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RESUMO

A cultura de tecidos vegetais, a qual possui inumeras aplicagdes comerciais, € o
conjunto de metodologias que permitem o cultivo de células, tecidos, 6rgéos ou
partes de 6rgaos vegetais (explante) sob um meio nutritivo. O meio de cultura
semi-solido, além de diversos nutrientes para a planta, precisa de um agente
gelificante, sendo o agar o mais utilizado, porém de alto custo. Sistemas
formulados por misturas de polissacarideos (blendas) podem originar geis de
grande interesse. Neste trabalho, objetivou-se avaliar a viabilidade técnica e
econdmica do uso da galactomanana (Gm) de sementes de Adenanthera
pavonina L. como substituinte parcial do agar em meios de cultura in vitro de
plantas, utilizando a soja-perene (Glycine wightii) como modelo. Os endospermas
(goma bruta) foram isolados, liofilizados e triturados, para posterior extragao das
Gm’s. Para avaliar o potencial gelificante das Gm’s, diferentes tratamentos (T)
utilizando blendas de Agar + Gm foram testados (Controle: 1% + 0%; T1: 0% +
1%; T2: 0,9% + 0,1%, T3: 0,7% + 0,3%; T4: 0,5% + 0,5%; T5: 0,3% + 0,7%). As
blendas foram analisadas segundo alguns parametro qualitativos, reoldgicos e de
difusdo. Foi avaliado o efeito das blendas no desenvolvimento dos calos oriundos
da micropopagacao de explantes de hipocdtilo e cotilédone de G. wightii em meio
MS, bem como na germinagdo in vitro e no desenvolvimento das pléantulas desta
espécie. O rendimento de goma bruta das sementes de A. pavonina foi de
aproximadamente 87%, ja o de Gm extraida da goma bruta foi de 92%. Na
analise qualitativa das caracteristicas dos meios, T2, T3 e T4 obtiveram os
melhores resultados, apresentando uma boa solidificacdo, além de
homogeneidade e transparéncia bem similares aos do Controle. O estudo dos
parametros reoldgicos revelou que as melhores interagdes, em termos de
resisténcia do gel, ocorreram nos meios T2, T3 e T4, que apresentaram-se
semelhantes ao controle, evidenciando um efeito sinergistico devido a forte e
eficiente interagao entre o agar e as Gm’s. Os meios T3 e T4 utilizados no ensaio
de difusdo mostrou que T4 apresentou a maior difusdo, comparado ao T3 e ao
controle. Tanto os calos cotliledonares quanto os de hipocétilos de G. wightii
cultivados no meio T3 apresentaram um padrao de crescimento similar ao do

Controle. Ja o meio T4 mostrou-se superior a T3 e Controle, possivelmente
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influenciado pela maior quantidade de Gm, que pode ter sido usada como fonte
de carbono pela cultura. Os percentuais de germinagdo de sementes, a
velocidade de crescimento e o tamanho das plantulas de G. wightii nos meios T3
e T4 foram significativamente superiores aos do controle, indicando que a
presenca de Gm’s nos meios podem influenciar, de maneira positiva, o processo
germinativo. Do ponto de vista econdbmico, por ser facilmente extraida de uma
planta amplamente distribuida no pais e por apresentar um excelente rendimento
(~ 90 %), a Gm de sementes de A. pavonina pode ser um componente promissor
na substituicdo parcial do agar usado nos meios de cultura de tecidos,

proporcionando uma economia de até 50% por quilo de agar utilizado.

Palavras-chave: Galactomananas. Adenanthera pavonina. Agente gelificante.

Blenda. Cultura de tecidos vegetais.



ABSTRACT

Plant tissue culture, which has several commercial applications, is the set of
methodologies that permit the cultivation of cells, tissues, organs or parts of plant
organs (explant) in a nutritious medium. The semi-solid culture medium, beyond
various nutrients to the plant, needs a gelling agent, being agar the most used of
them, however it's expensive. Systems formulated by mixtures of polysaccharides
(blends) may result in gels of great interest. This study aimed to evaluate the
technical and economic feasibility of the use of galactomannan (Gm) of
Adenanthera pavonina L. seeds as agar partial substituent in in vitro culture media
of plants, using soy-perennial (Glycine wightii) as model. The endosperm (crude
gum) were isolated, freeze-dried and crushed for subsequent extraction of Gm's.
To evaluate the gelling potential of Gm's, different treatments (T) using blends of
Agar+Gm were tested (Control: 1% + 0%; T1: 0% + 1%, T2: 0.9% + 0.1% Q3:
0.7% + 0.3%; Q4: 0.5% + 0.5%; T5: 0.3% + 0.7%). The blends were analyzed
according to some qualitative, rheological and diffusion parameter. The effect of
the blends in the development of callus coming from micropopagation of hypocotyl
and cotyledon explants of G. wightii on MS medium, as well as in vitro germination
and seedling development of this species. The yield of crude gum from the seeds
of A. pavonina was approximately 87%, and the yield of Gm extracted from the
crude gum was 92%. In the qualitative analysis of the medium’s characteristics,
T2, T3 and T4 have the best results, with good solidification, and good
homogeneity and transparency similar to the control. The study of rheological
parameters revealed that the best interactions, in terms of gel strength, occurred in
the means T2, T3 and T4, which were similar to the control, demonstrating a
synergistic effect due to the strong and efficient interaction between the agar and
GM's. T3 and T4 mediums used in the diffusion assay showed that T4 had the
highest diffusion, compared to T3 and control. Both cotlyledon and hypocotyl
callus of G. wightii grown in the medium T3 showed a growth pattern similar to that
of control. T4 medium was superior to T3 and Control, possibly influenced by the
greater amount of Gm, which may have been used as a carbon source for the
culture. The percentages of seed germination, growth rate and size of G. wightii

seedlings in T3 and T4 media were significantly higher than control, indicating that
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the presence of Gm's in media can influence positively the germination. From an
economic point of view, to be easily extracted from a plant widely distributed in the
country and provide an excellent yield (~ 90%), the Gm of A. pavonina seeds may
be a promising component in the partial replacement of the agar used in the tissue

culture mediuns, providing a economy of 50% per kg of used agar.

Keywords: Galactomannans. Adenanthera pavonina. Gelling Agent. Blend. Plant
Tissue Culture.
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1. INTRODUGAO

1.1 Consideragoes Gerais sobre Cultura de Tecidos Vegetais

1.1.1 Conceitos

Por cultura de tecidos vegetais, ao qual também se faz referéncia como
cultivo in vitro de plantas, entende-se o conjunto de metodologias que permitem o
cultivo de células, tecidos, 6rgaos ou partes de 6rgaos de uma planta (explante)
sob um meio nutritivo e em condicdes assépticas. Utilizam-se recipientes semi-
herméticos e o cultivo realiza-se sob condicbes ambientais controladas de
nutrientes, pH, iluminagdo, temperatura, umidade e ambiente gasoso. As
condigbes controladas fornecem um ambiente propicio para o crescimento e
multiplicagdo da cultura (HUSSAIN et al., 2012; CARVALHO, VIDAL, 2003).

Os cultivos de tecidos vegetais podem ser iniciados com qualquer parte
da planta: gemas, raizes, folhas, células isoladas, protoplastos (célula sem parede
celular), semente, embrides zigdticos e antera, por exemplo. A escolha de um ou
de outro explante dependera dos objetivos desejados e da disponibilidade e
capacidade de resposta do material vegetal (CARVALHO, VIDAL, 2003).

Qualquer técnica de cultivo in vitro tem, como fim primario, dirigir o
crescimento e o desenvolvimento do explante manipulado em um meio de cultivo.
Este controle € exercido, basicamente, pela adicdo de substancias de diversas
naturezas ao meio de cultivo. Dentre essas substancias, encontram-se
macronutrientes, micronutrientes, vitaminas, outros componentes organicos,
reguladores de crescimento das plantas, fonte de carbono, agentes de gelificacao
(em caso de meio sélido) e agua. Para evitar a contaminagdo dos meios por
impurezas minerais, todos os sais utilizados na sua preparagao devem ser de
qualidade analitica (P. A.). Outro ponto de controle leva em conta as condigbes
fisicas (iluminagdo, temperatura, umidade) e quimicas (pH) (CARVALHO, VIDAL,
2003; MURASHIGE, SKOOG, 1962).
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Uma planta cultivada in vitro tem seu metabolismo heterotréfico e € por
isso que necessita de agua, macro e micronutrientes e carboidrato, como fonte de
carbono (PIERIK, 1988).

1.1.2 Breve Historico

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica relativamente recente visto
que os primeiros passos foram dados no inicio do século XX e os maiores
avangos foram notados a partir da segunda metade do século (CARVALHO,
VIDAL, 2003).

As bases tedricas deram-se em 1838, quando Schleiden e Schwann
levantaram a hipotese de que toda célula tinha capacidade de gerar um individuo
(Teoria da Totipoténcia) (CARVALHO, VIDAL, 2003). Em 1892, Sachs definiu que
as plantas sintetizam substancias capazes de formar 6rgdos e que apresentam
distribuicdo de forma polar (SACHS, 1892).

De acordo com Torres et al. (1998) e Bridgen (1994), os primeiros
trabalhos com cultura de tecido vegetal datam do inicio do século passado,
quando Haberlandt (1902) tentou o cultivo, sem éxito, de células de tecidos
somaticos de varias espécies de plantas em solugao nutritiva. O desconhecimento
dos reguladores de crescimento contribuiu para a falta de resultados positivos.
Ainda conforme aqueles autores, dois anos mais tarde, Hanning (1904) obteve
plantas viaveis de embrides maduros de duas cruciferas, os quais foram isolados
assepticamente e crescidos em um meio de sais minerais suplementado com
acgucar, mostrando, desse modo, a importancia da adigdo do agucar em meios de
cultura.

Em 1922, Robbins e Kotte mantiveram, com sucesso, raizes de
gramineas em meio de cultura (ROBBINS, 1922; KOTTE, 1922). Ainda na mesma
década, o primeiro trabalho envolvendo a cultura de tecido vegetal com aplicacao
pratica foi realizado por Laibach (1925), que recuperou plantas hibridas de
cruzamentos incompativeis em Linum austriacum vs L.perenne. Tal trabalho
contribuiu muito para os avangos na area de melhoramento vegetal, pois mostrou
a viabilidade de obter hibridos oriundos de cruzamentos incompativeis
(FIGUEIREDO, TAKITA, 2004).
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Os progressos na cultura de tecidos s6é foram possiveis a partir da década
de 30 (CARVALHO, VIDAL, 2003). Em 1934, White manteve o crescimento de
apices de raizes de tomate, em meio liquido, por um periodo ilimitado. Neste
mesmo ano, Kogh et al. identificaram o primeiro fitohorménio, a auxina, Acido
Indolacético (AIA) (WHITE, 1934; KOGH, 1934). Em 1939, Gautheret e Nocourt
estabeleceram um protocolo para a manutengao de cultura de calo (agregado
indiferenciado de células) de cenoura (GAUTHERET, 1939; NOCOURT, 1939).
Neste mesmo ano, WHITE conseguiu manter calo de fumo em meio contendo AIA
(WHITE, 1939).

Outros méritos no avango das técnicas de cultivo in vitro sdo devidos as
observagdes de Van Overbeek et al. (1941), que promoveram a diferenciagéo e o
crescimento de calo a partir de embrides de Datura stramonium, pela inclusdo de
leite de coco no meio de cultivo. Em 1946, Ball regenerou plantas de Lupinus e
Tropaelum, a partir da cultura de apices caulinares. Este foi o primeiro relato de
regeneragao de plantas inteiras a partir desta técnica (BALL, 1946).

Em 1948, Skoog e Tsui demonstraram a regulagdo quimica da formagcao
da parte aérea e raiz, em calo de fumo. Dentre os resultados, observaram que a
adicdo de auxina no meio de cultura promoveu a inibicado de brotagcées (SKOOG,
TSUI, 1948). Em 1952, a suplementagdo do meio de cultura com auxina e leite de
coco permitiu que Steward et. al. obtivessem formacdo de calo em diversas
espécies de plantas (STEWARD et. al., 1952). No mesmo ano, Morel e Martin
recuperaram plantas de Dalia livres de Virus do Mosaico pela cultura de apices
caulinares (MOEL, MARTIN, 1952).

Em 1953, Sussex e Steve, trabalhando com primérdio foliar, observaram
que este originava uma planta (SUSSEX, STEVE, 1953). No mesmo ano, Tulecke
obteve calo hapléide a partir do cultivo de poélen de Gingko biloba (TULECKE,
1953). No periodo de 1953 a 1954, Muir observou que células colocadas em meio
de cultura continuavam se multiplicando. Em 1954, Muir et al. obtiveram a
primeira planta a partir de uma célula isolada (MUIR et. al., 1954).

Com a descoberta da Cinetina (primeira citocinina) por Miller et. al.
(1955), foi possivel demonstrar-se que a diferenciacao da parte aérea, raiz ou

ambos, em calo de fumo, era regulada pelo balango hormonal auxina/citocinina. A
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partir desta descoberta houve grandes avangos no estudo da cultura de tecidos
vegetais.

Em 1958, Wickson e Thimann observaram que quando se aplicava
cinetina a uma gema terminal ou lateral dormente, esta saia da dorméncia
(WICKSON, THIMANN, 1958). No mesmo ano, houve os primeiros relatos de
embriogénese somatica a partir de tecidos em cultura, quando Reinert e Steward
et. al. obtiveram formacédo de embrides somaticos a partir de calo de cenoura
(REINERT, 1958; STEWARD et al, 1958). Ainda em 1958, Maheswari e
Rangaswamy foram os primeiros relatar a regeneragao in vitro de embrides a
partir da cultura do nucelo, usando Citrus e Mangifera como modelo
(MAHESWARI, RANGASWAMY, 1958).

O primeiro trabalho sobre o uso de cultura de tecidos vegetais para
isolamento de mutante remonta a 1959, quando Melchers e Bergmann
descreveram a selegao para tolerancia a temperaturas extremas em cultura em
suspensao de Antirrhinum (MELCHERS, BERGMANN, 1959).

A aplicagdo pratica dessas observagdes veio com o trabalho de Morel
(1960), que propagou vegetativamente in vitro orquideas livres de virus através da
cultura de apices caulinares, acelerando a propagacao dessas plantas
(micropropagacao), demonstrando a pontencialidade das aplicagdes comerciais
da micropropagacdo. Ainda em 1960, Cocking desenvolveu o isolamento
enzimatico (com enzimas de degradagdo da parede celular) e a cultura de
protoplastos (COCKING, 1960).

Em 1962, Murashige e Skoog mostraram que a fragdo inorganica do
extrato de folhas de fumo aumentava o crescimento de calos, e esses resultados
serviram de base para a formulacdo do meio MS utilizado hoje na maioria dos
laboratérios de cultura vegetal (MURASHIGE, SKOOG, 1962). Também em 1962,
Kanta et al. Obtiveram sucesso na polinizacao in vitro de Papaver somniferum.
Ovulos isolados eram colocados em cultura e, em seguida, grdos de polen eram
depositados sobre os mesmos, ocorrendo o desenvolvimento do tubo polinico, a
fecundacgao, a formacao do embrido e, posteriormente, a obtencdo de sementes
(KANTA et al.,, 1962). Ja em 1965, Aghion-Prat induziu a floragdo in vitro em
tecidos de fumo (AGHION-PRAT, 1965).
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Em 1966, Guha e Maheswari foram os pioneiros na indugdo de
androgénese in vitro em Datura, a partir de graos de polen, mediante cultura de
anteras (GUHA, MAHESWARI, 1966). Em 1970, Smith e Murashige relataram a
primeira verdadeira cultura de meristemas propriamente dita (por¢cdo distal ao
mais novo primordio foliar) (SMITH, MURASHIGE, 1970). Em 1972, Murashige et
al. divulgaram um trabalho de grande importancia em citros, mostrando que,
através do uso da microenxertia, poder-se-ia obter plantas livres de virus e
virdides, técnica essa que vem sendo utilizada rotineiramente em diversas
culturas (MURASHIGE et al., 1972). Ainda neste mesmo ano, Carlson et al.
(1972) comunicaram a primeira fusao de protoplastos, obtida em Nicotiana.

Em 1974, Zaenen et al. descobriram que o plasmidio “Ti” € o principio
indutor de tumores de Agrobacterium, uma bactéria de grande importancia na
transformacao genética de plantas (ZAENEN et al., 1974). Ja em 1978, Melchers
et al. conseguiram hibridos somaticos entre batata e tomate (MELCHERS et al.,
1978).

Em 1982, Krens et al. alcangaram a incorporacdo de DNA isolado por
protoplastos, tornando possivel a transformagao de células vegetais a partir de
um DNA isolado (KRENS et al., 1982). Neste mesmo ano, Zimmermann obteve a
fusao de protoplastos através de estimulo elétrico (ZIMMERMANN, 1982).

Em 1985, Horsch et al. obtiveram a infecgdo e a transformacao genética
de disco foliares de tabaco com Agrobacterium, bem como a regeneragao das
plantas transformadas in vitro (HORSCH et al., 1985).

1.1.3 Aplicagées

A cultura de tecidos vegetais € uma importante ferramenta tanto em
estudos basicos como aplicados comercialmente (THORPE, 1990). Uma das
principais aplicacdes praticas da cultura de tecidos € a propagacao vegetativa in
vitro ou micropropagag¢ao, cujas principais vantagens sao (FIGUEIREDO,
TAKITA, 2004):

a) Propagar material livre de doengas;

b) Acelerar os métodos convencionais de propagacao vegetativa;

c) Produzir material vegetal em espaco reduzido e em grande escala
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Como aplicagdo para limpeza clonal, pode-se usar uma variagdo da
técnica de cultura de apice caulinar, a microenxertia: esta é particularmente
adequada para limpeza clonal de espécies lenhosas, quando houver exigéncia da
manutengdo de caracteristicas adultas (como o florescimento), quando houver
problemas de regeneracao a partir de explante de meristema ou quando a parte
aérea apresentar problemas de enraizamento no meio de cultura. A técnica
consiste na enxertia, in vitro, do apice caulinar de uma planta adulta selecionada,
sobre um porta-enxerto cultivado in vitro, possibilitando a recuperagao de plantas
livres de virus (FIGUEIREDO, TAKITA, 2004).

Outra importante aplicagao da técnica de cultura de tecido vegetal é a
manutengao do banco de germoplasma. A maioria dos bancos de germoplasma é
de sementes; entretanto, a conservacdo in vitro tem-se mostrado eficiente
alternativa as dificuldades apresentadas pela conservagdo em sementes
(FIGUEIREDO, TAKITA, 2004).

A cultura in vitro pode gerar variagbes somaclonais (variagdes genotipicas
e/ou fenotipicas ocorridas em plantas regeneradas) indesejaveis, em virtude da
pressao de selegcao do meio de cultura (SKIRVIN et al., 1994), mas tais variacbes
podem vir a ser de interesse agrondmico, como foi o caso do pimentao ‘Beu-
sweet’, que apresentou reduzido numero de sementes por fruto (TORRES et al.,
1998).

A cultura in vitro tem-se mostrado uma ferramenta indispensavel tanto na
incompatibilidade pré-zigdtica quanto na pds-zigotica e, a partir dessa tecnologia,
hibridos de espécies distantes vém sendo produzidos em escala crescente. Um
exemplo é a técnica de cultura de anteras, que permite obter hibridos oriundos de
cruzamentos entre individuos com nivel de ploidia diferente (FIGUEIREDO,
TAKITA, 2004). Outra aplicacado seria na Transformacao Genética de Plantas. A
engenharia genética permite que seja realizada a introgressao de qualquer gene
caracterizado, alterando importantes rotas metabdlicas promovendo, com isso, a
alteracdo no tipo e na composicdo de amido, dleos, proteinas, vitaminas, etc.,
sem levar em consideracdo as usuais barreiras biolégicas (BINSFELD, 2000).
Com essas modifica¢des objetiva-se (MONTEIRO, 2000):

a) Elevar o valor nutricional dos alimentos;
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b) Melhorar o processamento industrial e a comercializagdo dos
produtos;

c) Desenvolver plantas transgénicas que funcionem como biorreatores,
onde seja possivel produzir polipeptidios de valor farmacéutico como,
por exemplo, vacinas na forma de antigenos de virus ou anticorpos;

d) Produzir inuUmeras enzimas (proteinas) para fins industriais, além dos
beneficios ambientais que a engenharia genética pode trazer, pois a
ideia dos produtos transgénicos é, em ultima analise, tornar a
agricultura menos dependente de agrotoxicos e inseticidas

As técnicas da engenharia genética estdo amplamente baseadas na

cultura de tecidos, pois a transformagdo genética requer o cultivo, in vitro, de
protoplastos, células e tecidos da planta que se deseja transformar como também
das células e tecidos transformados para obter plantas transgénicas regeneradas
(GYVES, 1994).

1.2 Algumas Técnicas em Cultura de tecidos vegetais

1.2.1 Micropropagag¢ao
A micropropagac¢ao ou clonagem € a propagacao vegetativa in vitro,
utilizada principalmente naquelas plantas de dificil multiplicagdo pelos métodos
convencionais, permitindo a obtencdo de grande numero de plantas sadias e
geneticamente uniformes em curto periodo de tempo. A maior concentragao da
atividade de micropropagacéao reside na limpeza clonal e na produ¢gao de mudas
de espécies ornamentais herbaceas e arbustivas (BAJAJ, 1993).
Murashige (1974) apresentou o seguinte esquema padrao para sistemas
de micropropagagéo:
a) Estadio | - selecado de explantes, desinfestagédo e cultivo em meio nutritivo,
sob condi¢bes assépticas;
b) Estadio Il - multiplicagdo dos propagulos através de sucessivas
subculturas, em meio proprio para multiplicagao;
c) Estadio Il - transferéncia das partes aéreas produzidas para meio de
enraizamento e subsequente transplantio das plantas, obtidas para

substrato do solo.
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Este esquema pode variar conforme as peculiaridades de cada espécie,
podendo ser necessaria uma fase adicional de alongamento das partes aéreas
antes do enraizamento, ou o esquema pode ser simplificado, eliminando-se a
etapa de enraizamento in vitro, manipulando-se as partes aéreas como
microestacas, as quais enraizam diretamente no substrato de transplantio. Um
estagio zero é, as vezes, citado, o qual corresponde ao tratamento dado a planta-
matriz de onde s&o retirados os explantes (GRATTAPAGLIA, MACHADO, 1990).

Para se fazer a micropropagagao, utilizam-se os métodos que se seguem.

1.2.1.1 Proliferagdo de Gemas Axilares

Gemas axilares sdo estimuladas a crescer (Figura 1) formando brotos
simples ou tufos de brotos que s&o divididos, dando origem a novos explantes.
Segmentos apicais ou nodais sdo adequados como fonte de explantes para o
processo de preservacao de germoplasma in vitro. Tal material apresenta as
seguintes vantagens: adaptacéo as condigdes in vitro; alto grau de valor genético
da planta matriz; maior garantia de regeneragdo que meristemas ou calos, e

economia de espago para armazenamento.

Figura 1 - Gemas axilares oriundas de
algodao Gossypium hirsutum cultivadas in
vitro.

Fonte: Carvalho, Vidal, 2003

1.2.1.2 Indugéo de Gemas Adventicias Por Organogénese Direta ou Indireta
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Formagdo de gemas em locais ndo convencionais (Figura 2) tanto
diretamente de tecidos com potencial morfogenético quanto indiretamente,
através da formacgéo de calos. Entende-se por calo (Figura 3) um aglomerado de
células desorganizadas, formadas por células diferenciadas e n&o diferenciadas,
que se dividem ativamente e que, em geral, se originam em zonas com injurias
quimicas ou fisicas (BAJAJ, 1989).

Figura 2 - Organogénese direta a
partir de fragmentos de folha de
Violeta africana Saintpaulia
ionantha.

Fonte: Carvalho, Vidal, 2003

Figura 3 - Calo friavel oriundo de
hipocédtilo de plantulas de algodao
Gossypium hirsutum in vitro.

- o

Fonte: Carvalho, Vidal, 2003
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1.2.1.3 Embriogénese Somatica

Consiste na formacdo de embrides somaticos (embridides) a partir de
tecidos somaticos, com constituicdo idéntica a da planta-mae, a ndao ser nos
casos em que ocorre a embriogénese por via indireta, passando pela formagao de
calos, quando podera ocorrer variabilidade genética. Para que ocorra
embriogénese somatica, as células diferenciadas devem ser primeiro
desdiferenciadas (desprogramacgao génica) para serem consideradas como
células embriogénicas apos a divisdo celular (PASQUAL et al., 1997).

A inducdo de embriogénese ndo € muito facil, sendo impossivel, no caso
de muitas espécies vegetais. Entretanto, quando possivel, apresenta varias
vantagens sobre as técnicas de micropropagacado, dentre elas se destacam
(CARVALHO, VIDAL, 2003):

a) a capacidade de produzir grande numero de embrides num espacgo

limitado;

b) os embrides sao individualizados e se desenvolvem diretamente em

plantas;

c) os embridides podem ser utilizados tanto na continuacdo da

propagacao in vitro quanto na produgado de sementes sintéticas.

1.2.1.3.1 Embriogénese Direta

Os embrides somaticos sao originados diretamente do explante. A
ocorréncia de embriogénese direta tem sido registrada em tecidos gametofiticos,
esporofiticos e em tecidos que se originaram em funcdo da fertilizagdo dos
gametas. Este fendmeno ocorre com maior probabilidade em micrésporos dentro
da antera e tecidos de partes do ovario, incluindo as paredes do ovario ou
carpelos, 6vulo, embrido zigético ou plantulas jovens (BAJAJ, 1992a).

1.2.1.3.2 Embriogénese Indireta
Os embrides somaticos sdo produzidos a partir de calo. A verdadeira

embriogénese indireta (Figura 4) requer que as células diferenciadas de um
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explante sejam induzidas a formar calos nao-diferenciados e, entdo, algumas
células se tornam comprometidas ou predeterminadas em uma rota embriogénica

(BAJAJ, 1992b).
Figura 4 - Embriées somaticos de algod&o
Gossypium. hirsutum, obtidos a partir de
explante de hipocatilo.

Fonte: Carvalho, Vidal, 2003

As formas dos embrides somaticos correspondentes as distintas fases de
desenvolvimento, sdo: pré-embridide, cordiforme, torpedo e cotiledonar (Figura 5).

Figura 5 - Estadio de desenvolvimento de embrido somatico: A)
pré-embridide; B) coragéo; C) torpedo e D) cotiledonar.

Fonte: Carvalho, Vidal, 2003
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1.2.2 Calogénese

Entende-se por Calogénese a indugdo e o desenvolvimento in vitro de
calos. Calo é um aglomerado de células desorganizadas, formadas por células
diferenciadas e nao diferenciadas, que se dividem ativamente e que, em geral,
originam-se em zonas com injurias quimicas ou fisicas (BAJAJ, 1989).

A indugdo de calos em diferentes tecidos vegetais pode ocorrer
inoculando-se explantes de qualquer parte da planta em meio de cultura com o
estimulo de reguladores de crescimento ocorre a indugdo de crescimento,
modificando o metabolismo celular. Nesse processo, a diferenciacdo e a
especializagdo celular sdo revertidas e o explante da inicio a um novo tecido
composto por células meristematicas nao especializadas. Embora o calo continue
desorganizado durante a multiplicacdo celular, alguns tipos de células
especializadas podem ser formados ao acaso por meio de centros de
morfogénese.

Essas células especializadas s&o capazes de iniciar a formagao de
o6rgaos como raizes, brotos e embrides somaticos (GEORGE et al., 2008).
Tecidos jovens meristematicos sdao os mais indicados, mas é possivel obter
calogénese a partir de fragmentos ja diferenciados (LOYOLA-VARGAS;
VAZQUEZ-FLOTA, 2006; GEORGE et al., 2008).

De acordo com Vietez & San-José (1996), muitas vezes é necessario o
suprimento exégeno de reguladores de crescimento para a indugcao de calo. O
balangco hormonal obtido entre os niveis de citocininas e auxinas, exégenas e
enddgenas a planta, pode estimular a proliferagdo celular. Em meios de cultura
com razdes intermediarias de auxina/citocinina ocorre proliferagao celular

desorganizada, como é o caso dos calos (TAKAHASHI, 2002).

1.2.3 Germinagao in vitro

A germinagdo é um fendbmeno caracterizado pela retomada do
crescimento do embrido, com o subsequente rompimento do tegumento pela
radicula, manifestando a capacidade para dar origem a uma plantula normal, sob

condigdes ambientais favoraveis (NEVES et al., 2009). Na tentativa de produzir
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plantas mais sadias e livres de patdgenos, a propagagao in vitro, a partir de
sementes (Germinagao in vitro), apresenta-se como forma viavel de produgao, no
entanto, diversos fatores podem afetar o potencial germinativo das sementes
promovendo a formacdo de plantulas anormais, dentre eles, a presenga de
microrganismos, como fungos. Sendo assim, para que a propagacao in vitro
torne-se fonte confiavel de material asséptico, os métodos de desinfestagcéo
devem ser eficazes, proporcionando a auséncia de agentes patoldgicos.

O etanol e os compostos a base de cloro sao as substancias com agao
germicida mais utilizadas neste processo (COUTO et al.,, 2004; SOUSA et al.,
1999). O hipoclorito de sddio ou de calcio vem mostrando grande eficiéncia na
desinfestacdo de sementes, eliminando fungos e bactérias, assim como a
utilizacdo de fungicidas e bactericidas, promovendo aumento no total de plantulas
germinadas a partir de sementes tratadas.

Em relacdo a regulagdo da germinacgao in vitro, o uso de reguladores de
crescimento no meio de cultura € um ponto muito importante e crucial. Sabe-se,
hoje, que as giberelinas tém um papel-chave nesse processo, estando envolvidas
tanto na quebra da dorméncia como no controle da hidrélise de reservas, da qual
depende o embrido em crescimento. Para diversas espécies, as giberelinas

aceleram a germinagao e a emergéncia (SOARES et al., 2009).

1.3 Principais componentes dos Meios de Cultura para Plantas

Orgaos e tecidos vegetais sdo cultivados in vitro em meios artificiais, que
fornecem os nutrientes necessarios para o crescimento. O sucesso da cultura de
tecidos vegetais como um meio de propagacéo de plantas € muito influenciado

pela composi¢ao do meio de cultura utilizado.

1.3.1 Componentes Inorgénicos: Macro e Micronutrientes
De acordo com Epstein (1971), um elemento quimico pode ser
considerado como essencial para o crescimento das plantas se:
a) a planta ndo consegue completar seu ciclo de vida sem ele;
b) a sua agao é especifica e ndo pode ser substituido completamente por
qualquer outro elemento;

c) seu efeito sobre o organismo é direta, ndo indireta sobre o ambiente;
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d) é um constituinte de uma molécula que é conhecida por ser essencial.

Para crescimento saudavel e vigoroso, plantas intactas precisam captar:

a) Macronutrientes: Elementos inorganicos requeridos em relativamente
grandes quantidades: ions de Nitrogénio (N), potassio (K), calcio (Ca), fésforo (P),
magneésio (Mg), e enxofre (S);

b) Micronutrientes: Elementos inorganicos requeridos em pequenas
quantidades: ferro (Fe), niquel (Ni), cloro (Cl), manganés (Mn), zinco (Zn), boro
(B), cobre (Cu), e molibdénio (Mo).

As plantas absorvem os nutrientes inorganicos que necessitam quase
inteiramente como ions. Um ion € um atomo, ou um grupo de atomos, que
ganhou uma carga positiva (um cation) ou uma carga negativa (uma anion).
Nutrientes inorganicos sao adicionados ao meio de cultura de plantas na forma de
sais. Em solugdes aquosas, tais como os meios de cultura, esses sais dissociam-

se em cations e anions, permitindo a captagao.

1.3.2 Componentes Orgénicos

O crescimento e a morfogénese de cultura de tecido de plantas podem ser
melhorados através de pequenas quantidades de alguns nutrientes organicos.
Estes sdo principalmente vitaminas (incluindo algumas substancias que nao sao
estritamente vitaminas animais), aminoacidos e certos suplementos indefinidos. A
quantidade destas substancias necessaria para a cultura bem sucedida varia com
a espécie e o genadtipo, e é provavelmente um reflexo da capacidade de sintese

do explante.

1.3.2.1 Vitaminas

As vitaminas sdo compostos que o0s animais necessitam quantidades
muito pequenas, como fatores alimentares acessoérios necessarios. A auséncia
delas na dieta leva a crescimento e desenvolvimento anormais e uma condigao
nao saudavel. Muitas das mesmas substancias também sido necessarias por
células de plantas, como intermediarios essenciais ou catalisadores metabdlicos,
mas plantas intactas, ao contrario dos animais, sdo capazes de produzir as suas

proprias necessidades. Porém, células e tecidos de plantas cultivadas in vitro
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podem, contudo, tornar-se deficiente em alguns desses fatores, e entdo o
crescimento e a sobrevivéncia podem ser melhorados pela adigdo das vitaminas
ao meio de cultura.

As vitaminas mais frequentemente usadas em meios de cultura tecidos de
plantas sao de tiamina (ou vitamina B1), acido nicotinico (niacina) e piridoxina (ou
vitamina B6) e mio-inositol. Estas sdo as vitaminas componentes no meio de
cultura mais comum para plantas, o MS, elaborado por Murashige e Skoog (1962)
(Tabela 1).

Tabela 1 - Composicdo das solugdes
concentradas utilizadas para a preparacao
do meio de cultivo MS.

Solucgéo A (Macronutrientes) mg/mL
NH4NO3 16.500
KNO3 19.000
CaCl2*2H20 4.400
MgS04*7H20 3.700
KH2PO4 1.700
Solucéo B (Micronutrientes) mg/mL
H3BO3 6.200
MnS04*4H20 16.900
ZnS0O4*7TH20 8.600
Kl 830

Na2MoO4*2H20 250

CuS04*5H20 25

CoCI2*6H20 25

Solucéo C (Fonte de Ferro) mg/mL
Na2EDTA*2H20 3.725
FeS04*7H20 2.785

Solucéo D (Vitaminas e outros mg/mL
suplementos organicos

Mio-inositol 10.000
Tiamina-HCI 10
Piridoxina-HCI 50
Ac. Nicotinico 50
Glicina 200

Fonte: Murashige e Skoog, 1962.
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1.3.2.2 Suplementos Indefinidos

Muitos suplementos indefinidos foram empregados nos primeiros meios
de cultura de tecido estudados. Seu uso tem diminuido lentamente, a partir do
momento em que o equilibrio entre sais inorganicos foi melhorado, e que o efeito
de aminoacidos e substancias de crescimento tornou-se melhor compreendido.
Apesar disso, inumeros suplementos de composigao incerta e variavel ainda
estdo em uso comum.

As primeiras culturas bem sucedidas de tecido vegetal envolveram a
utilizacdo de Extrato de levedura (ROBBINS, 1922). Outras adigcbes feitas aos
meios de cultura indefinidos para plantas sao extrato de batata, Extrato de malte,
homogenato de banana e Agua de coco.

Muitos desses suplementos podem ser uma fonte de aminoacidos,
peptideos, acidos graxos, carboidratos, vitaminas e substancias de crescimento

para plantas em diferentes concentracoes.

1.3.3 Carboidratos

Os carboidratos desempenham um papel importante em culturas in vitro
como uma fonte de carbono e energia, bem como um agente osmaético. Apenas
um numero limitado de linhagens de células de plantas tem sido isolado com
comportamento autotréfico quando cultivadas in vitro. Células autotréficas séo
capazes de abastecer totalmente suas proprias necessidades de carboidratos por
assimilacao de dioxido de carbono durante a fotossintese (BERGMANN, 1967;
TANDEAU DE MARSAC; PEAUD-LENOEL, 1972; CHANDLER et al., 1972;
LAROSA et al., 1981).

Muitas culturas autotréficas foram apenas capazes de um crescimento
relativamente lento (FUKAMI; HILDEBRANDT, 1967), especialmente na
atmosfera ambiente em que a concentracdo de diéxido de carbono é baixa.
Entdo, para a cultura normal de qualquer célula, tecidos ou 6rgao vegetal, é
necessario incorporar uma fonte de carbono ao meio, como uma fonte enérgica. A
sacarose € quase universalmente utilizada para fins de micropropagagéo, uma

vez que é geralmente utilizavel por culturas de tecidos.
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A presenca de sacarose em meios de cultura inibe especificamente a
formacao da clorofila e a fotossintese, fazendo o crescimento autotréfico menos

viavel.

1.3.4 Hormédnios, Substancias de Crescimento e Reguladores de
Crescimento

Raven et al. (1978), define os horménios vegetais como substancias
organicas, ativas em pequenas quantidades, produzidas em um tecido e
transportadas para outro, onde provocam respostas fisiologicas. Refere que o
termo hormdnio vem do grego e significa “excitar’. Chama a atencao para o fato
de que muitos horménios possuem influéncias inibidoras, sendo, portanto, mais
apropriado considera-los como mensageiros quimicos do que como
estimuladores.

Ferri (1986) define os hormbnios ou substancias de crescimento como
substancias produzidas pela propria planta que, em concentragdes baixas,
promovem, inibem ou modificam qualitativamente o crescimento, geralmente em
um local diferente daquele onde foi produzido. Diz que os hormoénios ou
substancias de crescimento sao, portanto, obrigatoriamente produzidos por
plantas e delas podem ser extraidos, ja as substancias reguladoras de
crescimento, ou reguladores de crescimento, sdo substancias sintéticas (sempre
podem ser sintetizadas em laboratério) ndo produzidas por plantas, mas que
produzem efeitos semelhantes aos produzidos pelos horménios. Refere que
muitas das substancias reguladoras de crescimento sao analogos quimicos de
alguns hormoénios, outras ndo.

Ferri (1986) refere ainda os cinco principais grupos de substancias que
sao consideradas como hormdnios vegetais:

a) auxinas;

b) citocininas;

c) giberelinas;

d) etileno;

e) acido abscisico.
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Os trés primeiros sao os principais para Cultura de Tecidos Vegetais e

serao abordados a seguir.

1.3.4.1 Auxinas

Auxinas sao amplamente utilizados em cultura de tecidos de plantas e
geralmente formam uma parte integrante do meio nutriente. Elas promovem,
principalmente em combinagdo com citocininas, o crescimento dos calos, 6rgaos
e suspensdes de células, e também regulam a direcdo da morfogénese (alta
relacdo Auxina/Citocinina induz formacao de raizes).

A palavra auxina tem uma origem grega: Auxein significa ampliar ou
crescer. Ao nivel celular, auxinas controlam processos basicos, tais como a
divisdo e o alongamento celulares. Uma vez que elas sdo capazes de iniciar
divisdo celular, elas estdo envolvidas na formagao de meristemas que dao origem
a qualquer tecido desorganizado, ou 6rgaos definidos. Em tecidos organizados,
as auxinas estdo envolvidas na criagdo e manutencdo de polaridade; e em
plantas inteiras seus efeitos mais marcantes sdao a manutencdo da dominancia
apical e a mediacgao de tropismos (FRIML, 2003).

As auxinas utilizadas com maior frequéncia em cultivo in vitro, sdo: acido
indol-3-acético (AlA), acido indol-3-butirico (AIB), acido y-naftalenoacético (ANA)
e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D). O AIA é uma auxina que, comumente, é
adicionada a concentragdes relativamente elevadas (1-30 mg/L) devido ao fato de
se decompor na presenca de luz, mediante oxidacdo enzimatica. As outras
auxinas mencionadas sdo sintéticas e mais ativas utilizando-se, portanto, em
concentragodes inferiores (CARVALHO, VIDAL, 2003).

1.3.4.2 Citocininas

Trata-se de um grupo de reguladores de crescimento que estimula a
divisdo celular, sobretudo junto de uma auxina. As citocininas mais utilizadas em
cultivo in vitro, sao: kinetina (KIN), zeatina (citocinina natural), 6-

benzilaminopurina (BAP ou BA) e 6-(g,g-dimetilalimino) purina (2iP).
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Em concentracdes elevadas induzem a formagao de brotos adventicios e
inibem a formacdo de raizes; sdo, assim, responsaveis pela eliminagdo da
dorméncia apical, promovendo o desenvolvimento das gemas axilares
(CARVALHO, VIDAL, 2003).

1.3.4.3 Giberelinas

S&o reguladores de crescimento que induzem o desenvolvimento dos nés
e o crescimento dos meristemas, ou gemas in vitro; podem, também, romper a
dorméncia de embrides isolados ou gemas e inibir a formacao de raizes e brotos
adventicios, e sao utilizados com menor frequéncia que as auxinas e as
citocininas.

Dentro das giberelinas, o acido giberélico (GA3) € o mais empregado.
Deve-se ter em conta que o GA3 perde 90% de sua atividade ao se esterilizar

junto ao meio na autoclave (PIERIK, 1988).

1.3.5 Agentes Gelificantes

Meios gelificados fornecem suporte por meio de matrizes semi-sdlidas
que sdo amplamente utilizados para cultura de protoplastos, células, tecidos e
orgaos. A vantagem de suportes, ao contrario de camadas finas de meio liquido, é
que tecidos podem ser colocados em um volume suficiente de meio para impedir
o0 esgotamento de nutrientes e permitir a dispersdao de quaisquer toxinas que
podem ser produzidas pelos tecidos de plantas, bem como aliviar problemas de
hipdxia e hiper-hidricidade (quando potencial de agua do meio € maior do que a
da célula, e a agua flui para dentro dela e o vacuolo torna-se distendido).

Agar, Agarose, Goma gelana e varios outros produtos tém sido utilizados

como agentes gelificantes.

1.3.5.1 Agar

Segundo Stanley (1995), o agar € um polissacarideo membro das
galactanas que ocorre como componente da matriz intercelular em numerosas
algas marinhas vermelhas da classe das Rhodophytas. Consiste de cadeias

lineares de (1->3)-beta-D-galactose e (1->4)-alfa-L-galactose alternadas. Muitas
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dessas unidades sado substituidas com grupos sulfato, metil e acido piravico
(GLICKSMAN, 1982).

Duas principais fragées foram obtidas por Araki (1937), em agar extraido
de Gelidium amansii: a agarose — um polissacarideo neutro capaz de formar geis
fortes, e a agaropectina - um polimero sulfatado que da ao agar sua viscosidade.
Posteriores estudos realizados por Duckworth e Yaphe (1971), indicaram, porém,
que o agar nao é constituido destas duas fragdes apenas, mas compreende uma
familia de polissacarideos que diferem entre si em sutis detalhes na estrutura.

O agar é extraido a partir de espécies do género Gelidium e de outras
algas vermelhas, retirados do mar em diferentes paises. Ele varia de acordo com
0 pais de origem, com o ano de coleta e com a maneira em que ele foi extraido e
transformado. A proporgéo de agarose para polissacarideos totais pode variar de
50 a 90% (ADRIAN; ASSOUMANI,1983).

O agar pode conter pequenas quantidades de macro e micro-elementos,
em particular calcio, sodio, potassio e fosfato (BERUTO et al., 1995; DEBERGH,
1983; SCHERER et al., 1988), hidratos de carbono, vestigios de aminoacidos e
vitaminas (DAY, 1942) que afetam as caracteristicas osmoéticas e nutricionais de
um gel. Elas também contém substancias fendlicas (SCHERER et al.,1988) e os
agares de graus de pureza menor podem conter acidos graxos de cadeia longa e
inibidores para o crescimento de certas bactérias.

O agar é amplamente empregado na preparagao de meios de cultura
semi-solido. Ele tem certas vantagens que o tornaram tdo amplamente utilizado
para a cultura de tecidos vegetais, a saber:

a) formam géis com agua que derretem a aproximadamente 100 ° C e
solidificam a aproximadamente 45 ° C, e sdo, portanto, estaveis em todas as
temperaturas de incubagao viaveis;

b) os géis nao sao digeridos por enzimas de plantas;

c) agar nao reage fortemente com os constituintes do meio.

Para garantir o contato adequado entre o tecido e 0 meio, uma menor
concentracdo de agar € geralmente utilizada para as culturas vegetais do que
para a cultura de bactérias. Meios para plantas ndo sao firmemente gelifficados,
mas apenas feitos em estado semi-sélido. Dependendo da marca, concentragdes

entre 0,5-1,0% de agar séo geralmente utilizados para esta finalidade.
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Embora seja o agente gelificante mais amplamente usado nos meios de
cultura de tecidos de plantas, seu custo € relativamente alto e, em muitos
estudos, diferentes respostas das plantas a tipos ou marcas de agar tém sido
relatadas. O agar pode ser o componente mais caro dos meios de plantas, entao

ha o interesse em minimizar a sua concentracao.

1.3.5.1.1 Agarose

A agarose é a fraccdo de elevada forca de gel do agar. E constituida por
cadeias de polimeros de R-D (1->3) galactopiranose e 3,6-anidro-a-L (1->4)
galactopiranose, de 20-160 wunidades de monossacarideos ligados
alternadamente para formar hélices duplas. Existem também varios diferentes
produtos agaro-pectina disponiveis, os quais tém sido extraidos a partir do agar e
tratados para remover a maioria dos grupos laterais de sulfato residuais
(SHILLITO et al.,1983).

Uma vez que sua preparagao envolve adicionais processos, agarose €
muito mais caro do que o agar e seu uso sO € garantido para culturas valiosas,
incluindo protoplastos e cultura de anteras. Porém, ha a vantagem de remover
alguns componentes toxicos do agar durante sua preparagao. (SHILLITO et al.,
1983).

Derivados de Agarose estao disponiveis, os quais fundem e gelificam em
temperaturas inferiores a 30 ° C, tornando-os especialmente adequados para
componentes termolabeis do meio de cultura, ou para a incorporagédo de
protoplastos. Baixo Ponto de fusdo da agarose € preparado através da introdugao

grupos hidroxietilo nas moléculas de agarose (SHILLITO et al., 1983).

1.3.5.2 Goma Gelana

A goma de gelana € um agente de gelificagdo amplamente utilizado em
cultura de tecidos de planta, que é comercializado sob diversos tipos de nomes
comericais, incluindo Gelrite, Phytagel e Kelcogel. E um exopolissacarideo que
encapsula células da bactéria Sphingomonas paucimobilis (= Auromonas
Pseudomonas elodea = elodea), a partir da qual é obtido por fermentagao

industrial. A estrutura, as propriedades fisico-quimicas e a reologia de solugdes
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de goma gelana e polissacaridos relacionados foi examinado por Banik et al.
(2000).

A goma gelana consiste de uma repeti¢do linear de tetrassacarideo de D-
glicose, D-glucurdnico acido, D-glucose e ramnose. Solugbes aquecidas de goma
gelana em solugdes que contém cations, tais como K*, Ca?*, Mg?*, faz com que o
polissacarido forme um gel em que os polimeros formam uma hélice dupla
paralela meio-escalonada.

O polissacarideo comercial desacetilado e purificado forma um gel nao
elastico firme. O gel define-se rapidamente a uma temperatura, determinada pelas
concentragdes de polissacarido e do cation, que varia entre 35-50 °C (Kang et al.,
1982).

O produto comercial contém significativas quantidades de potassio, de
sodio, de calcio e magnésio (PASQUALETTO et al.,, 1988; SCHERER et al.,
1988), mas ¢é dito ser livre de impurezas organicas encontradas no agar. Beruto et
al. (1995) descobriram que 0,12% de Gelrite tem potencial matricial equivalente
ao Bacto® Agar a 0,7%. Como a goma gelana é utilizada em concentragéo
inferior ao agar, o custo por litro de meio de cultura € menor.

Ela produz um gel transparente em que tecidos de planta podem ser mais
facilmente visto e a contaminacdo microbiana mais facilmente detectada do que
em geis de agar.

Goma gelana provou ser um agente gelificante adequado para culturas de
tecidos de muitas plantas herbaceas e existem relatos de seu uso bem sucedido
para a cultura de calos, formacao direta e indireta de 6rgaos adventicios e
embrides somaticos, cultura de broto de herbaceas e espécies semi-lenhosas e
enraizamento de mudas. Na maioria dos casos, os resultados tém sido tdo bons
quanto, e por vezes superiores, aqueles obtidos em meio solidificado com agar
(ANDERS et al., 1988; KOETJE et al.,1989).

Culturas de brotos, especialmente de algumas espécies lenhosas, sao
susceptiveis a tornarem-se hiperidricas se o Gelrite, assim como o agar, for
utilizado em uma concentracdo muito baixa. Ha nitida diferenca na resposta de
diferentes espécies cultivadas em meio com Gelrite.
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Nairn (1988) utilizou uma mistura de Gelrite (0,194%) e Difco Agar 'Bacto’
(0,024%) para evitar a hiper-hidricidade que ocorreu em culturas de brotos de

Pinus radiata em meio gelificado apenas com 0,2% de Gelrite.

1.3.5.3 Alginatos

O acido alginico € um heteropolimero linear binario de acido 1,4-B-D-
manuronico e acido 1,4-a-L-gulurdnico (LARKIN et al., 1988). Extrai-se a partir de
varias espécies de algas marrons. Quando sais de sédio sdo expostos a ions
calcio, a gelificagao ocorre. Alginatos sdo amplamente utilizados para a cultura de

protoplastos e no encapsulamento de sementes artificiais.

1.3.5.4 Amido

Na busca de novos agentes gelificantes que diminuam os custos e tragam
beneficios para a micropropagacao de certas espécies vegetais, polissacarideos
como o amido, tém sido testados.

Sorvari (1986) descobriu que mudas foram formadas em frequéncias mais
altas em culturas de anteras de cevada em um meio solidificado com 5% de
amido de milho ou de cevada, em comparagdo com o agar. O amido de milho
formou apenas um gel fraco e foi necessario colocar um poliéster liquido na sua
superficie para prevenir que os explantes afundassem. Sorvari (1986 b) constatou
que demoraram de 5 a 14 semanas para brotagdes adventicias formarem-se em
discos de batata em meio solidificado com agar, mas apenas 3 semanas em meio
contendo amido de cevada.

Certos autores mencionaram que 0 sucesso no uso do amido pode ser
devido em parte, as caracteristicas nutricionais que este polissacarideo apresenta
(CALLEBERG, JOHANSSON, 1993). Entretanto, existe um inconveniente, ja que
certas plantas liberam amilase in vitro, que degrada o amido, tornando o meio
progressivamente mais liquido ao longo da incubagéo, além de ser mais opaco, o
que dificulta a deteccdo de contaminantes e a observacdo de raizes e ainda
apresenta sinerese. Muitas vezes, provoca a hiperhidricidade (ZIMMERMANN;
BHARDWAJ, FORDHAM, 1995).

Henderson e Kinnersley (1988) constataram que calos embriogénicos de

cenoura cresceram ligeiramente melhor em meios gelificados com 12% de amido
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de milho do que em 0,9% de Difco Agar 'Bacto’, podendo baratear os custos do

cultivo.

1.3.5.5 "Kappa" Carragenana
Carragenana é um produto extraido de algas marinhas do género
Eucheuma e a forma "kappa" tem fortes propriedades gelificantes. Tal como a
goma gelana, "kappa" carragenana exige a presencga de cations para gelificagéo.
No meio de cultura de Linsmaier e Skoog (1965) com a carragenana a
0,6% p / v, a for¢ca do gel era ligeiramente menor do que a de 0,2% de Gelrite ou
0,8% de agar extra puro (ICHI et al., 1986).

1.3.5.6 Pectina

A pectina € um polissacarideo ramificado constituido principalmente de
polimeros de acido galacturénico, ramnose, arabinose e galactose. Uma mistura
de pectina e agar podem ser um substituto mais barato para o agar. Por exemplo,
um meio semi-solido, constituido por 0,2% de agar e 0,8-1,0% de pectina, foi
utilizado para a cultura de broto de morango e outras plantas (ZIMMERMAN,
1979).

1.3.5.7 Outros Agentes Gelificantes

Battachary et al. (1994) descobriram que o sagu (de Metroxylon sagu) e o
isubgol (de Plantago ovata) eram substitutos satisfatérios para o agar em,
respectivamente, 1/8 e 1/10 do custo do agar puro A7921 comercializado pela
Sigma.

Galactomananas vegetais também podem ser usadas como substitutos
parciais de agar em meios de cultura de tecidos (BAKER, CARROW,
WOODMANSEE, 1949; DEUEL, NEUKON, 1954).

Em razado da utilizagdo de galactomanas de sementes de Adenanthera
pavonina nesse trabalho, um topico separado para Galactomananas sera feito a
seqguir, enfatizando seu possivel papel como substituto parcial do agar em meios
de cultura para plantas.

1.4 Galactomamanas
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As galactomananas constituem o0 segundo maior grupo de
polissacarideos de armazenamento com respeito a sua distribuigdo no mundo
vegetal (SHCHERBUKHIN, 1993), onde ocorrem como reserva polissacaridica de
um grupo de plantas mucilaginosas ou plantas “gumosas”. S&o comumente
encontradas no endosperma de sementes da familia Leguminosae (REID, 1985).
Em menor quantidade sdo encontradas em outras espécies da familia Palmae,
Annonaceae, Convolvulaceae e Loganiaceae (DEA, MORRISON, 1975; DEY,
1978), onde s&o utilizadas como reserva alimenticia durante a germinagéo e
protecao contra a dessecagao (EDWARDS et al., 1989).

Sao uma familia de polissacarideos que apresentam como estrutura
genérica (Figura 6) uma cadeia principal com unidades de beta-D-manopiranose
com ligagbes (1->4), substituidas no carbono 6 por unidades de alfa-D-
galactopiranose (DEA, MORRISON, 1975; DEY, 1978; SONI, BOSE, 1985). As
galactomananas possuem alta capacidade de se ligar a agua e formar solucdes
viscosas em altas diluigdes. Comparadas com o amido em base igual de massa,
as solugdes de galactomanana sdo cinco vezes mais viscosas (WHISTLER,
SMART, 1953).

As razbes molares entre manose:galactose podem ser diferentes,
dependendo da fonte e do método de extracao utilizado (DEA, MORRISON, 1975;
LEITNER, 1991; REICHER et al., 1991; ZAWADZKI-BAGGIO et al., 1992;
GANTER et al., 1993; PETKOWICZ, 1993; LUCYSZYN, 1994; TAVARES, 1994;
VARGAS-RECHIA et al., 1995; PETKOWICZ et al.,1998; GANTER, REICHER,
1999; PETKOWICZ et al., 2001).

Figura 6 — Estrutura molecular das galactoamananas. A) Cadeia principal linear
de residuos de D-manose unidos por ligagdes glicosidicas p-1,4, na qual residuos
de D-galactose estdo unidos por ligagdes a-1,6, formando ramificagdes simples.
B) A cadeia principal de manose € numerada a partir da extremidade redutora (a
direita). O numero subscrito ligado a manose indica a quantidade de residuos de
manose que a cadeia principal do oligossacarideo possui, enquanto o numero
subscrito ligado a galactose indica a posi¢cao do residuo de galactose relativo ao

residuos de manose a partir da extremidade redutora.
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A solubilidade em agua depende do conteudo de galactose substituinte na
cadeia principal. As beta-mananas lineares puras, na auséncia de ramificacdes de
unidades de galactose, sdao completamente insoluveis em agua (McCLEARY et
al., 1981).

O grau de substituicdo da cadeia principal de manose por unidades de
galactose varia de 25 a 97%, com um alto grau de substituigdo ocorrendo em
legumes mais filogenicamente avancados (EDWARDS et al., 1989). A base para
a sua vasta aplicagdo em uma grande variedade de produtos é a alta capacidade
de ligar-se a agua inibindo a sinerese, o seu grande poder espessante e a
estabilidade de suas solugoes.

Duas galactomananas sido produzidas comercialmente em grandes
quantidades: a Goma Guar a partir de sementes de Cyamopsis tetragonolobus e
a Alfarroba a partir de sementes de Ceratonia siliqua. Outras gomas como a Tara
e a Fenugreek obtidas de sementes de Caesalpinia spinosa e Trigonella Foenum-
graecum, respectivamente, também sio usadas em menores quantidades
(GLICKSMAN, 1986; HERALD, 1986 a, b; MAIER et al., 1993).

A importancia deste polissacarideo pode ser vista no seu amplo uso,
principalmente em industrias alimenticias (GLICKSMAN, 1979; NEUKON, 1989;
DZIEZAK, 1991, WARD, ANDON, 1993; LUCYSZYN et al., 2000), farmacéuticas
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(WHISTLER, SMART, 1953), cosméticas (CHUDZIKOWSKI, 1971), como agente
geleificante na obtencdo de capsulas de sementes artificiais (SORVARI et al.,
1997), anticoagulante (PIRES et al., 2001), entre outros, incluindo seu uso, em

combinagdo com agar, como agente gelificante em meios de cultura de tecidos.

1.4.1 Blendas dgar/galactomananas para cultura de tecidos vegetais e
Propriedades Reolégicas

Para investigar as propriedades de interagado de polissacarideos, métodos
reoldgicos tém sido de grande valia. Em linhas gerais, reologia € a ciéncia que
estuda a deformacdo e o escoamento da matéria (LAPASIN e PRICL, 1995;
BARNES; HUTTON e WALTERS, 1989). O termo foi introduzido por Eugene
Cook Bingham a partir de suas publicagcbes na década de vinte (BARNES;
HUTTON e WALTERS, 1989). A preocupacdao com o aspecto de fluéncia da
matéria remonta um passado distante e os anais da histéria da reologia registram
como conceito primordial a observacédo de ser um material mais espesso do que
outro, e assim mais resistente a fluéncia do que outro.

O comportamento reoldgico dos polimeros pode ser fortemente
influenciado pela massa molecular, ramificacbes da cadeia polimérica, polaridade,
copolimerizagdo, mistura de polimeros (blendas), particulas sdlidas suspensas,
interagbes polimero-solvente e rigidez da cadeia (BARNES; HUTTON e
WALTERS, 1989; SHAW, 1975). As moléculas ou particulas isoladas podem ligar-
se por ligagdes cruzadas covalentes (valéncias primarias) e/ou associar-se por
forcas de atracdo de Van der Waals, e/ou associar-se simplesmente por
emaranhamento mecéanico (SHAW, 1975).

Os meios de cultivo semi-solidos sdo uma mistura complexa de varios
componentes, assim como acontece em géis alimenticios, onde as propriedades
texturais sdo em principio determinadas pelas propriedades estruturais
combinadas do gel matriz e dos demais ingredientes (TOLSTOGUZOV,
BRAUDO, 1983).

Segundo Ring e Stainsby (1982), estes ingredientes ou particulas
acrescentadas podem ser classificados em ativos ou inativos, de acordo com
seus efeitos nas propriedades reolégicas. Uma particula inativa tem pequena

afinidade quimica pela matriz polimérica e ndo aumenta a forca do gel. Em
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contraste, uma particula ativa normalmente tem uma forte interagdo com o gel
matriz, o que acarreta em um aumento na forga desse gel.

Géis sao redes entumecidas possuindo propriedades coesivas de solidos
e propriedades de transporte difusivo dos liquidos. Elasticamente tendem a ser
mais macios e, osmoticamente sédo altamente reativos (SILBERBERG, 1989). Um
gel polimérico € geralmente uma solugao na qual as cadeias sao reticuladas de
uma forma mais permanente que um mero emaranhado mecanico (BARNES;
HUTTON e WALTERS, 1989).

E conhecido que propriedades de solucdes de certos sistemas de
biopolimeros podem ser modificadas pela adicdo de um segundo polimero na
solugdo (DEA; BLANSHARD, MITCHEL, 1979; DEA, MORRISON, 1975;
MORRIS, 1990). Um grande aumento na viscosidade ou até a formagao de gel,
em concentragdes abaixo da qual isto ocorreria para um ou outro polimero em
sistemas puros, podera ser obtida.

Interagdes sinergisticas entre polissacarideos sdo comercialmente
atraentes e assunto de difundida exploragdo tecnolégica (CAIRNS, MILES,
BROWNSEY, 1987). Polimeros de custo elevado podem ser substituidos por uma
mistura gelificante mais barata, e varios tipos de géis podem ser formados,
dependendo da natureza dos componentes, da velocidade e extensdo das
misturas (MORRIS, MILES, 1986).

Um tipo de mistura onde sdo bem conhecidos os efeitos sinérgicos é
aquele envolvendo certas galactomananas e galactanas componentes da familia
do agar e carragenana (VIEBKE, PICULELL, 1992; TURQUOIS, TARAVEL,
ROCHAS, 1993; TURQUOIS et al., 1994). Baker et al. (1949) e Deuel e Neukon
(1954) foram os primeiros a observar que misturas de galactomanana com
carragenana ou agar aumentam a forca e a elasticidade desses frageis géis.

O custo mais baixo das galactomananas, comparado com o agar, e as
suas interagdes sinergisticas aumentam a possibilidade de novas funcionalidades
com grande importancia industrial (DEA, MORRISON, 1975; HERALD, 1986 a, b;
BAIARD, 1993; ZHAN et al.,1993).

A extensdo de sinergismo observado nas misturas de
galactana/galactomanana é variavel. Geralmente, condi¢gdes que aumentam a

tendéncia de galactana a se auto-agregar (mais baixo conteudo de sulfato,
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presenca de certos sais), também aumenta suas propriedades de interagao
(MORRIS, 1990). Para as galactomananas, os efeitos sinergisticos dependem do
grau e padrao de substituicdo da cadeia lateral (DEA, CLARK, 1986; DEA, 1987).

O primeiro mecanismo de gelatinizagdo sinergistica elucidado para
misturas galactomanana/galactana foi uma ligacdo da manose da cadeia principal
da galactomanana com a dupla hélice da galactana (REES, 1972; DEA,
McKINNON, REES, 1972). Esse modelo foi baseado em experimentos de
agarose e kappa-carragenana misturadas com diversas galactomananas. Foi
mostrado que, pela adigdao de galactomanana, a gelificagdo pode ser induzida
abaixo da concentragdo normal de gelificacdo para as galactanas. Além disso, foi
observado que galactanas com baixa massa molar, as quais normalmente nao
formariam um gel, gelificam ou precipitam quando galactomananas s&o
acrescentadas ao sistema.

A sinergistica interagdao foi maior para as galactomananas menos
substituidas, o que foi adotado como uma evidéncia de que a manose da cadeia
principal estava envolvida na gelatinizagdo. A ligacdo intermolecular entre a
manose da cadeia principal e a dupla hélice da galactana foi posteriormente
avaliada por Cairns. Miles e Brownsey (1987). Eles estudaram o modelo de
difracdo de raio-X para a kappa-carragenana e furcelarana, sozinhas e em
misturas com galactomananas.

Segundo Tako e Nakamura (1988), a interacdo sinergistica entre as
moléculas de agarose e galactomanana de alfarroba pode ocorrer entre o atomo
de oxigénio do anel da alfa-L-anidro anidro-galactose da agarose, e a hidroxila de
C-2 da manose cadeia principal da molécula de galactomanana.

Em razdo da utilizagdo de galactomananas da espécie vegetal
Adenanthera pavonina nesse trabalho, uma breve descricao botanica sera feita a
seguir, bem como da planta se soja, que foi o0 modelo para cultura de tecidos

utilizados para testar a blenda Agar/Galactomanana.

1.5 Caracteristicas botanicas das espécies Adenanthera pavonina L. e
Glycine wightii
A Carolina (Adenanthera pavonina, L.), pertencente a familia

Leguminosae (Fabaceae) subfamilia Mimosoideae, ¢ uma planta nativa da Asia e
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Africa tropical, que foi transplantada para toda América tropical. No nordeste do
Brasil se apresenta como arvore inerme e glabra de até 15 metros de altura e é
empregada na arborizacdo de parques e jardins. As folhas, pecioladas e
paripinadas, apresentam de dois a cinco pares de pinas opostas, com seis a dez
foliolos curtos e peciolados. Suas flores, amarelo-palidas ou raramente brancas,
dispbem-se em racemos estreitos em forma de espiga. Suas vagens sao
compridas, estreitas, curvado—falconadas, com valvas que se enroscam na
maturagédo langando as sementes a curta distancia (Figura 7) (BAILEY, 1954;
BRAGA, 1976).

Figura 7 — Carol ou olho-de-pombo (Adenanthera pavonina L.): A) Porte arboreo;

B) Frutos deiscentes e C) Sementes

'._r
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Fonte: http://brazilplantseeds.com/index.php/adenanthera-pavonina-seeds.html
A madeira pode ser usada na construcado civil, marcenaria de luxo; as

folhas sdo adstringentes, tonicas, anti-reumaticas e uteis contra diarréia e
inflamagao das mucosas (LUCYSZYN, 1994).
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As sementes de Adenanthera pavonina, L. apresentam um tegumento
vermelho brilhante e um endosperma gomoso e espesso. As dimensdes medias
(n=100) das sementes s&o 0,93 cm de comprimento; 0,90 de largura; 0,62 cm de
espessura (TAVARES, 1998). As sementes possuem endospermas com alto teor
de galactomananas, com uma relagdo de manose:galactose de aproximadamente
1,8:1 (TAVARES, 1998).

Ja a Glycine wightii (Figura 8) € uma liana (trepadeira) perene, nativa do
sul da Africa e do sudoeste da Asia. No Brasil, esta planta é conhecida como “soja
perene” (Silva et al., 2003). Essa planta apresenta a seguinte classificacao
taxionémica: reino Plantae; divisao Magnoliophyta; classe Magnoliopsida; ordem
Fabales; familia Fabaceae; subfamilia Faboideae; género Glycine (Willd, 1802);
espécie Glycine wightii (Graham ex Wight et Arn) Verdc.

Com relacdo as caracteristicas moforlégicas, as plantas de G. wightii
possuem pequenos e finos pélos na parte inferior das folhas e caules, produzem
flores de diferentes coloragdes em diferentes cultivares (branca, amarela, verde,
laranja e rosa), apresentam vagens de 4 a 5 cm de comprimento, contendo
aproximadamente 3 a 8 sementes de coloragcdo marrom-escura (Figura 10).
Segundo VISWANATHAN et al. (2001), estas sementes apresentaram alto teor de
acidos graxos insaturados, altas concentragbes dos aminoacidos essenciais
(lisina, leucina, isoleucina, valina, treonina e histidina), sendo ainda consideradas
como fonte potencial de minerais, uma vez que é rica em potassio, magnésio,
manganés, cobre e fosforo.

A soja-perene é comumente utilizada como fonte de alimento animal e
humano. Na Africa, em algumas regides, as folhas de soja-perene sdo cozidas e
utilizadas na alimentacdo (HYMOWITZ, 1970). Algumas tribos da Tanzania
utilizam G. wightii ndo apenas como fonte de alimento, mas também como
forragem, na produgéo de utensilios (ex: corda) e para fins medicinais, onde suas
folhnas sé&o aplicadas na cura de feridas (BOER et al.,, 2005). A soja-perene é
utilizada no controle da eroséo de vertentes, ao longo das margens de riachos e
canais de irrigacdo. Também é utilizada em consoércio com outras culturas para
eliminar plantas invasoras e para fertilizar solos improéprios. Por se tratar de uma
fixadora de nitrogénio, ela aumenta o nivel de nitrogénio dos solos, o que justifica

sua aplicagao fertilizadora (SKERMAN, 1998). Apresenta bom desenvolvimento
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em areas com indices pluviométricos entre 760 a 1800 mm por ano, crescendo
pouco em condi¢cdes de seca. A temperatura ideal para o seu crescimento e
producgao fica entre de 18 e 27° C, onde temperaturas muito baixas afetam o seu
crescimento. O pH ideal dos solos para propiciar um bom cultivo desta espécie
deve ser de 6-6,5 (SILVA, 2000).

Figura 8 — Soja-perene (Glycine wightii): A) Espécie trapadeira; B) Frutos em
vagem e C) Exsicata com detalhes das folhas.

Fonte: http://www.fao.org/ag/agp/agpc/doc/gallery/pictures/neowig.html
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a viabilidade técnica e econbémica do uso da galactomanana

extraida de sementes de sementes de Adenanthera pavonina L. como substituinte

parciail do agar em meios de cultura in vitro para indugao de calos, a germinacgéo

de sementes e desenvolvimento de plantulas, utilizando a soja-perene (Glycine

wightii) como planta modelo.

2.2 Especificos

Otimizar a extragdo e o processamento da galactomana de sementes de A.
pavonina.

Preparar meios de cultura modificados contendo diferentes combinacdes
de agar e galactomanana (blendas).

Analisar qualitativamente as caracteristicas das blendas (agar/
galactomanana). .

Determinar as caractisticas reoldégicas das blendas (agar/ galactomanana).

Avaliar o padrao de difusdo dos meios gelificados com as blendas.

Avaliar o desempenho das blendas (agar/ galactomanana) nos meios de
cultura utilizados para indugdo/manutengédo dos calos, germinagéao in vitro
de sementes e desenvolvimento das plantulas, utilizando a soja-perene
(Glycine wightii) como planta modelo.

Avaliar a viabilidade econémica do uso da galactomanana de A. pavonina

L. como substituinte parciail do agar em meios de cultura.
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3. MATERIAIS

3.1 Vegetal

As sementes de Adenanthera pavonina L. (conhecida pelos nomes
vulgares: Carolina ou Olho-de-pombo) foram coletadas no Campus do Pici da
Universidade Federal do Ceara (UFC). Ja as sementes de Glycine wightii
(Graham ex Wight & Arn) Verdc. foram coletadas na cidade de Brotas-SP. Apés
lavagem com agua destilada e secagem a temperatura ambiente, as sementes
das duas espécies foram devidamente selecionadas e acondicionadas em frascos

de vidro, a temperatura de 25 °C, até a utilizagao posterior.

3.2 Meios de cultura
Sais (macro e micronutrientes) MS, vitaminas B5, agar e sacarose da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA).

3.3 Reguladores de crescimento
Cinetina e acido 2,4 — diclorofenoxiacético (2,4—D) foram obtidos da Sigma

Chemical Co. (St. Louis, USA).

3.4 Outros Reagentes

Os demais reagentes foram utilizados em grau analitico.
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4. METODOS

4.1. Obtencao do endosperma bruto de sementes de Adenanthera pavonina.
Inicialmente, 100 g de sementes foram lavadas e submetidas a uma fervura
em 400 mL de agua destilada por 30 minutos. Visando aumentar o
intumescimento, as sementes foram mantidas sob embebicdo em 400 mL de
agua destilada por mais 24 h, na geladeira (~ 8 °C). Em seguida, as sementes
foram manualmente separadas nos seguintes componentes: tegumento,
endosperma e embrido. Esses componentes foram isoladamente desidratados
por meio da liofilizagdo. O rendimento final do endosperma bruto foi calculado

com base nos valores dos demais componentes liofilizados.

4.2. Processamento da goma endospérmica de A. pavonina.

Os endospermas brutos (10 g) de sementes de A. pavonina foram
totalmente desidratados por liofilizagdo. Em seguida, o material seco (denominada
goma bruta) foi triturado em um multiprocessador, peneirado (30 mesh),
homogeneizado e armazenado em frascos hermeticamente fechados até a sua

posterior utilizagao.

4.3. Extragao da galactomanana da goma endospérmica processada.

ApoOs o processamento, 5 g da goma endospérmica de A. pavonina foi
solubilizada em 200 mL de H20 destilada e deixar sob agitagdo por 15 h
(overnight) a temperatura ambiente. Em seguida, o solubilizado foi centrifugado a
6000 x g por 30 min. O sobrenadante foi filtrado (filtro de nylon) e transferido para
um béquer. O precipitado foi descartado. Alcool etilco foi adicionado ao
sobrenadante (1:3 v/v) que foi mantido em repouso por 24 h a 10 °C. Apds esse
periodo, o alcool foi cuidadosamente removido por filtragem e centrifigacao (6000
x g por 30 min). O precipitado foi novamente redissolvido em 100 mL de H20
destilada e mantido sob agitagao por 15 h (overnight) a temperatura ambiente (25
°C). O material solubilizado (rico em galactomanana) foi centrifugado (a 10000 x g
por 30 min). O sobrenadante foi transferido para um novo béquer e o precipitado
descartatado. Outro volume de alcool etilco foi adicionado ao sobrenadante

conforme descrito anteriomente. Por fim, o alcool foi removido (por filtragdo ou
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centrifugacdo) e a galactomanana precipitada foi desidratada com 50 mL de
acetona P.A, liofilizada e acondicionadas em frascos hermeticamente fechados, a

temperatura de 25 °C até a utilizagao posterior.

4.4 Ensaio para preparagao das blendas agar/galactomana de A. pavonina.
Para avaliar o comportamento da galactomanana como agente geilificante,

diferentes tratamentos utilizando blendas (misturas de polissacarideos que

interagem entre si) formuladas com agar e galactomanana foram testados. As

formulacdes utilizadas foram:

a) Controle: agar 1%;

b) Tratamento 1: galactomanana 1 %

c) Tratamento 2: agar 0,9% + galactomanana 0,1%;
d) Tratamento 3: agar 0,7% + galactomanana 0,3%;
e) Tratamento 4: agar 0,5% + galactomanana 0,5%

f) Tratamento 5: agar 0,3% + galactomanana 0,7%;

Posterior ao preparo dos meios, diferentes fracbes da galactomanana
foram previamente pesadas de cada tratamento foram dissolvidas em H20
destilada (30-40 mL), sob agitagdo (overnight). Apés a completa dissolugéo da
das fragbes de galactomanana, procedeu-se o acréscimo das fracbes de agar e
de agua destilada (para atingir o volume final). Os meios preparados para as
analises qualitativa, de difusdo e reoldgicas continham somente agua e as
blendas dos tratamentos testados. Para cada tratamento foi preparado um volume
de 60 mL de meio, o qual, apds ajustado o pH (5,6) e autoclavado (15 minutos),
foi distribuido em trés placas de Petri (20 mL/placa). As placas foram vedadas e
guardadas em camara de crescimento, no escuro, por 24 horas. Foram realizadas
andlises qualitativas avaliando o tempo de gelificacdo, consisténcia e

transparéncia dos meios.
4.5 Analise reologica das blendas agar/galactomanana

Com o objetivo de analisar as propriedades viscoelasticas dos meios

geilificados com as diferentes blendas testadas, medidas reologicas foram
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realizadas num viscosimetro oscilatorio rotacional (Reometro, modelo LVDV-III) 1
hora apds a preparacgao das blendas.

Os resultados das analises de viscosidade plastica e de ponto de ruptura
(vield stress) das blendas foram determinados utilizando o programa Rheocalc e
com base na equacgéo de Bingham (t = 10 + ny ):

Onde:

n, viscosidade (mPa.s)

1, forga de cisalhamento “shear stress” (Pa)

10, ponto de ruptura “yield stress”

Y, taxa de cisalhamento “shear rate” (s-1)

As médias foram obtidas da medida de cinco repeti¢des.

4.6 Ensaio de difusdao nos meios geilificados com as blendas
agar/galactomanana

Para analisar a influéncia das blendas no processo de difusdo dos
componentes presentes no meio de cultura utilizado, uma aliquota (5 uL) de
solugédo de azul de metileno (5 g.L™") foi aplicada no centro de placas de Petri
contendo os meios geilificados com as diferentes blendas agar/galactomanana.

A difusdo do corante nos meios foi monitorada através pela medida do
didmetro do halo de difusdo apds diferentes intervalos de tempo (06, 12, 24, 36,
48 e 60 horas). O ensaio foi realizado a temperatura de 28 + 2° C e para cada

tratamento foram utilizadas cinco repeticoes.

4.7 Preparo dos explantes a partir de sementes de Glycine wightii germinadas

As sementes de G. wightii sdo conhecidas por apresentarem um tegumento
bastante duro, assim o embrido quase nao absorve agua por causa da resisténcia
fornecida pelos tecidos que compdem esse tegumento, isso consequentemente
resulta num alto percentual de dorméncia nestas sementes. Assim, as sementes
foram submetidas a um tratamento de escarificagdo quimica, utilizando-se acido
sulfurico P.A. Este tratamento teve a duracdo de 10 minutos, sendo seguido de
sucessivas lavagens com agua destilada estéril.

Apos este tratamento inicial, fundamental para a hidratagdo adequada dos

tecidos da semente e para o desencadeamento do processo germinativo, as
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sementes foram colocadas em placas de Petri, com papéis filtro umedecidos com
agua destilada estéril. Em seguida, as placas com as respectivas sementes foram
vedadas e colocadas em uma estufa tipo B.O.D., no escuro, por um periodo de 7

dias. Foram utilizadas 5 placas de Petri, com 20 sementes cada.

4.8 Desinfestagcao de explantes de G. wightii visando o estabelecimento in
vitro da calogénese

ApOs a germinagado, as sementes foram submetidas a um tratamento de
desinfestacado, necessario para a eliminacdo de patdégenos exdégenos (fungos e
bactérias). Antes do tratamento, foram realizadas a retirada do tegumento das
sementes e a separagdo dos explantes (cotilédones e hipocdtilos), visando a
obtencdo de melhores resultados. Em seguida, os explantes foram imersos em
solugao contendo hipoclorito de sédio 2,5%, durante 10 minutos, seguido de trés
lavagens sucessivas com agua destilada estéril, para remogédo do excesso de

hipoclorito e evitar danos aos tecidos vegetais.

4.9 Inducao de calos em explantes de G. wightii

Ja desinfestados, os cotilédones e hipocétilos foram cortados
transversalmente, com auxilio de pinga e bisturi estéreis, em partes com
tamanhos aproximadamente iguais (18 £ 2 mm). Com o objetivo de obter a
producao de calos in vitro, foi selecionado um meio de cultura ideal para este
propoésito. O meio utilizado foi o elaborado por Murashige e Skoog (1962),
conhecido como meio MS, suplementado com sacarose (fonte de carbono), 2,4-D
e cinetina (fitorreguladores), e &agar (agente gelificante) nas respectivas
concentragdes: 3%, 1 mg/L, 0,1 mg/L e 0,8% . De acordo com a metodologia
descrita por Silva (2003), estas sao as concentragdes ideais para a obtencao de
calos a partir de explantes (cotilédone e hipocétilo) de G. wightii. Apds o preparo,
ajuste do pH (5,6) e autoclavagem (15 minutos), o meio de cultura foi distribuido
em cinco placas de Petri, 25 mL por placa. Em seguida, os explantes previamente
seccionados e desinfestados foram transferidos para as placas de Petri contendo
0 meio, cada placa contendo seis explantes. Os explantes de cotilédone foram
colocados com sua parte abaxial em contato com o meio, e os explantes de

hipocotilo foram colocados no sentido vertical, a fim de facilitar a absorgdo dos
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nutrientes, reguladores de crescimento e a consequente formagao de calos. Em
seguida, as placas foram vedadas e colocadas em camara de crescimento (no
escuro) a uma temperatura de aproximadamente 28 + 2 °C, por um periodo de 6-7
semanas, tempo necessario para o inicio da calogénese e para um bom

desenvolvimento dos calos.

4.10 Manutencao e estabilizagao da cultura de calos de G. wightii

Apés algumas semanas de desenvolvimento, os calos obtidos a partir de
cotilédones e hipocdtilos de G. wightii foram transferidos para outras placas
contendo meio de cultura novo. Conhecidas como subcultivos, estas etapas tém
por finalidade promover a manutengdo e a estabilizacdo da cultura de calos,
permitindo o uso posterior desta sem prejuizo ao material original. O subcultivo
caracteriza-se pela fragmentagdo do calo inicial em pequenos pedagos de
tamanho homogéneo, seguido da transferéncia destes explantes para um meio de
cultura novo. Desta forma, estes calos podem iniciar um novo ciclo de
crescimento, desenvolvendo-se e alcangando tamanhos iguais ou superiores aos
dos calos originais.Os calos obtidos a partir de cotilédones e hipocétilos de G.
wightii foram repicados, produzindo fragmentos (pequenos calos) que foram
transferidos para placas contendo meio de cultura novo, idéntico ao anterior. Em
seguida, estas placas foram colocadas em camara de crescimento (no escuro) a
uma temperatura de aproximadamente 28 + 2° C, por um periodo de quatro a

cinco semanas.

411 Efeito das blendas no desenvolvimento dos calos de G. wightii
cultivados em meio MS
Com o objetivo de testar a influéncia das blendas sobre o desenvolvimento
dos calos de G. wightii, os calos obtidos a partir da cultura de cotilédones e
hipocdtilos foram submetidos a um subcultivo, originando novos explantes (calos
menores, de tamanho uniforme). Estes calos foram distribuidos em placas de
Petri contendo meio MS (pH 5,6) suplementado com sacarose (3%), 2,4 — D (1
mg/L) e cinetina (0,1 mg/L). Foram testados os seguintes geilificantes:
e Controle: agar 1%;

e Blenda 1: agar 0,7% + galactomanana 0,3%;
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e Blenda 2: agar 0,5% + galactomanana 0,5%.

Foram utilizadas cinco placas para cada meio (cinco calos/placa), cada
uma contendo 25 mL de meio. Em seguida, estas placas foram vedadas e
mantidas em camara de crescimento (no escuro) a uma temperatura de
aproximadamente 28 + 2 °C. O padrao de desenvolvimento dos calos cultivados
nos meios contendo as blendas selecionadas foi acompanhado através do
estabelecimento de uma curva de crescimento, tomando-se como base as
medidas de peso fresco e peso seco destes calos. Para realizar as medigoes,
foram retiradas trés placas a cada quatro dias (0, 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28 e 32
dias). Para cada placa, os calos foram coletados, pesados, liofilizados e pesados
novamente apos a desidratacdo. Valores foram registrados e as médias foram

calculadas utilizando o programa ESTATpro.

4.12 Germinagao in vitro de sementes de G. wighti em meios de cultura
contendo as blendas agar/galactomanana e avaliagao das plantulas

A germinacao in vitro de sementes vem sendo utilizada ha muito tempo nas
técnicas de cultura de tecidos vegetais. Trata-se da transferéncia de sementes
previamente desinfestadas para frascos, placas de Petri ou tubos de ensaio
contendo um meio de cultura apropriado, que pode variar de acordo com o
objetivo a ser alcancado. Apds a germinacéo, a plantula pode ser transferida para
outro meio, diferente do inicial, no intuito de mudar as caracteristicas do meio e as
respostas morfolégicas do vegetal. O experimento de germinagdo in vitro de
sementes de G. wightii foi realizado em tubos de cultura contendo os seguintes
meios:

e Controle: Acido giberélico (GA1) + agar 1%;
e Meio 1: Acido giberélico (GA1) + agar 0,7% + galactomanana 0,3%;
e Meio 2: Acido giberélico (GA1) + agar 0,5% + galactomanana 0,5%.

Para cada meio testado foram utilizadas dez repeticdes, com tubos de
cultura contendo 6 mL de meio cada. As sementes foram previamente
escarificadas com acido sulfurico P.A. durante 10 minutos, sendo posteriormente
lavadas com agua destilada estéril (3X) e secadas em papel filtro estéril. Com
uma pinga estéril, as sementes foram transferidas para os tubos de ensaio (uma

por tubo), sendo este vedado com uma tampa estéril (feita de algodao e gaze
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cirurgica) e papel aluminio estéril. O experimento teve duragcdo de 12 dias, e
avaliacbes das taxas de germinagcdo e do comprimento da plantula (base-apice)

foram realizadas a cada trés dias.

4.13 Andlises estatisticas
As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa
computacional ESTATpro desenvolvido pelo Departamento de Fitotecnia da

Universidade Federal de Vigosa.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

A maioria dos meios sélidos ou semi-solidos usados para o cultivo in vitro
de tecidos vegetais utiliza agar como agente polimerizante, principalmente devido
as suas convenientes propriedades gelificantes e estabilidade durante a cultura
(GONCALVES, ROMANO, 2007; LUCYSZYN et al., 2007). No entanto, outros
polimeros também estdo sendo usados com melhores resultados que o agar em
algumas culturas. Entre esses estdo as gomas do tipo “gelan”, produzidas por
bactérias (Pseudomonas sp.). Essas gomas sao polissacarideos de acido
glucurdnico, ramnose e glucose, com grupos O-acetil (DAS et al., 2015).

A escolha do tipo de polissacarideo ou misturas (blendas) a ser utilizado
como agente gelificante do meio é um fator determinante para o éxito do cultivo,
pois 0 mesmo podera afetar de forma positiva ou negativa o desenvolvimento in
vitro da cultura (IVANOVA, VAN STADEN, 2011). O meio deve ser firme o
bastante para suportar os explantes, mas, se a rigidez for muito alta, este pode
nao permitir o contato adequado entre o meio e o material vegetal (BERRIOS et
al, 1999). Além disso, a reagcao de uma determinada planta ao tipo de agente
gelificante é fortemente dependente do tipo de cultura e da espécie vegetal
utilizada (SCHOLTEN, PIERIK, 1998).

Estudos demonstraram que os problemas mais comuns relacionados ao
tipo de agar ou blenda sdo hiperhidricidade, oxidagcdo e necrose dos tecidos
(KEVERS et al., 2004). Além disso, o agar é considerado a principal fonte de
variacdes presente nos meios de cultivo in vitro (DAS et al., 2015). Diferentes
hipéteses tém sido levantadas para justificar esta influéncia do agar sobre as
culturas in vitro, dentre elas a presencga de inibidores e contaminantes (NAIRN et
al., 1995), influéncia na velocidade de difusdo dos componentes do meio e de
agua para os explantes e variagdes na disponibilidade de agua (GANESAN et al.,
2015). Por essas razbes e, devido ao elevado pre¢o do agar utilizado nos ensaios
de cultura de tecidos, diversos estudos tém sido realizados com o objetivo de
identificar alternativas viaveis para amenizar ou solucionar esses problemas.

Recentemente, pesquisas demonstraram experimentalmente que outros

polimeros (de origem vegetal) podem ser utilizados como substitutos totais ou
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parciais (na forma de blendas) do agar, nos meios de cultura destinados aos
processos de micropropagacgao e calogénese.

De acordo com os resultados obtidos no nosso trabalho, a extracdo da
goma bruta (Figura 9) de sementes de A. pavonina apresentou um rendimento de
aproximadamente 87 + 0,3% (Figura 9). Esse resultado & bem satisfatério
quando comparado a resultados de extragao de outras gomas vegetais, como por
exemplo, a locust bean gum (LBG). Dakia et al. (2008) obtiveram um rendimento

de 43 % do peso total das sementes, no processo da LBG.

Figura 9 — Extracdo e processamento da goma endospérmica de Adenanthera
pavonina para obtencdo de galactomanana. A) Sementes integras e lavadas; B)
Sementes apos a fervuras em H20 destiladas; C) Goma envolvendo o
endosperma; D) Goma endospérmica removida manualmente; E) Goma
endospérmica liofilizada e F) Goma endosmpérmica processada (denominada

Goma bruta)

ApOs as etapas de extragdo e processamento, a goma bruta foi utilizada
para extracdo da galactomanana. Foi obtido um redimento de 0,92 g de
galactomanana por grama da goma bruta, ou seja, um rendimento de 92%. Apos
a liofilizagdo e processamento a galactomanana apresentou um alto grau de

pureza e uniformidade de cor e das particulas (Figura 10)
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Fig. 10 — Galactomanana processada de Adenanthera pavonina

De acordo com a analise qualitativa das caracteristicas dos meios, os
melhores resultados foram obtidos nos tratamentos 2 (agar 0,9% +
galactomanana 0,1%), 3 (agar 0,7% + galactomanana 0,3%;) e 4 (agar 0,5% +
galactomanana 0,5%) (Tabela 2). Estas blendas proporcionaram uma boa
solidificacdo do meio, necessaria para a sustentacdao adequada dos explantes,
aléem de apresentarem homogeneidade e transparéncia bem similares aos do
controle (agar 1 %). J& os meios contendo os tratamentos 1 (galactomanana 1%)
e 5 (agar 0,3% + galactomanana 0,7%) apresentaram resultados instisfatorios,
pois nado foram capazes de solidificar os meios, ja que, sozinhas, as
galactomananas nao sao capazes de formarem géis solidos (LUCYSZYN et al.
2007). Assim o uso da galactomanana de A. pavonina como agente gelificante
exclusivo nao foi possivel, uma vez que o meio ficou fracamente solidificado, ndo
proporcionando a resisténcia minima necessaria para suportar os explantes em
sua superficie. Para aumentar a solidificagdo do meio, foi necessario combinar a
galactomanana com o agar formando assim, as blendas. Estratégias semelhantes
foram adotadas para aumentar a consisténcia do meio gelificado com amido,
utilizando-se agar, agarose e gelrite (ZIMMERMAN et al., 1995; JAIN, BABBAR,
2002), e na obtencédo da melhor razdo agar. A figura 11 mostra a blenda obtida no
tratamento 4 (agar 0,5% + galactomanana 0,5%) em comparagéo ao tratamento

controle (agar 1%).
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Tabela 2 — Analise qualitativa das caracteristicas dos meios gelificados com as

blendas agar/ galacotomanana de A. pavonina.

Tratamentos Agar: Solidificagdo®  Tempode  Transparéncia
Galactomanana solidificacao®
(%, p/p) (min)

Controle 1,0 Alta 5 Alta
T 1,0 Ausente * Média
T2 0,9:0,1 Alta 5 Alta
T3 0,7:0,3 Alta 7 Alta
T4 0,5:0,5 Alta 8 Média
T5 0,3:0,7 Muito baixa 10 Baixa

2Avaliada pela agitagao das manual da placas de Petri
bSolidificagédo a temperatura ambiente (25 °C)
*Nao solidificou

Fig. 11 — Meios gelificados com agar 1% e a blenda agar 0,5% + galactomanana
0,5%

Agar Agar
1% 0,9%

O estudo dos parametros reoldgicos das blendas revelou que as melhores
interagcdes, em termos de resisténcia do gel, ocorreram nos meios gelificados com
os tratamentos 2, 3 e 4 (Tabela 3). Esses meios apresentaram valores de

viscosidade plastica e de ponto de ruptura relativamente proximos aos obtidos no
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tratamento controle, porém um pouco menores. Este padrao de resultado
assemelha-se ao obtido por Lucyszyn (2004), o qual sugere que esta pequena
diminuicdo da viscosidade plastica e do ponto de ruptura representa que géis
menos rigidos foram obtidos, o que pode ser uma vantagem na difusdo dos
nutrientes no meio de cultura. Os resultados do presente trabalho fornecem
evidéncias da existéncia de um efeito sinergistico, devido a forte e eficiente
interacdo entre o agar e as galactomanas. Os tratamentos 1 e 5 resultaram em
meios frageis e de baixa resisténcia. Isto sugere que nessas combinagdes poucas
ligacdes intermoleculares foram formadas entre esses polimeros, embora estas
sao suficientes para que os meios continuem parcialmente solidos quando em
estado estacionario. Porém, quando foram submetidos uma tensdo minima
(aplicada ao sistema), os meios referentes a estes tratamentos sofreram ruptura,
representada pelos baixos valores dos parametros analisados. O tratamento 1
(contendo somente galactomanana) apresentou os mais baixos valores, devido a
baixa capacidade da galactomanana de formar, sozinha, um gel sélido, devido a
sua estrutura. Estes resultados sdo similares aos obtidos por Lima-Nishimura et
al. (2003), quando analisaram os parametros reolégicos de blendas obtidas com

agar/ xiloglucana de jatoba e utilizadas em meios para micropropagacao .

Tabela 3 — Analise reoldgica dos meios de cultura gelificados somente com agar e

com as blendas de agar/ galactomanana de sementes de A. pavonina

Tratamentos Agar / Galactomanana Viscosidade plastica  Ponto de ruptura

(%, p/p) (mPa)* (N.m2)*
Controle 1,0 12.856 + 42 9,7+ 0,04
T 1,0 110,4 + 09 0,1+0,03
T2 0,9:01 12.572 + 38 8,5+ 0,06
T3 0,7:0,3 11.871 + 20 7,7+ 0,08
T4 0,5:0,5 9.710 + 31 6,8 + 0,02
T5 0,3:0,7 4.311 + 17 3,0 +0,02

* Valor médio e desvio padrao de 5 repeticoes

As interagdes sinérgicas entre polissacarideos sao comercialmente
atraentes e assunto de varias pesquisas tecnoldgicas (WU et al., 2009). No

entanto, alguns fatores afetam a magnitude da sinergia entre sistemas
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poliméricos, incluindo o peso molecular e a viscosidade intrinseca (FERNANDES,
GONCALVES, DOUBLIER, 1991), a concentracdo de sais (KHOURYIEH et al.,
2007), a proporcéo de cada polissacarideo utilizada na mistura (CUI et al., 1995),
a concentragao total de polissacarideos (BRESOLIN et al., 1997), a temperatura
(ZHAN et al., 1993) e o pH (WHITNEY; et al.,1998).

Existem na literatura, muitos artigos relacionados a sinergia que ocorre
entre diferentes blendas de polissacarideos (BRESOLIN, 2006; NORZIAH, FOO,
KARIM, 2006). A interagcdo entre os polissacarideos agar e galactomanana de
alfarroba foi avaliada por analises reolégicas e por RMN. A interagao sinérgica
entre esses dois polissacarideos foi caracterizada pela formagdo de zonas de
juncdo entre o agar e a galctomanana em regides deste polissacarideo néo
substituidas por unidades de galactose. Também foi observado que, em
concentragcbes elevadas de ambos, as moléculas de galactomanana se auto
associam, levando a uma separagao de fase formando uma rede interpenetrante
(TURQUOIS, TARAVEL, ROCHAS,1993). A utllizaggo de um unico
polissacarideo, muitas vezes resulta na formagdo de gel com baixa coesao,
aparéncia nao apreciavel, curta durabilidade, alta sinerese, e estabilidade
inadequada para serem submetidos a processos industriais e condicdes
ambientais diversas (LUCYSZYN et al., 2007). Assim, blendas formadas com dois
ou mais biopolimeros vém sendo amplamente investigados, entre os exemplos
incluem-se: a carragenana e micelas de caseina (JI et al, 2008), agar e
carragenana (MEENA et al., 2009), amido e pectina (KHONDKARA et al. 2006),
agar e galactomanana (LUCYSZYN et al., 2006), galactomanana e xantana
(SHOBHA, THARANATHAN, 2009), pectina e galactomanana (WU et al., 2009),
pectina e xiloglucana (ITOH et al., 2008).

Em virtude, da eficiencia do sinergismo observado, resultando numa maior
possibilidade de substituicdo do agar e consequentemente, uma redugao de
custos, os tratamentos 3 e 4 foram escolhidos para os demais etapas deste
trabalho. Os meios contendo tais blendas foram mantidos por até 30 dias na
geladeira (5 °C), sem perder suas caracteristicas de gel sdlido.

O grafico 1 mostra a difusdo do corante azul de metileno nos meios
gelificados com as blendas dos tratamentos 3 e 4. Ambos os meios né&o

apresentaram diferengas significantes até o tempo de 12 horas. No entanto, a
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difusdo do corante foi significativamente mais rapida nesses meios com relagao a
difusdo no meio controle. Apdés 12 horas, observou-se um aumento significativo
da difusdo do corante nos meios testado. Porém, esta difusdo foi tornando-se
cada vez mais lenta no meio com o tratamento 3 e, ao final do experimento,
apresentou uma significativa diferenga com relagdo ao meio com o tratamento 4.
Os meios contendo o tratamento 4 apresentaram a maior difusdo, quando
comparados aos meios dos tratamentos 3 e ao controle. Meios gelificados
somente com o agar 1% apresentaram uma difusdo significativamente lenta
quando comparado aos demais. Estes resultados concordam com os estudos
desenvolvidos por Ackeers e Steere (1962), que mostraram que a separagao e a
difusdo de um determinado soluto diminuem com aumento do tamanho das
particulas deste soluto e/ou com o0 aumento da resisténcia do gel, o que corrobora
com a afirmacao dada anteriormente de que géis menos rigidos foram obtidos
neste trabalho. Baseado nisso, os resultados aqui obtidos, fornecem indicios de
que tanto a agua como outros componentes presentes no meio poderdo se
difundir melhor nos meios com a blenda do tratamento 4, do que nos meios
gelificados com a blenda do tratamento 3 ou somente com o agar.

As propriedades fisicas e quimicas das blendas podem proporcionar uma
melhor difusdo dos nutrientes do meio para os tecidos vegetais, permitindo assim
um melhor desenvolvimento in vitro da cultura. No entanto, um meio cuja matriz
do gel é muito rigida devera reduzir a viabilidade de agua e de sais minerais para
o explante, afetando de forma irreversivel o desenvolvimento da cultura (BERUTO
et al., 1995).

Grafico 1 — Difusdo do azul de metileno em meios gelificados com agar (1%) e
com as blendas dos tratamentos 3 e 4. As medidas do diametro dos halos de
difusdo foram realizadas nos intervalos de 06, 12, 24, 36, 48 e 60 horas. Cada
ponto representa a média e o desvio padrdo de 5 repeticbes. Esse ensaio foi

conduzido a temperatura ambiente (25 °C)
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A eficiéncia do meio MS gelificado com as blendas dos tratamentos 3 e 4
na manutengcdo e no desenvolvimento dos calos de G. wighti também foi
avaliada. Silva et al. (2003) demonstraram que o meio MS suplementado com 0,1
mg.L-! de cinetina; 1,0 mg.L"! de 2,4-D; 3% de sacarose e agar 1% ¢ ideal tanto
para a indugao quanto para a manutencido de calos oriundos de cotilédones e
hipocotilos de G. wightii. Os calos (de cotilédones e hipocotilos) de G. wightii
utilizando essa composicdo de meio sao friaveis e livres de oxidagcdo. Os autores
também demonstraram que o desenvolvimento desses calos apresenta cinco
fases distintas, apresentando uma curva de crescimento com padrdo sigmoidal.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que até o 4°. dia
de experimento ndo houve nenhuma diferenca no padrdo de crescimento dos
calos cotiledonares (Grafico 2A) e de hipocdtilos (Grafico 2B) cultivados nos

meios gelificados com as blendas dos tratamentos 3 e 4, em relagdo ao controle.
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Grafico 2 — Efeito das blendas dos tratamentos 3 e 4 no desenvolvimento dos

calos de cotilédones (A) e hipocdtilos (B) de G. wightii em meio MS. Cada valor

representa a média e o desvio padrdo de trés repeticbes. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Segundo Dodds e Roberts (1995), pode-se distinguir no crescimento dos
calos cinco diferentes fases, bem como os eventos metabdlicos que lhes sao

peculiares. A primeira fase (denominada fase lag) consiste de um periodo de
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adaptacao das células dos calos ao meio e o inicio de absorgdo de nutrientes, o
que explica o crescimento relativamente lento dos calos de G. wightii nos meios
testados até o quarto dia. Tanto os calos cotliledonarios (Grafico 2A) quanto os
de hipocdtilos (Grafico 2B) cultivados no meio com a blenda do tratamento 3
apresentaram um padréo de crescimento similar aos calos cultivados no meio
controle. Porém, os calos cultivados no meio com a blenda do tratamento 4
apresentaram um padrdo de crescimento significativamente superior aos demais
meios testados (Figura 12), possivelmente influenciados pela maior quantidade de

galactomanana presente no meio.

Figura 12 — Calos de cotilédones (A) e hipocétilos (B) de G. wightii cultivados em
meios MS gelificados com as blendas dos tratamentos 3 (agar 0,7% +

galactomanana 0,3%) e 4 (agar 0,5% + galactomanana 0,5%). O meio MS

gelificado com agar 0,8% foi usado como controle.
(A)

Controle Tratamento 3 Tratamer;to 4

Estes resultados podem estar relacionados a natureza neutra das
xiloglucanas, a auséncia ou redugdo da quantidade de ions presentes no meio

(contaminantes) e aos parametros fisicos dos géis, uma vez que meios mais
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viscoelasticos foram obtidos quando o agar foi combinado com as galactomanas.
A formacéo deste gel facilitou a difusdo de agua, nutrientes e reguladores de
crescimento do meio para os explantes, proporcionando uma melhor absorcao e,
consequentemente, melhor indugdo da calogénese. Além disso, a agdo das
galactomanas como fonte de energia pode ter sido fundamental para o processo
de calogénese. Apesar de ser uma excelente agente gelificante, o agar € pouco
utilizado com fonte de carbono nos cultivos in vitro. Contrariamente, as
galactomananas podem funcionar como uma fonte mais rica de energia, pois a
propria estrutura desses polissacarideos favorece a assimilagdo do carbono das
cadeias laterais pelas células vegetais (LIMA et al., 1993). Isso pode explicar o
melhor crescimento dos calos cultivados nos meios gelificados com a blenda do
tratamento 4.

E importante destacar que os calos cultivados nos meios contendo as
blendas em estudo nao apresentaram sintomas de hiperhidricidade. Os cultivos in
vitro sao frequentemente prejudicados por um fenbmeno conhecido
hiperhidricidade (PALMA et al., 2011). Este fenbmeno geralmente esta
relacionado com o tipo e a quantidade do agente gelificante utilizado no meio de
cultura (FRANCK et al., 1998).

Conforme citado anteriormente pode-se distinguir cinco diferentes fases no
crescimento dos calos, bem como os eventos metabdlicos que |hes sao
peculiares (Grafico 3). Com base nessas fases pode-se estudar o padréo de
crescimento a partir de uma determinada cultura de calos ou suspensao celular.

De acordo com os resultados apresentados no Grafico 4, tanto os calos de
origem cotiledonar quanto os originados de hipocétilos, cultivados no meio MS
solidificado com as blendas dos tratamentos 3 (Grafico 4A) e 4 (Gréfico 4B),
apresentaram uma curva de crescimento com padrdao sigmoidal similar ao

controle e de acordo com o diagrama proposto por Dodds e Roberts (1995).
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Grafico 3 — Diagrama das fases de crescimento de uma cultura de células em
calos ou em suspenséo celular (DODDS, ROBERTS, 1995).

Numero de células ——»

Fase de desaceleragio
Fase estacionaria

Inéculo Fase Lag | Crescimento| Crescimento

inicial Exponencial Linear

Tempo R

A fase lag, é o periodo em que as células se preparam para a divisdo
celular. O periodo de maxima divisdo celular ocorre na fase exponencial
(PASQUAL et al. 1997). Nesta fase pode-se observar um rapido crescimento dos
calos, devido a intensa divisao celular caracteristica deste periodo. A fase linear
ou periodo de crescimento é aquela na qual as células crescem, no entanto, a
divisao celular diminui, conforme cita Krikorian (1995). A fase de desaceleracao
do crescimento é o periodo em que se deve fazer a transferéncia do cultivo para
um novo meio nutritivo, devido a exaustdo de nutrientes no meio, presencga de
produtos téxicos, desidratacdo do agente gelificante e reducéo de Oz no interior
das células (SMITH, 1992). Essa fase estacionaria é o periodo no qual o numero
de células se mantém constante, e geralmente, ocorre o maior acumulo de
proteinas e metabdlitos secundarios. Sendo assim, torna-se importante obter
informagdes sobre a existéncia de algum componente limitante (reguladores ou
nutrientes), pois, através dele, pode-se ter um controle sobre a longevidade da

fase estacionaria.
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Grafico 4 — Curvas de crescimento baseado nos valores de peso seco dos calos

cotiledonares (A) e de hipocétilos (B) de G. wightii cultivados em meio MS

gelificados com as blendas dos tratamentos 3 e 4. Cada valor representa a média

€ o0 desvio padrao de trés repeticdes.
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Os percentuais de germinagdo de sementes de G. wightii nos meios
contendo as blendas dos tratamentos 1 e 2, foram significativamente superiores
ao do controle (Grafico 5). Esses resultados indicam que a presenga de
galatomananas nos meios também podem influenciar, de maneira positiva, o
processo germinativo. Durante esse processo, enzimas exudadas pelas proprias
sementes podem atuar na quebra das moléculas de galactomananas presentes
no meio. A quebra hidrolitica completa de uma molécula de galactomanana e a
mobilizacdo desse polissacarideo apds a germinagcdo das sementes envolve a
agao de, no minimo, trés enzimas (a-galactosidase, endo-B-mananase e exo-f-
manosidase). A a-galactosidase € a primeira enzima a atuar a galactomanana,
hidrolisando as ligagdes a-1,6 das galactoses ramificadas na cadeia principal de
manano (ligados B-1,6), permitindo a agao da endo-f-mananase que hidrolisara o
polissacarideo a oligossacarideos, onde a B-manosidase atuara (ligagées -1,4),
transformando esses oligossacarideos em monossacarideos que serao utilizados
no desenvolvimento do embrido (BUCKERIDGE et al., 2000; LISBOA et al.,
2006). Essas enzimas agem em conjunto sobre o polissacarideo para liberar os
monossacarideos constituintes que sao internalizados pelas células vegetais,
favorecendo a germinacao e o desenvolvimento da plantula. Desta forma, as
galactomananas podem atuar como fonte de energia para 0s processos
metabdlicos celulares, agdo que pode ser justificada pela fungdo de reserva
destes polissacarideos (TINE et al. 2000).

Grafico 5 — Germinagao in vitro de sementes de G. wightii em meios gelificados
com agar 1% (controle) e com as blendas dos tratamentos 3 (agar 0,7% +
galactomanana 0,3%) e 4 (agar 0,5% + galactomanana 0,5%). As contagens
foram realizadas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias. Cada barra representa a
média e o desvio padrao de 10 repeticdes. As médias de cada intervalo, seguidas
de mesma letra, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).
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Os resultados do Grafico 6 mostram que as blendas dos tratamentos 3 e 4
influenciaram positivamente no desenvolvimento in vitro das plantulas de G.
wightii, apresentando um crescimento mais acelerado que o controle. E
importante ressaltar que, além do crescimento mais acelerado, as planturas
apresentaram um maior tamanho em relagdo as plantulas cultivadas no meio
controle (Figura 13). Mais uma vez, isso pode estar relacionado a possivel
utilizagado das galactomananas pelas plantulas como fonte de energia. Resultados
semelhantes foram obtidos por Jain e Babbar (2002) que, utilizando a goma katira

como agente gelificante alternativo no meio de cultura de Syzygium cuminii.

Grafico 6 — Avaliagdo do crescimento das plantulas de G. wighti em meios
gelificados com agar 1% (controle) e com as blendas dos tratamentos 3 (agar
0,7% + galactomanana 0,3%) e 4 (agar 0,5% + galactomanana 0,5%). As
medidas foram realizadas nos intervalos de 3, 6, 9 e 12 dias apds a germinagao in

vitro. Cada ponto representa a média e o desvio padrao de 3 repeti¢cdes
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Para avaliar a viabilidade econ6mica do uso da galactomanana de A.
pavonina como substutita parcial do agar nos meios de cultura de tecidos de
plantas, foi eleborado uma tabela comparativa (Tabela 4) com varios agentes
gelificantes utilizados para a mesma finalidade. Fica evidente que a
galactomanana posiciona-se entre os agentes de menor custo, permitindo uma

reducao de até 50% do valor do agar, quando utilizada na forma de blendas.

Figura 13 — Plantulas de G. wightii crescidas in vitro por 12 dias. 1) Plantula
crescida no meio controle (agar 1%); 2) Plantula crescida no meio gelificado com
a blenda do tratamento 3 (agar 0,7% + galactomanana 0,3%) e 3) Plantula
crescida no meio gelificado com a blenda do tratamento 4 (agar 0,5% +
galactomanana 0,5%).
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Tabela 4 — Comparagao entre o custo dos diferentes agentes gelificantes

utilizados nos meios de cultura de tecidos vegetais.

Agente gelificante Custo médio' (US$)/ 500 g  Concentragdo usada (%)
Agarose 700 0-9

Agar 400 0-9

Alginato 90 0-2
Carragenana 110 1

Ficoll 760 10-40
Galactomanana de A. pavonina 20 3

Goma de Guar 90 3

Phytagel 360 0,3-0,5

Custo consultado em catalogos de empresas fornecedoras desses insumos
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6. CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos podemos concluir que as blendas T1 com
as blendas dos tratamentos 3 (agar 0,7% + galactomanana 0,3%) e 4 (agar 0,5%
+ galactomanana 0,5%) podem ser satisfatoriamente utilizadas como agentes
gelificantes dos meios de cultivo in vitro de tecidos vegetais. Além de
apresentarem propriedades fisicas similares ou superiores as do agar, essas
blendas também influenciaram de forma positiva no desenvolvimento dos calos,
na germinagao in vitro das sementes e no crescimento das plantulas de soja-
perene (Glycine wightii).

Do ponto de vista econémico, por ser facimente extraida de uma planta
amplamente distibuida no pais e por apresentar um excelente rendimento (~ 90
%), a galactomanana de sementes de A. pavonina ser um componente promissor
na substuicdo parcial do agar usado nos meios de cultura de tecidos,

proporcionando uma econémia de até 50% por quilo de agar utilizado.
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