente pelo efluxo de fons
provenientes das células (Schmitz & Lérz, 19901::]._ Entretanto, fica a
davida até que ponto a absorgio de ions é comandada pelos requerimentos
nutricionais das células, ou, pelo gradiente de pH através da membrana,
decorrente da agio das ATPases, via co-transporte ou contra-transporte,

utilizando a energia da hidrélise do ATP (Salisbury & Ross, 1985a).

No tocante as TCR, Fig. 18 e 21, o maijor valor das mesmas foi
observado, &4 segunda semana nos tratamentos KN03 + I\iI-I‘,'NO:3 e controle,
confirmando uma tendéncia que vinha manifestando-se persistentemente.
Por outro lado, este maior valor a segunda semana, concorda com o fato
que nestes tratamentos, fol onde foram observadas os maiores diAmetros
de sedimento celular, ao cabo da quinta semana, corroborando a hip6tese
que a primeira semana, foi uma semana de preparo, para j4 no final desta
e comego da segunda, iniciar o "take off" das mitoses e elevacio das
curvas, quando as condigSes nutricionais forem favovaveis. Como as
condigbes nutricionais dos outros tratamentos, ndo foram favoraveis, a
"decolagem” ou elevagdo das curvas correspondentes, Fig. 17, quase ndo
foi diferente da inclinacdc da primeira semana, o qqal, concorda com as

TCR dz glutamina e NH@NOS gue aparecem, estacionarias entre a primeira e
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segunda semana, enquante que a correspondente ao KNO;3 desce
ininterruptamente. Mas, a TCR deste altimo tratamento, chamouia aten¢o
por ela apresentar & segunda semana um valor baixo, apesar de ter
experimentado uma forte recuperagio de pH na direcdo do valor inicial
{5.8). Provavelmente, por uma intensa absorgio de NO:;,: mas nioc
necessariamente por isso, este tratamento apresentou uma TCR mais alta a
partir da segunda semana, o que sugere um papel importante do NH;, Como
fator limitante do crescimento das células de Chonan, neste tratamento,

mesmo que, a faixa de pH fosse étima.

1.3 Dos diferentes plagueamentos

Neste item, existiram duas consideragbGes importantes. A
primeira, foi que as células a serem utilizadas deviam pertencer a uma
cultura priméaria em fase expeonencial de crescimento. A segunda, foi

quando e como aplicar as células ao meio com agar.

Com relagdo & primeira questdo, ¢é importante precisar o
conceito de cultura primaria no contexto do trabalho. Por cultura
primaria, deve entender-se as células que n#o foram repicadas ou
transferidas desde ¢ indculo inicial de 10 ml de suspensdo celular,

{Primrose, 1987).

Um conceito oposto a este € o de linhagem celular
estabelecida, o qual, expressa a idéia de células que tem sido

transferidas ou repicadas periodicamente um alto ntémero de vezes.

Este conceito, a diferenca do anterior, ndo estd bem definido
no campo da cultura de células animais e humanas, e ambos conceitos, no
ambito da cultura de células vegetais também n&o. Na érea da cultura de
células humanas, este ultimo conceito, apenas tem sido delimitado para
fibroblastos, os quals, s8o considerados como linhagem celular

estabelecida apOs a septuagésima repicagem (Fedoroff, 1967).
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Quanto 3 denominagBo das células repicadas, entre a cultura
primaria e linhagem estabelecida, alguns autores, da area de cultura de
células humanas, tem denominado de cultura secundédria ou de linhagem
celular {Freshney, 1987; Primrose, 1987).

No presente protocolo, culturas secundarias ou linhagens
estabelecidas nfo foram obtidas, mesmo porque, ndc entraram nos
objetivos iniciais do trabalho, deste modo, apenas foram usadas culturas

priméarias.

No tocante as células em fase exponencial de Chonan, as usadas
foram aquelas de cultura primarias com duas e trés semanas de idade,
tendo como referéncia um didmetro de sedimento celular de

aproximadamente 20 mm.

Quanto a como aplicar ou tranferir as células, estas foram
aplicadas ou transferidas com seringa de mola em lugar de pipeta, em
virtude de que as vezes, a saida da pipeta ficava blogueada e custava
desentupi-las, enquanto, o© sopro sempre representara um risco de

contaminacéo.

Com respeito ao experimento 1.4.1 a combinagio ANA/BAP em
todos os tratamentos usados forneceu igualmente alto namero de
micro-calos, tanto superficiais com Iimersos, mas sendo os primeiros,
mais proeminentes e em menor quantidade que os segundos, Fig.s 4A, 4B e
4(C, inclusive no tratamento sem fitorménio {(controle}, ¢ qual sugere,
que & condigdo fisiclégica das células usadas como indculo foi de um
estado altamente competente, isto &, de uma condicic mitogénica
favoravel, apesar da mudanga de ambiente (liguido para s6lido). Este
comportamento, por outrc lado, sugere que tanto o momento da fase
exponencial escolhido para a retirada das células e volume de suspensio
utilizado, bem como, a composi¢gio do meio MSP foram adequadas. A
importancia do estado fisioldgico das células (explante] em trabalhos

desta natureza, tem sido frisada por varios autores (Shahin & Yashar,
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1985; Vasil, 1985) e os resultados do presente experimento concordam com

isso. é

A aplicagio de suspensdo celular por seringa regularmente
correspondeu a /5 da quantidade original de aplicacad {10 mi:
aproximadamente, 36 mg de peso seco) para o estabelecimento de suspensdo
celular, sendo que, as células encontradas na fase exponencial, Fig. 29,
foram constituidas de: células livres, pequenos agregados (2~10),
medianos agregados (10-20) e agregados maiores dificeis de contar,
porém, celulas alongadas e vaculadas como as registradas em outras
referéncias (Arnison & Boll, 1976; Yeomam & Street, 1977) foram apenas
raramente encontradas, que dizer, o carater meristematico foi evidente,
mas de qualgquer maneira, a quantidade de inéculo presente nos 2 mi,
devia estar dentro ou acima da faixa de 10° a 10 células/m!
consideradas por alguns como critica para o sucesso do plaqueamento
(Horsch, 1984), mas que‘para outros este namero foi maior: 5 x 104, como
no caso de células tratadas com mutagénicos antes de plaquear (Weber &

Lark, 1979).

Na literatura o problema dos agregados presentes na suspenséo
celular, n#io tem sido contornada e os métodos fisicos e quimicos que tem
dado certo para algumas culturas, ndc tem dado certo para -—outras e, uma
das consequencias mais diretas desta problemética tem sido a dificuldade
de usar métodos eletrénicos para a quantificar mais rapido o nimero de
células (Kubek & Shuler, 1978b), inclusive, no presénte protocolo, este
problema  tentou-se resolver através do uso do acido crémico (Butenko,
1968c) e contagem com cémara de Neubauer, mas, ndo foi possivel com a
metodologia empregada, alcancar um bom nivel de desagregac8io (dados néo

apresentados}.

Com relagio ao meio MSP, as Gnicas inovagBes em relacdc ao
meio basico BC foi o agucar, que em lugar de 20 g/1 foi usado 30 g/,
caseina e Difco-agar, de resto, nada foi modificadoc exceto os
fitorménios que entraram nos tratamentos (ANA/BAP}, sugerindo isto,

entre outras coisas, que as células de Chonan no plaqueamento néo foram
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exigentes em substratos ou nutrientes especiais e que, © tipo de agar
utilizado, ndo foi toxico ou inibitério para as células, o qual, foi uma
vantagem, j4 que, um suporte sélido mais puro como gelrite, além de ser

mais caro, é dificil de encontrar no mercado nacional.

Apesar de que todos os tratamentos com fitormoénio, ndo
apresentaram  diferengas  quantitativas  visiveis - foi escolhida a
combinaciic ANA/BAP de 1,0 mg/l1 e 0,5 mg/l respectivamente, como
fitorménios, permanentes do meio MSP, combinacio esta algo diferente da
dosagem de 0,5 mg/l de 2,4-D e 0,5 mg/l BAP (Ferreira, 1985) ou, muito
diferente desta outra: 5,0 mg/l AIA, 0,5 mg/l 2,4-D e 0,3 mg/l 2iP
{Polacco, 1979} '

Com relacio ao papel filtro intermediando entre o meio solido
e as células, a inclusfo. deste artif iéio dersonstrou ser uma boa pratica
para o crescimento das células de Chonan, ac mesmo tempo que, representa
um bom expediente para: remocio répida e facil das células,
monitoramento pratico das mesmas (peso seco e peso fresco), troca de
meios, envolvendo diferentes tratamentos, sem maior dano para as células
e por 4ltimo, uso no sistema de "feeder layer", na cultura de
protoplastos (Horsch & King, 1980; Prioli & Sondahl, 1989).

0O procedimento de misturar um volume definido de suspenséo
celular ou de protoplastos com outro volume de meio morno + agar, fem
sido um procedimento frequente nos trabalhos de plaqueamento, visando
indugfio do calo primeiramente e regenerag&o depois (Street, 1977; Evans
& Bravo, 1983). ’

Ainda relacionado com suspens3o celular de alho, dados sobre
esta maneira de plaqueamento, ndo s3o disponiveis na literatura, bem
.como, outros aspectos decorrentes deste procedimento, por exemplo,

viabilidade celular, efeito do tamanho de placa, quantidade de agar etc.

Com relagdc aoc experimento 1.4.2, foi verificado, item IL.7.2,

que houve uma correlacdo negativa entre o namero de diluigbes da

126



suspensdo celular e o namero de calos induzidos, porém, a correlag8o foi
positiva guando analisados os dados em fungio do volume de suspenséo
celular aplicados (5, 10 e 20 ml} e o namero de calos por cm® obtidos.
Dentro de qualguer um dos dois enfoques, a diminuigdo de microcalos foi
compreensivel porque, houve uma diluicio do nGmerc de células. Deste
ponto de vista, no caso de 20, 10 e 5 ml, a quantidade de suspensdo
celular por cada uma das quatro placas dos tratamentos seria
aproximadamente de 5,0, 2,5 e 1,25 mi, representando isto, uma diluiggo
progressiva da densidade celular. Como ja foi mencionado anteriormente,
ha uma dificuldade na indugBio da proliferagio celular quando o nimero de
células plagueadas ndo enquadra-se deniro ou acima, da faixa critica.
Este problema, segundo alguns, entre eles Kao & Mickayluk, {1975}, pode
ser contornado usando meios altamente suplementados. Por esta via, estes

autores chegaram a cultivar até 5 células/ml.

Com respeitc & distribuigio dos calos nas placas, estes
ficaram bem distribuidos, inclusive, facilitando a contagem, porém, &
maioria no fundo ou na espessura do agar, fendémeno este, um tanto
inverso ao plaqueamento com seringa, item L4.1 além do mais por este
altimo procedimento, a indugdo de calos foi maior quando comparado com ©
tratamento que deu melhor resultado (aplicagdio de 20 ml). Talvez, isto
reflita algum grau de diferengas no estado fisiolégico das células ou,
outro tipo de fator. Um desses fatores poderia ser a viabilidade das
células, restringidas por exemplo, por uma oxigenacio insuficiente, mas,
o teste de viabilidade com o azul de tripano, item II.7.3, Quadro 9,
elimina esfa hipétese porque deu reagio positiva em todos oS
tratamentos, sugerindo que a diminuigio decrescente do namero de calos
foi mais por causa da densidade inicial do numeroc de células, que por
mediacdo de outro fator, tal comoc o do arejamento ou nutricional.
Entretanto, deve considerar-se que na menor densidade do numero de
células, 5 e 10 m!, devia também ter influido o chogue térmico, assim
provavelmente, muitas das células foram afetadas negativamente,
diminuindo mais ainda o potencial proliferativo, mas que, as que ficaram
incolumes ou relativamente incélumes, originaram microcalos viaveis

porém de pequenc tamanho. O problema de temperatura do &gar & um risco
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permanente ac qual sempre se deve estar alerta {Dodds & Robert, 1983d}.
Em relagio ao tamanho destes calos, resulta curioso que oS superficiais
tenham-se desenvolvido mais que os imersos. Talvez possa levantar-se a
hipétese de que o© tamanho dos microcalos, mas néo‘a inducfio, fol mais
afetado por uma baixa disponibilidade e/ou difusibilidade do oxigénio,
sendo assim, as células do centro dos agregados maiores ficaram numa
situacic de "enviromental" diferente das da periferia, por isso entao,
um menor tamanho de colénias ja que menor oxigenagdo (< 21%) implica uma
menor produgdc de ATP e consequentemente, uma menor velocidade de
iransporie ativo, de muitos fons a mnivel de plasmalema (Salisbury &
Ross, 1985a), repercutindo finalmente, tude isto, numa menor taxa de

proliferagio celular.

Considerando que o tamanho da placa pudera ser um fator
envolvido diretamente ou indiretamente nesta questdc do crescimento

aquela variavel foi pesquisada, item 1.4.2.1.

De acordo com o item IL.84. de fato, houve uma alta
proliferaciio em ambos tipos de placa, Quadro 10, porém, os calos imersos
das placas majores em média cresceram mais, possivelmente em decorréncia
de uma maior disponibilidade de nutrientes e oxigénio. Entretanto os

imersos continuaram a crescerem menos gue os superficiais.

Come a distribuicio do meio MSP nas placas foi feita de forma
alternada e todas as células provinham de um mesmc frasco erlenmeyer,
despreende-se que aqueles fatores foram mais criticos nas coldnias
imersas das placas pequenas. Contudo, ainda ndo aparece clara a

diferenga de tamanho entre calos imersos e superficiais.

Tentando encontrar uma resposta a esta questdio, fol que se
preparou o experimento [.4.4, cujos resultados aparecem no item I1L.7.5,
Quadro 1l. Em termos de numero de calos e crescimento nos diferentes
tratamentos, os resultados foram muito parcos, demonstrando que hipotese
do arejamento ndo satisfiz as expectativas imaginadas, f icande portanto

por conta de outros fatores, a agdo limitante sobre o crescimente dos
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calos superficiais. Um desses fatores, poderia ser a baixa quantidade de
células no volume de suspensdo celular inoculade na superficie das
placas (1 ml}, mesmo assim, as colénias que se desenvolveram (1 mm a 2
mm de didmetro) era de se esperar que houvessem desenvolvido mais, se o
fator limitante houvesse sido a taxa de oxigénio, mas ndo fol isso 0 que

aconteceu, portanto descarta-se este fator.

E possivel que em fungdo do tempo, os nutrientes mais
superficiais das placas, tenham descido por efeito gravitacional,
ficande portanto, fora do raic de agdo das células superficiais
entretanto, se istc houvesse sido verdadeiro, nos tratamentos de malor
concentragic de agar (8 g/l e 10 g/l), caberia esperar um maior
crescimento, em funcdo da maior compactagio do agar, e portanto, de
maior retenciio dos nutrientes superficiais. Mas, tampouco foi isto o que
aconteceu, ja que, no tratamento de 6 g/l de agar (menor compactagio) o
crescimento dos calos e o nimero deles foi muito parecido ac dos outros
dois tratamentos, apesar de que pela linha de razoamento estabelecida
deveria ter sido muitoc menor, Jj& que os nutrientes deveriam ter

difundido mais para o fundo da placa.

Foi claro entfio, que este procedimento ndo produziu o grau de
otimizacio esperada, e concorda com o verificado por Ferreira, (1985),
quande usande um procedimento muito parecido com este, ndo constatou
superioridade dos resultados em relagio aos outros tratamentos
utilizados. Portanto, a questio de maior crescimento dos calos
superficiais com respeito aos calos imersos fica aberta, entretante,
como os primeiros pela via da mistura de volume (x ml de meioc + y ml
suspensdo), no plagueamento, sempre proporcionou maior quantidade de
calos imersos, foi considerado conveniente explorar um pouco mails esta

questic.

BAP, KIN e 2iP, s8c trés citocininas que tem sido usadas
separadas ou combinadas com ou sem auxina na cultura de tecidos
vegetais, visando formacdo de calos, organogénese ou embriogénese (Flick

et al., 1983; Finer & Nagasawa, 1988), por isso, fol considerado
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importante que em relacéio ac plagueamento de Chonan elas fossem testadas
procurando estabelecer qual poderia melhorar mais ainda, ¢ presente
protocolo. Para isso, véarios experimentos foram preparados. No primeiro,
item 1.4.5, os resultados mostraram, item I1.7.6, que praticamente ndo
houve diferencas marcantes nas trés citocininas, quanto ao numero de
microcalos e tamanho dos mesmos, Fig.s 31A, 31B e 3IC, o que indica que,
através deste procedimento, nenhuma citocinina foi superior & outra.
Contudo, as diferencas nas médias por repetigdio, podem ser atribuidas a
distribuicio aleatéria das col6nias, apés verter o meio nas placas,
sendo que, para evitar riscos de contaminagfo estas ndo foram agitadas
ou mexidas. Todavia, observa-se na Fig. 31A, 31B e 3I1C, um bom padrdc de
distribuicio das colénias, as quais, como ja especificado, item 1L.7.6,

foram em sua maioria imersas.

Como foram usados 100 ml de "mistura” (80 mi meio + 20 ml de
suspensio) a diluicdo das células foi de um fator 5, correspondende em
teoria a 4 m! de suspensio para cada uma das 4 placas. Pelos resultados
apresentados, segue-se que esta proporgdio 4:1 na modalidade de "mistura”
foi adequado. Mas, uma proporgio maior, por exemplo, 3:1 {60 ml + 20 ml)
teria sido melhor, porque se a diluigio houvesse sido de 1/3 apenas e
ndo de 1/5, como no caso anterior, igualmente teria fornecido 4 placas
com 20 ml cada uma, mas, uma menor diluicdo, apresenta o .problema de
maior densidade de col6nias por 4area, o qual, poderia constituir-se em
um obstaculo na eventualidade de seiegio de mutantes ou variantes,
porém, se o objetivo é formag8o de calos visando regeneragdc pura €

simplesmente, uma menor diluigio, provavelmente, seria mais conveniente,

Na _sequéncia de experimentos, um experimento paralelc ao
anterior, item 1.4.6, na qual as citocininas foram ultrafiltradas e nao
autoclavadas, os resultados mostraram, item 11.7.7, que BAP e 2iP
tiveram um melhor desempenho que KIN, inclusive pode observar-se, Quadro
13, que BAP apresentou um efeito levemente superior a 2iP, mas, com um
desvio padrdc maior. Foi curioso observar, Quadro 13, com relacdo ao
tratamentc com KIN do experimento anterior,item [1.7.6, Quadro 12, que o

nimero de calos caiu, enquanto que o das outras citocininas aumentou,
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Fig. 31D, 3iE e 3IF, sugerindo, no geral, um maior efeito deste altimo
experimento, (filtracio} em relagio aquele de citocininas autoclavadas
mas, quando a ultrafiltragiio foi combinada com a aplicagdo das
citocininas via seringa, item 1.4.7, os resultadoes, item II.7.8, foram
muito superiores aos dois experimentos anteriores, ao ponto de ser
dificil fazer contagens pela alta profiferagdc de calos superficiais nos
tratamentos de BAP e KIN, Fig. 32A, 32B e 32C, curiosamente KIN em
relagio ao experimento anterior, teve comparativamente melhor
performance, e 2iP que teve uma segunda posigdo anteriormente, agora
passou a ocupar um terceiro lugar. Apenas BAP através de todos os
experimentos de plagqueamento mostrou uma posicio de destaque e, em
funcdo dessa regularidade se recomendaré seu uso em combinagBo com ANA
nas concentracBes utilizadas para fins de plaqueamento, seja pela via de
aplicagdo por seringa ou mistura de volumes. De um lado, BAP por ser uma

citocinina sintética, é de custos menos onerosos gue 2iP ou zeatina.

Embora os resultados mais expressivos em termos de namero e
crescimento de microcalos, tenham sido conseguidos através da via de
aplicacdc por  seringa, itens I1L.7.1 e I8, foi considerado
interessante comparar Simultaneamente estes dois tratamentos, item

1.4.8.

Como foi de prever, o procedimentc de seringa teve um maior
efeito em termos de ndmero e crescimento de calos superficiais, porém,

um menor numero de microcalos imersos. Fig. 32D e 32E.

O maior desenvolvimento dos calos obtidos pela via da
aplicaciio por seringa, apesar do menor numerc de’ céluias iniciais, foi
provavelmente devido ao fato que as células ndo ficaram estritamente na
superficie do meio, senfo que, algo incrustadas e empilhadas neste, isto
porque a suspensdo celular fol impelida com certa forga desde a seringa,
inclusive, chegandc até fazer algumas fendas no agar, © que
possivelmente, facilitou a nutricdo e a oxigenaglo, j& que as células
ndo ficaram nem totalmente superficiais nem totalmente afundadas ou

imersas, e, pelo que ja se discutiv anteriormente, estas duas posigbes
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atribuiu-se exercer uma restricdo no crescimento dos microcalos.

O comum denominador que foi observado entre os microcalos que
ficaram na superficie, item I[1.7.5 e og que ficaram imersos no agar item
11.7.6, foi seu espalhamento, o que indicou que as células ficaram muito
separadas nas placas, entretanto, no procedimento por seringa se
favoreceu mais o agrupamento celular, Fig. 30 e 32, sendo que tal parece
estes agrupamentos foram a chave para o crescimento dos microcalos,
itens IL.7.1, mas a rigor, ignora-se até que ponto, este novo ponto de
vista € verdadeiro e possa explicar realmente as diferengas entre
plaqueamento via seringa e via mistura de volume. E dificil decidir
apenas com os dados experimentais aqui reunidos. Entretanto, cabe
ressaltar que € possivel imaginar uma certa analogia entre estes
agrupamentos e aqueles do "feeder layer" (Evans & Bravo, 1983; Horsch
1984; Rhodes et al., 1988} em funcio dos metabolitos que possam

transferir—-se mutuamente.

Ii1.4 Da regeneracdo

A habilidade de regenerar plantas através de uma metodologia
sob controle experimental, ¢ um objetivo permanente da cultura de
tecidos, nas suas diferentes modalidades: suspensio celular,

protoplastos, cultura de 6rgios, etc.

Na cultura de tecidos das diferentes espécies (anuais ¢
perenes), a regeneragio tem sido alcangada nfo apenas com diferentes
citocininas e auxinas, senfio que também, com diferentes balangos das
mesmas, mas, tendo como base na grande maioria dos casos, o meio MS ou
B5, porém, com requerimentos variados de luz e temperatura gque tornam
mais dificeis ainda, as generalizagdes sobre este assunto (Evans &

Bravo, 1983,

Dentro do contexto do alho, multiplicidade de cultivares

dentro de uma mesma espécie, o problema da regeneragic em termos
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hormonais nio tem sido uma excecdo. Assim, Kehr & Schaeffer, (1976),
induziram regeragic com um balango hormonal! KIN/AIA de 1,0 mg/l
respectivamente e, Abo EL~Nil, (1977) com 2,15 mg/] de KIN ¢ 1,75 mg/}
de AIA, mas, Novak et al., (1986), informaram de um -balango ainda maior;
10,0 mg/l de KIN e 2,0 mg/l AlA. Entretanto, Illg & Siqueira, (1986),
recomendaram 5,6 mg/l BAP e nada de auxina, enquanto que Nagasawa &

Finer, {1988}, usaram 2,0 mg/] de BAP e 1,0 mg/l de ANA.

Frente a esta diversidade, foi julgado, experimentar um
caminho propric, com base nos resultados j& obtidos, 2,4-D nas curvas de

crescimento e nos de regeneragdo com adenina, item 1.3.3,

A resposta do experimento 1, item 1.5.2, foi sintomatica, item
I1.8.1, porque sinais de regeneragio foram conseguidas apenas nos
tratamentos em que o 2,4-D esteve ausente, o qual, concorda com o
verificado por outros autores no sentido que esta auxina foi inibitoria
para a regeneracdo do alho (Kehr & Schaeffer, 1976; Novak et al., 1986),
embora, ele tenha-se mostradoe como uma boa promotora de calos (Nagasawa
& Finer, 1988) e de estabelecimento de culturas primérias como

demonstrade no presente protocolo.

Com base nos resultados de regeneraglie, item IL2.1, Quadro 4,
de calos envelhecidos, foi montado o experimento 1.5.2 e depois o 1.5.3,
visando melhorar a regeneragio dos calos que passaram pelas diferentes
concentragbes de adenina,Fig. 33A. De fato, esta melhorou muito em
relagio as plantas que nio passaram pela adenina. Deste modo, se abriu
um precedente na literatura da cultura de tecido do alho, sobre o uso da
adenina na induclic da regeneracio e nfc apenas na indugdo de calos, como
verificadec por outros autores e para outras espécies (Reynolds &

Murashige, 1979; Bennici et al., 1988).

Tentando melhorar o crescimento das brotacbes, com um segundo
passo, foram comparados dois meios: com e sem maizena, MSRM e MSR-1
respectivamente, item I1.8.3. Em ambos tipos de meio, Fig. 33B e 33C,

fol conseguido um resultado semelhante embora, MSRM tenha sido um pouco
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superior nos casos com alta brotagio (+++}, Quadrc 14. Na literatura,
nséo foi possivel encontrar referéncias sobre este particular, mas, foi
incluido como varidvel neste experimento, ndo apenas por ser uma fonte
potencial de algum nutriente importante para as brotacBes, sendo que
também, pelo fato de dar suporte s6lido aos meios, evitande o uso de

agar, ingredientes este, mais caro que a maizena.

Nas gramineas, sabe-se que a «-amilase produzida pela
aleurona, desdobra o amido do endosperma (Jacobsen & Chandler, 1987).
Mas, no presente caso, carece-se de evidéncias para suspeitar numa
possivel atuacdo desta enzima a partir dos brotos de Chonan, por isso,
conjectura-se que o papel principal da maizena seja de suporte e
secundariamente, de fornecedora de algum nutriente mineral ou molécula
organica especial, em decorréncia deste tipo de amido ndo ser de alta

pureza.

Dando continuidade a linha de otimizagBo da regeneragdo, o0
experimento, na gqual se comparou ¢ meio MSR-1 com duas concentrages de
sacarose 6% e 3%, item IL8.4, Quadro 15, revelou um efeitc pouco
superior do meio MSR-1 6% de sacarose, sobre o crescimento das
brotacgBes, entretantc , deve frisar-se que o método aplicado de contagem
ndo revelou cabalmente a realidade, pois nZo entraram na contagem as
intmeras brotacBes curtas menores que 5 Cm, qué no caso de MSR-1 6%,
foram muito abundantes, mas pelo condensamente, Fig. 33D e 33E, foi

dificil contar individualmente.

Em estudos sobre topofise, foi verificado também, que altas
concentragdes de sacarose, estimularam o crescimento das brotagles
(Evers, 1987). Altas concentragbes de sacarose também tem sido
utilizadas em: criopreservagioc (Kobayashi et al, 1990}, enraizamento
{(Drivers & Suttle, 1987) e armazenamento de meristemas a 4°C (El-Gizawy

& Ford-Lloyd, 1987).

No experimento com AgNDS, item 1.5.6, os resultados sugeriram,

item I1.8.5, um certo envolvimento do etileno, ja que foi possivel
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aumentar as brotagBes com respeito ac controle, revelando assim outra

faceta de complexidade do probiema da regeneragéo.

O etileno tem side apontado como um horménio importante para a
planta, participando de varios processos, entre eles: cicatrizacgéo,
senescéncia, mudangas de pigmentagdo de frutas, etc (Lieberman, 1979).
Entretanto este gas, do ponto de vista da cuitura de tecidos, tem sido
responsabilizado por alteragBes morfogenéticas que interferem com a
regeneracdo, (Chi & Pua, 1989}, em conseguencia de sua produgdo pelo
tecido calogénico (Sodi et al.,, 1989} e pela sua acumulacdo dentro dos

frascos selados (Hussey & Stacey, 1981).

Esta interferéncia do etileno, poderia ser minimizada entre
outras substancias por: o percloreto de mercurio (Huxter et al, 1979,
poliaminas (Galston, 1983) e AgN03 {Roustan et al., 1990}, sendo que, a
primeira atua absorvendo o géas desde o ar do frasco impedindo sua
acumulacic; a segunda, blogueando sua sintese e a terceira, competindo

com seus receptores a nivel de plasmalema (Lieberman, 1979}

Com relagdio aos calos Chonan, & agéo bloqueadora do Agi\IO3
sobre o etilenc, foi patente nas concentragbes de 2,5 mg/l e 50 mg/1,
Quadro 16, onde permitiv um efeito estimulante da adenina sobre a
inducdo da regeneragdo, porém, no controie, onde apenas esteve presente
a adenina o desbloqueio nic se deu e por isso, provavelmente, &
regeneragdo ndc se concretizou. Por outro lado, o fatc gque nas
concentracBes de 1,25 mg/l e 10,0 mg/l de AgNOS, tenha havido uma baixa
resposta, ajusta-se, do ponto de vista fisiolégico, ao comportamento de
uma curva de dose-resposta, onde pode esperar-se que baixas ou altas
concentraces apresentam pouco ou nada de capacidade efectora. Contudo,
torna-se necessaric frisar que além do baixo numerc de brotagdo, estas
foram curtas. Talvez isto, tenha acontecido em fungdo do tipo de calo
usado no experimento, pois, foram usados calos envelhecidos e nao
provenientes do plagueamento, onde, segunde foi demonstrado, Quadro 14 e
15, estes apresentaram um altc potencial de regeneragdo, de oulro iado,

isto sugere que neste ualtimo tipo de calo, o etileno néo tenha sido um
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problema, possivelmente em fungd3o da juvenilidade do material,
finalmente vale a pena esclarecer, que a prata é um metal pesado e que
seu impacto no comportamento geral do tecido como por exemplo, ¢ grau de
comprometimento de efeitos colaterais, ndo foi avaliado, contudo, como
j& foi mencionado, item I1.8.5, sintomas de toxicidade, nos calos ndo

foram observados.

[11.5 Da bulbificacio

Do ponto de vista da transferéncia do alho para o campo, ©
material regenerado “in vitro" ¢ melhor bulbifica-lo que enraiza-lo,
devido a gue nesta condicio pode estocar-se até a proéxima época de
plantic. De qualquer maneira, a planta enraizada que foi transf erida

para o solo, teve um desenvolvimento normal, Fig. 35.

Em geral os textos de Fisiologia Vegetal, tem dado um enfoque
muito superficial ou entdo, ndo abordado a questdo (Street & Opik, 1970;
Salisbury & Ross, 1985d; Davies, 1987). Por outro lado, na literatura
disponivel da cultura de tecido do alho, o tema de bulbificagdo ndo tem
sido abordado porque a preocupagdo foi mais morfogenética e/ou
somaclonal {Novak, 1974:; Novak, 1983; Novak et al., 1986; Nagasawa &
Finer, 1988}

Por outro lado, e de acordo com Vince-Prue, (1975), existem
varios fatores relacionados com a formagdo de 6rgios de reservas, entre
eles: o fotoperiodo, qualidade e intensidade da irradiancia e, aplicacéo
exégena de sacarose e fitormoénio. Em funclic destas duas dltimas

consideracdes, foi que se prepararam os experimentos 1.6.1 e 1.6.2.

Com referéncia ao primeiro experimento, efeito de diferentes
niveis de sacarose, (Quadro 17), 6% de sacarose demonstrou ser um bom
tratamento para a induclc de bulbificagio, (80%), e como no nivel de 37
de sacarose, a bulbificacic foi muito baixa, (20%), concluiu-se que a

influencia do fator sacarose em alta concentragidc, foi mais decisivo que
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o fator fotoperiodo, no desencadeamento da formacéo de bulbos, Fig.s Z4A
e 24B. De fato, nos ensaios preliminares com meio MSC 37 de sacarose e
condicdes de laboratério, a formagio de bulbos foi considerada baixa e

demorada.

Como © enraizamento foi maior no tratamento da sacarose 6%,
segue-se, que isto favoreceu, um maior desenvolvimento da massa foliar,
como de fato aconteceu, e portanto também, uma maior mobilizagio de
fotoassimilados, incluindo possivelmente ofs) fator{es) do mecanismo de
bulbificagdo, ja que este fendbmeno, como ¢ fotoperiodismo e natureza

indutiva {(Vince-Prue, 1975).

Com relacio ao segundo experimento, MSC 6,0% com e sem auxina,
uma superioridade do tratamento com AIB foi constatada, Fig.s 34C e 34D,
Quadro 18. £ possivel que este tenha acontecido em fungdo de um efeito
paralelo a alta concentragdo de sacarose, por exemplo, aumentando a
for¢a de dreno dos bulbilhos, porém, indiretamente através do etileno, ©
qual, ¢é conhecide pela reacgdo inibitéria do crescimento longitudinal e
de estimular o crescimento radial das células (Vince-Prue, 1975),
configurando desta forma, um maior enchimento dos bulbilhos, o qual,
explicaria o maior numero deles acima da média: 58% contra 427 do

tratamento sem auxina.

HI.6 Avaliagio do pH nos meios de calos fridveis

O pH inicial da maioria dos meios nutritivos é fixado entre
55 e 5,8 e fora destes limites é dificil encontrar outros valores
(Gamborg & Wetter, 1975). Mas, este pH inicial sofre variagBes por causa
da autoclavagem (tende a diminuir), e depois, pela acio do explante
{células ou tecidos). Levando em conta estes antecedentes, foi que se
procedeu a medir o pH dos meios dos calos friaveis, usados na obtengdo
das suspensdes celulares, para verificar o grau de afastamento em
relagio ao pH inicial, ap6s 2 meses, periodo este correspondente ao

periodc de repicagem dos frascoes.
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Conforme se pode apreciar nas Fig. 23 e 24, 25 e 26, a
distribuicdio dos calos de ambas cores em relagio ac pH tendeu a mostrar
uma distribuicdo caracteristica, sendo gque, a variagio se concentrou
maloritariamente na faixa de pH entre 4,0 ¢ 5,0 e ;150 entre 5,0 e 6,0,
assemelhando-se ac padrio de variagdo de pH das culturas em meio liquido

ja discutidas anteriormente.

Dos antecedentes expostos fica claro, que em Chonan, a
variagio do pH do meio foi um fenémeno comum, embora esta variagdo, nos
meios solidos pode ser contornada com o uso de gelrite em lugar de
outros tipos de agars (Williams et al.,, 1990}, e, nos meios liquidos,
através de uso de altas concentragbes de tampdo (0,1 M), porém, sem
clara vantagem para os resultados em termos de crescimento dos calos €

diferenciagio (Banthorpe & Brown, 1990).

Com relacio aos calos amarelos e bege, embora ndo fossem
feitas comparagbes quantitativas com respeito a seu crescimento
(exemplo: matéria seca), a observagdo peritdica de ambos grupos, revelou
um bom crescimento, pois a partir de um indculo de 15 mm de diametro,
aproximadamente, por volta dos 60 dias apresentaram tamanhos gque
flutuaram entre 25 e 30 mm de diametro, quer dizer, apesar de que 0s
calos amarelos apresentaram um maior nimero de casos com pH perto do
inicial, em relacio aos bege, Fig. 23 e 25, Fig. 24 e 26, isso ndo se
reverteu, aparentemente, numa maior performance de crescimento. Com
aquele aumento de massa, foi de supor que o substrato {meio MSF) devia
ter fornecido os elementos nutricionais correspondentes, numa interagao
célula-meio, cujo balanco final, ap6s os 60 dias terminou com © pH
apresentado nas figuras j& mencionadas, sendo que, na faixa de pH entre
4,0 e 5,2 a solubilidade tanto de macro como de micronutrientes em geral
é compativel ainda com a solubilidade destes elementos {Sutcliffe &
Backer, 1974), portanto, disponivel para sua absorgdo. Os resultados da

presente avaliag@o, s@c concordantes com este ponto de vista.
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Com relacdo as diferengas de coloragdo, estas refletiram
provavelmente, e existéncia de duas linhas de calos, porque em geral os
calos bege, foram muito mais friaveis e menos modulares que os amarelos,
ou bem, refletiram simplesmente, um problema de envelhecimento, mas néo,
de senectude ja& que, eles forneceram também, boas suspensfes celulares,

contudo, a eficiéncia de ambos tipos de calos ndo foi avaliada.

De acordo com Narayanaswamy, (1977}, a pigmentagio de um calo
pode ser influida por varios fatores entre eles: presenga de amido
soluvel, deficiéncia de nitrogénio, temperatura, luz e auxina exdgena.
No caso presente, j4 foi mencionado que a presenca de 2,4-D tornou estes
calos sem clorofila, entretanto, a raz8o especifica pelas gquais uns

ficaram mais claros que os outros, sic ignoradas.

I111.7 Contaminacio bacteriana

Em alguns casos, a contaminagdo bacteriana pode ser endogena €
por isso mesmo, dificil de erradicar, porgue um tratamento com um
antibiético especifico, podera ndo resolver ¢ problema em consequencia
da contaminacdo envolver véarios tipos de bacterias, ou porque, &
aplicagdo em altas doses destes quimioterapicos, poderia matar as
bactérias, mas, existe o risco de produzir outros efeitos, como ser, a
inibicBo de sintese de clorofila quando incluidos permanentemente no

meio {Butenko, 1968a).

Por outro lado, a contaminagio também pode ser decorrente de
uma esterilizaclio externa deficiente do explante ou, do manuseio
periédico da cultura de forma inadequada em alguns dos passos das

inameras subculturas {Falkiner, 19890j.

De acordo com Leifert & Waiter, (1990}, a contaminagéo
bacteriana é a mais séria de todas e, segundo 05 mesmos autores varios
géneros tem sido identificados contaminando as culturas "in vitro",

enire eles: Agrobacterium, Bacillus, Corynebacterium, Erwinia,
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Pseudomonas, Micrococus, Staphylococus e Xanthomohas.

No caso do presente protocolo, a contaminagdo foi frequente,
no comego, porém, esporadica depois, por isso, foi concluido que esta
contaminaciio foi decorrente do manuseio peri6édico dos frascos, e ndo de
origem endbgena dos calos, do contrario, a contaminagéo teria sido

permanente e inviabilizado os trabalhos.

Como j& mencionado no item 1.6 resultados, as bactéria
contaminantes foram identificados como Gram+ pertencendo ao género
Bacillus. Este tipo de bactéria, caracteriza-se por formar esporos
{(Davis & Dulbecco, 1979), as quais, levadas pelo ar penetram qualquer
espaco, inclusive, o da camara de fluxo lamimar e s@o de tal natureza,
que inclusive, podem suportar a temperatu de 120°C até por 20 minutos,
tal é o casc de Bacillus cerense e B. circulan (Leifert & Waiter ,
1990), pelo que, cuidados com relagio a lavagens dos frascos,
esterilizagio do material e vedagiio da entrada dos frascos antes ¢
depois de receber o meio, devem ser permanentes. Foi por este caminho,
que no presente caso a contaminagio foi reduzida, ou seja, extremando as

precaucbes de trabalho.
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CONCLUSOES

.- A presenca de 2,4-D, (1,0 mg/l), foi fundamental no meio
MS modificado, MSF, para a transformagfio de calos clorofilaceos

compactos em aclorofilaceos friaveis.

2.~ Para o estabelecimento e manutengdo de uma cultura
primaria em meio liquido, foi verificado que o meio’ M3 modificado, BC,
suplementado com 2,4-D/BAP, 0,5/0,5 mg/! respectivamente, proporcionou
survas tipicas de crescimento, com aproximadamente 5 semanas de duragio,
snde foi possivel identificar uma fase ascendente, exponencial, e uma

estaciondria.

3.— O monitoramento do crescimento da Populagio celular,
através da medida do sedimento celular com régua comum, demonstrou ser
um procedimento pratico e facil, para se estudar o efeito de fatores

nutricionais, hormonais ou de outra ordem.

4.- Através do meio BC, fatores tais como: rifaldin, sacarose
nds PA e MES, nas concentragbes testadas, n#o exerceram efeitos
inibitérios sobre o crescimento final das respectivas populagbes

celulares.

5.- Com respeito as fontes de nitrogénio testadas, tendo como
base o meio BC, foi verificado que a combinagdo dos seguintes
componentes: L-glutamina, (146,00 mg/l), KNO3 (1900,00 mg/1), I\II~!4NO3
(550,00 mg/l), foi superior a cada uma destas fontes isoladas e também,
a combinagfio KNO_+ NH NO_ (1900,00 mg/l + 1650,00 mg/1).

6.- Em relacdo ao plaqueamento, foi constatado que o meio MS
modificado, MSP, na combinacio hormonal ANA/BAP, 1,0 mg/i e 0,5 mg/1
respectivamente, apresentou um efeite superior e mais regular que a

combinacio ANA/KIN ou ANA/2iP, sobre a indugio de microcalos.
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7.~ O expediente de colocar uma camada de papel fiitro, sobre
as placas de Petri contendo meic MSP, foi um bom procedimento para

promover a indugdo de microcalos, a partir de um inéculo celular.

s LA

8.- Para a inoculagiio das células nas placas de Petri,cos
procedimentos foram testados: um via seringa, e outro, via "mistura de
volume”, sendo que, visando regeneragio, o primeiro foi considerado

melhor, porque forneceu calos superficiais mais numerosos e maiores.

9.~ Quanto a regeneracio, foi verificado que a adenina no meio
MS modificado MSR'—l, em doses crescentes de 10,0 mg/l ¢ 20,0 mg/l aos 30
e 60 dias, estimulou a brotagdo de calos oriundos dos plaqueamentos. De
outro lade, o efeito do AgN03 sobre a regeneragdo de calos friaveis, nas

concentractes testadas, ol comsiderado pouce eficaz.

10.- No tocante ao crescimento das brotagbes, fol constatado
que o meio basico MSR~-1 contendo maizena (7,0%) ou sacarose ndo PA 6,0%,

foi superior ao meio basico MSR~-1, contendo apenas sacarose ndo PA 3,07.

11.- Para o crescimento e manutengio de plantulas isoladas
{(provenientes de brotagBes em meio basico MSR-1} o meio MS modificado,
MSC , permitiu um bom desenvolvimento dos mesmos, mas, sem favorecer a

bulbificacédo.

12.- A bulbificaciio foi melhor estimulada, quando meio MSC,
além de sacarose ndo PA 6,0%, foi suplementado, transitoriamente, com

AlB 3,07 mg/l.

13.- A contaminacic bacteriana foi mais dificil de controlar
do que a fungica. Esse controle porém, péde ser feito sem antibiético,
apenas intensificando os cuidados de manipulagdo em c&mara de fluxo

iaminar.
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RESUMO

0 alho (Alliurm sativun L.} é uma hortaliga que se propaga
unica e exclusivamente pela via vegetativa, portanto, ¢é dificil de
estabelecer um programa de melhoramento, no sentido classico, que
implique recombinagfio génica a nivel mei6tico. Por isso, nesta espécie a
cultura de tecido tem sido enxergada como uma alternativa viavel para
induzir e detectar 'var‘iag‘c“)es e/ou mutacdes. Dentro da cultura de
tecidos, a suspensdo celular e a cultura de protoplastos, podem ser bons
sistemas para este tipo de trabalho. Entretanto, em alho ndo existe uma
metodologia pronta que envolva regeneragio de plantas a partir de
~élulas em suspensdo ou protoplastos. Por considerar que a suspenséo
celular como técnica, é mais abrangente e versatil que a cultura de
protoplastos, foi objetivo do trabalho estabelecer um protocolo de
suspensdc  celular gque  incluisse: cbtenqé’io de calos T r'iaveism,
estabelecimente de células em meio liquidom, inducio de calos por

plagueamento (3}, regeneracdo de plantas(“ e bulbif ir:a.c;a”zo(63

() - Com relagio & obtenclo de calos friaveis, estes foram
conseguidos a partir de calos Chonan envelhecidos e compactos, usando
meio MS modificado, aqui identificado por MSF, e cuja composigio foi:
sais: MS. Vitaminas (1,0 mg/l): pantotenato de Ca; piridoxina. HCI,
tiamina HClI e 4cido nicotinico. Orginicos (mg/l): inositol 100,00;
caseina hidrolisada 250,00 e sacarose nio PA 30.000,00,3gar Cialga
7.500,00. Horménio: 2,4~D 1,0 mg/l.

tzz - Para o estabelecimento da suspensdo celular, foi usado o
meio BC, o qual, foi uma modificacio do meioc MS e cuja composicdo foi:
sais: MS, porém, NH4N63f3 e Fe-EDTA/2. Vitaminas: as mesmas do MSF,
porém, 3,0 mg/l. Orginicos (mg/l): inositol 100,00, sacarose PA
20.000,00, L-glutamina 146,00. Horménios: 2,4-D e BAP 0,5 mg/l
respectivamente, sendo que, estes mais a L-glutamina e vitaminas foram
ultrafiltradas por membrana de acetato de celulose 0,22 um de diametro

de poro.
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A determinagiio da curva de crescimento da populagéo celular,
foi feita medindo-se externamente, com régua comum, o didmetro do
gedimento interno da populagio. Este procedimento inéditc na literatura,
proporcionou curvas de crescimento gimilares as encontradas nas
referéncias consultadas, embora, estas tenham sido realizadas a partir

de matéria seca, fresca, ou através de contagem celular.

A combinagdo de hormoénios do meio BC, fol selecionada a partir
de varias combinagtes de 2,4-D/BAP, nas quais foi constatado que:
0,0/0,5, 0,5/0,5 e 1,0/0,5 mg/sl, proporcionaram curvas de crescimento
muito similares, estimulando o crescimento da populagdo celular sobre os
outros tratamentos. Mas, foi selecionada a segunda combinagdo, como
formando parte permanente no meio BC, em razdo da menor concentiragao de

ambos fitorménios.

Dos diferentes fatores n3o hormonais incluidos no meio BC,
visando avaliar sua influéncia no crescimento da populaglo celular, foi
verificado que rifaldin, sacarose ndc PA e MES, nas concentragtes
testadas, nfo produziram efeitos inibitérios. Entretanto se possivel,
deve-se evitar ¢ uso dos dois primeiros, enquanto que o terceiro, pode

ser usado numa concentragdo de 1,0 g/l

No tocante as diferentes fontes de nitrogéncio testados,
resultantes do desdobramento destas do meic BC, isto & L—glutam_ina,
KNOB, NH4N03, KN03+ NH‘;NC)3 e controle (BC) foi constatado que as trés
primeiras, atuando isoladamente, tiveram um efeito menor que as duas
Gltimas, porém o controle, teve um efeitc mais estimulante que a

peniltima.

Com respeito & renovagio do meio, foi renovado parcialmente
duas vezes por semana, sendo que, em cada renovagdo, 40% do mesmo, foi
substituido por meio fresco. Em geral, cada tratamento fol iniciado por
10 ml de suspensiic celular, aproximadamente 36 mg de matéria seca,

sendo que, os erlenmeyers de 250 ml com 50 ml de meio BC, foram mantidos
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em agitagdo mecanica, 120 rpm, sem luz e temperatura de 26 % 2°C.

(3 - No que diz respeito ao plaqueamento, foi estabelecido o
meio MSP, meio MS modificado, cuja composi¢8o foi: sais: MS. Vitaminas:
BC, porém, autoclavadas. Organicos (mg/l): inositol 100,00; sacarose PA
20.000,00, caseina hidrolisada 500,00 e Difco-agar 5.600,00. Hormonios
{mg/1): ANA 1,0 e BAP 0,5 respectivamente.

As células foram inoculadas via seringa ou "mistura” de
volumes { x ml de meio morno com agar + y ml de suspensdo celular}. No
primeiro caso, 2,0 ml de suspensdo foram aplicadas sobre o meio MSP ja
solidificado, enquanto que, no segundo procedimento 100 ou 80 ml de
meio, antes de ser vertidos nas placas, foram misturados com 20 ml de
suspensdo. A contagem de microcalos, aos 45 dias, foi, quando possivel,
considerando o namero deles por em® em cada um dos quadrantes das
placas. Esta metodologia de contagem, também é inédita na literatura, e
ajusta-se melhor no caso de aplicar mistura de volumes, porque o0s
microcalos ficam melhor distribuidos nas placas, sf@c mais pequenos € na
sua grande malioria, imersos nc &4gar, isto é, exatamente © contrario do
outro procedimento que forneceu microcalos de maior tamanho,
superficiais e em maior namero, embora, esias caracteristicas por um
lado dificultaram a contagem, mas, por outro, facilitaram o isolamento
das colonias para seu crescimento e regeneragio, com base neste fato,

verifica-se que o método de inoculagio por seringa, € mais recomendavel.

Por outro lado, e com relagio aos microcalos imersos, foi
verificado que sua reaglio, aos 45 dias, fremte ac azul de tripano foi

positiva, quer dizer,mantiveram alta viabilidade.

Das diferentes combinacbes testadas de ANA/BAP, foi escolhida
a de 1,0 mg/l e 0,5 mg/l de ANA e BAP respectivamente, pelo fato de ter

apresentado uma resposta mais regular nas placas.
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Da competicio do BAP com KIN e 2iP, na combinagdo
ANA/citocinina 1L,0/0,5 mg/l, autoclavadas ou  ultrafiltradas, a
combinacio ANA/BAP, foi a que forneceu sempre, uma maior e mais regular

resposta.

Em relacdo aos outros fatores testados, como: tamanho da placa
e inoculagio superficial sobre o meio solidificado com &gar. Foi
verificado que ambos tamanhos (10 mm x 100 mm e 8 mm x 50 mm)
proporcionaram um alto ndmero de microcalos, porém, nas maiores, 0S
calos foram mais desenvolvidos, sendo assim, es‘te~ tipo de placa foi
considerado mais vantajoso. Com respeito & inoculagdo superficial, ndo
foi considerada apropriada, pelo baixo numero de micz‘ocal(:as/cm2 que

forneceu.

Visando a regeneracdo os microcalos foram primeiramente
estimulados a crescer através do meio MSR~1, MS modificado, cuja
composicdo foi: sais: MS. Vitaminas: BC, porém, 1,0 mg/l Orgéanicos:

MSP, porém com sacarose ndo PA e agar Cialga.

¢ - Para induzir regeneragdo os calos foram colocados em
meio MSR-1 com 10 e 20 mg/l de adenina, aos 30 e 60 dias
respectivamente, ap6és o qual, voltaram ao MSR-1. Curtas, finas, verdes e

enoveladas brotaches comegaram a surgir dos calos.

Visando estimular o crescimento destas brotagbes, os calos
foram transferidos para MSR-l com maizena (amido de milho, 7%7),
efetivamente houve crescimento, mas este, também foi favorecido com
MSR-1, 3% e 6% de sacarose niio PA, sendo que, para o crescimento isolado

das plantulas, MSR-1 6%, fol usade rotineramente.

Paralelamente a estes experimentos, a inducdo de brotagles de
calos fridveis envelhecidos foi testada com AgNO:3 e adenina. De fato,
foi constatada regeneracic em alguns tratamentos, mas, néo no controle,
onde nio esteve presente este fon. Embora, tenha-se inferido o

envolvimento de etileno, houve brotagbes, mas estas, foram esparsas €
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ndc corresponderam as expectativas levantadas em fung@o da literatura
consultada. Por outro lado, ndio foi observado um efeito toxico nos

calos.

() - Com respeito a bulbificac8o, esta fol induzide a partir
de plantas com uma altura de 10 a I5 cm de comprimento e meio MSC, o
qual consistiu de: sais: MS, porém, macros/2 mais 170 mg/]1 de KH2P04 €
Fe-EDTA/2. Vitaminas: ausentes. Organicos (g/l): sacarose nZo PA 60,0 e
agar Cialga 5,6. Horménios: ausentes. Foi observada n#o apenas
bulbificacéio, como também aumento da massa foliar e enraizamento, mas, a
bulbificagdio foi mais ostensiva ainda, quando as plantas foram
inicialmente colocadas em meio MSC 6% de sacarose € 3,0 mg/] de AIB por

30 dias, ap6s o qual as plantas, voltaram para MSC 6%.

Através do tempo, foi observade um crescimento da massa foliar
e os bulbos induzidos, coletados, secos a temperatura ambiente e
guardados em saquinhos de papel em espera de melhor época de plantio.
Com base neste procedimento de bulbificagio, foi inferido que o
fotoperiodo de 16 h luz, nfdo foi tdo critico quanto a alta concentracio

de sacarose em presencga de AlB.

Finalmente as contaminacbes, especialmente a  bacteriana,
dificultaram no comeco, © progresso dos trabalhos, mas, estas foram
contornadas intensificando as medidas de precaugdo de assepsia na camara

de fluxo laminar.
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REGENERATION FROM CELL SUSPENSION
CULTURES OF GARLIC {ALLIUM SATIVUM L.)

ABSTRACT

Garlic (Allium sativum L.} is a vegetable that is propogated
exclusively by vegetative means and it is difficult therefore, to
establish a classical breeding programme with genetic recombination
through meiotic processes. Hence, in this specie, tissue culture is
viewed as a viable alternative to induce and detect variability and/or
mutations. Among the tissue culture techniques available, cell
suspension and protoplast culture appear to be good systems for this
kind of study. However, for garlic, no adequate methology exists for

plant regeneration from cell suspension or protoplast culture.

Considering that cell suspension is more versatilé than the
protoplast technique, the main objective of this research was to
establish a «cell suspension protocol that includes: production of
friable calli {1}, establish «c¢ells in liquid culture (2), callus

induction by plating (3), plant regeneration (4) and bulb formation (5).

L With regard to friable calli production, these were obtained from
aged and compact cv. Chonan callus, using a MS modified medium
denominated MSF and whose composition was: salts: MS; vitamins (1.0
mg/l}: calcium pantothenate, pyridoxine- HCL, thiamine- HCL and
nicotinic acid; organic (mg/l): inositol 100.00, casein hydrolysate

250.00, sucrose non-PA 30.000,00, hormones: 2,4-D 1,0 mg/lL

2. BC basal medium was used to establish the cell suspension cultures.
This was a medification of the MS medium, whose composition was: salts:
MS, except NH‘;NG:?/:? and FE-EDTA/2; vitamins: as in MSF, but at 3.0 mg/L;
organics (mg/l): inositol 100.00, sucrose P.A. 20.000,00, L~glutamine
146.00; hormones: 2,4~D and BAP 0.5 mg/l respectively. The hormones,
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L-glutamine and vitamins were sterilfiltered through a cellulose acetate

membrane with 0.22 um pore size.

Determination of the growth curve of the cell population was
made by measuring externally, with a ruler, the diameter of the cell
population sediment inside the erlenmeyer flask. This new method
produced growth curves very similar to those found in the literature

based on dry weight, fresh weight or cell counts.

The combinations of hormones in the BC basal medium, were
selected from several combinations of 2,4-D/BAP of which 0.0/0.5,
0.5/0.5 and 1.0/0.5 mg/l produced very similar growth curves,
stimulating the growth of the cell populations more than any other
treatment. The second combination was adapted as the standard hormone
combination for the BC basal medium since it represents the lowest

concentration of bath plant growth regulators.

With regard to other non-hormonal factors included in the BC
basal medium, it was noted that rifaldin, non-PA sucrose and MES, at the
concentrations tested, did not produce inhibitory effects. However, if
possible, the use pf the first and second compounds should be avoided,

while the third can be used at a concentration of 1.0 mg/l

With regard to the different nitrogen sources tested along
with the BC basal medium, that Iis: L-glutamine, KNOS, NH4N03,
KN03+NH4N03 and control (BC), it was observed that the first three, as
sole sources, had a smaller effect than the last two sources, but the

control had a greater stimulating effect than the penultimate source.

The medium was partialy renewed twice a week whereby 407% of

the medium was replaced by fresh medium.
In general, each treatment was initiated with 10 ml of cell

suspension, containing approximately 36 mg dry weight, and the 250 ml!

erlenmeyer flasks containing 50 ml of BC medium were maintained on a
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rotary shaker at 120 rpm at a temperature of 2612°C and without light.

3. For plating, a modified MS medium, MSP, was established whose
composition was: salts: MS; vitamins: as BC, but autoclaved; organics
(mg/1): inositol 100.00, sucrose PA 20.000,00, casein hydrolysate 500.00
and difco-agar 5.600,00; hormones (mg/l): NAA 1.0 and BAP 0.5

respectively.

The cells were inoculated by a syringe or by mixing { x ml of

warm-agar + y ml of cell suspension].

In the first case, 2.0 ml of suspension culture was runned
over MSP solidified medium while, in the second procedure, 100 or 80 ml
of medium, before being poured onto the petri dish, was mixed with 20 ml
of cell suspension. Microcalli were counted after 45 days, when
possible, by considering the number per cm” in each quadrant of the
petri dish. This method of counting is also new and.more appropiate for
the technique of mixing cells with medium where the calli are smaller

and mostly distributed at the bottom of the petri dishes.

On the other hand, the syringe technique produced larger and
more numerous calli distributed at the surface. This characteristic made
counting more difficult but was the prefered technique because of the

need to isolate the colonies for growth and regeneration studies.

On the other hand, submerged cell colonies at 45 days gave a
positive reaction with trypan ©blue (unstained) indicating high

viability.

Among different combinations of ANA/BAP tested, concentrations
of 1.0 mg/l and 0.5 mg/! respectively were chosen for routine work,

since these presented a better and more regular response.

With regard to BAP competition with KIN and 2iP autoclaved or
ultrafiltered mixtures of NAA/cytokinin at 1.0/0.5 mg/l, NAA/BAP always

150



gave a greater and more regular response.

With regard to other factor tested such as dish size and
superficial  inoculation on agar-solidified medium, the following
conclusions were rearched both (10 mm x 100 mm and. 18 mm x 50 mm) of
petri dish provided large numbers of microcalli, but, with the
largerpedri dishes the «calli were more developed and thus were

considered better.

Inoculation on agar medium did not appear to be appropriate,

because of the small number of microcaili/cm2 that it produced.

For plant regeneration from microcalli, growth was first
stimulated using MSR-1 medium, MS$S modified as follows: salts: MS,
vitamins: BC, except at, 1.0 mg/l; organics: MSP, but with non- PA

sucrose and unpurified agar.

4. In order to induce plant regeneration from microcalli, these were
transfered onto MSR-1 with 10 and 20 mg/l of adenine, at 30 and 60 days
respectively and afterwards returned to MSR-1. Short, fine, green, curly

shoots began to emerge from the calli.

In order to stimulate shoot growth, the microcalli were
transferied to MSR-1 with "maizena" (7% commercial corn starch). Growth
occurred but this was also favored by MSR-1 with 3% and 6% of sucrose
{non-PA). MSR-1 with sucrose et 6% was used routinely for the growth

of plantlets.

Parallel to these experiments, shoot induction from friable
aged calli was tested with &gNO3 plus adenine. Shoot regeneration was
found in some treatments but not in the controls, where Ag was not
present. Although the data pointed to ethylene involvement the effect

was not consistent.

5.  Bulbformation was induced in 10 to 15 cm young plants with MSC
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medium, whose composition was: salts: MS except macronutrients/2 plus
170 mg/t of KHPO  and Fe-EDTA/2; vitamins: absent; organics (g/1):

sucrose (non-PA) 60.00 and unpurified agar 5.6; hormones: absent.

Not only was bulbiformation observed but increases in leaf
mass and rooting were also found. Bulbiformation was even more intense
when the plantlets were first placed for 30 days in MSC medium with 6%

of sucrose {non-PA)} and then returned to MSC 6% sucrose only.

After some time, drying of the shoot mass was observed and the
induced bulbs were harvested, dried at room temperature and stored in

paper bags until the growing season.

The results of the bulbf ormation experiments suggest that, the
16 h photoperiod was not as important as a high sucrose concentration in

the presence of AIB.
Finaily, bacterial contamination was more difficult to avoid

than fungal and while this was a problem initially, it could be avoided

by more careful asseptic procedures in the laminar flow hood.
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APENDICE I

Dados das médias de 1rés diametros do sedimento
{mm),sob efeito de diferentes
0,0/0,5 e 0,5/0,0 com uma observagio semanal e quatr

QUADRO 1

doses

de

2,4-D/BAP

{mg 1}

celular,
0,0/0,0,

o repetigbes por

dose.
5. 4-D 0.0 0,5
BAP 0,0 0.5 0.0 ] TOTAIS
Semanas

T.67 12,00 9,67 8,67
0 8,33 12,00 9,67 9,00
{inicio) 8,67 10,00 9,33 8,67
8,33 12,00 8,67 11,00

Total © 33,00 46,00 37,34 37,34 153,68
11,67 18,00 20,00 71,33
1? 14,67 15,00 19,67 24,33
15,00 16,67 20,33 24,67
14,00 15,00 19,00 22,00

Total 1° 55,34 64,67 79,00 92,33 291,34
24,67 22.00 25,00 34,00
2° 25,33 20,00 30,00 35,00
27,67 20,00 25,00 37,00
27,67 20,00 28,00 34,67

Total 2° 105,34 82,00 | 108,00 | 141,00 436,34
26,00 25,00 25,00 38,33
3® 26,00 25,00 30,00, 36,33
26,00 30,00 25,00 42,00
27,67 28,00 28,00 36,67

Total 3° 105,67 108,00 | 108,00 | 153,33 475,00
26,00 372,00 25,00 37,33
4° : 26,00 35,00 28,00 38,67
25,67 40,00 25,00 39,33
28,00 31,67 30,00 38,67

Total 4° 105,67 138,67 | 108,00 | 154,00 506,34
26,00 32,00 35,00 38,00
5° 26,00 35,00 28,00 38,33
25,67 39,67 25,00 39,67
28,00 35,67 30,00 38,00

Total 5° 105,67 142,34 | 108,00 | 154,00 510,01

TOTAL GERAL 510,69 | 581,68 | 548,34 | 732,00 |2.372,71
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QUADRO 2

ANALISE DE VARIANCIA 1

Entre doses de 2,4D/BAFP dentro de semanas.

Causas de variagdo G.L SQ oM ~ F
Semanas 5 £.419,5253 1.283,9051 30,674 **
2,4-D 1 368,0492 368,0492 8,793 *
BAP 1 675,4856 675,4856 16,138 *
Semana X 2,4-D 5 209,0403 41,8081 0,999 NS
Semana x BAP 5 332,1767 66,4353 1,587 Ns
2,4-D x BAP 1 132,2347 132,2344 3,159 s
Semanas x 2,4-D x BAP 5 209,2805 41,8561 12,317 **
Residuo 72 244,6770 3,3983 —
Total 95 8.590,4693 — e
 I—
S = 1,8 X = 247; Cv="T467%
** = signifacativo 1%
* = gignificativoe 5%
QUADRO 3
ANALISE DE VARIANCIA II, POR SEMANA
Semana (0) Inicio
Causas de variacéo G.L. SQ oM F
2. 4-D (Doses) 1 1,1664 1, 1664 1,758 ns|
BAP (Doses) 1 10,5625 10, 5625 15,922 ¥
2,4~13 x BAP i 10,5625 10,5625 15,922 **
Residuo 12 7,9612 0, 6634 e
Total 15 30, 2526 —— —
CV = 8,48%
Semana (0) Inicio
Causas de variacgio G.L. 5Q=0QM F
Entre 2,4-D dentiro de BAPO,Q 1 22,3544 3,549 NS
tntre 2,4-D dentro de BAPO,S i §,3745 14,130 **
Total 2,4-D, BAP 2 11,7289 e
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Semana (0) Inicio

Causas de variagéo G.L. 5Q=0M F

Entre BAP dentro 2,4-D0,0 1 21,1250 31,844 **

Entre BAP dentro 2,4-DO,5 i 00,0000 0,000 N3

Tota! BAP, 2,4-D 2 21,1250 e
Semana 18
Causas de variagao G.L sSQ QoM F
2, 4-D (Doses) 1 164 ,6089 BR,210 **
BAP (Doses) 1 32,0922 17,197 **
2,4-D x BAP 1 1,0000 . (0,536 ns
Residuo 12 22,3929 1, 8661 —
Total 15 220,0940 — —_
cv = 7,507
Semana 12

Causas de variagéo G.L. QM F

Entre 2,4-D dentro BAPO,O 69,9744 | 37,498 ¥

Entre 2,4-D dentro BAPO,5 95,3745 | 51,248 *

Total 2,4-D x BAP + 2,4-D 2 165, 6 089 e

Semana 1%

Causas de variacgéo G.L. oM ¥

Entre BAP dentro 2,4-D0,0 ] 10, 8811 5,831 %
----- Fntre BAP dentro 2,4-DO0,5 22,2111 11,902 **

Total 2,4-D x BAP + BAF 2 33, 0922 —
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Semana 22
Causas de variagio G.L. SQ oM F
72 .4-D (Doses) 1 237, 6222 82,330 **
BAP (Doses) 1 5,8322 2,021 Ns
2,4-D x BAP 1 198, 3873 68,737 **
Residuo 12 34, 6345 2, 8862 —
Total 15 476,4762 — _
CV = 6,23%
Semana 22
Causas de variagéo G.L. oM F
Entre 2,4-D dentro BAPO,O 1 0, 8845 0,306 Ns
Entre 2,4-D dentro BAPO,5 435, 1250 14,942 **
Total 2,4~D x BAP + 2,4-D 2 436, 0086 e
Semana 22
Causas de variagéo G.L. QM F
Enire BAP dentro 2,4-D0,0} 1 68, 0945 | 23,593 **
Entre BAP dentro 2,4-DO0,5 1 136, 1250 47,164 **
Total 2,4-D x BAP + BAP 2 204, 2195 —
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Semana 32

Causas de variaglo G.L. SQ QM F
2,4-D (Doses) 1 141,9672 29,213 *¥
BAF (Doses) 1 141,9672 29,213 **
2, 4-D x BAP 1 115, 5625 23,780 **
Residuo 12 58,3161 4 , 8597 —
Total i5 457, 8131 — —
cV = 7,43%
Se:hana 32

Causas de variacéo G.L. QM F

Frnire 2.4-D dentro BAPO,07 1 0, 6786 0,140 ns

Entre 2,4-D dentro BAPO,S5 1 256, 8511 | 52,852 **

Total 2,4-D x BAP + 2,4-D| 2 257, 5297 —

Semana 3@
Causas de variagio G.L. QM F
Enire BAP dentro 2,4-DO0,01 1 0, 6786 0,140 ns
Entre BAP dentro 2,4-D0,5 1 256, 8511 52,853 **
Total 2,4-D x BAP + BAFP 2 400, 6250 —_
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Semana 42
Causas de variagdo G.L. SQ QM F
2,4~-D {Doses]) 1 19,4922 3,431 ns
BAP (Doses) 1 390, 0625 68,658 **
2,4-D x BAP 1 10, 5625 1,859 Ns
Residuo 12 68, 1740 5, 6812 —_
Total i5 488, 2912 - —
CV = 1,537%
Semana 4%
Causas de variagéo G.L. oM F
Entre 2,4-D dentro BAPO,0 1 0, 6786 0,119 ns
Fntre 2,4-D dentro BAPO,S 1 29,3761 5,171 *
Total 2,4-D x BAP + 2,4-D 2 30, 0547 _
Semana 42
Causas de variagéo G.L. QoM ~ F
Entre BAP dentro 2,4-DO0,0 1 136, 1250 | 23,961 **
Fnire BAP dentro 2,4-D0O,5 264,5000 46,557 **
Total 2,4-D x BAP + BAP 2 400,6250 —_—
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Semana 5%
Causas de variagio G.L. sQ QM ¥
2 .4-D (Doses) 1 12,2325 2,759 Ns
BAP (Doses) 1 427, 1456 96,352 **
Z,4-D x BAP 1 5, 4405 ' 1,227 Ns
Residuo 12 53,1984 4,4332 e
Total 15 498, 0170 e —
CV = 6,61%
Semana 52
Caugas de variagio G.L. QM F
Entre 2,4-D dentro BAPO,0 i 0, 6785 0,153 xs
Enire 2,4-D dentro BAPO,S 16,9945 3,833 Ns
Total 2,4-D % BAP + 2,4-D 2 17,6730 —
Semana 52
Causas de variagéo G.L. oM F
Entre BAP deniro 2,4-D0,0] 1 168, 0861 | 37,915 **
Fntire BAP dentro 2,4-DO0,5 1 264, 5000 | 59,663 **
Total 2,4-D x BAP + BAP 2 432, 5861 —_—
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APENDICE II

QUADRO 1

Dados das médias de trés diametros do sedimento
(mm),sob efeito de diferentes

doses

de 2,4-D/BAP

{mg/1):

1.0/0.5 e 2.0/0.5 com uma observagdo semanal € quatro repetigGes por
dose.
2. 4-D
0,5 1,0 2,0 TOTAIS
Semanas
8.67 10,33 8,33
0 9,00 10,67 8,67
{Inicio) 8,67 11,67 10,00
11,00 9,67 9,67
Total O 37,34 42,34 36,67 116,35
21,33 i8,67 15,33
1? 24,33 18,67 16,00
24,67 18,00 17,67
22,00 21,00 18,67
Total 1° 92,33 76,34 67,67 236,34
34,00 31,67 25,33
2° 35,00 32,33 27,33
37,33 30,67 26,00
24,67 33,67 26,33
Total 2° 131,00 | 128,34 | 104,99 364,33
28,33 36,00 78,67
3° 36,33 35,33 30,67
42,00 35,00 30,00
36,67 35,33 28,00
Total 3% 143,33 | 141,66 | 117,34 402,33
27.33 36,00 29,33
4° 28,67 | 35,33 | 29,67
39,33 35,00 29,67
38,67 35,00 | 29,67
Total 4° 134,00 | 141,33 | 118,34 393,67
28,00 36,00 29,33
5% 38,33 | .35,00 29,67
39,67 35,00 29,67
38,00 35,33 29,67
Total 5° 144,00 | 141,33 | 118,34 403,67
TOTAL GERAL - 682,00 | 671,34 | 563,35 | 1.916,69
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QUADRO 2
ANALISE DE VARIANCIA 1

Doses de 2,4-D/7BAP x semanas

Causas de variag8o G.L. SQ oM ¥
Semanas 5 5.803, 4840 1.160, 6968 {142,877 **
Doses 2 359, 0736 179, 5368 | 22,097 **
Semanas x Doses 10 100, 6531 10, 0653 1,239 ns
Residuo 54 438, 7466 8, 1249 —
Total 71 6.701,9573 e e

OMR = 8,12; S = 2,850 X = 26,62; CV =10,71%

QUADRO 3
‘ ANALISE DE VARIANCIA IL

Entre doses de 2,4-D/BAP dentro de semanas.

Causas de variacéo G.L SQ oM F

Entre doses dentro semana 0 2 4,7998 2 ,3999 0,295 ns
‘Entre doses dentro semana 1 2 78,2471 39,1235 4,815 ¥
Entre doses dentro semana 2 2 162, 4015 | 51,2007 6,302 **
Brtre doses dentro semana 3 2 105,8109 | 52,9085 6,512 **
Entre doses dentro semana 4 2 68, 9587 34,4793 4,244 *
Entre doses dentro semana 5 2 99,5087 49,7543 6,124 **
Total Semana x Dose + Doses| 12 459,7267 ’

OMR = 8,1249; S = #2,8504 X = 26,6207; CV = 10,71%
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QUADRO 4.

Contraste de médias: entre doses 2,4-D/BAP dentro de semanas.

Doses
0,5/0,5 1,0/0,5 2,0/0,5

Semanas |

] 9,33 a 10,59 a 9,17 a

1 23,08 a 19,09 b 16,92 b

2 32,75 a 32,09 a 26,25 b

3 35,83 a 35,41 a 29,33 b

4 35,33 a 35,33 a 29,59 b

5 36,00 a 35,33 a 29,59 b

DMS = 3,77

Na horizontal as médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
entre si, pelo teste de Tuckey a 5%.

QUADRO 5.

Controle de médias: entre semanas dentre de doses 2,4-D/BAP.

Doses
0,570,5 1,070,5 2,0/0,5
Semanas
0 9,33 a 10,59 a 9,17 a
1 23,08 b 19,09 b 16,92 b
2 32,75 c 32,09 c 26,25 c
3 35,83 c 35,41 c 29,33 c
4 35,33 c 35,33 c 29,59 c
5 36,00 c 35,33 c 29,59 c
DMS = 6.77

Na vertical as médias seguidas da mesma letra, ndo diferem
entire si, pelo teste de Tuckey a 5%.
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APENDICE I

QUADRO 1

Dados das médias de trés diémetros do sedimento celular, (mm),
sob efeito de diferentes doses de MES (mg/1): 0,0, 0,5, e 1,0 com uma
observacio semanal e quatro repetigbes por dose.

MES
0,0 0,5 1,0 TOTAIS
Semanas
9,33 9,67 9,67
0 9,33 9,33 9,33
{(Inicio) 10,00 9,00 10,00
9,00 9,00 9,67
Total O 37,66 37,00 38,67 113,33
10,67 12,00 14,00
1 10,33 12,00 12,67
10,33 12,00 16,00
11,00 11,33 15,00
Total 1° 42,33 47,33 57,67 147,33
19,33 28,33 30,00
2° 27,67 27,67 26,67
29,67 23,33 30,00
25,00 24,33 29,00
Total 2° 101,67 | 103,66 | 115,67 321,00
76,33 35,00 40,00
3 34,67 35,00 35,00
35,00 30,67 40,00
32,00 33,67 38,33
Total 3° | 128,00 | 134,34 | 153,33 415,67
35,33 42,671 40,00
4° 39,67 40,00 40,00
39,33 39,00 45,00
37,33 43,00 40,00
Total 4° 151,66 | 164,67 | 165,00 481,33
35,00 14,33 40,00
52 39,67 40,00 40,00
40,00 40,00 45,00
37,33 40,33 |. 42,33
Total 5° 152,00 | 164,66 | 167,33 483,99
TOTAL GERAL 613,32 | 651,66 | 697,67 | 1.962,65
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QUADRO 2
ANALISE DE VARIANCIA 1

Doses de MES vs semanas

Causa de variacgéo GL F
Doses 2‘ 2,69 NS
Semanas 5 109,67 **
Doses X semanas 10 0,48 NS
Residuo 54

Total 71 —_

SQR = 20,40 S = 4,52 X = 21,25 CV = 16,58%

QUADRO 3
ANALISE DE VARIANCIA 1I

Entre doses de MES dentro de semanas.

Causa de variagdo GL ¥

Doses dentro da semana O 2 0,00 us
Doses dentro da semana 1 2 0,75 Ns
Doses dentro da semana 2 2 0,70 ns
Doses dentro da semana 3 2 2,13 Ns
Doses dentro da semana 4 2 Q0,71 Ns
Doses dentro da semana 5 2 0,81 ns
Total doses + doses X semana | 12 —

QMR = 20,40
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APENDICE IV

QUADRO 1

Dados das médias de trés diametros do sedimento celular, (mm),
sob efeito de diferentes doses de rifaldin {(mg/1): 0,0, 50, e 10,0 e
20,0 com uma observagao semanal e quatro repetigbes por dose.

Rifaldin
0,0 5.0 10,0 20,0 TOTAIS
Semanas
9,67 11,33 16,00 10,00
0 9,00 10,00 10,00 10,00
(inicio) 10,00 10,00 10,00 10,00
: 9,67 9,00 10,00 10,00
Total O 38,34 40,33 40,00 40,00 158,67
12,33 18,00 14,67 10,00
1? 11,33 15,00 14,33 10,00
12,00 13,67 14,67 10,00
13,00 10,67 14,67 10,00
Total 1° 48,66 57,34 58,34 40,00 204,34
21,00 29,33 28,00 20,00
2° 24,67 26,67 28,00 20,00
28,00 28,00 28,00 20,00
25,00 24,67 30,00 20,00
Total 2° 98,67 | 108,67 | 114,00 80,00 401,34
28,00 35,33 35,00 30,00
3? 31,67 30,00 35,00 35,00
35,00 30,00 30,33 30,00
, 32,00 30,00 31,00 30,00
Total 3° 126,67 | 125,33 | 131,33 125,00 508,33
38,33 40,00 40,00 35,00
4? 39,67 35,00 40,00 40,00
40,00 36,00 38,00 35,00
39,33 40,00 40,00 35,00
Total 4° 157,33 | 151,00 | 158,00 | 145,00 611,33
42,00 45,00 45,00 38,00
5 45,00 38,00 40,00 40,00
40,00 40,00 45,00 40,00
41,67 40,00 40,00 35,67
Total 5° 168,67 | 163,00 | 170,00 | 153,67 655,34
TOTAL GERAL 638,34 | 645,67 | 671,67 | 583,67 2.539,35
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QUADRO 2

ANALISE DE VARIANCIA 1

Doses de rifaldin vs semanas

Causa de variagdo | GL F

Doses 3 14,79 **

Semanas 5 697,20 *¥*

Doses X Semanas 15 2,22 *

Res fduo 72

Total 95 —

SQR = 3,85 S = 1,96 = 26,45 CV.= 1,4%

QUADRO 3

ANALISE DE VARIANCIA I

Entre doses de rifaldin dentro de semanas

Causa de variacgdo GL F
Doses dentro da semana 0 3 0,05 Ns
Poses dentro da semana 1 3 4,77 **
Doses dentro da semana 2 3 14,55 %
Doses dentro da semana 3 3 0,55 us
Doses dentro da semana 4 3 2,41 NS
Doses dentro da semana S 3 0,87 NS
Total doses + doses X semana i8 —
QMR = 3,85
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QUADRO 4
ANALISE DE VARIANCIA III

Entre semanas dentro de doses de rifaldin

Causa de variagio GL F

Semanas dentro de dose O 5 193,50 **
Semanas dentro de dose 5 5 159,91 **
Yemanas dentro de dose 10 5 180,69 **
Semanas dentre de dose 20 5 169,85 **

Total Semanas + doses X semanas 20 ——

QMR = 3,85

QUADRO 5

Contraste de médias: entre doses de rifaldin dentro de semanas.

Doses
0,0 5,0 10,00 20,00
Semanas
0 9,58 a 10,08 a 10,00 a 10,00 a
1 12,16 ab 14,33 b 14,58 b 10,00 a
2 24,67 b 27,17 be 28,50 [ 20,00 a
3 31,67 a 31,33 a 32,83 a 31,00 a
4 39,33 a 37,75 a 39,50 a 36,25 a
5 42,00 ab 40,75 ab 42,50 b 38,42 a
DMS = 3,65

Na horizontal as médias seguidas de mesma letra nfo diferem
entre si, pelo teste de Tuckey 5%.
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QUADRO 6

Contraste de médias: Entre semanas dentro de doses de rifaldin.

Doses
0,0 5,0 10,00 20,00
Semanas

0 9,58 10,08 |a 10,00 10,00 ja

1 12,16 14,33 b 14,58 10,00 Ja

2z 24,67 b 27,17 c 28,50 20,00 b

3 31,67 c 31,33 d 32,83 31,25 c
4 39,33 d 37,75 el 39,50 36,25 d
5 42,00 d 40,75 el 42,50 38,42 d

DMS = 4,06

Na vertical,

as médias seguidas de mesma letra ndo, diferem
entre si, pelo teste de Tuckey 5%.
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APENDICE V

QUADRO 1
Dados das médias de trés diametros do sedimento celular, {mm),
sob efeito de diferentes fontes de Sacarose: PA e nioc PA com uma
observacio semanal e quatro repeticbes por fonte.

Sacarose
PA ndo PA TOTAIS
Semanas
15,00 15,00
0 10,00 19,00
(inicio) 15,00 15,00
20,00 14,67
Total O 60,00 | 63,67 123,67
17,00 18,00
12 25,00 25,00
20,00 20, 00
20,00 20,00
Total 1° 82,00 83,00 165,00
25,00 22,00
2 38,00 40, 00
38,00 | 28,00
25,00 25,00
Total 2° 126,00 115, 00 241,00
35,00 78, 00
3° 42,00 45,00
45, 00 40,00
38,00 30, 00
Total 3° 160,00 143,00 | 303,00
30,00 30, 00
4® 50,00 45,00
50,00 50, 00
45,00 40,00
Total 4° 185,00 165, 00 350,00
45 00 35,00
52 50,00 45, 00
50,00 50, 00
50,00 42,00
Total 5° 195,00 172,00 367,00
40,00 35,00
6° 55,00 45,00
50,00 50, 00
50,00 42,00
Total 6° 195,00 172, 00 367,00
TOTAL GERAL 1.003,00 | 913,67 [1.916,67
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QUADRO 2

ANALISE DE VARIANCIA 1

Fonte de sacarose vs semanas

Causa de variag8o GL F

Fonte 1 4,29 *X
Semanas 6 37,33 **
Doses X semanas 6 0,47 NS
Residuo | 42

Total 55 —

OMR = 32,5 S =571 X =3440 CV=17,0%

QUADRO 3

ANALISE DE VARIANCIA II

Entre fontes de sacarose dentro de semanas.

Causa de variagéo GL F
Fonte dentro da semana O 1 0,05 ns
Fonte dentro da semana 1 1 0,01 Ns
Fonte dentro da semana 2 1 0,46 NS
Fonte dentro da semana 3 1 1,09 xs
Fonte dentro da semana 4 1 1,51 Ns
Fonte dentro da semana S 1 1,94 NS
Fonte dentre da semana 6 1 1,94 N5
Total doses + doses X semanas 7 e
QMR = 32,59 '
QUADRO 4
ANALISE DE VARIANCIA IH

Entre semanas dentro de fonte de sacarose.

Causa de variagdo GL

Semanas dentro de fonte PA () 22,64 %=

Semanas dentro de fonte néo PA 6 14,49 **

Total Semanas + doses X semanas 12 ——

QMR = 32,59
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Contraste de médias:

QUADRO 5

entre semanas dentro de

sacarose.
Fontes Nio
PA PA
Semanas

0 17,50 la 15,92 la
1 20,50 (ab 20,75 lab
2 31,50 be 28,75 bc
3 40,00 cd 35,775 cd
4 46,25 d 41,25 cd

-5 48,775 d 43,00 d
& 48,775 d 43,00 d

DMS = 12,50

Na vertical,

as médias seguidas da mesma letra,

entre si, pelo teste de Tuckey 5%.
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APENDICE VI

QUADRO 1
Dados das médias de trés diametros do sedimento celular, (mm),
sob  efeito de diferentes fontes de Nitrogénio: L-glutamina, KN03,
N’HgNOB, NH4N03+ KNOS e controle com uma observagio semanal e quatro

repeticbes por fonte.

Fontes KNO3 +
GLU kNO NH NO NH NO |Controle| TOTAIS
Semanas 3 a 3 4 3 .
10, 00 10,00 10,67 10, 00 10,00
0 10,00 10,00 12,00 10,00 10,00
(inicio) 10,00 8,67 10,00 10,00 10,00
10,00 10,00 10,00 12,00 10,00
Total O 40,00 38,67 42,67 42,00 40,00 203,34
i5, 00 15,00 15,00 15,00 13,00
1® 15,00 15,00 15,00 15,00 14,00

15,00 15,00 14,00 16,00 14,00
15,00 | - 15,00 15,00 15,00 13,00

Total 1° 60,00 60,00 59,00 61,00 54,00 294,00

27,00 20,00 21,00 25,00 20.67
2° 22,00 20,00 22,00 28,00 25,67
23,00 20,00 20,00 20,00 25,00
23,00 20,00 20,00 28,00 28,00

Total 2° 90,00 80,00 83,00 101,00 99,34 453,34

24,33 26,00 25,00 32,00 35,00
3® 27,00 25,00 27,00 32,00 38,00
27,00 25,00 5., .0 : 38,00

25,00 | 25,00 40,00
Total 3% | 103,33 | 101,00 | 103,00 | 127,00 | 151,00 | 585,33

27,00 27,00 28,00 38,00 40,00
4* 28,00 26,00 30,00 38,00 45,00
28,00 29,90 28,00 32,00 45,00
28,00 28,00 30,00 38,00 45,00

Total 4° 111,00 110,90 116,00 146,00 175,00 658,90

28, 00 78,00 | 30,00 40,00 40,00
52 10,00 28,00 30, 00 40, 00 45,00

{ 30,00 30,00 30, 00 35,00 45,00
30, 00 28,00 28,00 40,00 45,00

Total 5° 98,00 114,00 118,00 155,00 175,00 660,00

TOTAL 502,33 | 504,57 521,67 | 632,00 694,34 |2.854,91
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QUADRO 2
ANALISE DE VARIANCIA 1

Fontes de nitrogénio vs semanas

Causa de variag8o | GL F
Doses 4 111,47 **
Semanas 5 743,21 **
Doses X semanas 20 18,18 **
Res iduo a0

Total 119 R

SOR = 2,62 S =162 X =239 CV=6"7%

QUADRO 3
ANALISE DE VARIANCIA II

Fonte de nitrogénio dentro de semanas

Causa de variagdo GL ¥
Doses dentro da semana O 4 0,25 Ns
Doses dentro da semana 1 4 0,73 us
Doses dentro da semana 2 4 8,45 **
Doses dentro da semana 3 4 45,15 **
Doses dentro da semana 4 4 75,97 **
Poses dentro da semana 5 4 71,82 **
Q - PR

Total Fontes + Fonte X semanaj 2

QMR = 2,62
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QUADRO 4
ANALISE DE VARIANCIA HI

Semanas dentro de fontes de nitrogénio

Causas de variag8o GL. F
Semanas dentro de fontes GLU 5 90,56 **
Semanas dentro de fontes KN03 5 86,91 **
Semanas dentro de fontes NH4N03 5 91,94 **

Semanas dentro de fontes KN93+ NH"‘NO:3 5 201,72 **

Semanas dentro de Controle 5 344,72 **
Total semanas + fontes X semana 25 —_
QMR = 3,85
QUADRQ 5

Contraste de médias: entre fontes de nitrogénio dentro de
semanas

Fontes KN03+
GLU KNO NH NO NH NO Controle
Semanas 3 4 3 4 3
0 10, 00 a 9., 67ia |10,67 (a 16,50 |a 10,60 [a
i 15,00la (15,00la [14,75 ja i5,25 |a 113,50 |a
2 22,55ab |20,00] b 120,75 | b | 25,25 |a 24,83 la -
3 25 83| ¢©|25,25] c|25,154 c¢]|-81,75 v | 37,75 |a
4 57,75 ¢l|27,12] ¢|29,00 | c| 36,50 b 43,75 |a
5 5%.50] c¢|28,50] ¢]29,50 71 ¢} 38,75 b 43,75 |a
DMS = 3,19 ‘ o

Na horizontal, as meédias seguidas de mesma letra nao diferem
entre si, pelo teste de Tuckey 5%.
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QUADRO 6

Contraste de médias: entre semanas dentre de fontes de nitrogénio,

Fontes . KN03+
GLU kNG NH NO NH NO
Semanas 3 4 3 4 3
0 10,00 ia 9,67 |a 10,67 |a 10,50 a
1 15,00 b 15,00 b 14,75 b 15,25 b
2 22,55 c 20,00 C 20,75 c 25,25 c
3 25,83 cd 25,25 d 25,75 d 31,75 d
4 27,73 de! 27,72 d 29,00 el 36,50 e
5 29,50 e 28,50 d 29,50 el 38,75 e
Continuacgio
Fontes
Controle
Semanas
O 10,00 ia
1 13,50 b
2 24,83 c
3 37,78 d
4 43,75 e
5 43.75 e
DMS = 3,34

Na vertical, as médias seguidas da mesma letra nio diferem entre si,

pelo teste de Tuckey 5%.
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