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RESUMO

As espécies do génerc Clusia L. (Guttiferae) se caracterizam
por produzir compostos do metabolismo secundidrio de comprovada
atividade microbilcida. Para facilitar o estudc e caracterizagio
destes compostos secundaricos procurou-se identificar respostas
fisiclbdgicas relacionadas a sua producéo.

A primeira parte deste estudo envolveu o estabelecimento de
um protocolo padrdo para cultura Iin vitre de espéciles nativas
deste género. A segunda parte do estudo tratou da influéncia do
fotoperiodo na floragdo de C. nemorcosa e C. fluminensis.

C. nemorcsa fol a espécie escolhida comc padrdo para o
culfive in vitro. Estudos de germinacdo em condigbes contrcladas
permitiram a Obtencdo de material Jjovem e de facil assepsia. As
folhas jovens de plantas germinadas em laboratdrio e crescidas em
casa-de-vegetacgdo foram a melhor fonte de explantes para o

cultivo in vitro. Testes com combinacbes de fitorreguladores para

- formacao de.calo em Lrés espécies. permitiram.escolher . .combinagdes ...

com duas finalidades distintas: ANA x BA, capaz de formar calos
com exsudato e 2,4-D x BA capaz de formar calos friédveis. O
cultivo de raizes em meio ligquido fol favorecidec em meio
nutritivo BS com 2, 0mg/L de ANA.

Os estudos de fotoperiodo levaram & caracterizacdo de C.
nemorosa COmo uma espécie de dias longos, com fotoperiocdo critico

de 10h. Embora plantas de . fluminensis nadc tenham floresgscide em



resposta aos tratamentos fotoperidédicos (planta de diasle

neutros), estas responderam com mudangas no padric de crescimento

vegetativo.




XV
ABSTRACT

The genus Clusia L. (Guttiferae) is characterized by species
that produce secondary metabolic compounds o©of recognized
biclogical activity. An attempt was made to identify patterns of
physioclogical response related o the compound production in
order to facilitate their study and characterization.

This study investligated two physioclogical aspects of Clusia
species: 1) the establishment of a standardized protocol for in
vitro culture of native species; 2) the influence of photoperiod
on flowering in C. nemorosa and C. fluminensis.

Clusia nemorosa was choosen for in vitro culture
experiments. Germination studies under controlled conditions made
it possiblie to obtain young plant material with easy asepsis. The
young leaves of plants germinated in the laboratory and grown in
a greenhouse were the best explant source for in vitro culture.

Combinations of plant growth regulators intended to induce callus

—Earmation in- %%r@g_,cpon-} O Tarsa s tostod ~1 1 arzine i colontiongfo

- 13Rg
combinations with two distinct purposes: NAAR x BA, capable of
producing callus containing exudate and 2,4-D x BA, to produce
friable callus. Root culture in ligquid medium was favoured in BE
medium with 2.Cmg/L of NAA.

Photoperiod studies showed (. nemorcsa to be a long-day
plant with a critical daylength of about 10h. Although C.

fluminensis plants did not flower in response to photoperiod
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treatments  (day-neutral plant), they showed changes in the

pattern of vegetative growth.



INTRODUGCAO GERAL

A preservagdo da bilodiversidade de ecossistemas tropicais
pressupde a existéncia de Jjustificativas com embasamento
cientifico suficiente para superar os interesses econdmicos.
Conhecer a potencialidade das familias, ¢géneros ou espécies de
plantas nativas, seja para alimentacdo, uso medicinal ou outros
empreges, vem ampliar ¢ conjunto de conhecimentos utilizados como
argumentes na defesa da biodiversidade da flora brasileira.

0 principal objetivo deste trabalho foi caracterirzar
respostas fisiolégicas de plantas de Clusia gue possam estar
relacionadas com a producdc de metabdlitos secundarios. Entre as
espécies do género estudadas estdo duas que ocorrem na Floresta
Amazdnica: C. nemorosa, gue ocorre também no nordeste e C.
grandiflora, dque ocorre também nas Guianas. A terceira espécie
estudada, C. fluminensis, ocorre em formacdo de restinga no
litoral do Rio de Janeiro.

_As mudancas fisiolégicas relacionadas ao inicio do periodo.
reprodutivoe das plantas levam a alteracgdes nogs metabolismos
primédrio e secundario. Diante disto, procurou-se estabelecer um
padrdc de resposta de floragioc para espécies de Clusia em fungdo
do periodo diario de luz (fotoperiodo).

A obtencdo de calos (tecidos indiferenciados) wvia cultura de

tecidos pode levar a produgdc de compostos ativos ndo presentes
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inicialmente na planta In vivo, pois o© metabolismo secundario

pode se alterar pelo cultivo in vitro.
O material de Clusia L. foi retiradc de uma colecédo de 15
espécies deste género do Centro Experimental (Fazenda Santa

Elisa) do Instituto Agrondmiceo de Campinas (IAC), SP (22°49'45k7g,

47°067 33”W) . Deste material foram obtidas diretamente folhas e
estacas qgue, apds enraizamento, foram utilizadas rara estudos de
fotoperiodo. Foram obtidas plantas SFovens (fonte de eXxplantes
para o cultive Iin vitro) a partir da germinacdc de sementes. O
esguema da Figura 1 mostra as varias etapas deste trabalho no
cultivo de plantas in vivo e in vitre.

Este trabalho serad apresentado em 3 Capitulos. O primeiro e
o segundo capitulos tratam dos estudos feitos in vitro. O
Capitulo 1 trata do estabelecimento de um protocclo de obtencdo
de fonte de explantes para a cultura de tecidos. O Capitulo 2

apresenta as respostas in vitroc de crescimento de calos e de

raizes. O Capitulo 3 aborda ¢ padrido de respostas in vivo acs

tratamentos fotoperiddicos.
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Capitulo 1
Cultivo in vitro de Clusia nemorosa, Clusia grandiflora e Clusia

spiritu~sanctensis
I: Estabelecimentc de condigdes de cultive in vitro
INTRODUGAO

O género Clusia L., da familia Guttiferae, possul cerca de
250 espécies de distribuigdo neotropical, do sul da Flérida ao
sul do Brasil (BITTRICH & AMARAL, 1996). No Brasil, ha cerca de
60 espécies nativas (BITTRICH, 1995). Estas plantas t&m sido
utilizadas como ornamentals devido a grande beleza e diversidade
de suas flores, mas, principalmente, devido & presenca de folhas

glabras e coriaceas de um verde muito intensc e brilhante.

Podem ser Aarvores, arbustos, muitas veres hemi-epifitas,

raramente 1lianas e ocorrer em regides de campos rupestres,
restinga, mata amazbnica e mata atldntica. As espécies sdo
didicas, mas existe uma espécie com populagdes ginodidicas
{flores hermafroditas e femininas) (BITTRICH, 1997). Um grande
nimero de espécies oferece resina como recompensa a seus agentes
polinizadores, dque sao principalmente abelhas; outras oferecenm
pdlen ou néctar. Esta ainda associada a flor a presenca de dleos

cuja funcgdoc principal parece ser a de proteger o pdlen do contato
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com a resina ou servir de veiculo para que o mesme possa aderir
ao poiini-zador {(“pollenkit”, BETTRICH & AMARAL,. 1997) . |

O estudo dos compostos secundérics da resina de C. nemoroesa,
C. rosea, C. grandiflora, C. insignis, C. spiritu~sanctensis e .
pernambucanensis permitiu a identificacdc de uma classe de
compostos com atividade biclégica, a classe das benzofenonas
(OLIVEIRA et al., 1996). As benzofenonas possuer atividade anti-
HIV (GUSTAFSON et., al., 1992) e testes com a resina floral de
Clusia e a clusianona isclada (benzofenona poli-isoprenilada de
Clusia) revelaram uma atividade biolégica inibitoéria no
crescimento de microorganismos (Bacillus subtillis, Staphlococcus
aureus e Candida albicans). Estes dados parecem confirmar a
hipétese de gue as abelhas utilizam as resinas florais como
material para a construgdco do ninho e como meio de evitar a
infestagdo dos mesmos por microorganismos (MARSAIOLI et al.,

1997) . TOMAS-BARBERAN et al. (1993) investigaram a crigem vegetal

dos constituintes do prépolis da Venezuela por anilise em CLAE
(Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) e concluiram que os
seus constituintes s&8o provenientes, em sua maioria, de duas
espécies de Clusia daquele pais: “C. major” {cf. C. grandiflora)
e C. minor.

Além das 3& citadas atividades antimicrobiana e anti-HIV,
outros estudos comprovam a aplicacgdo medicinal das espécies de
Clusia. GONZALEZ & MATAMOROS (1996) investigaram a utilizacdo do

extrato agquoso de folhas de C. coclensis contra prressdo arterial



7

pela medicina popular na Costa Rica. Estes pesquisadores
vé.rilf.iéé.ram Jgue doses de ext..ré.to. foram c.ép.a.ze”s ..de.. réduzir a
pressao arterial e a frequéncia cardiaca de ratos hipertensos.
Recentemente, CHEDIER et al. demonstraram a atividade
tripanossomicida (1998%), antineopléasica (1998°) e anti-
inflamatéria (1998°) de extratos de C. criuva.

O interesse na produgio de féarmacos utilizando-se técnicas
de bictecnologia de plantas se deve ao fato de estes compostos
serem necessarics em pequenas quantidades e de serem produtos de
alto valor comercial. O pctencial da cultura de células vegetals
na produgao desses metabdlitos tem estado sob intensa
investigagdo e tem se mostrado Gtil ndo sé& na obtengao de
compostos secundarios, mas também na elucidagdc de vias
netabdlicas (ROBERTS 1988).

0 estudo do comporfamento de tecidos t}egetais em cultura
‘passa por diversas fases, sendc a fase de obtengdc de material
estéril fundamental para © prosseguimento do ﬁfabalho. Para que
os resultadocs sejam obtidos a cultura deve estar 1livre de
contaminantes, fungos e bactérias, que se aproveitam do meic ricoe
competindo com as células vegetais ou simplesmente alterando a
sua composigéao.

Buscando facilitar o estudo dos compostos do metabolismo
secundario de Clusia e possibilitar seu usc posterior, Ioi

fundamental o© estabelecimentc de algumas espécies do género in

vitro. Para tanto foram feitos:



- estudos preliminares de germinacio para

espécies em casa-de-vegetacio;

- estabelecimento de plantas estéreis in vitro a partir

germinagao;

- estabelecimento de plantas estéreis in vitre a partir

cultura de submeristemas apicais.

Estes procedimentos estido descritos neste capitule para

espécies C. nemorosa G. Mey., (. grandifilora

spiritu-sanctensis G. Mariz & B. Weinberg.

cultivo

Splitg.

e

das

da



MATERIAL E METODOS

Obtencido de explantes a partir da germinagio in vivo de C.
nemorosa, C. grandiflora e C. spiritu-sanctensis

rruteos maduros de €. npemorosa {(plantas hermafroditas: foram
obtidos na Colecgdo de Clusia do Centrc Experimental (Fazenda

Santa Elisa) do Instituto Agrondémico de Campinas (22°497457s,

47°067 33"W) em abril de 1997. 0s frutos foram abertos em
laboratdério e as sementes foram retiradas e colocadas em agua
destilada pelo periocdo de 8h para facilitar a separagdo do arilo.
Az sementes retiradas foram tratadas com solugdc de Benlate
(fungicida) na concentracado de 10g/L por 30min, sob agitagdo
continua. 56 entdo sofreram os tratamentos abaixo:

A) Semente nua: escarificacfo total da testa, feita manualmente

com auxilio de pinga e bisturi;
feita com bisturi;
C) Semente intacta: sem escarificacéo.

As semenites foram colocadas para germinar em placas de petri
(9cn de didmetro) com papel de filtro (Whatman, n°3) umidecido
com 5ml de agua destilada, 10 sementes por placa. No primeiro
experimento, 3 repeticdes de cada tratamento (A, B e () foram

colocadas em 1uz continua e 3 repeticgdes em escurc total em

camara de crescimento a temperatura de 25°C % 2°C. A germinagédo
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foi considerada como a protrusido da radicula e fol avaliada apds
7 dias. Os mesmos procedimentos foram feitos num segundo
experimento, onde cada tratamento teve apenas uma repeticgdo. Foi
feito teste do xz comparando cada um dos resultados da
germinagac.

Sementes de (. grandiflora e de (. spiritu-sanctensis foram
postas para dJerminar segundo o protocolo desenvolvido para C.
nemorcsa, apenas com ¢ tratamento A (sementes nuas).

As plantulas das trés espécies foram transplantadas com a
idade de 10 dias para substrato inerte (Vermiculita). Estas foram
mantidas em casa-de-vegetac@o sob condigdes de luz e temperatura
ambientes de marco de 1997 a dezembro de 1998. As plantas foram
regadas 2 vezes por semana com solucdo nutritiva (HOAGLAND &

ARNON, 1938) durante todo este periodo.

_ Obtencdo de explantes a partir do cultivo in vitro de C. nemorosa

Sementes nuas (tratamento A) foram esterilizadas com soclucgdo
de Hipoclorite de 8&dic 10% (v/v) por 15min e enxaguadas 4 vezes
com agua destilada. Foram postas para germinar em placas de petri
(9cm de diametro) e apds 7 dias as plantulas foram transferidas
em condigbes assépticas para o meio basico. As plantas assim
estabelecidas foram mantidas em condigdes de 16h de luz, a

temperatura de 25°C £ 1°C.
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Esterilizacdo de explantes foliares de c. nemorosa, C.

grandiflora e C. spiritu-~sanctensis e submeristemas de C.

nemorosa

0 par de folilolos mais apical, ainda ni3c totalmente
expandidos, fol excisade das plantulas mantidas em casa-de-
vegetagdo com auxilic de bisturi. Os foliolos mais jovens foram
mantideos unidos para preservacido do meristema e oz foliolos mais
expandidos foram separados. Os folioclos e submeristemas
(meristemas apicais protegidos pelic par de folicolos nac
expandide) foram lavados com agua destilada e esterilizados de
acordo com ©s procedimenios a seguir: alcoel 70 & (v/v) por 10s,
enxague com agua destilada autoclavada, solugdoc de Hipoclorito de
sédio 15% (v/v) com 2 gotas de Tween 20 para 100ml durante 12min,

enxégue mais 4X com Agua destilada.

0 meio basico utilizado fol o meio MS (MURASHIGE & SKOOG,
1962) com 30g/L de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8 com NaCH
e HC1 (iIN) apds o acréscimo dos fitorreguladores e sé& entdo o
dgar fol ccleocado na concentracgdo de 1% (p/v). Os meios foram

autoclavados por 20 min & temperatura de 121°C

Cultura de submeristemas em concentragdes combinadas de BA x Ga;

para C. nemorosa, utilizada como planta-padrio
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Submeristemas de plantas de 8 szemanas (fig. 2b) mantidas em
casa-de-vegetacgio foram isclados e esterilizados COmo
especificado acima. Apds a esterilizacdo, foram inoculados em
meic basico acrescentado de concentracdes combinadas de GA: x BA,
fatorial 3 X 3. As concentracgdes utilizadas foram:

GAs: 0,1lmg/L; 1,0mg/L e 10,0mg/L

BA: 0,1mg/L; 0,5mg/L e 1,0mg/L.

Foram feitas dquatro repetigdes de cada combinacido hormonal. Os
submeristemas depois de inoculados nos meios foram colocados s=ob
condigdes de 8h e 18h de 1luz, ficando 2 repeticdes para cada
tratamento. A temperatura foi mantida em 25°C + 1°C na camara de
crescimento. A avallagdo foli feita apdés 30 dias. Esse experimento

foi repetido, com duas repeticgdes por tratamento, na condicdo de

i8h de luz.
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RESULTADOS

A germinacido das sementes de Clusia fol anplamente
favorecida pela luz (resposta fotoblastica positiva). A
germinacdo também ocorreu ne escuro, porém em menor proporgdo
(fig. 1) . Houve grande interagfo entre o tipo de escarificagio e
a condicgdo de luz. A escarificacdoc parcial da testa e sementes
mantidas intactas apresentaram resposta fotoblastica positiva de
germinagdo com resultados significatives pelo teste do . As
sementes nuas germinaram tanto no c¢laro come no escuro, nao
apresentando resposta fotobléastica (a retirada da testa
significou a quebra da fotodorméncia). A germinag@o das sementes
nuas e das sementes parcialmente escarificadas foi igual sob
condicdo de luz continua, com 80% de sementes germinadas ao final
de uma semana. No entanto, estes tratamentos interferiram no
tempo do desenvolvimento da plantula, que fol mais lento quando

.as sementes foram escarificadas parcialmente.

As plantas cultivadas in vitro apresentaram um
desenvolvimento lento da parte aérea, com média de 3 pares de
folhas aocs 12 meses. No entanto, fol grande o crescimentc das
raizes, gue, no mesmo pericdo, chegaram a cobrir todo o meio de
cultura (fig. Z2a). Devide as caracteristicas desta resposta, as
plantas iIn vVvitro foram utilizadas como fonte de explantes

radiculares em experimentos posteriores.
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Estudos preliminares de esterilizacdo de folhas adultas
coletadas no campo de C. nemorosa, C. weddelliana e C. lanceclata
mésfréfém gue a cultura de teCLdosa partlr deste material &
invidvel. C indice de contaminacic em cultura foi alto mesmo sob
métodos fortes de esterilizagio e apenas 20% dos explantes
permaneceu viavel. O resultado da esterilizacido desenvolvida para
foliclos e meristemas apicals de plantas enm casa-de-vegetacado foli
eficiente (resultou em menos de 1% de contaminacdo) e manteve a
viabilidade do material.

Os submeristemas de C. nemorosa foram favorecidos pelas
condig¢bes de cultivo de 18h de luz que promoveu o desenvolvimento
meristemédtico, ¢ alongamentoc do caule e a formacido de folhas
novas. A total auséncia de fitorreguladores no meio {contrcle)
reduziu a viabilidade do explante e prejudicou o desenvolvimento
do submeristema, gque apresentou sinais de clorose nas duas

condigdes de luz. O aparecimento de clorose nas folhas, com

8h. Tanto em condig¢les de 8h de luz didrias quanto em 18h de luz,
as maiores concentragdes de BA favoreceram o desenvolvimento de
novos pares de folhas, sendo gque este resultado é mais evidente
sob fotoperiode de 18h. O aparecimento de calo ou a oxidacdo na
base do explante parece ser uma resposta ao dano sofrido na
retirada do explante e n&o uma resposta ao tratamento. No
fotoperiodo de 18h pode ser visualizado come o alongamento do

eixo principal {caule) foi influenciado pelc aumento da

excecido do controle, ccorreu exclusivamente sob Totoperiods de
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foi influenciado prelo aumento da concentracgdo de GA: {(fig. 3}.
Na fig. 3, observa-se também a formacgdc de uma plantinha
completa com raiz, mas apenas dquando cultivada sob tratamento

de 18h de luz {fig. 3b) e sob baixa concentracdoc de BA

(0, 1mg/L) .
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Figura 1: Clusia nemorosa, influéncia do tipo de escarificacao
e das condigdes de luz na germinacdo de sementes, porcentagem
de germinacdo apds 7 dias, T 25°C + 2°C {julho/97). Letras
iguais indicam resultados semelhantes entre os tratamentos,

pelo teste do %%, com & 1%.
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Figura 3: Aspecto de plantas de (. nemorosa desenvolvidas
diretamente de submeristema apical: a) meio MS + 1,0mg/L BA =
0,img/L GARs; b} meioc MS + 0,Ilmg/L BA e 10,0mg/IL GhAs, ) meio MS +
0,5mg/L BA e 10,0mg/L GAs; d) meio MS + 0,5mg/L BA e 10,0mg/L
GA;. Camara de crescimento a T 25°C % 2°C. Fotoperiodos

utilizados: &, b e c<: 18h; d: B8h. Documentacdo apds 30 dias de

cultivo in vitro (-~ .y
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DISCUSSAO

Os testes de germinagdo de sementes facilitaram a obtengio
rapida de plantas Jovens que, crescidas em casa-de-vegetagéo,
serviram como fonte de explantes para a cultura de tecidos. Desta
forma o material teve sua origem e idade fisioldgica padronizadas
para ¢ cultivo 1in vitro e para os estudos posteriores de
fotoperiodismo. A perda da resposta fotobléstica pelas sementes
nuas talvez esteja relacicnada ac fitocromo. O fitocromo Ve (Fye)
aumenta o potencial de <c¢rescimento da radicula, guebrando a
fotodorméncia. Quando as camadas que protegem o embrido
{endosperma, testa e fruto) s&o retiradas, peguenas gquantidades
de luz vermelha sdo suficientes para induzir a germinacgdo (F, -
Fee), J& gque néc héd malis a restricdo dos tecidos envolventes
(SALISBURY, 1992Z).

Testes preliminares com material coletado no campe indicaram

a necessidade de altas concentragdes de agentes esterilizantes
para desinfeccgdo dos tecidos. Isto reduziu bastante a viabilidade
dos explantes em cultura. A utilizacic de foliolos e de
submeristemas de plantas crescidas em casa-de-vegetacio diminuiu
a necessidade de métodos mais agressivos de esterilizacio e assim
aumentou a viabilidade dos explantes e a resposta  aos
tratamentos.

Para a obtengcdo de plantas in vitro a partir de

submeristemas fol essencial a presenca de citocinina no meio. A
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aplicagac de GAs promoveu o alongamento do caule, que foi
proporcional & concentragdo da giberelina; este efeito & é
conhecido em outras espécies (SALISBURY, 1994). Porém, as partes
aéreas das plantas obtidas de submeristemas tiveram
desenvolvimento lento, ndc tfendo sido fonte preferencial de
explantes para experimentos em cultura. De acordo com GOH ef al.
(1997 métodos eficientes de regeneracdo Iin vitro <foram
desenvolvidos para poucas espécies de plantas lenhosas, que sdo

muito resistentes ap cultive in vitro.



CONCLUSAO

23

Os protocolos obtidos para o cultive in vitro, padronizados

para C. nemorosa, foram os seguintes:

et ee AR e o2 iemadde

Germinacdo de sementes nuas em condigdes de luz
Transferéncia das plantas Jovens para casa-de-vegetagao
Isolamento do par de folhas mais Jjovem

Esterilizacé&o com alcool e hipoclorito

cultivo in vitro {Capitulo 2)

Esterilizacdo de sementes nuas e germinagdc em meio

cultura em condicgdes assépticas

Isolamento asséptico das raizes subiterraneas

£ ATh oo pm B w7 3
el B D S -

de
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Capitulo 2

Cultivo in vitro de Clusia nemorosa, Clusia grandifiora e Clusia

spiritu-sanctensis

II: cCultivo de raizes em meic liquido, cultivoe de folhas:

formagic de calos e regeneragao

INTRODUCAC
0 género Clusia L. {(Guttiferae) tem distribuicdo
neotropical, com cerca de 250 espécies. O Brasil possuil

aproximadamente 60 espécies mnativas, das quais algumas tém sido
usadas no paisagismc (BITTRICH, 1997).

As espécies do ¢género tém mostrade grande importéncia na
producdo de compostos com atividade farmacolégica. OLIVEIRA et

al. (1996)

identificaram a presencga de clusianonas, compostos da

classe das benzofenonas, nas resinas florais de (. nemorosa, C.
rosea, C. grandiflora, C. insignis, C. spiritu-sanctensis e C.
pernambucanensis. Estes compostos tém atividade antimicrobiana
(MARSAIOLI et al., 1987} e anti-HIV (GUSTAFSON et al., 1992).
células vegetais cultivadas in vitro podem ser utilizadas
para a produgac de metabdlitos secundarios (SHEPHERD, 1985). O
potencial de culturas de células vegetais na producado desses
compostos tem estado sob intensa investigacdo e tem se mostrado

atil n3o s6 na cobtengdc dos compostos secundarios, mas também na
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elucidacdo de vias metabdlicas (RORERTS, 1988). O cultive in
vitro de jatoeba (Hymenaea courbafii)..pétﬁitiu a obtengidc de
terpencs, compostos presentes na resina secretada por células
epidermiais da planta in vivo em resposta a uma injdria (SIEWERT
et al., 1995).

A cultura de raizes também apresenta um grande potencial na
producdoc de metabdélitos de interesse (FLORES & CURTIS, 1992).
Podem ser mencionadas, por exemplo, a cultura de raizes intactas
de Hyosciamus niger dque produzem a escopolamina (WOO et al.,
1995) e a cultura de raizes transformadas do hibride Fragaria x
Ananassa que produzem polifendis (MOTOMORI et al., 1995).

A manutengd&o de culturas in vitroe se da& gragas ao
fornecimento de  nutrientes necessarios ao  crescimento e
desenvolvimento dos tecidos. Cada meio de cultura possui um
conjunte badréo de nutrientes: sais, vitaminas, fontes de
carbono, capazes de dar as condigdes minimas para que o tecido se
.éeséﬁeélvé,. aiém. das. combinacdes de fitorreguiadofes que sdo
capazes de promover as mais diferentes respostas. Cada espécie ou
variedade vegetal apresenta exigéncias minimas de cultive in
vitro, por 1ssc para cada material €& necessario o desenvolvimetno
de um protocolo de cultivo especifico onde as exigéncias
nutricionais e hoermonais seiam supridas.

Nao hé& registre em literatura de cultivo in vitro de
espécies do género C(Clusia. Espécies de outros géneros de

Guttiferae foram estabelecidas in witro, entre elas Hypericum



31
brasiliense (CARDOSO & OLIVEIRA, 1996¢), Kielmeyera coriacea
(ARELib; 1991} e Garcinia mangostana (GOH et al., 1994; 1997).

¢ objetivo deste trabalho foi:

- estabeler protocoles de cultive in vitro de Clusia L.
para: a) obtengdo de calos a partir de explantes
foliares; b) crescimento de raizes em meic liguideo.

0 comportamento in vitro de . nemcrosa G. Mey, C.

grandiflora Splitg. e C. spiritu~sanctensis G. Mariz & B.

Weinberg feoi estudado.



MATERIAL E METODOS

Estabelecimento de protocolo padrio para formagdo de calo

Obtencgio de explantes

Folhas Jjowvens (nado expandidas) de plantas de C. nemorosa, C.
grandiflora e C. spiritu-sanctensis com 6-9 semanas de ldade,
germinadas conforme descrito no experimento de germinagido do
Capitule 1 e mantidas em casa-de-vegetacgdo, serviram como fonte
de explantes. A obten¢@o de explantes fol feita a partir da
excisdo de feoliolos apicais com auxilio de estilete. Estes foram
esterilizados conforme os procedimentos desenvolvides no capituloc
1: HAlcocel 70% (v/v) por 10s, enxague com agua destilada
autoclavada seguida por solucdo de Hipocleorito de Sédio 15% (v/v)

com 2 gotas de Tween 20 para 100ml durante 12min e enxague por

_“maisué vezes ;og.égga dgéti;a§a,“3§gmentos de aproximadamente lcm
x lcm foram corxrtados das folhas apds a retirada do peciolo e das
bordas foliares. Os explantes assim obtidos foram enxutos em
papel de filtro e transferides para os meios de cultura. Todo o
processo iniciado com a esterilizacdo das folhas foi feito em

condicdes assépticas, em camara de fluxo laminar (VECO HLFS 12).

Preparacio do meio basico

0 meio basico utilizado nos experimentos foi o % MS (metade

da concentracido de macronutrientes do meio MS, MURASHIGE & SKQOG,



34

1962), acrescido de 30g/L de sacarose. O pH foi ajustado para 5,8
com NaOH e HCL [IN) apdés o acréscimo dos fitorreguladores e s6
entdc o agar fol colocado na concentracidc de 1% (p/v}). Os meios

foram autoclavados por 20min & temperatura de 121°C e

distribuidos em placas de petri (9,0cm de &), 40ml cada.

Preparagao dos meios com combinacdes de fitorreguladores

Os meios foram preparados com concentracdes combinadas de
auxina (ANA ou 2,4-D) e citocinina (BA ou KIN) resultande em 10
experimentos apresentados na Tabela 1.

As condigdes experimentais para formacdo de calc foram
escuro total e temperatura de 25°C + 2°C. Quando  houve
desenvolvimento de partes aéreas, os explantes foram transferidos

para condicdo de 18h de lusz.
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Avaliagcdo dos resultados

O desenvolvimento do calo fol avaliado apés 30 dias em
cultura quando também fol feita a caracterizacdc com basze na
morfologia (aparéncia, cor, presenca ou auséncia de exsudatos). A
regeneracdac de caules e raizes e a produgico de exsudatos foi

verificada apds 90 dias.

Estudo do crescimento de ralzes in vitro

0 desenvolvimente de raizes a partir de segmentos
radiculares (ralzes subterrdneas) foi testado com os seguintes
meios: BS5 (GAMBORG et al. 1968), MS e ¥ MS. Cada meio foi testado
com as seguintes concentragdes de fitorreguladores: 2,0mg/L de
ANA; 2,0mg/L ANA + 1,0mg/L BA ou sem fitorreguladores. O pH foi
ajustado para 5,8 e os meios foram distribuidos em erlenmeyers de
250ml, 100ml por frasco e foram autoclavados a 121°C por 20min.

Raizes de plantas de C. nemorcsa de 60 dias crescendo in

vitro foram isoladas em condicdes assépticas. Padronizaram-se

segmentos de raiz de 2-3cm sem o meristema apical para verificar
o desenvolvimento de raizes laterais. Estes segmentos foram
colocados nos meios liquideos descritos acima e foram mantidos em
agitador orbital (New Brinswick, USA) sob rotacic de 80 rpm com
temperatura controlada de 25°C + 1°C e 1luz continua fornecida
externamente (incandescente PHILIPS de 60W). A avaliacdo do

crescimento radicular foi feita apds 90 dias de cultivo.
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Crescimento do calo em meio padrio

O monitoramento do calo de . nemorcsa e de (. grandiflora
fgi.féifb depolis de estabelecida uma combinagéo hormdnal capaz de
jevar & formacgio do mesmo.

Os explantes foliares foram esterilizados como estabelecido
no Capitulo 1. Os explantes foram cortados da regido proximal ao
peciclo das folhas, contendo metade da nervura primaria, em
tamanho padronizado de 1,5cm x 0,5cm num total de 10 explantes de
cada espécie. As medidas da massa fresca de cada explante foram
feitas antes de estes serem colocados no meio definitive: meio
basico acrescidoe de 0,Img/L 2,4-D e 1,0mg/L BA. O crescimento dos
calos fol monitorado in vitrco através da massa fresca do explante
gue foi medida a intervalos de 4-5 dias durante 40 dias. Os
explantes foram recolocados no meio de cultura apds cada pesagem,

em condicbes assépticas,
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RESULTADOS

Formacio de calos em combinag¢des hormonais

0s calos foram classificados em 7 grupos em funcido de
caracteristicas que apresentaram ao final de 30 dias de
inoculacio em melo de cultura:

A: Esponjoso, branco, pequenco, em resposta ao corte

B: Esponjoso, branco, grande, diferenciado

£ Compacto, cor creme, sem exsudar

D: Compacto, cor creme, produzindo exsudato

E: Amorfo, escure, sem exsudar

F: Amorfo, escuro, produzindo exsudato
Os calos de mailor interesse sic os gue secretam substancias, D e
F, pois podem ser potencialmente fonte de compostos com atividade
bioclégica. No entanto, os calos com esta caracteristica séo
também extremamente duros. Os calos brancos, esponjosos € sem
_exsudato Lém uma aparéncia menmos compacta, com partes fridvels e
atraves deg selegdo continua podem se constituir ne inicio do
estabelecimento de cultura de células em suspensdo com a

finalidade de elucidar vias biossintéticas.

C. nemorosa
Os experimentos 1, 2 e 8 com BA x ANA (Tabela 1) resultaram
em calos em sua maloria das classes C, E e F e em menor

proporgdc, da classe D (Tabela 2). Destes, os calos das classes D
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e F se caracterizam por produzir exsudato, ¢ calc da classe F o
faz mesmo estandc oxidado. Todos os tratamentos dos experimentos
1 e 2 levaram & formagdo de pelo menos 20% de calos que produzem
exsudatos (fig. 1). Foi maior a gquantidade de exsudato produzido
pelos calos nas combinagdes de 1,0mg/L ANA x 5,0mg/L BA e 2,0mng/L
ANA % 2,0mg/L BA. A producdo de exsudato rarece estar relacionada
com um eqguilibrio nas concentracdes ANA/BA (mg/L): ©0,5/1,0;
1,0/2,0 e 2,0/2,0. A oxidacioc (escurecimento) do cale esta
relacionada com as baixas concentracgdes de auxina {(ANA), todas as
combinagdes cula concentragdo de ANA foi de 0,5myg/L apresentaram
mais de 60% dos calos oxidados (classes E e F), independente da
concentracdo de BA: 1,0, 1,5 ou 2,0mg/L (fig. 1). No experimento
5, no qual a concentragdo de ANA foi de 3,0mg/L, n&c houve
problema com oxidagdo e sim formagso de calos das classes A, B e
C (fig. 2} 1independente da concentracdo de BA. Este resultado
confirma a hipltese de que maiores concentracdes de ANA evitam a
_oxldagdo do calo.

Os experimentos 3, 4 e 5 (Tabela 1) permitiram a formacido de
calo em todas as combinacdes de 2,4-D e BA testadas (fig. 3. Cs
calos formados scob influéncia destes fitorreguladores pertencem
principalmente as classes A e B (Tabela 3, fig. 4). Nestes
experimentos, © meio com 0, lmg/L 2,4~D x 1,0mg/L formou um calo
da classe A que exsudou apss 120 dias em cultura (Fig. 4). A
formagéc de calos da classe B foi promovida por baixas

concentragfes hormonals, estando principalmente relacionada a
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auxina, na concentracidc de 0,1mg/L. O meioc com concentracio de
1,0mg/L 2,4-D e 1,0mg/L BA foi ¢ gue apresentou o calo com melhor
aparéncia e o© meio OC,lmg/L 2,4-D x 2,0mg/L BA foli o que
apresentou maior porcentagem de formacdc de calos da classe B

(fig. 3} .
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Tabela 2: 'Caracterizagéo dos calos de C. nemorosa em funcédc da
combinacédc de ANA e BA; gradiente de concentracdo em mg/L, apds
30 dias de cultive no escuro, & T 25°C + 2°C. As létras referem-se
a caracteristicas presentes em pelo menos 50% do total dos calos

crescidos nagquela combinacido hormonal.

A: Esponjoso, brance, pequeno, em resposta ao corte
1 Bspenjoso, branco, grande, diferenciado
Compacto, Cor creme, sem exsudar

Compacte, cor creme, produzinde exsudato

: Amorfo, escuro, sem exsudar

HoE D o w

: Amorfo, escuro, produzindo exsudato

ANA 0,5 1,0 2,0
BA (2,69uM) (5,37uM) (10,74pM)
0,5 (2,22uM) E C E
1,0 (4,44uM) F C E
2,0 (8,88uM) E F D

5,0 (22,20uM) E C C
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Tabela 3: Caracterizacio dos calos de . nemorosa em funcdc da
combinacidc de 2,4-D e BA; gradiente de concentragdo em mg/L, apds
30 dias de cultivo no escuro, & T 25°C + 2°C. As letras referem-se

a caracteristicas presentes em pelc menos 50% do total dos calos
crascidos naguela combinacdo hormonal.

A: Esponijesco, branco, peguenc, em resposta ao corte

B: Esponjoso, branco, dgrande, diferenciado

¢: Compacto, Cor creme, sem exsudar

D: Compacto, <or creme, produzinde exsudato

E: Amorfo, escurc, sem exsudar

F: Amorfo, escuro, preduzinde exsudatoe

2,4-D 0,05 0.1 0,5 1,0

BA (0,226puM) (0,452uM) (2,26uM) (4,52uM)
1,0 (4,44uM) A B B A
1,5 (6,661M) A B C A

2.0 (8,88uM) A/B B A A
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Figura 1: Calos obtides de explantes foliares de . nemorosa

mantidos em combinacbes de ANA x BA, concentracdes em mg/L
(experimentos 1 e 2) apds 30 dias no escuro & T 25°C 4+ 2°C.

Distribuigdo em classes morfoldgicas:

A: Esponjoso, branco, peguenc, em resposta ao corte
Esponjoso, branco, grande, diferenciado
Compacto, cor creme, sem exsudar

Compacto, cor creme, produzindo exsudato

amorfo, escuro, sem exsudar

Amorfo, escurec, produzindo exsudato

= HUOD
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Figura 2: Calos cbtidos de explantes foliares de C.

mantides em combinagbes de ANA X BA, concentragdes em mg/L

(experimentos 5 e 8) apds 30 dias no escuro & T 25°C = 2°C.

Distribuigdc em classes morfoldgicas:

Esponjoso, brancoe, pequenc, em resposta ao corte
Esponjoso, branco, grande, diferenciado
Compacte, cor creme, sem exsudar

Compacto, cor creme, preduzinde exsudato

Amorfo, escuro, sem exsudar

Bmorfe, escuro, produzinde exsudato
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Figura 3: Calos obtidos de explantes fcliares de €. nemorosa em
combinagbes de 2,4-D x BA, concentracdes em mg/L (experimentos 3,
4 e 5) em meio * MS, apds 30 dias no escuro, T 25°C + 2°C.

Distribuic¢dc em classes morfoldégicas:

A: Esponjoso, branco, pequeno, em resposta ac corte
B: Esponjoso, branco, grande, diferenciado

C: Compacto, Cor creme, sSem exsudar

D: Compacto, cor creme, produzinde exsudato

E: Amorfo, escurg, sem exsudar

F: Amorfo, escuro, produzindo exsudato
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Figura 4: Calos de Clusia

i,0mg/L 2,4-D x 1,5mg/L BA; b)) classe B,

2,4-D x 1,0mg/L BA,

escuro a T 25°C + 2°C

produzinde exsudato

( lom ) .

51

nemorosa em melo ¥ MS: a) classe A,

meio ¥ MS com O, 1lmg/L

{120 dias). Cultiveo no




C. grandiflora

Os experimentos 6 e 7 (Tabela 1), com C. grandiflora,
resultaram na formacgdo de calos principalmente das classes A, B e
E, mas também das classes C e F (Tabela 4, fig. 5). O meio
contendo 0,5mg/L 2,4-D x 2,0mg/L BA foi o que apresentou a maior
porcentagem de formacidc de calos da classe B. O experimento 9,
com concentracao de 3,0mg/L ANA, resultou em formacdo exclusiva
de calos da classe C independente da concentracao de BA (fig. By .
O experimento 7, confrontande a acdc de BA e KIN, levou a
formagac de calos da classe B na concentracido de 3,0mg/L ANA x
5,0mg/L KIN; estes estavam ainda grandes e viaveis ap6s 120 dias
(fig. ®a).

A combinac¢ido hormonal de 2,4-D e BA levou a regeneracio
direta de parles aéreas via organogénese de explantes foliares de
C. grandiflora. Partes aéreas foram regeneradas diretamente em

dols explantes, mantidos em 0O,Ilmg/L 2,4~D x 1,5mg/L BA (5 partes

_acreas) e em O0,5mg/L 2,4-D x 1,5mg/L BA (1 parte aérea) (fig. . ..

6b) . Também occrreu a diferenciacdoc de raizes, resultado comum
para as espécles de Clusia testadas. A formac&o de raiz conectada
a uma parte aérea regenerada permitiu o isclamento de uma planta
completa que foi transferida para meio béasico (¥ MS + 30g/L de

sacarose) onde continuou se desenvolvendo (fig. 6c¢) em condigdes

de 18h de luz e T 25°C £ 2°C.
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Tabela 4: Caracterizagdo dos calos de (. grandiflora em funcdo da
combinacdo de 2,4-D e BA; gradiente de concentracdc em mg/L, apds
30 dias de cultivo no escuroc, a T 25°C % 2°C. As letras referem-se
a caracteristicas presentes em pelo menos 50% do total dos calos

crescidos naguela combinacido hormonal.

A: Esponjoso, branco, pequenco, em resposta ao corte

B: Esponijosoe, brance, grande, diferenciado

C: Compactec, cor creme, sem exsudar

D: Compacteo, cor creme, produzindo exsudato

E: Amcrfc, escurce, sem exsudar

F: Amcrfc, escuro, produzinde exsudato

2.4-D 0.1 0.5 1.0

BA (0,452uM) (2,26uM) (4,52uM)
1,0 (4,44uM) A E B
1,5 (6,66uM) A B A

2.0 (8,88uM) A B -
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em combinagbes de 2,4-D x BA e ANA x BA (experimentos 6, 7 e 9,
concentracdes em mg/L) em 3 MS, 30 dias no escuro, T 25°C + 2°C.

Distribuic¢do em classes morfoldgicas:

A: Esponjoso, branco, pegqueno, em resposta ao corte
B: Esponjose, branco, grande, diferenciado

C: Compacto, cor creme, sem exsudar

D: Compacte, cor creme, produzindo exsudato

E: Amorfo, escurco, sem exsudar

F: Bmorfo, escuro, produzindo exsudato



33

0 2 v z 3 % g # z g 4 E; 2 @ < 4 3 o) g
a T 7
a Fo “ @ “
\ \
- o o m - o &
. . 7 e
\
. . L.
N " vE0ZQFESh N [ . CHORCHE 1D
4 3 \mv 8 v o 3 0 wm. \{ o.i@ “w Y _w__ L2 a ) M
.y o m )
\ \ a |
VES ) YNYOE & o YBS OYZ0 L vagl ayzed » vagiarzio
3 ; W : i 'l El a 2 v s W o El ; m . 2 N a8 “.m_,.e. o “m\ 3 Nﬂﬂ “_m. .
\ 1.
VEOL VNVOE N o vaoi arzoL o va0% abZTE0 o w801 G b




LAt
o

Figura ©: Resposta de C. grandiflora em meic de cultura. aj calo
da classe A, 3,0mg/L ANA x 5,0mg/L KIN; b) calo com regeneracao
de parte aérea ¢ ralzes, 0,5mg/L 2,4-D x 1,5mg/L BA, 3 meses; C)

planta regenerada de meic 0, bmg/L 2,4-D x 1,5mg/L BA e isclada em

: cm_n__-) N

meio basico, mantida em 18h de luz a T 25°C £2°C (-
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C. spiritu-sanctensis

Os explantes foliares desta espécie nio responderam ao
padrdo de protocolo desenvolvide para . nemorosa, no periodo de
30 dias a 60 dias. Estudos com outras condicdes de cultivo in

vitro devem ser desenvolvidos especificamente para C. spiritu-

sanctensis

Monitoramento in vitro de calos de C. nemorosa e C. grandiflora
em meio padrac (meio * MS com 0,lmg/L 2,4-D e 1,0mg/L BA)

Ao final de 40 dias em cultura houve um aumento na massa
fresca sobre a massa inicial dos explantes de 92,3% em (.
nemorosa e de 290,6% em C. grandiflora. 0Os valores de massa
fresca sac mostrados na Tabela 5. A curva de crescimento da
figura 7 indica que com 40 dias os calos ainda estdo no inicio da
fase de crescimento, particularmente na espécie C. nemorosa, dado

confirmado por acompanhamento posterior (dado ndoc apresentado)
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Tabela 5: Aumento da massa fresca do calo de (. nemeorosa e C,

grandiflora, apdés a 40 dias em cultura (Af) em meio padr&c 3 MS,
0,1lmg/L 2,4-D e 1,0mg/L BA, no escurc, & T .25°C + 2°C. Média de 10

explantes £ d.p.

Espécie Asniciar (8) Agnar (8) Ar- Ao () %

C. nemorosa 0,039+0,005 0,075+0,01 0,036+0,008 92,3

C. grandiflora  0,032x0,007 0,1274£0,05 0,093+0,043 290.6

0,14

0.1 4

0,08 | —0—C. grandifiora

0,06

13

~i-- C. nemorosa

Massa fresca (g)

0,04

1 10 14 19 25 30 34 40
dias

Figura 7: Actmulo de massa fresca em explantes de (. nemorcsa e
C. grandiflora devido & forma¢do de calec, em meio indutor com
0,1img/L 2,4-D e 1,0mg/L BA, ao longo de 40 dias, média de 10
explantes. Condig¢des de cultivo: escuro e T 25°C £ 2°C.

Cultura de raizes em meioc liquido.
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O resultado do crescimento de raizes em meic liguido foi
influenciado pela interacdoc entre o meio uti;i;a@o e a
#oﬁceﬁf%égéo de fitorreguladores (fig. 8).

Auséncia de fitorreguladores no meio

A auséncia de fitorreguladores impediu o crescimento total
de ralizes nos meics B5 e MS. Ocorreu o crescimento de
raizes laterals em 20% dos explantes em 3% MS nesta
condigdo.

Concentragdc de 2,0mg/L de ANA

Em melo B5, 100% dos explantes desenvolveram raizes
laterais, sendo este o melhor resultado do experimento.
Houve desenvolvimento de raizes laterais em 50% dos
explantes em meioc *» MS e também houve formacdo de calo, em
60% do total de explantes. Resultado semelhante foi obtido
em melo MS, com desenvolvimento de raizes laterais em

apenas 40% dos explantes.

..Gombinacdo de 2,0mg/L ANA e 1,0mg/L BA . .

Esta combinagdo levou & formacdo de calo nos explantes de
todos o0s tratamentos e a um escurecimento do meio em
fungdo de oxidagdo. Apenas os explantes em meio 3 MS foram

favorecidos por esta combinacio, com formacdo de raizes

laterais em 40% do total de explantes.
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meios de culitura e concentracgdes de fitorreguladores. Colunas: a)
B5; b) *» MS; c) MS. Linhas: 1) sem fitorreguladores; 2) com
2,0mg/L ANA; 3) com 2,0mg/L ANA e 1,0mg/L BA. Condicdes de

cultivo: agitador orbital a 80 rpm sob luz continua (—1%B ).
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DISCUSSAO

C. grandiflora responde melhor ao cultivo in vitro, formando
calos maliores e em menos tempo que C. nemorcsa. C. spiritu-
sanctensis nado respondeu aos tratamentos, no periodoc testado. As
duas primeiras espécies pertencem a Segdo Chlamvdoclusia enquanto
C. spiritu-sanctensis pertence a Secdo Cordviandra. Estes
resultados confirmam a necessidade de testar meios de cultura
especificos para cada espécie ou variedade de planta.

C. grandiflora e C. nemorcsa formaram calo em resposta aos
tratamentos hormonais e ambas 830 dependentes de auxina e
¢citocinina, de acordo com a classificacdoc de Yeoman (CALDAS et
al., 1990). Os resultados do experimento para formacdo de calos
de C, nemorosa e C. grandiflcra permitiram =z escolha da
combinacdo ideal de fitorreguladores para a obtenciio do calo de

interesse (produzindo exsudate ou friadvel). Meios com ANA

cxidados. Mesmo escurecidos estes <calos tém potencial para
produzir compostos de interesse, como os terpencs produzides por
calos oxidados de Aspideosperma ramiflorum (Arildo J. B. Qliveira,
comunicagéoc pessoal}. Anédlises preliminares do exsudato produzido
por calos de (. nemorosa em CG/Massa {(Cromatografia Gasosa/
Espectrometria de massa) indicam a presengca de compostos
terpénicos (sesqui e tri-terpenos, dados n3o apresentados). Meios

com baixas concentragbes de 2,4-D levaram & formac3o de calos
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mais homogéneos, esponjosos e brancos. de grande potencial para o
estabelecimento de cultura de células em suspensioc. A eficiéncia
do .2,4;].3. na caloygénese de (Clusia L. confirma o fato deste
composto ser a auxina sintética mais comumente usada na indugéo
de calo, sendo chamada “horménic da desdiferenciacdc” (ENDRES,
185845 .

A regeneracdo de partes aéreas em C. grandiflora ocorreu
independente da formacioc de calo (regeneracéo direta) e fora da
regido da nervura. Observacgdes semelhantes foram feitas en
Garcinia mangostana e parecem confirmar o fato de que células
capazes de formar calo e de regenerar ndo estdo restritas a
regido da nervura; células de outras partes do explante seriam
capazes também de regenerar partes aéreas (GOH et al., 1997 .

O meic ideal para o crescimento de raizes de C. nemorocsa,
sem formacac de calo, foi o B5 com 2,0mg/L BNA: este resultado
estd de acordo com a agdc comprovada das auxinas na formagéo de

raizes adventicias (SALISBURY, 1994).



CONCLUSAO

@, nemorosa e (. grandiflora responderam aos Tratamentos
hormonais de forma diferente. Cada espécie respondeu a uma
combinacdc hormonal, formando dois tipos de calos: calo branco
fridvel e calo com exsudato. C. spiritu-sanctensis nédo apresentou
resposta a estes tratamentos.

C. nemorovsa formou preferencialmente calos brancos e
fridveis em meio bésico (*2 MS) com 0,lmg/L 2,4-D x 2,0mg/L BA e
3,0mg/L BANA x 2,0mg/L BA e calos com exsudato em meio basicc com
1,0mg/L ANA x 2,0mg/L BA (oxidados) e 2,0mg/L ANA x 2,0mg/L BA
(creme} .

C. grandificra formou calos brancos e fridvels em meio
basico complementado com O, Smg/L 2,4-D x 2,0mg/L BA e calos com
exsudateo em meio béasico com O,img/L 2,4-D x 1,5mg/L BA.
Excepcionalmente, partes aéreas foram regeneradas de folhas de C.
grandiflora em meio basico com 0,Ilmg/L 2,4-D x 1,5mg/L BA e
OB L AED R T SRG /L BT

O meio BS complementado com 2,0mg/L ANA foi o meic liguido
que mals favoreceu o crescimento de raizes de (. nemorosa, sem
formacao de calo.

A potencialidade do cultive de (lusia iIin vitro deve ser

aproveitada posteriormente na elaboragdo de experimentos com

monitoramento guimico.
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Capitulo 3

Respostas fotoperiddicas de espécies nativas do género Clusia L.

(GUTTIFERAE)

INTRODUGAO

0 género C(Clusia L. pertence & familia Guttiferae e
compreende mais de 250 espécies neotropicais, das guais
aproximadamente 60 s&c nativas do Brasil (BITTRICH, 1897). 3é&o
plantas arbdreas ou arbustivas, hemiepifitas de regides de
floresta umida e restinga, com raizes aéreas. As folhas glabras e
coridceas lhes conferem 6tima caracteristica como plantas
ornamentais.

A morfologia floral do género & bastante diversificada em
funcdo de a maicria das espécies ser didica (possuir plantas

masculinas e femininas). A estrutura floral de cada espécie esta

_relacionada a0  tipo de  recurso oferecido aos  agentes

polinizadores. Um grande numero de espécies oferece resina como
recompensa aos agentes, gue sado principalmente abelhas {(Trigona,
Euglossa, Melipona, Eufriesea); outras espécies oferecem pdlen ou
néctar (BITTRICH & AMARAL, 1996). Algumas espécies apresentam,
associado a resina, um élec estaminal cuia funcio parece ser a de
manter a viabililidade do pdlen, protegendo-o do contato com a

resina cu servir como “pollienkit” (BITTRICH & AMARAL, 1997).
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O estudo dos compostos secundérios da resina de C. nemocrosa,
C. rosea, C. grandiflora, C. insignis, C. spiritu-sanctensis e C.
pefnémﬁucanensis permitiu identificar uma classe de compostos com
atividade inibitdria no crescimento de microorganismos, a classe
das benzofencnas (OLIVEIRA et al., 1996). Estes dadoes parecem
confirmar a hipdtese de que as abelhas utilizam as resinas
florals como material para a construcgidc do ninho e come meioc de
evitar a infestagdo dos mesmos por microorganismos (MARSAIOLI et
al., 1997). TOMAS-BARBERAN et al. (1993) investigaram a origem
vegetal dos constituintes do prépolis da Venezuela por andlise em
CLAE ({(Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia) e concluiram que
os constituintes s3o provenientes, em sua maioria, de duas
espécies de Clusia daquele pais: “C. major” (c.f. C. grandiflora)
e C. minor.

Pelc exposto, decidiu-se investigar os fatores relacionados
com 2 biologia reprodutiva de Clusia. Estes fatores podem ser
externos ou internos. Entre os estimulos externos  estio  a
temperatura, © regime hidrico e as condicgdes fotoperiddicas.
Fatores internos incluem caracteristicas fisioldégicas da planta
como l1dade, maturidade e competéncia do tecido, influéncia dos
horménios vegetais, Dbem como de elementos nutricionais. As
diferencas expressas fenotipicamente entre as fases jovem e
adulta de uma planta refletem um padrdo de desenvolvimento
fisiolodgico, bioguimico e molecular também distinto (HACKETT,

1992) . A separagdc destas fases pode ser Gtil no estudo dos
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produtos do metabolisme secundéario, .como em Hedera helix. Nesta
”p.]_.afnjt.a.,. as folhas jovens acumulam antocianina enquanto as folhas
maduras nio o fazem (MURRAY & HACKETT, 1891).

A 1nvestigagio de fatores externos gque influem no
desenvolvimento e reproducgdc de espécies tropicals constitul um
passo importante na descoberta da relagdo ambiente-metabolismc
secundério destas plantas. Cistus ladanifer apresenta uma
variacdc sazonal no conteudo de flavondides, que protegem a
planta dos efeitos nocivos da irradiacdc UV, durante o verdo
(CHAVES et al., 1897).

Poucas aespécies Lropicais, alén das cultivadas e
ornamentais, foram estudadas quanto ao fotoperiodo. E importante,
pois, aumentar o numero de espécies investigadas, tanto para
confirmar padrdes de comportamento conhecidos quanto para
estabelecer outros, ¢ dgue levaria a uma nova postura na

investigacédo de processos ecofisiolégicos (ZAIDAN et al., 1991).

.0 ocbjetivo deste trabalhc foi estudar a influéncia do

fotoperiodo no crescimento vegetativo e, particularmente, na
floracdo de duas espécies de Clusia: . nemorosa G. Mey e C.
fluminensis  Pl. et Tr. C. nemocrosa  pertence a Secgédo
Chlamydoclusia e ocorre na Amazdnia e nos estados do nordeste e
sudeste, de Pernambuco a Minas Gerais e Espiritc Santo
(populac¢des ginodidicas ocorrem na Bahia, LOPES & MACHADO, 1998).
Desta espéclie foram iscladas vérias «c¢lasses de compostos,

incluindo as Dbenzofencnas. A outra espécle, C. fluminensis,
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pertence & Seg#o Cordylandra, ocorre em matas de restinga no Rio
de Janeirc e tem sido bastante utilizada em ornamentacio (PALAZZOQ

& BOTH, 1993). De C. fluminensis foram isoclados compostos com

atividade hipotensora (NAGEM et al., 1993).
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MATERTAL E METODOS

Plantas de (. nemorosa fhé¥ﬁé£rédi£ésﬁ. e .planfas .de C.
fluminensis (masculinas) foram coletadas no Centro Experimental
(Fazenda Santa Elisa) do Imnstituto Agrondmico de Campinas (IAC),
SP {(22°497457S, 47°067 33"W; .

Para estudos de fotoperiodismo In vive foram utilizadas
estacas e plantas Jjovens, obtidas a partir de sementes, para C.
nemorosa & apenas estacas para C. fluminensis. 0s experimentos de
fotoperiodismo foram desenvolvidos no Instituto de Boténica de

S&0 Paulo, SP.

Obtencéc de estacas
Ramos vedetativos das duas espécies foram coletados em
margo. Destes Zforam feitas estacas contendo 2-3 nds e uma gema

apical, sem & retirada das folhas. Para o ‘tratamento de

_enraizamento das estacas aplicou-se IBA (Acide indol-butirico) em .

pd (10mg/g) na parte basal das estacas antes de serem colocadas
no substrato, constituidoe de vermiculita. As estacas assim
tratadas foram mantidas em céamara uUmida (U.R. 80%, condigdo
favoravel ao enraizamenito), em casa-de-vegetacdo, & temperatura
anmbiente (ndo controlada) . As estacas enraizadas foram
transferidas para terra de mata (Mata de Santa Genebra, Campinas)

e passaram por um periodo de adaptacd@o de uma semana em casa-de-
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vegetagdo, sob luz, temperatura e UR ambiente, antes de ser

iniciado ¢ experimento (Figura 1).

Obtencio de plantas jovens

A) As sementes foram postas para germinar em placas de petri

B)

com DSml de &agua destilada, apbés a retirada manuzl da

testa (SALEH & SHEPHERD, 1997). As condi¢des na cémara de

germinacéc foram luz continua e T 25°C + 2°C;

r

Apbébs 7 dias as pléntulas foram transferidas para
substrato inerte em casa-de-vegetacdoc e foram regadas
semanalmente com solucdc nutritiva (HOAGLAND & ARNCN,
1938) e mantidas sob luz natural;

As plantas Jjovens assim obtidas foram utilizadas nos
experimentos de fotoperiodo, tendo sido antes
transferidas para terra de mata (Mata de Santa Genebra,

Campinas}. Os tratamentos fotoperiddicos tiveram inicio

emabxllde}' 99 8! Q'uandc) as Dlantas Lestavam com 9 meses

de idade e tinham aproximadamente 10 cm de eixo

principal.
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..... FobThe

CELGREA. L ASReCLe de estacas..enralzadas. 48 Ce. L lLminens e LAY S
o, nemorosa {(B) em terra de mata, mantidas em casa-de-vegetacic

(UNTC2MP), &2 T e luz amblientes, apds 6 meses de enraizamento.
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Tratamentos fotoperiddicos

Tanto para as plantas “jovens gquanto para as estacas foram
testados 5 tratamentos fotoperiédiéos: Bh, iOh, 18h e 20h e 8h
com uma interrupgdo de 30 min na metade da duracdo do periodo de
escuro (8h NI). As plantas permaneceram durante o dia das 9:00h
as 17:00h na casa-de-vegetacdo, onde receberam luz natural
durante 8h consecutivas. A partir das 17:00h elas foram guardadas
emn salas escuras onde receberam luz suplementar com as
respectivas duragbes fotoperioddicas. Cada sala possui um conjunto

de lampadas fluorescente e incandescente, com fluxo de energia de

3,5uE.m 7.5t (KLEIN et al., 1992), o que garante ¢ Tfornecimento

de luz de baixa Intensidade em todo o espectro e equilibra as
quantidades de 1luz vermelha e vermelho-extremo. Para cada
tratamento fotoperiddice foram utilizadas como repetigdes: para
C. fluminensis 7 estacas e para . nemorosa 7 plantas Jovens e §

estacas. O experimento teve duracido de 6 meses, tendo sido

iniciado no final de abril e finalizado em ontubro de 1098

Visualizagdo das respostas

As espéclies de Clusia sdo plantas de héabito arbdrec ou
arbustivo, apresentam crescimento lento, padrio este que também
foi observade em relagdo & formacdo de estruturas reprodutivas,
tanto em casa-de-vegetacdc como no campo (IAC). Nesta Gltima
condicgdo, a fenologia destas espécies foi acompanhada ao longo de

todo o ano de 1997. Devido ao lento padrédce de crescimento
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cbservado nas espécies de (lusia, optou-se por fazer um
acompanhamento gquinzenal das plantas scb tratamento. A cada duas
semanas foram avaliados: altura do eixo principal, nimero de:
nés, folhas, ramos primérics e secundarios e formagaoc de gemas
axilares. Na mesma ocasidc também foi observado se estava
ocorrendo © 1nicico da diferenciagdo da gema vegetativa en
reprodutiva. No final do experimento, depois de 6 meses de
tratamento, as folhas das plantas Jjovens de (. nemorosa
desenvolvidas scb tratamentco foram retiradas para a medida de
drea foliar e de massa seca. A é&rea foliar fcil medida com o©
auxilio do programa “Leaf Area and Analysis” da Skye Intruments
Ltda. Depois, as folhas foram secas em estufa a 60°C por 48h e

pesadas em balancas de precisio.

Analise estatistica
ao final do experimento fol feita =zndlise de wvaridncia

_{ANOVA) dos parametros de crescimento vegetativo.
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RESULTADOS

Verificou~se, primeiramente, que o tempo de enraizamento de
estacas nas condigdes experimentais foi diferente para as duas
espécies de Clusia estudadas: 6 semanas para (. fluminensis e 8

semanas para C. nemorosa.

Clusia nemorosa

ESTACAS

A floragdo de estacas de . nemorcosa foi influenciada
gqualitativa e quantitativamente pelos tratamentos fotoperiddicos.
Primeiro, a espécie & sensivel aco fotoperiodo; as plantas
floresceram a partir do tratamenic de 10k de luz e nos dias
longos: 18h e 20h e também no tratamento de 8h NI, gue simula
dias longces. As plantas ndo floresceram no fotoperiodo de 8h de
luz diéria, entdo, o fotoperiodo critico para floracido desta
. espécie se situaria entre 8h e 10h.

Ocorre também uma diferenca na qualidade da resposta. E
interessante ressaltar gue, embora a porcentagem de plantas com
botdes entre 05 Tratamentos de 8h NI e 18h tenha sido a mesma,
pela fig. 2 pode-se observar dque a visualizagdo de botdes no
fotoperiodeo de 8h NI foi trés semanas mails precoce (9 semanas) do
que no fotoperiodo de 18h (12 semanas). Por esta figura fica
também evidente que para a floragdc de (. nemorosa o fotoperiode

de 8n NI foi o mais efetive: o maximo de floracgidc {60% das
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plantas tratadas) foi obtido apds 12 semanas, tempo necessario
para ') inicio da visualizacio da floracgio nos outros
fotoperiodos, que alcangaram apenas 20% de plantas floridas. A
fig. 2 permite ver outro dado interessante. Embora também tenha-
se obtido o valor de 60% de floracdo sob fotoperiodo de 18h, este
valor s6 fol obtido ac final de 24 semanas, o dobro do periodo de
tempo levado sob fotoperiodo de 8h NI (12 semanas).

Verificou-se que plantas de (. nemorosa crescendo no
ambiente, em condigdes n&c controladas (Faz,. Santz Elisa)
florescem durante o ano todo. Nestas condig¢8es, decorrem dois
meses do surgimento dos botdes até a abertura da flor. O inicio
da diferenciag&o do 4é&pice vegetativo em floral, observado
macroscopicamente, se caracteriza pelo alargamento do mesmo que
adguire um formato mais arredondado, dande inicio a formacdc do
botdo. Em casa-de-vegetacdo, o inicio da diferenciacido do
primeiro botao ocorreu em julho, apds nove semanas de tratamento
sua abertura, levou 45 dias. As plantas que floresceram em
condigdes experimentais apresentaram apenas uma flor por apice
engquanto as plantas que Cresceram em condigdes naturais

apresentaram paniculas apicais com trés flores.
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Figura 2: Visualizagdc de botdes florais em estacas de C.
nemorosa, % de plantas floridas por tratamento ZIfotoperiddico,

total de 5 plantas, maioc a outubro de 1998, em casa-de-vegetacao.
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PLANTAS JOVENS

As plantas jovens de (. nemorosa nio floresceram. No
entanto, o© crescimento vegetative destas rlantas foi avaliadeo a
partir dos seguintes pardmetros: altura do eixo principal, nunmeroc
de ndés do eixo principal, extensic do ultimo entrend, numero de
folhas, area foliar e massa seca das folhas expandidas ¢
desenvolvidas durante o experimento.

A analise estatistica mostrocu que para plantas jovens de C.

nemorosa:

1} em relagadc & altura do eixo principal o tratamento de 20h
didrias de luz promoveu significativamente este
parametro, enquanto o tratamento de gh de luz
(independente do periodo de escuroc administrado, continuo
ou NI) 1Inibiu o crescimento de altura em relagdc ao
fotoperiodo de 20h. E interessante lembrar gque o
fétoperiodo de 8h NI equivaleria a um fotoperiodoe longo
(vapela 1., fig. 31;

2) em relagdo ao numerc de ndés do eixo principal, apenas o
fotoperiodo de 8h de luz diarias promoveu este parametro.

Este efeitoc ndo foi compartilhado pelo tratamento
fotoperidédico de 8h NI, que para este parémetroc teve
efeito semelhante acs fotoperiodos longos (tabela 2).

As plantas sob os fotoperiodos de 10h, 18h e 20h obtiveram

médias malores para o numero de folhas, a area foliar e o pesc

seco das folhas (tabela 3). Estes dados, no entanto, indicam
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apenas uma tendéncia, ja gue as diferencas entre as médias sao

muito peguenas € nao sac estatisticamente significativas. Essa

tendéncia também ocorre com relagido ac comprimentsc do entrend

mais apical das plantas Jovens; porém esta diferencga

estatisticamente significativa.

Tabela 1: Altura do eixo principal de plantas Jjovens
nemorosa, média de 7 plantas, * desvio~padrio. Teste de

nivel de 5%.

nio é

de C.

Tukey,

Altura média inicial Altura média final Ag—As
Ag Ar

8h 10 19,9 99415

10h 11 21 10£2,3%®

18h 10,9 21,3 10,442 5%

20h 10,5 21,7 11,2£1,5°

gh NI 11,2 19,4 8,2+1,8°

C.V. 22,6

F 3.3
———..,. iy e

14 > 0,05
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Tabela 2: NGmero de nés do eixo principal de plantas de C.

nemorcsa, média de 7 plantas, + desvio-padrio. Teste de Tukey,

nivel de 5%.

Numero d; ;1{')5 iicial Namero c;efnés final Ag—As
3h 7,9 11,9 4+2 8P
10h 8.6 10,9 2,3+1,6°
18h 8,6 11,7 3,1£2,2%
20h 9.3 11,3 2+1.4°
8h NI 8.6 10,9 2,3+1,6°
CV. 44
F 6,6
d.m.s. 1,45
P > 0,025

Tabela 3: Respostas de area foliar, peso seco das folhas, nimero
de folhas e comprimento do entrend mais apical de plantas jovens

de C. nemorosa, média de 7 plantas + desvio-padrio

Tratamento area foliar pEeso $eco namero de folhas entrend mais
Y .. S .. Y — S— o fgey o apieal fomy

8h 48,2+12.9 385+134 12,9 194 6,5 3,2

10h 54,1+£12.8 414+182 14,0 19.1 5.1 3,5

18h 50,4+11,8 417x111 14,0 20,3 6,3 3,6

20h 52,0127 419+125 143 20,0 5,7 3.5

Sh N1 47.3+18 4 355+130 134 19,4 6,0 3,0

CV. 26,9 33,1 208 -

F 0.4 0,75 1,5 -

d.m.s. - 215 1,86 -
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Figura 3: Crescimento do eixo principal em resposta aos
tratamentos fotoperiddicos: 8h (@) 10h (Q), 18h (M), 20h (Llye
gh NI (A)}. &) plantas jovens de (. nemorcsa, média de 7 plantas;
B} estacas de C. fluminensis, média de 5 plantas; C) médias das
temperaturas semanals (maxima e minima) em casa de vegetagdo no

periodo (abril a outubroj.
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Clusia fluminensis

As plantas masculinas de c, fluminensis nao floresceram no
periodo de 12 meses de observacdo no IAC. Também as estacas sob
tratamento em Casa-de-vegetacdo nio responderam aos fotoperiodos
permanecendo vegetativas durante os 6 meses de tratamento, o
dobro do tempo necessario Para a floracgdo de . nemorosa. Como
nesta espécie as estacas eram Dbastante hetercgéneas, 0s
parametros de crescimento vegetative utilizados bara C. nemorosa,
embora também avaliados bPara este material, nazo apresentaram
resultados estatisticamente significativos, com excecgdoe da altura
do eixo principal.

Os tratamentcs fotoperiéddicos de dias longos: 18h, 20h e 8h
NI resultaram no alongamento do eixo principal, embora nio seja
estatisticamente significative (fig. 3). Desta forma, podemos
afirmar apenas gque hi uma tendéncia para esta espécie em

responder com crescimento vegetativo ac fotopericdo.

C desez}vq}vimer}t_o_ de gemas axilares ocorren apenas em O,
fluminensis. Assim, o desenvolvimento de ramos laterais foi um
parémetro também avaliado para esta espécie. Embora a gquebra da
dominancia apical possa ser um dos eventos que indiquem o inicio
do desenvolvimento floral (queda na produgde de auxina, RUGGIERO
& ZAIDAN, 1997), a formacdo de gemas axilazés ndo resultou em
floracdo, mesmo apbs 6 meses, Apds este periodec foi possivel
verificar gque: as médias no nimero de gemas axilares ndo diferem

estatisticamente entre os tratamentos; parece gue as plantas
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seguen um padrio, padric este independente do fotoperiodo (fig.
4y, Os tratamentos fotoperidédicos nic afetaram ¢ numero total de
gemas axilares visualizadas. Mas estes tratamentos afetam a
velocidade de formagdo de forma gradual: os fotoperiodos longos
promovem © surgimento mais réapido das gemas (8% e 11% semanas) emn
relagdo ac fotoperiodo de 10h (122 semana) e principalmente de 8h

a

somente (14 semana) (fig. 4). Ou seja, guanto mais longo o

fotoperiodo, mails rapida a visualizacdo das gemas axilares.
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Figura 4: Visualizac3o de novas gemas (preto}] e ramos
laterais (branco; em estacas de C. fluminensis sob os tratamentos
fotoperiddices: A) 8h, B) 10h, C) 18h, D) 20h e E) 8h NI, em
casa~de-vegetagdo, de abril a outubro de 1998. F) médias das
temperaturas semanals {médxima e minima) em casa de vegetagdce no

mesmo periodo.
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DISCUSSAC

A espécie (. nemorcsa (forma hermafrodita) €& uma planta de
dias longos (PDL) que floresce em Iotoperiodos igquais ou
superiores a 10h de luz. Esta resposta estd de acordo com as
cbservacdes felitas na Fazenda Experimental do IAC, Campinas, onde
as plantas floresceram durante tode o ano de 1997, sob condigdes
naturais de iluz e temperatura. Nesta latitude (23°2973) o
comprimento do dia ao longo do ano varia de 10,5h & 13,6h
(VIANELLO & ALVES, 1991). Apesar de responder aos experimentos de
fotoperiodo, no habitat natural, a Amazdnia (03°07'S, 60°01'W),
onde ¢ fotoperiocdo estid proéximo de 12h o ano todo, C. nemorosa
floresce de Junho a dezembro (BITTRICH & AMARAL, 1997), mais
precisamente de agosto a outubro e na Bahia (12°35'S, 41°32'W) de
outubro a marc¢o (Volker Bittrich, comunicacio pesscal). Comc esta

espécie apresenta periodos fenoldgicos definidos, outros fatores

ambrientais devem estar envolvidos na resposta de Tlordacdo, Como &
regime hidrico. REICH & BORCHERT (1984) acreditam que variacdes
sazonais na disponibilidade de &gua devem determinar o padrio
sazonal de desenvolvimento em Aarvores tropicais mais do que
variacgdes de fotopericdo e de temperatura. Ainda para estes
autores, a fenologia de arvores tropicais seria determinada por
um ou mals destes fatores: a disponibilidade de Agua no sclo, a

capacidade de captacado da agua pela planta ou o controle de perda
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de agua, conclusbes tiradas dos resultados de experimentos feitos
em florestas deciduas na Costa Rica e Venezuela.

”C.fato de (. nemorosa reépéndeg.éélfotoperiodo em condicdes
experimentais sugere que a pressio para respcosta fotoperiddica de
floragdo tenha ocorrido num pericdo anterior a colonizagido do
habitat atual por esta espécie. CREPET & NIXON (1998) descrevem o
féssil de um novo género de Guttiferae, denominado Paleoclusia
encontrade em um depdsito do Cretdceo Superior, em New Jersey,
USA. Os autores acreditam que este género seja ancestral dos
géneros Clusia e Garcinia que, se comprovado, pode explicar a
resposta fotoperiddica de C. nemorosa. No Cretaceo Superior (80
milhdes de anos) a regido que hoje constitui a América do Norte
se situava acima de 30° de latitude Norte e tinha clima tropical
e subtropical (KRUTZSCH, 1989),

O malor nimero de flores por 4pice (3) das plantas

ocbservadas no IAC em relacdo &as plantas da casa~de-vegetacdo pode

_ser devido a varios fatores; um dos mais. provaveis.é a.maior
eficiéncia fotossintética das plantas no campo. Sabe-se que o
desenvolvimentc da flor no Apice meristematico leva a um dreno de
compostos primarios para esta regldo {LARCHER, 1985), Em
populagdes originals ginodidicas, na Bahia, a wvariacdoc de 1-3
flores por panicula ocorre normalmente (ZAPPI, 1995).

A auséncia de resposta de floracgio das plantas jovens de (.
nemorosa aconteceu porque este material nio deve ter atingido a

maturidade para florescer até o final do experimento, guando
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estava com 15 meses. De acordo com THOMAS & VINCE~PRUE (1887) a
floragdc sd ocorre quando a planta atinge determinado tamanho,
independente da idade cronoldgica; muitas A&rvores lenhosas
apresentam um periode juvenil, no gqual ndo florescem, gue pode
durar até 30~40 ancs. As respostas vegetativas das plantas jovens
de (. nemorosa, para o©s parametros analisados, nao 340
fotoperiddicas dado que os resultados para os fotopericdos de 8h
e 8h NI foram muito semelhantes. O unico padridc de resposta de
carater <fotoperiddico diz respeito ao nlmero de nds no eixo
principal. Plantas de C.  onemorosa sob o tratamento de 8h
incorporaram praticamente o dobro de nés do que as plantas da
mesma espéclie em fotoperiocdos longes, embora nac tenha havido
diferenca significativa na altura do eixo principal ao final do
tratamento.

B espécie (C. fluminensis é& indiferente ac fotoperiodo, ocu
seja, é uma pilanta de dias neutros (PDN). Esta falta de resposta
_ndo_parece estar relacionada & maturidade do material, pois o
mesmo fol coletado de plantas adultas {com aproximadamente 3m de
altura). A metodologia empregada por LONGMAN et al. {1990)
permite que arvores de florestas tropicais, come Triplochiton
scleroxylon gque, em condi¢gdes naturals, demoram 15-30 anos para
florescer, florescam em 18 meses &a partir de estacas Jjovens e
formem sementes viadveis. No entanto, utilizando estacas jovens de
C. fluminensis, nédo fol possivel obter uma flor sequer apds 6

meses, tempo mals que suficiente paraz . nemorcsa.
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Parece gque C. fluminensis nio. & sensivel ao fotoperiodo
sendo que outros fatores podem estar relacionados com a inducgao
da florac&o. Segundo BERNIER et al. (1993), qualquer fator
ambiental que apresente variacdes sazonais regulares & um fator
potencial no controle da floracdo. Esta espécie ocorre em regides
de restinga no Rio de Janeiro (22°5378, 42°52'W, ROBERTS et al.,
1996) em formagdes abertas de bosques esparscs (ARAUJO, 1992%.
Ecossistemas litordneos de duna estao sujeitos a grande deposicao
de sal na forma de “salt spravy”, a variacdes sazonals no nivel de
agua do lengel freatico e ainda a inundacdes esporadicas de marés
altas ou da elevacdo do lenccl subterrianeo {(REINERT et al.,
1997). Estes fatores podem estar envolvidos na resposta de
floragcdc de wespécies de restinga, como C. fluminensis. A
salinidade pode atrasar ou favorecer a floracdo dependendo da
., 18%4)., Em

espécie e do nivel nutricional (SHANNON et al

condigbes de estresse hidrico a 4rvore Citrus Jatifolia Tan.
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CONCLUSAO

Apesar de ocorrer em ambientes tropicais onde s&do pegquenas
as variacgdes no comprimento do dia, plantas de (. nemorosa
apresentaram uma clara resposta fotoperiddica de floragido. C.
fluminensis, por outro lado, ndo teve resposta de floracdo aos
tratamentos foteoperiddicos, mas apresentou diferengas no
crescimento vegetativo. A manutencidc desse padrdo de respostia,
embora n&c mais utilizado por essas plantas em seu habitat
natural, 1indica dque o fotoperiode pode ter tido um papel
fundamental no inicio da evolugao deste grupo. Outros fatores
ambientais de variagac sazonal devem atuar sobre a fenologia

destas espécies; o regime pluviométrico seria um destes fatores.
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