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ESTUDO AGRONOMICO, QUIMICO E BIOLOGICO DE  Cochlospermum regium
(MART. EX. SCHARANK): UMA PLANTA MEDICINAL DO CERRA DO

Autora: Eng?. Agra. Marielle Cascaes Inacio

Orientadora: Prof2. Dr2. Ana Maria Soares Pereira

RESUMO

Cochlospermum regiuré uma espécie medicinal do Cerrado utilizada ndigima popular
para infeccbes. Por ser a raiz o 6rgao utilizadopraparacoes fitoterapicas, quando a droga
vegetal é preparada, de modo geral, ndo ha uma @mé@servacionista que garanta a
continuidade do individuo, comprometendo assimbaesdvéncia desta espécie. Desta forma,
este trabalho teve como objetivo fazer um estudimesaspectos agrondmicos, quimicos e
bioldgicos da espécie visando ampliar os conhedimsegerais sobr€. regiumpara que no
futuro seja possivel o desenvolvimento de um metkcdo fitoterapico a partir desta espécie.
Foram desenvolvidos experimentos de germinagaatro, protocolos de micropropagacao,
conservacao de germoplasmavitro, avaliagdo da atividade antimicrobiana e anti-txahe
avaliagcdo do perfil fitoquimico da planta. Paraed®inacdo das melhores condi¢bes de
germinacaadn vitro foram avaliados diferentes métodos de asseps&impos de imersdo em
acido sulfurico para superacédo da dorméncia dasrgesm No desenvolvimento do protocolo
de micropropagacédo foram avaliados o controle dalygdo de calos e vitrificacdo nos
explantes d€. regium o efeito das citocininas BAP, cinetina e zeataamultiplicagdo dos
explantes e da auxina IBA no enraizamentwuitro; a posicao da gema em relacao a brotacéo
e; o efeito de agentes de estresse osmaotico nciroesgo minimo de explantes @e regium

A atividade antibacteriana foi determinada atray@snétodo de microdiluicdo em caldo. A
citotoxicidade foi avaliada em células de fibrobtas melanoma. O perfil quimico da espécie
foi determinado por testes histoquimicos anatdomegcpsla identificagdo dos componentes do
Oleo essencial, ambos avaliados em folhas. Durantstabelecimento do protocolo de
micropropagacdo ocorreu vitrificacdo e producdo cddos nos explantes, que foram
controlados com aumento do teor de sacarose eoad&&arvao ativo, respectivamente, no

meio de cultura. As citocininas nas condicdes adak ndo promoveram efeito na



multiplicacdo dos explantes, assim como o IBA nd@alpziu raizedn vitro. A melhor posicéo

de gema para multiplicacédo foi a apical. Para Quagédo em Banco de Germoplasma
vitro, o sorbitol juntamente com pantotenato de calmolywiram maior taxa de sobrevivéncia
dos explantes em 25°C e o manitol adicionado adofarato em 15°C. Nas condicbes
avaliadas, os extratos nado apresentaram atividauébaeteriana, mostraram baixa
citotoxicidade para células normais e de melanomainm Os estudos histoquimicos
revelaram a presenca de todos os grupos de métsbséicundarios e o 6leo essencial teve
como seu componente majoritarioBeCopaen-4-alfa-ol. Assim, € possivel concluir que a
micropropagacdo da espédik regiumé viavel e mais estudos relacionados a quimica e
genética juntamente com atividade antimicrobian@&sj#cie devem ser realizados a fim de

encontrar os gendétipos promissores para conseneacam alto potencial antimicrobiano.

PALAVRAS-CHAVE: micropropagacdo, conservacéo vitro, atividade antimicrobiana,

algodaozinho-do-campo, Cochlospermaceae.
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SUMMARY

Cochlospermum regiums a medicinal species from Cerrado popularly wesgainst infections.
Being the C. regium root the plant organ commonly used for preparimytg@herapic
formulations and considering that there is not aseovationist action that guarantee the
preservation of individuals allowing the survivdl this species a study on the chemical,
biological and agronomic aspects of that species waried out to expand the general
knowledge abou€. regiumso that in the future the development of a phypic from this
specie may be viable. Experiments iaf vitro germination, micropropagation protocols,
germplasmin vitro conservation, evaluation of antimicrobial and tamtior activities and
evaluation of the phytochemical profile of the plavere performed. To determine the best
conditions forin vitro germination different methods of asepsis and tohémmersion in
sulfuric acid to the break dormancy of seeds wetaguated. For the development Gf
regiummicropropagation protocol callus proliferation piants vitrification as well the effect
of the cytokinins BAP, kinetin and zeatin in plantltiplication and of the auxin IBA om
vitro rooting were investigated. Also, the position leé bud and the effects of osmotic stress
agents on minimal growing &@. regiumplantlets were evaluated. The antibacterial agtiv

C. regiumextract was determined by the broth microdilutivethod and the cytotoxicity was
evaluated in fibroblast and melanoma cells. Thenubal profile of the species was
determined by anatomical and histochemical tesdsbgrthe identification of the essential oil
components. During the development of the micropgagion protocol was observed
vitrification and callus proliferation on the expta, what was controled with the increase of
sucrose concentration and the addition of activatiearcoal in the culture medium. The

cytokinins in the evaluated concentrations did dfect plant multiplication and the



concentration of IBA used did not indude vitro rooting. The apical bud position was
considered the best for multiplication . For thevitro conservation in germoplasm bank, the
addition of sorbitol and calcium pantothenate prtgdcsuperior survival rates of plantlets at
25°C and mannitol added to pantothenate at 15°Ghdnevaluated condition§;. regium
extracts did not show antibacterial activity, brggented low cytotoxicity for normal cells and
also for murine melanoma. Histochemical studiegaéad the presence of all the groups of
secondary metabolites and Copaen-4- alpha-ol veam#jor component found in the essential
oil. Obtained results indicate that the micropragamn of C. regiumis viable though further
studies on the chemistry and genetics of that speas well investigations on its antimicrobial
activity should be conducted in order to find preimg genotypes with validated antimicrobial

potential for conservation in germplasm banks.

Keywords micropropagationin vitro conservation, antimicrobial activity, algodaozintho-

campo, Cochlospermaceae.



1. INTRODUCAO

A espécieCochlospermum regiur@ uma espécie medicinal endémica
do Cerrado muito utilizada pela populacdo como dwetalternativo para tratamento de
infeccdes, principalmente do sistema reprodutoirfgr.

Estudos farmacoldgicos, quimicos e agronémicosadespécie sao
escassos. Sabe-se que o 6rgao principal utilizaldogmpulacdo nas preparacgdes fitoterapicas
€ a raiz. Plantas medicinais cujo sistema radiclatilizado na preparacdo de medicamentos
e remédios sdo mais vulneraveis a erosdo genéticaxtincdo, isto porque de modo geral
durante a coleta destes materiais ndo sdo tomaeddislas conservacionistas para evitar o
declinio populacional da espécie.

Algumas medidas de conservacdo da espécie ocoratumaimente
como a dorméncia das suas sementes que esperanéposia chuvosa para germinar e
também a plasticidade que a mesma apresenta quélotacdo. Quando acontecem, na época
da seca, as tdo comuns queimadas nas areas dddCearespécie, ja sem 0s ramos, apresenta
sua floracdo na altura do solo, através do xilapodie onde saem os ramos. Estas
caracteristicas garantem a sobrevivéncia e a ag@pti espécie aos problemas climaticos e
causados pelo homem.

Desta forma, ao considerar gdechlospermum regiu@ uma espécie
medicinal intensamente utilizada pela populacaolgieta o Cerrado e esta exposta a erosao

genética, este trabalho objetivou determinar unodeéglternativo para conservar a espécie e



multiplica-la, através da propagacdo vitro, ou micropropagacao; determinar, atraves de
atividades bioldgicas, alguns possiveis efeitosicials da espécie e fazer uma prévia
caracterizacdo fitoquimica de modo a contribuir adados que possam ser utilizados no

futuro para o desenvolvimento de fitoterapicos esta espécie.



2. REVISAO DE LITERATURA DA ESPECIE EM ESTUDO

2.1 O GénerdCochlospermum

A familia Cochlospermaceae € composta de 15 espsualadivididas
em dois géneroochlospemune Amourexia O géneradCochlospermunmtegra 11 espécies,
com distribuicdo em todo territério mundial. Derdie11 espécies, 6 apresentam importancia
medicinal, e relatos sobre a sua utilizacdo na civedipopular e/ou atividade farmacolégica
comprovada pela ciéncia estao disponiveis natitexgdTabela 1).

Existe, ainda, confusédo e discordancia entre osntanistas sobre a
familia Cochlospermaceae. Muitos classificam algumspécies do géne@ochlospermum
como sendo da familia Bixaceae (SOUZA e LORENZRD&O0 Classificacdes mais antigas
também apresentam controvérsias. A Flora Brasiiensie foi produzida entre 1840-1906
apresenta o génerocCochlospermum como sendo da familia Bixaceae (FLORA
BRASILIENSIS, 2009); ja a Flora Neotropica Monodnade 1981, destaca algumas espécies
do género como sendo Cochlospermaceae, incl@sivegiume C. vitifolium que ocorrem no
Brasil (POPPENDIECK, 1981). Devido a este fatopgem encontrar em herbarios exsicatas
da mesma espécie classificadas como sendo dedamilerentes. Das espécies existentes no
Brasil, aCochlospermum regiuracorre nas areas de Cerradd;.avitifolium na regido de

semi-arido e &£. orinocensaa Amazonia.



Dentre as espécies que sao utilizadas como medicohestacam-se:
C. vitifolium, C. angolenseC. planchoniie C. tinctitorium que mesmo estando separadas
geograficamente apresentam uma mesma utilizacdalgroppara ictericia. Segundo
Poppendieck (1981) este uso pode ter sido descopeld coloracdo amarela do suco das
raizes, que é sugestiva, ou pela difusdo de cankatd transmitido pela migracdo de pessoas

de uma area para outra, tais como escravos afdcano



Tabela 1: Distribuicéo, classificacao, utilizac@pplar e uso farmacoldgico de espécies do gébechlospermum

Espécie Continente Distribuicao Classifi- Orgéo utilizado/Uso na medicina popular Orgéo utilzado/Uso farmacolégico Referéncias
Cacédo comprovado
C. vitifolium Deharo et al., 2004;
(Willdenow) América México até o Arvore Casca/Figado, ictericia, rins, Ulceras, Casca/Hepatite, antiinflamatério, Salgado-Sanchez et al.,
Sprengel Brasil/Bolivia hipertensao, hepatite, diabetes analgésico, diabetes, sindrome 2007; Ortiz-Andrade et
metabdlica, colesterol al., 2009.
C. regium Nunes et al., 2003;
(Mart Ex. Raiz/colesterol, feridas, laxante, depurativo doRaiz/gastrite, analgésico, antibacteriano; Rodrigues et al., 2005;
Shranck) Pilger América Brasil e Bolivia Arbusto sangue, inflamacéo da pele, de Gtero, ovario, Oleo essencial de folhas/antibacteriano  Ritto, 1996; Castro,
prostata, dores de cabega 2000; Oliveira et al.,
1996; Honda et al., 2007.
C. orinocense i
(Kunth) América Amazdnia e Norte Arvore * * *
Steudel da América do Sul
C. tetraporum Sul da Bolivia e i
Hallier América Norte da Arvore * * *
Argentina
C. angolense i i
Welwitsch Ex. Africa Angola Arvore Raiz/Malaria, ictericia Raiz/Plasmodium falciparunimalaria) Presber et al., 1992.
Oliver
C. planchonii Doughari et al., 2008;
Hooker E. ex Raiz/Ictericia, verminoses, hepatite, Raiz/antibacteriana, antifingica, Blench, 2007; Aliyu et
A. Richard Africa Senegal até Arbusto, Esquistossoma, dores nas costas, diarréias, antileveduricida, ictericia hepatica, al., 1995; Vonthron-
Camardes subarbusto infecgbes do trato urinrio; Folhas+raiz/ Plasmodium falciparum (maléaria). Sénécheau et al., 2003;
malaria, febres; Raiz/doencas sexualmente Oleo essencial da raiz/antibacteriana Benoit-Vical et al., 2003;
transmissiveis Ouattara et al., 2007.
C. intermedium Africa Republica Centro-  Arbusto,
Mildbraed Africana subarbusto * * *
C. tinctorium Nergard et al., 2005;
Perrottet Ex A. Africa Senegal até Arbusto, Raiz/maléria, ictericia, Raiz/Ulcera, hepatité?lasmodium Etuk et al., 2009; Benoit
Richard Uganda subarbusto falciparum(malaria), antibacteriano et al., 2005; Traoré et al.,
2006; Tijani et al., 2009
C. wittei W. Africa Congo Arbusto,
Robyns subarbusto * * *
C. religiosum ) i .
(Linnaeus) Asia India até Sudeste Arvore Casca/aplica-se em area com osso fraturado * Bapuji e Ratnam, 2009
Alston da Asia
C. gillivraei Australia Norte e Australia Arvore
Bentham Ocidental * * *

* Nao foram encontradas literatura a respeito
Fonte: adaptado de Poppendieck, 1981.
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2.2 A espéci€ochlospermum regium

2.2.1 Taxonomia e habitat

Dominio: Eucariota

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta Cronquist, Takht. & W. Zimnx Reveal

Classe: Magnoliopsida Brongn.
Subclasse: Dilleniidae Takht. ex Reveal & fitak
Ordem: Violales Lindl.
Familia: Cochlospermaceae Planch.
GéneroCochlospermunKunth
Nome botanicoCochlospermum regium(MISSOURI BOTANICAL

GARDEN, 2009).

Cochlospermum regiumé uma espécie endémica do Cerrado
conhecida popularmente por algodaozinho-do-campalgnddozinho-do-Cerrado (Figura 1).
Geralmente € encontrada em locais modificados lp@heem, como estradas, ferrovias, entre
outras. Uma caracteristica Unica da esp€cieegium dentre as espécies do género, € a sua
plasticidade em relacdo a floracdo. As flores aameno topo da parte aérea anual, que
geralmente esta desfolhada na época. Quando odarano € destruido, pelos incéndios, por
exemplo, que séo bastante frequentes nos Cermaslfisres nascem ao nivel do solo a partir
do xilopddio, de onde também saem os ramos. Esdateaistica colabora para que a espécie
se adapte as intempéries da natureza e as acigsicadg (POPPENDIECK, 1981).
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o n

Figura 1: Planta d€ochlospermum regiunfA) No habitat natural. (B) Detalhes da flor.
2.2.2 Etnoboténica e etnofarmacologia

A espécie Cochlospermum regiumé intensamente utilizada na
medicina popular e suas raizes sdo comercializaatagizeiros em todo bioma do Cerrado.
Nunes et al. (2003) fizeram um levantamento decéspé&omercializadas por raizeiros nos
anos de 1992 e 2002, e dentre estas espécies/€Bi@izaram que dC. regiumfoi a 52 e 62
mais citada pelos comerciantes. Dentre suas inGnugifezacoes pela medicina popular, da-se
importancia principalmente a utilizacdo contra igfiies de ovéario e do sistema reprodutor

feminino (Tabela 2).
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Tabela 2: Regido brasileira onde se utilzaregiumcomo medicinal, érgéo utilizado, formas

de uso e indicacao terapéutica

Regido Orgao Formas Indicacao terapéutica Referéncias
utilizado de uso
Tocantins Dores de cabeca Rodrigues e Carlini,
* * 2005
Cha, Inflamac&o em geral, problemavoreira e Guarim-
Mato Grosso  Raiz garrafada de préstata e pneumonia Neto, 2009
Cha, Infecgdes ginecologicas,
Goias Xilopodio garrafada gastrite e Ulcera gastrica ;(r)%sévenzo' etal,
ou pd
Goiés * * Infec¢éo gastrica Carvalho, 2004
Colesterol, feridas internas e
Mato Grosso Raiz * externas, laxante, depurativo
do Sul do sangue, inflamacdo da pele)unes et al 2003
atero, ovario e préstata
Mato Grosso  Casca Cha Depurativo do sangue Guarim-Neto, 2006
Goiés Inflamag®es uterinas, vias Souza e Feffili, 2006
* * urinarias, diarréia
Mato Grosso Rizéforo  Decocto, Infeccdes, inflamagoes, Souza e Felfili, 2006
cha corrimentos, depurativo
Mato Grosso  Folha Cha Célculo renal, tlcera Sangalli et al., 2002

* Nao hé& especificacdes

2.2.3 Estudos Agrondmicos

Sementes d€. regiumapresentam tegumento duro o que dificulta a
permeabilidade da agua conferindo-lhe a condic&dod®éncia. Segundo Kirizawa (1981), a
semente desta espécie é constituida também, pocamada palicadica resistente na parte
mais externa do tegumento revestida por uma camelgada, que se removida através de
escarificacdo permite a embebicdo normalmente.

A superacdo da dorméncia das sementeS.degiumja foi avaliado
por Sales et al. (2002) e Camillo (2008). Estactoiseguida através da escarificacdo quimica
por acido sulfarico por periodos de 90 a 150 misutsultando até 80% de germinacao em
papel umedecido.

Em se tratando de armazenamento das sement&sregium Camillo

(2008), verificou que sementes com 7,9% de umidadeantidas em temperatura sub-zero
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(-20°C) pode ser uma alternativa para conservex&ituda espécie, garantindo caracteristica
ortodoxa para estas sementes.

O melhor substrato para germinagcéo e desenvolvorded plantulas
de C. regiumfoi avaliado por Viu et al. (2007) e Sales et(2D08). O substrato comercial
vermiculita foi o mais eficiente em promover a ge@gao e maior altura de plantulas,
segundo estes autores isso ocorreu devido as @dages fisicas do mesmo, que proporciona
grande porosidade, aeracdo e boa capacidade deaetde agua. O maior nimero de folhas
foi conseguido em substratos contendo solo de @eresterco (7:3) e solo de
Cerrado+esterco+areia (1:1:1) com uma média dg fthas por plantula ao final de 28 dias.
Além de condi¢des a campo, Sales et al. (2008jicamam que em condi¢cdes de laboratério
os substratos papel toalha, papel mata borrdo,imdita, palha de arroz carbonizada, terra
preta, areia, solo de Cerrado e a mistura de todmibstratos apresentaram o mesmo valor
estatistico para germinacao.

A luminosidade e a temperatura exercem influénctdbres a
germinacdo das sementes @e regiume os melhores resultados sdo obtidos no escuro,
vermelho e vermelho-extremo (81,2%, 90,7% e 74 &8pectivamente) e em temperatura de
25°C, obtendo-se até 90% de sementes germinadab/¢ute 2,6 (SALES, 2001).

Em se tratando de conservacédo, sob conditadtro, Camillo et al.
(2009) estabeleceram crescimento minimo de exg&hteegiumem meio de cultura WPM

(%2) a uma temperatura de 20°C.

2.2.4 Fitoquimica

Pouco se sabe sobre a composi¢ao quimica da e§qditospermum
regium Em 1996, Lima e colaboradores isolaram uma flamanglicosilada denominada
Dihidrokaenferol 3-O-glucopiranoside {{,,0;1). Segundo Ritto (1996), foram isolados da
raiz dessa espécie flavonoides e o acido graxdrbXitetradecanona-3.

Honda et al. (1997), analisando o Oleo essencidC.desgium, por
cromatografia gasosa acoplada a um espectrOmetrmadsas encontraram as seguintes
substancias: 34,19%-selineno, sendo o mais frequente, 5,4% de elem&B8p de trans-

cariofileno, 3,4% dex-pineno, 2,8% dex-humuleno, 2,1% de aromadandreno, 1,2%ude
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selineno, 0,8% d&-cadineno, além de outros compostos ndo identdicapie resultaram em
45,4% do rendimento total do 6leo. Segundo estesemy as folhas d€. regiumproduzem
0,24% de 6leo essencial,

2.2.5 Farmacologia

Do ponto de vista farmacologico, os extratos lipdidlos de raizes de
C. regiumnéo apresentam toxicidade aguda quando admirostsad oral (RITTO, 1996).

O teste de Ames realizado &almonella typhimuriuptom extrato de
C. regium, mediu a mutagénese bacteriana pelo numero deaséhavertentes para a
prototrofia de histidina e os resultados mostrague o extrato liofiizado de raiz nas
concentracdes de 0,01; 0,1; 0,5; 1,0; 2,0 e 5,09, nmAo exibiu atividade mutagénica (LIMA,
2002). Resultados semelhantes foram obtidos pore®Num Carvalho (2003), no qual
verificaram que extrato de raiz liofilizado nas centracdes 13, 19 e 25¢" In40 mostraram
atividade mutagénica nem direta nem indiretameotbeeslarvas d®rosophila melanogaster
pelo teste RXL (ring-X loss) que detecta a perdal o cromossomo X e a perda parcial do
cromossomo Y.

Outro estudo realizado a partir de Teste de MiactEwiem medula
O0ssea de camundongos, com extrato liofilizado @edeC. regium mostrou que nao ocorreu
modificagdo do DNA celular, ndo apresentando asderio antimutagénico (ANDRADE et
al., 2008). Em contra partida, um trabalho reatizpdr Castro et al. (2004) mostrou que o
extrato de raiz deC. regium liofilizado apresentou atividade mutagénica e téiira em
eritrécitos da medula 6ssea de camundongos. Segsndotores, esses efeitos sdo dados pela
presenca dos flavondides e taninos.

Castro (2000) estudou o efeito antinociceptivo do0-3
glicosildihidrocanferol extraido das raizes@eregium e postulou que esta acado nao ocorre
por bloqueio da pirenzepina e L-arginina, e tamindm interfere na sintese de oxido nitrico,
mostrando que o mecanismo de acdo da droga ocerreaodo diferente dos mecanismos
classicos, sendo desta forma, relevante o desemaito de estudos mais aprofundados

sobre essa substancia para o desenvolvimento dasdamalgésicas.
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Segundo Ritto (1996), o extrato liofilizado de esizleC. regiuminibe

leséo gastrica induzida por indometacina e nacseapta atividade antiedematogénica.

2.2.6 Atividade antimicrobiana

Existem poucos estudos relacionados a atividadmiambiana com a
espécigCochlospermum regium esses poucos relatos sdo sobre atividade aetibaa.

Os extratos hexanico, hidro-alcéolico, acetato tk,eN-butanol,
decoctos preparados conforme utilizado na medieimular (12, 24 e 60g1) e também da
flavanona 3-0-glicosildihidrocanferol foram avakedquanto a atividade antimicrobiana por
Oliveira et al. (1996). Estes autores concluirare quextrato hexanico e acetato de etila
apresentaram atividade frent&taphylococcus aurewsEscherichia colip extrato butandlico
mostrou efeito somente conta aureuse a flavanona 3-0-glicosildihidrocanferol e o d&oo
ndo apresentaram atividade frente as linhagensduaal

Segundo Honda et al. (1997), o 6leo essencialalaad deC. regium
também apresentou atividade antibacteriana frengtaphylococcus aureugviC=1,5mg

mL") e Salmonella typhimuriurgMIC=5mg mL?).

2.3 Micropropagacéao

A micropropagacao ou propagagéovitro proporciona a clonagem de
muitas espécies, permitindo a formacao de indiddgeneticamente idénticos a partir de
células, 6rgdos ou pequenos fragmentos de umaaptaatriz, denominados totipotentes. E
um procedimento de importancia pratica e potenoml agricultura, principalmente na
producao de plantas em larga escala, no intercadebgermoplasma, e na pesquisa basica no
gue se refere a citologia e fisiologia celular (Slet al., 2006). Apesar de ser mais utilizada
para espécies de propagacdo vegetativa, o seuanaofggmacdo de clones de gendtipos
superiores para espécies que se reproduzem pontesntem se mostrado eficiente e viavel
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998; CALGAROTO et al., ZI7; LIMA et al., 2007;
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NASCIMENTO et al., 2007; NERY et al., 2008; RIBEIR€ al., 2009; SAMARA et al.,
2009), ampliando dessa maneira seu leque de agdicac

Alguns procedimentos basicos iniciais devem seuideg a fim de
utilizar a técnica de micropropagacéao, dentre @atdgem-se: a selecdo da planta matriz, no
gual deve ser considerado a sanidade e o est&itodiico da planta, sendo plantas mais
jovens comprovadamente as mais indicadas como zestrpor serem mais sadias
(ALBUQUERQUE et al., 2000; SETHER et al., 2001; XEIRA, 2005; CARVALHO et al.,
2006); o tipo de explante utilizado para iniciarcativo in vitro, que podem ser folhas,
cotilédones, talos, segmentos nodais, apices emefire radiculas, entre outros. O nivel de
diferenciacéo do tecido e a fase de desenvolvimemtque se encontra devem ser levados em
consideracdo para garantir o potencial morfogenéti@a estabilidade genética (SERRANO
GARCIA e PINOL SERRA, 1991).

O meio de cultura no qual o explante sera inocul@docomposto
basicamente por sais minerais, uma fonte de car(@girar), alguns aminoéacidos, vitaminas
e reguladores vegetais. Como acgUcar pode seradiilia sacarose (mais comum), a manose, a
glicose, a frutose e a ribose, entre outros, unm quee inicialmente o explante ndo é
autotréfico (BARRUETO CID, 2001; NICOLOSO et al.0@B; REGO-OLIVEIRA et al.,
2003; KROGSTRUP et al., 2005; AIRES et al.,, 2000QREIRA et al., 2007; RIBEIRO et
al., 2007; RUZC et al., 2008; BAHMANI et al., 2009; TAPINGKAE et a2009).

O balanco nutricional e hormonal do meio é depeteddn fase do
cultivo e da demanda de cada espécie. Normalmpata,a producdo de gemas e mdultiplos
brotos utiliza-se um balanco rico em citocininaguanto que para o enraizamento, doses
maiores de auxinas. Ja para o alongamento, fazaskcao de giberelinas. No entanto, este
modelo ndo pode ser generalizado, mas vem senlizaddi como ponto de partida para
determinacdo de protocolos de micropropagacdo deasnespécies com sucesso (ERIG e
SCHUCH, 2006; MENDES et al., 2007; AIRES et al.p20FLORES et al., 2009; LIMA
NETO et al., 2009; RADMANN et al., 2009; ROCHA ét 2009; SCHMILDT et al., 2009).

Para que a micropropagacdo tenha éxito, € necesgeias condicdes
de incubacgédo estejam bem ajustadas. De maneirh gara a grande maioria das espécies,
uma incubacao inicial, em presenca de luz, comsidade de 20 a 70 mmofifs, e com

temperaturas entre 20°C e 27°C sdo satisfatories rpaitas plantas. O fotoperiodo mais
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utilizado nos laboratérios esta entre 12h e 18knegrande resposta morfogenéiicavitro.
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

2.3.1 Etapas Basicas da Micropropagacao

Definem-se trés etapas basicas na micropropagasfabelecimento,
multiplicacdo e enraizamento. Em alguns casosasadcessaria uma fase de alongamento em
meio de cultura proprio, que precede o0 enraizameagsim como a aclimatacdo pode ser
considerada a etapa final, ainda que realizada fd@a condicbes de laboratorio
(GRATTAPAGLIA e MACHADO, 1998).

A fase de estabelecimento da cultura inclui e desiacédo do material
a fim de eliminar a contaminagdo superficial doplaxtes e varias sdo as substancias que
podem ser utilizadas neste processo: etanol (euic@ld de 70%), hipoclorito de soédio
(NaOCl), 1% a 3% de cloro ativo, Twéenfungicidas e bactericidas em geral, dentre outros
(FLORES et al., 1998; NIETSCHE et al., 2006; CANDak, 2007; DINIZ et al., 2008;
AMANCIO et al., 2009; BRONDANI et al., 2009). Dege- considerar a fragilidade do
explante ao determinar o tempo de exposicéo a psidatos.

A fase de multiplicagdo implica na adicdo de regoitas vegetais no
meio de cultura e € nesta etapa que se pode obtetiar niumero possivel de plantas, por
meio de subcultivos sucessivos. Porém, forcar emmad@ as taxas de multiplicagdo, assim
como prolongar muito esta fase, pode ndo ser coenvienem vista da ocorréncia de plantas
variantes (MORENO e ROIG, 1990; SOUZA, 2001).

Apoés a fase de multiplicacdo, e quando a parteaagsta formada,
passa-se a fase de enraizamento que pode ser giglaspgr meio da adicdo de auxinas ou
outros agentes rizogénicos ao meio de cultura. Bsti@atégia que vem sendo utilizada com
éxito é a reducdo da concentracdo de macro e/oromuitientes da solucdo béasica que
compde 0 meio, ja que altas concentracdes de ga@sais parecem interferir tanto na inducao
como na iniciacdo e alongamento das raizes (GRARRRA e MACHADO, 1998). Para
espécies do Cerrado 0 enraizamentwitro se mostra mais complicado que para espécies de
outros biomas. Por isso, 0 enraizamemtwitro pode ser uma alternativa mais segura e viavel
(MORAES et al., 2007).
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Definida as condigcbes de enraizamento passa-se Pafase de
aclimatacdo. Esta requer atencéo e maiores cuidbido a fragilidade das plantasvitro e
a dificuldade que pode representar a transfer&asaplantas das condicdesvitro paraex
vitro, como a excessiva perda de agua por evapotrag@pigue ocasiona estresse hidrico
(Souza et al., 2006). No entanto, muitos experiogenbnseguem com sucesso a aclimatacao
de plantas micropropagadas (GIRARDI et al., 200#DO et al., 2007; NASCIMENTO et
al., 2009; PORTELA et al., 2009; VICENTE et al.020.

2.3.2 Reguladores vegetais

A adicdo de reguladores vegetais no meio de cultlojativa a
tentativa de suprir as possiveis deficiéncias dosets enddgenos de hormoénios nos explantes,
e também estimular o alongamento, a multiplicacdopdrte aérea e desenvolvimento do
sistema radicular.

A necessidade de utilizagdo de auxinas e/ou cit@sn no
estabelecimento de um protocolo de micropropagéaddem documentada na literatura como
mostrado anteriormente. Skoog e Miller (1957) edtleram que uma alta relacdo
citocinina/auxina (c/a) promove a proliferacdo detdis e suprime o desenvolvimento de
raizes (Fase 2 da micropropagacao), enquanto que haixa relacdo c/a favorece o
desenvolvimento de raizes (Fase 3 da micropropapaca

Para a fase de multiplicagéo, geralmente, a ing@aldas citocininas é
indispenséavel, pois sdo responsaveis pela quebradogaindncia apical induzindo a
proliferacdo de gemas laterais (MOK et al., 20@@ymbinacdes com outros reguladores
podem ser avaliados. As espécies respondem diéenente a tipo de citocinina e a diferentes
concentracdes sendo que o sucesso da multiplicagétro esta nas tentativas e erros e nas
necessidades e/ou problemas encontrados durantestes. A dose de citocinina utilizada
deve induzir uma taxa de proliferacédo aceitavel sensar o amarelecimento ou malformagéo
dos brotos.

Na fase de enraizamento, as citocininas sdo gemgnmmitidas e
adiciona-se ao meio de cultura as auxinas, que&lsdon modo geral, indispensaveis para o

enraizamento das partes aéreas formadas na faswmiltplicacdoin vitro (KRIKORIAN,
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1993). O tipo e a concentragdo das auxinas efesgudra o enraizamento, assim como para as
citocininas variam conforme a espécie (KRIKORIAN93; CALDAS et al., 1998).

Quando a concentracdo de auxina no meio de enraamé
excessiva, ocorre a formacéo de calo na base dantgpcomprometendo a rizogénese e 0
crescimento da parte aérea. Em alguns casos ésadoeagtilizar dois meios diferentes para o
enraizamento: um meio rico em auxina para induga@®cao, e outro sem regulador vegetal
para estimular a emergéncia e o crescimento dassraité que estejam suficientemente
alongadas para o transplantio. Entretanto, esteegnmento acarreta no aumento dos custos
da planta micropropagada (GRATTAPAGLIA e MACHAD(9B).

O ideal é utilizar um meio que favoreca a induchuciacdo e
alongamento das raizes, ou entdo induzir o enraiatn vitro e deixar que o alongamento
ocorra no substrato de transplantio, o que reduziri custo e permitiia um melhor
desenvolvimento do sistema radicular. Reguladoggetais que ndo fazem parte do grupo das
auxinas sdo dispensaveis ou até prejudiciais dastade enraizamento: as citocininas podem

dificultar o enraizamento, ja as giberelinas eid@abscisico inibem a formacéo de raizes.

2.4 Conservagdo em Banco de Germoplasnravitro

O Banco de germoplasma vegetal visa conservar iespéde plantas
Gteis aos homens em condi¢cdes seguras. Isto pesuéeutilizacdo em pesquisas, no
desenvolvimento de novas variedades e na sua mgape no caso de alguma catastrofe
ocasionar o desaparecimento das variedades casvd@m sido amplamente utilizados por
universidades e empresas de pesquisa a fim de i@@rse as espécies potenciais protegidas
(KEATMETHA et al., 2006; SARASAN et al., 2007; HOIBIUC et al., 2008; DIMITROVA
e MARCHEVA, 2009; LATA et al., 2009; RANGSAYATORNt @l., 2009; RITSCHEL et
al., 2009).

Para ser considerado um bando de germoplasmajeasteconter uma
variabilidade genética minima que represente osac@mmanho efetivo e frequéncia de
alelos), seja cultivar elite ou primitiva, populag@aca, espécie ou género (CARVALHO et
al., 2008).
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Para conservacdo da viabilidade das espéciegagdi 0 banco de
germoplasma destinado a preservacdo da maximabNidade genética vegetal existente,
desde as modernas cultivares até as espéciedrsidyasom o objetivo de: conservar fontes
genéticas para futuro uso em melhoramento e estadogjenética; manter cole¢bes de
diferentes genotipos devidamente caracterizadoyadiados para uso em programas de
melhoramento; e prevenir e evitar a perda de resugenéticos (TOWILL, 2000).

A diversidade contida em um germoplasma deve sategida de
eventuais perdas para garantir a sua utilizacéEmesido coletada nos centros de origem das
culturas. Segundo Vieira (2000) as colecbes de gaamma tém sido mantidas em
instituicdes diversas, com a responsabilidade Ygafiantir a sua diversidade; 2) multiplica-
la; 3) distribui-la aos usuarios e 4) promoveracaracterizacdo por diferentes metodologias.

O banco de germoplasnravitro € um dos métodos utilizados para a
conservacacex situde material genético sob condigbes assépticas. ddala espécie sdo
necessarios estudos para estabelecimento de pootespecifico, entretanto, para algumas
plantas que ndo produzem sementes, ou que raraprediezem sementes como é o caso das
espécies propagadas por bulbos e rizomas, a cirtuit@o tem sido a op¢do mais viavel para
a conservacdo. Este método esta sendo cada veatiliaelo para espécies que produzem
sementes com pouca frequéncia, para conservaca@tdeiais coletados no campo em fase
estéril, bem como para espécies recalcitrantes, éstque nao toleram desidratacdo e
armazenamento por longo prazo a baixas tempergtdegT, 1992).

Colegbes in vitro, em geral, sdo conservadas em banco de
germoplasma sob condi¢cdes especiais protegidasveletuais perdas, garantindo a sua
utilizacdo a curto, médio e longo prazo. Materimgoduzidos nesses bancos tém sido
coletados nos centros de origem das culturas ovegéses onde se desenvolvem racgas locais
(TOWILL, 2000).

O crescimentdn vitro, durante o periodo de conservacao, pode ser
limitado por vérios fatores fisicos e quimicosstabmo a redugdo da temperatura e/ou
intensidade luminosa, a diluicdo dos elementostivais no meio de cultura e uso de agentes
osmoticos, capazes de inibir o crescimento do mhtem cultivo (VILLALOBOS e
ENGELMAN, 1995).
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Plantas mantidas em banco de germoplasma tém taaiaale divisao
celular, o que tende a diminuir a freqiéncia deagigs que podem ocorrer durante a
duplicacdo do DNA na fase mitética do ciclo celldENSHAW, 1982).

Nos ultimos anos, as técnicas de culiaraitro para conservacao em
médio prazo em banco de germoplasma foram amplamdestnvolvidas e aplicadas em mais
de 1000 espécies, muitas das quais sdo de regipesats (LATA, 1991).

Segundo Villalobos e Engelman (1995), desde 19@Qvér um
crescimento significativo do nimero de colec@esvitro para preservacdo de plantas e
subseqiiente melhoramento genético. De acordo cofmA@ (Food and Agriculture
Organization), no ano de 1994 havia 4.410.000 asessnservados vitro, sendo 50% do
total conservado por paises industrializados, 38%gppises em desenvolvimento e 12% por
grupos independentes (ANAON, 1994).

No Brasil uma das iniciativas pioneiras no queefere a conservacao
de recursos genéticos de plantas medicinais emraule tecidos foi a criagdo, em 1987, do
Banco de Germoplasma vitro de plantas medicinais da Universidade de Ribel&io
(UNAERP). O Banco foi instalado a partir de recsrsmlvindos da CEME (Central de
Medicamentos - Ministério da Saude) com objetivorelenir 0 maior niumero possivel de
acessos d&laytenus aquifoliune M. ilicifolia para disponibilizar a industria de fitoterapico
um amplo acervo de acessos dessas espécies. Emc@@O@ aprovacdo de varios projetos
financiados pelo CNPqg e Fapesp foram introduzidezewhs de espécies medicinais do
Cerrado e da Mata Atlantica na forma de plantulaglelas. Posteriormente, em Janeiro de
2001 o banco foi ampliado mais uma vez, a parturdeprojeto teméatico dentro do Programa
Biota-Fapesp, cujo objetivo foi a introduc@o vitro de espécies medicinais da familia

Bignoniaceae com atividade antitumoral.
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Capitulo I. GERMINACAO DE SEMENTES DE Cochlospermum regium IN VITRO

1. INTRODUCAO

O estudo germinativo das sementes de espécies inaslice
necessario para o entendimento das caracteristigagdmicas relacionadas a germinacéo e
para otimizacdo do processo de propagacao a fimetieorar a producédo em larga escala.

As sementes d€ochlospermum regiurapresentam caracteristica de
dorméncia devido ao seu tegumento duro que impetérada de agua. Desta forma, estudos
relacionados a superacdo desta dorméncia faz-sss@m quando se inicia um estudo
agrondmico.

A germinagdo ocorrenda vitro € uma alternativa e um complemento
ao método convencional e torna o estudo mais rapidis facil de ser visualizado e exige
pouco espaco fisico, proporcionando resultadoseafies e com menor uso de material

vegetal, além ser uma fonte permanente de expliviies de contaminantes exdgenos.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
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Determinar condi¢cfes ideais vitro, de germinacdo de sementes de
Cochlospermum regium

2.2 Objetivos especificos

1- Determinar a eficiéncia de uma metodologia depsa;

2- Avaliar a manifestacdo ou nao da dorméncia elaestes introduzidas vitro;

3- Estabelecer tempo ideal de imersdo em acido sudf(para quebra de dorméncia das
sementes;

4- Avaliar a influéncia do tamanho das sementeges@ germinacdo e contaminagao

endogena.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e beneficiamento das sementes

Frutos maduros d€ochlospermum regiuram estado de deiscéncia
foram coletados em locais de ocorréncia naturasgecie no més de agosto de 2008 (Tabela
3). Um ramo contendo folhas e 6rgao reprodutivaifiizado para confeccdo de uma exsicata
gue esta depositada no Herbario do DepartamenBiadecnologia de Plantas Medicinais da
Universidade de Ribeirdo Preto sob numero 1830. sAmentes foram beneficiadas
manualmente, separadas por genétipos, armazenadasams de papel graft devidamente

identificados e mantidas em camara fria a 5°C.
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Tabela 3: Locais de coleta de frutos e/ou semeegS. regium com respectiva latitude,
longitude e altitude, UNAERP, Ribeirdo Preto-SR)20

Local de coleta Latitude Longitude  Altitude (m)
Joédo Ribeiro/MT 15°37'16,5"  53°58'55,7" 631
Presidente Murtinho/Vila Paredao/MT 15°35'35,9" °13333,6" 537
Bauxi/MT 15°10'02,5" 56°32'58,8" 226
Barra do Gargcas/MT 15°51'18,3" 52°24'39,0" 379
Campo Novo do Parecis/MT 14°30'50,4" 57°54'34,0" 481
Chapada dos Guimaraes/MT 15°20'13,8" 55°52'46,5" 325
Guia/MT 15°19'11,4"  56°14'20,9" 169
Bom Jardim de Goias/GO 16°16'38,1" 51°59'49,0" 2 39
Acorizal/MT 15°13'15,4"  56°24'05,2" 188
Sacramento/MG 19°54'20,7" 47°22'36,5" 891

3.2 Assepsia das sementes

Sementes d€. regiumforam imersas em benlate, hipoclorito de célcio

e acido sulfarico conforme os seguintes tratamentos

Al= 2 horas em benlate 5%, 30 minutos em hipodak# calcio 0,5%;

A2= 1 minuto em &acido sulfurico 80O;) 98% PA, 2 horas em benlate 5%, 30 minutos em
hipoclorito de calcio 0,5% e;

A3= 1 minuto em HSQOy, 2 horas em benlate 5%, 30 minutos em hipoclai&aélcio 0,5%,

40 minutos em b50,.

As sementes ao serem tratadas com benlate e hipmdie calcio
permaneceram sob agitacdo em mesa orbital a 90uanto ao acido sulfarico a imersao
foi estatica em capela de exaustao.

Sementes contaminadas exogenameimte vitro, submetidas ao
tratamento TGoram posteriormente imersas em &cido sulfarico $8¥%por 40 minutos e re-

inoculadas em meio de cultura.

3.3 Superacéo da dorméncia
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As sementes foram imersas em &cido sulfarico 98%{HRSQy) por
diferentes periodos de acordo com 0s seguintesrestos:

Sd0= 1 minuto em }$0y;
Sd1= 20 minutos em430y;
Sd2= 40 minutos em430y;
Sd3= 80 minutos em430y;
Sd4= 120 minutos emAS0y;
Sd5= 160 minutos emAS0;;
Sd6= 200 minutos emAS0,.

As sementes utilizadas neste experimento permaracamazenadas

em camara fria por 6 meses.

3.4 Influéncia do tamanho das sementes

As sementes deéC. regium classificadas em pequenas, médias e
grandes (Figura 2) a partir de medi¢des, com pagfudmde altura, comprimento e largura
foram submetidas ao melhor tratamento de supeEd@orméncia (120 minutos em$0y).

As sementes utilizadas neste experimento permaraca@mazenadas em camara fria por 10

meses.

Figura 2: Tamanhos de semente£deegiumseparados visualmente.
A=Sementes grandes/ B=Sementes médias/ C=Semeufesras
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3.5 Condicdes gerais dos experimentos

Para avaliar a germinacao @mochlospermum regiumas sementes
coletadas foram misturadas e formaram um Unicauliliezado para os experimentos.

Todas as sementes, ap0s serem submetidas a assepsexposicao
ao acido sulfarico, foram lavadas trés vezes ena @gstilada e autoclavada, em camara de
fluxo laminar. A seguir foram inoculadas em cubetds vidro contendo meio MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962) suplementado com 30gde sacarose e gelificadas com
2,59 L' de Phytagél. Todas as sementes foram mantidas em sala deinveeso com
temperatura de 25°C+2°C e intensidade lumide2suMol m?s?, com fotoperiodo de 16:8h.

As avaliacdes foram realizadas diariamente por 4#5,de o0s
parametros avaliados foram indice de velocidadggeleinacdo (IVG), porcentagem de
germinacédo, de contaminacdo exdgena e endogeraam feonsideradas germinadas sementes
com protrusdo radicular. O delineamento experinidptainteiramente casualizado, com 3
repeticdes e 10 replicatas, totalizando 30 sem@utesatamento. Os dados foram submetidos
ao teste Tukey 5% com o auxilio do programa SISVABRREIRA, 2005).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Assepsia das sementes

Problemas de contaminacdo séo frequentes ao smarutihateriais
provenientes do campo na propagaicéatro, mesmo quando se realiza uma assepsia prévia.
Principalmente os explantes de raizes e tubércaelomateriais com tricomas, estdo
intensamente contaminados por fungos (BARRUETO €I DIMMERMANN, 2006). Desta
forma, véarios experimentos devem ser realizadoa pardeterminar o melhor método de
assepsia.

Nos experimentos realizados com assepsia de sesre@ regium
todos os tratamentos utilizados foram eficientas giminar contaminacéo superficial das
sementes. Essa eficiéncia certamente esta reldeicaacaracteristica da semente que se

apresenta lisa e sem reentrancias o que facilitbeseontaminacdo. As sementes submetidas
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aos tratamentos com hipoclorito de célcio, berdalemin. em acido sulfdrico apresentaram
dorméncia, ndo germinando no periodo de 40 diagurei® Kirizawa (1981), o tegumento
duro das sementes de. regium dificulta a impermeabilidade da agua, ocasionaado
dorméncia. A utilizacdo do acido sulfurico por 4lhnestimulou a germinacao de 56,6% das
sementes#11,54) e o IVG foi de 0,26t0,05). As sementes ndo apresentaram germinagao
uniforme.

Sementes introduzidas vitro que foram submetidas ao tratamento TO
e permaneceram no meio de cultura com incidéncieodeaminacao por fungo e foram re-
submetidas a assepsia coa®By, por 40 min., germinaram em 76,6% (+5,77) e aprtasam
IVG de 0,43 (x 0,02). O inicio da germinacdo ocoree partir do 11° dia. Embora esse
procedimento tenha promovido uma germinacdo maislaando foi uniforme, revelando a
variabilidade genética e rusticidade da espécigipida germinacdo destas sementes apos re-
submissao a processo de assepsia pode estarmatiwia degradacado do tegumento pela acao
dos fungos, que permaneceram por quatro meses r@at@aom as sementes. Além disso, o
tempo que essas sementes permanecemrmontato com o meio de cultura, num ambiente
com mais de 70% de umidade, pode ter colaborado yaea lenta embebicdo das mesmas,

favorecendo maior indice de germinacao apos a &nem acido.

4.2 Superacgdo da dorméncia

A dorméncia é um periodo de laténcia no qual agstsg, mesmo em
condicbes ambientais favoraveis ndo germinam. kespéilvestres apresentam em muitos
casos, sementes com longos periodos de dorméranidemao a viabilidade pelos tegumentos
duros e por estarem enterradas no solo o que thpsrpiona auséncia de luz (CARVALHO e
NAKAGAWA, 1980). Este estado de dorméncia acontsuesementes de. regium

Experimentos realizados com acido sulfarico moatrarque as
sementes submetidas por 1 ou 20 min. e®dIndo apresentaram germinacao no periodo de
40 dias. Ao aumentar o tempo de exposi¢cdo ao dEdm 40 min. a germinagdo comegou a
ocorrer, porém de forma ndo uniforme. Sementes stapoa 80 e 120 min. emy$Dy
germinaram guase que sua maioria, entre o 4° eidb%endo a germinacédo uniforme com

aumento no IVG (Tabela 4). Este resultado com sexsagerminadas vitro corrobora com
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0s obtidos por Sales et al. (2002) e Camillo ef28109) nos quais a superacdo da dorméncia
das sementes d& regiumfoi obtida com escarificacdo quimica com aciddsido.

Exposi¢bes prolongadas (160 e 200 min.) de semdatésregiumao
acido sulftrico promoveram reducdo da taxa de gexgdio e aumentaram a porcentagem de
contaminacdo enddgena. Quando ocorrem alterac@ssdiras de estresse na planta, tal
como a alteracdo do pH, ha incentivo ao cresciméatfungos endofiticos que podem estar
em estado de laténcia ou podem passar a competiassementes por nutrientes minerais e
carboidratos (PEREIRA et al., 2003; ALMEIDA et a005). Além disto, o0 meio acido
também favorece a proliferacdo de alguns fungospgdem ter seu crescimento aumentado
consideravelmente (MACCHERONI Jr. et al., 2004).

A partir dos dados obtidos neste trabalho recomsedaimersao das
sementes d€. regiumem acido sulfarico por 120 min. para a quebra denéncia e a
utilizacdo do &cido para eliminar a contaminacéorobiana exdégena, dispensando o uso de

antimicrobianos no processo de assejpsiatro.

Tabela 4: Porcentagem de germinacdo, IVG, porcentage contaminacdo exdgena e

endogena 40 dias apos montagem do experimento, BRARIibeirdo Preto-SP, 2009.

Tratamento % germinacao VG % contaminagdo % contaminagéo
enddgena exégena

Sdo - - - -

Sdl - - 3,3b -

Sd2 30,0ch 0,30 b 10,0a -

Sd3 56,6ab 0,69ab 6,6a -

Sd4 73,3a 0,80 a - -

Sd5 46,6bc 0,59ab 16,6a -

Sd6 46,6bc 0,59ab 13,3a -

CV % 33,53 27,64 82,92 -

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
(-) ndo houve resultados.

4.3 Influéncia do tamanho das sementes

O tamanho da semente pode influenciar diretamenfgrcentagem e

indice de velocidade de germinacdo e alguns trabalklatam que o tamanho da semente
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interfere neste processo. O tamanho da sementevidaed para producdo agrondémica varia
conforme a espécie, podendo ser grande, média quepa. A influéncia pode estar
relacionada a maior/menor reserva de nutrientesa, agstagio de desenvolvimento, entre
outros. (NAKAGAWA e CAVARIANI, 2005;,NIETSCHE et al., 2005; COSTA et al., 2006;
DUARTE et al., 2006; GHISOLFI et al., 2006; OLIVEAR2006).

As sementes d€. regiumndo sdo uniformes quanto as medidas de
altura, comprimento e largura (Tabela 5), o queéacegnte esta relacionado a rusticidade e
ndo domesticacdo da espécie. O tamanho das semn@atésfluenciou na porcentagem de
germinacdo, que ocorreu de modo desuniforme. Bntet sementes consideradas grandes
apresentaram IVG maior (0,61) em relacdo as mesgligequenas. As sementes menores
apresentaram maior porcentagem de contaminacao gemalo (43,3%) (Tabela 6).
Microorganismos endofiticos sdo comuns em semefitpessibilidade de sementes pequenas
viverem em simbiose ou mutualismo com microorgangsmndofiticos € aumentada, pois,
estas sementes menores possuem menor disponibilid@dnutrientes suficientes para o
desenvolvimento do embrido. Assim, possivelment&raorganismos endofiticos, como
fungos, tém o papel de degradar a casca da sementeitro substrato apos a dispersdo
fornecendo nutrientes para o embrido (STONE e2@Q0).

No experimento que avaliou o efeito do tamanhosdmente na
germinacédo foi observada uma reducéo de 41% nagerminativa quando comparado ao
experimento de superacdo da dorméncia. Como f@ado o mesmo tempo de exposi¢cdo ao
ac. sulfarico (120 min.) para ambos os experimeatogliferencial entre os tratamentos foi o
tempo de armazenamento podemos inferir que semdst€s regiumndo sao longevas.
Segundo Camillo (2008), as sementes desta espgTiorsddoxas, entretanto o fato de néo
serem longevas inviabiliza a conservacéo conveatem Banco de Sementes. Deste modo a
conservacdo em Banco de Germoplasmaitro podera ser uma alternativa viavel para a

conservacao desta espécie.
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Tabela 5: Médias de comprimento altura e larguras@lmente deC. regium. UNAERP,
Ribeirao Preto-SP, 2009.

Dimensdes (mm)

Tamanho de semente Altura Comprimento Largura
Grande 6,30a 5,41a 2,98a
Média 5,45b 4,54b 2,80b
Pequena 4,65c 3,87c 2,52¢c
CV % 1,11 2,49 2,26

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.

Tabela 6: Efeito do tamanho da semente no IVG, gmagem de germinacdo, de

contaminacdo exdogena e endogena, UNAERP, Ribergio-BP, 2009.

Tamanho de VG % germinagéo % contaminacao % contaminacao
semente (mm) enddgena exogena
Grande 0,61a 43,3a 6,6b -
Média 0,26ab 26,6a 6,6b -
Pequena 0,14b 20,0a 43,3a -

CV % 46,74 56,66 30,57 -

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste Tukey.
(-) ndo apresentou resultados

5. CONCLUSAO

1. Benlate, hipoclorito de calcio e &cido sulfurico gficientes no tratamento de assepsia das

sementes d€. regium

2. Sementes d€. regiuminoculadasn vitro apresentam dorméncia que pode ser superada
com imersdo em acido sulfarico, cujo uso dispenstlliaacdo de qualquer outro produto de

desinfeccéo no processo de assepia.

3. O tamanho das sementes nao influencia na germinggiém influencia no IVG e

sementes peqguenas proporcionam maior porcentageontiEminacao endogena.
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Capitulo 1l: MICROPROPAGACAO DE Cochlospermum regium

1. INTRODUCAO

A micropropagacdo ou propagac@o vitro € uma alternativa ao
modelo convencional de propagacdo vegetativa, qumstas sdo produzidas em meio de
cultura e seu crescimento ocorre em salas especwrs temperatura e luminosidade
controladas.

Esta técnica, de um modo geral, apresenta comauiagem o alto
custo e a necessidade de mao-de-obra especialdadmtanto, sdo inUmeras suas vantagens.
Agronomicamente, a micropropagacao viabiliza a aj@m de espécies obtendo-se mudas
livres de doencas, em grande escala e em pequgagoesisico quando comparado a
producdo convencional a campo. E uma técnica mimfmrtante, também, no auxilio a
conservacao de germoplasmavitro, pois proporciona que o material vegetal sejadady

sob condic¢des controladas, livre de doencas etempgries ambientais.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Estabelecer protocolo de micropropagaca@adehlospermum regium.
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2.2 Objetivos especificos

1- Determinar o estabelecimento de explanteS.degium in vitrg

2- Verificar a influéncia dos reguladores vegeBAd?, cinetina e zeatina na multiplicacao de
explantes d€. regium

3- Avaliar a melhor posicao da gema de explantés. degiumqguanto a multiplicacao;

4- Avaliar o efeito do regulador IBA no enraizanede explantes dé. regium

5- Determinar a conservacdo de germoplagmeitro de C. regiumatravés de agentes de

estresse osmatico.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Condicdes gerais dos experimentos

Os experimentos foram realizados no Departamentiatecnologia
de Plantas Medicinais da Universidade de Ribeir@atoRUNAERP).

Os explantes deC. regium foram obtidos a partir de plantulas
germinadasin vitro e de sub-repicagens, os quais, contendo uma genmaecdindo
aproximadamente 0,5cm (para os experimentos dbedstamento e multiplicacdo), e 1,5cm
(para o experimento de enraizamento), foram indalidados em camara de fluxo laminar
com auxilio de pingas e bisturis, inoculados emetadh de 10cm éJ2cm contendo
aproximadamente 10mL de meio MS (MURASHIGE e SKOQ@62) suplementado com
30g L de sacarose, tendo como agente gelificante 25gelPhytagél, acrescidos de uma
poliamina antioxidante Polivinilpirrolidona - PVRQOmg LY). O pH do meio de cultura foi
ajustado para 6,0 antes da autoclavagem a 121°%Dpuinutos.

Os explantes foram mantidos em camara de cres@menb
intensidade luminosa p&ol m?s* com fotoperiodo de 16:8h e temperatura de 25°C+2°C

As avaliacdes foram realizadas semanalmente, ab% 21 e 28 dias,
para experimentos referentes ao controle da produg calos e da vitrificacdo, ou

mensalmente, aos 30 e 60 dias apds a montagenxpesneentos, para 0s experimentos de
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multiplicacdo, posicdo da gema e enraizamentovitro. A conservacdo em banco de
germoplasma em 25°C foi avaliada mensalmente pgoarindo de 6 meses e em 15°C por 3
meses. A aclimatacdo e o enraizamentwitro foram avaliados apds 56 dias. Os parametros
avaliados foram: porcentagem de brotacdo, numergeteas por explante, nimero de
brotacdo por explante (experimentos com regulaylostira dos brotos, porcentagem e
incidéncia de calos e porcentagem de vitrifica¢g@ara experimento de enraizamento foram
incluidos os parametros porcentagem de enraizameatoero de raizes e comprimento de
raizes e para o experimento de posicdo da gemaservacdo de germoplasrnmavitro, o
parametro porcentagem de sobrevivéncia. Para mdmé&le calos, foi dado uma nota em

escala crescente (0<1<3<5<7) a partir andlisesaigis(Figura 3). Quando avaliada, a

intensidade de vitrificacdo seguiu a mesma escala.

Figura 3: Incidéncia de calos em explantes Gleregium Notas em escala crescente

0<1<3<5<7, onde, 0 é a auséncia de calos e 7 a maidéncia.

O delineamento experimental foi inteiramente cazadd. Os dados
foram analisados no teste Scott Knott 5% com oliaudt® programa SISVAR (FERREIRA,
2005).

2.2 Controle da producéo de calos

2.2.1 Concentracdo do meio de cultura MS, tipo dexplante e carvao ativo
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Para o experimento que avaliou a concentracdo @w aeecultura e o
tipo de explante foram utilizados trés tipos delaxjes obtidos diretamente de plantulas
originadas do processo germinativo, sendo eles ggntal (GA), gema cotiledonar (GC);
hipocoétilo (HC) os quais foram inoculados em megocdltura MS (TO) e MS/4 (T1) ambos
com pH 5.0. No meio MS/4 foram reduzidos os magrgronutrientes e a sacarose.

O segundo experimento avaliou a influéncia do @aat&o. Para isto,
utilizaram-se explantes provenientes de plantuldscidtivadasin vitro e os tratamentos

foram:

C0= MS;
C1= MS + carvao ativo (3,5g1).

Ambos o0s experimentos foram compostos por 3 reesigde 10

replicadas, totalizando 30 explantes por tratamento

2.3 Controle da vitrificacéo

Os explantes utilizados nestes tratamentos foratidosb de sub-

cultivosin vitro e todas as plantulas apresentavam caracteristicidrificacao.

2.3.1 Agente gelificante, teor de sacarose, vedacgédas cubetas e tamanho dos
frascos

Para o controle da vitrificacdo foram avaliadosfeite do teor da
sacarose (Sac), do agente gelificante (Ag), dag&xdas cubetas (V) e do tamanho do frasco.

Em relacdo ao efeito do teor de sacarose, foizexih um teste
preliminar com 3 concentragfes. Visto o efeitoamorrealizados mais testes utilizando-se

mais tratamentos com diferentes teores de sacarose.
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Experimento 1:

Sacl= MS + 30g t de sacarose;
Sac2= MS + 60g 1 de sacarose;
Sac3= MS + 90g t de sacarose;

Experimento 2:

Sac4= MS + 20g - de sacarose;
Sac5= MS + 30g t de sacarose;
Sac6= MS + 35¢g t de sacarose;
Sac7= MS + 40g - de sacarose;
Sac8= MS + 45g 1 de sacarose;
Sac9= MS + 50g - de sacarose;
Sac10= MS + 60gt de sacarose;

O efeito do Phytag®lfoi avaliado separadamente em sua concentracgao

normal e dobrada.

Ag0= MS + 2,5g [* de Phytagél;
Agl= MS + 5¢g * de Phytagél.

Da mesma forma como para o efeito da sacarose,vedacdo das
cubetas também foi realizado uma avaliacdo prediminilizando-se duas vedacdes e visto o

efeito, foi realizado um experimento variando odaho de abertura das vedacdes.

Experimento 1:
V0= MS + tampa de plastico;
V1= MS + tampa de papel de filtro;
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Experimento 2:

V2= MS + Tampa de pléstico;

V3= MS + Tampa com furo de 6,5mm;
V4= MS + Tampa com furo de 9,0mm;
V5= MS + Tampa com furo de 12,0mm,;
V6= MS + Tampa de papel de filtro.

Para a execucdo dos tratamentos Sac5 a Sacll tdilimadas 3
repeticoes de 6 explantes.

Nos tratamentos V2 a V6 os explantes vitrificadmsuh distribuidos
em 3 repeticOes de 7 explantes, totalizando 21tasiper tratamento. As aberturas nas tampas
foram feitos com auxilio de furadeira e brocas cong cada tratamento. Dentro das cubetas,
discos de papel de filtro foram postos com o obgetie vedar o contato do meio de cultivo
com o ambiente externo (Figura 4). As tampas delpdp filtro e os discos utilizados para

vedar as cubetas foram autoclavados.

Papel de
filtro

Figura 4: Vedacao das cubetas utilizadas nos teattos V2 a V6.

A vedacao das cubetas novamente foi avaliada, tamten utilizando-
se outros materiais que poderiam da mesma mangréerir na umidade dentro das mesmas.

Estas foram distribuidas em 4 tratamentos:



V7= MS + tampa de plastico
V8= MS + tampa de aluminio

V9= MS + tampa de filme polivinicloreto (PVC)

V10= MS + tampa de algodéao
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A influéncia do frasco foi avaliada mantendo-se explantes em

cubetas e em frascos de 7,5cm de altura e 5,5cdiédestro, ambos fechados com tampas

plasticas. Este foi realizado conjuntamente connatamentos V7 a V10 acima citados.

2.4 Multiplicagéoin vitro

Os explantes utilizados para avaliacdo dos regrgadeegetais na

multiplicacdo foram obtidos a partir subcultivos edglantes mantidos vitro em meio MS

com PVP.

Para este experimento foram utilizados gemas a@pieaicomo

reguladores, as citocininas BAP (benzilaminopuringpetina e zeatina divididos nos

seguintes tratamentos:

MO = MS;

BAP1 = MS + 0,5M de BAP;
BAP2 = MS + 1,0M de BAP;
BAP3 = MS + 2,0M de BAP;
Cinl = MS + 0,pM de cinetina;
Cin2 = MS + 1,0M de cinetina;
Cin3 = MS + 2,@M de cinetina;
Zeal = MS + 0,pM de zeatina;
Zea2 = MS + 1,0M de zeatina;
Zea3 = MS + 2,0M de zeatina.

Para avaliacdo do efeito dos reguladores vegeategsnf utilizados 3

repeticdes composta de 8 explantes cada uma enersadgiatorial 3 x 4, trés reguladores



38

vegetais e quatro concentracdes. Quando os dados Bignificativos, foi aplicada regressao
polinomial, com o auxilio do programa SISVAR (FERRE, 2005).

2.5 Posicéo da gema

Explantes que continham 4 gemas (Figura 5) forandidos em 4

posicOes de gemas:

GA = MS + gema apical;

GL1 = MS + gema lateral 1,
GL2 = MS + gema lateral 2;
GL3 = MS + gema lateral 3.

A gema lateral 3 obrigatoriamente € a que anteadmse do explante.
Para este experimento foram utilizados 3 repetig@e® replicatas, totalizando 21 explantes

por tratamento.

Gema apical

Gema lateral 1

Gema lateral 2

Gema lateral 3

Figura 5: Posi¢des de gemas de plantaS.degiumutilizadas.

2.6 Enraizamentain vitro
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Para o estabelecimento do enraizamémtatro foi utilizada a auxina
IBA (acido indol butirico). Os explantes utilizadosontinham duas gemas, sendo
obrigatoriamente a gema superior, a apical. Da gerfiesior a apical, foram retiradas as
folhas e esta ficou imersa no meio de cultura ecdgatlBBA. Os tratamentos utilizados foram:

EO = MS;

IBA1 = MS + 1,0uM IBA;
IBA2 = MS + 2,0uM IBA;
IBA3 = MS + 4,0uM IBA;
IBA4 = MS + 6,0uM IBA;

Para avaliacdo do efeito do IBA no enraizament@xjgantes deC.
regium foram utilizados 3 repeticdes composta de 7 exgsacada uma em esquema fatorial
1 x 5, um regulador vegetal e cinco concentrageando os dados foram significativos, foi

aplicada regresséao polinomial, com o auxilio dgpma SISVAR (FERREIRA, 2005).

2.7 Aclimatacao e Enraizamentex vitro

A aclimatacao e o enraizamergp vitro foram avaliados utilizando-se
plantasin vitro ndo vitrificadas e sem raiz (n=24). Estas tivemmas bases lavadas em agua
corrente e foram colocadas em bandejas de isopoermio o substrato comercial Plantffiax
enterradas de tal forma que a gema mais proxinzse jpermanecesse coberta pelo substrato.
As plantas foram mantidas em casa de vegetacdmaReceram totalmente cobertas por
frascos de vidro pelo periodo de uma semana patar esvapotranspiragcdo excessiva.
Decorrido o tempo, os frascos foram retirados parsnuma semana no periodo noturno,
sendo recobertos durante o dia, até a retiradedioserascos.

As avaliacdes foram realizadas apos 56 dias erésne#ros avaliados

foram: porcentagem de sobrevivéncia e enraizanmeeteamanho das raizes.

2.8 Conservacao de germoplasma vitro
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A conservacdo de germoplasnma vitro foi avaliada utilizando-se

agentes de estresse osmotico sob o crescimentmmidivididos em 10 tratamentos:

Cg0 = MS + 2% sacarose,

Cgl = MS/2 + 2% sacarose;

Cg2 = MS + 2% sacarose + 4% sorbitol;

Cg3 = MS/2 + 2% sacarose + 4% sorbitol,

Cg4 = MS + 2% sacarose + 4% sorbitol + 2nigdantotenato de calcio;
Cg5 = MS/2 + 2% sacarose + 4% sorbitol + 2rigplantotenato de calcio;
Cg6 = MS + 2% sacarose + 4% manitol,

Cg7 = MS/2 + 2% sacarose + 4% manitol,

Cg8 = MS + 2% sacarose + 4% manitol + 2nigpiantotenato de calcio;
Cg9 = MS/2 + 2% sacarose + 4% manitol + 2riigplantotenato de calcio.

Estes tratamentos foram avaliados em dois ambiemtesle sala de
crescimento a 25+2°C e outro em sala de bancordeogéasma a 15+2°C.

As porcentagens correspondem ao peso/volume (Paja esta
avaliagdo foram utilizados 3 repeticbes com 7 capdis, totalizando 21 explantes por

tratamento.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Controle da producéo de calos
3.1.1 Concentracdo do meio de cultura MS, tipo deplante e carvao ativo
Os calos sdo massas celulares indiferenciadasoegdesgzadas que se
originam da proliferacdo desordenada a partir dédds ou Orgdos cultivados vitro
(GUERRA e NODARI, 2006), e quando se busca a miofggacao, estes sao indesejados. O

experimento realizado com diferentes concentragéaseio de cultura (MS e MS/4) e tipos

de explantes, mostrou que aos 7 dias ap0s instadchesmo, apenas a gema proveniente do
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hipocétilo teve producdo de calos. A gema apical,reeio MS, apresentou maior taxa de
brotacéo (93,3%) em relacdo a gema cotiledona@¥40(Tabela 7).

Tanto os explantes mantidos em MS ou o0 MS/4 foaimazalos apos
14 dias. No entanto, a gema apical apresentou npEmoentagem e incidéncia dos mesmos
(56,6% e 0,8) (Tabela 7). Esses resultados mosjtera producdo demasiada e incontrolada
de células ndo é diminuida pela reducdo dos magmnarenutrientes do meio de cultura. Aos
21 dias os resultados foram muito semelhantes atidos com 14 dias, porém houve
superacéo da porcentagem de brotacdo pela genah apic

Em 28 dias, de modo geral, gemas do hipocétilosamtaram menor
incidéncia de calos em meio MS/4. O maior nUmergetaas/explante foi obtido a partir de
gema cotiledonar em meio MS (Tabela 7). Ja é ciotbepie a gema cotiledonar apresenta
maiores valores para brotacdo. Moraes et al. (2@0&am que gema cotiledonar obtidas apés
a germinacdo de sementes, de modo geral, € marssgwya em producdo de brotacdes do
gue outros tipos de explantes.

A partir dos resultados obtidos pode-se afirmar gqueeducdo da
concentracdo dos nutrientes e sacarose do meioltdeacndo diminui a producdo de calos e

um maior nimero de gemas € conseguido em meio B.ba
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Tabela 7: Influéncia do meio MS, MS/4 e das genysah (GA), cotiledonar (GC) e do hipocétilo (HCa iporcentagem e
incidéncia de calos, porcentagem de brotacdo enmatieegemas por explante, UNAERP, Ribeirdo Preta2869.

Dias Meio
de % de explantes com calos Incidéncia de calos/explante % de brotagao/explante N° de gemas/explante
cultura
GA GC HC CV%? GA GC HC CV%? GA GC HC CV%? GA GC HC CV%?
MS - - 13,30a * - - 0,20a 93,30aA  40,00aB - 20,70 * * * *
7 MS/4 - - 13,30a * - - 0,20a * 60,00aA  13,30aB - 54,55 * * * *
CV%'* - - 43,30 - - 50,00 19,20 48,41 - * * *
MS 56,60aB  86,60aA 83,30aA 13,24 0,80aB 1,40aA 1,80aR3,26  100,00aA  93,30aA - 7,19 * * *
14 MS/4 60,00aA 90,00aA 83,30aA 17,14 0,60aB 1,20aA 1,10aR2,11 86,60aA  46,60aA - 63,20 * * * *
CV%! 25,23 9,24 13,86 37,76 12,62 23,39 8,75 48,09 - * * *
MS 90,00aA 93,30aA 86,60aA 13,86 1,20aA 1,90aA 2,50a80,09 100,00aA 96,60aA - 7,07 * * * *
21 MS/4  80,00aA 93,30aA 90,00aA 10,05 0,93aA 1,53aA 1,40a43,48 96,60aA  86,60aB - 12,20 * * * *
CV%! 16,64 6,19 12,23 16,85 21,54 34,54 4,15 9,96 - * % * *
MS 90,00aA 93,30aA 86,60aA 13,86 1,43aA 2,40aA 2,70aR1,90 100,00aA 96,60aA 3,30aB 7,07 3,13aB  5,16aA104T 7,04
28 MS/4  83,30aA 96,60aA 93,30aA 10,98 1,03aA 1,70aA 1,50bA5,35 96,60aA  86,60aA - 12,20 2,20bA  2,60aA - 43,64
CV%* 18,84 6,08 10,14 27,30 18,38 25,15 4,15 9,96 - 2,53 21,11 -

Médias seguidas da mesma letra minUscula na celumglscula na linha ndo diferem entre si a 5%rdegbilidade pelo teste Scott Knott.
(-) ndo teve resultado / (*) n&o foi avaliadd)/referente a posicdo da gema (letra mindiscufdréferente a concentragdo do meio (letra maitiscula
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Quanto ao experimento realizado com carvao ate®,7a14 e 21 dias
apos o inicio dos tratamentos, os valores vegewtbbtidos para os parametros avaliados
foram muito baixos e nao diferiram estatisticamelRte isso, ndo estdo expostos na Tabela 8.

Aos 28 dias, quando foram avaliadas a porcentagami@ncia de
calos, verificou-se que o problema de producdo dexa de calos foi resolvido com a
presenca de carvao ativo no meio de cultura (Ta8)etaos valores vegetativos nao diferiram
dos explantes mantidos em meio MS sem carvéo. iBend o carvao ativo € utilizado em
meio de cultura para auxiliar na adsorcéo de cotapdendlicos como funcao de antioxidante
e trabalhos relacionados ao seu uso no controtalde sdo escassos. No entanto, trabalho de
micropropagacdo realizado co@aryocar brasiliensemostrou efeito do carvao ativo na
reducdo dos calos em explantes desta espécie (SBNTE., 2006).

Os explantes mantidos em meio com adi¢cdo de capBEsentaram
menor porcentagem de calos (26,6%) e esta someartecau nos explantes que ndo brotaram.
Assim, podemos afirmar que o carvao diminui os cahalesejaveis formados na base dos
explantes d€. regium

Tabela 8: Porcentagem de brotacdo, nimero de gemna&xplante, porcentagem e incidéncia
de calos e altura dos brotos de explantes em fulhg@wséncia e presenca do carvao ativo no
meio de cultura avaliado em 28 dias, UNAERP, RémeRreto-SP, 2009.

Carvao ativo % de N° de % de Incidéncia  Altura dos

(mg mL™) brotacao gemas/ explantes de calos brotos
Explante com calos

0 86,6a 1,90a 56,60a 0,93a 1,10a

3,5 86,6a 2,10a 26,60b 0,73a 1,20a

CV% 15,62 20,31 13,86 24,98 10,24

Médias seguidas da mesma letra miniscula nao wiifergre si a 5% de probabilidade pelo teste ScowittK
(*) néo foi avaliado.

3.2 Controle da vitrificacéo

3.2.1 Agente geleificante, teor de sacarose, vedagdas cubetas e do tamanho dos
frascos
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A vitrificacdo ou hiperhidricidade € um dos prira problemas na
fase de multiplicacaon vitro e se caracteriza por algumas mudancas morfoéfgitas
relacionadas com o acumulo de agua intercelulartecislos, resultante de uma série de
condicdes de estresse para a planta (SAHER &08&l5). Essas desordens fazem com que o
explante ndo sobreviva a aclimatacao, fase muipmitante da micropropagacao.

As desordens aparecem principalmente nas folhasautesc dos
explantes, onde os mesmos apresentam-se translGgidom aspecto molhado. Dentre as
diversas desordens, podem ser citados: menor nlUseeotoroplastos, menor quantidade de
clorofila, hipertrofia do mesofilo e do cortex daube, ma formagdo dos estdmatos,
descontinuidade da epiderme, lignificacdo do xilehigertrofia das células, maiores espagos
intercelulares, falta de cera cuticular, célulaarda sédo diferentes quanto a morfologia e
impedem mecanicamente o funcionamento estomatiBANIEK et al., 1998; OLMOS e
HELLIN, 1998; APOASTOLO e LLORRENTE, 2000). Destarrha, a vitrificagdo pode ser
considerada como um fenémeno patologico em terraoesposta ao estresse (KEVERS et
al., 2004). A vitrificacdo, de uma forma geral, poskr controlada com a diminuigdo do
potencial hidrico do meio de cultura e do intedas cubetas e frascos.

O primeiro experimento realizado cdn regiumpara tentar controlar
da vitrificacao foi a utilizacéo de varios teoressdcarose no meio de cultura.

A sacarose é o carboidrato mais utilizado nos maibstivos e como
resposta € responsavel pelas mais altas taxaesi@nento na maioria das espécies. Assim
como todos os outros carboidratos, a sacaroseckraeergia metabdlica e esqueletos de
carbono para a biossintese de aminoacidos e pastginlissacarideos estruturais, bem como
todos 0s compostos organicos necessarios ao cergoircelular (CALDAS et al., 1998).

Para isto, foram utilizadas concentracdes de 30g 680g L' de
sacarose no meio de cultura.

Na primeira e segunda avaliacdo, realizadas aol4° dia ndo houve
diferenca estatistica significativa entre os tra@aims e os brotos apresentavam-se pouco
alongados o que impossibilitou a avaliacdo da fia#igdo. Por este motivo ndo estdo
explicitos na Tabela 9. Porém, aos 14 dias, jgdsisivel observar que explantes outrora

vitrificados, ndo apresentaram essa caracteristisaexplantes mantidos em meio com 60 e
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90g L* de sacarose, confirmando que a sacarose nas Gesdigaliadas e menores que 90g
sao eficientes para o controle da vitrificacéo €lal9).

Nas avaliacOes realizadas aos 21 e 28 dias, hofererta estatistica
entre todos os parametros avaliados, sendo conL30de sacarose, os explantes tiveram
melhor desenvolvimento com excec¢éo do controleitldicacdo. Esse desenvolvimento foi
claramente menor quando se aumentou o teor deosagaym 60% de brotacéo para explantes

mantidos em meio com 60g'lde sacarose e 30% para os mantidos com 9(kahela 9).

Tabela 9: Efeito da adicdo de sacarose no meioultar& na porcentagem de brotacao,
numero de gemas obtidas por explante, porcentagemitdficacdo e altura de brotos,
UNAERP, Ribeirdo Preto-SP, 2009.

Dias Sacarose % brotacao N° de gemas % vitrificacao Altura dos
(gL por explante por explante brotos
30 * ** 33,30a *
14 60 * ** 0,00b *
90 * ** 0,00b *
CV% * * 30,00 *
30 80,00a 1,60a 46,60a *
21 60 30,00b 0,66b 0,00b *
90 23,30b 0,36b 0,00b *
CV% 32,69 58,44 21,43 *
30 90,00a 2,23a 50,00a 1,46a
28 60 60,00b 1,16b 0,00b 0,76b
90 30,00c 0,50b 0,00b 0,63b
CV% 19,25 30,98 34,64 27,27

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste SawdttK
(*) ndo foi avaliado / (**) ndo foi possivel avalia

Outra caracteristica exclusiva de explantes gquerfonantidos em alta
concentracdo de sacarose, além do aparecimentatagéio avermelhada nas folhas (Figura
6), foi a abscisdo foliar quando em doses superior88gal’*. Essa abscisdo parece estar
relacionada com a presenca das antocianinas, sdgetalvez que o alto teor de sacarose
provoque um aumento na producdo de etileno, eet¢®mo estimule enzimas da rota das

antocianinas. Pois, em todas as situacfes quecapao®loracdo avermelhada nas folhas,
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houve posterior queda das mesmas, envelhecimentote dos explantes apés certo periodo
de exposicdo dos mesmos ao alto teor de sacarosbiogsintese dos flavondides,
consequentemente das antocianinas, podem ser afefmlos hormdnios vegetais com

excecdo do acido giberélico e dos inibidores despteres do etileno que diminuem sua

sintese. J& o acido abscisico, auxina e etilencesponsaveis por um aumento de flavondides
(BRAIDOT et al., 2008).

Figura 6: Explantes d€. regiumvitrificados (A) e com presenca de possiveis aaticas

nas folhas (B).

Em todos os experimentos realizados com sacarasepossivel
observar que esta realmente influencia na deswdicfio dos explantes. No entanto, as
condicbes até entdo avaliadas, apesar de contralawitrificacdo, contiveram o
desenvolvimento normal das brotagbes. Segundo dpegjiia e Machado (1998),
concentracdes de sacarose acima de 2-4% podenreingan problemas de excessivo
potencial osmético, podendo causar deterioracdcerpkntes. Para tanto, novas avaliacdes
com concentracdes menores de sacarose adicionadasi@ se fizeram importante na busca
da concentracao ideal para resolucédo dos problantaBcacéo e baixa taxa de producao de
gemas, justificando os tratamentos Sac3 a Sac8tiizam 20, 30, 35, 40, 45, 50 e 60 He

sacarose no meio MS.
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Os resultados obtidos com os explantes na prinagaiacdo (7 dias)
foram muito discrepantes, por isso ndo apareceiiabala 10. Explantes mantidos em todos
0s tratamentos apresentarem porcentagem de brptagdentanto, os brotos ndo estavam
alongados o suficiente para que fosse possiveharsglantas vitrificadas. Da mesma forma
aconteceu na segunda avaliacdo, aos 14 dias: n&e kiderenca significativa para nenhum
dos parametros avaliados.

No 21° dia, ap6és inicio dos tratamentos, foi padsaweriguar uma
diminuigcdo na porcentagem e intensidade de viaigio conforme o aumento da concentracao
de sacarose no meio de cultura (Tabela 10). Paraves vegetativas, referentes a
multiplicacdo, a sacarose nas concentraces de ZBgel’ apresentaram os mais altos
valores.

O aumento da sacarose para 35 e 45gptoporcionou melhores
resultados vegetativos sob explantesCdeegiummantidosin vitro aos 28 dias. Apesar de
essas condicdes apresentarem porcentagem dec&@ébé ndo muito baixas, a intensidade da
vitrificagdo foi menor nos explantes mantidos rest@tamentos que 0s mantidos em
tratamentos com teores menores, podendo ser edwolbdomo melhor meio para
estabelecimentin vitro com 45g [* de sacarose. Na avaliagéo dos 28 dias ficou carageo
gue realmente ao aumentar a concentracdo de sacisa do comumente usado (3%),

aumenta a presenca de antocianinas nos explantes.
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Tabela 10: Efeito da adicdo de sacarose no memultiera na porcentagem de brotacdo, niumero de gebt@ms por explante,
porcentagem e intensidade de vitrificacdo, alterardtos e % de sobrevivéncia dos explantes, UNAERRRIrdo Preto-SP, 2009.

Dias Teor de % N° de gemas/ % vitrificacao/ Intensidade Altura %sobrevivéncia %plantas com
sacarose brotacéo explante explante vitrificacao dos antocianinas
(gL™) brotos
20 83,33a 1,78a o * * 100,00a *
30 50,00a 1,00a o * * 100,00a *
35 53,33a 2,38a il ok * 94,44a *
14 40 61,11a 1,83a *x * * 100,00a *
45 61,11a 1,39a o ok * 100,00a *
50 72,22a 1,83a o ok * 100,00a *
60 61,11a 1,28a o ok * 100,00a *
CV% 25,33 38,35 * * * 3,67 *
20 94,44a 3,52a 66,67a 3,33a * 94,44a *
30 66,67a 2,47a 44,44b 1,89b * 94,44a *
35 70,00a 4,81a 35,50b 0,73c * 83,33a *
21 40 66,66a 3,49a 11,11c 0,22c * 100,00a *
45 83,33a 2,72a 0,00c 0,00c * 100,00a *
50 88,89a 3,33a 16,67c 0,27c * 100,00a *
60 72,22a 2,33a 0,00c 0,00c * 88,89a *
CV% 20,77 28,09 41,69 44,94 * 9,43 *
20 94,44a 4,19b 94,44a 4,61a 1,14a 94,44a 0,00c
30 71,11b 3,39 65,56b 2,83b 0,56b 94,44a 0,00c
28 35 100,00a 7,08a 58,33b 0,92c 0,92a 66,67a 33,33b
40 88,89a 5,86a 58,59b 0,92c 1,03a 66,67a 47,78a
45 100,00a 4,67b 40,00c 0,40c 0,67b 83,33a 33,33b
50 100,00a 5,00b 33,33c 0,33c 0,87a 83,33a 60,00a
60 94,44a 3,18b 16,67c 0,17c 0,75b 77,78a 24.,44b
CV% 10,11 21,15 33,86 39,07 17,64 15,56 49,46

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao wifenére si a 5% de probabilidade pelo teste SawtttK
(*) ndo foi avaliado/ (**) ndo foi possivel avaliar
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Uma forma também utilizada para controlar a vitaido € o aumento
da concentracdo de agente gelificante no meio HerauDentre as diversas caracteristicas
dos agentes gelificantes nos meios de cultivo dasta o favorecimento que estes
proporcionam ao controle osmoético do meio sobrepbaate cultivado, evitando desta forma,
gue ocorra excesso de umidade e consequentementtédicacao (WU, 2007).

Para o experimento co@. regiumos explantes mantidos em MS com
2,5 e 5g [* de Phytagél, na primeira avaliacdo, realizada apés 7 dias datagem do
experimento, n&o foi observada diferenca signitieafTabela 11).

O aumento na concentracdo de Phyfagera 5g [, diminui o
numero de gemas dos explantes, aléem de ndo sawaovitrificacdo apés 14, 21 e 28 dias
(Tabela 11). Alguns agentes gelificantes vém sendo empregaduassogesso no controle da
vitrificacdo, como Gelrite e Agar. No entanto, patgumas culturas, elevados teores podem
ser eficientes na vitrificacdo, mas podem dimirauitaxa de multiplicacdo (BRAND, 1993;
LEITE et al., 1993; CUZZUOL et al., 1995; ROCHA,d). No caso, 0 agente gelificante
utilizado no experimento cor€. regium a concentracdo de Phytayehdo apresentou

influéncia sobre a vitrificagdo e reduziu o numaeogemas formadas por explante.
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Tabela 11: Efeito do Phytadehos parametros porcentagem de brotacdo, nimegerdas
por explantes, porcentagem de vitrificacdo e altloa brotos de explantes @ regium
UNAERP, Ribeirdo Preto-SP, 2009.

Dias Phytage@ % brotacao N° de gemas/ % vitrificacdo  Altura dos

(gL ™) explante brotos
2,5 50,00a 0,70a 46,60a *
7 5,0 50,00a 0,56a 50,00a *
CV% 20,00 34,11 26,71 *
2,5 70,00a 1,40a 50,00a *
14 5,0 56,60a 0,86b 50,00a *
CV% 12,89 29,27 40,00 *
2,5 73,30a 2,06a 56,60a *
21 5,0 66,60a 1,73b 56,60a *
CV% 19,34 28,02 26,96 *
2,5 76,60a 2,70a 56,60a 1,48a
28 5,0 80,00a 2,20b 53,30a 1,73a
CV% 16,48 20,07 24,62 18,34

Médias seguidas da mesma letra na coluna naeuiifentre si a 5% de probabilidade pelo teste Beuitt.
(*) néo foi avaliado

Possivelmente, a principal causa da vitrificacd@a @lta umidade
existente dentro das cubetas. O tratamento comataeppapel de filtro (VO e V1) foi
escolhido, pois esta tampa, por possuir uma padsidnaior, permite a diminuicdo da
umidade estabelecida vitro. Experimentos com cultivas vitro utilizam diferentes formas
de vedacao dos frascos e cubetas a fim de con&aldrificacdo e, dependendo da espécie,
apresentam resultados satisfatérios. Estas vedpodesn ser de aluminio, metal, vitafiimeR ,
plastico e algodado (SOUZA et al.,1999; BANDEIRA &t, 2007; RIBEIRO et al., 2007,
SANTANA et al., 2008). No experimento coB regiumfoi proposto mais uma forma de
vedacdo: de papel de filtro. No entanto, essa ¢é@ondndo solucionou o problema, pois,
devido a elevada evaporacdo da agua do meio deaoktorreu uma intensa desidratacdo dos
explantes, ocasionando a morte dos mesmos em 28elexperimento.

Ao se pensar em diminuir a umidade, a tampa del pEpéltro foi

eficiente, no entanto, reduziu-a demasiadamentearido inviavel esta forma de controle da
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vitrificagdo. Logo, a fim de aperfeicoar a solugdara a vitrificacdo a partir de métodos
fisicos, experimentos utilizando varias formas déacdo (V2 a V6) foram realizados.

A reducao da intensidade da vitrificacéo pelasrelifees vedacdes das
cubetas foi observada a partir do 14° dia apésoimigs tratamentos. No entanto, tanto aos 7
como aos 14 dias de avaliagao, os brotos apresemis® pouco alongados dificultando as
avaliacoes.

Aos 21 e 28 dias foi possivel observar uma tendéadiminuicdo da
porcentagem de brotacdo e do niumero de gemas dan@gomantidos nos tratamentos V3,
V4, V5 e V6 quando comparados ao V2, ou seja, elastas vedacbes em que havia maior
saida de umidade. Além de ter baixa taxa de brotagsses tratamentos proporcionaram
brotos ndo alongados (Tabela 12). Apés este perjadoi possivel observar e evaporacdo do
meio de cultura e necrose dos explantes, princigralenno tratamento cuja vedacgéo foi
realizada com papel de filtro.

Quanto a vitrificagdo, foi possivel observar quevedacdo com
aberturas que possibilitem perda de umidade doscdsa diminui a porcentagem de
vitrificagdo que também so6 foi possivel observarexplantes alongados. Dos explantes que
brotaram poucos apresentavam-se alongados aoa28lds explantes inoculados no V2 50%
estavam alongados, quanto aos tratamentos V8633\8! 16,7%, V5 100% e V6 nenhum
deles alongaram-se, ndo sendo possivel discerrineste explantes vitrificados ou ndo no
periodo de avaliacdo determinado. Dessa forma, raepimgem de desvitrificacdo dos
explantes foi a seguinte: 0% no tratamento V2;4%,®0 V3; 52,38% no V4, 23,80% no V5
e 0% no tratamento V6.

Vale salientar que em todos os tratamentos, exgata explantes
mantidos em cubetas vedadas com tampa de plastinee necrose dos explantes pela perda
da umidade, sendo esta maior em explantes em swedadas com tampa de papel de filtro.
E importante frisar que, apds o término das av@iagouve o aparecimento de contaminagio
fungica exdgena nos tratamentos V3, V4 e V5, modtraque da forma como as vedacoes
foram utilizadas, ndo foram viaveis em conter aif\dacdo. Essa contaminag¢do pode ter
acontecido pela manipulacdo das cubetas durantasadiacoes, sendo que 0os movimentos
realizados durante as mesmas podem ter facilitaefdrada de ar e contaminantes dentro das

cubetas.
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Tabela 12: Efeito da vedacdo das cubetas na pagmmt de brotacdo, numero de
gemas/explante, porcentagem de vitrificacdo, altlos brotos e porcentagem de explantes
necrosados, UNAERP, Ribeirdo Preto-SP, 2009.

Dias Tratamento % Brotag&o N° de % Altura %explantes
gemas/ vitrificag&o dos necrosados
explante brotos
V2 42,86a 1,14a 28,57a * *
V3 19,04a 0,47b 0,00b * *
21 V4 28,56a 0,52b 0,00b * *
V5 28,57a 0,33b 4,76b * *
V6 4,76a 0,04b 4,76b * *
CV% 66,63 33,30 54,15 * *
V2 57,14a 1,71a 28,57a 0,98a 0,00b
V3 28,57a 0,61b 0,00b 0,75a 19,04b
28 V4 28,56a 0,66b 0,00b 0,71a 23,81b
V5 28,57a 0,42b 0,00b 0,77a 4,76b
V6 9,52a 0,09b 0,00b 0,54a 52,38a
CV% 67,39 35,42 50,35 14,77 47,65

Médias seguidas da mesma letra na coluna nédo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste SawdttK
(*) ndo foi avaliado/ V2= Tampa de plastico;V3= Tzancom furo de 6,5mm;V4= furo de 9,0mm;V5= furo de
12,0mm e V6= Tampa de papel de filtro.

A forma anteriormente avaliada para controlar afigdcdo nao foi
eficiente devido a alta taxa de contaminagdo ex@ggpre apareceu durante o experimento.
Mas verificamos que ao diminuir a umidade interra fdasco € possivel diminuir a
intensidade da vitrificacdo. Para tanto, novas &wrle vedacdes, como tampas de aluminio,
filme PVC e algodao foram avaliadas para tentarisepta necessidade através dos métodos
fisicos de controle, e ter uma planta livre do$bfemas causados pela vitrificacdo. Da mesma
maneira, foi avaliada a influéncia dos frascos salsrexplantes vitrificados.

Passados 7 dias, na primeira avaliagdo, os explar@te haviam se
desenvolvido o suficiente para que fosse possiegladise. Assim, esta avaliacdo ndo consta
na Tabela 13. Aos 14 dias os explantes ndo estal@rgados o bastante para poder verificar
a porcentagem e intensidade de vitrificacdo que fe#os visualmente. No entanto, a
problemética encontrada nos experimentos anterideesredacdo quanto a presenca de

contaminantes, foi verificada onde havia tampa ldenimio e algoddo. Este fator foi o
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causador da baixa taxa de sobrevivéncia dos exrglanantidos nos tratamentos com estas
vedacdOes durante todo o experimento.

No decorrer da avaliacdo, aos 21 dias, as micrtgdamantidas em
cubetas vedadas por algoddo nao estavam vitricagias apresentaram os mais baixos
valores para porcentagem de brotacdo e sobrevaj@natamente nos quais havia tampa de
aluminio (Tabela 13). A forma de vedar as cubetasepser crucial para o bom
desenvolvimento dos explantes e muitos trabalhostrarm que esta diferenca realmente
existe e influencia diretamente nas respostas atgms. Estas variacbes s&o inclusive
utilizadas a fim de obterem-se melhores condi¢c@®tbautotrofismo que irdo futuramente
interferir no enraizamento e aclimatacdo das ptantacropropagadas (BANDEIRA et al.,
2007; RIBEIRO et al.,, 2007; SOUZA et al., 2007; SANA et al., 2008; DAMIANI e
SCHUCH, 2009).

Na quarta avaliacdo realizada, aos 28 dias, o meiaamento
verificado foi o com tampa de filme PVC, no qualpé@ntulas estavam menos vitrificadas e
com alta taxa de sobrevivéncia (85,71%) e brotg@@p71%) e nenhuma contaminacao
exdgena durante toda avaliacdo (Tabela 13). A tadepalgoddo, além da contaminacdao,
tornou oportuna a alta evaporacdo do meio de eultda a utilizagdo dos frascos,
proporcionou alta vitrificacdo e néo interferiu maspostas vegetativas.

Com esses resultados podemos concluir que a tampgénce PVC
pode ser utilizada para micropropagacao de exmgamte C. regium por permitir

desenvolvimento normal da planta com baixa vitif#&o.
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Tabela 13:Efeito da vedacdo das cubetas e do frasco na pagen de brotacdo, nUmero de gemas/explante, pagesn e

intensidade de vitrificacdo, altura dos brotos potagem de sobrevivéncia e de contaminacdo exOg&RERP, Ribeirdo Preto-

SP, 2010.
Dias Tampas/Frasco %Brotacao N° de % Intensidade  %sobrevivéncia %cont.  Altura
gemas/ vitrificacéo de exdgena dos
explante vitrificacdo brotos
Plastico 76,19a 1,92a *x *x 100,00a 0,00b *
Aluminio 42,86b 1,81a *x *x 52,38b 52,38a *

14 Filme PVC 71,43a 3,06a *x *k 100,00a 0,00b *
Algodao 33,33b 3,22a *k *k 66,57b 38,10a *
Frasco 80,95a 3,02a ** * 100,00a 0,00b *
CV% 23,44 36,33 *x *k 12,45 57,66 *
Plastico 85,71a 4,57a 82,14a 3,13a 95,24a 0,00c *
Aluminio 47,62b 451a 75,56a 3,20a 52,38b 66,67a *

21 Filme PVC 76,19a 4,87a 81,11a 2,01a 95,24a 0,00c *
Algodéao 42,86b 3,56a 0,00b 0,00b 61,90b 42.,86b *
Frasco 100,00a 4,80a 76,19a 2,91a 100,00a 0,00c *
CV% 21,58 20,28 19,74 29,20 12,05 44 54 *
Plastico 90,48a 5,24a 88,57a 4,06a 95,24a 0,00c 0,97a
Aluminio 47,62b 5,33a 93,33a 3,67a 52,38b 66,67a 1,21a

28 Filme PVC 82,71a 6,56a 48,09b 0,88b 85,71a 0,00c 1,14a
Algodéo 68,33b 3,72a 0,00c 0,00b 47,62b 42,86b 0,93a
Frasco 95,24a 5,72a 95,24a 3,79a 95,24a 4,76C 1,36a
CV% 20,64 28,03 25,63 35,80 15,50 45,63 18,42

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste SawdttK

(*) ndo foi avaliado/ (**) ndo foi possivel avaliar
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3.3 Multiplicagéoin vitro

A adicao dos reguladores vegetais BAP, cinetinaagiiza no meio de
cultura, ndo apresentou efeito sobre a porcentalgebnotacdo nem sobre o nimero de gemas
obtido por explante, apresentando aos 60 dias %6,382,22% e 75% de brotagéo
respectivamente (Tabela 14). Para o nimero de gebtadas por explante, o meio sem
adicdo de reguladores apresentou resultados nmtafagaios (2,96cm aos 60 dias). Porém,
isoladamente, os reguladores apresentaram difesggigéicativa nas concentragdes utilizadas
aos 30 e 60 dias, conforme é mostrado na Figuo&dntagem de brotacdo) e Figura 9
(nimero de gemas por explante). O numero de bmtatdido por explante ndo foi
aumentado com a adicdo de citocininas, apresentantiaimo de uma brotacao por explante
em todos os tratamentos (Tabela 14).

Ao utilizar citocininas como reguladores vegetas processo de
multiplicacdo de explantdasa vitro, espera-se que haja um aumento no numero de &ootag
No entanto, este efeito nem sempre € conseguide,vaoos fatores podem interferir, tais
como espécie em questdo, o tipo de explante, deutires (ROGALSKI et al., 2003; DUTRA
et al., 2004; MENDONCA et al., 2004; BERTONI et,a2006; RUBIN et al., 2007,
RODRIGUES et al., 2009; VICENTE et al., 2009).

As citocininas utilizadas além de nédo terem favideeo processos de
multiplicacdo dos explantes também interferiram atiggmente na formacdo de calos,
intensificando sua incidéncia, principalmente o B@djura 7). Embora as citocininas néo
sejam classicamente substancias promotoras ddepagho celular, resultados semelhantes
tem sido obtidos por outros autores a exemplo dé €al. (2006), Beltrdo et al. (2008),
Paiva e Aloufa (2009) e Sexto et al. (2009) quentrmduzirem zeatina e BAP no meio de
cultivo também obtiveram formacéao de calos nosaxpk.

O regulador de crescimento zeatina juntamente comio sem adicao
de reguladores, foram os que proporcionaram madioraados explantes (1,78 e 1,74 cm
respectivamente). Esses resultados corroboram cmbbidos por Santos et al. (2005),
Carvalho et al. (2005), Villa et al. (2007), Nigiet al. (2008) e Stein et al. (2009) no qual
verificaram um aumento no comprimento das brotactes a adicdo de citocininas no meio

de cultura. A menor altura foi obtida em explamesntidos em meio MS com adicdo de
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cinetina e BAP (1,35 e 1,38 cm respectivamentepgleald). Segundo Rubin et al. (2007) e
Zigiotto (2007), déficit no alongamento de brotosnca adi¢cdo de citocininas podem ocorrer
com frequéncia em explantes mantidositro. .

Um outro aspecto importante a ser considerado celacdo as
citocininas é que elas podem atuar como um estiguilmico a vitrificacdo (MORAES et al.,
2007). Embora a vitrificacdo tenha sido constataols explantes d€. regium € possivel
descartar a possibilidade disto ter ocorrido p&laéncia desta classe de reguladores vegetais,
pois a vitrificacdo ocorreu em todos os explantesgados com ou sem adi¢ao de citocinina
(Tabela 14). Mas, vale ressaltar que em meio déiveaukcom zeatina, 0s explantes
apresentavam aspectos de vitrificacdo menos int&esultados divergentes existem e foram
constatados por Fraguas et al. (2004) e Bertaadi €006) na qual a citocinina cinetina, BA e
zeatina promoveram maior vitrificacdo nas plant&s alguns tratamentos como meio de
cultivo com adicdo de cinetina nas concentrac@ee Q,uM e com adi¢cdo de zeatina (N3,
foi constatado coloragcdo vermelha nas folhas dgdaetes, indicando a presenca de
antocianinas. Nessas plantas, foi verificada armisé&la vitrificacdo, sugerindo, mais uma

vez, a possivel interferéncia das antocianinagrefstto indesejado.

Figura 7: Calos formados em explante<Cdeegiumcom adicdo de BAP no meio de cultura.
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Figura 8: Porcentagem de brotacddCdeegiumem funcéo da concentracédo de BAP, cinetina enagatvitro.
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Tabela 14: Influéncia dos reguladores de crescion8#®P, cinetina e zeatina na porcentagem de brotag@mero de gemas

obtidas por broto, nUmero brotacdo por explantecgmagem e incidéncia de calos, porcentagem déicatdo e altura dos

brotos, UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2009.

Tratamen-  %brotacéo N° gemas/ N° brotacao/ %calos Incidéncia  %ovitrificacdo  Altura broto
to broto Explante de calos

30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60 30 60
MS 83,33a 95,83a 1,99a 2,96a 1,00a 1,17a 100,00a 100,00a 2,92b 3,33b 37,50a 29,17a 1,30a 1,74a

BAP 65,27a 76,39b 1,57a 1,94a 1,03a 1,24a
Cinetina 59,72a 72,22b 1,36a 2,18a 1,0la 1,09a
Zeatina 72,22a 75,00b 1,80a 2,53a1,08a 1,21a

98,61a 98,6la 4,5l1a 4,35a 16,6B4,72a 1,09b 1,38b
97,22a 100,00a3,36b 3,47b 33,33a 22,22a 1,03b 1,35b
91,94b 91,67a 2,32b 2,72188,89a 45,83a 1,34a 1,78a

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao mifenére si estatisticamente pelo teste Scott-Ks¥btt

* Avaliagdo aos 30 e 60 dias.
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3.4 Posicao da gema

A posicdo da gema pode interferir diretamente s@werespostas
vegetativas no processo de micropropagacao. Teogitz, qualquer tecido pode ser utilizado
devido a condigcdo de totipoténcia dos vegetais.eN@anto, as gemas apicais, geralmente,
apresentam maior capacidade de crescimento do gj@eraas axilares/laterais, pois estas
Ultimas estéao sob o efeito da dominancia apica{GRPAGLIA e MACHADO, 1998). No
experimento cont. regiuma gema apical apresentou os melhores resultadbsindo menor
porcentagem e incidéncia de calos. Também, apesadia haver diferenca significativa, foi o
tipo de explante com maior porcentagem de sobregigé Inclusive, conforme a gema se
afasta da apical, ou se aproxima da base, men@oesesis valores de multiplicagdo, maior a
incidéncia de calos e menor a porcentagem de dubreva. (Tabela 15).

Ao final dos 30 dias de avaliacdo foi observado quéaxa de
sobrevivéncia das gemas laterais diminuiram. Desido, foram feitas novas avaliagfes
referentes a este parametro apdés 60 dias do idiciexperimento. Foi verificado que
realmente a taxa de sobrevivéncia diminui confopagsado o tempo (Tabela 15), tendo ao
final de 60 dias 52,38% de sobrevivéncia para gem#s proxima da base (lateral 3).
Resultados divergentes foram obtidos por Rocha €@05), Faria et al. (2007) e Malosso et
al. (2008) ao verificarem melhor desenvolvimentgetativo de plantas a partir das gemas

basais, segunda gema axilar e da gemas laterpectemmente.

Tabela 15: Efeito da posicdo das gemas apicalalate 2 e 3 na porcentagem de brotacgao,
numero de gemas obtidos por explante, porcentaganid€ncia de calos, altura dos brotos e

porcentagem de sobrevivéncia aos 30 e 60 dias, RIPARIibeirdo Preto — SP, 2009.

Posicdo %brotacdo N°gemas/ %calos Incidéncia Altura %sobrevivéncia

da gema explante de calos  dos 30 dias 60 dias
brotos

Apical 88,89a 4,12a 57,14b 1,76¢ 2,25a 90,47a 85,71a

Laterall 58,41a 1,72b 83,01a 3,61a 0,85b 85,71a 71,43a

Lateral2 56,67a 1,82b 87,78a 2,79b 0,85b 76,19a 66,67a

Lateral3 53,33a 1,13b 100,00a 3,80a 0,72b 71,43a 52,38a

CV% 28,79 29,23 10,13 17,55 32,86 11,39 19,81

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo mifenére si estatisticamente pelo teste Scott-Ksibtt
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3.5 Enraizamentain vitro

Apoés passar pela fase de multiplicagéovitro, uma etapa muito
importante para que se estabeleca um protocoldatepropagacao € a fase de enraizamento.
O enraizamentdn vitro pode ser conseguido através da adicdo de auxinastms agentes
rizogénicos ao meio de cultivo (SOUZA et al.,, 200Bpra esta fase, geralmente séo
empregadas as auxinas IBA (acido indol butiricONAA(4cido naftaleno-acético) e AIA
(&cido indol acético).

No experimento cont. regiumo regulador de crescimento utilizado
foi o IBA e o0s explantes, com uma gema, submergidos meios com diferentes
concentracdes deste regulador ndo apresentaramasneato aos 30 dias de avaliacdo. Por
este motivo, ndo foi aplicado teste de regressd@a este experimento (Tabela 16). Neste
periodo a taxa de brotacdo foi favorecida na cdregiio de gM de IBA (Figura 10). Este
efeito sugere que a espe@e regiumpode vir a ser utilizada como modelo de estudos de
funcionamento fisiolégico por fugir do padrdo at®#d® conhecido de espécies vegetais
européias, pois ao adicionar auxina, aumenta-s@rero de brotacdo/explante e ao utilizar
citocininas (com intuito de brotacdo) ndo ha aumewotvalor do mesmo, como mostrado nos
experimentos de multiplicagdo mencionados antegaten

Quando a concentragcdo de auxina no meio de cdltargessiva, pode
ocorrer a formagao de calos na base do explanteeXgerimento conC. regiumhouve
formacédo de calos em todos os tratamentos, in€lusty meio sem adicdo de IBA. Isto
significa que nas concentracdes avaliadas, o IBAca@isa efeito de calogénese nos explantes
de C. regium Entretanto, ao aumentar a concentragdo de |Beata-se a porcentagem de
vitrificag&do dos explantes.

No decorrer do experimento, dos 30 aos 50 diagepeu-se que as
plantas apresentavam necrose, caracteristica pastanéemente comum em explantesCle
regium quando apenas transferidos sem cortes das folmmp foi feito para este
experimento. Para tanto, a avaliacdo dos 60 diaantecipada para 50 dias e o parametro
avaliado foi apenas a porcentagem de sobrevivéfi@aela 16), que foi superior para
explantes mantidos no tratamento sem adicdo de $Bguido pelo tratamento comM de

IBA. Apés a avaliagdo, os explantes foram trandtexi para meio MS sem adicdo de
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reguladores e apds 21 dias foram reavaliadas quanporcentagem de regeneracdo do
explante, pois, também parece ser um padréo pespéxie a parte aérea apresentar-se seca e
em seguida surgirem novas brotacoes.

Explantes transferidos para meio MS sem adicaaemdadores nao
se regeneraram apoés 21 dias e 0s que sobreviveaagrande maioria, estavam com aspecto
de planta velha com coloracdo amarronzada. Neste p@demos inferir que a auxina nas

condicbes avaliadas, pode ter sido toxica parxpisuetes deC. regium

Figura 10: Brota¢des multiplas estimulado pelagaide 2M de IBA no meio de cultura.
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Tabela 16: Efeito da adicdo de IBA no desenvolvimergetativo de explantes @e regium in vitro UNAERP, Ribeirdo Preto —

SP, 2009.

IBA (UM) N° N° Altura % Incidéncia % %sobrevivéncia  %sobrevivéncia
gemas/  brotacdo/ dos calos de calos vitrificagédo (30 dias) (50 dias)
explante  Explante  brotos

MS 6,76a 2,07a 2,96a 63,24a 1,47a 42,86b 100,00a 81,90

1,0 4,99b 1,24b 1,78b  77,78a 1,69a 42,22b 85,95b 47,62a

2,0 5,24b 1,62a 1,47b  71,43a 1,19a 85,71a 100,00a ®5,56

4,0 4,70b 1,20b 1,42b  84,92a 2,44a 74,60a 95,24a 46,62a

6,0 3,70b 1,21b 1,34b  85,71a 2,35a 89,68a 85,71b 47,60a

CV% 16,04 20,64 22,62 27,98 41,27 22,16 8,93 37,31

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si estatisticamente pelo teste Scott-Ks#tt
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3.6 Aclimatacao e Enraizamentex vitro

A aclimatacdo apesar de ndo ser uma etmpavitro, € muito
importante, pois sem sucesso nesta fase ha ailimagho da micropropagacao.

Convencionalmente, a aclimatagd&x vitro das microplantas é
realizada de forma que progressivamente, promowehseremento na irradiancia mantendo-
se, inicialmente, alta umidade relativa do ambidog® apds o transplantio, com gradativa
reducdo da mesma, até que a fase de endurecimerdoitogrofismo se complete
(CAMPOSTRINI e OTONI, 1996).

Plantas de C. regium aclimatadas tiveram sobrevivéncia de
45,85%+18,93, mostrando que este método precismakiorado afim de obterem-se maior
numero de plantas vivas. Varios sdo os estudosioakdos a diferentes métodos que podem
influenciar e possibilitar maior nimero de plantass na fase de aclimatacdo. Dentre eles
podem ser citados as diferentes concentracdesldgieonutritiva na irrigacdo das plantas
aclimatadas, os diferentes substratos, a lumindsjdasombreamento, a utilizacdo de fungos
micorrizicos, 0 genaotipo, entre outros (ANDRADE att, 2000; TERCEIRO NETO et al.,
2004; MALOSSO et al., 2008; HAHN et al., 2009; RU€Aal., 2009; CASTIGLIONE et al.,
2009).

O enraizamento pode ser realizado tanteitro comoex vitrg porém
este Ultimo tém se mostrado eficiente para vaspsaes.

Uma das vantagens do enraizamer@® vitrg talvez a mais
consideravel, € o menor custo financeiro que éstaida proporciona, pois dispensa 0s gastos
com meio de cultura e reguladores, além de dimimia etapa da micropropagacdo, ja que o
enraizamentoex vitro faz parte da Ultima etapa do processo que € aatelgdo. Esta
diminuicdo dos custos pode chegar até a 75% dossgasais e reduz o tempo de cultivo e de
comercializacdo das mudas (GUERRA e NODARI, 2006).

A porcentagem de enraizamenex vitro de C. regium foi de
77,50%+15,00, podendo ser considerado eficientéstisuido pelo enraizamento vitro, ja
gue este se mostrou dificultado nas condi¢Oes aaadi (Figura 11). Além do mais, o
enraizamento ocorreu sem utilizacdo de indutomegénicos. No entanto, este valor pode ser

aumentado a partir do momento que se aumenta aveadmcia das plantas micropropagadas.
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O tamanho médio final das raizes @eregiumfoi de 1,57+0,63. O enraizamerga vitro €
indicado para varias espécies, seja por estasempaesm dificuldade de enraizamerio
vitro, pelas raizem vitro ndo se adaptarem a aclimata¢do ou somente pelgiredas custos
(PEDROTTI e VOLTOLINI, 2000; RADMANN et al., 200MACIEL et al., 2002).

Desta forma, pode-se indicar o enraizamextwitro satisfatorio para
espécieC. regium pois acontece facil e rapidamente sem a necelssitia reguladores, além

de suprir a falta do enraizamento da espi@citro e optar por suspender esta fase.

Figura 11: Raizes de. regiumformadasex vitro

3.6 Conservacao de germoplasma vitro

Os Bancos de Germoplasnma vitro vém sendo estabelecidos por
varias instituicdes de pesquisa e mantidos parsetear varias espécies medicinais incluindo
plantas do Cerrado. A vantagem desta conservagaéscimento minimo, sem alteracéo da
estabilidade genética e facil acesso ao materr@tg® caracterizado, estando disponivel para
domesticacao e desenvolvimento de novas varied®@RAES et al., 2007).

Anteriormente ao estabelecimento do Banco de Gdaswin vitro
deve-se desenvolver o protocolo de micropropagagdssando pelas fases de escolha do
explante, desinfeccdo, estabelecimento, multipicagnraizamento e aclimatacao. Apos o

estabelecimento do banco, faz-se necessario nedtiphovamente as espécies conservadas
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para confirmar a viabilidade do processo desendoleitambém se as caracteristicas da planta
matriz foram mantidas no clone (MORAES et al., 2007

A manutengdo do crescimento minimo das culturate per feita
através da reducdo de temperatura e/ou intensidadi@osa, da diluicdo dos elementos
nutritivos no meio de cultura e também pela adigéaeguladores osmaéticos e hormonais
capazes de inibir o crescimento do material emveu(WHITTERS, 1991; ENGELMANN,
1991; CARVALHO e VIDAL, 2003). Em nossos experim@nbptamos por avaliar a reducéo
do potencial osmaético através de fontes de carlsontbinados com temperaturas de 25°C e
15°C.

Agentes osmoéticos como manitol e sorbitol reduzentaptacéo
mineral pelas células através de diferenca de paleasmatico, retardando desta forma o
crescimento da planta (FORTES e PEREIRA, 2001; LE®@I., 2007). O pantotenato de
calcio (vitamina B5) € uma substancia que auxilime&tabolismo em geral e desempenha
funcéo na regulacdo dos processos de suprimeroeaigia (HOFFMANN et al., 2000).

Explantes de C. regium mantidos em todos os tratamentos
apresentaram reducdo da taxa de sobrevivénciap sentenor porcentagem para explantes
mantidos no tratamento Cg4 com MS e sorbitol embioatdo com pantotenato de célcio. A
baixa sobrevivéncia neste meio esteve relacionastaminacdo dos explantes, pois, estas
substancias estimularam o aparecimento de contg&tnenddgena bacteriana. Desta forma,
pode-se optar como melhor tratamento, apos 60 di&g5 (MS/2 acrescido de sorbitol e
pantotenato de calcio). Apesar de este tratamenfréporcionado um alto valor para nimero
de gemas (8,72 — Tabela 17), a altura do brotonfediana (1,43) e a porcentagem de
sobrevivéncia, que é um fator muito importante afonais alta. Resultados semelhantes foram
obtidos por Golmirzaie e Toledo (1998), Faria e(2006) e Shawky e Aly (2007) no qual ao
utilizar o sorbitol adicionalmente ao meio de adtobtiveram o crescimento mininovitro.

Neste periodo a Unica diferenca entre o melhorpgop tratamento
(Cg5 e Cg4 respectivamente) foi a concentracdo €io e cultura. Desta forma, podemos
inferir que a alta concentragdo dos nutrientes ofogue favoreceu o aparecimento dos
endofiticos que ocasionaram a morte dos explantes.
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As plantas ao final dos 60 dias da avaliacdo aptassen aspecto de
senescéncia, talvez pela alta temperatura em gelecsatravam (25°C), as fontes de carbono
foram rapidamente absorvidas e em consequénciseocaisenescéncia das microplantas.

No 3° més de avaliacdo, foi verificada uma quedataxa de
sobrevivéncia das mesmas, tendo ao final dessedpemorte de todo material vegetal, se

fazendo possivel a avaliagdo, somente até aosa60 di

Tabela 17: Efeito do manitol, sorbitol e pantotend¢ célcio sobre crescimento minimo em
explantes d€. regiummantidosn vitro em 25°C, UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2009.

%sobrevivéncia %brotacao N° gemas/ Altura broto
Explante

Tratamento/dias 30 60 30 60 30 60 30 60
Cg0 90,47a  85,7la 90,47a 93,33a 5,36a 9,83a 1,94a 2,69a
Cgl 71,43b 66,66a 84,13a 100,00a 4,11b 8,72a 2,0la a2,75
Cg2 90,47a 71,43a 100,00a 100,00a 3,93b 7,16a 1,41b 3al,8
Cg3 85,71a 76,19a 85,71a 83,33a 2,32¢c 4,35b  0,73c  0,96b
Cg4 57,14b  23,81b 78,57a 100,00a 1,93c 3,89b 0,73c b0,77
Cg5 90,48a 80,95a 85,71la 100,00a 3,65b 8,72a 1,08c b1,43
Cg6 85,71la 52,38a 81,90a 100,00a 2,66¢C 6,38b 0,87c b1l,14
Cg7 66,67b 57,14a 63,33a 86,67a 1,05c 3,02b 0,58c 0,68b
Cg8 60,32b  33,33b 83,33a 100,00a 1,67c 533b 0,57¢c b0,80
Cg9 80,95a 57,14a 90,47a 91,67a 1,89¢c 531b 0,69c 0,99b
CV% 19,92 27,95 19,59 13,69 25,04 28,11 17,80 39,48

Médias seguidas da mesma letra na coluna nao mifenére si estatisticamente pelo teste Scott-Ks¥btt

Cg0 = MS + 2% sacarose;Cgl = MS/2 + 2% sacarose;s(d3 + 2% sacarose + 4% sorbitol;Cg3 = MS/2 + 2%
sacarose + 4% sorbitol;Cg4 = MS + 2% sacarose sdditol + 2mg.[* pantotenato de célcio;Cg5 = MS/2 +
2% sacarose + 4% sorbitol + 2mg.pantotenato de célcio; Cgé = MS + 2% sacarose +4i#itol;Cg7 = MS/2

+ 2% sacarose + 4% manitol;Cg8 = MS + 2% sacaro4&b+manitol + 2mg.L* pantotenato de célcio; Cg9 =
MS/2 + 2% sacarose + 4% manitol + 2mypantotenato de calcio.

E sugerido que para espécies de clima tropicaimpératura deve ser
reduzida entre 15 e 25°C (Whiters, 1991). Logoliaves conjuntamente o efeito dos agentes
de estresse osmotico com baixa temperatura e obadss mostraram que a conservacao de
C. regiumem temperatura de 15°C, aos 30 dias, foi melha parexplantes mantidos em
tratamentos que continham manitol na sua composigo uma tendéncia a ser superior

guando da presenca de pantotenato de calcio, driorde como aconteceu em 25°C. No
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entanto, ndo houve nenhum desenvolvimento vegetataste periodo em nenhum dos
tratamentos (Tabela 18).

Ao contrario do que aconteceu em 25°C, o sorbitl d que
proporcionou menor efeito na sobrevivéncia dos apk, mostrando que em baixas
temperaturas este agente ndo apresenta efeitotdégdw para esta espécie.

No segundo més de avaliacdo, as taxas de sobreidvé@iram ainda
mais, e 0s tratamentos que proporcionaram mai@kses para este parametro foi os que
tinham MS/2 e manitol, MS e MS/2 com manitol e ptenato de célcio. No entanto, a
sobrevivéncia foi inferior a 50%, j& ndo sendo neaissideravel vidvel a conservacdo nestas
formas propostas. Também, durante este perioddyunermesenvolvimento vegetativo foi
observado nos explantes. Logo, ao perceber que onesmbaixa temperatura até 48% dos
explantes sobrevivem, estudos variando as congéesalestes agentes devem ser avaliados a
fim de aperfeicoar este protocolo e para obter msobrevivéncia com plantas saudaveis e
sob regime de crescimento minimo.

Estes resultados revelam a baixa tolerancia daiespéchlospermum
regiumao frio. Ja foi relatado por Camillo et al. (20@R)e pode ser conseguido crescimento
minimo in vitro (sem utilizacdo de agentes osmoticos) mantengaasas em 20°C. Ja em
baixa temperatura (10°C) n&do ha tolerancia dosaaigs. Os resultados obtidos em nossos
experimentos mostraram que apesar se a taxa deva@ncia ter sido baixa, em 15°C, houve
um efeito dos agentes osmoticos e o pantotenatald® que garantiram a sobrevivéncia
destes explantes por este periodo, podendo estegem de aliado na manutencdo de um
banco de germoplasnravitro deC. regium

Apds um periodo de 90 dias (3 meses), nhenhum delseanento foi
observado e em todos os tratamentos houve quegerdantagem de sobrevivéncia com
excecdo do tratamento com MS acrescido de manitphrgotenato de calcio, no qual
permaneceu intacta. Isto confirma que mesmo sead@ la sobrevivéncia, mais estudos
envolvendo estes agentes devem ser realizadoslp@racdo de um banco de germoplagma

vitro efetivo.
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Tabela 18: Efeito do manitol, sorbitol e pantotend¢ célcio sobre crescimento minimo em
explantes d€. regiummantidosn vitro em 15°C, UNAERP, Ribeiréo Preto — SP, 2009.

%sobrevivéncia

Tratamento/dias 30 60 90

MS+2% sacarose 9,52b 9,52b 4,76¢C
MS/2+2% sacarose 47.62a 19,04b 4,76¢
MS+2% sacarose+4% sorbitol 9,52b 9,52b  4,76¢C
MS/2+2% sacarose + 4% sorbitol 19,04b 0,00b 0,00c

MS+2% sacarose+4% sorbitol+2md.pantotenato de calcio  33,33b  0,00b  0,00c
MS/2+2% sacarose+4% sorbitol+2mg.pantotenato de calcio 19,04b 0,00b  0,00c
MS+2% sacarose + 4% manitol 42,86a 19,04b 19,04c
MS/2+2% sacarose + 4% manitol 57,14a 42,86a 33,33b
MS+2% sacarose + 4% manitol + 2mgpantotenato de célcio 61,90a 47,62a 47,62a
MS/2+2% sacarose + 4% manitol + 2mgpantotenato de calcio61,90a 42,86a 28,57b

CV% 40,77 65,68 54,78

Médias seguidas da mesma letra na coluna ndo mifenére si estatisticamente pelo teste Scott-Ks#tt

4. CONLUSOES
1. A gema cotiledonar € o explante mais indicadca gaiciar a micropropagagdo por
apresentar superioridade quanto ao nimero de beotosnelhor gema para o processo de

multiplicac&oin vitro € a apical;

2. A reducéo na concentracdo do meio MS nao faeosereducédo da presenca de calos nos

explantes;

3. O carvao ativo nas condi¢Oes testadas é efcrentontrole da producéo de calos;

4. O teor de sacarose influencia no processo detdégsacao de explantes de. regium

5. O agente gelificante utilizado nas concentracéaliaalas nao interferiu nesse processo;

6. Tampa de filme PVC em cubetas é capaz de pranuasvitrificacdo em explantes @e

regium
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7. Explantes de&C. regiumapresentam capacidade de se manter e multipticaitro sem
adicdo de citocininas;

8. O regulador IBA n&o afeta o enraizamento deatpb deC. regium

9. O sorbitol juntamente com pantotenato de cajmiomoveram a sobrevivéncia com

crescimento minino em plantulas@eregium in vitroem 25°C;

10. Em 15°C, o manitol juntamente com pantotenat@alcio promoveram a sobrevivéncia

com crescimento minino em plantulas@eaegium in vitrg

11. Mais testes referentes a aclimatacdo Gleregium devem ser feitas a fim de
aperfeicoamento do método;

12. O enraizamento de plantas@laegium ex vitr@ eficiente.
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Capitulo 1ll. DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS EXVITRO

1. INTRODUGCAO

A espécieCochlospermum regiumem sendo utilizada pela populacéo
para fins medicinais contra infeccdes de um modal g€ uma espécie que demanda estudos
cientificos, pois poucas séo as informacdes exesesobre a mesma. Assim, acontece para 0s
estudos quimicos, biologicos, genéticos e agror@snic

Os estudos agrondmicos quanto o seu desenvolvinveggetativo e
também as suas respostas fisiologicas basicagremiés estimulos externos sdo importantes

para viabilizar a produgéo da espécie em campalltiec

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinar melhor substrato para desenvolvimentmldatulas de

Cochlospermum regium

2.2 Objetivos Especificos
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1. Avaliar a influéncia dos substratos areia e+se@lsterco nas respostas vegetativas de plantas
deC. regium

2. Determinar qual substrato proporciona maior bissa de parte aérea e raiz;

3. MATERIAL E METODOS

Sementes de€. regium (n= 550) imersas em 80, por 120 min.
foram posteriormente lavadas com agua destilad#ioglavada e colocadas em caixas do tipo
gerbox contendo vermiculita, e mantidas em fitotkésrconi MA1403/UR com temperatura
controlada de 27°C e umidade relativa de aproximadde 80%. Apds germinacao, plantulas
com presenca dos cotilédones foram classificadaacdelo com a relagcédo parte aérea/ raiz
nas seguintes categorias: Tipo 1: 4/1 (parte aéigp/Tipo 2: %2 (parte aérealraiz), Tipo 3: Y%
(parte aérealraiz). Todas as plantulas foram tadss para vasos de 3L de capacidade
contendo areia (A) ou solo+esterco (SE) e depastain casa de vegetacdo. As plantas
permaneceram em vasos por 8 meses e foram avalipdedo a altura da parte aérea,
guantidade de folhas, comprimento e diametro da, ralimero de raiz fasciculada,
porcentagem de plantas com raiz maior que pargaapeso fresco e seco da parte aérea e
raiz. O delineamento experimental foi inteiramesgsualizado, composto de 4 repeticbes com
3 replicatas, totalizando 12 plantas por tratameDsoresultados obtidos foram submetidos ao
teste Tukey 5% com o auxilio do programa SISVARRREIRA, 2005). As sementes

utilizadas neste experimento permaneceram armadgemaa camara fria por 8 meses.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A avaliacdo do desenvolvimento das plantulas gexdsa em fitotron
permitiu a classificacdo em 3 categorias (Figurg THo 1 com 4:1 de parte aéreal/raiz
(representando 19,16% das plantulas formadas); Zipom 1:2 parte aérea/raiz (41,59%) e
Tipo 3 com 1:4 parte aérea/raiz (39,25%). Quantefaito do substrato no desenvolvimento
das plantas verificou-se que o solo+esterco pra@uwa maior crescimento em altura da parte
aérea quando comparada a areia (29,56 e 16,83pecteamente) (Tabela 19). Resultados

divergentes foram obtidos por Viu e colaborado2®97), em trabalho com a mesma espécie.
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Estes verificaram que o substrato comercial veritéc@ioi 0 mais eficiente em promover

maior tamanho de plantulas.

Figura 12: Tipo de plantulas referente a relacammtdno parte aéreal/raiz.
A=plantulas Tipo 1/; B=Plantulas Tipo 2/; C=PlaatulTipo 3

As plantas mantidas em areia apresentaram a raiz dwque a parte
aérea. No entanto, ao avaliar o peso fresco edsermizes das plantas mantidas em ambos os
substratos constatou-se que ndo houve diferengistisf, quanto ao peso da biomassa (1,62
e 2,099 respectivamente) (Tabela 19).

Dessa forma, conclui-se que as raizes das plardatdas em areia
apresentam a raiz maior que a parte aérea, comaesimaégia de armazenar agua em solos
arenosos e que as raizes que cresceram em sotoedstestiram mais no desenvolvimento
da parte aérea. Numa demonstracao clara de aktcplade e adaptacao da planta, o que
explica a intensa dispersédo da espécie em quaas #&xdfitofisionomias do bioma Cerrado
(Figura 13). Outra caracteristica que mostra atipidade desta espécie foi estudada por
Poppendieck (1981) com relacdo a floracdo. Segundoitor quando o ramo do ano foi
destruido, pelos incéndios, por exemplo, que s&tabg freqlentes nos Cerrados, as flores
nascem ao nivel do solo a partir do xilopodio, ddeotambém saem os ramos. Esta € dada
como caracteristica Unica da espéCieegiumdentre as espécies do género.

Algumas caracteristicas relevantes foram observadiasnte o

experimento de desenvolvimento das plantas na @aszegetacdo. A partir do outono as
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folhas das plantas comecaram entrar em senesc@rma@ucar, sendo mais freqiente nas
plantas mantidas em vasos com solo+esterco e o idd inverno houve formacéo dos
botdes florais para plantas mantidas em ambosiasrentos. Estes dados corroboram com 0s
estudos realizados por Poppendieck (1981), no upastrou que a floracdo da espéCie
regiumacontece na mesma época em que ela esta desfolhada

Caracteristica comum observada durante este exg@oni, além da
gueda das folhas, a desidratacdo dos ramos quareseataram aparentemente mortos, mas
gue de maneira inesperada sem aparente modifick@mbiente, rebrotaram (Figura 14).
Este efeito foi observado mais pronunciadamentepkamtas mantidas na areia do que no
solo+esterco (50 e 20% respectivamente). Estaré oatacteristica que pode ser atribuida a
plasticidade da planta, pois, a areia rettm megoa ue o solo+esterco. Assim, quando a
planta estd ameacada, como pela falta de dguaeeaotege “secando” as parte aérea e
acumulando 4gua nas raizes esperando condi¢coefan@idveis para voltar a brotar.

O substrato areia acelerou o processo de ligndwaips caules das
plantas, e a principio suas folhas se mostrarara weades e mais vistosas. Porém no final do
experimento foi verificado que plantas mantidas &olo+esterco apresentavam melhor
aspecto, com folhas mais verdes e maior alturauyanq que as mantidas em areia

mantiveram inalterado seu crescimento.
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Cochlospermum vitifolium

"~

C. regium *

intersediats foras

Fonte: Poppendieck, 1981
SP — Sao Paulo/ RJ — Rio de Janeiro/ MG — Minasi§evIS — Mato Grosso do Sul/
MT — Mato Grosso/ GO — Goias/ TO — Tocantins/ BBRahia.

Figura 14: Rebrota d€. regiumsob parte aérea aparentemente morta.
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Tabela 19: Medidas de altura da parte aérea (AguUgntidade de folhas (QF), comprimento de raiz (ERjametro da raiz (JR),
numero de raiz fasciculada (NRF), peso fresco e dearte aérea (PFPA e PSPA) e raiz (PFR e PS8Rgntagem de biomassa
da parte aérea (%BPA) e raiz (%BR) e porcentagemplaigas com raiz maior que parte aérea (%RMPA)ABERP, Ribeirdo
Preto-SP, 2009.

Trata- APA QF CR IR NRF  %RMPA PFPA PSPA PFR PSR  %BPA %BR
Mento (cm) (cm) (cm)

A 16,83b 9,50a 21,00a 0,93a 10,50a 91,67a 3,94b 0,7H64a 1,62a 20,73a 17,49a
S+E 29,56a 11,79a 22,41a 1,3la 6,12a 29,17b 9,54a 1,8 37a 2,09a 19,16a 17,97a

CV% 17,87 16,81 16,92 19,74 32,31 44,69 41,39 32,38 7458, 57,11 12,82 12,31

Médias seguidas da mesma letra na coluna néo mifenére si a 5% de probabilidade pelo teste Tufeyl2)/ * 8 meses ap6s montagem do experimento/
A= areia; S+E= solo+esterco
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5. CONCLUSAO

1. O substrato solo+esterco proporciona maior peso de biomassa de parte aérea;

2. De um modo geral o substrato solo+esterco elgtimaior tamanho de raiz em relagéo a

parte aérea.
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Capitulo IV. PRODUCAO EXTRATOS E AVALIACAO DA ATIVI DADE
BIOLOGICA DE Cochlospermum regium

1. INTRODUCAO

O estudo da atividade bioldgica realizadavitro € uma ferramenta
necessaria ao estudo de plantas com propriedaoasvhs, sendo o primeiro teste realizado
antes das avaliaco@s vivo. E uma avaliagdo adicional aos estudos farmaamégé podem
direcionar os estudos das espécies conforme otadeulque foi obtido. A atividade
antimicrobiana dos produtos naturais € cada ves walorizada, pois devido a inUmeros
fatores os microorganismos estdo adquirindo resistéaos medicamentos convencionais.
Igualmente as avaliagbes quanto as atividadesoOxitais sob ceélulas tumorais, séo
importantes, em fungdo do aumento cada vez maiessigo da incidéncia de cancer como

uma das primeiras causas de Obito na populacéoiatund
2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais

1. Preparar de extratos aquosof£dehlospermum regium
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2. Avaliar extrato aquoso de raiz e parte aére@attlospermum regiursobre linhagens de

bactérias, leveduras e fungos;

3. Avaliar a atividade citotéxica de extrato aquodsoraiz e parte aérea @mchlospermum

regium

2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o efeito antibacteriano de extratos ampsdorutos de raiz e parte aére&deegium

sob as linhagens gram-positidisaphylococcus aureesStaphylococcus epidermides

2. Avaliar o efeito antibacteriano de extratos apsdorutos de raiz e parte aére&Ldeegium

em cepas gram-negativascherichia cole Pseudomonas aerugingsa

3. Avaliar o efeito antifingico de extratos aquobogtos de raiz e parte aérea@eregium

em cepas dérichophyton rubrum

4. Avaliar o efeito citotoxico dos extratos aquobostos de raiz e parte aérea@eregium

sob linhagem celular normal 3Ti8vitro;

5. Avaliar o efeito citotéxico dos extratos aquobostos de raiz e parte aérea@eregium

sob linhagem celular tumoral de melanoma muinnatro.
3. MATERIAL E METODOS
3.1 Preparo dos extratos
Plantas deC. regium(3 gendtipos) foram coletadas no municipio de
Altinépolis — SP em um campo de Cerrado (Lat. 21°'D3” Long. 47°29°19,7” alt. 594m).

No laboratorio o material foi separado em parteeaée sistema

radicular e posteriormente seco em estufa de ewlate (Marconde 32 A) a 40°C por dois
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dias. Em seguida foi pulverizado em moinho de faiaa obtencdo de pd. RaizesGle
regium foram separadas em 3 genoétipos e as partes a@ismgsadas em decorréncia de
diminuta quantidade de material.

Em seguida, foram realizados os decoctos a 10%es Esttratos
aguosos das raizes se apresentaram de uma forooaavis que impediu a filtragem, sendo
necessario centrifugar o extrato, por 10 minutos0@®00 rpm, obtendo-se duas fases do

extrato (Figura 15): fase 1 denominada liquidase 2 chamada viscosa.

Figura 15: Extrato de raiz d& regiumapresentando duas fases ap0s centrifugacao.

Extrato a frio também foi realizado para a raizgdadtipo 1. Para seu
preparo, o po6 da raiz do gendtipo 1 foi batido igumidiificador com agua fria e posteriormente
filtrado e liofilizado para os experimentos.

Para o preparado das aliquotas, foram pesados idpded de
aproximadamente 25mg da amostra, na qual foi acimmgida em tubos tipeppendorfde
2mL de capacidade. Esta, em camara de fluxo lanimaxposta a 1,5mL meio de cultivo
respectivo ao microorganismo a ser utilizado e iadado de 6% do solvente DMSO
(Dimetilsoulfoxido). Apés foi realizada a diluicdem vortex por aproximadamente 10
minutos. As amostras permaneceram em agitag&onightem mesa orbital a 90rpm. Em
seguida, os extratos foram centrifugados a 1200@@n2 minutos e o sobrenadante retirado,

novamente em fluxo laminar, transferido para tul®d,5mL, protegidos por papel aluminio
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e congelados em freezer de -20°C. Para saber @rdoagio real utilizada, o restante da
amostra que permaneceu no tubo apds a coleta densdlante foi seca em estufa de ar
circulante a 45°C por 48 horas para evaporacabdatagua. Decorrido o tempo de secagem,

as amostras foram novamente pesadas descontadal®dmicial pesado.

3.2 Atividade antimicrobiana

O efeito da atividade antimicrobiana foi avaliadelop método de
microdiluicio em meio BHI liquido (Brain Heart Irsion), para bactérias, ou RPMI, para
fungos, em placas contendo 96 pocos, seguindorasgaedCLSI M7-A6 (2003) - bactérias, ou
CLSI M27-A2 (2002) — fungos, com pequenas modifies; para adaptar o protocolo a fim
de avaliar as concentracdes dos extratos vegetdassb

A concentracdo do inéculo para bactérias foi aglastam espectro
(Spectronic® Genesys 2) utilizando, para bactégasprimento de onda de 550nm, numa
faixa de absorbancia de 0,10 a 0,15 e para furgosprimento de onda de 530nm, e a faixa
de absorbancia entre 0,125 e 0,150. Em seguidagaulp padréo foi diluido 50 vezes em
meio de cultivo respectivo e, 100uL deste foi zaitlo por poco o que equivale a 1%10
CFU/mL (Unidade formadora de colonia/mL) de cadhdigem de bactéria ensaiada.

Controles de esterilidade do meio de cultura e eldsatos foram
realizados conjuntamente. A CIM (Concentracdo téila Minima) correspondeu a menor
concentracao inibitéria do extrato ou fracdo onde houver crescimento macroscopico das
linhagens microbianas avaliadas comparadas comsginrento do controle positivo.

Para a montagem da placa 100uL da amostra forameactds em 3
pocos da fileira 1, sendo que as duas Ultimasd8esdo reservadas para o controle de meio e
antibioticos previamente determinados. Nas col@nad 2 foram adicionados 100uL de meio
de cultura com auxilio de pipetador automatico.debcionado 100uL a coluna 1 e a partir dai
iniciou-se a diluicdo seriada até a coluna 11.

As bactérias avaliadas foraEscherichia colIATCC 25922 e clinica,
Staphylococcus aureuBTCC 6538 e clinica Pseudomonas aeruginosalfCC 27873 e
clinicae Staphylococcus epidermidd3 CC 2231 e clinica. O antibiotico referéncia atililo

foi Gentamicina.
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Os fungos avaliados foraifrichophyton rubrumATCC MYA3108 e
um clinico mutantaTruMDR2. O antibiotico referéncia foi anfotericina B.

Foram utilizados extratos aquosos brutos liofilsadde raiz do
gendtipo G1, G2 e G3 separados em liquido e visendmto de parte aérea e extrato a frio do
gendtipo 1 (G1F), diluidos em meio de cultivo e 6% DMSO. Somente para atividade
fungica nao foi avaliado o extrato a frio.

Os experimentos foram realizados em camara de flaxanar com

auxilio de ponteiras e pipetadores com 3 repetie@e8 replicatas por cultura.

3.3 Atividade citotoxica

A cultura 3T3 (fibroblasto normal) foi cultivada emeio DMEM
(Dulbelcos Eagle Medium) suplementado com 15% de kovino fetal (Cultilab), em estufa
de CQ circulante 5% a 37°C. Quanto a linhagem tumordanmma murino (B16), o cultivo
foi realizado em meio de cultura HAM F10 (Sigma8yplementado com soro fetal bovino a
15%.

Apo6s observagéo de confluéncia celular em 90% dafga retirou-se
0 meio de cultura e adicionou-se 3mL de solucaslaeks, repetindo-se este procedimento
por 3 vezes de forma a garantir que na garrafaliera ndo houvesse resquicio de meio.

Adicionou-se, entdo, 3mL de solucdo da enzima TE25%
(Sigma®). Esta garrafa foi levada a estufa 37°C €@mcirculante 5% onde permaneceu por
2 minutos. Decorrido o periodo de incubacéo, retse, com movimentos bruscos, as células
outrora aderidas. Estas foram transferidas a uno fabcon 15mL. Este foi levado a
centrifugacao por 2 minutos a 9000 rpm. Descaréon-sobrenadante e ressuspendeu-se as
células em 1mL de meio de cultura, conforme nedadsi da célula alvo (DMEM ou HAM
F10) suplementado com soro. Realizou-se contagdmlaceem cémara de Newbauer.
Ajustou-se, ap6s sucessivas diluicbes, uma coragdr entre 1,5 e 2,0 x “l@élulas.
Distribui-se 100pL de células por poco, ou sejd, d 2,0 x 10 células. Apés distribuicdo
celular, acrescentou-se 100uL de meio de cultur&®M 15% de soro. A placa foi entdo

levada a estufa onde permaneceu por 24 horas gegsaacelular.
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Para adicdo do extrato, retirou-se todo o meioutteira e lavaram-se
as células 2 vezes com solucdo de Hanks. AdicieeolBOuL de meio sem antibidtico com
soro a cada poco e os extratos foram dispostosemsensaiados em tréplicas. A placa foi
entdo levada a estufa onde permaneceu por 48 Hoem®rrido o periodo de incubacéo,
retirou-se 0 meio e o extrato, lavou-se os pocos swlucdo de Hanks 2 vezes e adicionou-se
solucdo, [MTT 3- (4,5 dimetilazol- 2yl)- 2-5- diftn 2H tetrazolato de bromo)], MTT
(5mg/mL). Esta permaneceu em contato com as cgbalad horas ainda em estufa de,CO
circulante 5%. Apos 4 horas, o corante MTT foi reido e lavou-se a placa 1 a 3 vezes com
solucdo de Hanks. Adicionou-se 100uL de isopropaamgiardou-se 20 a 30 minutos para
solubilizacdo do MTT em azul de formazan. ApGs ers&0 analisou-se a porcentagem de
sobrevivéncia ou inibicdo do crescimento celularespectrofotdbmetro ELISA a 590nm.

Foi utilizado extrato aquoso bruto liofilizado dezr do gendtipo G1,
G2 e G3 separados em liquido e viscoso, extrafpade aérea e extrato a frio do gendtipo 1
(G1F), diluidos em meio de cultivo e 6% de DMSO.

A maior concentracdo utilizada foi 100pg/mL de attre 2pug/mL de

antibiético Actinomicina D.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Preparo dos extratos

O rendimento dos extratos variou em funcdo do @gemoe oS

resultados estao descritos na Tabela 20.



83

Tabela 20: Dados relacionados a producdo e rentbhmeios extratos vegetais de
Cochlospermum regiunNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 20009.

Rendimento em peso seco do extrato aquoso (%)

Extratos Material seco Liquido  Viscoso Total
Raiz Genodtipo 1 6009 7,96% 4,33% 12,29%
Raiz Gendtipo 1 Frio 100g - - 7,20%
Raiz Genotipo 2 1709 5,90% 12,39% 18,29%
Raiz Genotipo 3 50¢g 9,90% 31,68% 41,58%
Parte aérea 455¢g - - 40,03%

- ndo houve separagdo de fases

4.2 Atividade antimicrobiana

Extrato bruto de raiz d€. regiumtanto na fase liquida, como viscosa,
nao apresentaram atividade antibacteriana frenenhuma linhagem avaliada, nas condi¢cOes
de trabalho (Tabela 21). Este resultado corrobona @ obtido por Oliveira et al. (1996) que
avaliaram o efeito antibacteriano de decocto de o Cochlospermum regiunsobre
Staphylococcus aureus Escherichia colie concluiram que esse tipo de extrato néo
apresentou atividade frente aos microorganismégados.

Embora os resultados apresentados neste trabaltitante sido
negativo para a atividade antibacteriana, reconmogajue novos ensaios sejam realizados
alterando a forma de preparo dos extratos, a caletamaterial em diversos estagios
vegetativos e em diferentes condicbes de sazodalidsstas consideracdes sado importantes
porque ndo se pode desconsiderar os estudos etacfadgicos que evidenciam de forma
proeminente a utilizacdo desta espécie para indscebcontaminacdo microbiana, de modo
geral, para estbmago, prostata, vias urinarias) d&aparelho reprodutor feminino.

Uma dificuldade encontrada durante o preparo dagsi@dhs para 0s
testes foi referente as diluicdes. Percebeu-seoguextratos, principalmente 0s Vviscosos,
apresentavam dificuldade de solubilidade em ageataDforma, diante do processo utilizado
para diluicdo citado em material e métodos, cadiuetia apresentava uma concentracdo
diferente. No entanto, foram preparadas quantidadisientes para realizar as repeticdes no

minimo para as mesmas linhagens ATCC e clinica.
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E importante considerar que um dos grandes desaffimstados pelas
indUstrias farmacéuticas é referente a padronizdedextratos de origem natural. Um artigo
recente publicado na revista Science mostra a pl@acupacdo destas industrias, sendo a
formulacdo dos extratos uma barreira imposta paraasr producdo de medicamentos
provenientes de produtos naturais (LI e VEDERA®0

Tabela 21: Atividade antibacteriana de extratoddé 3 gendtipos de raiz @ regiume de
parte aérea UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2009.

Raiz G1 Raiz G2 Raiz G3 Parte aérea Gentamicina
Linhagens Lig Visc Frio Lig Visc Lig Visc G1+G2+G3 (pgmL™)
E. coliATCC >28 >10 >1,3 >1,3>1,0 >1,2 >2,7 >1,5 25
E. coliclinica >2,8 >1,0 >1,3 >1,3>1,0 >1,2 >2,7 >1,5 25
S. aureuATCC >28 >10 >1,3 >1,3>10 >12 >27 >1,5 12,5
S. aureuglinica >2,8 >1,0 >1,3 >1,3>1,0 >1,2 >2,7 >1,5 75
P. aeruginoséATCC >10 >1,0 >10 >15>1,0 >1,0 >2,7 >1,5 25
P. aeruginosalinica >1,0 >1,0 >1,0 >15>1,0 >1,0 >2,7 >1,5 125
S. epidermideATCC >2,8 >1,0 >1,0 >1,5>1,0 >30 >27 >1,5 12,5
S. epidermideslinica >2,8 >1,0 >1,0 >15>10 >30 >27 >1,5 12,5

(>) referente a maior concentracéo utilizada nseseem mg mt

Ha uma necessidade especial para produtos conaatiimgica, pois
poucos sdo os existentes no mercado, e a buscastoltividade através da quimica das
plantas € imensa, e muitas apresentam resultadis&atgmios (DULGER e HACIOGLU,
2008; BOBBARALA et al.,, 2009; BOKHARI, 2009; THOBUNJEPOP et al., 2009;
MOREIRA et al., 2010). No entanto, nas condi¢Oesliastas, nenhum dos extratos mostrou

atividade contrarichophyton rubrun{Tabela 23).

Tabela 22: Atividade antifangica de extrato brueo3igendtipos de raiz de. regiume de
parte aérea UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2009.

Raiz G1 Raiz G2 Raiz G3 Parte aérea Fluconazol
Lig Visc Lig Visc Lig Visc G1+G2+G3 (ng/mL)

Linhagens
T. rubrumATCC >4,3 >08 >4,3 >0,7 >4,2 >3,3 >4,2 36
T. rubrumATruMDR2 >4,3 >0,8 >4,3 >0,7 >4,2 >33 >4.2 36

(>) referente a maior concentracéo utilizada nseseem mg mt.
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4.3 Atividade citotoxica

4.3.1 3T3 fibroblasto (células normais)

No teste realizado em 3T3 fibroblasto (células rasmque
diferenciam em varios tecidos) foi verificado gqueextratos mostraram baixa citotoxicidade,
com excecao do extrato G1F (extrato a frio) no quadrcentagem de inibicdo do crescimento
celular foi semelhante a Actinomicina D (antibidticeferéncia). No entanto, esta
citotoxicidade indesejada foi menor que a apresenpalo antibiotico (34,87% - Tabela 24).

Alguns extratos estimularam a proliferacdo da eglal sua atividade
mitGtica, como a fase liquida do extrato da raiggdoétipo 1, a fase viscosa do gendtipo 3 e o
extrato da parte aérea. Desta forma, pode-se dimeros extratos nas condi¢cdes avaliadas
apresentam baixa citotoxicidade frente a célulasais.

Esta introducdo a atividade citotéxica de extradogiosos deC.
regium sdo importantes no que diz respeito a viabilizagdoum futuro fitoterapico. E
importante conhecer claramente os possiveis pr@siefou solu¢cdes que o produto natural
apresenta para que possa passar para as proxisess das testes clinicos e garantir um

fitoterapico de qualidade e seguro.

4.3.2 B16 — melanoma murino

A maioria dos extratos possibilitou 0 aumento deidgde mitotica
das células melanoma murino. Estas sdo causaderasinteres de pele. Quando houve
atividade inibidora do crescimento celular, estaifsignificante, sendo maior quando o
extrato utilizado foi o da parte aérea (11,37%dlrdga referéncia (Actinomicina D) controlou
79,16%, mostrando que o extrato bruto de raizlefotleC. regium néo foi eficiente contra o
melanoma e pelo contrario, aumentou a atividadétitet da célula cancerigena (Tabela 24).

Estes resultados sédo importantes, pois se confosnach outros tipos
de ensaios os fitoterapicos produzidos a parti€Cdeegiumndo deverdo ser prescritos para

pacientes com pré-disposi¢cao genética a essedipartter.
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Tabela 23: Porcentagem de inibicdo celular de mebd@nmurino (B16) e fibroblasto (3T3)
dos extratos aquosos brutosGleegium UNAERP, Ribeirdo Preto — SP, 2009.

Extrato B16 3T3
Raiz G1 liquido * *
Raiz G1 viscoso * 9,31%
Raiz G1 frio 7,83% 34,87%
Raiz G2 liquido 7,13% 21,98%
Raiz G2 viscoso * 14,41%
Raiz G3 liquido * 17,15%
Raiz G3 viscoso * *
Parte aérea 11,37% *
Actinomicina D 79,16% 47,63%

(*) aumentaram atividade mitética.

5. CONCLUSAO

1. Os extratos d€ochlospermum regiumas condi¢cGes avaliadas ndo apresentam atividade
antibacteriana e antifungica;

2. Extratos aquosos @& regiumnas condi¢cdes avaliadas apresentam baixa citadaxie em
células normais e aumentam o potencial mitéticaélmas B16-F10.
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Capitulo V. IDENTIFICACAO DE METABOLITOS SECUNDARIO S DE
Cochlospermum regium

1. INTRODUCAO

Cochlospermum regiumé uma espécie medicinal importante do
Cerrado, cuja composicado quimica € pouco conheciktudada. Sabe-se que nas suas raizes
h&d presenca de flavonodides, com apenas um Unidadgsoo Dihidrokaenferol 3-O-
glucopiranoside. No entanto, os estudos quimicesadespécie devem ser realizados para
somar aos estudos agrondémicos, farmacologicos e€étiges 0 que possibilitara o
desenvolvimento de produto fitoterapico que aprteserseguranca, qualidade e eficacia

Alguns testes séo utilizados para determinar dl grimico geral das
plantas. Um destes pode ser o histoquimico emscartatdmicos, que revela a presencga ou
auséncia dos grandes grupos de metabdlitos semma@as plantas. Com este perfil aliado
aos estudos biologicos, € possivel direcionar adiagdes em busca de uma substancia

guimica ou um grupo especifico que provavelmeriteasdicionando esta atividade.

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Avaliar o perfil quimico da espécfeochlospermum regium

2.2 Objetivos Especificos

1. Identificar as substancias presentes nas follesC. regium através de analises

histoquimicas anatémicas;

2. Determinar a composicéo quimica do 0leo essaeifolhas de&C. regium

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao geral dos experimentos

O material vegetal deCochlospermum regiumpara testes
histoquimicos e extracdo de Oleo essenéml coletado as 9:00 h damanha na reserva
EcoCerrado Brasil, em Araxa —MG (Lat19°36'48,9"Lodg°08'20,8 929m). Para as analises

histoquimicas as folhas foram separadas em jotea®) e adultas (9cm).

3.2 Teste histoquimico

Foram coletados 4 gendtipos de planta€deegium Os cortes, feitos
na regiao da nervura central, foram feitos manuatenseparando-se folhas velhas de folhas
jovens (brotos). Os reagentes utilizados foram:

- Sudan 1l para lipideos (Coloragédo vermelha);
- FeCk 1% - Cloreto férrico (coloracao preta, azul esperéCr,O; - dicromato de potassio
(coloracédo castanho-avermelhada) para fendlicasstot

- Vanilina cloridrica para taninos (coloracdo avelimada);
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- Dragendorff - iodo bismutato de potassio (colammcastanho-avermelhada) e Bouchardt -

iodeto de potassio (coloracdo marrom-avermelhaal@ gcaldides.

Em todos os testes foi feito um controle, ondeesoidram clarificados

e submetidos aos mesmos procedimentos.

3.3 Composicao do 6leo essencial de folhas@eegium

Partes aéreas secas em estufa de ar circulante®@ f#Bam
posteriormente submetidas a hidrodestilacdo pomirgQutilizando-se aparelho Clevenger.
Para a obtencéo do 6leo essencial foram pesadage2fidhas, as quais foram inseridas em
um balé@o de fundo redondo com capacidade voluraédec250mL contenddl20mL de agua

destilada.

A identificacdo das substancias presentes nos d@ssenciais foi
realizada em colaborag¢do com o IAC — Instituto Agraico de Campinas, sob os cuidados da
Prof2 Dr2 Marcia Ortiz Mayo Marques. A identificacdas substancias foi conduzida em
cromatografo gasoso acoplado a espectrometro deam@€G-EM, Shimadzu, QP-5000),
dotado de coluna capilar de silica fundida OV -36n{ x 0,25mm x 0,38n Ohio Valley
Specialty Chemical, Inc.), operando por impacteldérons (70eV). As condicbes de Analise
foram: Injetor. 240°C; Detector 230°C;Géas de arrasteHe; Vazao 1,0mL/min,; Diluicdo:
1uL o6leo essencial/1,0mL AcoEt (Acetato de Etildjplume de Injecdo:1uL, Split
1/20Programacé&o 60°-165°C, 3°C/min.; 165°-240°C, 10°C/min.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste histoquimico

Os testes histoquimicos permitem a evidenciacdocldsses de
metabdlitos secundarios, como compostos fendlmasst alcaldides, lipideos, lignina, dentre
outros, e podem ser aplicadas as seccdes obtidastdeais frescos ou fixadas. Através das
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coloracbes das estruturas submetidas aos reagespesificos para cada grupo ativo, é
possivel detectar a presenca desses grupos euatdosais de acumulo, com o auxilio da
microscopia 6ptica (KRAUS e ARDUIN, 1997; RICCO (02).

Em cortes de nervura central de folhas @e regium os testes
histoquimicos com o reativo Sudan, indicaram agues de compostos lipideos, o Cloreto
férrico mostrou coloracdo enegrecida na regidgpttieeme na nervura da folha e o Dicromato
de potassio com coloracdo castanho-avermelhadicaimdb reacdo positiva para compostos
fendlicos em geral. A Vanilina cloridrica indicoeagdo positiva para taninos em células de
parénquima da nervura central da folha e na mesg@a foi observada, pelo teste de
Dragendorf e Bouchardt, a presenca de alcalbidee(@®5).

Tabela 24: Testes histoquimicos em folha€deegium FCA/UNESP, Botucatu — SP, 2008

Sudam Dragendorff Bouchardt K,Cr,O; FeCkl1% Vanilina

11 cloridrica

Genoti- Folhas C T C T C T c T C T C T
po

01 Jovem - + - + - + - + - + - +

Adultas - + - + - + - + - + - +

02 Jovem - + - + - + - + - + - +

Adultas - + - + - + - + - + - +

03 Jovem - + - + - + - + - + - +

Adultas - + - + - + - + - + - +

04 Jovem - + - + - + - + - + - +

Adultas - + - + - + - + - + - +

(C) controle; (T) tratamento; (-) negativo; (+) fiv®

Os testes comprovam que ha presenca de todos wdegrgrupos
ativos em folhas da espédie regium(Figura 16) e que esta ndo se diferencia quardade
das folhas, estando presentes nas jovens e velhas.

Visto que foram encontrados lipideos nas folha€ deegium se fez

necessario a extracdo do 6leo essencial bem coamansglise.
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Figura 16: Testes hlstoqwmlcos em foIhaneeglum
(A) lipideos; (B) fendlicos totais; (C) taning®) alcalbides.

4.2 Composicao do 6leo essencial de folhas@eegium

Os 6leos essenciais sdo constituidos principalnparterpenos e seus
derivados oxigenados. Tem grande importancia nasind de fragrancias, farmacéutica e na
aromaterapia. Esses 6leos sdo normalmente obtidtateptilacdo com arraste de vapor ou por
hidrodestilagdo de diferentes partes das plantedjindo flores, folhas, sementes, raizes,
tronco, casca e madeira (FACCHETTI e CADOPPI, 2005)

Cada vez mais aumenta o interesse pelo estudordeter@&zacao e
composicao dos Oleos esséncias de plantas pamadiisinais (POTZERNHEIM et al., 2006;
MARCO et al.,, 2007;MAIA et al., 2007; VULPI et al., 2007; BORSATO et.,a2008;
RODRIGUES et al., 2008; BOTREL et al., 2009; COS3tAl., 2009).

Nas folhas deC. regiumforam identificadas 94,87% dos compostos
presentes no 6leo essencial totalizando 32 sulssi(itabela 26), sendo majoritarios [®s
Copaen-4-alfa-ol (18,73%) e Viridiflorol (12,67%#.porcentagem de 6leo extraido da folha
foi de 0,2% e esse teor foi semelhante ao obtidoramalho realizado por Honda et al. (1997).
Entretanto esses autores obtiveram como consstuirgjoritario do 6leo essencial @
regium o B-selineno (34,1%). Os resultados apresentados atéomento mostram que
certamente deve haver quimiotipos dentro da espémie expressivas variacdes qualitativas,
0 que sinaliza a necessidade de se realizar estgissaprofundados sobre a relacdo entre a

composicao quimica e atividade bioldgica dos oéssenciais extraidos @e regium.
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Tabela 25: Composi¢cdo do oleo essencial de folbaS. degium FCA/UNESP, Botucatu —
SP, 2008.

Substancia Porcentagem indice &ovats
1. B-Copaen-4-alfa-ol 18,73 1584
2. Viridiflorol 12,67 1590
3. Biciclogermacreno 8,26 1494
4. Longiborneol 7,13 1592
5. Trans cariofileno 4,49 1418
6. a-humuleno 4,44 1454
7. Cubenol 4,44 1642
8. Mirceno 3,82 991
9. Cadinol<epie> 3,14 1640
10.Germacreno B 2,96 1556
11.Cedr-8(15)EM-% 2,87 1644
12.Bisaboloides 2,86 1626
13.Guaiol 2,61 1595
14.1,2-epoxi humuleno 2,16 1606
15. Spatulenol 2,07 1576
16. Cubenol <1Epi> 1,77 1627
17.Kushimona 1,51 1593
18. Epi-longipinanol 1,31 1561
19. Eudesmol <10-epi-gamma> 1,29 1619
20.a-muurolol 0,84 1645
21.Germacreno D 0,69 1480
22.Ledol 0,58 1565
23.4-cadineno 0,48 1513
24.A-cadineno 0,47 1524
25.Germacreno A 0,44 1503
26.5-muuroleno 0,37 1477
27.3-elemeno 0,35 1391
28.9-epi-(E)-cariofileno 0,32 1467
29.a-muuroleno 0,30 1499
30. 3-bourboneno 0,22 1384
31.Aromadandreno 0,21 1441

32.A-elemeno 0,18 1339
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5. CONCLUSAO

1. Folhas d&€. regiumcontém as principais classes de metabdlitos sécasdroduzidos por

plantas angiospermas

2. O dleo essencial das folhasG@leregiumapresentou vasta gama de substancias quimicas
sendo 3-Copaen-4-alfa-ol o composto majoritério.
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