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RESUMO GERAL

Varias especies do género Baccharis t8m sido usadas na medicina popular. Efeitos
farmacologicos de muitas delas ja foram comprovados, e, nos ltimos anos, os compostos
quimicos de mais de 60 espécies foram identificados. No entanto, sio raros os estudos
biotecnologicos em espécies deste género. B. iridentata e B. dracunculifolia sio plantas
nativas, aromaticas e produzem oleo essencial, no qual os sesquiterpenos em maior
concentragao sdo: nerolidol, espatulenol e -cadineno. Recentemente, foi comprovado o efeito
inibitorio do nerolidol no crescimento de Plasmodium falciparum, o mais perigoso agente
causador da malaria. Devido a alta mortalidade causada por esta doenca e ao fato deste
parasita estar se tornando resistente aos medicamentos convencionais, pesquisas com plantas
que apresentam potencial terapéutico sfio importantes. Com a finalidade de obter rapidamente
um grande nimero de plantas com as mesmas caracteristicas da planta mie, foram
desenvolvidos protocolos de micropropagacfo para as duas espécies. A micropropagacio de
B. tridentata foi estabelecida através de apices caulinares de uma tnica planta, permitindo a
formagdio de um banco de plantas homogéneas (clone) que foram utilizadas como fonte de
explantes para os experimentos posteriores. Foi desenvolvido o protocolo de aclimatagfic para
esta espécie, com 80% de sobrevivéncia das plantas deste clone no ambiente ex-vitro. J4 para
B. dracunculifolia, devido a intensa oxidagdo dos explantes, a micropropagacio foi possivel
somente atraves da germinagio de sementes. A forte recalcitrincia ao cultivo in vitro
dificultou o prosseguimento dos experimentos com esta espécie.

A espécie B. tridentata cresce em pequenas cavidades nas superficies rochosas do
Planalto do Itatiaia. A peculiaridade deste habitat levou-nos a realizar alguns estudos
fisiologicos in vitro, visando contribuir para a compreensdo de alguns mecanismos de

adaptacdo desta espécie, além de permitir o aperfeicoamento do protocolo de
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micropropagaciio. Foram avaliados os efeitos da variacdo do pH inicial, da fonte preferencial
de nitrogénio e da concentracdo de alguns macronutrientes no crescimento. Apoés 31 dias de
cultivo, o crescimento das plantas resultou em acidificagio do meio, com pH final de 3,5. Este
clone apresentou maior crescimento (altura e massa de matéria seca) com fonte de nitrogénio
constituida de mistura de NO;+NH; . quando comparado com NOs3 ou NH, fornecidos
isoladamente. O aumento do peso seco das rafzes foi favorecido pela diminui¢io da
concentracio de magnésio no meio.

Estudos recentes t8m demonstrado que as culturas de partes aéreas podem constituir
fonte viavel de compostos secundarios Gteis, principalmente aqueles produzidos em estruturas
altamente diferenciadas, como os tricomas glandulares {(TG). Entretanto, plantas cultivadas in
vitro apresentam, em geral, menor producfio destes compostos, quando comparadas com
aquelas cultivadas em campo. Esta baixa producfo do cultivo in vifro tem sido relacionada
com o menor grau de diferenciagfio. Este presente trabalho investigou os efeitos de alguns
fatores microambientais, nutricionais e fitohormonais na diferenciagdo de algumas estruturas
foliares, especialmente os TG, de um clone de B. tridentata cultivado in vitro. As plantas
cultivadas in vifro apresentaram TG morfologicamente semelhantes aos da planta da casa de
vegetacfo € do clone aclimatado. A utilizacdio do tampao de algodfo no frasco de cultura {em
substitui¢do ao PVC utilizado comumente como vedagfo) resultou em maior diferenciacéo das
células palicadicas do mesofilo. Neste tratamento, foi observado espago subcuticular formado
pela distensdo da cuticula dos TG, sugerindo a secre¢fio de material. O uso da vedaciio de
algodio alteron o microambiente do frasco de cultura (diminui¢do da umidade e alteragfio das
trocas gasosas) € provavelmente, favoreceu a diferenciagfo destas estruturas foliares.

Outra alternativa para aumentar a produgfo de compostos acumulados nos TG é
através do aumento da densidade destas estruturas (nimero de TG/mm?). Desta forma,

investigamos o efeito dos mesmos fatores microambientais, nutricionais ¢ fitohormonais,
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acima mencionados na densidade dos tricomas, em folhas adultas do clone de B. #ridentata
cultivado in vitro. Plantas cultivadas em casa de vegetagdio e clone aclimatado apresentaram
maior densidade de TG do que o clone cultivado in vitro. Nos trés casos a densidade dos TG
fol maior na epiderme superior. Entre os tratamentos aplicados as plantas cultivadas in vitro,
foi constatada interago altamente significativa da concentragiio de sacarose e fotoperiodo. A
mator densidade foi favorecida pela luz continua e 3% de sacarose. Embora o ntmero de
TG/mm’ (otimizado) obtido in vitro tenha sido menor do que o apresentado pelas plantas
cultivadas em casa de vegetagio e pelo clone aclimatado, ele foi significativo, principalmente
se considerarmos o curto tempo de cultivo {31 dias). Portanto, ha possibilidade de melhorar

estes resultados, aumentando o tempo de exposico aos tratamentos.



SUMMARY

Several species of the genus Baccharis have been used in folk medicine.
Pharmacological effects of many of them were confirmed, and, in the last years more than 60
species have been Investigated chemically. However, biotechnological studies are rare. B.
tridentata Vahl. and B. dracunculifolia DC. are native, aromatic plants and they produce
essential oil, in which nerolidol, sphatulenol and 8-cadinene are major sesquiterpenes.
Recently, was demonstrated the inhibitory effect of nerolidol on the growth of Plasmodium
Jalciparum, the most dangerous species that causes malaria. Due the high mortality caused by
this disease and the fact of this parasite is becoming resistant to conventional drugs, researches
with plants that present therapeutic potential are very important. With the purpose of obtaining
a great number of plants with the same characteristics of parents plants, and quicky.
micropropagation protocols were developed. The micropropagation of B. fridentata was
stablished through shoot apex of a single plant, allowing the formation of homogeneous plant
bank (clone), with served as explant sources for later experiments. The acclimatization of
micropropagated plants was successful with 80 % of survival in the ex-vitro environment. For
B. dracunculifolia, due to intense oxidation of explants, the micropropagation was only
possible through the germination of seeds. The strong recalcitrant behaviour to the in vitro
culture hindered to following the experiments of this species.

Plants of B. tridentata grow in small cavities on the rocky surfaces of the Itatiaia
Plateau. The peculiarity of this habitat took us to accomplish some in vitro physiological
studies, secking understanding adaptation mechanisms of this species, besides allowing the
improvermnent of the micropropagation protocol. We verified the effects of the initial pH
variation, the preferential nitrogen source and the concentration of some macronutrients on the

growth. After 31 days of in vitro culture, the growth of clone resulted in media acidification,
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with final pH as 3,5. The clone presented larger growth (heigth and dry matter) with NOs’
+NHs  mixture, when compared with NO;™ or NHy supplied separately. The decrease of
magnesium concentration in the culture media favoured the increment of dry matter by roots.
Recent studies have demonstrated that shoot cultures can be a viable source of useful
secondary compounds, mainly those produced in highly differentiated structures, as glandular
trichomes (TG). However, in vitro cultured plants present, in general, smaller production
compared with greenhouse grown plants. The lower production feature of in virro cultured
plants has been related with little differentiation degree. This present work investigated some
microenvironmentals, nutritional and phytohormonals factors in the differentiation of clone
leaf structures, especially glandular trichomes. TG of tissue cultured plants were
morphologically similar to that of greenhouse grown plants and acclimated clone. The use of
cotton lid in the culture vessel (in substitution to pvc closure) resulted in larger differentiation
of palisade mesophyll cells. In this treatment, a subcuticular space formed by the detachment
of cuticle were observed on the glandular trichomes, suggesting the production of secretory
material. The use of cotton lid changes the vessel microenvironment (decrease of the humidity
and increase of gaseous exchange) and probably, enhanced the leaf structures differentiation.
Another alternative to increase the production of TG produced compounds is through
the increase of the density of these structures (number of TG/mm?> ). This way, we investigated
the effect of the same microenvironmental, nutritional and phytohormonals factors, in the

density of trichomes, in adult leaves of tissue cultured clone. Greenhouse grown plants and

acclhimated clone

presented larger density of TG than in vitro cultured plants. The density of TG was always
larger in adaxial epidermis. Among the treatments applied to the in vitro cultured clone, there

was highly significant interation of the sucrose concentration and photoperiod on the
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trichomes number. The largest density was favoured by the continuous light and 3% of
sucrose. Although the best results of TG density obtained in the tissue cultured plants has been
smaller than greenhouse grown plants and acclimated clone, the in vifro results were
significant, mainly, if consider the short time of culture (31 days). Thus, there is possibility to

improve these results increasing the time of exposure to the treatment.
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INTRODUCAO GERAL

As plantas produzem muitos compostos através do seu metabolismo secundario que
sdo potencialmente (teis ao ser humano. Devido & notavel atividade biologica/farmacolégica
ou ainda pelas caracteristicas fisico-quimicas que apresentam, estes compostos sdo utilizados
como medicamentos, pesticidas, aromatizantes, corantes, perfumes, etc. A grande demanda
por estes produtos naturais aumentou nos Gltimos anos, devido aos efeitos toxicos, colaterais,
apresentados por alguns produtos sintéticos a saide humana e ao meio ambiente. A
complexidade ¢ o alto custo da sintese quimica, e muitas vezes a sua inexeqiibilidade,
contribuem para a revalorizagfio da planta como fonte destes produtos (Balandrin et al ,1985;
Alfermann & Petersen, 1995).

O fornecimento continuo, homogéneo e de alta qualidade dos produtos naturais através
do cultivo tradicional de plantas, enfrenta dificuldades relacionadas & dependéncia aos fatores
climaticos ¢ a ocorréncia de doencas (Tabata,1977). Neste contexto, o cultivo in vitro
apresenta-se como uma alternativa vidvel para a produgfo dos compostos naturais. As
vantagens da produgdo in vifro incluem: condi¢bes de cultivo mais_ controladas, em menor
tempo e ocupando menor espaco fisico, com maior controle de fitossanidade. Além disso, com
a manipulagdo das condigdes de cultivo, pode-se aumentar a producfio (que em muitos casos é
baixa na natureza) ¢ favorecer a biossintese de novos compostos nio produzidos pela propria
planta (Alfermann & Petersen, 1995).

Nas ultimas décadas muitos esforgos tém sido realizados para viabilizar a producgio dos
compostos secundarios uteis através do cultivo in vitro. Resultados positivos foram relatados
em muitos sistemas estabelecidos, com a obtengfo de uma produgdo in vitro maior do que no

cultivo tradicional. No entanto, a produgfio em escala comercial tem se restringido a poucos



produtos. Para muitas plantas, o cultivo i vitro resulta em produgio baixa ou nula do
composto desejado (Whitaker & Hashimoto, 1986).

Dois aspectos da regulagido da biossintese de compostos secundarios em plantas
devem ser considerados: a interaciio do metabolismo primario com o secunddrio e a
necessidade da diferenciagio bioquimica. A inducio de diferenciaciio morfologica também ¢
de grande Importancia. Sabe-se que muitas vias biossintéticas sdo expressas em células ou
tecidos diferenciados especificos, sugerindo que a expressio do metabolismo secundério e a
diferenciagio morfologica podem ser induzidos pelo mesmo estimulo (Fowler, 1985; Franga,
1999).

Vérios autores tém relacionado a biossintese de compostos secundirios com a
diferenciacéo de cloroplastos e a atividade fotossintética (Nielsen et af.,1991; Duke & Paul,
1993). No caso da biossintese dos terpendides, ocorre um controle espacial, delimitado por
estruturas fisicas, tanto em nivel histolégico, quanto celular ¢ sub-celular (McGarvey &
Croteau, 1995).

Os tricomas glandulares constituem estruturas diferenciadas da epiderme (Werker,
2000) e as plantas que apresentam estas estruturas, geralmente produzem grande variedade de
compostos secundarios bioativos (Duke et al., 2000). Em alguns casos, como de certos
terpenos de Mentha sp (Gershenzon et al., 1989) e de Artemisia annua (Duke er al., 1994),
tem sido claramente demonstrado que apenas os tricomas glandulares acumulam certos
COMpOStos.

A biossintese de compostos produzidos exclusivamente nestas estruturas especializadas
parece nao ocorrer em culturas de calos e suspensio de células. Esta limitagic que as culturas
indiferenciadas apresentam, tem estimulado a exploracdo do potencial que as culturas de
partes aéreas de plantas oferecem para producio de compostos secunddrios tteis (Heble,

1985), assim como, para preservagio e propagacio de espécies que produzem estes
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compostos. A micropropagagdo de plantas potencialmente {teis possibilita a obtencio de
grande numero de plantas em curto periodo de tempo e espago reduzido. Quando ela ocorre
via 4pices caulinares existe a vantagem da manutengdio das caracteristicas da planta mie
(Grattapaglia & Machado, 1998; Franca, 1999), muito til no caso de plantas didicas quando
um dos sexos é mais valonizado comercialmente {Bhojwani & Razdan, 1983). Através desta
técnica ¢ possivel obter, a partir de uma tnica planta, um banco de plantas homogéneas para
estudos in vitro em que a uniformidade das amostras ¢ necessaria para a conclusio dos
resultados.

Varios autores mencionam que a produgio de compostos secundérios através de
cultivo de partes aéreas ¢ possivel. No entanto, tem sido observado que, em geral, a producio
in vitro € mais baixa quando comparada & produgiio da planta cultivada em condiges naturais
(Woerdenbag et al., 1993; Ferreira ef al., 1995; Heble, 1985). Isto poderia ser resultado das
caracteristicas fisiologicas e anatdmicas que as plantas cultivadas in vitro apresentam.
Segundo alguns autores (Wetzstein & Sommer, 1982; Johansson ef al., 1992), estas plantas
apresentam caracteristicas anatdmicas tipicas, com pouca diferenciaciio dos tecidos vasculares,
clorofilianos e epidérmicos.

Alguns estudos demonstraram que as culturas de tecidos apresentam baixa atividade
fotossintética (apesar de possuirem capacidade para realizé-la), decorrente de condicGes
inadequadas de concentragiio de CO; e intensidade luminosa, além da nutricfio heterotréfica
deste tipo de cultivo (Kozai ef al., 1995; Caldas ef al., 1998). Também foi verificado que a
sacarose que ¢ fornecida no cultivo ir vitro inibe a diferenciagio dos cloroplastos € a sintese
de clorofila, e que a diminui¢3o da sua concentragio no meio de culfivo estimula a atividade
fotossintética (Edelman & Hanson, 1972; Capellades et al., 1991).

Outro fator que parece influenciar a diferenciagfio das plantas é a vedagfo utilizada no

cultivo in vifro. Dependendo do tipo de vedagdo pode haver alteragfio das trocas gasosas, da
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umidade relativa € da concentra¢io de compostos voldteis, como o etileno, no interior dos
frascos (Kavanagh ef al., 1991; Kozai ef al, 1993).

Em geral, os estudos dos efeitos ambientais (microambiente) na fisiologia e anatomia
das plantas cultivadas i vitro tém sido realizados por vérios pesquisadores, com o obietivo de
otimizar a obten¢do de plantas mais aptas a sobreviver no ambiente ex-vifro durante a
aclimatagdo (Kozai, 1991; Majada er al., 2000). No entanto, poderiam também ser
direcionados para a obten¢io de plantas com maior capacidade de produzir compostos
secundarios in vifro. Neste sentido, a estratégia proposta por alguns autores (McCaskill &
Croteau, 1999; Duke et al., 2000) de aumentar a produggio de compostos potencialmente tteis
que sBo acumulados nos tricomas glandulares, através do aumento da densidade destas
estruturas, pode constituir um parametro de avaliagio destas plantas.

Os tricomas constituem grande campo para aplica¢fo de técnicas histoquimicas, devido
a diversidade nas formas, ¢ no caso dos tricomas glandulares, 3 variagdo dos compostos
secretados. Uma variedade de procedimentos histoquimicos adaptados tanto a microscopia de
luz quanto 4 eletrénica tem permitido o conhecimento de vérios aspectos do desenvolvimento
dos tricomas (Peterson & Vermeer, 1984).

O cultivo in vitre oferece um grande potencial de manipulagéo dos fatores relacionados
com o crescimento e desenvolvimento das plantas, que pode ser utilizado para ¢ estudo das
condigdes que favoregam a obtengdo de plantas mais diferenciadas tanto no aspecto anatdmico
quanto bioquimico, condigio esta que poderia resultar em maior produgdio dos compostos
ativos.

Baccharis tridentata Vahl. e B. dracunculifolia DC. sio plantas nativas, didicas
(Barroso, 1986), aromaiticas, cujo 6leo essencial tem despertado o interesse de viarios
pesquisadores (Queiroga et al., 1990, 1996; Loayza et al., 1995; Ferracini et al., 1996). As

estruturas secretoras destas espécies foram caracterizadas como ductos secretores e tricomas
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glandulares (Castro ef al., 1997). B. fridentata tem sido usada em algumas regides do Brasil
como febrifuga e diurética (Uphof, 1968), enquanto o 6leo essencial de B. dracunculifolia
(6leo de vassoura) € produzido comerciailmente no Sul do Brasil e utilizado em perfumaria
(Souza er al.,1991; Queiroga er al., 1990). Os constituintes sesquiterpénicos em maior
concentragdo nos Oleos essenciais destas duas espécies sdio: nerolidol e espatulenol (B.
tridentata) ¢ nerolidol e B-selineno (B. dracunculifolia) (Ferracini ef al., 1996). Recentemente,
agente causador da maldria (Lopes ef a/.,1999; Macedo et al., 2002). Devido a gravidade desta
doenca e a resisténcia do parasita aos medicamentos sintéticos (WHO, 1999), pesquisas com

plantas que apresentam potencial terapéutico so de grande importéncia.



REVISAO DA LITERATURA

O GENERO Baccharis

O género Baccharis (Familia: Asteraceae; tribo: Astereae; Subtribo: Baccharinae)
ocorre nas Ameéricas, do México até a Argentina, sendo constituido por cerca de 400 espécies,
grande parte delas nativas do Brasil (Hoehne, 1939; Souza e af., 1991). S&o plantas anuais ou
perenes, subarbustos ou arbustos, ou mais raramente arvores de pequeno porte a mediano,
didicas, com capitulos masculinos e femininos ocorrendo em plantas separadas (Barroso,
1986). O cerrado brasileiro € uma das 4reas mais ricas em espécies de Baccharis (Boldt, 1989,
citado por Ferracini e al., 1996) e hi muitas espécies descritas em campos de altitude
(Martinelli ef al., 1996). Muitas espécies do género Baccharis sio utilizadas na medicina
popular para curar varias doengas. As espécies B. trimera (=B. genistelloides), B. retusa ¢ B.
articulata, conhecidas popularmente como carqueja ou carquejinha, sfo muito difundidas nos
estados do leste e sul do Brasil, sendo usadas como anti-reumaticas, anti-helminticas, no
diabetes (Simdes ef al., 1986; Souza et al., 1991). Outras espécies como por exemplo, B.
stenocephala, B. tridentata, B. articulata sio também utilizadas como febrifugas, (Hoehne,
1939; Uphof, 1968). Relata-se para grande parte delas o uso externo nas feridas e inflamagdes
(Sim&es ef al, 1986; Souza ef al, 1991). Algumas espécies deste género sd3o bem conhecidas
como sendo muito venenosas, principalmente no sul do Brasil e Argentina, onde a grande
ocorréncia de B. coridifolia, B. megapotamica e B. artemisioides tem causade o
envenenamento do gado (Hoehne, 1939).

Alguns pesquisadores identificaram os compostos ativos destas espécies de Baccharis
venenosas como sendo do complexo macrociclico tricoteceno (Anexo I): Roridinas,

bacarinéides e verrucarinas (Jarvis & Midiwo, 1988; Rizzo er al. 1997). Similarmente a outros
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casos, ja relatados, em que compostos muito téxicos apresentaram atividade biolégica ou
farmacolégica, foi verificada atividade citotoxica dos macrociclicos tricotecenos contra células
tumorais (Mongelli ef al. 1997).

Este género tem sido muito investigado do ponto de vista fitoquimico (Bohlmann et
al., 1985), revelando uma grande variedade de constituintes quimicos com atividade biolégica
interessante (Gené, M.R. ef al., 1996; Mongelli er al., 1997). Quimicamente, a auséncia ou
raridade das lactonas sesquiterpénicas e alcaldides parece distinguir a tribo Astereae das
demais tribos que compdem a familia Asteraceae. Alcaldides tém sido relatados apenas em
alguns poucos géneros (Herz, 1977). No éleo essencial de muitas espécies de Baccharis, os
constituintes predominantes sdo: os monoterpenos (limoneno, B-pineno, u-terpineol etc..) e os
sesquiterpenos (B-cariofileno, nerolidol, 8-cadineno, espatulenol, a-cadinol, etc.) (Loayza et
al., 1995; Queiroga et al., 1996; Ferracini ef al., 1996; Zunino et al., 1998). Diterpendides do
tipo ent-clerodanos e labdanos foram relatados em B. negleta, B. salicifolia, B. sarothroides
(Jakupovic et al., 1990) e em B. scoparia, B. microcephala (Bohlmann ef al., 1985). Entre os
triterpendides e ester6is ja descritos, alguns sdo de larga ocorréncia no reino vegetal, como
sitosterol e estigmasterol, enquanto que outros, como os 6xidos de Baccharis, sio especificos
deste género ndo ocorrendo em outras espécies (Herz, 1977).

Atividades biologicas ¢ farmacologicas de vérias espécies foram comprovadas nos
ultimos anos revelando o potencial deste género, principalmente se considerarmos o nimero
relativamente pequeno de pesquisas nesta drea. Além da atividade antineoplasica dos
tricotecenos (Mongelli et al., 1997), foram também comprovados os efeitos anti-inflamatério e
analgesico de B. trimera (Gené et al., 1996), antioxidante de B. trinervis (Heras et al., 1998),
antimicrobiano do 6leo essencial de B. notosergila (Cobos et al., 2001), e antifingico de B.

pedunculata (Rahalison ef al., 1995).



Um aspecto interessante relacionado ao dimorfismo sexual neste género, refere-se aos
diferentes constituintes quimicos encontrados em plantas masculinas e femininas de algumas
especies. No oleo essencial de B. dracunculifolia, Ferracini et al., (1996) verificaram que a
razio de mono/sesquiterpenos ¢ diferente nas plantas masculinas e femininas. Jarvis &
Midiwo (1988) relataram a presenca das substancias do complexo macrociclico tricoteceno
(roridinas, bacarindides e verrucarinas) na espécie nativa B. coridifolia, sendo que estes
compostos estavam restritos apenas as inflorescéncias das plantas femininas apds a
polinizag8o.

Os macrociclicos tricotecenos tém sido relatados apenas em fungos do solo, por
exemplo, Fusarium e Myrothecium. A constatacio destes compostos em espécies de
Baccharis abre um vasto campo para pesquisas sobre o efeito de possiveis interagdes
bioquimicas e/ou transferéncias de material genético entre plantas e fungos na producido de

compostos secundarios (Jarvis & Midiwo, 1988; Rizzo et al., 1997).

TRICOMAS

Tricomas sdo estruturas unicelulares ou multicelulares que se originam da protoderme
€ compdem o indumento de um grande nimero de plantas. Os tricomas podem ser
classificados em glandulares (TG) e ndo glandulares (ING). A principal caracteristica para
distingdo entre os TNG ¢ a morfologia, enquanto os TG sio classificados de acordo com as
substancias quimicas que secretam (Werker, 2000). Tem sido sugerido que os TG de algumas
espécies se desenvolveram filogeneticamente dos TNG. Na espécie dvicenia marina, os dois
tipos de tricomas s#o iniciados e se desenvolvem similarmente até um determinado estigio, a
partir do qual, as diferencas entre os dois tipos comecam a aparecer (Fahn & Shimony, 1977,

citado por Fahn, 1988).



Os tricomas nfio glandulares sdo classificados de acordo com a morfologia em
unicelular ou multicelular e podem ser unisseriados, bisseriados ou multisseriados. Esta
mesma classificacdio € vélida para os tricomas glandulares. Nos TG multicelulares, podemos
identificar uma cabeca terminal secretora, uni ou multicelular, um pedinculo e uma base,
ambos com uma ou mais c€lulas (Werker, 2000). No género Baccharis os TG sdo bisseriados,
com 4-5 pares de células, apresentando-se agregados em depressdes da epiderme (Castro,
1987).

Os TG que secretam substincias lipofilicas ocorrem em muitas familias, como
Lamiaceae, Asteraceae, Geraniaceae, Solanaceae ¢ Cannabinaceae. Os tricomas secretores de
muitas asterdceas sfo multicelulares e bisseriados. Podem ser sésseis ou pedunculados. Todos
secretam outros compostos além das substancias lipofilicas (Fahn, 2000). Em Inula viscosa,
Werker & Fahn (1981, citado por Fahn, 1988), verificaram a secregio de proteinas e
polissacarideos, além dos compostos lipofilicos. Entre os compostos lipofilicos, os terpenos
sdo predominantes. Estudos analiticos tém confirmado que em geral os TG contém
monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos caracteristicos da planta (Croteau & Johnson,
1984; Kelsey et al., 1984).

Estudos recentes tém comprovado que alguns TG nfio apenas acumulam mas
sintetizam os compostos da secre¢fo. Gershenzon er al., (1989), demonstraram que os TG sdo
0 tnico sitio de biossintese de monoterpenos nas folhas de Mentha spicata.

O desenvolvimento dos tricomas comega nos estagios iniciais do desenvolvimento das
folhas, freqlientemente antes do desenvolvimento dos estdmatos, e algumas vezes antes do
primordio foliar poder ser distinguido (Werker, 2000). De acordo com Ascenséo ef al., (1997)
trés fases de desenvolvimento dos TG podem ser observadas: pré-secretora, secretora e pos-
secretora. Concomitante com a producio e acumulagdio do material secretado, desenvolve-se

um espago sub-cuticular formado pela separagio e distensio da cuticula. Segundo Fahn
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(2000), o material secretado pode ser exsudado através de mindsculos poros ou ser liberado
apos ruptura da cuticula.

Uma das principais fungdes atribuidas aos tricomas refere-se & proteciio. A planta
precisa de prote¢do contra herbivoros e patdgenos, iluminagic excessiva, ternperaturas
extremas, perda de agua, etc. Uma densa cobertura de TNG pode servir como barreira
mecénica contra a maioria dos fatores acima citados. Os TG, que secretam substancias
lipofilicas podem servir como defesa contra varios tipos de herbivoros e patogenos (Werker,
2000). Nestes tricomas, os terpendides, que sdo os principais componentes da secregdo,
estabelecem uma complexa interagdio com os insetos, podendo atrair, repelir, ou envenenar
(Wagner, 1991). Em algumas espécies do deserto, a principal fungdic dos TG ¢ produzir
grandes quantidades de exsudatos que formam uma camada continua na superficie da planta,
aumentando a reflexdo da luz e portanto reduzindo a temperatura da folha (Dell & McComb,
1978, citado por Wagner, 1991).

Dentre os materiais secretados, alguns sfo fitotéxicos, sugerindo que sdo seqliestrados
nos tricomas para evitar autotoxicidade e podem desempenhar funcéio alelopética (Duke et ai
1994).

Muitos dos compostos produzidos pelos tecidos glandulares sdo comercialmente
importantes devido as fungBes que desempenham (atragio e defesa de insetos por ex.),
contribuindo para o sabor e aroma de muitas plantas, ou por constituirem especialidades
quimicas utilizadas na industria para vérias finalidades (McCaskill & Croteau, 1999).

O potencial antibidtico e antimicrobiano do material secretado pelos tricomas
glandulares tem sido reconhecido hd muito tempo. Mono, sesqui, di e triterpenos, lactonas
sesquiterpénicas, flavonas e isoflavonas tém apresentado atividade antibidtica, antimicrobiana,
antifingica ¢ citostatica (Wagner, 1991; Kelsey ef al., 1984). Outras atividades biologicas e/ou

farmacoldgicas de varias substincias acumuladas nos TG foram comprovadas nos 1ltimos
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anos, revelando o potencial destas estruturas secretoras como fonte de compostos
potencialmente Gteis.

Certos tricomas podem acumular altos niveis de exsudatos (10% do peso seco das
folhas). Considerando que os compostos lipofilicos nfio sfio facilmente armazenados em
grandes quantidades dentro das células, a capacidade dos TG acumularem a secregioc no
espago subcuticular, pode ser vantajosa, quando se pretende aumentar a produgdo dos seus
constituintes (Wagner, 1991).

Dentre os compostos secundérios de interesse produzidos pelas plantas, grande parte
sd0 produzidos pelos TG. Devido a alta probabilidade dos compostos produzidos nos TG
apresentarem atividade biologica, estratégias desenvolvidas para a descoberta de novos
compostos ativos deveriam incluir o “screening” de espécies com TG e a extracio seletiva
destes tricomas (Duke ef ai., 2000),

Recentemente alguns pesquisadores t8m discutido a possibilidade de aumentar o
numero (densidade) dos tricomas e/ou aumentar a sua capacidade biossintética, como
estratégia para o incremento da producdo dos compostos produzidos nestas estruturas
(McCaskill & Croteau, 1999; Duke ef al., 2000). Segundo Fahn (1988), alguns fatores podem
influenciar o desenvolvimento dos tecidos secretores. Em Pinaceae alguns autores relataram o
efeito de ferimentos na formagdo de ductos de resina. Além disso, tem sido demonstrado o
efeito da aplicagdo de etileno, principalmente ethrel (nome comercial do acido 2-
cloroetilfosfonico), no desenvolvimento de ductos de gomas em Citrus.

Considerando as vantagens oferecidas pela cultura de tecidos, principalmente
relacionadas com o controle das condig@es de cultivo e a ampla possibilidade de manipulagio,
a cultura de partes aéreas (“shoot cultures™) pode constituir uma alternativa adequada para o

estudo dos efeitos que interferem na formacio dos tricomas glandulares.
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CULTIVO DE PARTES AEREAS (“SHOOT CULTURE”) PARA PRODUCAOQ DE

COMPOSTOS SECUNDARIOS.

Durante a dltima década muitos esforgos tém sido realizados para viabilizar a produgio
de metabolitos secundérios através de culturas de células. Das vérias culturas testadas,
algumas se mostraram promissoras para uma produgio em larga escala, como: #cido
rosmarinico (Coleus blumei), derivados da shikonina (Lithospermum erythrorhizon),
ubiquinona (Nicotiana tabacum) e berberina (Coptis japonica). Entretanto, a grande maioria
das culturas de células falha em sintetizar os compostos desejados ou perdem a capacidade de
sintetizar durante o sub-cultivo (Whitaker & Hashimoto, 1986).

Devido a limitagdo que as culturas indiferenciadas apresentam, torna-se importante
explorar métodos adicionais do cultivo in vifro para obter constituintes uteis das plantas. A
habilidade de muitas plantas medicinais desenvolverem novas plantas a partir de meristema
apical, tem aberto muitas possibilidades para a producgo de produtos naturais de importancia,
além de possibilitar a preservacio e propagacio de gendtipos valiosos (Heble, 1985).

Apices caulinares, gemas axilares e meristemnas isolados sdo os explantes mais
indicados na propagacdo clonal in vitro. Eles possuem determinacdio para o crescimento
vegetativo e, satisfeifas as necessidades nutricionais, irfio se desenvolver naturalmente em
plantas. A fidelidade genética ¢ alta, ndo tendo sido observadas variagOes nas plantas
regeneradas de culturas iniciadas a partir de 4pices caulinares. Em alguns casos, na base do
explante ocorre a proliferacfio de uma massa de células, as quais subseqiientemnente produzem
gemas caulinares. Neste caso, de organogénese indireta, a passagem por calo, pode induzir
variabilidade genética indesejada (Gratapaglia & Machado, 1998).

Alguns pesquisadores tém relatado que plantas in vitro sintetizam compostos valiosos,

mas a producdo € mais baixa do que no cultivo tradicional. Em Atropa belladona, quando as
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plantas micropropagadas foram transplantadas para o campo, exibiram a mesma producdo da
planta mde, indicando que as plantas in vitro possuiam a informagdo genética para a
biossintese dos alcaloides, mas que o estado juvenil nfio permitiu que ela ocorresse (Heble,
1985). A produgdo do composto antimaldrico artemisinina através do cultivo de partes aéreas
de Artemisia annua, também tem sido mais baixa do que a produzida pelas plantas cultivadas
em casa de vegetaglo ¢ em campo (Ferreira ef al.,1995). Apesar da arternisinina ndo ser
encontrada nas raizes, a presenga destas estruturas parece aumentar a producio deste
composto nas culturas de partes aéreas. Isto sugere que, o completo desenvolvimento do
potencial biossintético dos tricomas glandulares de 4. annua, requer algum fator produzido
nas raizes (Ferreira & Janick, 1996).

Woerdenbag et al., (1993) verificaram que concentracdes mais baixas de sacarose no
meio de cultivo (1 % e 0.5%) favoreceram a produgdio de artemisinina em cultura de partes
aéreas de 4. annua, e que nestas condigdes, a atividade fotossintética destas plantas foi maior.

Outro fator que pode afetar a produgio de compostos secundérios é a interagdo planta-
planta atraves da liberagdo de substéncias aleloquimicas. Segundo Franca (1999), o co-cultivo
in vitro de espécies medicinais poderia resultar em interacdes positivas, induzindo aumento na
produgfo de metabolitos secundarios bioativos. Pereira et al. (1998, citada por Franga, 1999)
relataram que o co-cultivo in vitro de Cephaelis ipecacuanha e Eclipta Alba triplicou a
produgio da biomassa com rendimento quatro vezes maior em emetina (1,29 mg/g).

Um aspecto importante a ser considerado na produciio in virro de cCompostos
secundérios refere-se ao tempo de cultivo. Apesar da produgio dos compostos, em geral, ser
mais baixa nas plantas in vitro, ela pode ser vantajosa, quando comparado o tempo necessario
para produzi-lo em condigSes naturais. Por exemplo, espécies de Cinchona produzem e
acumulam os alcal6ides antimalaricos quinina e quinidina nas cascas dos ramos, apos 8 a 20

anos de cultivo. E interessante observar que culturas de partes aéreas, de 8 semanas de idade,
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podem acumular cerca de 1% dos alcaldides das cascas e 22% dos alcalbides presentes em
plantas de Cinchona de 1 ano (Chung & Staba, 1988).

Uma das vantagens do cultivo in vitro refere-se a possibilidade de ocorrer biossintese
de novos compostos, potencialmente tteis, ndo produzidos pelas plantas no cultivo tradicional.
Constabel e al.(1982) relataram que plantas de Catharanthus roseus regeneradas in vitro
acumularam vindolina que ¢ um mondémero de vimblastina, alcaléide anticancerigeno. Este
composto ndo tem sido isolado de cultura de céiulas. Estes estudos demonstraram que a
biossintese deste alcaldide foi favorecida pela organizagio estrutural que caracteriza o cultivo
in vitro de partes aéreas (“shoot culture™).

Recentemente, tem sido relatado que plantulas de Chrysanthemum cinerariaefolium
regeneradas a partir de cultura de calos, produziram quantidade de piretrinas similar & planta
cultivada no campo (Hitmi ef al., 1999). O efeito positivo da diferenciagdo organogénica na
produgdo e acumulago de metabélitos secundarios tem sido explicado pela formagfo in vitro
de estruturas especializadas tais como tricomas glandulares e canais secretores internos (Zito

et al., 1994, citado por Hitmi et al, 1999).
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OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos:

. Estabelecer o protocolo de cultivo in vitro de B. tridentada € B. dracunculifolia,
visando a micropropagacdo clonal para obtencfio de um banco de plantas homogéneas para

utilizacdo em estudos posteriores.

. Investigar os efeitos da variagio da fonte de nitrogénio, do pH inicial e da
concentragdo dos principais macronutrientes do meio de cultivo, no crescimento in vitro destas

espécies.

. Estudar as caracteristicas anatomicas e histoquimicas de folhas e apices caulinares,
com énfase nos tricomas glandulares, em B. tridentata cultivada em casa de vegetagiio, clone

cultivado in vifro e clone aclimatado.

. Determinar a densidade (numero de tricomas/mm®) de tricomas glandulares e
tricomas ndo glandulares em B. tridentata cultivada em casa de vegetagiio, clone cultivado in

vitro e clone aclimatado.

Avaliar os efeitos de fatores ambientais (do microambiente), nutricionais e
fitohormonais: a) na diferenciagio de estruturas da folha e 4pices caulinares, com énfase na
morfologia e caracteristicas histoquimicas dos tricomas glandulares; b) na densidade dos

tricomas glandulares em clone de B. tridentata cultivado in vitro.
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CAPITULO I

MICROPROPAGACAO DE ESPECIES NATIVAS DE Baccharis: OTIMIZACAO DE

PROTOCOLOS.
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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo estabelecer o protocolo de micropropagacio
das espécies nativas B. fridentata ¢ B. dracunculifolia, via éapices caulinares, visando a
propagacdo clonal para a formagdo de um banco de plantas homogéneas. A micropropagacio
permite produzir um grande miunero de plantas, idénticas & planta mie, em curto periodo de
tempo, contribuindo para a preservacdo destas espécies. As dificuldades relacionadas com a
oxidagdo dos explantes de B. fridentata, foram superadas com a adigio de carvdio ativado ao
melo de cultura € a auséncia de luz nos cinco dias iniciais, apds a inoculagio. Para a espécie
B. dracunculifolia, todos os procedimentos adotados para contornar a oxidag¢io foram
infrutiferos, impedindo o estabelecimento do cultivo in vitro via apices caulinares, tendo o
mesmo sido viabilizado através da germinacfio de sementes. No entanto, esta espécie mostrou
um comportamento fortemente recalcitrante ao cultivo in vitro, impedindo a continuidade dos
experimentos. O crescimento (altura do eixo caulinar, massa de matéria seca de raizes ¢ partes
a€reas) in vitro de B. tridentata foi favorecido pelo meio MS basico, sendo este o meio
utilizado na micropropagacdo desta espécie. O enraizamento ocorreu, no mesmo meio, sem a
utilizag@o de fitorreguladores, possibilitando a formag8io de um banco de plantas homogéneas.
A aclimatagio ocorreu com 80 % de sobrevivéncia das plantas, sendo este resultado atribuido
as caracteristicas proprias da espécie ¢ ao pré-tratamento (diminuigfo progressiva da umidade

interna) a que as plantas foram submetidas in vitro.
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1. INTRODUCAQ

Espécies nativas tm despertado grande interesse devido ao potencial econdmico que
apresentam, seja como fonte de principios ativos utilizéveis pela indistria farmacéutica e de
cosmeéticos, seja como plantas ornamentais, entre outras aplicacdes.

A micropropagaciio de plantas potencialmente Gteis é importante, j4 que permite a
obtengfo de um numero muito grande de plantas a partir de um tnico individuo, em curto
periodo de tempo e ocupando espago fisico reduzido. Esta técnica apresenta grande utilidade
no caso de plantas que nfio sfo facilmente propagadas pelas praticas convencionais {Hu &
Wang, 1983; Franca, 1999), entretanto, mesmo para aquelas que nio apresentam dificuldades,
a micropropagagio pode aumentar substancialmente a taxa de multiplicagio (Murashige,
1974). Outra aplicagdo da micropropagagio refere-se a conservagio de germoplasma in vitro,
especialmente para espécies propagadas vegetativamente ou para o caso de haver dificuldades
na conservagdo de sementes. Além disso, a troca de germoplasma por meio de culturas iz vitro
permite um intercdmbio nacional e/ou internacional, com maior controle fitossanitirio
(Ferreira ef al.1998).

Apices caulinares, gemas axilares e meristemas isolados sio os explantes mais
indicados na propagacéo clonal in vitro, pois eles possuem determinag8o para o crescimento
vegetativo e em meio de cultivo adequado, irfio se desenvolver naturalmente em plantas sem a
passagem pela fase de calo (Grattapaglia & Machado, 1998). Uma das vantagens da cultura de
apices caulinares € a manutengo da identidade do gendétipo propagado, em virtude das células
do meristema apresentarem maior estabilidade genética (Murashige, 1974; Hu & Wang,
1983). A produgdo de plantas que sdo idénticas a planta matriz permite a perpetuacio de

caracteristicas desejaveis, sendo extremamente importante no caso de espécies didicas, quando
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plantas femininas ou masculinas s8o mais valorizadas comercialmente (Bhojwani & Razdan,
1983).

Varios fatores relacionados & planta fornecedora do explante, as caracteristicas ¢
manipulacio do explante, e as condi¢bes gerais de cultivo influenciam a micropropagacdo e
devem ser otimizados. Um problema que dificulta o estabelecimento do cultivo in vitro de
varias espécies € a oxidagfo de compostos fenolicos. Muitas plantas sdo ricas em compostos
polifendlicos que sfo liberados durante a excisBlo do explante e oxidados pelas
polifenoloxidases. Os produtos da oxidag8o sdo toxicos podendo comprometer ou inviabilizar
o desenvolvimento do explante. Dentre os procedimentos utilizados para reduzir a oxidagdo, a
lixiviagdo do explante antes da inoculagfio e ¢ uso de substincias antioxidantes durante a
excisio do explante e no meio de cultivo tém se mostrado efetivos. Desde que cada espécie
apresenta caracteristicas inicas, o sucesso da micropropagacio depende do estabelecimento de
protocolos que atendam as necessidades especificas da planta em estudo (Hu & Wang, 1983;
Grattapaglia & Machado, 1998).

B. tridentata Vahl e B. dracunculifolia DC sfo plantas didicas, aromaticas,
pertencentes a um género muito interessante do ponto de vista quimico, biolégico e
etnofarmacoldgico.

A presen¢a do sesquiterpenc nerolidol no oleo essencial de B. tridentata e B.
composto no crescimento de Plasmodium falciparum (Lopes et al, 1999; Macedo e al., 2000),
0 mals perigoso agente causador da maldria, qualifica estas duas espécies como
potencialmente uteis. Além disso, a ocorréncia natural de B. tridentata (subarbusto de 0,5-1,0
m de altura) em campos de altitude do Planalto do Itatiaia e de B. dracunculifolia (arbusto de
2,0 — 3,0 m de altura) nas bordas da Mata de Santa Genebra (Campinas), assim como em

outras areas abertas, sujeitas a freqlientes incéndios, justificam os esforgos para o
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estabelecimento da micropropagagio no sentido de contribuir para a preservacdo deste valioso

patrimomo genético.
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Figura 1. a: Baccharis tridentata crescida no Planalto do Itatiaia, a
2400 metros; b, ¢: B. dracunculifolia cultivada no canteiro do Depto.
Fisiologia Vegetal/IB/Unicamp.
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2. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho foi estabelecer ¢ otimizar o cultivo in vitre de B.
tridentata € B. dracunculifolia, através de épices caulinares, e a multiplicagiio clonal para
obtengdo de um banco de plantas homogéneas, assim como promover a aclimatagio das

plantas micropropagadas ao ambiente de casa de vegetagdo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO
a) B. tridentata
Mudas de B. tridentata {fig.1) foram coletadas em maio/2000 no Parque Nacional de Iltatiaia
(20°25°5,42°20°W), no km 14 da estrada que d& acesso ao Pico das Agulhas Negras, a cerca de
2400m de altitude. Foram cultivadas em canteiro e casa de vegetagdo do Departamento de
Fisiologia Vegetal/Instituto de Biologia/UNICAMP, a partir dessa data. Exsicata do material
foi depositada no herbéario da UNICAMP sob n® UEC 124.784.
b) B. dracunculifolia
Mudas de B. dracunculifolia foram coletadas em setembro/2000 na Mata de Santa Genebra-
Campinas (22°44°457°S, 47°06°33°W) através de um projeto desenvolvido com a Fundagfio
José Pedro de Oliveira. Foram transplantadas para ¢ canteiro do DFV/IB/UNICAMP e
cultivadas no periodo de Setembro/2000 a Setembro/2002 (fig.1). Nestas condices
floresceram anualmente, no periodo de abril a agosto, permitindo assim, identificar-se plantas
femininas e masculinas. Progénie destas plantas cultivadas em canteiro foram estabelecidas
em casa de vegetacio através da germinacdo de sementes. Exsicata do material foi depositada

no herbario da UNICAMP.

3.2 CULTIVO IN VITRO
3.2.1 ESTABELECIMENTO DO CULTIVO IN VITRO
a) Através de apices caulinares:
Da planta cultivada em casa de vegetagdo (B fridentata) e em canteiro (B.
dracunculifolia), foram coletados 4pices caulinares de uma tnica planta. Apés lixiviagio em

agua comrente durante 3 horas, os 4pices foram tratados com solugdo fungicida Benlate
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{Benomyl) 1% p/v durante (10-30 minutos) e hipoclorito de s6dio a 1% v/v durante (10-30
minutos), apds o qual foram lavados 3 vezes com dgua destilada. A excisdo final para
isolamento dos explantes (cerca de 1,2 cm), foi feita em placa de Petri contendo soluco
antioxidante {4cido citrico,150mg/L; 4cido ascorbico,150mg/L; e cisteina, 2mg/L).

Os apices caulinares foram inoculados individualmente,em tubos de fundo chato (8cm
de altura e 2cm de didmetro), contendo meio MS (Murashige & Skoog, 1962), solidificado
com 0,7% de agar, e com substéncias antioxidantes (cisteina 25mg/L; PVP:
polivinilpirrolidona 10g/L) e carvéo ativado, a 1% (p/v) . Durante os 5 primeiros dias foram
mantidos no escuro, a 25-27°C, apds os quais foram cultivados em fotoperiodo de 16 horas,
sempre a mesma temperatura. Os explantes foram transferidos para meios novos apos 5 dias

(fig. 2 e 3).

b) Através da germinacio de sementes

Sementes de B. dracunculifolia coletadas em junho de 2001 de plantas cultivadas no
canteiro do IB, foram esterilizadas com solug@io fungicida Benlate (Benomyl) 1% (p/v),
durante 10 minutos ¢ hipoclorito de s6dic 1% durante 10 minutos. Sucessivas lavagens com
agua destilada foram realizadas e apds estarem secas foram inoculadas em frascos
autoclavaveis (9,2cm de altura e 4,5cm de didmetro), contendo meio MS solidificado com
0,7% de 4gar. Cada frasco recebeu 10 sementes e permaneceu a temperatura de 25°-27°C, sob
duas condi¢des de luminosidade: fotoperiodo de 16 horas ¢ escure continuo. Foram feitas §

repetigdes por tratamento (fig. 3).
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Figura 2. Esquema do estabelecimento da micropropagagio de B.tridentata a partir de
apices caulinares de uma tnica planta . O meio para a inoculagfo inicial do explante e para
a propagacio clonal foi MS (Murashige & Skoog, 1962), pH 5,8. Os meios testados na
otimizacdo foram: MS, ¥%: MS, ¢ BS (Gamborg ef al., 1968). As condigdes de cultivo foram

fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25-27°C.
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Figura 3. Esquema do estabelecimento do cultivo in vitro de B. dracunculifolia em meio
MS (Murashige & Skoog, 1962). Os meios testados na otimizagio foram: MS na
concentragdo original e diluida pela metade (1/2 MS), BS (Gamborg ef al., 1968) na
concentragdo original e diluida pela metade (1/2 BS) ¢ meio W (White, 1943). As
condi¢des de cultivo foram fotoperiodo de 16 horas, temperatura de 25-27°C.
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3.2.2. OTIMIZACAO DA COMPOSICAO SALINA DOS MEIOS DE CULTIVO:

a) B. tridentata

Apices caulinares de B. tridentata cultivadas in vitro foram inoculados em meios
liquidos sobre ponte de papel. Os meios testados foram: Tratamento 1- Composicio original
do meio MS (Murashige & Skoog, 1962); Tratamente 2- Meio MS com as concentragtes
reduzidas & metade (%2 MS); Tratamento 3- Meio B5 (Gamborg ef al.1968). Foram realizadas
5 repetigBes por tratamento. O crescimento foi avaliado apés 31 dias de cultivo.

b} B. dracunculifolia

Pléntulas de 15 dias (fig.3), obtidas a partir da germinaciio in vitro foram inoculadas
em meios liquidos, sobre ponte de papel. Os meios testados foram: Tratamento 1-
Composicdo original do meio MS; Tratamento 2- Meio MS com as concentraces reduzidas
a metade (/2 MS); Tratamento 3- Meio B5; Tratamento 4- BS com as concentracdes
reduzidas & metade (%2 BS); Tratamento 5- Meio W (White,1943). Foram realizadas 14

repeti¢des por tratamento. O crescimento foi avaliado apés 60 dias de cultivo.

O cultivo foi realizado em cimara de crescimento, com temperatura de 25-27°C e
fotoperiodo de 16 horas. Os pardmetros de crescimento avaliados foram: comprimento do
eixo principal da parte aérea (cm) e Massa de matéria seca (mg) de partes aéreas e raizes. Para

obtencdo do peso seco o material foi colocado em estufa & 70°C, durante 48 horas.

3.3. ACLIMATACAO:
Apices caulinares de B. fridentata cultivadas in vitro, foram inoculados em meio MS
liquido, com 3% de sacarose, pH 5,8; utilizando como suporte vermiculita autoclavada, e
cultivadas sob fotoperiodo de 16 horas e temperatura de 25-27°C, durante 4 semanas. A partir

da terceira semana, foram feitas perfuragdes na vedacio de PVC, diminuindo gradativamente a
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umidade no interior do frasco e iniciando o processo de aclimatagfio. No final da quarta
semana, plantas apresentando raizes vigorosas, foram transplantadas para bandejas contendo
vermiculita autoclavada, ¢ mantidas durante uma semana em umidificador, em casa de
vegetagcdo. Apds 2 semanas de cultivo ex-vitro foram transferidas para vasos individualizados
permanecendo em bancada com aspersfo automatica. Durante este periodo (10 dias), as
plantas foram irrigadas 3x/semana com solugo nutritiva de Hoagland & Arnon, (1950), apds
0 qual foram transferidas para vasos contendo mistura de terra vegetal, areia e vermiculita

(7:2:1).



4, RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. ESTABELECIMENTO DO CULTIVO IN VITRO

A assepsia e esterilizagio do material antes da inoculagio ¢ de grande Importancia, ja
que a contamina¢dio durante esta fase impede o desenvolvimento da cultura. Em nosso
experimento, o fato dos explantes serem oriundos de plantas matrizes cultivadas em canteiro
diminuiu este problema. No entanto, os procedimentos normalmente realizados (imersfo em
solugdo fungicida de Benomyl 1% e em solugio de hipoclorito de sodio 1%) foram efetivos
somente quando se aumentou o tempo de imersdo para 30 minutos (fungicida) e 20 minutos
(hipoclorito), para as duas espécies. Para preservar o explante a ser inoculado, a esterilizagfio
foi realizada em material com dimensdes maiores, sendo que a excisdo final do explante nas
dimensGes adequadas (cerca de 1,2cm de altura) foi realizada apenas no momento da
inoculagdo.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), em algumas espécies é comum durante a
fase de isolamento dos explantes, a ocorréncia de oxidacdo de compostos fendlicos liberados
pelas células danificadas com o corte, que se difundem rapidamente pelo meio de cultura e sio
toxicos ao explante. Em nosso experimento, os explantes das duas espeécies apresentaram forte
oxida¢fo (caracterizada pelo escurecimento dos explantes e do meio), apesar da adog¢do de
alguns procedimentos, como lixiviagio em Agua corrente e utilizagdo de substincias anti-
oxidantes no momento da excisdio e também como constituinte do meio de cultivo,

Para a espécie B. tridentata, a oxidacio foi superada gragas a adicdo de carvio ativado
ao meio de cultivo e a auséncia de luz a que os explantes foram submetidos nos primeiros 5

dias apds a inoculagio. J4 para a espécie B. dracunculifolia, nenhuma das medidas adotadas
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foi bem sucedida, resultando na morte dos 4pices caulinares e inviabilizando a utilizagio deste
tipo de explante.

Segundo Grattapaglia & Machado (1998), a auséncia de luz ou a baixa intensidade
luminosa limitaria a ativacfio de enzimas envolvidas na oxidacio dos compostos fendlicos,
enquanto o carvio ativado adicionado ao meio de cultura poderia adsorver compostos toxicos,
contribuindo para a sobrevivéncia dos explantes. Alguns autores (Hildebrandt & Harney,
1988; Marks & Simpson, 1990) relataram aumento do mimero de explantes vidveis com a
diminuic¢io da intensidade luminosa durante ¢ pré-tratamento da planta doadora dos explantes.

Os resultados obtidos com B. dracunculifolia, confirmaram a dificuldade em
estabelecer o cultivo in vitro de algumas espécies, experimentada por diversos outros autores,
evidenciando a necessidade de procedimentos diferenciados, como por exemplo, o pré-
tratamento das plantas matrizes, que poderfio ser adotados em tentativas futuras para o
estabelecimento do cultivo in vifro desta espécie. Ja para B. fridentata, a produgdo de
compostos fendlicos provavelmente fol menor, decorrente de caracteristicas especificas desta
espécie, ou do estado fisiologico da planta matriz, no momento da coleta dos explantes. Assim
sendo, a lixiviag8o a que os explantes foram submetidos, o carvio ativado e a auséncia de luz,
foram suficientes para controlar a oxidacéo e garantir a sobrevivéncia dos explantes.

Apos o periodo inicial critico, os explantes vidveis de B. tridentata foram transferidos
para meio MS, recém preparado, e mantidos sob fotoperiodo de 16 horas, a 25-27°C. Durante
um periodo de 3 meses os explantes apresentaram crescimento muito lento, apds o qual,
enraizaram, cresceram e foram multiplicados via apice caulinar, produzindo um nfimero
adequado de plantas homogéneas.

Quanto a espécie B. dracunculifolia, as tentativas frustradas de controle da oxidagfo
dos 4pices caulinares, levou-nos a optar pelo estabelecimento do cultivo in vitro desta espécie

através da germinacdo de sementes. Apos 10 dias da inoculagfio, foi observada 50% de
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germinacdo das sementes que permaneceram sob fotoperiodo de 16 horas. As que ficaram no
escuro, apresentaram 2% de germinagdo, somente apos 20 dias. Estes resultados permitiram

caracterizar as sementes de B. dracunculifolia como fotoblasticas positivas.

4.2. GTIMIZACAO DO CULTIVO IN VITRO (MEIOS DE CULTURA)

Em geral, a composic#o salina do meio MS (Murashige & Skoog, 1974) € satisfatéria
para o crescimento adequado de muitas espécies de plantas. No entanto, para algumas
espécies, o nivel dos sais € t6xico, ou desnecessariamente alto (Bhojwani & Razsan, 1983). O
estabelecimento do cultivo in vitro de B. tridentata foi bem sucedido quando se utilizou o
meio MS, promovendo inclusive o enraizamento dos explantes. Com o objetivo de otimizar o
meio de cultivo para esta espécie, inclusive para verificar se a concentracio original do meio
MS era necessaria, foi realizado este experimento. Conforme verificamos na fig4d, o
crescimento do eixo caulinar de B. #ridentata diminuiu significativamente no meio % MS e
BS. Igualmente a matéria seca de partes aéreas e raizes foi afetada, como podemos verificar na
Tabela 1. Estes resultados confirmam o meio MS como o mais adequado ao cultivo in vitro
desta espécie, principalmente porque na propagacio clonal, plantas mais desenvolvidas
poderdo fornecer maior nimero de explantes. Parece existir uma correlaco entre o habitat
natural desta espécie, descrito como rico em hiimus (Camerick & Werger, 1981) e o melhor
resultado obtido no meio MS, rico em nutrientes, utilizado in vitro.

O enraizamento de partes aéreas in vifro € uma etapa importante na micropropagacio.
Plantas herbaceas enraizam com certa facilidade, porém o mesmo nfio ocorre com as espécies

lenhosas. E bem conhecido, do cléssico trabatho de Skoog & Miller (1957, citado por

34



Murashige, 1974) a necessidade de alta concentragio de auxina e baixa de citocinina, para
ocorrer 0 enraizamento.

Apices caulinares do clone de B. tridentata cultivado in vitro, iniciaram a formacdo de
raizes apds 1 semana da inoculacfo nos trés meios, sem a adic@o de fitorreguladores. Segundo
alguns autores, as folbas jovens dos apices caulinares constituem rica fonte de auxinas, nfio
sendo necessaria a sua adi¢do no cultivo de muitas espécies (Grattapaglia & Machado, 1998).
Além disso, a citocinina enddégena pode ser suficientemente baixa, garantindo a razio

adequada destes fitorreguladores para o enraizamento das plantas.



Altura(cm)

2.80b

1205
Meio

Figura 4. Altura do eixo caulinar {cm) de B. tridentata ap6s 31 dias de cultivo in vitro sob
fotoperiodo de 16 h/ 25-27°C. Os dados constituem médias de 5 repetigSes. Valores seguidos

por letras distintas diferem significativarnente (Tuckey 5%; P<0,05).

MS 2 MS B5
Parte aérea 12,290 a 8,980 b 9,604 b
Raizes 3,540 A 2,504 B 2,420 B

Tabela 1.Massa de matéria seca de partes aéreas e raizes (mg)de B. tridentata apés 30 dias de
cultivo nos diferentes meios, sob fotoperiodo de 16 h/ 25+1°C. Dados representam médias de

5 repeti¢Ses/tratamento. Em uma mesma linha, médias seguidas por letras distintas indicam

diferencas significativas (Tuckey 5%; P<0,05).

36




Nos estudos realizados sobre 0 crescimento in vitro de plantulas de B. dracunculifolia
em diferentes meios, a composicio do meio ¥z MS e do meio B5 (independente da
concentracdo  testada) favoreceu significativamente o© crescimento em  altura,
independentemente da concentragfio testada, em relagfio ao meio MS padrio (fig.5). Com
relagio a massa de matéria seca, 0 meio White (que apresenta menor concentragfic salina ¢
auséncia de amdnia), apresentou valores significativamente maiores, como pode ser observado
na Tabela 2. Os resultados de massa seca de raizes obtidos com o meio White, sugerem que o
crescimento das raizes pode ter sido favorecido pelo baixo suprimento de nitrogénio, o que
também fo1 observado por Almeida & Shepherd (1999) no cultivo in vitro da planta nativa
Sinningia allagophylia.

Considerando a ocorréncia de necrose apical no meio White e os valores de
crescimento em altura, matéria seca e vigor das plantas, os resultados sugerem que o cultivo in
vitro das plantulas deve ser realizado em meios com concentragdes mais diluidas (BS, % B5 e
Y2 MS).

Plantulas de B. dracunculifolia foram cultivadas e multiplicadas em meio %2 B5, via
apice caulinar, apresentando, no entanto, crescimento € enraizamento lentos, além de plantas
pouco vigorosas, sugerindo comportamento recalcitrante ao cultivo in vifro. Para o cultivo in
vitro de B. dracunculifolia os meios basicos padrdes e suas dilui¢des nZo foram adequados,
evidenciando a necessidade de um meio de cultivo personalizado, com composicio de

nutrientes especifica para esta espécie.
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Figura 5. Altura (cm) de plantulas de B. dracunculifolia, apds 60 dias de cultivo in vitre, a 25-
27°C, sob fotoperiodo de 16 horas. Dados representam médias de 14 repeti¢des/tratamento.

Meédias seguidas por letras distintas diferem significativamente (Tuckey 0.1%, P<0.001)

MS 2 MS B3 % BS w
P. aérea 2,01b 3,229 ab 2,891 be 3,011 abe 4,229a
Raizes 0,254 B 0,541 B 0,526 B 0,714 B 1,666 A

Tabela 2. Massa de matéria seca (mg) de partes aéreas e raizes de plantulas de B
dracunculifolia, apdés 60 dias de cultivo in vitro. Dados representam médias 14
repeti¢Bes/tratamento. Médias seguidas por letras distintas indicam diferencas significativas

(Tuckey 0,1%; P<0,001).



4.3. ACLIMATACAO

A etapa do transplantio envolve a transferéncia da planta da condigfio in vifro para casa
de vegetacdo, onde ¢ submetida a uma fase de aclimatacio. Esta passagem ¢ critica e em
alguns casos pode ser um fator limitante para a micropropagagio. Para B. tridentata, a
transferéncia para a condicio ex-vitro (fig.6), em casa de vegetacdo resultou na sobrevivéncia
de 80% das plantas. A qualidade das plantas transplantadas € um fator importante neste
processo e certamente, o vigor exibido pelas plantas cultivadas in vifro, com a formagéo de
raizes curtas e numerosas, contribuiram para o sucesso da aclimatacdio desta espécie. Além
disso, o cultivo dos apices caulinares em meio liquido utilizando como suporte vermiculita,
em substituicio ao agar, favoreceu o transplantio, pois segundo Werbrouck & Debergh (1994),
residuos de 4gar nas raizes podem servir de substrato para o crescimento de patdégenos durante

esta fase.

A perda de agua ¢ um dos principais fatores de risco no processo de aclimatagéo,
ocorrendo nas primeiras horas apds a transferéncia para casa de vegetacio. Pré-tratamentos
visando diminuir a2 umidade relativa no frasco de cultivo podem ser aplicados para aumentar a
sobrevivéncia (Johansson et al.,1992). Segundo alguns autores estes procedimentos
contribuem para a formagéio de uma cuticula mais espessa, diminuindo a evaporagéo cuticular

quando no ambiente ex-vitfro (Wardle et al.,1983).
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5. CONCLUSOES:

. O cultivo in vitro e a micropropagagio de B. tridentata foram possiveis a partir de
apices caulinares, em meio MS, sem a adicio de fitorreguladores, permitindo o
estabelecimento de um banco de plantas homogéneas nas quais as caracteristicas da planta
matriz foram mantidas.

- Os procedimentos adotados neste experimento visando proporcionar uma mudanca
gradativa na umidade durante o transplantio de clone de B. tridentata cultivado in vitro, foram
eficientes e garantiram a sobrevivéncia de 80% das plantas, tornando, portanto, a
micropropagagdo um método eficiente para obtengdio de plantas homogéneas, em curto
periodo de tempo.

- B. dracunculifolia apresentou comportamento recalcitrante ao cultivo in vitro, nio
tendo se desenvolvido eficientemente nas condigBes testadas. Considerando a importincia
desta espécie, estudos futuros poderfio ser realizados visando o estabelecimento de um meio de
cultivo personalizado.

- A obtengdo de culturas axénicas de B. tridentata em meio liquido, abre perspectivas
para a realizagdo de ensaios bioldgicos utilizando microorganismos conhecidos, visando a
produgio de compostos secundérios. Outra possibilidade é a utilizagiio dos meios liquidos
apos o crescimento de B. tridentata, em ensaios alelopaticos in vifro com outras espécies

medicinais.
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Figura 1.6. Esquema de micropropagacdo de B. tridentata (sequéncia das fases no sentido horério): (a)
Planta matriz em casa de vegetacdo, (b) Planta micropropagada em meio MS basico, (¢) Pré-tratamento
antes do transplantio para condi¢do ex-vitro, (d) plantas em umidificador, (e) em vaso com vermiculita, (f)
planta aclimatada com 4 meses de cultivo ex-vitro.

Figura IL. 3. B.tridentata cultivada em meio liquido MS (b, ¢). Visualizacio da alteracdo dos valores de pH
através da mudanca de cor do indicador verde de bromocresol, apdés 24 dias de cultivo in vitro sob
fotoperiodo de 16 horas, a temperatura 25-27°C. (a) controle: pH 5,8. (b) e (¢) pH aproximado de 3,6.
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CAPITULO II

EFEITO DA VARIACAO DO pH INICIAL, DA FONTE DE NITROGENIO E DA
CONCENTRACAQ DE MACRONUTRIENTES DO MEIO DE CULTIVO, NO

CRESCIMENTO in vitro DE CLONE DE B. fridentata
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RESUMO

Estudos fisiologicos com espécies nativas sdo importantes pois contribuem para a
compreensido de mecanismos de adaptagiio aos habitats especificos, assim como para a
preservacio destas plantas. Foram realizados experimentos sobre o efeito da variagio do pH
inicial, da fonte e concentracio de nitrogénio, da concentragfio dos principais macronutrientes
no meio de cultivo de clone de B. tridentata cultivado in vitro. Foi possivel verificar que
independente do pH inicial (4,0-6,5), o crescimento das plantas apds 31 dias, resultou em
acidificacdo do meio (pH 3.6). Além disso, o crescimento neste pH, por um periodo adicional
de 31 dias, sem apresentar sintomas de deficiéncia ou toxicidade, sugerem mecanismos de
adaptacdo & substratos 4cidos. A fonte mista de nitrogénio (NO3;+NHs") favoreceu
significativamente o crescimento das plantas, quando comparada com nitrato ou amonia,
fornecidos isoladamente. Além disso, na concentragfo original, a fonte mista foi a Gnica que
favoreceu a formacgdo de raizes. A diluicdo para 2 e % diminuiu proporcionalmente o
crescimento das plantas cultivadas in vifro, evidenciando o forte efeito do nitrogénio no
crescimento desta espécie. O meio com amdnia como Unica fonte produziu plantas debilitadas,
com sintomas de deficiéncia nutricional. Ja no meio com nitrato como tnica fonte, as plantas
estavam sauddveis. No entanto, somente na diluigdo Y4, o crescimento neste meio foi similar
ao da fonte mista, com relagdio a massa seca das raizes. A variacio dos macronutrientes
revelou que a diminuigfo da concentracfo de calcio para %, produziu os mesmos resultados de
crescimento em altura que a concentragfo original, enquanto a diminui¢fio da concentraciio de
magnésio aumentou a massa seca das raizes. Estes resultados evidenciaram a importincia de
estabelecer meios de cultivo especificos para cada espécie, evitando a utilizagdo de

concentragdes de nutrientes desnecessarias.
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1.INTRODUCAQ

Sabe-se que o pH do solo interfere no crescimento das plantas, inclusive na
distribuicio de muitas espécies nativas, seja através de efeitos diretos dos ions hidrogénio ou
hidroxila, seja por alterar a solubilidade de varios nutrientes minerais (Islam er al ,1980).
Além disso, os solos acidicos diferem dos neutros e alcalinos, entre outros aspectos, quanto &
forma de nitrogénio disponivel para as plantas, sendo esta em geral o fon aménio. A razio para
que isto ocorra € que em solos com pH abaixo de 5,0, a atividade das bactérias nitrificantes &
muito reduzida, resultando em nitrificagio baixa ou nula (Gigon & Rorison,1972). As fontes e
concentragbes de nitrogénio sfio de grande importincia no crescimento e diferenciaco dos
tecidos cultivados in vifro.

Em geral a combina¢io de amonio e nitrato estimula o crescimento de varias espécies
de plantas (Lewis & Chadwick, 1983; Kirby ef al., 1987), sendo que o mais importante parece
ser a razdo entre os dois ions (Caldas et al., 1998). No entanto, tem sido relatado que o
crescimento similar ao produzido pela mistura dos dois ions, pode ser sustentado com nitrato
como unica fonte (Marques e al., 1998). Um problema da nutri¢io com nitrato, isoladamente,
deve-se ao fato da sua absor¢do resultar em aumento do pH do substrato (Kirby et al., 1987).
Além disso, a redugfio do nitrato & um processo energeticamente caro (Raab & Terry, 1994), e
considerando que o crescimento in vitro é quase totalmente heterotrofico, isto poderia
constituir uma limitago. J4 a nutrigio com aménio, em geral, resulta em crescimento menor
{Salsac ef al., 1987). Além disso, altas concentrages deste ion podem ser tdxicas aos tecidos
vegetais. Segundo Kirby er al. (1983), tecidos cultivados in vitro podem responder melhor s
formas de nitrogénio as quais a planta esta exposta no habitat natural.

O Parque Nacional de Itatiaia esta situado na serra da Mantiqueira, na fronteira dos

estados de Minas Gerais, S4o Paulo ¢ Rio de Janeiro. A vegetacdo ¢ caracteristica de campos
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de altitude, com espécies de Poaceae e Cyperaceae formando uma matriz principal e pequenos
arbustos entre as pedras, além de uma grande diversidade de espécies de plantas encontradas
nas superficies das rochas (Camerick & Werger, 1981). As chuvas é4cidas, comuns nesta
regifio, produzem nas rochas microcrateras que dio origem aos alvéolos rochosos. No interior
destes alvéolos os liquens se desenvolvem e contribuem para o seu alargamento através da
aciio de acidos liquénicos produzidos. O actimulo de matéria orginica nestes locais permite o
crescimento de muitas espécies de plantas (Martinelli er al.,1996). Os solos sio escuros,
rochosos, ricos em himus e, portanto, acidicos, sendo que o contetido de aluminio €
relativamente alto (0,3-3,7 mE/100ml), enquanto céicio ¢ magnésio sdo baixos (0,5-2,0
mE/100ml) (Camerick & Werger, 1981).

Dentre as principais familias que ocorrem na parte alta do Parque Nacional de Itatiaia,
destaca-se a familia Asteraceae com 96 espécies, muitas das quais pertencem ao género
Baccharis. O patrimdnio genético desta regifio tem sido ameagado e vem sofrendo continuo
processo de degradacfo, seja pelas queimadas recorrentes, como também pela utilizagio dos
campos como pastagens ¢ destrui¢fo do cinturfio de matas ao redor do parque (Martinelli ef al.
1996). Espécimes de B. tridentata ocorrem nos alvéolos rochosos do planalto do Itatiaia, a
cerca de 2400 metros de altitude. S&o plantas didicas, semi-arbustivas, com cerca de 30-50 cm
de altura (Barroso, 1976). Esta espécie respondeu favoravelmente ao cultivo in vitro, tendo
sido desenvolvido um protocolo de micropropagacio especifico (Kajiki & Shepherd, dados
apresentados no capitulo I), que serd utilizado no presente trabalho. A utilizacgo de meios
liquidos favorecem a total disponibilidade dos nutrientes sem o estabelecimento de gradientes
de concentracdo durante o cultivo. Além disso permitemn a visualiza¢3o das alteragbes do pH,

através da adi¢@io de um indicador apropriado.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos avaliar os efeitos da variagdio do pH inicial, de

diferentes fontes de nitrogénio e da variagfio das concentracdes dos macronutrientes do meio

de cultivo, no crescimento in vitro de um clone de B. tridentata.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. MATERIAL BOTANICO:

Plantas de B. fridentata foram obtidas através de multiplicagdo vegetativa in vitro, a
partir do banco de plantas homogéneas estabelecido anteriormente. O meio de multiplicagfio
foi MS, pH 5.8; 3% de sacarose e 2,5 g/l. de Phytagel (Sigma), sem adiciio de
fitorreguladores. A coleta dos explantes utilizados nos experimentos foi padronizada. Plantas
de 31 dias, com aproximadamente 4,0 cm de altura, enraizadas, fo@ utilizadas como fonte

de explantes para os experimentos.
3.2. CONDICAO EXPERIMENTAL:

As plantas foram mantidas em cdmara de crescimento, & 25-27°C, sob fotoperiodo de
16 horas, tanto na obtengéo das plantas doadoras dos explantes, como nos experimentos que se
seguiram. Nos trés experimentos realizados, explantes constituidos por apices caulinares com
1,2 cm de altura e 3 folhas jovens, foram inoculados, em meio MS, em estado liguido, sobre
suporte de papel de filro Whatman n°l, em tubos de ensaio de fundo chato (8 cm de
altura/2cm de didmetro). A inoculagfo do explante foi realizada em condigdes assépticas, em
camara de fluxo laminar. Em todos os tratamentos, o indicador verde de bromocresol
(5mL.L™) foi adicionado ao meio durante o seu preparo, permitindo a visualiza¢io da
mudanga dos valores de pH (fig.I1.3). O controle do indicador foi preparado com agua
destilada com pH ajustado aos valores utilizados nos tratamentos, mais o indicador. O controle
sobre o efeito do crescimento da planta na mudan¢a do pH foi constituido pelo tratamento

mantido sem o explante.
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Os parametros de crescimento avaliados nos experimentos foram: Altura do eixo
caulinar (cm) e Massa de matéria seca de partes aéreas e raizes (mg), obtida apos o material

vegetal ser colocado em estufa & 70°C, durante 48 horas.

3.3. EXPERIMENTOS

3.3.1. EFEITO DA VARIACAO DOS VALORES DE pH INICIAL NO MEIO DE
CULTIVO:;

Os explantes foram cultivados assepticamente em um gradiente de valores iniciais de
pH, ajustados antes da autoclavagem (4.0; 4,5; 5.0; 5.,5; 5.8; 6,0 e 6,5). O pH 5.8 foi
considerado como o controle, pois € o valor mais comumente utilizado em cultura de tecidos
vegetais. Cada tratamento foi realizado com dez repeti¢des. Apés 31 dias da inoculagio dos
explantes, 5 amostras foram coletadas aleatoriamente e avaliadas segundo os parfmetros

citados. Ap6s 62 dias, as amostras restantes foram avaliadas segundo os mesmos parametros.

3.3.2. EFEITO DO NITROGENIO: VARIACAO DA FONTE E CONCENTRACAO.

O meio MS constituiu o meio basico a partir do qual alteraram-se as fontes de
nitrogénio, mantendo-se as concentracdes dos demais nutrientes exatamente como no meio
MS original. Todos os tratamentos foram balanceados, para manter constante o teor de
nitrogénio total equivalente ao contido no Meio MS. Variou-se a fonte e ndo a quantidade de
nitrogénio, sem causar a deficiéncia de outros macronutrientes como potassio, por exemplo,
fornecido através de KCl (Tabela 1). Os tratamentos foram os seguintes: T1=NO 3 + NH'4;,
T2=NH"4; T3= NO™3. Os trés tratamentos foram realizados na concentragdo original e diluidas

para 1/2 e 1/4, com dez repeti¢des cada. Apés 31 dias de cultivo, cinco amostras foram
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coletadas aleatoriamente e avaliadas segundo os pardmetros citados. Apos 62 dias da

inoculacdo, as amostras restantes foram avaliadas sob os mesmos pardmetros.

3.3.3. EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE NUTRIENTES

O experimento foi delineado para avaliar os efeitos da diminuigdo, para % € %, da
concentracdo dos macronutrientes: N, Ca, Mg, P, K. O meio MS deu origem aos tratamentos,
com cinco repetigdes cada. Para garantir que apenas o elemento a ser testado fosse alterado,
houve, quando necessario a substituicdo dos sais normalmente utilizados no meio MS. Por
exemplo, para testar os efeitos da diminuicdo do teor de nitrogénio, KNOs3 foi substituido por
NaNOQO3, sendo acrescentado Kl como fonte de potassio (Tabela 2). Os explantes inoculados,

foram avaliados apds 31 dias de cultivo, segundo os parmetros citados anteriormente.

3.4. ANALISE ESTATISTICA
A analise de varidncia (ANOVA) foi realizada através do programa estatistico
SYSTAT 9 (SPSS Inc. 1998).
A comparagfo entre as médias (Teste de Tuckey) foi obtida através do programa
VARPC, desenvolvido pelo Prof. Dr. Ladaslav Sodek, do Departamento de Fisiologia Vegetal

da Unicamp.
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Composicio™
Sais (mg/L)

T1 T2 T3

NH;NO; 1650,0 — —
KNO; 1900,0 — 1900,0

NH,CL — 32116 —

KCL e 1400,9 —
NaNO; — — 3506,9

Tabela 1 Composico das fontes de nitrogénio nos tratamentos: T1 (fonte mista de N: NO;™ +

NH,"); T2 (fonte inica de N: NH;"); T3 (fonte tnica de N: NO3™).

*Composi¢do elaborada de forma a manter constante o teor de N total do meio original MS

(60 mM), sem haver alteracio na concentracdo dos demais macronutrientes.
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Composicio*

T1 T2 T3 T4 TS5
Sais. MS
(KN () Ca | (%) Mg HP A8
mg/L mM/L
mg/l. mM/L | mg/l. mM/L | mg/L mM/L | mg/L mM/L | mg/L mM/L

NHNO; 1650 20,6 825 10,3 [ 1650 20,6 | 1650 20,6 11650 20,6 | 1650 20,6

KNO; 1900 18,8 — 1900 18,8 1900 18,8 1900 1838 —

KH,PO;4 170 1251170 1,25 1170 1,25 {170 1,25 — —

CaCL.2H,O (440 3,0 1440 3.0 {220 1,5 1440 3.0 (440 3,0 {440 3.0
MgS0,.7H,O | 370 1,5 1370 L5 |370 1,5 1185 0,75 1370 1,5 370 1,5
NaNO; — 799 9.4 — — — 1598 18,8
K(Cl e 1401 18,8 — — 93 1,25 747 10,02
NaHPO4 — — — e 73 0,625 1150 1,23

Tabela 2. Composi¢do salina dos macronutrientes do meio MS basico (concentracio

original} e dos tratamentos: T1 (concentragfio de N diluida para %), T2 (concentragiio Ca/2),
T3 (concentragio Mg/2), T4 (concentragio do P/2) e T5 (concentragio de K/2).
* Composicdo elaborada de forma a alterar apenas a concentragio do elemento a ser testado,

mantendo o teor dos demais nutrientes minerais igual & da composi¢io original do meio MS.
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4. RESULTADOS

4.1. VARIACAO DO pH INICIAL

Os valores de pH do meio nos diferentes tratamentos apresentaram variacio,
principalmente nos primeiros 31 dias de cultivo, com tendéncia 4 diminuigao iniciada no 15°
dia. Apés 31 dias de cultivo, os meios de todos os tratamentos apresentavam valores de pHem
torno de 3,5-3,6. A variagiio dos valores de pH ocorrida apés este periodo de 31 dias iniciais
foi significativamente diferente em todos os tratamentos (Tabela 3). Nos 31 dias finais de
cultivo, praticamente ndo houve variagiio do pH, que permaneceram em valores préximos de
3,5. Com relagcdo aos pardmetros de crescimento avaliados, foi possivel verificar que o
crescimento do eixo caulinar (fig.1) e massa seca de partes aéreas (fig. 2.I), foram afetados no
tratamento com pH inicial 4,0, apresentando valores significativamente menores (Tuckey 5%,
comparado com o crescimento ocorrido nos meios com valores iniciais de pH 5,5 e 5.8. Apos
62 dias de cultivo, ndo houve diferencas significativas com relacfio a estes parimetros. Nfo
houve diferengas significativas na massa de matéria seca das raizes nos diversos tratamentos

realizados (fig. 2.II).
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Figura 1. Altura do eixo caulinar das plantas do clone de B. tridentata apés 31 e 62 dias de
cultivo in vitro, em meio MS liquido, com diferentes valores iniciais de pH (Fotoperiodo de
16 horas/ 25-27°C). Letras mintisculas comparam alturas apds 62 dias e letras maiusculas

ap6s 31 dias. Letras distintas indicam diferencas significativas (Tuckey 5%, P<0,05).
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Figura 2. Massa de matéria seca de partes aéreas (I) e de raizes (II) de plantas de B, tridentata
apos 31 e 62 dias de cultivo in vitro em meio MS liquido, com diferentes valores iniciais de
pH (Fotoperiodo de 16 horas/ 25-27°C). Letras mintsculas comparam alturas apés 62 dias e
letras maitsculas apos 31 dias. Letras distintas indicam diferencas significativas (Tuckey 5%,

P<0,05).
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pH inicial pH apés cultive AdepH

4,9 3,56+0,03 ' 0,44
4,5 3,57+0,08 0,93
5,0 3,60+0,08 1,40
55 3,5840,05 1,92
5,8 3,610,12 2,19
6,0 3,610,04 2,38
6,5 3,58+0,12 2,92

Tabela 3. Valores iniciais de pH do meio MS liquido ¢ apds 31 dias do cultivo in vitro de
clone de B. tridentata. Os resultados constituem meédias de 5 repetigdes. A variagio de pH

apresentou diferencas significativas (Tuckey 0,1%; P<0,001).



4.2. EFEITO DA VARIACAQO DA FONTE E CONCENTRACAO DE NITROGENIO

A fonte mista de nitrogénio (NO3;+NH;") no meio de cultivo favoreceu o crescimento
de plantas com altura e massa seca de partes aéreas significativamente maiores (altura apds 31
dias: Tuckey 1%; apos 62 dias: 0,1%; matéria seca apds 31 dias: Tuckey 0,1%), quando
comparada com as fontes de nitrogénio fornecidas isoladamente (fig.4 e 5). As diluicdes deste
meio, independente de ser % ou %, resultaram em diminuigio significativa da altura e da
massa seca das plantas, ap6s 31 dias, quando comparadas com a concentragdio origtnal.
Também nos 31 dias finais, houve diferenga entre as trés concentragdes, sendo que a de %
resultou em menor crescimento, em todos os pardmetros analisados (Tuckey 0,1%). Na
concentragdo original do meio bdsico, a fonte mista de nitrogénio foi a tnica que favoreceu o
desenvolvimento de plantas com raizes (fig.6).

Os meios que forneceram nitrato ou amdnio isoladamente, resultaram em plantas
significativamente menores. Apenas na diluigio % e apos 62 dias, as plantas cultivadas em
meio com nitrato, apresentaram crescimento em altura similar 4 obtida em meio com fonte
mista (fig.4). No meio com aménio, ap6s 31 dias de cultivo, as plantas apresentavam sinais de
deficiéncia nutricional, com folhas secas, e no decorrer do periodo seguinte de cultivo, elas
secaram completamente. J4 as plantas cultivadas em meio com nitrato estavam saudaveis apoés
62 dias de cultivo. O efeito da dilui¢iio do meio com nitrato como Unica fonte, analisado
estatisticamente, evidenciou que nos 31 dias iniciais de cultivo, as diluigdes & % e %
resultaram em valores maiores de altura e matéria seca de raizes (Tuckey 0,1%), enquanto a
das partes aéreas, foi significativamente diferente apenas entre a diluicdio & ¥4 e a concentracio
onginal (Tuckey 1%). Apds os 31 dias finais de cultivo, altura e matéria seca de partes aéreas,
apresentaram o mesmo perfil do periodo inicial. J4 a matéria seca das raizes, foi

significativamente maior nas dilui¢des 4 % e %. Com relagio ao meio com amonio, a dilui¢do
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favoreceu significativamente os trés pardmetros avaliados, apds 31 dias de cultive (Tuckey
0,1%). Comparando-se as trés fontes de nitrogénio, verificamos que apenas na diluigfio a %, o
meio com nitrato apresentou 2 mesma eficiéncia que o meio com fonte mista, com relagfio ao
pardmetro massa seca das raizes. Estes valores foram sempre mais baixos no meio com
amdnio, independente da dilui¢Bio, quando comparados com as outras fontes de nitrogénio
{fig.6). Apds 31 dias de cultivo, os valores do pH do meio com fonte mista permaneceram
praticamente constantes (pH 3.6). enquanto nos meios nitrato ¢ amdnio, os valores de pH
aumentaram e diminuiram, respectivamente, a medida em que ocorreram as diluigdes (fig.7).
Em cada concentraciio os valores de pH diferiram significativamente, nos trés meios testados

{Tuckey 0,1%).
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Figura 4. Altura do eixo caulinar de plantas de B. tridentata aos 31 e 62 dias de cultivo in
vitro em meio MS liquido com diferentes fontes de nitrogénio(NO;+NH,", NH;™ ou NO3), na
concentra¢o original: I (MS), diluido a metade: II (1/2MS) e diluido & %: ITI (1/4MS). Letras
distintas indicam diferengas significativas no teste de Tuckey: I e II (0,1%), I (1% nos dados
obtidos aos 31 dias, 0,1% nos obtidos aos 62 dias). Letras maitsculas comparam altura apos

31 dias de cultivo ¢ letras mindsculas comparam altura aos 62 dias.
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Figura 5. Massa de matéria seca de partes aéreas de clone de B.tridentata apds 31 e 62 dias de
cultivo in vitro em meio MS liquido, () na concentragio original (MS), (I¥) diluido pela
metade (1/2MS) e (III) 2 um quarto(1/4MS); com diferentes fontes de nitrogénio(NO3+NH,",
NH;" ou NO3). Letras mainsculas comparam resultados apés 31 dias e letras mintsculas
comparam resultados apés 62 dias. Letras distintas indicam diferengas significativas (Tuckey
0,1%; P<0,001).
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Figura 6. Massa de matéria seca de raizes de clone de B.tridentata apos 31 e 62 dias de
cultivo in vifro em meio MS liguido, (I) na concentrago original (MS), (IT) diluido pela
metade(1/2MS) e (III) 4 um quarto (1/4MS); com diferentes fontes de N (NO;+NH,", NH4"
ou NO5). Letras maitisculas comparam resultados apos 31 dias e letras mintsculas comparam
resultados apos 62 dias. Letras distintas indicam diferengas significativas (Tuckey 0,1% ; P<
0,001).
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Figura 7. Valores de pH final do meio MS liquido (concentragfo original, diluido a '2 e 4)
com diferentes fontes de nitrogénio (NOs;+NH,", NH; ou NO5s) apés 31 dias de cultivo in
vitro de clone de B. fridentata. Letras distintas indicam diferengas significativas (Tuckey
0,1%, P<0,001). Letras maitsculas comparam valores na concentragdo original, letras

mintsculas na dilui¢8o %2 e letras mintsculas com * comparam valores na dihugio Ya.



4.3. EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE MACRONUTRIENTES.

A diluigio da concentragdio de nitrogénio para % e % afetou o crescimento de plantas
de B.tridentata, tanto em relacfio ao incremento da altura quanto a massa seca das partes
acreas. Nestes pardmetros, os valores foram significativamente menores (Tuckey 0,1%) do que
os obtidos na concentracéio original do meio MS (fig. 8 ¢ 9). Com relacBic 4 massa seca das
raizes, ndo houve diferenca significativa entre os meios com a concentragfio reduzida e a
original. A queda da concentracdo de NaH,PQ, também afetou o crescimento em altura e
massa seca de partes aéreas, diminuindo significativamente (Tuckey 0,1%) apenas na dilui¢do
a . Quanto ao magnésio, verificamos, que a redugfio da concentracio de MgSQ, aumentou os
valores de massa seca das raizes (Tuckey 0,1%) quando comparada com a concentragio
original do meio MS (fig.9). De maneira andloga, a razio entre a massa seca das raizes e
partes acreas (R/C) foi maior (Tuckey 0,1%), nas menores concentragdes de MgSOy (fig.10).
A redug8o da concentragdo de CaCl, para % e Y% produziu crescimento em altura equivalente
ao obtido com a concentragdo original do meio MS (fig. 8). A dilui¢do do potassio

praticamente ndo afetou os pardmetros de crescimento avaliados.
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Figura 8. Altura do eixo caulinar de clones de B. tridentata apds 31 dias de cultivo in vitro
em meio MS liquido com a concentragdio original dos macronutrientes (MS) e com a
concentragdo de N, Ca, Mg, P ¢ K diluidas a % e % . Letras minisculas comparam alturas da
dilui¢do para ' de cada elemento com a concentragdo original do meio MS, e letras
maitsculas comparam os resultados obtidos na dilui¢do 4. Letras distintas indicam diferengas

significativas (Tuckey 0,1%; P< 0,001).
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Figura 9. Massa de matéria seca de partes aéreas e raizes, apés 31 dias de cultivo in vitro de
clone de B. fridentata em meio MS liquido na concentragio original e em meios MS com
concentragdo de macronutrientes reduzidos & metade (I) ¢ & % (II). Letras minusculas
comparam massa de matéria seca de partes aéreas e letras maitisculas de raizes, com a
concentragdo original do meio MS. Letras distintas indicam diferencas significativas (Tuckey

0,1%; P< 0,001).
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Figura 10. Razdo entre a massa de matéria seca de raizes e caule (R/C) de clone de B.
tridentata, ap6s 31 dias de cultivo in vitro em meio MS basico liquido, com a concentragfo
original do meio MS e com a concentragdo de cada macronutriente (N, Ca, Mg, P e K) diluida
a % e Y . Letras distintas indicam diferengas significativas (Tuckey 0,1%, P<0,001). Letras
minuasculas comparam valores obtidos na dilui¢io ¥z, e letras maidsculas valores da dilui¢do

Y4, em relacdo a concentracdo original do meio MS.
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5. DISCUSSAQ

A diminui¢do do pH do meio de cultivo apés 31 dias pode estar relacionada 4 absorcdo
diferencial de NO3™ ¢ NHa' pelas plantas ou a liberagio de substéncias para o meio (Caldas ef
al., 1998; Endress, 1994). Embora véarias espécies de plantas possam crescer em solos com
valores de pH que véo de 4,0 a 8,0, sabe-se que a concentragio de jons H' e OH exercem
grande influéncia no crescimento das plantas, seja através do efeito direto dos fons, ou por
alterar a solubilidade dos nutrientes minerais (Islam ef al., 1980). Altera¢des na concentracio
dos fons H' geralmente afetam reagdes enzimaticas especificas. Em cultura de células de
Cinchona a redugo do pH diminuem a vitalidade das células (Endress, 1994). Em geral, os
valores de pH 5.5 € 5,8, que em nosso experimento favoreceram o crescimento da espécie em
estudo, sdo os mais convenientes, certamente por favorecer a solubilidade da maioria dos
nutrientes minerais, sendo estes os valores de pH mais comumente utilizados em cultura de
tecidos (Caldas et al., 1998). Um fato interessante foi a manutengio dos valores de pH 4cido
(em tomo de pH 3.6), nos 31 dias finais de cultivo, em todos os tratamentos, € a observagdo do
crescimento das plantas, neste pH, sem sinais externos de deficiéncia nutricional ou
toxicidade, sugerindo que a espécie em estudo, provavelmente, apresenta estratégias de
adaptacfo a solos 4cidos.

A maioria das plantas, inclusive as cultivadas in vitro, tém capacidade de absorver e
assimilar tanto fons nitrato como aménio (Kirby et al., 1987), havendo, no entanto, grande
varia¢do nas respostas fisioldgicas entre as plantas. A grandeza destas diferencas dependem da
espécie da planta, da concentragdo e da fonte de nitrogénio, do pH do meio, e do estagio de
desenvolvimento, entre outros fatores (Takacs & Tecsi, 1992). A superioridade da fonte de
mista de nitrogénio, observada no crescimento de B. fridentata, tem sido relatada por varios

autores, em trabalhos com outras espécies. O crescimento de algumas culturas de tecidos
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vegetais € inibido severamente quando se utiliza apenas nitrato, sendo necessario a adigdo de
baixas concentragdo de amonio. Este efeito sinergistico parece ser devido & utilizagfo inicial
de amdnio, apés a qual, nitrato € utilizado (Kirby et al., 1987). A razio entre os dois fons é
determinante, sendo que, para a maioria das culturas, a concentragfio de aménio nfo deve ser
maior do que 1/3 da concentracéo do nitrato (Caldas ef al., 1998).

O baixo crescimento ¢ debilidade das plantas, observados em nosso experimento, apos
nutricBo com NH;" como tnica fonte, podem ser atribuidos aos efeitos resultantes da
acidificagdo da regido da raiz, assim como a toxicidade deste ion como desacoplador da
fotofosforilagdo (Tolley-Henry & Raper, 1986; Salsac et al., 1987). A acidificac¢fo diminuiria
a absor¢iio de alguns ions, inclusive de amodnio, provocando sintomas de deficiéncia
nutricional, como folhas amarelas e secas (Tolley-Henry & Raper, 1986).

Alguns autores tém relatado que o crescimento de plantas supridas com NO3;™ como
tinica fonte, foi igual ou superior & nutri¢io com fonte mista (NO;+NH;"). No entanto para a
planta em estudo, esta tnica fonte de nitrogénio nio favoreceu o crescimento. O metabolismo
do nitrato envolve a sua reducéo até amonio, antes da assimilagio em aminoacidos, sendo que
esta pode ocorrer nas raizes ou nas partes aéreas, dependendo das condigdes de cultivo, da
idade ¢ da espécie da planta (Taiz & Zeiger, 1991). No experimento em que se usou nitrato
como unica fonte de nitrogénio, o aumento significativo da massa seca das raizes, observado
apés dilui¢do do meio, poderia ser devido ao efeito da concentragdo deste ion. Segundo
Sutherland ef al., (1985), a assimilagao do nitrato € predominante nas raizes em condigdes de
baixa concentrac@o externa deste ion, enquanto que em altas concentragdes, a assimilagfio nas
partes aéreas € maior.

Os macronutrientes diferem em seus efeitos sobre o crescimento dependendo da
disponibilidade e requerimentos especificos de cada espécie. A concentraciio de fosforo no

meio MS basico € considerada baixa para muitas espécies, sendo necessario complementacdes
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(Caldas er al., 1998). O fato da diminui¢io da concentragfio de KH,PQj, ter afetado pouco o
crescimento in vitro em altura desta espécie, sugere um requerimento menor, especifico desta
espécie. Requerimento menor também foi observade em relagiio ao cdlcio ¢ magnésio,
evidenciando a necessidade de otimizar as concentragdes dos elementos minerais, assim como
outros nutrientes, no meio de cultivo para cada espécie, evitando concentragdes
desnecessdrias. O aumento do crescimento em altura observado quando se diminuiu a
concentragio de Ca~ e Mg ", poderia ser resultante do efeito da concentragdo destes
elementos na absorcdo dos demais nutrientes minerais. Vérias interagdes idnicas podem
ocorrer, envolvendo competigio por um mesmo sitic de absorcdo, sendo fundamental o
estabelecimento de um balango de cargas adequado (Taiz & Zeiger, 1991). A maior massa
seca das raizes, observada no tratamento com menor concentragio de Mg, é um resultado que
poderia ser vantajoso no transplantio de plantas micropropagadas, possibilitando maior
sobrevivéncia das plantas durante a aclimatagdo.

Estes resultados também sfio interessantes para cultivo de plantas que acumulam
compostos secundarios Uteis nas raizes, quando o aumento da biomassa deste érgio vegetal &

desejado (Pedro M. Magalhdes, comunicagiio pessoal).
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6. CONCLUSOES

Plantas micropropagadas de B. fridentata cultivadas in vitro acidificam o meio de
cultivo apds 31 dias e mantém este pH 4cido (pH 3.6), durante um periodo posterior de 31 dias
de cultivo. A manutencio do pH acido pode ter sido resultado da baixa capacidade tamponante
do meio e o crescimento sem sintomas de deficiéncia ou toxicidade sugere estratégias de
adaptacdo a esta condigio. Estas plantas apresentaram preferéncia por meios de cultivo mais
ricos em nutrientes minerais, como o meio MS na sua concentra¢io original. No entanto, a
diminui¢do de alguns macronutrientes especificos, como calcio ¢ magnésio, sem diminuir a
concentracdio de nitrogénio, resultaram em igual ou maior crescimento, evidenciando a
importéncia de otimizar as concentrages dos nutrientes do meio de cultivo, pois cada espécie
apresenta requerimentos especificos. Além disso, 0 aumento da massa seca das raizes com a
diminui¢@io de magnésio no meio, poderia ser aplicado para melhorar a taxa de sobrevivéncia
das plantas durante o transplantio para condi¢do ex-vifro, quando raizes bem desenvolvidas
sdo importantes. Conclui-se que o meio 6timo para micropropagacio de B. tridentata seria o
meio MS, pH 5,8, com concentragdes de magnésio e célcio do meio MS original, reduzidas &

Ya .
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CAPITULO 111

ANALISE COMPARATIVA DA ANATOMIA DAS ESTRUTURAS FOLIARES DE
Baccharis tridentata CULTIVADA EM CASA DE VEGETACAOQ, EM DIFERENTES

CONDICOES IN VITRO E APOS ACLIMATACAO.
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RESUMO

Plantas cultivadas in vitro apresentam caracteristicas anatdmicas especificas, com
mesofilo pouco diferenciado, apresentando grandes espagos intercelulares. Os tricomas podem
estar diminuidos e os estdmatos em geral sdio pouco funcionantes, embora em grande
quantidade. Estas caracteristicas podem estar relacionadas com as dificuldades de
sobrevivéncia das plantas na fase de aclimatagiio e também com a baixa produgdo de
compostos secundérios nas plantas in vitro. Tendo em vista a estreita correlagho entre a
diferenciacdo morfoldgica e a diferenciaco bioquimica dos tecidos vegetais, e a interacfo
destas com o metabolismo primario e secunddrio das plantas, estudos anatdmicos ¢
histoguimicos podem fornecer valiosas informagdes sobre a potencial capacidade das plantas
produzirem compostos secundarios, assim como superar os desafios da aclimatacfo.

A comparagio da anatomia de B fridentata em trés diferentes cultivos, casa de
vegetacdio, in vifro € ap0s aclimatagdo, revelaram que plantas aclimatadas apresentam
caracteristicas muito semelhantes 4 do cultivo tradicional, enquanto que o clone
micropropagado, apesar da pouca diferenciacio do mesofilo, contém tricomas glandulares
(TG) morfologicamente semelhantes aos da planta matriz. A variagdo das condi¢Bes do
microambiente do cultivo irn vifro, sugeriram haver uma certa plasticidade das estruturas do
mesofilo. A utilizagio do tampdo de algoddo no lugar do convencional PVC, resultou em
maior diferenciagdo do parénquima palicadico, nas plantas cultivadas in vitro, provavelmente
devido a altera¢do das trocas gasosas. Os estudos anatomicos e histoquimicos dos TG in vitro,
nesta condicdo de vedagfio, mostraram uma diferenciacdo destas estruturas, sendo observadas
cuticulas distendidas, sugerindo a produgfio de secrecdo. Estas observagdes abrem perspectivas

no sentido do monitoramento das condi¢des ambientais do cultive in vitro, visando maior
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possibilidade de sobrevivéncia dos clones aclimatados assim como a produgfio de compostos

secundarios pelas culturas de partes aéreas (“shoot culture™).
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1. INTRODUCAO:

A producdo de compostos secunddrios uteis através do cultivo de células e/ou tecidos
¢ vantajosa, pois oferece a possibilidade de um maior controle das condigdes ambientais,
permitindo a otimizagdo da produgdo in vifro e favorecendo a biossintese de compostos que
naturalmente ndo ocorrem na planta (Balandrin et al., 1985; Alfermann & Petersen, 1995). A
biossintese de compostos secundarios pode estar condicionada ou nfio a diferenciaciio celular.
A ocorréncia de compostos quimicos de interesse comercial em cultura de calos e suspensio
de células tem sido bem divulgada. No entanto, para aiguns compostos, esta produgfo requer
estruturas vegetais diferenciadas (Whitaker & Hashimoto, 1986; Robins, 1994). Parece haver
estreita correlagio entre diferenciagio morfolégica das células e diferenciag@o bioquimica, que
permite o estabelecimento de rotas metabdlicas levando & biossintese de compostos
secundarios (Croes ef al., 1989). Isto € particularmente constatado na produgio de terpenos,
em glandulas especializadas no interior ou nas superficies dos orgdos. Culturas ausentes destas
estruturas parecem néo ser competentes na acumulagdo destes produtos (Robins, 1994).

Muitos compostos secundérios economicamente importantes s3o produzidos nos
tricomas glandulares, que sdo estruturas altamente diferenciadas da epiderme (Wagner, 1991).
A producdo destes compostos através do cultivo de partes aéreas (“shoot cultures”) tem sido
relatada, sendo no entanto, inferior 4 obtida no cultivo convencional (Woerdenbag ef al., 1993;
Ferreira et al., 1995). Esta baixa produgdo pode estar relacionada com as caracteristicas
fisiologicas efou anatdmicas das plantas obtidas.

As plantas in vitro apresentam, em geral, folhas com mesofilo incompletamente
diferenciado, com o parénquima paligadico ausente ou pouco definido, espacos intercelulares
muito grandes e numerosos, ¢ cloroplastos com poucos granulos de amido (Wetzstein &

Sommer, 1982; Johansson et al., 1992). Além disso, o namero de tricomas pode estar
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diminuido nestas plantas (Donnelly & Vidaver, 1984, citado por Majada er al., 2000). A
vedagdo dos frascos de cultivo controla as trocas gasosas entre o interior e o ambiente externo
(Kavanagh er al., 1991; Kozai, 1995). Segundo Zobel, (1987, citado por Kavanagh et al.,
1991), sob condi¢es de reduzida aeragio, compostos volateis podem se acumular e modificar
a diferenciacfo e o crescimento destas culturas.

Outra caracteristica do cultivo in vitro é o fornecimento da fonte de energia no meio de
cultura, que permite que as plantas cres¢am com pouca ou nenhuma atividade fotossintética
(Caldas ef al., 1998; Kozai, 1995). Alguns autores tém verificado que a sacarose no meio de
cultivo inibe a biossintese de clorofila (Edelman & Hanson, 1972), e portanto a propria
atividade fotossintética das plantas (Capellades er al., 1991; Woerdenbag ef al, 1993).
Considerando a importincia da atividade fotossintética no metabolismo primario e secunddrio,
seria recomendével a sua realizac@o in vitro, tanto para a biossintese de compostos {Fowler,
1985), como também para diminuir a diferenca entre esta condigfio e aquela que a planta
enfrenta no ambiente natural.

Além destes fatores, sio bem conhecidos os efeitos dos fitorreguladores ¢ da luz na
diferenciagdo celular. Chien & Sussex, (1996) verificaram o efeito das giberelinas na
diferencia¢do dos tricomas em folhas de Arabidopsis thaliana e alguns autores (Aloni, 1987;
Biasi & Altamura, 1996) relataram que a luz pode aumentar a diferenciagdo dos tecidos
vasculares. Também j& estd bem comprovado o efeito da luz na biossintese dos flavonéides
{Kubasek et al., 1998).

As caracteristicas anatbmicas proprias das plantas cultivadas in vifro também estio
relacionadas com o desempenho durante a fase de aclimatagio (Kozai, 1991; Majada et al.,
2000). Nesta fase, as plantas precisam rapidamente se adaptar a uma condi¢do de baixa

umidade relativa e sdo forcadas a desenvolver autotrofia (Kozai, 1991). As baixas taxas de
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sobrevivéncia durante esta fase t8m comprometido seriamente muitos projetos de
micropropagacio (Kozai, 1991; Johanson ef al., 1992).

Sabe-se que, embora as caracteristicas fisiolégicas, anatdmicas e bioquimicas das
plantas sejam largamente genotipicas, as condi¢des ambientais exercem forte influéncia na
expressdc dos genes envolvidos. A compreensfo dos mecanismos e dos fatores que
influenciam a diferenciaciio das plantas cultivadas i vitro, pode contribuir para o
aperfeigoamento das estratégias visando a produgfo de plantas mais “competentes” durante a
aclimatagdo, assim ¢omo para a produgdo de compostos de interesse. Também € importante
ressaltar que apesar do grande niimero de estudos, principalmente ultraestruturais e
histoquimicos, em tricomas glandulares de muitas espécies, os estudos in vifro sdo raros.

Baccharis tridentata € uma planta aromatica de uso medicinal como febrifuga e
diurética em algumas regibes do Brasil (Uphof, 1968). Recentemente foi comprovada acdo do
nerolidol, um dos constituintes do 6leo essencial desta, e de outras espécies, contra o parasita
da malaria sugerindo aplicacio terap8utica deste composto (Lopes ef al., 1999; Macedo et al.
2002). Esta especie apresenta tricomas glandulares e nfo glandulares nas superficies de suas
partes aéreas. Outras estruturas secretoras também ja foram nela caracterizadas, como os
ductos secretores presentes no floema dos feixes vasculares das folhas (Castro ef al., 1997). B,
fridentata respondeu favoravelmente ao cultivo in vitro, através do qual foi estabelecido um

banco de plantas homogéneas (Kajiki & Shepherd..resultados apresentados no capitulo I), que

serfio utilizadas neste presente trabatho.
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2. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram:
1. Comparar anatdmica e histoquimicamente as estruturas foliares de B. #ridemtata

cultivada em casa de vegetagdo, in vitro ¢ aclimatada;

2. Caracterizar os tricomas glandulares de folhas jovens de um clone de B, tridentata

cultivado in vitro;

3. Investigar os efeitos:

3.1. da interagdo entre concentragdo de sacarose e fotoperiodo,

3.2. alterag@io da vedagdo,

3.3. da adi¢fio de GA3,

na diferenciagdo de estruturas da folha e apices caulinares, assim como possiveis

alteragles histoquimicas nos tricomas glandulares, em clone de B. fridentata cultivado in

Vitro.,
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO:

Foram utilizadas folhas e apices caulinares de B. tridentata nas seguintes condi¢des
(fig.1):

3.1.1 Plantas de B. fridentata cultivadas em vasos (terra vegetal) a partir de mudas
trazidas do Parque Nacional de Itatiaia. As amostras foram coletadas de plantas com 18 meses
de cultivo em casa de vegetagdo.

3.1.2 Material in vitro: Clone de B. fridentata cultivado e micropropagado via
inoculac@io de apices caulinares em meio MS basico, pH 5,8 € 3% de sacarose, solidificado
com 2,5 g/I. de phytagel. O cultivo foi realizado em cdmara de crescimento com fotoperiodo
de 16 horas, ¢ temperatura de 25-27° C. Plantas cultivadas nas condictes citadas foram
utilizadas como fontes de explantes para os tratamentos realizados.

3.1.3 Clone aclimatado: Plantas de B. tridentata cultivadas in vitro em meio MS
bésico, foram aclimatadas em condigfo ex virro ¢ mantidas em casa de vegetacio. As amostras

foram coletadas apos 6 meses da aclimataggo.

3.2 TRATAMENTOS APLICADOS AO CLONE CULTIVADO IN VITRO

Explantes constituidos de dpices caulinares (= 1,2cm de altura e 3 folhas jovens)
obtidos de plantas de 31 dias de idade, foram submetidos a diferentes tratamentos. Foi
inoculado um apice caulinar por frasco de cultivo. Foram realizadas cinco repeticdes/

tratamento.
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3.2.1. EFEITO DO FOTOPERIODO E SACAROSE:

Os explantes foram inoculados em meic MS bésico com 3%, 2% e 1% de sacarose e
cultivados durante 31 dias & temperatura de 25-27°C ¢ em fotoperiodo de 16 horas. Parte do
material foi submetido a luz continua (LC) apds 15 dias do inicio do experimento. Deste modo
foram realizados 6 tratamentos:

T1 (Controle): Meio MS com 3% Sacarose, Fotoperiodo16horas.

T2: Meio MS com 3% sacarose, Fotoperiodo 16horas/LC.

T3: Meio MS com 2% de sacarose, Fotoperiodo 16h.

T4: Meio MS com 2% de sacarose, Fotoperiodo 16b./L.C

T5: Meio MS com 1% de sacarose, Fotoperiodo 16h.

T6: Meio MS com 1% de sacarose, Fotoperiodo 16h./LC.

3.2.2. EFEITO DA VEDACAO DO FRASCO DE CULTIVO

Controle: Vedagdo com pelicula de polivinilcloreto (PVC), utilizada em todos os
demais tratamentos.

Tratamento: Vedagfio com tampio de algodiio e gaze. Os explantes submetidos a este
tratamento permaneceram os dez dias iniciais do cultivo com vedacio de PVC, sendo nos 21
dias finais, vedados com o tamp#o de algoddo. Foram cultivados em temperatura de 25-27°C,

fotoperiodo de 16horas e fotoperiodo 16h/LC, conforme descrito no item 3.2.1.

3.2.3. EFEITO DA ADICAO DE GA;
Controle: Meic MS bésico sern adigiio de GA;

Tratamento 1: Meio MS bésico com Img/L de GA3
g2



Tratamento 2: Meio MS basico com 5mg/L de GA3

Os explantes foram cultivados sob fotoperiodo 16h/ LC; e temperatura de 25-27°C.

3.3. COLETA DAS AMOSTRAS

As amostras consistiram de folhas adultas, totalmente expandidas, do 6% mo 7
(contado a partir do apice), e de apices caulinares (cerca de 0,5 cm de altura) (fig. 2). Foram
coletadas amostras de 3 plantas (repeticdes) de cada tratamento, separados aleatoriamente
apos 31 dias de cultivo, e processados para andlise microscdpica. Do mesmo modo, foram
coletadas amostras (conforme descri¢iio acima), da planta cultivada em casa de vegetagéo

(planta matriz) ¢ do clone aclimatado.



Coleta de folhas e apices

B.tridentata: planta matriz cultivada em casa de vegetagfio

(18 meses de idade)
Micropropagacio
Meio MS basico/ Fotoperiodo 16h/
25.27°.C
f } ) il J% : ! 1 i H
% 1 % o %—1 % i‘\E\- T T clonecom
Banco de plantas homogéneas 31 dias
Aclimatacio TRATAMENTOS
Apbs
31 dias

coleta de folhas e apices
Clone com 6 meses
de cultivo ex vitro

Figura 1. Esquema mostrando a origem e obtencfio do material botanico utilizado neste
experimento.
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(b) (© (.)

(a)

N

(d) (©
Figura 2. Esquema de coleta das amostras. a: B. tridentata em casa de vegetagio, in
vitro ¢ aclimatada, b: dpice caulinar; ¢: corte transversal do apice caulinar; d: folha adulta

do 6°. Ou 7°. nd; ¢, e: drea examinada (corte transversal).
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3.4 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS PARA:

3.4.1 MICROSCOPIA DE LUZ

Apices caulinares medindo cerca de 0,5 cm de altura e 4rea foliar da regifio mediana
da folha, foram fixados em solucdo contendo 4% de paraformaldeido, 2% de glutaraldeido,
3% de sacarose e SmM de cloreto de célcio, em tampdo cacodilato de sédio 0,1 M, pH 6,8
(Karnovsky, 1965 modificado). O tempo de fixagfio foi de 4 horas, apds o qual as amostras
foram lavadas em solugdo de 3% de sacarose, SmM de cloreto de célcio no mesmo tampdo do
fixador por cerca de 90 minutos. A seguir, as amostras foram tratadas com a mesma solucéio
da lavagem acrescida de 0,15M de glicina e mantidas em temperatura de 4° C durante 12
horas, lavadas novamente em tampo cacodilato 0,1M, pH 6,8 (3 vezes de 30 minutos cada),
sendo entdo rapidamente lavadas em agua destilada.

As amostras foram desidratadas em série etandlica iniciando em 70% até 100%,
permanecendo 30 minutos em cada etapa da série. Iniciou-se entdo a infiltrag3o da resina JB4,
utilizando-se da mistura etanol absoluto/resina nas proporgdes: 3:1, 2:1, 1:1, 1:2,
permanecendo 2 horas em cada etapa e, finalmente, por 12 horas em resina pura. As amostras
foram emblocadas e colocadas para secar, 2 horas em temperatura ambiente e 12 horas em
estufa 3 60° C. Trés amostras de folhas e trés dos apices, de cada tratamento, foram incluidas
em cada bloco. Os blocos foram preparados para microtomia e obtidos cortes transversais com
Spm de espessura. Cerca de 8 cortes foram distendidos sobre lamina, aderidos por
aquecimento, ¢ submetidos a diferentes métodos de coloraggo.

As laminas foram observadas em microscépio de luz comum e luz polarizada, marca
Olympus, modelo BX60 do laborat6rio do Departamento de Biologia Celular/ IB/UNICAMP.

Os registros fotograficos foram feitos em negativo Kodak Gold 100.
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3.4.1.1 COLORACAO PELO AZUL DE TOLUIDINA (AT) pH 4,0

Para a detecgdo de radicais anidnicos e metacromasia, os cortes foram submetidos &
coloragfo pelo Azul de Toluidina 0,025%, em tampéo Mcllvaine, pH 4,0 durante 15 minutos &
temperatura ambiente, seguida da lavagem rdpida em dgua destilada. Os cortes foram secos ac

ar, diafanizados em xilol durante dez minutos e montados em Entellan (Vidal, 1977).

3.4.1.2. XYLIDINE PONCEAU (XP) pH 2,5

Para a deteccdo de radicais catidnicos, os cortes foram submetidos 4 coloracdo com
solugdo de Xylidine Ponceau 0,1%, pH 2,5 em solugio de acido acético 3%(v/v) durante 15
minutos a temperatura ambiente. A seguir, as ldminas foram lavadas em acido acético 3%(v/v)
durante 30 minutos, e posteriormente em agua destilada, rapidamente. Os cortes foram
desidratados em etanol 95% e 100% por cinco minutos cada, diafanizados em xilol durante

dez minutos ¢ montados com Entellan (Vidal, 1970).

3.4.1.3. METODO DO PAS

Com o objetivo de identificar polissacarideos neutros e glicoproteinas, os cortes foram
inictalmente oxidados em solugdo aquosa de acido periddico 0,5% durante 9 minutos, &
temperatura ambiente. A seguir, as ldminas foram lavadas 2 vezes em 4gua destilada, secas ao
ar e tratadas com Reativo de Schiff (Mello & Vidal, 1978) durante 30 minutos, no escuro ¢

temperatura ambiente. As ldminas foram lavadas com 4gua destilada e secas ao ar. Os cortes
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foram desidratados em etanol 95% e 100% durante 5 minutos cada, diafanizados em xilol por

dez minutos ¢ montados em Entellan (Maia, 1979).

3.4.1.4. Sudan Black B

Para a detecgfo de lipidios o material foi submetido & coloragio com solucdo saturada
de Sudan Black B, em 70% de etanol durante 30 minutos, lavado duas vezes, rapidamente, em

etanol 70% ¢ montado em glicerina (Maia, 1979).

3.4.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Para a obtengfio de imagens das estruturas especializadas da epiderme de folhas e
apices caulinares (da planta cultivada em casa de vegetaciio; do clone cultivado in vitro:
fotoperiodo 16h e fotoperiodo 16h + Luz continua; do clone aclimatado), as amostras foram
fixadas em solugdo de glutaraldeido 2,5 %, paraformaldeido 2,5% em tampéo cacodilato de
sodio 0,05M, pH 6,8 (Karnovsky, 1965), acrescida de 3% de sacarose, durante 12 horas a 4°
C. Apés lavagem com tampao cacodilato, as amostras foram tratadas com solugéio aquosa de
tetroxido de 6smio 1% no mesmo tampio do fixador, por 2 horas em temperatura ambiente. A
seguir foram lavadas em d4gua destilada, desidratadas em solugdes com concentragdes
crescentes de etanol (50% até 100%), e levadas a secagem, ao ponto critico no Critical Point
Dryer — CPD 020 da BALZERS.

Apés a montagem das amostras em suportes apropriados, procedeu-se 3 deposicdo de
ouro metalico, utilizando-se do Sputter Coater SCD 050 da BALZERS, ambos do Laboratdrio

de Microscopia Eletronica do IB/ UNICAMP.
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As amostras foram levadas & observagfio ao microscépio eletronico de varredura,
marca JEOL, modelo JSM 35800LV do Laboratério de Microscopia Eletrénica do

IB/UNICAMP. Os registros fotograficos foram feitos em filme T-MAX 100.
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4. RESULTADOS

4.1 MESOFILO E NERVURA PRINCIPAL DE FOLHAS ADULTAS:

Folhas adultas de plantas cultivadas em casa de vegetacdo (planta matriz), observadas
em corte transversal, apresentaram mesofilo heterogéneo assimétrico, constituido de 2-3
camadas de parénquima paligadico, repleto de cloroplastos. A epiderme superior apresentou
células arredondadas, maiores do que as da epiderme inferior e 0s estdmatos ocorreram nas
duas epidermes, sendo mais numerosos na inferior (fig.3). No material cultivado em casa de
vegetacdo € no clone aclimatado, foi constatada a presenca de ducto secretor na nervura
principal ¢ na regido do floema do feixe vascular secundario (fig.3a,b,e.f) que ndo foi
observado no material cultivado in vitro. No mesofilo do clone cultivado in vitro ndo foi
possivel distinguir o parénquima paligadico do lacunoso (fig.3d). A epiderme apresentou as
mesmas caracteristicas da planta matriz, sendo que os estdmatos eram mais NnUMErosos e
freqiientemente abertos (fig.3c,d). No clone aclimatado, o mesofilo apresentou caracteristicas
semelhantes ao da planta matriz, enquanto na nervura principal foi possivel observar a
presenga de numerosas células de paredes espessas, provavelmente fibras, tanto do lado do
xilema quanto do floema (fig.3¢). Estas células apresentaram forte birrefringéncia sob luz
polarizada (dados ndo mostrados) e ndo foram observadas na planta matriz ou nos clones in
Vitro.

O uso do tampdo de algoddo como forma de vedagio resultou em aumento da
espessura da folha e alteragdo do padrio de mesofilo do cultivo in vitro. Este tratamento,
quando aplicado as plantas cultivadas em fotoperiodo de 16h, favoreceu a diferenciagfo do
parénquimaclorofiliano em palicddico e lacunoso (fig.4). No mesofilo das plantas cultivadas
sob este tratamento também foi possivel observar um aumento do nimero de cloroplastos por
célula (fig. 4:b, d).
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No tratamento em fotoperiodo16h./LC foram observadas células mais altas e mais
largas na face superior da epiderme em relagfo ao tratamento onde as plantas foram cultivadas
somente em fotoperiodo de 16 horas. Outra diferenga foi o nimero maior de espagos
intercelulares no tratamento com LC (fig. 5). O mesofilo de clones cultivados sob fotoperiodo
de 16h, com diferentes concentragcSes de sacarose revelou maiores espagos intercelulares no
tratamento com 1% deste carboidrato, em relagio aos demais (fig.6). Houve ainda uma
alteragfio na resposta da parede celular & coloracio peio AT, com maior intensidade de
coloragdo na concentragdo de 3%. A adi¢io de GA; ndo resultou em alteragdes significativas

no mesofilo e nervura principal das amostras analisadas.

4.2 APICES CAULINARES:

Cortes transversais dos dpices caulinares permitiram observar, nos primérdios foliares,
tricomas glandulares (TG) (fig.7). ¢ ndo glandulares (TNG) (fig. 8) em diferentes estagios de
desenvolvimento. Os tricomas glandulares (TG) dos primordios foliares dos clones cultivados
in vifro, sio bisseriados, constituidos de 4-5 pares de células, morfologicamente semelhantes
aos tricomas glandulares de B. fridentata cultivada em casa de vegetagio. Quando corados
com AT foi possivel visualizar intensa metacromasia das células apicais dos TG, tanto na
planta matriz (fig.7a), quanto no clone cultivado in virro (fig.7c). A observagio sob luz
polarizada permitiu visualizar cristais do tipo drusas, provavelmente de oxalato de calcio, nas
células apicais do tricoma glandular, sendo que, na planta matriz (fig.7 b) eram maiores e mais
numerosas do que no clone in vifro (fig.7 d).

Observamos na fig. 8 que ndo houve diferencas morfolégicas significativas entre os
tricomas nfo glandulares nos diferentes cultivos, apresentando-se unisseriados, com 6-7
células e um apéndice filamentoso na célula apical. Tanto no cultivo in vitro (fig.8¢) quanto na

planta matriz (fig.8 a), a célula apical corou-se intensamente pelo PAS. Também foi possivel
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observar que o apéndice filamentoso apresentou forte reagdo metacromatica ao corante AT e
reagdo negativa ao Sudan Black B, no clone aclimatado (fig. 8b, d) € no cultivo in vitro (fig. 8
e, D).

As diferentes concentragdes de sacarose, 2% e 3%, no meio de cultivo do clone
cultivado em fotoperiodo de 16h, nfio produziram diferengas na coloragiio dos TG corados
com AT (fig. 9a, c). Ja no regime de luz que incluju a luz continua, observamos que tanto o
tratamento que utilizou 2% e 3% de sacarose resultaram em metacromasia (fig.9b, d), sendo
mais intensa na concentragdo de 2% (fig.9d).

Na fig. 10, observamos os TG corados pelo XP, PAS e Sudan Black B. Os TG da
planta matriz (fig. 10a), apresentaram coloragdo alaranjada apenas nas células apicais,
enquanto no cultivo in virre (fig.10b,c), quase todas as células eram de cor laranja
avermelhada. Nesta coloracio ficaram evidentes duas fases do desenvolvimento do TG: Na
primeira os TG apresentavam as células apicais exibindo um niicleo volumoso, com
citoplasma menos corado (fig. 10b); em outra fase, as células apicais dos TG eram mais
densas ¢ homogeneamente coradas, néo permitindo a visualizagdo do niicleo e apresentando
cuticula distendida (fig.10c).

Quando corados pelo PAS, os TG apresentaram coloragio semelhante nos diversos
tratamentos e na planta matriz sendo que no cultivo iz vitro a parede celular das células apicais
¢ o conteudo celular apresentaram-se mais coradas (fig.10e, f). Para o material cultivado in
vitro, os diferentes tratamentos realizados afetaram pouco as respostas ao corante.

A coloragfio pelo Sudan Black revelou nos trés cultivos, TG com contetido celular
corados de marrom escuro e espago subcuticular devido i distensdio da cuticula (fig.10g, h, 1),
sugerindo a producdo de secregio.

Além das observagdes sobre os TG e TNG, os cortes transversais de apices caulinares

revelaram no parénquima caulinar a presenga de muitos cristais aciculares (rafideos),

92



quantidade destes cristais foram insignificantes, sendo que o tratamento que utilizou vedagio
com tampdo de algoddo, aumentou um pouco este nimero (fig.11¢). A adigdo de GA; ao meio
de cultivo resultou em aumento significativo do nimero de cristais, principalmente na

concentragdo de Smg/L (fig.11 e).

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV):

A observagiio dos primordios foliares em diferentes estagios de desenvolvimento ¢ da
folha adulta através de MEV, permitiu verificar a alta densidade dos tricomas nas folhas mais
jovens (fig.12a, b), ¢ a diminuicio progressiva & medida que a folha completava o
desenvolvimento (fig.12 ¢). A face superior da epiderme da folha adulta apresentou maior
niunero de tricomas do que a inferior e o inverso foi observado em relagdio aos estdmatos, que
estavam em maior mimero na epiderme inferior. Nas folhas adultas do clone cultivado in vitro,
a distribuicfo dos tricomas foi regular e em agrupamentos, sendo os mais cornuns constituidos
de: um ou dois TG e um ou dois TNG, dispostos juntos (fig. 12 ¢). Tricomas isolados também
foram encontrados. Os dois regimes de luz, no cultivo in vitro, ndo modificaram o padrio de
distribui¢do ¢ a morfologia dos TG e TNG. Foi possivel observar o aspecto bisseriado dos TG
(fig.12d, e, g, h) ¢ unisseriado dos TNG (fig.12 i), assim como o seu apéndice filamentoso

detalhado (fig.12f, i).
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Figura 3. Cortes transversais de folhas adultas de B. tridentata coradas com AT e
Sudan Black B, mostrando a regido da nervura principal (a,c.e) e mesofilo (b,d.f). a-
b: material cultivado em casa de vegetacao; c-d: clone cultivado in vitro; e-f: clone
aclimatado. Nota-se a presenca de ducto secretor (seta fina) na planta matriz € no
clone aclimatado; c€lulas de parede espessa (e: seta larga ). Barra = 50 um (a - f).
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Figura 4. Cortes transversais de folhas adultas de clone de B. tridentata cultivado in vitro e coradas pelo
Xylidine Ponceau (a, b) ou pelo Azul de Toluidina (¢, d). O material cultivado com a vedagio de algodao (b,
d)) mostrou maior diferenciagdo do mesofilo com células mais alongadas na face adaxial da folha e mais
arredondadas na abaxial, o que ndo foi observado no material com vedacdo em PVC (a, ¢). Barra = 50 um (de
a-d).

Figura 5. Cortes transversais de folhas adultas de B. tridentata cultivada in vitro em meio MS, com 3% de
sacarose sob fotoperiodo de 16 b/ luz continua (a) e Fotoperiodo de 16 h (b). Nota-se na face superior, células
da epiderme maiores (altura e largura) no tratamento com luz continua. Barra: 50 um (a, b).
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Figura 6. Cortes transversais de folhas adultas de B. tridentata
cultivada in vitro em meio MS com 3% de sacarose (a), 2% (b) e 1%
(c) . Barra: 50 pm (de a-c).
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Figura 7. Cortes transversais de primérdios foliares do apice caulinar de B. tridentata
corados pelo Azul de Toluidina visualizados sob luz comum (a, ¢) ou polarizada (b, d).
Nota-se a presenca de inimeros tricomas glandulares. a-b: Material cultivado em casa de
vegetacdo; c-d: Material cultivado in vitro. Nota-se a metacromasia das células apicais dos
TG (a, ¢, setas finas). Sob luz polarizada foram observados cristais em forma de drusas nas
células apicais dos TG, mais abundantes no material oriundo da casa de vegetagdo. Barra =
50 pm.

101



Figura 8. Cortes transversais de primérdios foliares de B. tridentata: cultivada em casa de
vegetagdo (a); cultivada in vitro (c, e, f); e clone aclimatado (b, d). Observam-se tricomas
ndo glandulares corados pelo PAS (a,c); Azul de Toluidina (b, ) e Sudan Black B (d, f).
Nota-se forte metacromasia do apéndice filamentoso dos TNG ao corante AT (seta fina) e
reacdo negativa ao Sudan Black B (seta larga). Barra: 25 um (de a-f).
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Figura 9: Cortes transversais de primdrdios foliares de B. tridentata cultivada in vitro,
mostrando os tricomas glandulares (seta larga) corados pelo Azul de Toluidina. a:
cultivo sob fotoperiodo de 16h e 3% de sacarose; ¢: fotoperiodo de 16h e 2% de
sacarose; b: fotoperiodo de 16h /luz continua e 3% de sacarose; d: fotoperiodo de 16h
/luz continua e 2% de sacarose. Nota-se metacromasia ao corante AT nos tratamentos
com luz continua (b,d). Barra =25um.
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Figura 10. Cortes transversais de primérdios foliares de B. tridentata mostrando tricomas
glandulares corados pelo Xylidine Ponceau (a-c), PAS (d-f), Sudan Black B (g-i). Planta
matriz cultivada em casa de vegetagdo (a, d, g); clone cultivado in vitro: sob luz continua/
vedacdo em PVC (b, e, i), sob LC/ vedagao em algodao (c, f); clone aclimatado (h). Nota-
se tricoma glandular em fase pré-secretora (b: seta fina) e em fase secretora, com cuticula
distendida (c: seta fina). Tricoma ndo glandular (h: seta larga). Barra: 25 um (de a-1).
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Figura 11. Cortes transversais de dpices caulinares de B. tridentata visualizados sob luz
polarizada e mostrando o actimulo de Rafideos. a, b: material cultivado em casa de
vegetacdo. c-e: material cultivado in vitro. ¢: sem a adiciio de GA; ao meio de cultivo e
vedado com tampdo de algoddo; d: com 1mg/ L de GA;; e: com 5 mg/L de GA,. Nota-se
uma maior quantidade de cristais no material cultivado em casa de vegetagio e naquele
desenvolvido in vitro com 5 mg/L de GA;. Barra: a: 200 pm; b-e: 50 um.
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Figura 12. Imagens dos Tricomas glandulares e ndo glandulares de B tridentata obtidas
através de Microscopia Eletronica de Varredura. a-b: Primérdios foliares de material
cultivado in vitro mostrando alta densidade de TG e TNG; c: Epiderme superior de folha
adulta cultivada in vitro; d-g, i: material in vitro mostrando tricomas glandulares
bisseriados (setas largas) e tricomas ndo glandulares (setas finas); h: material obtido em
casa de vegetacdo. Barra : a-c: 100pum; d-i: 10um.
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5. DISCUSSAO

O fato do clone cultivado in vifro apresentar mesofilo com caracteristicas distintas ao
da planta matriz cultivada em casa de vegetagdo, evidencia a influéncia das condigdes de
cultivo na diferenciagio dos tecidos foliares. As caracteristicas do mesofilo observadas no
clone de B. tridentaia cultivado in vitro, como a ndo diferenciagdo do parénquima clorofiliano,
a presenca de grandes espacos intercelulares ¢ de poucos cloroplastos, tém sido relatadas em
outras espécies por varios pesquisadores { Majada et al. 2000; Dimassi-Theriou & Bosabalidis
1997; Wetzstein & Sommer, 1982), e esta provavelmente relacionada as condigdes do cultivo
in vitro. Apesar do conhecimento de que a anatomia da folha ¢ influenciada por fatores
ambientais, incluindo intensidade da luz, umidade, temperatura e condi¢des nutricionais, nio
estava claro qual destes fatores, especificamente, interferia na anatomia das folhas
particularmente no cultivo in vitro (Wetzstein & Sommer, 1982).

Os resultados obtidos neste trabalho, com a utilizagfio da vedagio em algodio, sugerem
que a diminuicdo de umidade do interior dos frascos de cultivo e a alteragio das trocas
gasosas, favorecidas por este tratamento, influenciaram positivamente a diferenciagio do
parénquima clorofiliano. Conforme Esau (1974), o parénquima paliadico é um tipo
especializado de tecido fotossintético, no qual os cloroplastos estdo dispostos em uma posigio
mais favoravel em relagio 4 luz. Desta forma, é provavel que as plantas cultivadas sob este
tratamento podem apresentar atividade fotossintética superior 4 que normalmente ocorre nas
plantas cultivadas in vitro. No entanto, para comprovar esta hipétese seria importante a
realizagdo de medidas de atividade fotossintética nos dois tratamentos. O fato da concentragéio
de 1% de sacarose ter resultado em aumento dos espagos intercelulares e, portanto, em menor
densidade dos tecidos do mesofilo, pode ter sido resultado da diminuigdo da concentragio da

fonte de energia e das condi¢es de iluminacg@o € CO;, em que as plantas foram cultivadas. Se
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considerarmos os resultados obtidos por Woerdenbag et al.(1993), no qual foi verificado
aumento da atividade fotossintética quando se diminuiu para 1% a concentragio de sacarose
do meio de cultivo, poderemos supor que as condigdes de iluminagio e CO, de nosso
experimento foram inadequadas e ndio favoreceram a realizagio de fotossintese pelas plantas
cultivadas em concentragdes mais baixas da fonte de energia.

Quanto as caracteristicas da nervura principal, a presenga do ducto secretor apenas na
planta matriz e no clone aclimatado sugere que o cultivo in vitro inibiu a expressio dos genes
envolvidos na diferenciacdo destas estruturas secretoras. A observacio de células de parede
espessa apenas no clone aclimatado, sugere que a mudanca do ambiente in vifro para o ex vitro
estimulou o desenvolvimento destas estruturas, que ndo foram observadas na planta matriz.
Esta ¢ uma caracteristica interessante, que poderia favorecer a aclimatagio dos clones, uma
vez que estas células devem estar relacionadas com a sustentagio das plantas.

Qutro fato interessante observado foi a presenca macica de cristais na forma de
rafideos, provavelmente de oxalato de calcio, nos pices caulinares da planta matriz, a sua
quase auséncia no clone cultivado in vitre e o aumento significativo destes cristais, apos a
adi¢do de GA; Cristais de oxalato de calcio em plantas podem constituir uma forma de
armazenar calcio quando a disponibilidade de calcio no solo aumenta (Franceschi & Homer,
1980). Além disso, o actimulo de cristais na forma de rafideos também tem sido relacionado &
defesa contra a herbivoria, repelindo os predadores (Ruiz et al., 2002). O fato do clone
cultivado ir vitro apresentar poucos cristais nos apices caulinares, sugere que isto ocorreu
devido a alta umidade do ambiente in virro, resultando em baixa taxa de transpiragio. Desta
forma, nossos resultados sugerem um possivel efeito de GA; no transporte de calcio via
xilema.

A presenca de cristais do tipo drusas nas células apicais dos tricomas glandulares tem

sido relatada por vérios pesquisadores ( Ascensio & Pais, 1987; Nielsen ef al., 1991; De Silva
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et al., 1996). Estudos recentes t8m relacionado o aumento na concentragdo do calcio nos
espagos intercelulares da folha com a reducio da abertura estomatal, afetando
conseqiientemente a entrada de CO; e a eficiéncia fotossintética (Ruiz & Mansfield, 1994; De
Silva et al., 1996). A planta possui mecanismos para proteger as suas células guarda de altas
concentragdes de cédlcio provenientes do fluxo de transpiragdio. Os tricomas da epiderme de
partes aéreas teriam importante papel no equilibrio idnico, sequestrando célcio em excesso, na
forma de cristais, nos vactiolos de suas células (De Silva et al.1996). In vitfro, analogamente ao
que foi discutido em relagfio aos rafideos, as plantas apresentaram menor niimero de drusas,
devido s caracteristicas de baixa transpiragio deste cultivo.

O corante AT tem sido empregado para identificar grupos anidnicos, em especial os
grupos fosfato dos acidos nucléicos e carboxila de agtcares acidos como as substincias
pécticas das paredes celulares vegetais. Na maioria dos polidnions, como as pectinas, ocorre 0
fendbmeno da metacromasia € a coloragfio se torna mais arroxeada, chegando a magenta em
casos extremos (Silva er al. 1997). Neste tipo de reagfo, tem sido relatado que taninos coram
em verde, devido a presenca de polifendis (O’Brien et al., 1964, citado por Gahan, 1984).
Esta coloragio verde foi observada nas células basais dos TG, apenas na planta matriz € no
clone aclimatado, sugerindo que estes compostos estavam ausentes ou em quantidade pequena
nos clones cultivados in vitro. Ja com relago a presenca de pectinas, ela foi favorecida no
cultivo in vitro.

A diferenga de intensidade da cor arroxeada nas reagdes metacromaticas com AT,
observada no cultivo in vifro (Luz continua) com 2 e 3% de sacarose, pode ter sido resultado
de alteragGes no metabolismo causadas pela reduc@o da concentragdo de sacarose. Segundo
alguns estudos a diminuicéo da concentragfio de sacarose no meio de cultivo pode estimular a
biossintese da clorofila e a fotossintese (Edelman & Hanson, 1972). Neste caso, podemos

sugerir também que com 2% de sacarose no meio de cultivo, a quantidade de pectinas foi
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aumentada ou houve uma desmetilagio de moléculas pré-existentes, 0 que é comum em
tecidos em crescimento (Carpita ¢ McCann, 2000).

XP ¢ um corante acidico, que cora as proteinas protonadas no pH em que a reagio se
realiza (Vidal, 1970). A coloragdo pelo XP permitiu a visualizagfio de nticleo e nucléolo nas
células apicais de alguns tricomas glandulares, sendo que em outros, todo o citoplasma ficou
corado homogeneamente em laranja, ndo permitindo a observagéic do nucleo. Segundo estudos
de Ascensdo ef al. (1997), os TG apresentam trés fases morfologicamente distintas: fase pré-
secretora, com nucleo grande e nucléolo proeminente; fase secretora caracterizada pela
distensdo da cuticula; fase pos-secretora, com intensa vacuolizacio e degeneracio das células
glandulares. Os resultados do nosso experimento sugerem que o cultivo in vitro no impediu o
desenvolvimento destas trés fases do desenvolvimento dos tricomas glandulares, que
normalmente ocorrem nas plantas in vivo. Além disso, o tratamento em que se utilizou o
tampdo de algoddo, e que favoreceu a diferenciagdo do parénquima clorofiliano, também
favoreceu o desenvolvimento de grande nimero de TG com a cuticula distendida, sugerindo
que estavam na fase secretora. A observacio da coloracfio homogénea com XP, sem a
visualizagio do nicleo, sugere que o tricoma pode estar na fase secretora. Em tricomas de
Achillea, o micleo degenera conforme a secrecio se inicia (Stahl, 1953, citado por Petersen &
Vermeer, 1984).

A reagdo de PAS pode ser utilizada para identificar polissacaridios presentes na
secregdo dos TG (Ascensdo & Pais, 1987; Petersen & Vermeer, 1984). A coloragiio PAS
positiva dos tricomas glandulares nos trés tipos de cultivo sugere a presenga de polissacaridios
no material secretado e na parede celular (Cortelazzo, 1992).

Sudan Black B cora todos os lipidios que so liquidos e hidrofobicos, além dos
fosfolipidios insoluveis. Neste corante os lipidios apresentam cor preta ou azul escuro, e

alguns fosfolipidios podem exibir coloragio marron escuro (Gahan, 1984). Os TG de B
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tridentata nos trés cultivos apresentaram reagio positiva ao corante, sugerindo a presenca de
lipidios. Desde que fol verificado que os TG s8o PAS positivos, os resultados sugerem que
uma mistura de substéncias lipofilicas e hidrofilicas pode estar presente.

O fato dos tricomas foliares das plantas cultivadas em meio contendo GAj;, nfo
apresentarem alteracOes nas reacdes histoguimicas, quando comparados com o controle, pode
ter sido resultante do periodo de cultivo. Segundo Endress (1994), a capacidade de produgio
de compostos secundarios € influenciada pelo desenvolvimento ou idade fisiologica da planta,

As observagdes através da microscopia eletrOnica de varredura, permitiram a
visualizagdo dos tricomas, assim como a diminuigio da freqiiéncia conforme a folha se
desenvolvia. O aspecto fibrilar do apéndice filamentoso dos tricomas nfo glandulares ficou

bem evidente através desta técnica.
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6. CONCLUSOES

Plantas do clone de B tridentata cultivadas in vitro apresentaram TG
morfologicamente semelhantes aos da planta matriz cultivada em casa de vegetaciio e aos do
clone aclimatado. A vedagdo com tampdo de algodfio influenciou a diferenciacio do
parénquima ciorofiliano, provavelmente por alterar as trocas gasosas ¢ diminuir a umidade no
interior dos frascos de cultivo. Neste tratamento, os TG apresentaram maior diferenciacfo,
evidenciada pela cuticula distendida, sugerindo a ocorréncia de secrecdo. Também foi
observado o efeito da LC e da diminuiciio da concentragdo de sacarose (2%) no meio de
cultivo, nas rea¢des histoquimicas dos TG, que apresentaram maior metacromasia nas células
apicais, quando corados com AT.

A alterac@io das condigbes microambientais influencia a diferenciacio in vitro, abrindo
possibilidades para melhorar a produgdio de compostos secundarios através da cultura de partes

aéreas, assim como aumentar a porcentagem de sobrevivéncia dos clones aclimatados.
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CAPITULO IV

ESTUDO DA DENSIDADE DOS TRICOMAS FOLIARES EM Baccharis tridentata:

PLANTA CULTIVADA EM CASA DE VEGETACAO, CLONE CULTIVADO IN

VITRO E CLONE ACLIMATADO.
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RESUMO

Baccharis. tridentata Vahl. é uma planta nativa, aromética e de uso medicinal. O
nerolidol é um dos componentes sesquiterpénicos do Oleo essencial desta espécie, sendo que
recentemente foi comprovada a atividade antimalérica deste composto. Muitos compostos
potencialmente fiteis sfo acumulados em tricomas glandulares (TG), estruturas especializadas
da epiderme de varias plantas. Uma das estratégias para aumentar a producgdo destes
compostos seria aumentar o numero dos TG; sendo que a cultura de partes aéreas (*“shoot
cultures”) constitui uma alternativa para a produgio de compostos acumulados nestas
estruturas. A comparagio da densidade dos TG em B. tridentata nos trés cultivos, permitiu
verificar que ndo houve diferenc¢a significativa entre o seu nimero na planta matriz mantida
em casa de vegetacdo e no clone aclimatado, enquanto o cultivo in vifro resultou em densidade
significativamente menor. Vérias alteracdes das condigdes do microambiente foram realizadas
no sentido de otimizar a densidade dos TG no clone cultivado in vitro. Um efeito positivo da
luz continua no nimero de TG foi constatado, sem igualar, no entanto, aquele encontrado na
planta matriz. Nesta comparagdo ¢ importante considerar que o tempo de cultivo in vifro (31
dias) foi muito menor que o da planta matriz. Embora apenas o aumento do ntimero de TG nfo
signifique aumento da capacidade biossintética, estes resultados abrem novas perspectivas
para a otimizacdo da produgfio de compostos secundarios em cultura de partes aéreas,
inclusive se considerarmos que melhores resultados poderio ser obtidos com aumento do

tempo de exposicio aos tratamentos realizados.
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1. INTRODUCAO

Tricomas sfo estruturas unicelulares ou multicelulares, que se originam de células
protodérmicas, ¢ compdem o indumento do vegetal. Podem ser classificados em tricomas
glandulares (TG) e nfio glandulares (TNG) (Cutter, 1978; Wagner, 1991). Os tricomas
glandulares que secretam substincias lipofilicas ocorrem em varias familias, como
Lamiaceae, Asteraceae, Geraniaceae, Solanaceae e Cannabinaceae e podem desempenhar
varias fungOes relacionadas com as interagdes da planta com o meio ambiente (Wagner, 1991;
Fahn, 2000). A composi¢io quimica das substincias secretadas pelos TG de espécies destas
familias € muito variada e complexa. Compostos quimicos produzidos por vérias vias
biossintéticas podem estar presentes e entre os compostos lipofilicos, os terpendides e seus
derivados parecem ser predominantes (McCaskill & Croteau, 1999). Estudos analiticos tém
demonstrado que em geral os tricomas glandulares contém monoterpenos, sesquiterpenos e
diterpenos caracteristicos da planta (Kelsey et al., 1984).

Alguns terpenos de grande valor econdmico sio: mentona, mentol e carvona,
monoterpenos presentes no dleo essencial de Mentha sp, utilizado como flavorizante, aditivo
em alimentos, em produtqs de higiene bucal e em preparagdes farmacéuticas (Simdes &
Spitzer, 1999). Outro exemplo ¢ a artemisinina, uma lactona sesquiterpénica que apresenta
atividade antimalarica, encontrada exclusivamente nos TG de Artemisia annua, (Duke et al.,
1994), constituindo um importante medicamento, principalmente no tratamento das formas
mais graves da maléria.

Existe grande probabilidade dos compostos fitotéxicos, seqiiestrados nos TG,
apresentarem atividade biolégica. O potencial antibitico e antimicrobiano do material
secretado pelos TG tem sido reconhecido hé muito tempo (Kelsey ef al., 1984; Wagner, 1991).

Nos ultimos anos, tem havido grande interesse em aumentar a producdo de compostos naturais
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de valor econdmico (Balandrin et al., 1985), muitos dos quais sfo localizados nos tricomas
glandulares (Duke er al., 2000). A biotecnologia oferece algumas vantagens sobre o cultivo
tradicional, como auséncia de doengas, problemas climaticos, e a possibilidade de se aumentar
a produclo e alterar a qualidade, através da manipulagdo ambiental ¢ do meio de cultivo
(Tabata,1977; Endress, 1994; Alfermann & Petersen, 1995). O potencial das culturas de partes
aéreas (“shoot cultures”) produzirem compostos economicamente importantes tem sido
constatado (Heble, 1985), inclusive com a produgdo do composto desejado em quantidades
similares a produzida no cultivo tradicional (Hitmi ef al., 1999).

Para aumentar a produgfio de compostos produzidos nos tricomas, duas estratégias
podem ser consideradas: aumentar a capacidade biossintética e/ou aumentar a densidade
(nimero TG/mm?) dos tricomas (McCaskill & Croteau, 1999; Duke ef al., 2000; Veronese et
al., 2001).

O potencial desta estratégia tem sido desenvolvido pela recente identificagiio de alguns
genes que regulam a diferenciagdo ¢ desenvolvimento dos tricomas ndo glandulares em
Arabidopsis (Brassicaceae). Foram identificados os genes GLABROUSI (GL1) E
TRANSPARENT TESTA GLABRA (TTGQ), requeridos para inicia¢io dos tricomas (Larkin er
al., 1994; Hiilskamp et al,1994). O gene TTG pode também desempenhar um papel na
regulagdo do espagamento dos tricomas, através da ativagio de outro gene TRIPTYCHON
(TRY), que responderia sintetizando um inibidor. Este inibidor impediria que células
proximas da epiderme se desenvolvam em tricomas, garantindo um espagamento entre eles
(Hilskump er al, 1994).

A densidade dos TG tem sido investigada em vérias espécies de plantas. Nas folhas, as
duas faces apresentam diferentes densidades, conforme a espécie analisada. Em Artemisia
campestris (Asteraceae), os tricomas bisseriados ocorrem em ambas as faces, mas em maior

quantidade na superior (Ascens#o & Pais, 1987). Quando ha dois tipos de TG, a distribuicdo

123



pode ser diferente para cada tipo. £ o que ocorre em Mentha (Lamiaceae), na qual os tricomas
do tipo capitado ocorrem em maior densidade na epiderme da face superior, enquanto os do
tipo peltado, predominam na epiderme da face inferior (Maffei & Sacco, 1987). J4 em Nepeta
racemosa, outra Lamiaceae, os TG s@o mais numerosos na epiderme inferior (Bourett ef al.,
1994). Diferencas fisiologicas entre as duas faces resultariam na supressio ou estimulo do
desenvolvimento dos tricomas. As duas faces podem apresentar sensibilidade diferenciada as
giberelinas endogenas (Chien & Sussex, 1996), o fitohorménio que tem sido relacionado com
o desenvolvimento dos tricomas, em Arabidopsis ( Chien & Sussex, 1996; Perazza et al.,
1998).

Outra questiio que tem sido discutida refere-se ao niimero dos tricomas ser fixo ou
aumentar durante o desenvolvimento da folha. Ascensfio & Pais (1987) constataram em
Artemisia campestris que o numero de tricomas ¢ estabelecido j4 no inicio da diferenciacfio da
folha, enquanto outros autores (Turner er al., 1980; Maffei et al., 1986} verificaram em
espécies de Cannabis e Mentha que ele aumenta durante o desenvolvimento foliar.

Pesquisas visando aumentar a densidade dos TG tém sido desenvolvidas através do
cultivo tradicional (Liersch ef al., 1986; Bosabalidis & Exarchou, 1995), e também através do
cultivo in vitro (Sudrid et al., 2001).

A formagdio dos estdmatos ¢ dos tricomas nas epidermes da planta sio exemplos de
diferenciagio de algumas células de um conjunto aparentemente homogéneo. Segundo Cutter
(1978), este fendémeno ocorre com um certo grau de ordem, resultando em um padriio de
espagamento, onde se observa uma distdncia minima entre as estruturas diferenciadas.

O desenvolvimento de um tricoma pode ser considerado um processo de
morfogénese celular (Hulskamp et 4/.,1994) e apesar dos avangos na identificacdo dos genes
envolvidos, muitos mecanismos relacionados com a expressio génica  precisam ser

elucidados. A interagdo dos genes entre si e com outros fatores do metabolismo e do ambiente
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¢é complexa, sugerindo que a planta é capaz de realizar um ajuste delicado da distribuig¢fo dos
tricomas. Parece existir um grau de plasticidade que pode ser explorado para interferir no

desenvolvimento dos tricomas {Duke et al, 2000).

B. tridentata ¢ uma espécie aromdtica cujo Oleo essencial contém monoterpenos e
sesquiterpenos; dentre estes, destacam-se o espatulenol (8,6%) ¢ o nerolidol {4,6%) (Ferracini
et al., 1996). Pesquisas recentes verificaram a atividade antimaléarica do nerolidol, sugerindo
potencial aplicacfio terapéutica (Lopes et al., 1999; Macedo et al. 2002). B. tridentata
apresenta TG e TNG caracteristicos nas superficies de suas partes aéreas (Castro, 1987).

A micropropagacéo desta espécie foi previamente estabelecida (Kajiki & Shepherd,
resultados apresentados no cap.1), permitindo a formacfo de um banco de plantas homogéneas
e a sua utilizacBio no estudo da influéncia de alguns fatores sobre a densidade dos tricomas

foliares.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:
1.Comparar & densidade dos tricomas foliares (TG e TNG) de B. tridentata em plantas
submetidas a diferentes formas de cultivo: em casa de vegetacdo, clone cultivado in
vitro e clone aclimatado.
2. Avaliar os efeitos:

2.1. da interacio do fotoperiodo e diferentes niveis de sacarose,

2.2. da temperatura e umidade do micro ambiente,

2.3. de duas concentragBes de 4cido giberélico (GA3),

na densidade dos TG foliares de um clone de B, tridentada cultivado in vitro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO:

{Ver fig. 1 do capitulo Il - Esquema de coleta de amostras)

3.1.1. Individuos de B. fridentata procedentes do Parque Nacional de Itatiaia foram
transplantados (Maio de 2000) para casa de vegetacéo e canteiro do DFV/IB. As folhas adultas
utilizadas na contagem dos tricomas foram coletadas de plantas com cerca de 18 meses de
cultivo em casa de vegetagéo.

3.1.2.Material homogéneo: Clone de B. tridentata foi cultivado e micropropagado, via
inoculagdo de apices caulinares, em meio MS basico, pH 5,8 e 3% de sacarose, solidificado
com 2,5 g/L de Phytagel, em cdmara de crescimento sob fotoperiodo de 16 h, 4 temperatura de
25-27° C. As amostras foram coletadas de clones com 31 dias de cultivo ir vitro.

3.1.3. Clone aclimatado: Clones de B. fridentata cultivados in vitro em meio MS

basico foram aclimatados para condi¢io ex vitro e mantidos em casa de vegetacZo. As plantas
foram utilizadas apos 6 meses da aclimatagio.
3.2. TRATAMENTOS
Em todos os experimentos os explantes utilizados foram apices caulinares (= 1,2cm de

altura e 3 folhas jovens) de um clone de B. tridentata com 31 dias de idade. Eles foram

cultivados nas seguintes condic¢des ¢ analisados apos 31 dias:
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3.2.1 EFEITO DO FOTOPERIODO X SACAROSE;:

Os explantes foram inoculados em meio MS basico com 3%, 2% e 1% de sacarose €
cuitivados durante 31 dias sob fotoperiodo de 16h e a temperatura de 25-27°C. Parte do
material foi submetido 4 luz continua (LC) apés 15 dias do inicio do experimento. Deste modo
foram realizados 6 tratamentos:

T1 (Controle): Meio MS com 3% Sacarose, Fotop.16h.

T2: Meio MS com 3% sacarose, Fotop.16h/LC.

T3: Meio MS com 2% de sacarose, Fotop.16h.

T4: Meio MS com 2% de sacarose, Fotop.16h./L.C

T5: Meio MS com 1% de sacarose, Fotop. 16h.

T6: Meio MS com 1% de sacarose, Fotop.16h./LC.

3.2.2. EFEITO DO ABAIXAMENTO DA TEMPERATURA:

Os explantes foram cultivados sob fotoperiodo 16h/ LC; e a temperatura de 25-27°C,
nas seguintes condi¢des:

Tratamento 1.: No 14° dia do cultivo, as plantas foram submetidas 4 abaixamento da
temperatura, permanecendo durante uma hora em temperatura de 6-8°C. Apbés este periodo,
retornaram a temperatura de 25-27°C.

Tratamento 2.: No 14° dia do cultivo, as plantas foram submetidas 4 abaixamento de

temperatura, permanecendo durante 24 horas em temperatura de 6-8°.C. Apos este periodo,

retornaram & temperatura de 25-27°C.

Foram realizadas 5 repeti¢des/ tratamento.
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3.2.3 EFEITO DA VEDACAO DO FRASCO DE CULTIVO

Os explantes foram cultivados sob fotoperiodo 161/ LC; e temperatura: 25-27°C,nas
seguintes condi¢des:

Tratamento 1: Vedacio com PVC, utilizada em todos os demais tratamentos

Tratamento 2: Vedagiio com tampéo de algoddo e gaze. Os explantes submetidos a este
tratamento ficaram os dez dias iniciais do cultivo com vedagio de PVC. No décimo primeiro
dia, sob condicdes assépticas, o PVC foi substituido pelo tampéo de algoddo, permanecendo

até o final do experimento com esta vedagdo. Foram realizadas 5 repetigdes/tratamento.

3.2.4 EFEITO DA ADICAO DE GA;

Os explantes foram cultivados sob fotoperiodo 16h/ LC; e temperatura: 25-27°C, nos
seguintes experimentos:

Tratamento 1: Meio MS basico com 1mg/L. de GA;

Tratamento 2: Meio MS basico com 5mg/L de GA;

Foram realizadas 5 repeti¢Oes/tratamento.

3.3. AMOSTRAS UTILIZADAS:

Apos 31 dias de cultivo 3 plantas de cada tratamento foram separadas aleatoriamente.
Uma folha adulta do 6° ou 7° né (do 4pice para a base), totalmente expandida e apresentando
aproximadamente 1,6 cm de comprimento x 0,7 cm de largura foi coletada de cada planta,

totalizando trés repeticbes (folhas) /tratamento.
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3.4 PREPARO DAS AMOSTRAS:

As folhas coletadas foram fixadas em FAA (Johansen, 1940) durante 24 horas, 4
Vacuo, ¢ armazenadas em etanol 70%.

Apés 1 semana, as folhas foram submetidas 4 hidratagfio em série etilica para serem
diafanizadas. A técnica de clarificacdo foi realizada segundo Shobe & Lersten, 1967,
modificado por Monteiro ef al., 1979. Folhas inteiras foram tratadas com solugdio de hidréxido
de sddio 5% durante aproximadamente 1 hora, e hipoclorito de sodio 5% durante 10-12 horas.
Varias lavagens com 4gua destilada foram realizadas ap6s o primeiro e o segundo tratamentos.

As folhas foram coradas com safranina aquosa ¢ montadas entre lamina e laminula em

glicerina.
3.5 CONTAGEM DOS TRICOMAS

A contagem dos TG e TNG foi realizada nas duas faces da folha, em microscépio Carl
Zeiss portador de camara clara. As observagdes foram feitas em aumento de 100 vezes. A

area de Imm? na regido mediana da folha para contagem dos tricomas foi estabelecida através

da projecdo de Idmina micrométrica.

3.6 ANALISE ESTATISTICA
A analise de varifncia (ANOVA) foi realizada através do programa de estatistica
SYSTAT 9 (SPSS Inc. 1998).
A comparacdo entre as médias (Teste de Tuckey) foi obtida através do programa
VARPC desenvolvido pelo Prof. Dr. Ladaslav Sodek, do Departamento de Fisiologia Vegetal/
UNICAMP.
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4. RESULTADOS

Através dos estudos de densidade que foram realizados, observamos que os TG na
planta matriz, apresentavam-se agregados em grupos de até 5 TG, sendo mais comuns, os de 3
ou 4. No clone aclimatado, o mesmo foi observado, sendo que os grupos de 3 TG
predominaram. Ja no clone cultivado irn vifro, ocorreram grupos de até 3 TG, sendo que os
grupos de 2 TG ocorreram em maior nimero.

Uma maior densidade dos TG foi observada na epiderme da face superior da folha
(FS), independente do cultivo, sendo os valores significativamente diferentes (P<0,001).
Considerando as duas faces, diferenca significativa no nimero de TG nfo foi constatada, entre
a planta matriz (casa de vegetacio) e o clone aclimatado. Ja o clone cultivado in vitro
apresentou uma densidade menor (Tuckey 0,1%) (fig.1).

Com relago 4 densidade dos TNG, nfo houve diferenca significativa entre as duas
faces, nos rés cultivos avaliados; inclusive, no cultivo in vitro, a face inferior (FI) apresentou
valores pouco superiores, mas ndo significativos estatisticamente, em relagdo a FS. J4 o tipo
de cultivo influenciou significativamente o nimero dos TNG. A andlise das duas epidermes
demonstrou que a planta matriz produziu TNG em n° significativamente maior (Tuckey 0,1%)
(fig. 2).

O efeito da interagdo entre concentragio de sacarose no meio de cultivo x fotoperiodo,
na densidade dos TG em clones cultivados i vitro, pode ser verificado na fig.3. Observamos
que a concentra¢do de sacarose no meio de cultivo nfo afetou a densidade dos TG dos clones
cultivados em fotoperiodo de 16 horas. O efeito positivo da luz continua foi observado nas
plantas cultivadas no tratamento sob fotoperiodo 16 h (nos 15 dias iniciais)/luz continua (nos
16 dias finais do cultivo). Valores significativamente maiores (Tuckey 0,1%) de TG foram

constatados tanto na face superior quanto na inferior, nas plantas cultivadas com 3% de
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sacarose tanto em fotoperiodo de 16h como em luz continua. Na concentracio de 2% de
sacarose, o periodo de LC, aumentou a densidade de TG, apenas na face inferior.

Com o objetivo de verificar se o efeito positivo da luz continua (LC) no nimero
de TG poderia ser potencializado por outros fatores, os demais tratamentos foram realizados.

Os resultados do efeito do abaixamento da temperatura na densidade dos TG estiio
apresentados na fig. 4. Verificamos que na face superior houve uma tendéncia de diminuicio
do nimnero de TG, apds o tratamento em que as plantas foram submetidas 2 temperatura de 6-
8°C durante 24 horas em relagfio ao controle.

A substituiciio da vedagio de PVC por tampéo de algodsio, nas plantas cultivadas
em fotoperiodo de 16 horas e em luz continua, resultou em valores menores no ntimero de TG
em ambas as faces, mas que ndo diferiram significativamente (fig. 5).

O efeito da adigdo de duas concentragdes de 4cido giberélico (GAs) ao meio de
cultivo € mostrada na fig. 6. A adi¢io de GA; diminuiu significativamente a densidade dos TG
(Tuckey 5%) apenas na face inferior. J& na face superior, este fitohorménio ndo alterou o
nimero de TG.

Na fig. 7, retomamos a comparagfio da densidade dos TG, entre a planta matriz
(cultivada em casa de vegetagdo), o clone aclimatado, e o clone cultivado in vitro, agora nas
condigbes que otimizaram a produgdio de TG, ou seja, 3% de sacarose ¢ um periodo de luz
continua. Nesta nova comparagdo, verificamos que a densidade dos TG, no clone cultivado in
vitro ainda ¢ menor, na face inferior. No entanto, considerando a face superior, o niimero de

TG néo diferiu significativamente do clone aclimatado.
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Figura 1. Comparagfio da densidade de tricomas glandulares da epiderme da face superior
(FS) e inferior (FI) da folha de B. tridentata. 1: Planta matriz cultivada em casa de vegetacio
com 18 meses de idade; II: clone cultivado in vitro, em meio MS basico, Fotoperiodo 16
horas, 25-27 °C, durante 31 dias; III: Clone aclimatado, com 6 meses de cultivo ex-vifro;
Letras distintas indicam diferencas significativas. Letras maiusculas comparam valores da face
superior (cv: 13,2%; Tuckey 0,1%; P< 0,001) e letras mintsculas comparam valores da face

inferior (cv: 11,2%; Tuckey 0,1%; P<0,001).



Figura 2. Comparagfo da densidade dos tricomas ndo glandulares (TNG)/mm?” da epiderme da
face superior (FS) e inferior (FI) da folha de B. tridentata. I: Planta matriz cultivada em casa
de vegetacdo, com 18 meses de idade; II: clone cultivado in vitro em meio MS basico,
Fotoperiodo 16 horas, 25-27°C, durante 31 dias; IfI: Clone aclimatado, com 6 meses de
cultivo ex-vitro; Letras distintas indicam diferencas significativas. Letras maidsculas
comparam valores da face superior (cv: 8,8%; Tuckey 0,1%; P< 0,001) e letras mintisculas

comparam valores da face inferior (cv: 11,8%; Tuckey 0,1%: P<0,001).
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Figura 3. Efeito da interaco de diferentes concentragdes de sacarose (3%, 2% e 1%) e
fotoperiodo (Fotop. 16 horas, Fotop. 16 horas/luz continua) na densidade dos tricomas
glandulares em plantas de B. tridentada cultivados in vitro, durante 31 dias. I avaliagio na
face superior da folha (cv: 16,1%); 1I: face inferior da folha (cv:14,8%). Letras distintas

representam diferencas significativas (Tuckey 0,1%; P< 0,001). Os resultados constituem

média de 3 repeti¢des.
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Figura 4. Efeito do abaixamento da temperatura na densidade dos tricomas glandulares (TG)
da face superior e inferior da folha de B. fridentata, cultivada in virro durante 31 dias, em
meio MS, com 3% de sacarose, em fotoperiodo de 16 horas/Luz continua, T: 25-27°C D: e
cultivada nas mesmas condicdes e submetida no 14°dia do cultivo, & temperatura de 6-8°C,
durante 1 hora (I), ¢ durante 24 horas (III). Os resultados representam médias de 3
repetigBes. Letras distintas representam diferengas significativas (Tuckey 5%; P< 0,1).

Letras minusculas comparam valores da face inferior (cv: 8,4%) e letras maitsculas valores da

face superior(cv: 10,2%).
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Figura 5. Efeito do tipo de vedagio na densidade dos tricomas glandulares (TG) da epiderme
de folhas de B. tridentata, ap6s 31 dias de cultivo in vitro, sob fotoperiodo 16 h ¢ fotoperiodo
16 1/ Luz continua. Os resultados representam médias de 3 repeti¢Ses. Letras distintas
representam diferencas significativas. (I): Face superior (cv: 17,7%, Tuckey 0,1%, P<0,001);

(IT): Face inferior (cv: 15,0%, Tuckey 0,1%, P<0,001).
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Figura 6. Efeito da adicBio de GA; ao meio de cultivo de plantas de B. tridentata na densidade
dos tricomas glandulares. Avaliagdo na face superior (FS) e inferior (FI) das folhas, ap6s 31
dias de cultivo in virro, Fotop. 16/Luz Continua; T: 25-27°C. Foram testadas duas
concentragdes de GA3: 1mg/L e Smg/L no meio de cultivo. O controle foi constituido pelo
meio sem adi¢do de GAj;. Os resultados representam médias de 3 repeticdes. Letras distintas
representam diferengas significativas (Tuckey 5%, P< 0,05). Letras mintsculas comparam

valores da epiderme inferior (cv: 13,6%) e letras maiusculas valores da epiderme superior (cv:

11,1%).
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Figura 7. Comparacic da densidade dos tricomas glandulares da face superior (FS) e inferior
(FI) da folha de B. tridentata, apés otimizagdo de cultive in vitro. I: Planta matriz cultivada
em casa de vegetagfo,com 18 meses de idade; II: clone cultivado em meio MS basico, 3% de
sacarose, Fotoperiodo 16 h/ Luz Continua, 25-27°C, durante 31 dias; III: Clone aclimatado,
com 6 meses de cultivo ex-vifro; Letras distintas indicam diferencas significativas. Letras
maitisculas comparam valores da epiderme superior (cv: 11,5%; Tuckey 5%; P< 0,05) e letras

minusculas comparam valores da epiderme inferior (cv: 10,3%; Tuckey 1%; P<0,01).
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5. DISCUSSAO

Os agregados de tricomas apresentaram diferentes numeros de TG nos trés tipos
de cultivo, sendo menor no clone cultivado in vitro, sugerindo a influéncia das condigdes de
crescimento da planta no desenvolvimento dos tricomas. Castro (1987) constatou em plantas
de B. tridentata desenvolvidas no cerrado, que os TG sdo bisseriados, com cinco pares de
celulas, e encontram-se agrupados em depressdes da epiderme, em grupos de 3 a 4. Alguns
autores (Larkin e al., 1994; Hiilskamp et al., 1994), trabalhando com a espécie Arabidopsis,
verificaram que o gene TTG desempenha papel em prevenir células adjacentes da epiderme de
desenvolver tricomas, provavelmente através do controle da forma¢io de um inibidor. Eles
sugeriram que uma possivel redugdo do nivel funcional deste gene poderia resultar em grupos
maiores de tricomas.

Embora a grande maioria dos estudos genéticos sobre o desenvolvimento dos
tricomas tenha sido realizada na espécie Arabidopsis, que apresenta apenas tricomas ndo
glandulares, a possibilidade do desenvolvimento inicial comum dos dois tipos de tricomas foi
relatada para algumas espécies de Lamiaceae. Segundo Fahn (1986), varios autores tém
sugerido que os TG de algumas espécies desenvolvem filogeneticamente dos TNG.

A elucidagdo dos genes envolvidos no desenvolvimento dos tricomas de
Arabidopsis tem estimulado o desenvolvimento de estratégias, visando aumentar a producio
de compostos secundarios valiosos acumulados nos TG, através do aumento destas estruturas
na planta (McCaskill & Croteau, 1999; Duke et al. 2000; Veronese et al. 2001).

As condigGes de cultivo do material botinico estudado neste presente trabalho
diferem em vérios aspectos. In vitro o crescimento das plantas ¢ quase totalmente
heterotrofico, sustentado pela adicdo de fonte de carboidrato ao meio de cultura. Embora as

plantas cultivadas nestas condigdes tenham capacidade de realizar fotossintese, elas o fazem
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muite pouco, principaimente devido as condi¢des inadequadas de iluminacio e concentragfio
de CO, (Kozai et al, 1995; Caldas et al, 1998). Provavelmente, as caracteristicas do
metabolismo primario, especificas do cultivo irn vitro, influenciaram a alocagdo dos recursos
da planta para as diversas necessidades de seu crescimento vegetativo, resultando na
diminuicio do ntimero de TG/mm? verificada no clone micropropagado, em relagéo ao cultivo
em casa de vegetaco, tanto da planta matriz quanto clone aclimatado. Os valores menores de
TG em clones cultivados in vitro, sugerem que as condigdes deste cultivo diminuem a
expressdo dos genes envolvidos na formacdo dos TG. No entanto esta expressio é
prontamente restabelecida no clone aclimatado, apresentando estes, valores de TG/mm” que
ndo diferiram significativamente da planta matriz, confirmando a micropropagaco como uma
ferramenta 1til na propagagiio de genétipos valiosos. Provavelmente a escolha do tipo de
explante utilizado foi determinante, pois segundo Murashige (1974), a propagacdo via apices
caulinares produz plantas idénticas & planta-mée, pois os tecidos organizados do meristema
apresentam maior estabilidade cromossdmica.

Com relagio aos tratamentos realizados, os resultados demonstraram que a
densidade dos TG sofreu variacio altamente significativa (P<0,001) com relagio & face da
folha, concentragfo de sacarose e regime de luz do cultivo in vitro das plantas de um clone de
B. tridentata. As diferengas significativas do nimero de TG nas duas faces da epiderme
evidenciam diferencas fisiologicas além de sensibilidades especificas aos fatores que
estimulam a produgfio de tricomas. O efeito positivo do periodo de luz continua na densidade
dos tricomas tem sido relatado por Chien & Sussex (1996), que concluiram que a LC aumenta
a sensibilidade dos tecidos a ac@o das giberelinas. Este fitohorménio tem sido relacionado com
o desenvolvimento dos tricomas, regulando positivamente a expressio do gene GL1, em

Arabidopsis (Chien & Sussex, 1996; Perazza et al., 1998).
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A interagdio entre a concentracio de sacarose € o regime de luz, observada neste
experimento, parece sugerir um envolvimento da fotossintese e/ou do metabolismo dos
carboidratos no desenvolvimento dos tricomas. Alguns estudos t8m demonstrado que a
diminuicdo da concentragio da sacarose no meio de cultivo estimula a biossintese de clorofila
¢ aumenta a eficiéneia fotossintética das culturas in virro (Edelman & Hanson, 1972;
Capellades ef al, 1991; Dimassi-Theriou & Bosabalidis, 1997).

Nossos resultados mostrando o efeito positivo da luz continua, nas duas faces (3%
de sacarose) e na face inferior (2% de sacarose), sugerem que outros fatores, além do GA;
poderiam estar envolvidos no desenvolvimento dos tricomas. Um possivel aumento da
atividade fotossintética e/ou alteragio no metabolismo primdrio da planta, devido a diminuigdo
da concentragdio da fonte de energia, pode ter influenciado o desenvolvimento dos tricomas.

Segundo Herms & Mattson, 1992, quando as condigdes ambientais sdo favoraveis,
com abundéncia de recursos, o crescimento vegetativo geralmente recebe preferencialmente os
recursos, diminuindo a disponibilidade relativa de Carbono para suportar estratégias de defesa,
por exemplo, a producgo de compostos secundérios. Desta forma, estresses moderados, podem
limitar o crescimento vegetativo, determinando novas direcdes para a alocagdo de recursos.

O abaixamento da temperatura constitui um estresse moderado, e poderia
constituir um estimulo para uma maior produgfio dos tricomas glandulares. No entanto, os
experimentos realizados mostraram que nfio houve alteragio do nitmero de TG na face
inferior, e uma diminui¢io significativa da densidade dos TG, na face superior, nas plantas
submetidas ao abaixamento da temperatura durante 24 horas. Além disso, sabe-se que a
exposi¢do a baixas temperaturas induzindo germinagéo e floragiio (vernaliza¢do) sdo processos
nos quais as giberelinas tem sido implicadas. O contetido de GA, incluindo GA; e GA;, €
alterado apés a vernalizagio de Brassica napus, aumentando durante o periodo de baixa

temperatura. Embora o mecanismo para termo induciio da biossintese de GA ndo seja
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conhecido, tem sido sugerido que tratamento de baixas temperaturas podem estimular este
processo (Hedden & Kamiya, 1997). Provavelmente, os resultados obtidos no presente
experimento foram decorrentes de uma exposicfio ao tratamento, por um periodo de tempo
insuficiente e/ou em uma fase ndo adequada do crescimento da planta.

Quanto a alteracdo da vedacfio, sabe-se que ¢ microambiente do cultivo ir viiro,
caracteriza-se pela alta umidade e trocas gasosas restritas, que resultam em baixa concentragiio
de CO; e alta concentragéo de etileno. O tampdo de algoddo altera estas caracteristicas na
medida em que permite trocas gasosas em maior grau ¢ a diminui¢io da umidade no interior
do frasco de cultivo. Uma das fungdes atribuidas aos tricomas relaciona-se 3 possibilidade
deles criarem urna atmosfera proxima da epiderme, diminuindo a perda de 4gua em ambientes
com umidade relativa baixa. Desta forma, um ambiente in vitro, menos tmido, favorecido
pelo tampéo de algoddo, poderia estimular o desenvolvimento dos tricomas nas folhas dos
clones submetidos a este tratamento. Todavia, os resultados nfo permitiram confirmar esta
hipdtese no periodo de cultivo experimentado.

A adigdo de GA; ao meio de cultivo resultou em diminuigdo do nimero de
tricomas apenas na face inferior, enquanto que alteragdo significativa nio foi constatada na
face superior. Estes resultados sugerem que deve existir uma concentracdo 6tima deste
fitohormdnio e que o excesso pode ter efeito negativo. Este mecanismo de regulagdo por
“feedback™ foi relatado por Hedden & Kamiya (1997), segundo o qual, a agiio de GA; resulta
na produciio de um fator repressor que limita a expressdo de enzimas da sua biossintese.
Outros autores tém confirmado a regulagio da biossintese de GA; por feedback negativo
(Ross et al., 1999).

Apés a otimizagio das condigdes in vitro, observamos que a densidade dos TG
produzidos pelo clone micropropagado aumentou, mas € ainda significativamente menor do

que a planta matriz. No entanto, considerando a face superior das folhas, a produgio de TG no
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cultivo in vitro ndo diferiu da condicdo do clone aclimatado. O possivel efeito do tempo de
cultivo da planta matriz e do clone aclimatado na densidade dos TG deve ser considerado e
experimentos adicionais poderiam ser realizados, aumentando o tempo de exposigio aos
tratamentos realizados in vifro. Novos experimentos para identificagio de periodos especificos
do crescimento da planta, mais eficazes, para a exposigiio 4 luz continua ¢ ao abaixamento da

temperatura, poderiam ser estabelecidos, visando melhorar os resultados obtidos com o ¢lone

cultivado in vitro.
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6. CONCLUSOES

. As condigdes do cultivo in vifro resultaram em plantas com menor densidade de
tricomas glandulares foliares quando comparadas com as condigdes do cultivo em casa de
vegetacdo. A manipulagfio do fotoperiodo com fornecimento de Luz continua aumentou o
namero de TG/mm® quando comparado com o controle in vifro, sugerindo que existe uma
plasticidade no desenvolvimento dos tricomas que pode ser explorada.

O clone aclimatado apresentou densidade de TG que nfo diferiram
significativamente da planta matriz cultivada em casa de vegetacfo, confirmando, neste
aspecto, que a micropropagacio via apices caulinares produz plantas semelhantes & planta-
mie.

. Os resultados obtidos in vifro neste trabalho abrem varias possibilidades para o
estudo da influéncia de outros fatores no desenvolvimento dos tricomas glandulares, visando a
maior compreensdo dos aspectos fisiologicos relacionados com a diferenciacio destas
estruturas. Por outro lado, estes resultados permitem também uma abordagem tecnolégica
sobre o potencial dos tricomas glandulares na producio de compostos secundarios lteis
através das culturas de partes aéreas (“shoot cultures™). Neste caso, o controle das condigdes
de cultivo ¢ a enorme possibilidade de manipulacio, aliado ao tempo de cultivo, poderia

resultar em uma relagdo custo/beneficio favordvel & produciio de compostos secundarios in

vitro.



146



CONCLUSOES GERAIS

A micropropagacdo de plantas tem se mostrado muito util na propagagio de espécies
de alto valor comercial e também em plantas com potencial terapéutico como ¢ o caso de B.
tridentata. Foi constatado que através desta técnica é possivel obter plantas bastante
homogéneas, o que foi corroborado pelo baixo coeficiente de variacfio verificado em todos os
experimentos. Os estudos fisiolégicos permitiram verificar que ¢ metabolismo desta espécie
resultou em acidificagiio do meio de cultivo, sugerindo que a mesma pode apresentar
estratégias de adaptacdo a esta condigdo. Além disso, permitiram constatar que a diminuiciio
da concentragfio de magnésio no meio de cultura estimula o desenvolvimento das raizes em
um clone de B. tridentata, caracteristica esta

que podera ser utilizada no melhoramento do sucesso na aclimatagfio.

Atraves dos estudos anatémicos e histoquimicos, verificou-se que o cultivo in vitro
inibiu o desenvolvimento de estruturas secretoras intemas, como os ductos. Ji os tricomas
glandulares se apresentaram morfologicamente idénticos aos das plantas cultivadas em casa de
vegetacdo evidenciando a competéncia das plantas in vitro em produzir compostos nestas
estruturas. Um efeito marcante observado nas plantas cultivadas in vitro foi decorrente do
tratamento em que se utilizou o tampdo de algoddo como vedacfio. O mesofilo mostrou-se
mais diferenciado ¢ aparentemente com maior nimero de cloroplastos. Os tricomas
apresentaram-se mais diferenciados, grande parte deles em fase secretora.

Quanto & densidade dos tricomas foliares, os resultados mostraram interagdo altamente
significativa do fotoperiodo e concentragio de sacarose. Luz continua e 3% de sacarose
resultaram em maior numero de tricomas glandulares. O nimero de tricomas é
significativamente diferente nas duas epidermes da folha, sendo maior na superior. Também

foi constatada resposta diferenciada das duas epidermes aos fatores estudados.
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A investigacio dos efeitos dos fatores ambientais, nutricionais e hormonais na
diferenciacio e densidade dos tricomas, permitiu concluir que através do monitoramento das
condi¢bes de cultivo € possivel melhorar as caracteristicas das plantas cultivadas in vitro,
tornando-as mais semelhantes as plantas cultivadas em condi¢des naturais. Tais resultados
poderdo ser utilizados para aumentar as taxas de sobrevivéncia durante aclimatagfo, € como
parte de estratégias para favorecer a produgfio de compostos secundérios pelas culturas de

partes acreas.
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Anexo 1. Compostos quimicos presentes no género Baccharis.
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Concentragdes dos componentes

Meio White Meio MS Meio BS

mgl.  mmol/l. mg/L. mmol/L mg/L mmoVL

Macronufrientes

CH(N03}2.4H20 300 1,27 - - - -
NHNO, - - 1650 206 - -
(NH4):50; - - - - 134 1,01
KNGO, 80 0,79 1900 18,8 2500 24,7
CaCl,.2 H;,0 - - 440 3, 150 1,02
MgS50,.7 H,O 720 2,92 370 1.5 250 1,01
KH,PO, - - 170 1.25 - -

KCl 65 0,87 - - - -
Na,S0, 200 1.41 - - - -
NaM,PO,. H,O 16,5 0,12 - - 150 1,05
Micronutrientes

MnSO..4 H.O 5.3 0,031 22,3 0,100 - -
MnSO,. H.O - - - - 10 0,06
Zn8Q,.7 H,0 3,0 0,010 8.6 0,030 2,0 0,007
H;BO, L5 0,024 6,2 0,100 3,0 0,048
K} 0,75 90,0045 0,83 0,005 0,75 0,0045
MoO- 0,01 0,000007 - - - -
Na,Mo0,.2 H;,0 - - 0,25 0,001 0,25 0,001
CuS0,.5 H.O 0,010 0,0004 0,025 0,0001 0,025 0,0001
CoCL.6 H,0O - - 0,025 0,0001 0,023 0,0001
FeEDTA

Na,EDTA.2 H,O - - 37.3 0,100 * 0,050
Fe8Q,.7 HO - - 27.8 0,100 * 0,050
Fex(SO,.)2 2,5 0,0062 - - - -
Vitaminas e aminocacidos

Acido nicotinico 0,5 0,004 0,5 0,004 1,0 0,008
Piridoxina. . HCl 0,1 0,05 0.5 0,0024 1,6 0,005
Tiamina. HCl 0,1 0,0003 0,1 0,0003 16 0,030
Glicina 3.0 0,04 2.0 0,027 - -
Mio-inositol - - 100 0,55 100 0,55

Fonte: Caldas et a/. (1998)

Anexo 2. Composigio dos meios White, MS e BS. MS: Murashige & Skoog (1962), B5:
Gamborg ef al. (1968), White: White (1943), acrescida de Cu e Mo.
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